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Einleitung

1 Einleitung

Die Theorie der ,Fetalen Programmierung von Erkrankungen im Erwachsenalter”
(Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD)) beschreibt den Zusammenhang
zwischen pathophysiologischen Einflissen wahrend der Embryonal- und Fetalperiode und
einem daraus resultierenden erhdhten Risiko flr Erkrankungen im Erwachsenenalter. Diese
Theorie wurde in den spaten 1980er Jahren von David Barker und Kollegen begriindet, die
erstmalig den Zusammenhang zwischen einem geringen Geburtsgewicht und dem erhdhten
Risiko fur koronare Herzkrankheit und Typ 2-Diabetes im Erwachsenenalter beschrieben
(Barker & Osmond 1986, Hales et al. 1991, Barker et al. 1993). Die normale Funktion der
Plazenta ist entscheidend flr das optimale Wachstum und die Erndhrung des Embryos bzw.
Fotus (Ubersichtsartikel Barker & Thornburg 2013). Abweichungen in der Plazenta-
morphologie sind mit einer veranderten fetalen Nahrstoffzufuhr verbunden, flhren zur ,fetalen
(Fehl-) Programmierung® und kdnnen eine Ursache fir spatere Erkrankungen im
Erwachsenenalter sein. Sowohl hohe als auch geringe Plazentagewichte sind mit Hypertonie
und koronaren Herzerkrankungen bei den Nachkommen assoziiert. Auch die GréBe und Form
der Plazenta kbnnen mit Erkrankungen im spéateren Leben der Nachkommen korreliert werden
(Ubersichtsartikel Barker & Thornburg 2013).

Ein veranderter maternaler Metabolismus wie er u.a. bei schwangeren diabetischen und
adipésen Frauen zu beobachten ist, wirkt sich negativ auf die Plazenta-
entwicklung, -morphologie und -funktion aus (Ubersichtsartikel Vambergue & Fajardy 2011,
Myatt & Maloyan 2016). Die Adaptation der Plazenta an das vorherrschende intrauterine Milieu
sichert das Uberleben und das Wachstum des Fétus (Ubersichtsartikel Vaughan et al. 2012),
jedoch zu dem Preis das das Risiko fur Erkrankungen im Erwachsenenalter erhdht ist.

1.1 Diabetes mellitus

Ein Diabetes mellitus stellt eine Stoffwechselstérung dar, die durch einen chronisch erhéhten
Blutglukosespiegel infolge eines absoluten Insulinmangels (Typ 1 Diabetes mellitus, T1DM,
aber auch T2DM), einer verminderten Insulinsensitivitat (Typ 2 Diabetes mellitus, T2DM) oder
einer gestdrten Glukosetoleranz wahrend der Schwangerschaft (Gestationsdiabetes, GDM)
gekennzeichnet ist und mit Veranderungen im Kohlenhydrat-, Fett- und Proteinstoffwechsel
einhergeht (WHO 1999, Deutscher Gesundheitsbericht Diabetes (DGD) 2018). Es wird
geschatzt, dass sich die Zahl von Menschen (20-79 Jahre) mit Diabetes mellitus von derzeit
425 Millionen auf ca. 629 Millionen im Jahr 2045 erhéhen wird. Mit Uber 7,5 Millionen
Diabetikern (9,5% der erwachsenen Bevdlkerung) steht Deutschland im europaischen
Vergleich auf Platz 2, weltweit auf Platz 9. Circa 95% der Betroffenen sind an einem T2DM
erkrankt (IDF Diabetes Atlas 2017, DGD 2018).
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1.1.1 Diabetes mellitus wahrend der Schwangerschaft

Eine Steigerung der Diabetespravalenz kann in allen Altersgruppen verzeichnet werden, so
auch bei Frauen im gebarfahigen Alter. Im Jahr 2016 waren ca. 0,9% der Geburten von einem
prakonzeptionellen Diabetes mellitus (T1DM und T2DM) und ca. 5,4% von einem
Gestationsdiabetes betroffen — eine, im Vergleich zum Jahr 2002, 1,6- bzw. 3,7-fache
Steigerung (DGD 2018). Neben erhéhten Glukosespiegeln und einem absoluten (T1DM) oder
relativen Insulinmangel (T2DM und GDM) ist ein maternaler Diabetes u.a. mit einer
Dysregulation des Triglyzerid-, Cholesterin- und Aminosaurestoffwechsels, von
Wachstumshormonen (insulindhnliche Wachstumsfaktoren (IGFs)) und Adipokinen sowie mit
einer Anh&ufung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) verbunden (Yan-Jun et al. 1996, Nelson
et al. 2008, Ahmed 2011, Huynh, Xiong, & Bentley-Lewis 2014). Ein prakonzeptioneller
Diabetes beeinflusst alle Phasen der Embryonal-, Fetal- und Plazentaentwicklung. Die
Schwere der Schwangerschaftskomplikationen hangt von der Einstellung des
Blutglukosespiegels ab. Ein vor der Schwangerschaft bestehender Diabetes mellitus ist mit
einem erhdhten Risiko fur Fehl- und Frihgeburten, Praeklampsie, Sectio, Neugeborenen-
sterblichkeit, Fehlbildungen, Makrosomie oder fetaler Wachstumsretardierung verbunden (Yu
et al. 2017a). Weiterhin konnten epidemiologische Studien zeigen, dass ein maternaler
Diabetes mit einem erhdhten Risiko flr die Nachkommen einhergeht, im Kindes- und
Erwachsenenalter Einschrankungen in der kognitiven Leistung oder Adipositas, T2DM oder
ein metabolisches Syndrom zu entwickeln (Pettitt & Knowler 1998, Vohr, McGarvey & Tucker
1999, Bytoft et al. 2016, Damm et al. 2016). Um die Auswirkungen eines maternalen Diabetes
auf die Entwicklung und Gesundheit der Nachkommen zu minimieren, ist eine frihzeitige
Diagnose und enge Kontrolle des Blutglukosespiegels wichtig. Die steigende Zahl an
diabetischen schwangeren Frauen macht zudem die Dringlichkeit deutlich, die
physiologischen, zellularen und molekularen Mechanismen zu erforschen und besser zu
verstehen, die mit den kurz- und langfristigen Schwangerschaftskomplikationen verbunden
sind.

Die Prdimplantationsphase stellt eine besonders kritische Phase wahrend der
Embryonalentwicklung dar, da der Embryo in dieser Phase noch nicht tUber das plazentare
Stoffwechselangebot, sondern (ber die Eileiter- bzw. Uterussekrete versorgt wird
(Ubersichtsartikel Fleming, Velazquez & Eckert 2015). AuBerdem werden in dieser Phase die
Weichen fir eine erfolgreiche Implantation gestellt. Die experimentelle Erforschung des
Einflusses eines Diabetes mellitus auf die embryo-maternale Interaktion sowie auf embryonale
Adaptationsmechanismen erfordert aus ethischen Griinden diabetische Tiermodelle (v.a. in
Méausen, Ratten, Kaninchen, Schafen, Rindern und Schweinen) und in vitro-Modelle mit
Embryonen (Ubersichtsartikel Fleming et al. 2004, Jawerbaum & White 2010, Fischer et al.
2012).
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1.1.2 Experimentell induzierter Typ 1 Diabetes mellitus beim Kaninchen

Ein T1IDM kann in Versuchstieren spontan (Bio-Breeding-Ratte, Non-obese diabetic-Maus),
durch partielle Pankreatektomie und diabetogene Chemikalien (Streptozotocin, Alloxan)
induziert werden (Ubersichtsartikel Jawerbaum & White 2010). Die zytotoxischen
Glukoseanaloga Streptozotocin und Alloxan zerstéren selektiv die insulinproduzierenden (3-
Zellen des Pankreas (Ubersichtsartikel Lenzen 2008).

In der vorliegenden Arbeit wurde in fertilen weiblichen Kaninchen (Oryctolagus cuniculus) ein
experimentell induzierter T1DM durch eine einmalige Injektion von Alloxan, einem
Pyrimidinderivat, erzeugt. Alloxan wird aufgrund seiner Strukturdhnlichkeit mit Glukose vom
Glukosetransporter 2 (GLUT2) in die B-Zellen des Pankreas aufgenommen (Munday, Ludwig
& Lenzen 1993). Es akkumuliert im Zytoplasma und wird durch Glutathion und Cystein zu
Dialursaure reduziert. Durch spontane Autooxidation von Dialursdure mit molekularem
Sauerstoff entstehen zytotoxische ROS (Winterbourn & Munday 1989, Lenzen & Munday
1991). Die intrazellulare Akkumulation von ROS fihrt letztendlich zum nekrotischen Zelltod
der B-Zelle (J6rns et al. 1997). Die Alloxan-vermittelte Zerstérung der pankreatischen 3-Zellen
erfolgt selektiv, da diese im Vergleich zu anderen GLUT2-exprimierenden Zellen wie
Hepatozyten, Enterozyten und Nephrozyten lber weniger antioxidative Enzyme verfligen
(Lenzen, Drinkgern & Tiedge 1996).

Die irreversible Zerstérung der pankreatischen B-Zellen fihrt innerhalb von 48 Stunden zur
Etablierung eines insulinpflichtigen Diabetes mellitus mit einer Hyperglykéamie (15-33 mmol/l)
und Hypoinsulindmie (Ramin et al. 2010). Um eine lebensbedrohliche Ketoazidose der
Versuchstiere zu  verhindern, erfolgt eine tagliche Blutzuckerkontrolle und
Insulinsupplementation.

In friheren Studien konnte bereits die Eignung des Kaninchens als reproduktionsbiologisches
und embryologisches Modell gezeigt werden, da es gegentber anderen Tiermodellen einige
Vorteile aufweist (siehe Kapitel 1.2). Um den Einfluss eines maternalen Diabetes in der
Praimplantationsphase in vivo zu untersuchen, wurde das diabetische Kaninchenmodell
etabliert und charakterisiert (Ramin et al. 2010, Thieme et al. 2012b).

1.2 Praimplantationsentwicklung des Kaninchens

Die Praimplantationsphase bezeichnet die Entwicklung des Embryos von der Befruchtung der
Eizelle (Konzeption) bis zur Einnistung (Nidation, Implantation) der Blastozyste in die
Uterusschleimhaut am Tag 6,5 bis 6,8 nach der Begattung (post coitum, p.c.). Da weibliche
Kaninchen keinem Zyklus unterliegen und spontan durch den Verpaarungsreiz ovulieren, kann
das exakte Alter des Embryos bestimmt werden (Fischer et al. 2012). Nach Verschmelzung
der Oozyte mit einem Spermium im Eileiter (ca. 10 Stunden p.c.) ist das 2-Zellstadium nach
14 Stunden p.c. sichtbar. Einer Reihe von Furchungsteilungen folgt im 8-16-Zellstadium die

3
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Aktivierung des embryonalen Genoms (Brunet-Simon et al. 2001). Am Tag 2,5 p.c. entsteht
die Morula, die aus Uber 32 anndhernd gleichgroBBen Zellen besteht. Die als Blastomeren
bezeichneten Zellen verdichten sich bis zum Tag 3,5 p.c. zur kompaktierten Morula. Wahrend
der Furchungsreifungen gelangt die Morula vom Eileiter in den Uterus, wo sie sich zur friihen
Blastozyste entwickelt. Durch erste Differenzierungsprozesse entstehen der Embryoblast (EB,
Keimscheibe, inner cell mass) und Trophoblast (TB). Der Trophoblast proliferiert stark und es
entsteht ein flussigkeitsgeflllter Raum, die sogenannte Blastozystenhdhle, die er umgibt. Aus
den zentral liegenden Zellen des Embryoblasten entwickelt sich spéater der Embryo. Der
Trophoblast bildet mit dem maternalen Endometrium die Plazenta.

Am Tag 6 p.c. setzt die Differenzierung des Embryoblasten in eine zweiblattrige Keimscheibe
ein, die aus der auBeren Zellschicht, dem Epiblasten und der inneren Zellschicht, dem
Hypoblasten besteht. Aus dem Epiblasten gehen die drei Keimblatter, das Entoderm,
Ektoderm und Mesoderm, hervor. Wahrend der Gastrulation wird die anteriore-posteriore
Kérperachse festgelegt. Anhand dieser charakteristischen morphologischen Veranderungen
kann die Keimscheibe lichtmikroskopisch beurteilt und die Normalentwicklung verlasslich
eingeteilt werden. Bis zur Implantation der Blastozyste ist die Einteilung in funf
Entwicklungsstadien méglich (Stadium 0, 1, 2, 3 und 4) (Viebahn, Mayer & Miething 1995;
siehe Tab. 1).

Tab. 1: Morphologische Charakterisierung der Keimscheibendifferenzierung und Einteilung der
Gastrulationsstadien beim Kaninchenembryo wahrend der Periimplantationsphase

Dorsale Aufsichten Osmium-fixierter Keimscheiben (Embryoblast) und schematische
Darstellung der Keimscheiben der Stadien 0 bis 4 (Tag 5,5 — 7,0 p.c.) (aus Viebahn, Mayer &
Miething 1995); VRB-vorderer Randbogen, PGE-posteriore Gastrulationsextension

nach aulBen hin locker abgegrenzte Keimscheibe (Embryoblast), bestehend aus ‘% Q
morphologisch gleichen Zellen %

beginnende axiale Differenzierung, erhohte Zellproliferation am anterioren Pol,

Bildung einer halbmondformigen Zellverdichtung (vordere Randbogen (VRB))

entlang der Embryoblast-Trophoblast-Grenze

lichtmikroskopisch hell erscheinende sichelférmige posteriore Gastrulations-

extension (PGE) am posterioren Pol aufgrund geringerer Zelldichte

Elongation der Keimscheibe und Ausbildung des Primitivstreifens von posterior

nach anterior, Einsetzen der Implantation

.| Primitivstreifen

j ;‘\
Vollendung des Primitivstreifens mit Bildung des Primitivknotens am vorderen Pol ]
(Hensen 1876) ;

Primitivknoten

Als Versuchstiermodell bietet das Kaninchen aufgrund der exakten und zuverldssigen

Bestimmung des Fertilisationszeitpunktes und des Gestationsalters einen groBen Vorteil
4
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gegenilber anderen Saugetiermodellen. Des Weiteren kénnen Kaninchenblastozysten am Tag
6 p.c. einfach gewonnen und manipuliert werden, da sie im Vergleich zu anderen Spezies grof3
sind (ca. 3 mm) und erst am Tag 6,5 bis 6,8 p.c. implantieren, ein Zeitpunkt, an dem die
Gastrulation bereits begonnen hat (Daniel 1964, Ubersichtsartikel Denker 1977). Die
BlastozystengréBe ermdglicht eine mechanische Separation von Embryoblast- und
Trophoblastzellen. Weiterhin kdnnen Blastozysten, die Blastozystenhdhlenflissigkeit sowie
die separierten Embryo- und Trophoblastzellen aufgrund der hohen Zellzahl (EB- Stadium 1:
ca. 2000, Stadium 2: ca. 7000, TB am Tag 6 p.c.: ca. 80.300) individuell oder vereinigt
analysiert werden (Daniel 1964, Fischer et al. 2012). Vergleichende Analysen zur humanen
Embryonalentwicklung sind méglich, da groBe Gemeinsamkeiten wéahrend der Gastrulation
und in der Art der Plazentation (hdmochoriale Placenta discoidalis) bestehen. Des Weiteren
weist das Kaninchen einen héheren phylogenetischen Verwandtschaftsgrad zum Menschen
als zu Nagern auf (Graur, Duret & Gouy 1996).

1.3 Plazentaentwicklung des Kaninchens

Der Aufbau der Plazenta von Menschen und Kaninchen ist sich ahnlich. Beide Spezies weisen
im Unterschied zu Rind und Schwein eine invasive hdmochoriale Placenta discoidalis auf. Es
gibt speziespezifische Unterschiede. Die fetale und maternale Zirkulation erfolgt im Menschen
durch eine (h@momonochorial) und im Kaninchen durch zwei (hdmodichorial)
Trophoblastschichten (Enders 1965). Beim Menschen ist die Struktur der feto-maternalen
Verzahnung der Plazenta villdss und beim Kaninchen labyrinthartig (Ubersichtsartikel
Furukawa, Kuroda & Sugiyama 2014, Abb. 1).
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Abb. 1: Einteilung der Plazentaformen nach der Verteilung der Chorionzotten (A), den feto-
maternalen Schichten (B) und der Verzahnungsstruktur der Chorionoberflache (C)

(A) Anhand der Verteilung der Chorionzotten kdénnen vier Plazentafomen unterschieden
werden: 1-Placenta cotyledonaria (z.B. Wiederkduer), 2-Placenta diffusa (z.B. Pferd), 3-
Placenta zonaria (z.B. Hund, Katze) und 4-Placenta discoidalis, die durch eine scheibenartige
Verzahnung charakterisiert ist (z.B. Mensch, Nager, Kaninchen). (B) Anhand der Schichten, die
zwischen fetalem und maternalem Blutkreislauf bestehen bleiben, kénnen 3 Plazentaformen
unterschieden werden: Placenta epitheliochorialis, Placenta endotheliochorialis und die
Placenta hdmochorialis. Bei der Placenta hdmochorialis wird das Chorionepithel direkt von
mutterlichem Blut umspllt (z.B. Mensch, Nager, Kaninchen). Aufgrund der Schichtung des
Chorionepithels kann diese Form in die Placenta hdmomonochorialis (1), hdmodichorialis (2)
und hdmotrichorialis (z.B. Ratte, Maus) unterteilt werden. Bei der Placenta hdmodichorialis wird
die auBere Schicht vom Synzytiotrophoblasten gebildet, der den im Synzytium gelegenen
mutterlichen BlutgefaBen anliegt. Die innere Schicht wird vom Zytotrophoblasten ausgekleidet,
der die dariiber liegenden fetalen BlutgefédBe vom Synzytiotrophoblasten abgrenzt. FB-fetales
Blut, MB-mutterliches Blut, Sy-Synzytiotrophoblast, Zy-Zytotrophoblast (C) Placentalia weisen
unterschiedliche Formen der feto-maternalen Verzahnung auf: Faltenplazenta (z.B. Schwein,
Hund, Katze), Zottenplazenta (z.B. Wiederkauer, Pferd, Mensch) und Labyrinthplazenta (Nager,
Kaninchen) (Kaufmann 1990, Rai & Cross 2014, Eidem et al. 2017). Bei der Labyrinthplazenta
werden Synzytiotrophoblasten von netzartig angeordneten Kanalen durchzogen, durch die die
fetalen oder maternalen BlutgeféB3e fuhren (Kaufmann 1990).

Die Kaninchenblastozyste implantiert auf der antimesometrialen Seite des Uterus am Tag 6,5
bis 6,8 p.c. (Denker 1977), indem Trophoblastzellen in das oberflachliche Endometrium
eindringen. Dabei kommt es zur Differenzierung der Trophoblastzellen in den
Synzytiotrophoblasten, der direkt an das Uterusgewebe angrenzt und den Zytotrophoblasten,
der einerseits dem Synzytiotrophoblasten und andererseits dem Embryo anliegt. Der
Synzytiotrophoblast wéachst unter Verlust seiner Zellgrenzen und mittels proteolytischer
Enzyme in das Uterusgewebe hinein und bildet ein vielkerniges Synzytium mit unregelmasig
vernetzten Trabekeln und Zwischenrdumen (Lakunen). Nachdem der Synzytiotrophoblast am
Tag 9 p.c. (beim Menschen Tag 12 p.c.) die mutterlichen GefaBe erreicht hat (Hoffman,
Winfrey & Hoos 1990), beginnt die Ausbildung des Plazenta-Labyrinthsystems, das mit
steigendem Gestationsalter an GréBe zulegt (Samuel, Jack & Nathanielsz 1975).

Die frOhzeitige Diagnose von pathophysiologischen  Veranderungen in  der
Plazentamorphologie und -funktion ist von klinischer Bedeutung. Bei Plazentastérungen sollte
durch arztliche Beratung und Behandlung und engmaschige Kontrollen der Risikopatientinnen

gewahrleistet werden, dass die Entwicklung und die Gesundheit des Embryos bzw. Fétus nicht
6
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gefahrdet ist. FUr die pranatalen Untersuchungen wird nach geeigneten nicht-invasiven
Markern gesucht. Im Fokus der wissenschaftlichen Forschung stehen u.a. plazentare
microRNAs, die im Blut von Schwangeren nachgewiesen werden konnten (Chim et al. 2008).

1.4 microRNAs

Circa 65% des humanen Genoms werden in RNA umgeschrieben (Djebali & Davis et al. 2012).
Nur 1-2% der RNAs kodieren Proteine (Lander et al. 2001). Zu den nicht-kodierenden RNAs
(ncRNA) zahlen ribosomale RNAs (80-90%), Transfer-RNAs (10-15%), long non-coding RNAs
(IncRNA), small nucleolar RNAs (snoRNA), small nuclear RNAs (snRNA), Piwi-interacting
RNAs (piRNA) und microRNAs. Den regulatorischen ncRNAs und insbesondere den
microRNAs gilt wachsendes wissenschaftliches Interesse (Palazzo & Lee 2015). MicroRNAs
bilden eine Klasse kleiner, einzelstrangiger nicht-kodierender RNA-Molekile, die im Mittel eine
Lange von 22 Nukleotiden (17-25 Nukleotide) aufweisen, Uber Artengrenzen hinweg hoch
konserviert sind und gewebespezifisch exprimiert werden (Ubersichtsartikel Bartel 2004,
Barad et al. 2004, Liang et al. 2007). Die erste microRNA, lin-4, und ihre regulatorische
Funktion fir die Entwicklung von Caenorhabditis elegans (C. elegans) wurde 1993 identifiziert
(Lee, Feinbaum & Ambros 1993, Wightman, Ha & Ruvkun 1993). Mit der Beschreibung von
let-7 in C. elegans (Reinhart et al. 2000, Slack et al. 2000), Drosophila melanogaster (D.
melanogaster), im Menschen sowie in 11 weiteren bilateralen Tierarten (Pasquinelli et al.
2000) begann die Liste der microRNAs und damit das Verstandnis flr deren Biogenese und
Funktionalitat anzuwachsen. In der aktuellen Datenbank miRBase werden derzeit 2654 reife
humane microRNAs gelistet (miRBase Version 22, Méarz 2018).

1.4.1 Biogenese von microRNAs

1.4.1.1 Transkriptionale Regulation

microRNAs sind im Genom einzeln oder in Clustern organisiert (Abb. 2). Zu einem Cluster
werden eng beieinander liegende (<100 bp - 50 kb) microRNAs gezahlt, die eine hohe
Sequenz-Homologie insbesondere in der Seed-Sequenz aufweisen. MicroRNAs eines
Clusters werden oft ko-transkribiert und regulieren z.T. die gleichen Zielgene und Signalwege
(Yuan et al. 2009, Wang et al. 2016a). Sie kdbnnen auch individuell transkribiert und reguliert
werden. Im menschlichen Genom sind 18-25% aller microRNAs, insbesondere konservierte
microRNAs, in Clustern organisiert (Wang et al. 2016a; miRBase V22, Marz 2018). Eine
microRNA-Familie kann wiederrum aus microRNAs unterschiedlicher Cluster bestehen, wie
die miR-200-Familie, die 2 Cluster umfasst: das miR-200b/429- und miR-200c/141-Cluster
(Megraw et al. 2006). Zu einer microRNA-Familie werden microRNAs gezahlt, die innerhalb
der microRNA-Seed-Sequenz identisch sind. Die Seed-Sequenz bezeichnet die am 5-Ende
gelegenen Positionen 2 bis 8, die flr die Zielgenerkennung wichtig ist.
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Abb. 2: Genomische Lokalisation von microRNAs

microRNAs sind im Genom einzeln oder als Cluster organisiert, deren Transkription Uber
Promotoren (Pfeil) reguliert wird. In einem Cluster organisierte microRNAs teilen sich i.d.R.
einen Promotor und werden als polycistronisches priméres Transkript synthetisiert. (A)
Intergenisch  gelegene  microRNAs  (ca. 24%) liegen auBerhalb  bekannter
Transkriptionseinheiten. (B) Die Mehrheit der microRNAs sind in intragenischen Regionen in
Introns kodierender und nicht-kodierender Transkripte (ca. 56%), wenige in Exon-Regionen (ca.
10%) lokalisiert. Sie werden i.d.R. Gber die Promotoren ihrer Wirts-Gene reguliert und aus deren
Introns prozessiert. Im Falle der mirtrons entspricht die pre-miRNA-Sequenz einer Intron-
Sequenz des Wirts-Gens und ist somit unabhangig vom Mikroprozessor-Komplex (Abbildung
modifiziert nach Olena & Patton 2014, Lagos-Quintana et al. 2001, Lau et al. 2001, Altuvia et
al. 2005, Ghorai & Ghosh 2014).

Die transkriptionale Regulation von microRNAs erfolgt UGber Transkriptions-Initiations-
Regionen (Promoter), die mit dem Aufbau von Promotoren Protein-kodierender Gene
vergleichbar sind. Diese stellen einen Angriffspunkt far Transkriptionsfaktoren, wie c-Myc,
ESR1, p53 und NF-kB dar (Yang & Wang 2011). Mehr als 64% aller microRNA-Promotoren
weisen CpG-Inseln auf und unterliegen somit epigenetischen Regulationen durch (De-)
Methylierungsprozesse (Ozsolak et al. 2008). Histon-Modifikationen stellen eine weitere
Méglichkeit dar, die microRNA-Expression transkriptional zu regulieren (Ubersichtsartikel
Morales, Monzo & Navarro 2017).

Die Mehrheit aller microRNAs wird Uber den kanonischen Biogeneseweg prozessiert, der
nachfolgend beschrieben wird. Die verschiedenen nicht-kanonischen Wege kdnnen in zwei
Kategorien eingeteilt werden: Drosha/DGCR8- und Dicer-unabhangig (Kim, Kim & Kim 2016).

1.4.1.2 MicroRNA Transkription und Mikroprozessor-Prozessierung

MicroRNAs werden meist als Uber 1 kb lange priméare Transkripte (sog. pri-miRNAs) von der
RNA-Polymerase Il (RNA Polll), seltener von der RNA Pollll transkribiert (Abb. 3 A+B; Lee et
al. 2004, Borchert, Lanier & Davidson 2006).
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Abb. 3: pri-miRNA-Struktur (A) und kanonischer microRNA-Biogeneseweg (B)

(A) Die Haarnadelstruktur einer pri-miRNA besteht aus einer terminalen Schleife und einem ca.
35 bp groBen Stamm, der Uber den basalen Knotenpunkt mit einzelstrangiger RNA (ssRNA)
verbunden ist, den sog. basalen Segmenten (Han et al. 2006). Drosha schneidet die pri-miRNA
11 bp oberhalb des basalen Knotenpunktes. DGCR8 bindet am terminalen Knotenpunkt und
erhdht die Effizienz und Genauigkeit der pri-miRNA-Prozessierung (Nguyen et al. 2015). Die
pri-miRNA-Erkennung erfolgt durch bestimmte Sequenzabschnitte. Dazu zahlen das UG-,
UGUG- und CNNC-Motiv, die durch verschiedene Faktoren wie den SpleiB3faktor Serine and
Arginine Rich Splicing Factor 3 (SRSF3) gebunden werden und so die pri-miRNA-
Prozessierung erhéhen (Auyeung et al. 2013, Fang & Bartel 2015). (B) MicroRNAs werden von
der RNA Polll transkribiert. Die pri-miRNA wird vom Mikroprozessor-Komplex zu pre-miRNAs
prozessiert. Uber die Bindung an EXP5 gelangen die pre-miRNAs in das Zytoplasma, wo sie
durch Dicer im Komplex mit verschiedenen Bindeproteinen zu einem kleinen RNA-Duplex
gespalten werden. Die Bindung von AGO 1-4-Proteinen fuhrt zur Bildung des pre-RISC, der
durch Abspaltung des microRNA-Nebenarmes zum reifen RISC-Komplex umgebaut wird
(Abbildung nach Ha & Kim 2014).

pri-miRNAs beinhalten eine oder mehrere Haarnadelstrukturen und kdnnen Vorlaufer
mehrerer reifer microRNAs sein. Sie weisen Strukturelemente von mRNAs auf. So enthalten
sie eine 5'-Kappe und einen 3‘-Poly(A)-Schwanz und unterliegen alternativem Splei3en (Cai,
Hagedorn & Cullen 2004, Melamed et al. 2013). Der Mikroprozessor-Komplex besteht aus der
Ribonuklease Il Drosha und dem RNA-bindenden Protein DiGeorge syndrome critical region
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8 (DGCRS8). Dieser Enzymomplex spaltet im Nukleus die Haarnadelstruktur der pri-miRNAs in
sog. Stammschleifen- (stem loops) Vorlaufer (pre-miRNA), die eine GréBe von 65-80
Nukleotiden aufweisen (Abb. 3A+B) (Lee et al. 2003, Han et al. 2004).

Der Mikroprozessor-Komplex

Drosha ist ein 160 kDa groB3es Kernprotein, das zur Familie der Endoribonukleasen gehért und
doppelstrangige RNA-Moleklle (dsRNA) spaltet. Die aminoterminale Domane st
entscheidend flir die Kernlokalisation und fir die microRNA-unabhéngige Regulation der
Genexpression, indem sie an die proximale Promoterregion vieler Gene bindet (Han et al.
2004, Tang et al. 2010, Gromak et al. 2013). Am C-Terminus befinden sich zwei RNaselll-
Domanen (RIIID), die intramolekular dimerisieren und das katalytische Zentrum bilden (Han et
al. 2004). Durch die Drosha-Prozessierung entsteht eine pre-miRNA mit einem 3‘-Uberhang
von 2 Nukleotiden, der von Dicer erkannt wird. Die dsRNA-Bindedoméane ist verantwortlich fur
die pri-miRNA-Bindung (Han et al. 2004). DGCRS8 hat eine Gr6Be von 90 kDa und verfligt Gber
zwei dsRNA-Bindedomanen, die der pri-miRNA-Erkennung dienen (Yeom et al. 2006).

Der Mikroprozessor-Komplex wird durch den Drosha/DGCR8-Komplex selbst und weitere
Faktoren reguliert. Die Autoregulation durch Drosha und DGCRS8 dient der homdostatischen
Kontrolle der Mikroprozessor-Aktivitat und zellularen microRNA-Menge (Han et al. 2009).
Erhdhte zellulare Drosha- und DGCR8-Spiegel flihren zur Drosha-vermittelten Spaltung und
Destabilisierung der DGCR8-RNA. Da DGCR8 Drosha Uber Protein-Protein-
Wechselwirkungen stabilisiert, fihrt dies zu einer verringerten Drosha-Proteinmenge und
Aktivitdt des Mikroprozessor-Komplexes (Han et al. 2009). Des Weiteren steuern post-
translationale Modifikationen wie Phosphorylierung und Acetylierung die Drosha-
Kernlokalisation (Tang et al. 2010, Tang et al. 2011) sowie die Drosha- und DGCR8-Stabilitat
(Herbert et al. 2013, Tang et al. 2013b). Weiterhin wird die Spezifitat, Aktivitdt und Stabilitat
von Drosha Uber die Interaktion mit den RNA-Bindeproteinen p53, p68, p72 und SMAD
gesteuert (Gregory et al. 2004, Davis et al. 2008, Suzuki et al. 2009). Das TAR DNA-binding
protein 43 (TDP43 oder TARDBP) ist ein weiterer Kofaktor des Mikroprozessor-Komplexes
(Gregory et al. 2004), der die Drosha-Stabilitat (Di Carlo et al. 2013) und die Prozessierung
spezifischer microRNAs beeinflusst (Kawahara & Mieda-Sato 2012).

1.4.1.3 Nukleéarer Transport und zytoplasmatische Prozessierung

Die prozessierte pre-miRNA wird von dem Karyopherin Exportin 5 (EXP5) und dessen an GTP-
gebundenen Kofaktor Ran aus dem Zellkern in das Zytoplasma transportiert (Abb. 3B) (Yi et
al. 2003, Lund et al. 2004). Dabei wird GTP hydrolisiert, wodurch der pre-miRNA-EXP5-Ran-
Komplex auseinanderfallt und die pre-miRNA ins Zytoplasma freigesetzt wird. EXP5 bindet
kleine RNA-Molekiile, die wie microRNAs einen tber 14 bp langen dsRNA-Stamm und einen
kurzen 3‘-Uberhang aufweisen (Gwizdek et al. 2003).
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Im Zytoplasma wird die pre-miRNA nahe der terminalen Schleife durch Dicer in einen ca. 22
bp langen RNA-Duplex gespalten (Hutvagner et al. 2001). Die Bindung des RNA-Duplexes
durch Argonaut-Proteine (AGO) fihrt zur Bildung des pre-RNA induced silencing complex
(pre-RISC), der durch die Abspaltung des microRNA-Nebenarmes (passenger strand) zum
Effektorkomplex RISC umgebaut wird (Mourelatos et al. 2002). Die thermodynamische
Stabilitat der beiden Enden entscheidet, welcher der beiden komplementaren Strange des
RNA-Duplexes in den RISC eingebaut wird. Der Strang mit dem instabilen 5-Ende wird als
Leitstrang (guide strand) ausgewahlt (Schwarz et al. 2003). AnschlieBend leiten microRNAs
den Effektorkomplex i.d.R. zu dem 3 untranslatierten Bereich (3‘-UTR) ihrer Ziel-mRNA, an
den sie innerhalb ihrer Seed-Sequenz binden.

Dicer

Dicer ist ein 200 kDa groBes Protein, das zur Familie der Endoribonukleasen gehért. Genau
wie bei Drosha bilden zwei C-terminal gelegene RNaselll-Domé&nen Uber intramolekulare
Dimerisierung das katalytische Zentrum (Zhang et al. 2004). Am N-Terminus befindet sich die
Helikase-Doméane und die Bindestelle flir den Dicer-Kofaktor Trans-Activation Responsive
RNA-Binding Protein (TRBP). Er dient Gber die Interaktion mit der terminalen Schleife der pre-
miRNA-Erkennung (Tsutsumi et al. 2011). Dicer bindet bevorzugt an pre-miRNAs mit einem 2
Nukleotid-langen 3‘-Uberhang (Zhang et al. 2004). RNA-Bindeproteine wie TRBP, PACT und
TARDBP regulieren die Dicer-Stabilitat, Prozessierungseffizienz und -spezifitdt sowie die
exakte Lange der reifen microRNAs, sind jedoch nicht essentiell fiir die microRNA-Reifung
(Chendrimada et al. 2005, Paroo et al. 2009, Fukanaga et al. 2012, Kawahara & Mieda-Sato
2012, Fareh et al. 2016).

AGO-Proteine

Im humanen Organismus sind zwei AGO-Proteinklassen beschrieben: AGOs, die ubiquitar
exprimiert werden und mit siRNAs und microRNAs assoziieren und PIWIs, die nur in den
Keimzellen vorkommen und dort piRNAs binden (Ubersichtsartikel Ha & Kim 2014). AGOs
weisen aufgrund ihrer engen Verwandtschaft Gberschneidende Funktionen bei der microRNA-
Zielgen-Interaktion auf (Su et al. 2009). Im Gegensatz zu D. melanogaster und C. elegans,
erfolgt die microRNA-Bindung durch humane AGO-Proteine (AGO1-4) sequenzunspezifisch
(Dueck et al. 2012). Einige AGOs, wie humanes AGO2 sind endonukleolytisch aktiv und
kénnen nahezu perfekt gebundene Ziel-mRNAs spalten (Liu et al. 2004). Die meisten Zielgene
werden jedoch durch translationale Inhibierung und mRNA-Destabilisierung reguliert
(Ubersichtsartikel Ha & Kim 2014). Neben der zytoplasmatischen Funktion, sind AGOs
gemeinsam mit Dicer, TRBP und GW182 im Zellkern lokalisiert, wo sie einzeln oder als
Multiproteinkomplex die Genexpression transkriptional und posttranskriptional beeinflussen
(Gagnon et al. 2014).
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Die AGO-Expression, -Lokalisation und -Bindung kleiner RNAs werden Uber verschiedene
Modifikationen reguliert. So fihrt die Hydroxylierung, Phosphorylierung oder Ubiquitinierung
zu einer erhéhten AGO2-Stabilitat, zur Lokalisation in processing bodies (P-bodies), zum
erhdhten proteasomalen Abbau oder zu einer verminderten Bindung von microRNAs
(Ubersichtsartikel Ha & Kim 2014). Des Weiteren werden AGOs durch microRNAs stabilisiert,
wobei unbeladene instabile AGO-Proteine proteasomal bzw. autophagosomal abgebaut
werden (Smibert et al. 2013, Martinez & Gregory 2013).

1.4.2 Posttranskriptionale Regulation von mRNAs

Uber 60% der Protein-kodierenden Gene im Menschen besitzen mindestens eine konservierte
Bindestelle fir microRNAs (Friedman et al. 2009). Bei Bericksichtigung der vielen nicht-
konservierten microRNA-Bindestellen (Ubersichtsartikel Bartel 2009), kann davon
ausgegangen werden, dass beinahe alle Protein-kodierenden Gene durch microRNAs
reguliert werden. Dabei kann ein Zielgen durch verschiedene microRNAs reguliert werden und
eine microRNA viele Zielgene regulieren. Bislang besteht kein wissenschaftlicher Konsens
Uber den vorrangigen Regulationsmodus. Der Abbau der Ziel-mRNA ist insbesondere bei
perfekter bzw. nahezu perfekter microRNA-mRNA-Bindung in Pflanzen beschrieben
(Ubersichtsartikel Jones-Rhoades, Bartel & Bartel 2006). In Tieren verlauft die microRNA-
mRNA-Interaktion Uber die partielle Basenpaarung, insbesondere in der Seed-Sequenz
(Ubersichtsartikel Pasquinelli 2010), wodurch die endonukleolytische Aktivitat des RISC
unterbunden wird. Uber die Rekrutierung zusétzlicher Effektorproteine induziert der RISC die
translationale Inhibierung und den Abbau bzw. die Destabilisierung der Ziel-mRNA (Abb. 4)
(Ubersichtsartikel lIwakawa & Tomari 2015).
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Abb. 4: Die microRNA-vermittelte posttranskriptionale Regulation von mRNAs

(A) Die microRNA-vermittelte Regulation der Translation findet zum Zeitpunkt der Initiation
statt. Daflr werden drei potentielle Regulationsmechanismen beschrieben: (I) GW182
interagiert direkt mit dem Poly(A)-bindenden Protein (PABP) und fihrt zu dessen Dissoziation
von dem Poly(A)-Schwanz der mRNA. Der Ringschluss der RNA, der durch die Interaktion des
Poly(A)-Schwanzes mit elF4E, elF4G und PABP entsteht, wird dadurch aufgebrochen und die
Translation unterdriickt (Zekri, Kuzuoglu-Oztirk & lzaurralde 2013). (ll) Der an GW182
gebundene Deadenylase-Komplex CCR4-NOT bindet Inhibitoren, die die Translation von
Zielgenen mit und ohne Poly(A)-Schwanz unterbinden (Mathys et al. 2014). (lll) Die Bindung
von microRNAs fihrt zur Dissoziation von elF4A, einer RNA-Helikase, die zum
Kappenbindenden-Komplex gehdért, wodurch die Ribosomenbindung unterbunden wird (Fukao
etal. 2014). (B) Beim microRNA-vermittelten mRNA-Abbau erfolgt nach Bindung des RISCs an
den 3-UTR der mRNA die Rekrutierung des Effektorproteins GW182 an AGO. GW182
interagiert mit den Deadenylase-Komplexen CCR4-NOT und PAN2-PAN3 sowie mit PABP,
wodurch der Abbau des Poly(A)-Schwanzes induziert wird. AnschlieBend wird die 5'-
Kappenstruktur der mRNA durch das in einem Komplex agierende mRNA-decapping enzyme
2 (DCP2) entfernt. Die Exonuklease XRN1 flhrt letztendlich zum Abbau der mRNA
(Ubersichtsartikel Fabian, Sonenberg & Filipowicz 2010; Abb. nach Iwakawa & Tomari 2015).
AGO-Argonaut-Proteine, CAF1-CCR4-Associated Factor 1, CCR4-Carbon catabolite repressor
protein 4, DCP2-mRNA-decapping enzyme 2, elF4A/E/G-eukaryotischer
Translationsinitiationsfaktor 4A/E/G, GW182-Glycine-Tryptophan Protein of 182 kDa, NOT1/9-
CCR4-Associated Factor 1/9, PABP-Poly(A)-bindendes Protein, PAN2/3-Poly(A)-Nuclease
Deadenylation Complex Subunit 2/3

1.4.3 Die Bedeutung von microRNAs wahrend der Embryonal- und
Fetalentwicklung

Eine zygotische Inaktivierung von Dicer, Drosha oder DGCR8 fihrt in Mausen zu einem
embryonalen Arrest an Tag 6,5 bis 7,5 p.c. (Bernstein et al. 2003, Wang et al. 2007, Chong et
al. 2010). Aber auch ein Ausschalten der Gene AGO2 (Morita et al. 2007, Lykke-Andersen et
al. 2008), TARDBP (Wu et al. 2009, Sephton et al. 2010) und SRSF3 (Jumaa, Wie & Nielsen
1999) ist mit einem Stillstand in der friihen Embryonalentwicklung verbunden. In Mausen
konnte gezeigt werden, dass AGO2 fir die Degradierung miutterlicher Transkripte
verantwortlich ist (Lykke-Andersen et al. 2008). Da im Fall einer zygotischen Inaktivierung die
Entwicklung von der Befruchtung zum Blastozystenstadium uneingeschrankt verlauft, besteht
die Notwendigkeit an microRNAs erst ab dem Zeitpunkt der Differenzierung des
Embryoblasten und Trophoblasten (Suh et al. 2010). Diese Beobachtung korreliert mit einer
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stetig zunehmenden Expressionsvielfalt an microRNAs von der reifen Oozyte bis zur
Blastozyste (Tang et al. 2007, Yang et al. 2008, Ohnishi et al. 2010, Maraghechi et al. 2013).
Die beschréankte microRNA-Expression und —Funktion kénnte im Zusammenhang mit der
Reprogrammierung wahrend der Praimplantationsphase stehen, die einen Neustart der
Genexpression gewdhrleistet (Ubersichtsartikel Hemberger, Dean & Reik 2009). In den
spateren Entwicklungsstadien werden microRNAs aufgrund ihrer regulatorischen Rolle fur die
Proliferation und Differenzierung unentbehrlich wie durch Dicer- oder DGCRS-
Inaktivierungsstudien in embryonalen Stammzellen bewiesen wurde (Kanellopoulou et al.
2005, Murchison et al. 2005, Wang et al. 2007). Humane und murine embryonale Stammzellen
weisen eine hohe microRNA-Expression auf. Viele microRNAs werden exklusiv wahrend der
Pluripotenzphase und wéahrend der Differenzierung exprimiert (Suh et al. 2004, Ren et al.
2009), um sowohl den Erhalt des Stammzellcharakters (Bernstein et al. 2003) als auch die
Differenzierung der Stammzellen sicherzustellen (Kanellopoulou et al. 2005, Wang et al.
2007).

In extraembryonalen Geweben (Trophoblast und Hypoblast) haben microRNAs vermutlich die
Funktion die Differenzierung zu unterbinden, um die Fahigkeit der Zellen zur Selbsterneuerung
aufrechtzuerhalten (Spruce et al. 2010). Diese Eigenschaft ist von besonderer Bedeutung fir
die Plazentaentwicklung, da einige Zytotrophoblastzellen im undifferenzierten Zustand
verweilen und der wachsenden Plazenta als Stammzell-Reservoir dienen (Spitalieri et al.
2009).

Neben Zytokinen, Chemokinen, und Wachstumshormonen, sind microRNAs an dem embryo-
/feto-maternalen Dialog beteiligt, der die Implantation reguliert. So interagieren microRNAs mit
den Rezeptoren fir Ostrogen und Progesteron — also den Hormonen, die fir die
Aufrechterhaltung der Schwangerschaft essentiell sind (Ubersichtsartikel Yang & Wang 2011).
Des Weiteren konnten microRNAs im Kulturmedium von in vitro-kultivierten humanen
Blastozysten nachgewiesen werden. Es wird vermutet, dass sie spezifisch von
Trophoblastzellen abgegeben werden, um den Implantationsprozess zu regulieren (Luo et al.
2009, Kropp, Salih & Khatib 2014, Rosenbluth et al. 2014, Capalbo et al. 2016). Embryonal-
bzw. endometrial-sezernierte microRNAs kénnen von uterinen Zellen bzw. Trophoblastzellen
aufgenommen werden, wo sie die Genexpression und die Implantation regulieren (Cuman et
al. 2015, Vilella et al. 2015, Burns, Brooks & Spencer 2016, Gross, Kropp & Khatib 2017a).
Nach der Praimplantationsphase und Differenzierung der Plazenta koordiniert der
Synzytiotrophoblast den feto-maternalen Austausch. Es wird angenommen, dass er
exosomale microRNAs in die maternale Zirkulation abgibt und aufnimmt (Luo et al. 2009).

14



Einleitung

1.4.4 Plazentare microRNAs

MicroRNAs weisen in der Plazenta ein hohes Expressionsniveau auf. Es gibt drei
plazentaspezifische microRNA-Cluster: das C19MC, C14MC und miR-371-3-Cluster
(Ubersichtsartikel Morales-Prieto et al. 2013). Neben den plazentaspezifischen, sind
schwangerschaftsassoziierte microRNAs wie die miR-141, -149, -299-5p und -135b bekannt.
Diese microRNAs sind durch eine Expressionszunahme mit fortschreitendem Gestationsalter
und einem drastischem postpartalen Transkriptionsabfall charakterisiert (Chim et al. 2008).
Das C19MC gehdrt zu den gréBten humanen microRNA-Clustern und besteht aus 46 pre-
miRNA-Genen, die 53 reife microRNAs generieren (Bortolin-Cavaillé et al. 2009). Es wird fast
ausschlieBlich in der Plazenta, im Reproduktionstrakt und embryonalen Stammzellen von
Menschen und Primaten exprimiert (Bentwich et al. 2005, Lin et al. 2010). Die C19MC-
Mitglieder werden zu Beginn der Schwangerschaft nur gering transkribiert und erreichen
wahrend des dritten Trimenons ihr Expressionsmaximum (Luo et al. 2009, Donker et al. 2012,
Morales-Prieto et al. 2012). Sie liegen, wie das C14MC, in einer Imprinting-Region und werden
ausschlieBlich vom vaterlichen Chromosom abgelesen (Noguer-Dance et al. 2010).

Zum C14MC werden 46 pre-miRNA-Gene gezahlt, die nur vom mditterlichen Chromosom
transkribiert werden (Seitz et al. 2004). Das C14MC wird exklusiv in Placentalia exprimiert, vor
allem im Embryo, der Plazenta, in Epithelgeweben und im adulten Gehirn (Seitz et al. 2004,
Liang et al. 2007). Im Gegensatz zum C19MC, zeigt das C14MC sein Expressionsmaximum
wahrend des ersten Trimenons und nimmt mit zunehmendem Gestationsalter ab (Morales-
Prieto et al. 2012). Das C14MC befindet sich in einer fir die Entwicklung wichtigen Imprinting-
Region, der DLK1-DIO3-Region, die neben dem microRNA-Cluster, miitterlich und véterlich
exprimierte Gene beinhaltet, die durch die differentiell methylierten Regionen (DMR) reguliert
werden. Eine abnormale Expression elterlich gepragter Gene wirkt sich auf die pranatale,
postnatale und plazentare Entwicklung und das Wachstum aus (Ubersichtsartikel Peters
2014).

Das miR-371-3-Cluster besteht aus drei microRNAs, der miR-371,-372 und -373, die die
gleiche Seed-Sequenz aufweisen und auf Chromosom 19 lokalisiert sind (Suh et al. 2004). Es
wird vornehmlich in der Plazenta und in embryonalen Stammzellen von Saugetieren exprimiert
(Suh et al. 2004, Bentwich et al. 2005). Es zeigt eine leicht gesteigerte Expression im Verlauf
der Schwangerschaft (Morales-Prieto et al. 2012).

Die temporare Aktivierung bzw. Inaktivierung stadienspezifischer microRNAs beeinflussen
somit die Plazentaentwicklung. Plazentare microRNAs regulieren wichtige Prozesse wie die
Apoptose, Migration, Invasion und Angiogenese (Ubersichtsartikel Fu et al. 2013). Eine
veranderte Stoffwechsellage der Mutter durch einen Diabetes mellitus, Uber-, Unter- oder
Fehlerndhrung, aber auch durch mutterlichen Tabak- und Alkoholabusus beeinflussen

wiederum die plazentare microRNA-Expression und kdénnen somit zur Entstehung von
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Erkrankungen und  Schwangerschaftskomplikationen  wie  Préeklampsie, fetaler
Wachstumsretardierung, Frith- und Fehlgeburten beitragen (Ubersichtsartikel Fu et al. 2013,
Kappil & Chen 2014, Li et al. 2015a, Carreras-Badosa et al. 2017, Baker et al. 2017).
Dysregulationen von plazentaren microRNAs sind von daher mdgliche Kandidaten fir die
fetale Programmierung.

1.4.5 microRNAs als Biomarker

Neben der Regulation von verschiedenen Prozessen innerhalb der Zelle, kbnnen microRNAs
in Vesikel (Mikrovesikel, Exosomen, Apoptosekdrperchen) verpackt und sekretiert werden. Die
Verpackung von zirkulierenden microRNAs bzw. ihre Bindung an Proteine verhindern ihren
Abbau durch Endonukleasen (Ubersichtsartikel Turchinovich et al. 2013). Extrazellulare
Vesikel (EVs) werden Uber Endozytose, Pinozytose, Oberflachenrezeptoren oder
Membranfusion aufgenommen. MicroRNAs wirken Uber autokrine, parakrine und endokrine
Sekretionsmechanismen und kénnen ({ber Transzytose, gap junctions und Synapsen
aufgenommen werden (Ubersichtsartikel Gross, Kropp & Khatib 2017b). Uber die Funktion
von extrazellularen microRNAs besteht derzeit kein wissenschaftlicher Konsens. Circa 90-99%
der extrazelluldren microRNAs sind an AGO-Proteine gebunden und vermutlich
Nebenprodukte zellularer Aktivitdt oder sterbender bzw. toter Zellen ohne Signalwirkung
(Arroyo et al. 2011, Turchinovich et al. 2011, Turchinovich und Burwinkel 2012). Zahlreiche
Studien konnten jedoch zeigen, dass vor allem die microRNAs, die in EVs verpackt werden,
eine groBe Bedeutung fiir die Zell-Zell-Kkommunikation haben (Ubersichtsartikel Cortez et al.
2011, Chen et al. 2012, Turchinovich et al. 2013).

Mit ihrer Entdeckung im Plasma bzw. Serum (Chim et al. 2008, Mitchell er al. 2008, Lawrie et
al. 2008) sowie in 11 weiteren Korperflissigkeiten wie Muttermilch, Urin, Speichel,
Zerebrospinal-, Peritoneal- und Tranenflissigkeit (Weber et al. 2010) rickten microRNAs als
potentiale Biomarker in den wissenschaftlichen Fokus. Da sie gewebespezifisch exprimiert
werden, in Kérperflissigkeiten besonders stabil, einfach zu detektieren und zu amplifizieren
sind und eine hohe phylogenetische Konservierung aufweisen, verfigen microRNAs Uber das
Potential, minimal- bzw. nicht-invasive Biomarker fir verschiedene Erkrankungen zu sein
(Liang et al. 2007, Mitchell et al. 2008, Chen et al. 2008).

Far die pranatale Diagnostik sind nicht-invasive Marker im Blut von klinischer Bedeutung, da
die Gewinnung von mutterlichem Blut leicht durchflhrbar ist und in fir die Analytik
ausreichender Menge erfolgen kann. Es wird angenommen, dass plazentare microRNAs, die
in die mutterliche Zirkulation abgegeben werden den physiologischen Zustand der
Schwangerschaft bzw. Plazenta widerspiegeln. Bisher konnte die verdnderte Expression
zahlreicher microRNAs mit schwangerschaftsassoziierten Erkrankungen bzw. Komplikationen
wie Praeklampsie (Pineles et al. 2007, Mayor-Lynn et al. 2011, Enquobahrie et al. 2011),
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Gestationsdiabetes (Zhao et al. 2011, Zhu et al. 2015), Friihgeburten (Montenegro et al. 2009)
und fetaler Wachstumsretardierung (Higashijima et al. 2013) assoziiert werden. Da die
Diagnostik embryonaler Fehlbildungen vor der 12. Schwangerschaftswoche schwierig ist,
kdnnten microRNAs gerade fir diese Entwicklungsphase hilfreich sein (Blaas, Eik-Nes und
Isaksen 2000, Sonek & Nicolaides 2010, Shiefa et al. 2013). MicroRNAs werden spezifisch
von in vitro-kultivierten Blastozysten in das Kulturmedium abgegeben und kénnten somit auch
als pradiktive Marker fir die Entwicklungsfahigkeit der Embryonen und den Erfolg der In-vitro-
Fertilisation (IVF) dienen. Momentan wird die Qualitdt von Embryonen und deren
Implantationspotential vor allem anhand ihrer Morphologie beurteilt. Morphologisch ahnliche
Embryonen unterscheiden sich jedoch deutlich in ihrem Transkriptom und in ihrer microRNA-
Zusammensetzung. Die Analyse des Kulturmediums zeigte, dass in vitro-kultivierte
Embryonen in Abhéangigkeit ihres Geschlechts (Gross, Kropp & Khatib 2017a), ihrer
Chromosomenzusammensetzung (Rosenbluth et al. 2014) und ihres Entwicklungspotentials
(Kropp & Khatib 2015) spezifische microRNAs sekretieren.

1.4.6 Spezifische microRNAs und deren Zielgene

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression bestimmter microRNAs untersucht, die
aufgrund ihrer Bedeutung flir die Trophoblastendifferenzierung und Plazentation in
Praimplantationsembryonen, in der Plazenta, im Plasma der Mutter und im Endometrium
ausgesucht worden waren. Diese microRNAs werden nachfolgend beschrieben. Deren
genomische Lokalisation ist in Tab. 2 dargestellt. AuBerdem wird auf die microRNA-Zielgene
eingegangen, die flir die Reproduktionsorgane und den Embryo von Bedeutung sind (Tab. 3).

Tab. 2: Genomische Lokalisation und Organisation der miR-27b, -29b, -141, -191, -210, -222 und
-433

miR-23-27-24- Familie: miR-23a-27a-24-2-Cluster (Chr 19) und miR-23b-27b-24-1-Cluster (Chr 9)
miR-29-Familie: miR-29b-1/29a-Cluster (Chr 7) und miR-29b-2/29c-Cluster (Chr 1)
miR-200-Familie: miR-200a/200b/429-Cluster (Chr 1) und miR-200c/141-Cluster (Chr 12)
miR-191/425-Cluster (Chr 3)

Chr 11

221/222-Cluster (Chr X)

miR-433/431/127/432/136-Cluster (Chr 14) als Subcluster zum C14MC gehérend

Die miR-27b reguliert viele Prozesse wahrend der Embryonal- und Fetalentwicklung. Sie
konnte in Oozyten (Suh et al. 2010, Song et al. 2016), in humanen Blastozysten (Rosenbluth
et al. 2013) und in der menschlichen Plazenta (Luo et al. 2009) nachgewiesen werden. Des
Weiteren ist die miR-27b ein wichtiger Regulator der Angiogenese (Kuehbacher et al. 2007,
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Zhou et al. 2011, Biyashev et al. 2012) und Differenzierung (Karbiener et al. 2009, Vilches et
al. 2014) und besitzt proliferative (Mitxelena et al. 2016) und anti-proliferative (Lee et al. 2012,
Tao et al. 2015) Eigenschaften. In endometrialen Stromazellen wird die miR-27b stark
exprimiert (Qian et al. 2009, Reed et al. 2018).

Die miR-29-Mitglieder sind innerhalb der Zelle unterschiedlich lokalisiert, wobei die miR-29a
vorrangig im Zytoplasma und die miR-29b im Kern vorkommt (Hwang, Wentzel & Mendell
2007). Die miR-29b ist ein wichtiger Regulator der Praimplantationsentwicklung und
embryonalen Differenzierung. Sowohl eine miR-29b-Uberexpression als auch —Inhibierung
fhren zu einem embryonalen Arrest vor dem Blastozystenstadium (Zhang et al. 2015).
Weiterhin beeinflusst die miR-29b den Pluripotenzstatus (Tu et al. 2015, Cui et al. 2016) und
durch ihre Zielgene DNMT3a und DNMT3b die de novo-Methylierung (Takada et al. 2009).
Eine miR-29b-Uberexpression fiihrt zu einer vermehrten Expression mesendodermaler und
trophektodermaler Marker wie Brachyury (Tu et al. 2015) bzw. Cdx2 (Cui et al. 2016). Des
Weiteren ist die miR-29b an der Dezidualisierung endometrialer Stromazellen beteiligt (Qian
et al. 2009, Kuokkanen et al. 2010, Su et al. 2010). Wahrend der Plazentaentwicklung reguliert
die miR-29b die Apoptose und Invasion von Trophoblastzellen sowie die Angiogenese (Li et
al. 2013a, Gu et al. 2016). Eine erhdhte miR-29b-Expression konnte in Plazenten von
praeklamptischen Frauen gezeigt werden (Hu et al. 2009, Li et al. 2013a).

Die miR-141 wird in embryonalen Stammzellen hoch exprimiert, wo sie die Pluripotenz und
Differenzierung von murinen embryonalen, induzierten pluripotenten (iPS) und
trophoblastéren Stammzellen steuert (Lin et al. 2009, Gill et al. 2011, Wang et al. 2013a, Saha,
Choudhury & Ain 2015). Eine gesteigerte miR-141-Expression ist mit einer erhdhten
Expression an Pluripotenzmarkern assoziiert (Lin et al. 2009, Gill et al. 2011). Die miR-141
weist in der Promoterregion eine Bindungsstelle fir Oct4 auf (Wang et al. 2013a). In humanen
Blastozysten konnte die miR-141 ebenfalls nachgewiesen werden (Rosenbluth et al. 2013).
Die miR-141 ist auBerdem am Prozess der Proliferation von endometrialen Stromazellen und
deren Differenzierung in Deziduazellen beteiligt. Veranderungen der miR-141-Expression sind
mit verminderten Implantationsraten bei Mausen korreliert (Liu et al. 2013).

Die miR-141 ist eine der ersten plazentaren microRNAs (Barad et al. 2004), die im mutterlichen
Plasma nachgewiesen wurden. Ihre Plasmakonzentration und Expression in
Trophoblastzellen steigt mit fortschreitendem Gestationsalter bzw. mit dem Plazentawachstum
an und fallt unmittelbar nach der Geburt drastisch ab (Chim et al. 2008, Morales-Prieto et al.
2012). Im Gegensatz dazu, zeigt die miR-141 in der murinen Plazenta ihr
Expressionsmaximum im ersten Trimenon und wird gegen Ende der Schwangerschaft gering
exprimiert (Saha, Choudhury & Ain 2015). Wahrend der Plazentaentwicklung ist die miR-141
an der Regulation der Trophoblasten-Proliferation (Morales-Prieto et al. 2011, Ospina-Prieto
et al. 2016) und Angiogenese (Gutiérrez-Samudio et al. 2016) beteiligt. Die Bedeutung der
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miR-141 fur die Entwicklung und Funktion der Plazenta wird insbesondere durch ihre
veranderte plazentare Expression in Schwangerschaftskomplikationen wie Praeklampsie
(Ospina-Prieto et al. 2016), fetaler Wachstumsretardierung (Tang et al. 2013a) und fetaler
Makrosomie (Guo et al. 2018) deutlich.

Der miR-191 kommt neben der Funktion in der Neurogenese (Kim et al. 2004, Cho et al. 2011)
und Adipogenese (Ji et al. 2014) eine Rolle wahrend der frihen Embryonalentwicklung zu
(Mahdipour et al. 2015). In murinen embryonalen Stammzellen ist die miR-191 an der
Keimblattentwicklung beteiligt (Hadjimichael et al. 2016). Eine gesteigerte miR-191-
Expression ist auBerdem physiologisch in Plazenten des ersten Trimesters (Luo et al. 2009)
sowie pathologisch in Plazenten von praeklamptischen Frauen (Choi et al. 2013) nachweisbar.
Des Weiteren ist ihre veréanderte Expression mit zahlreichen Erkrankungen wie der Alzheimer-
Krankheit, neurodegenerativen Erkrankungen, Typ 2 Diabetes mellitus und Hypertonie
assoziiert (Ubersichtsartikel Nagpal & Kulshreshtha 2014).

Die miR-210 gilt als eine der am h&ufigsten untersuchten microRNAs, da sie zahlreiche
biologische und zelluldre Prozesse wie den Zellzyklus, die Differenzierung, Neurogenese,
Adipogenese, Proliferation, Apoptose und Angiogenese reguliert. Sie ist somit an der
Entstehung zahlreicher Erkrankungen beteiligt (Ubersichtsartikel Chan et al. 2012 & Bavelloni
et al. 2017). Die miR-210 wird in unreifen Oozyten, in Kumuluszellen und in
Praimplantationsembryonen exprimiert (Dissertation Abd El Naby 2012, Gilchrist et al. 2016).
In der Plazenta wird sie vermehrt wahrend des ersten Trimesters gebildet (Gu et al. 2013) und
ist eine in der Literatur am haufigsten mit Préaeklampsie assoziierten microRNAs
(Ubersichtsartikel Fu et al. 2013, Sheikh et al. 2016). Eine verénderte miR-210-Expression in
der Plazenta, im Amnion oder im miutterlichen Blut korreliert mit weiteren
Schwangerschaftskomplikationen wie Friihgeburt (Mayor-Lynn et al. 2011, Enquobahrie et al.
2016) und fetaler Wachstumsretardierung (Lee et al. 2011, Whitehead et al. 2013).

Die miR-222 wird in Oozyten, Kumuluszellen und Praimplantationsembryonen exprimiert
(Dissertation Abd El Naby 2012, Mahdipour et al. 2015, Krawczynski et al. 2015a, Xin et al.
2015, Gilchrist et al. 2016). Mit fortschreitender Entwicklung nimmt die miR-222-Expression
ab, wodurch die osteogene, myogene und adipogene Differenzierung sichergestellt wird
(Cardinali et al. 2009, Xie, Lim & Lodish 2009, Ortega et al. 2010, Yan et al. 2016). Im Plasma
adipdser Patienten und im Fettgewebe von Mausen und Ratten ist die miR-222-Menge erhéht
(Ortega et al. 2013, Prats-Puig et al. 2013). AuBerdem konnte eine veranderte miR-222-
Transkription in  Plazenten praeklamptischer Frauen und in Trophoblastzellen
entwicklungsretardierter Féten gemessen werden (Hu et al. 2009, Bidarimath et al. 2015). lhre
Rolle bei der Entstehung einer diabetischen Stoffwechsellage wird durch die veranderten miR-
222-Mengen im Plasma bzw. Serum von Typ 2-Diabetikern und Frauen mit einem
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Gestationsdiabetes (Karolina et al. 2011, Zhao et al. 2011, Ortega et al. 2014) und ihrem
Einfluss auf die Insulinsensitivitat deutlich (Ortega et al. 2014, Shi et al. 2014).

Die miR-433 steuert die Myogenese (Snyder et al. 2013), Erythropoese (Lin et al. 2013),
Osteoblasten-Differenzierung (Tang et al. 2017) und Angiogenese (Sun et al. 2016) und férdert
die Proliferation pankreatischer p-Zellen (Wang 2017). Die miR-433 wird in Oozyten, Zygoten
und Féten exprimiert. Sie ist an der Regulation des Pluripotenzstatus und der Differenzierung
von Stammzellen beteiligt (Tesfaye et al. 2009, Liu et al. 2010b, Cheung et al. 2012, Guo et
al. 2014, lto et al. 2015, Gilchrist et al. 2016). Des Weiteren wird die miR-433 als C14MC-
Mitglied in besonders hohem Mafe im ersten Trimester in der Plazenta exprimiert (Morales-
Prieto et al. 2013).

Tab. 3: Funktionen der microRNA-Zielgene wéahrend der Implantation, Embryonal-, Fetal- und
Plazentaentwicklung

Die Zielgene wurden farblich den entsprechenden microRNAs zugeordnet: miR-27b, -141, -191

und -222
CREB1 x 112 x B
E2F7 x 14 x 1%
Weel x ] x 7
ERBB2IP x [&9] x (1011 x [10.11] x [
IFNAR1 x 1121 x (121
IGF2 X [16] X [13,14] X [15] X [15]
PAPPA x 1191 x (28] x (271
PLAG1 x 1201 X222
PTEN X [23,24] X [23,24] X [24]
TGFB2 x 1251 x [26]
ZEB1 x [27] x (28]
BDNF x 1291 x 301 x 301 x 34
CEBPB x 32 x 331 x 331
ILla x 341
SATB1 o (B2 x 35371 x [38] x [38]
CNR1 x [39,40] x 139,411 x 39,411 x 142,431
ErbB4 x [44,45] x 1461 x [47] x [48]
ESR1 x 1491 x 1501 x b1
TGFBR1 x [52,53] x 53,541 x 1531 x [53] x [531

Literaturverweise: [1] Bleckmann et al. 2002, [2] Jin & O’Neill 2007, [3] Zhou et al. 2014, [4] Li et al. 2008, [5]
Ouseph et al. 2012, [6] Tominaga et al. 2006, [7] Van Oudenhove et al. 2016, [8] Klonisch et al. 2001, [9] Lee et al.
1995, [10] Fock et al. 2015a, [11] Jokhi, King & Loke 1994, [12] Imakawa et al. 2002, [13] Ubersichtsartikel
Robertson 1995, [14] Kadakia & Josefson 2016, [15] Ubersichtsartikel Forbes & Westwood 2008, [16]
Ubersichtsartikel Nayak & Giudice 2003, [17) Morris et al. 2017, [18] Wang et al. 2014a, [19] Yu et al. 2017b, [20]

Ubersichtsartikel Juma et al. 2016, [21] Hensen et al. 2005, [22] Tang et al. 2013a, [23] Di Cristofano et al. 1998,
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[24] Suzuki et al. 1998, [25] Ubersichtsartikel Jones et al. 2006, [26] Sanford et al. 2007, [27] Vandewalle, Van Roy
& Berx 2009, [28] Bai et al. 2018, [29] Anderson et al. 2010, [30] Kawamura et al. 2009, [31] Mayeur et al. 2010,
[32] Ramathal et al. 2011, [33] Bégay, Smink & Leutz 2004, [34] Ubersichtsartikel Simén et al. 1996, [35] Goolam
& Zernicka-Goetz 2017, [36] Kao et al. 2002, [37] Savarese et al. 2009, [38] Asanoma et al. 2012, [39]
Ubersichtsartikel Sun & Dey 2012, [40] Paria et al. 1998, [41] Sun et al. 2010, [42] Wang, Xie & Dey 2008, [43]
Trabucco et al. 2009, [44] Lim & Dey 2009, [45] Chobotova et al. 2002, [46] Gassmann et al. 1995, [47] Fock et al.
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1.5 Zielstellung der Arbeit

Veranderungen der plazentaren microRNA-Expression sind potentielle Marker der
Plazentafunktion und kdnnen mit Schwangerschaftskomplikationen assoziiert werden
(Ubersichtsartikel Fu et al. 2013). In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss eines
maternalen Diabetes mellitus auf die microRNA-Expression in Praimplantationsembryonen
experimentell untersucht werden. Da Stérungen der Plazentafunktion bereits wahrend der
Implantation entstehen kénnen (Ubersichtsartikel Norwitz 2006), wurde die friihe Phase der
Trophoblastendifferenzierung untersucht.

Am Reproduktionsmodell des Kaninchens wurden mittels molekularbiologischer und
proteinbiochemischer Methoden folgende Fragestellungen bearbeitet:

l. In Kaninchenblastozysten am Tag 6 p.c. in vivo:

+ Beeinflusst ein maternaler Typ 1 Diabetes mellitus die Expression spezifischer
microRNAs (miR-27b, -29b, -141, -191, -210, -222 und 433) und deren Zielgene in
Embryoblast- und Trophoblastzellen von Kaninchenblastozysten?

» Sind microRNAs in der Blastozystenhdhlenflissigkeit nachweisbar?

» Welchen Einfluss hat die diabetische Stoffwechsellage der Mutter auf die Expression
von Genen der microRNA-Biogenese: AGO2, Dicer, DGCRS8, Drosha, Exportin 5,
SRSF3 und TARDBP?

[I. Um zu dberprifen, ob die veranderte microRNA-Expression in Trophoblastzellen
diabetischer Kaninchen in der Plazentaentwicklung bestehen bleibt, wurde:
» die Expressionsanalyse spezifischer microRNAs (miR-27b, -29b, -141, -191, -
210, -222 und -433) sowie
» die transkriptionale Untersuchung von Genen der microRNA-Biogenese: AGO2,
Dicer, DGCRS8, Drosha, Exportin 5, SRSF3 und TARDBP in Plazenten am Tag 12
p.c. von diabetischen Hasinnen

durchgefuhrt.
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[ll. In der vorliegenden Arbeit wird die Hypothese aufgestellt, dass Stérungen wahrend der
Trophoblastendifferenzierung mit Hilfe von microRNAs im mautterlichen Blut identifiziert
werden kénnen. Daher wurde am Tag 6 p.c.:

» die Expression spezifischer microRNAs (miR-27b, -29b, -141, -191, -210, -222 und
433) im Blutplasma von diabetischen Hasinnen untersucht.

Die verzdgerte Embryonalentwicklung in Kaninchen mit einem experimentellen Typ 1
Diabetes mellitus (Ramin et al. 2010) gab Anlass,
» die Expression spezifischer microRNAs (miR-27b, -29b, -141, -191, -210, -222 und
433) im Endometrium diabetischer Tiere zu analysieren.

V. Um potentielle Einflussfaktoren der microRNA-Expression zu identifizieren wurde in in vitro-
Kulturversuchen mit Blastozysten von gesunden (und teils diabetischen) Tieren
» der Einfluss von Insulin, Glukose, IGF2 oder LIF auf die Expression der miR-27b, -
141, -191 und -222 untersucht.
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2 Methoden

2.1 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Far die Tierversuche wurden 18-20 Wochen alte, 3-4,5 kg schwere, weibliche,
geschlechtsreife Kaninchen (WeiBe Neuseelander, ZiKa-Hybriden) von der Firma Dr.
Zimmermann GbR aus Abtsgmind-Untergréningen bezogen. Die Haltung der Kaninchen
erfolgte in klimatisierten, fensterlosen Versuchstierrdumen des Zentrums flr Medizinische
Grundlagenforschung (ZMG) in Einzelkafigen in einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 16:8
Stunden. Den Kaninchen standen Trockenfutter (REIKA Kraftfutter) und Wasser ad libitum zur
Verfugung. Nach einer Adaptationsphase von 18-21 Tagen, wurden die Tiere in 2
Versuchsgruppen eingeteilt.

2.2 Experimentell induzierter Diabetes mellitus Typ 1

Die Induktion eines experimentell induzierten Diabetes mellitus Typ 1 erfolgte mit dem
Glukoseanalogon Alloxan. Den Versuchstieren wurde 15 Stunden vor der Alloxangabe das
Futter entzogen, um die Aufnahme der Chemikalie in den Pankreas zu erhéhen. Am
Behandlungstag wurde den Kaninchen das Sedativum Domitor® (0,25 mg/kg Kérpergewicht)
sowie das Anasthetikum Ketanest® (15 mg/kg Kérpergewicht) intramuskuldr injiziert. Nach
eingetretener sedierender und analgesierender Wirkung, erfolgte die intravendse Applikation
von Alloxan in die Vena auricularis lateralis (120 mg/kg Korpergewicht). Um lokale
Gewebeschadigungen durch die reizende Chemikalie zu vermeiden, wurde die Vene
anschlieBend mit 10 ml isotonischer Kochsalzlésung gespullt. Zehn Minuten nach der
Alloxangabe wurde den Kaninchen 50 ml einer 20%-igen Glukosel6sung subkutan appliziert,
um einer Hypoglykdmie vorzubeugen. Die Kaninchen wurden im Anschluss 24 Stunden
beobachtet, wobei den Tieren statt Trinkwasser eine 5%-ige Glukosel6sung sowie trockenes
Brot zur Verflgung standen. Eine stabile hyperglykdmische Stoffwechsellage
(Blutglukosekonzentration Uber 14 mmol/l) stellte sich nach 24 bis 48 Stunden ein. Der
Blutglukosespiegel wurde zweimal am Tag mit dem MediSense Precision Xceed Diabetes
Management System bestimmt und mit der entsprechenden Menge Insulin (Huminsulin Basal
(NPH)) auf = 14 mmol/l bis 33 mmol/l Glukose eingestellt. Die Kaninchen wurden fir
mindestens 8 Tage in einer hyperglykdmischen Stoffwechsellage gehalten bis sie verpaart
wurden (Abb. 5). Bei gesunden Kaninchen lag der Blutglukosespiegel bei 5 bis 6 mmol/I.

2.3 Verpaarung

Drei Tage vor der Verpaarung wurde den gesunden und diabetischen Kaninchen einmalig 110
IE Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSG) subkutan in die Nackenfalte injiziert, um die
Follikelreifung zu unterstitzen (Abb. 5). Die Versuchstiere wurden mit zwei fertilen Bécken
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verpaart. AnschlieBend erfolgte die intravendse Injektion von 75 IE humanem
Choriongonadotropin (hCG) in die Vena auricularis lateralis, um die Ovulation zu unterstiitzen.
Am Tag (d) 3, 4, 5, 6, 8,10, 11, 12, 13 oder 14 p.c. wurden die Kaninchen mit einer Uberdosis
Pentobarbital (100 mg/kg Kérpergewicht) getétet und durch Eréffnung der Karotiden entblutet.
Der Bauchraum wurde eréffnet und die Organe Ovar und Uterus entnommen. Weiterhin
wurden Gewebeproben gewonnen und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Etablierungsphase Stimulation Graviditat

Gesunde
Kaninchen l
Kaninchen f Kontrolle des Blutglukosespiegels + Insulinsupplementation

mit TIDM

3d

@ Gewinnung der Blastozysten und Plazentae

Organentnahme
Gewinnung von Plasmaproben

Abb. 5: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs

T1DM-Typ 1 Diabetes mellitus, PMSG-Pregnant Mare Serum Gonadotropin, hCG-humanes
Choriongonadotropin, d-Tag

24 Gewinnung von Embryonen, Blastozystenhohlenflissigkeit,
Plazenta, Endometrium und Blutplasma

Unter einer halbsterilen Werkbank wurden Eileiter und Uterus vom umgebenden Mesometrium
freiprapariert. AnschlieBend wurden die Embryonen, Blastozystenhdhlen-flissigkeit,
Plazenten und das Endometrium gewonnen und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C

gelagert.

2.4.1 Gewinnung von Praimplantationsembryonen

Die Praimplantationsstadien (Morula (d3), frlhe Blastozyste (d4), Blastozyste (d5) und
expandierte Blastozyste (d6)) wurden aus den Eileitern bzw. Uteri mit 37°C warmen
sterilfiltriertem Spllmedium (BSM [I-Medium [Maurer 1978, Tab. 4]) ausgespult. Die
Embryonen wurden durch Umsetzen in frisches Spllmedium zweimal gewaschen.
AnschlieBend wurden sie unter dem Lichtmikroskop morphologisch beurteilt. Anhand des
Aussehens der Keimscheibe konnten 6 Tage alte Blastozysten den Gastrulationsstadien 1, 2
oder 3 zugeordnet werden (nach Viebahn, Mayer und Miething 1995). Flr in vivo-
Untersuchungen wurden die Embryonen zweimal in kalten PBS-Puffer umgesetzt und
anschlieBend in PBS-Puffer mit 0,05% Polyvinylalkohol (PVA) mit Hilfe von Pinzette und Nadel
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von der embryonalen Hille (Zona pellucida) befreit. Fir die Analyse der microRNA-, mRNA-
und Proteinexpression in separierten Embryoblast- und Trophoblastzellen wurde unter einem
Lichtmikroskop der Embryoblast mit Pinzetten vom umgebenden Trophoblasten abgetrennt.

Tab. 4: Zusammensetzung der verwendeten Medien fiir die Gewinnung und Kultivierung von
Kaninchenblastozysten

7,64 g/l 7,64 g/l
2,11 g/l 2,11 g/l
0,06 g/l 0,06 g/l
0,15 g/l 0,15 g/l
1,80 g/l 1,80 g/l
1,00 g/l 1,00 g/l
100 pl/l 100 pl/l
1,0 g/l 15 g/l

ad 11 ad 11

2.4.2 Gewinnung von Blastozystenhohlenfliissigkeit

Die Uteri wurden mit Hilfe von Schere und Pinzette gedffnet und die Blastozysten (d6 p.c.) auf
ein trockenes Uhrglasschélchen gebettet. Die Blastozyste wurde am zur Keimscheibe
entgegengesetzt liegenden Pol mit einer Nadel angestochen, die austretende
Blastozystenhdéhlenfllissigkeit mit der Pipette aufgenommen und in ein 0,5 ml Reaktions-gefan
dberfuhrt.

2.4.3 Gewinnung von implantierten Embryonen und Plazenten

Im Falle von implantierten Embryonalstadien und Plazenten wurden die Uteri an der anti-
mesometrialen Seite er6ffnet und die Blastozysten bzw. Féten und Plazenten aus den Uteri
prapariert. Die Blastozysten und Plazenten wurden zweimal in PBS gewaschen.

2.4.4 Gewinnung von Endometrium

Die Uteri wurden mit Schere und Pinzette gedéffnet und das Endometrium mit einem scharfen
Skalpell vom darunterliegenden Myometrium abgeschabt. Das Gewebe wurde in ein Multi
TwistTop™ Vial Gberfihrt und mit 1 ml RNAl/ater® fir 24 Stunden bei 4°C inkubiert,
zentrifugiert und der RNA/ater® abgenommen.
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2.4.5 Gewinnung von Blutplasma

Zur Blutentnahme wurde die Vena auricularis lateralis punktiert und das Blut in EDTA-haltigen
Monovetten aufgenommen. Die Blutproben wurden bei 1000 g fir 5 Minuten bei 4°C
zentrifugiert, das Uberstehende Blutplasma abgenommen und bis zur weiteren Verwendung
bei -80°C gelagert.

2.5 In vitro-Kultur mit Tag 6 p.c. Blastozysten

Far in vitro-Kulturversuche wurden 6 Tage alte Blastozysten des Gastrulationsstadiums 1 und
2 von mindestens vier Kaninchen pro unabhangigen Versuch verwendet. Nach dem Ausspulen
aus den Uteri wurden die Blastozysten aus dem Spilmedium in das entsprechende
Kulturmedium umgesetzt und kurzzeitig an das Kulturmedium adaptiert. AnschlieBend erfolgte
eine zufallige Einteilung der Embryonen in die verschiedenen Versuchsgruppen. Jede Gruppe
bestand aus vier Embryonen. Es wurden Blastozysten von gesunden und von diabetischen
Tieren mit Insulin, Glukose, IGF2 oder LIF kultiviert (Tab. 5).

Tab. 5: Tabellarische Ubersicht der in vitro-Kulturversuche von 6 Tage alten Blastozysten

N = Zahl der unabhangigen Versuche, n = Gesamt-Probenanzahl, wobei ein n eine gepoolte
Probe aus jeweils 4 Embryoblasten bzw. 4 Trophoblasten oder ein Pool von 100 pl
Blastozystenhéhlenflissigkeit aus jeweils 4-7 Blastozysten darstellt

X X 2 N=2, n=2
X - 5 N=3, n=3
X = 4 N=3, n24
X - 4 N=3, n=3

Da im Uterussekret u.a. Wachstumsfaktoren und Hormone natirlicherweise vorkommen,
erfolgte die in vitro-Kultur mit Insulin und IGF2 nach einer zweistliindigen Vorkultur in BSM II-
Medium (Zusammensetzung siehe Tab. 4). Der Ablauf der in vitro-Kultur ist exemplarisch am
Beispiel der Kultur mit Blastozysten von gesunden und diabetischen Tieren mit Insulin in Abb.
6 dargestellt. Die Blastozysten wurden im Brutschrank bei 5% Oz, 5% CO. und 37°C kultiviert.
Nach 2- bis 5-stindiger Kultur wurden die Embryonen zweimal in kaltem PBS gewaschen.
AnschlieBend erfolgten die mechanische Entfernung der embryonalen Hille, die Separierung
von Embryoblast und Trophoblast sowie die Gewinnung der Blastozystenhdhlenflissigkeit.
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Um die microRNA-Ausbeute zu erhdhen, wurden jeweils vier Embryoblast- bzw. vier
Trophoblastproben zusammengefihrt bzw. die Blastozystenhéhlenfllissigkeit von individuellen
Blastozysten zu einem Volumen von 100 pul vereinigt. Die Proben wurden bis zur weiteren
Verwendung bei -80°C gelagert.

Vorkultur Stimulation
fir 2 Stunden in 975 ulKM  fiir 2 Stunden in 1000 pl KM Gruppen-
- bezeichnung
mit
4B . ) Kontrolle
0nM Insulin ————— — 0OnM Insulin ——
gesund
8 Blastozysten von
gesunden Tieren -
4B . . Insulin
—— O0nM Insulin —— — 17 nMInsulin ———
gesund
4B
—— OnM Insulin ——  — 0OnM Insulin  ———— Kontrolle
diabetisch
8 Blastozysten von
diabetischen Tieren ap -
L—— OnMInsulin —————— — 17 nMInsulin —— _Insul_ln
diabetisch

Abb. 6: Ablaufschema der in vitro-Kultur von 6 Tage alten Blastozysten mit Insulin

Der Versuchsablauf wurde mindestens 3-mal wiederholt (N=3).
B-Blastozyste, KM-Kulturmedium

2.6 Molekularbiologische Methoden
2.6.1 RNA-Isolation

Um vorhandene RNasen zu deaktivieren, wurden GlasgefaBe bei 180°C sterilisiert und alle
Kunststoffprodukte autoklaviert. Wassrige Lésungen wurden mit Diethylpyrocarbonat (DEPC)-
Wasser hergestellt. Dazu wurde destilliertes Wasser mit 0,1% DEPC Gber Nacht inkubiert und

anschlieBend zweimal autoklaviert.

2.6.1.1 RNA-Isolation aus Endometrium und Plazenta

Die RNA-Isolation erfolgte nach der Phenol-Chloroform-Extraktionsmethode (modifiziert nach
Chomczynski und Sacchi 1987). Die Gewebeproben wurden in Multi TwistTop™ Vials mit je
7-10 Keramikktgelchen Uberfihrt und in 1 ml TRl Reagent® aufgenommen. Der
Gewebeaufschluss erfolgte im Homogenisator Precellys® fir 15 Sekunden. AnschlieBend
wurden die Proben mit Chloroform versetzt und nach mehrmaligem Schiitteln fir 2 bis 3
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Eine 15-minltige Zentrifugation bei 13000 rpm und
4°C diente der gewinschten Phasentrennung von RNA, DNA und Protein. Die obere,
wassrige, klare Phase wurde in ein neues Reaktionsgefa3 Uberfihrt und 1:1 mit Isopropanol

versetzt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden bei 13.000 rpm
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und 4°C fiir 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Prézipitat
dreimal mit 70%-igem Ethanol gewaschen. Jedem Waschschritt folgte eine Zentrifugation von
15 bzw. 10 Minuten bei 13000 rpm und 4°C. AbschlieBend wurde das Prazipitat fir 5-10
Minuten im Rotations-Vakuum-Konzentrator getrocknet und in 300-500 pul DEPC-Wasser

gelost.

2.6.2 mRNA-Isolation aus Kaninchenblastozysten

Die Isolation von mRNA aus Blastozysten, Embryoblasten und Trophoblasten erfolgte mittels
Dynabeads®Oligo(dT)2s-Perlen. An die Oberflache der paramagnetischen Kigelchen sind 25
Nukleotid-lange dT (Desoxythymidin)-Ketten kovalent gebunden, die die Bindung des mRNA-
Poly-A-Schwanzes ermdglichen. Die Dynabeads®0Oligo(dT)2s-Perlen wurden durch
zweimalige Zugabe von Bindepuffer im Magnetic Particle Concentrator (Dynal MPC®)
aktiviert.

Die in PBS gelagerten Embryonenproben wurden zunachst fir 10 Minuten bei 13.000 rpm und
4°C zentrifugiert, um das Uberschissige PBS abzunehmen. Die Embryoblast- und
Trophoblast-Proben wurden in je 110 ul Lysepuffer, die Gesamtembryo-Proben in 150 pl (d6)
bzw. 180 ul (d8) Lysepuffer resuspendiert und fur 10 Minuten bei Raumtemperatur schiittelnd
inkubiert. AnschlieBend wurden je 10 pl der Dynabeads®Oligo(dT)ss-Perlen zu den
Embryoblast- bzw. Trophoblast-Proben und 13 ul zu den Gesamtembryo-Proben gegeben und
fir 10 Minuten bei Raumtemperatur schittelnd inkubiert. Im Magnetic Particle Concentrator
erfolgte die Reinigung der Suspension durch zweimaliges Waschen mit je 100 pl Waschpuffer
A und dreimaliges Waschen mit je 100 ul Waschpuffer B (Tab. 6). Der Uberstand wurde
abgenommen, 11 pl nukleasefreies Aqua dest. zugegeben und die Oligo(dT)2s Reste durch
Erhitzen auf 65°C fir 3 Minuten von der mRNA entfernt. Um eine erneute Bindung der mRNA
an die Dynabeads®0ligo(dT)zss-Perlen zu verhindern, wurde der Uberstand mit Hilfe des
Magnetic Particle Concentrator abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal Uberfiihrt.

Tab. 6: Zusammensetzung der verwendeten Puffer fiir die mRNA-Isolation mittels
Dynabeads®Oligo(dT)2s-Perlen

6,25 ml 12,5 ml 1,88 ml 1,88 ml
2ml 0,4 mi 0,2 ml 0,2 ml
10 ml 2 ml 1ml 1ml
10 ml - 1ml
0,5 ml
ad 100 ml ad 100 ml ad 100 ml ad 100 ml
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2.6.3 microRNA-Isolation aus Kaninchenblastozysten, Blastozystenhéhlen-
flissigkeit, Plazenta, Endometrium und Blutplasma

Bei der Isolation von microRNAs wird i.d.R. Gesamt-RNA gewonnen. Aufgrund der geringen
RNA-Menge von Embryoblast, Trophoblast, Blastozystenhdhlenflissigkeit und Blutplasma
wurden kommerzielle Kits verwendet, um die Ausbeute zu erhéhen. Fur die microRNA-cDNA-
Synthese aus Plazenta und Endometrium diente Gesamt-RNA, die mittels TRI Reagent®
isoliert wurde (siehe 2.6.1.1).

2.6.3.1 microRNA-Isolation aus Kaninchenblastozysten

Far die microRNA-Isolation aus Kaninchenblastozysten wurde das miRNeasy Mini Kit
verwendet. Das Kit kombiniert eine Phenol-/ Guanidin-basierte Zelllyse und eine Aufreinigung
der totalen RNA Uber eine Kieselgelmembran. Um die microRNA-Ausbeute zu erhdhen,
wurden jeweils vier Embryoblast- bzw. vier Trophoblastproben zusammengeflhrt. Nach einer
10-mindtigen Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4°C wurde das Uberschissige PBS
abgenommen und die RNA entsprechend der Herstelleranweisungen isoliert. Die RNA wurde
nach mehrmaligem Waschen mit 30 pl RNase-freiem Wasser von der Saule eluiert.

2.6.3.2 microRNA-Isolation aus Blastozystenh6hlenfliissigkeit und Blutplasma

Die Isolation von microRNAs aus Blastozystenhéhlenflissigkeit und Blutplasma erfolgte mit
dem miRCURY™ RNA Isolation Kit Biofluids entsprechend der Anweisungen des Herstellers.
Mit Hilfe einer saulenbasierten Anionenaustauschchromatographie werden RNA-Molekiile, die
kleiner als 1000 Nukleotide sind, Uber eine Resin-Seperationsmatrix isoliert und aufgereinigt.
Um die Ausbeute an microRNAs zu erhéhen, wurde die Blastozystenhéhlenflissigkeit von
individuellen Blastozysten zu einem Volumen von 100 pul vereinigt. Fir die Isolation von
microRNAs aus Blutplasma wurden 200 pl individuelles Blutplasma eingesetzt. AnschlieBend
wurden die Proben bei 3000 g fir 5 Minuten und 4°C zentrifugiert, um vorhandenen Zelldebris
zu entfernen. Die RNA wurde nach der Lyse, Prazipitation und einigen Waschschritten mit 30
ul (Blastozystenhéhlenflissigkeit) bzw. 50 ul (Blutplasma) RNase-freiem Wasser von der
Séaule eluiert.

2.6.4 RNA- und DNA-Quantifizierung

2.6.4.1 RNA- und DNA-Quantifizierung mittels UV-Spektroskopie

Far die spektrophotometrische Messung im UV-Bereich wurde das NanoVue™-
Spektrophotometer verwendet. Die Konzentration [ug/ul] der Nukleinsdureldésung errechnet
sich aus der Absorption des UV-Lichts (OD) bei einer Wellenlange von 260 nm sowie dem
Extensionsfaktor, der fur RNA 40 und fUr doppelstrangige DNA 50 betragt. Zusatzlich wurde
die Absorption bei 280 nm gemessen, da dies Aufschluss Uber die Verunreinigung der Probe
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mit Proteinen gibt. Der Quotient aus 260/280 ermdglicht eine Beurteilung Uber den
Reinheitsgrad der RNA bzw. DNA und sollte im Bereich von 1,8-2,0 liegen.

2.6.4.2 Fluorometrische RNA-Quantifizierung

Die Fluoreszenz-basierte Quantifizierung von Nukleinsduren stellt im Vergleich zur
Absorptionsmessung eine sensitivere Methode fiir die Konzentrationsbestimmung dar und
wurde daher fur geringe RNA-Mengen eingesetzt. Die durchschnittliche Fluoreszenz-intensitat
der Proben wurde mit Hilfe des QuantiFluor® RNA-Systems, ein RNA-bindender
Fluoreszenzfarbstoff, der bei einer Wellenlange von 492 nm angeregt wird, fluorometrisch im
Quantus™ Fluorometer bei einer Wellenlange von 540 nm bestimmt. Mit Hilfe eines RNA-
Standards konnte die zu bestimmende RNA-Menge [ng/ul] berechnet werden.

2.6.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von RNA und DNA

Far die Analyse und Praparation wurden RNA- und DNA-Fragmente in Agarosegelen
elektrophoretisch aufgetrennt. Daftr wurden 1,2 bis 2,0 g Agarose in 10 ml 10x TAE-Puffer
und 90 ml DEPC- (RNA) bzw. destilliertem Wasser (DNA) geldst und in der Mikrowelle bis zur
vollstandigen Auflésung der Agarose aufgekocht. Nach dem Abkuhlen auf 60°C erfolgte die
Zugabe von Ethidiumbromid (3 pl/100 ml) und das GieBen der Agarosegele in Gelkammern.
Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Proben mit 5x Ladepuffer versetzt. Die
GréBenauftrennung von Nukleinsduren erfolgte im elektrischen Feld in einer horizontalen
Gelkammer mit 1x TAE-Laufpuffer und bei einer Spannung von 50 V (RNA) bis 120 V (DNA).
Fir die GroéBenbestimmung von DNA-Fragmenten wurde ein 100 Bp-DNA-Marker
aufgetragen. Die Beurteilung von RNA erfolgte anhand der Fluoreszenzintensitat der 28S und
18S rRNA-Banden.

Unter UV-Licht wurden die RNA- und DNA-Banden visualisiert und mithilfe einer Videokamera
und der BioCaptMW Software dokumentiert.

10x TAE-Puffer: 6x Ladepuffer:

TRIS 48,4 ¢ Glyzerin 3 mi
Eisessig 11,4 ml 1x TAE-Puffer 7 ml
EDTA (0,5 M) 20 ml Xylencyanol 0,025 g
dest. H.O ad 1000 ml

2.6.6 DNase-Verdau

Im Anschluss an die RNA-Isolation wurden 8 ug RNA (Gewebe) mit dem Enzym rDNasel
inkubiert, um Kontaminationen durch genomische DNA auszuschlieBBen.
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Ansatz:
8 ug RNA x ul RNA
DEPC- H0O ad 25 ul
rDNasel 2,0 pl
10x Dnasel-Puffer 2,5 ul
RNasin® RNAse-Inhibitor 0,5 ul

Nach 30-mindtiger Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion mit 2,5 pl DNase-
Inaktivierungsreagenz abgestoppt. Die Proben wurden fir eine Minute bei 13.000 rpm und 4°C
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefaf tiberfiihrt. Die Intaktheit der RNA
wurde in einem 1,2%-igen Agarosegel tberprift. Eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) auf
dem Referenzgen Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) diente der
Uberpriifung des Erfolgs des DNA-Verdaus.

Die mittels Saulen isolierte RNA von Embryoblast- und Trophoblastproben (siehe 2.6.3.1)
wurde komplett verdaut. Anhand der geringen RNA-Konzentration wurde auf die Uberpriifung
der RNA-Intaktheit und auf eine PCR zur Kontrolle des DNA-Verdau-Erfolgs verzichtet.

RNA aus Blastozystenhdhlenflissigkeit und Blutplasma (siehe 2.6.3.2) wurde entsprechend
den Anweisungen des Herstellers auf der Saule verdaut. Dazu wurde die an der S&ule
gebundene RNA mit 50 pl rDNase fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Die weitere Lagerung der Proben erfolgte bei -80°C.

2.6.7 Reverse Transkriptase-Reaktion

FOr nachfolgende Polymerase-Kettenreaktionen ist die Umschreibung von RNA in
komplementare DNA (cDNA) mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase (RT) erforderlich.

2.6.7.1 Reverse Transkriptase-Reaktion von RNA aus Endometrium

Fir die RT-Reaktion wurden 3 ug RNA mit DEPC-Wasser auf ein Volumen von 11,5 ul
aufgefillt und mit 1 ul Random Primer versetzt. Im Thermocycler wurden die Proben fir 5
Minuten bei 65°C inkubiert, um die Anlagerung des Random Primers und das Aufbrechen der
RNA-Sekundarstruktur zu initiieren. AnschlieBend wurde 7,5 ul Reaktionsansatz zu den
Proben gegeben.
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1-facher Ansatz bis 11,5 pl RNA (3 pg):

- X Ul RNA

- mit DEPC-H20 auf 11,5 pl auffullen
+ 1yl Random Primer

+ 7,5 ul Reaktionsansatz:

5x Reaktionspuffer 4 pl
dNTP-Mix (je 10 mM) 2.ul
Reverse Transkriptase (200 U/ul) 1l
RNase-Inhibitor 0,5 ul

= 20 pl — nach erfolgter cDNA-Synthese mit 80 pl Aqua dest. auf
100 pl auffillen

Bei einer geringen RNA-Konzentration wurde der Ansatz mit 1,5 bzw. 2 multipliziert und nach
erfolgter cDNA-Synthese entsprechend mit 70 bzw. 60 pl destilliertem Wasser aufgefullt.

Die cDNA-Synthese erfolgte im Thermocylcer nach folgendem Protokoll:

10 Minuten  25°C

60 Minuten  42°C

10 Minuten  70°C

Um die Effizienz der cDNA-Synthese zu Uberpriifen, wurde eine PCR auf dem Referenzgen
GAPDH und eine anschlieBende gelelektrophoretischer Auftrennung des Produkts

durchgefuhrt.

2.6.7.2 Reverse Transkriptase-Reaktion von RNA aus Blastozysten

Far die RT-Reaktion wurde die gesamte isolierte mRNA (aus Kapitel 2.6.2) der Blastozysten,
der Embryoblasten und Trophoblasten eingesetzt und mit folgendem Reaktionsansatz

inkubiert:
10x PCR-Puffer 2 ul
50 mM MgClz 2ul
10 mM dNTPs 2 pl
Random Primer 1l
Reverse Transkriptase (200 U/pul) 0,5 pl
RNase-Inhibitor 0,2 ul
dest. H.O ad 9 ul

Die cDNA-Synthese erfolgte im Thermocycler nach folgendem Protokoll:
10 Minuten  25°C
60 Minuten  42°C
4 Minuten 99°C

Die synthetisierte cDNA wurde mit destilliertem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 100 pl
(Blastozysten) bzw. 80 ul (Embryoblast und Trophoblast) aufgefillt und bei -20°C gelagert.
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Um die Effizienz der cDNA-Synthese zu Uberpriifen, wurde eine PCR auf dem Referenzgen
GAPDH und eine anschlieBende gelelektrophoretischer Auftrennung des Produkts
durchgefuhrt.

2.6.7.3 Reverse Transkriptase-Reaktion von microRNA

Da microRNA nur aus 20-25 Nukleotiden besteht und keinen Poly(A)-Schwanz besitzt, ist die
herkémmliche RT-Reaktion mit Random Primern oder Oligo(dT)-Primern nicht méglich. Die
cDNA-Synthese von microRNA aus Embryoblast, Trophoblast, Blastozystenhdhlen-flissigkeit,
Plasma, Endometrium und Plazenta erfolgte daher mit dem Universal cDNA Synthesis Kit Il
entsprechend den Herstelleranweisungen. Dabei wird die microRNA zunachst am 3‘-Ende
polyadenyliert (Abb. 7A), womit die Bindung des Oligo(dT)-Primers mdglich wird. Der
Oligo(dT)-Primer tragt am 3‘-Ende eine zusétzliche Base Guanin, Cytosin oder Adenin
(degenerate anchor), wodurch die Bindungsstelle genau festgelegt wird und eine Bindung des
Primers nahe am 3*-Ende der microRNA erfolgt. AuBerdem verfligt der Oligo(dT)-Primer am
5-Ende eine Universal-Markierung (Abb. 7B), die dem reverse Primer wahrend der
quantitativen Echtzeit-RT-PCR (RT-qPCR) als Signalsequenz dient.

A) reife microRNA

5 AAAAAAAAAAAAAAAA 31

B)

5 AAAAAAAAAAAAAAAA 3
e TTTTTTTITTITT

i N .
3 degenerate anchor 5‘-Universal-Markierung

Abb. 7: Schematische Darstellung der RT-Reaktion von microRNA mit dem Universal cDNA
Synthesis Kit Il (Abb. nach Exiqon)

Far die cDNA-Synthese wurden 5-10 ng RNA mit dem Reaktionsansatz vermengt (Tab. 7).
Die Inkubation der RT-Reaktion erfolgte im Thermocycler nach folgendem Protokoll:

60 Minuten  42°C
5 Minuten 95°C

Die synthetisierte cDNA wurde mit destilliertem Wasser 1:40 bzw. 1:20 verdinnt und bei -20°C

gelagert.
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Tab. 7: Reaktionsansatz fiir die cDNA-Synthese von microRNA aus Blastozysten, Endometrium,
Plasma und Plazenta

(A) Embryoblast, Trophoblast, Plasma Endometrium, Plazenta
(B) Blastozystenhohlenfliissigkeit
- (A) 10 ng bzw. (B) 5 ng RNA - 5 ng RNA-L&sung herstellen
- mit nukleasefreiem Wasser auf 6,5 pl auffillen - 2 pl der 5ng RNA-Lésung
+ 3,5 pl Reaktionsansatz: + 8 ul Reaktionsansatz:
2 pl 5x Reaktionspuffer 2 pl
1ul Enzymmix 1ul
0,5 pl Spike In-RNA U6 0,5 pl
- Nukleasefreies Wasser 4,5 ul

2.6.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde flr die Analyse der ontogenetischen Expression von Genen der microRNA-
Biogenese und flr die Effizienzkontrolle des DNA-Verdaus und der cDNA-Synthese mit Hilfe
von GAPDH angewendet. Die fir die RT-PCR und RT-gPCR verwendeten Primer sind dem
Anhang beigeflgt (Tab. 14, Tab. 15).

Far die Reaktion wurden 0,5 pl-1 pl cDNA eingesetzt und folgender Ansatz zugeflgt:

5x PCR-Puffer 5l
dNTP-Mix (je 10 mM) 0,5 pl
Primer forward (10 uM) 0,5 pl
Primer reverse (10 uM) 0,5 pl
Tag DNA-Polymerase 0,125 ul
dest. H2:0 ad 25 yl

Bei jeder RT-PCR wurde eine Positiv- und Negativkontrolle mitgefiihrt. Die Inkubation des
Reaktionsansatzes erfolgte im Thermocycler nach folgendem Protokoll:

Initiale Denaturierung 3 Minuten 94°C

Denaturierung der cDNA 45 Sekunden 94°C
Primerbindung 45 Sekunden 60°C } 40 Zyklen
Elongation 1 Minute 72°C

Finale Elongation 10 Minuten 72°C

Kihlung Pause 4°C

AnschlieBend wurden die RT-PCR-Produkte in einem 1,8-2,0%-igen Agarosegel ihrer
Fragmentlange nach aufgetrennt.
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2.6.8.1 Quantitative Echtzeit-RT-PCR (RT-qPCR)

Die auf dem Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion zugrunde liegende RT-qPCR ermdglicht
mit Hilfe von Fluoreszenzmessung eine relative und absolute Quantifizierung der
entstandenen DNA in Echtzeit.

Bei der RT-gPCR werden im Wesentlichen zwei Technologien eingesetzt:
Fluoreszenzfarbstoffe oder Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)-Sonden. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Fluoreszenzfarbstoffe EvaGreen® (mMRNA) und SYBR® Green
(microRNA) verwendet, die nach dem Interkalieren in doppelstrangige DNA fluoreszieren. Die
Fluoreszenzintensitat steigt mit zunehmender Menge an DNA an und ermdglicht somit die
Analyse der Fluoreszenzzunahme Uber die Reaktionszyklen. Dabei wird das
Fluoreszenzsignal innerhalb der exponentiellen Phase quantifiziert, da es nur in dieser Phase
zu einer Verdopplung der vorhandenen DNA kommt.

Jeder RT-qPCR-Reaktion folgte eine Schmelzkurvenanalyse, die die Spezifitdt der
verwendeten Primer sicherstellt und sichtbar macht.

Die cDNA wurde in Doppelbestimmung analysiert. Eine Negativkontrolle wurde bei jeder RT-
gPCR-Reaktion mitgefuhrt.

2.6.8.1.1 RT-qPCR-Analyse von cDNA aus mRNA

In dem Endometrium und den Blastozysten von gesunden und diabetischen Kaninchen
wurden folgende microRNA-Zielgene mittels RT-gPCR analysiert: BDNF, CEBPS, CNR1,
CREBH1, E2F7, ERBB2IP, ErbB4, ESR1, IFNART1, IGF2, Il1a, PAPPA, PLAG1, PTEN, SATB1,
TGFB2, TGFBR1, Wee1 und ZEB1. Des Weiteren wurden in den Blastozysten und Plazenten
folgende microRNA-prozessierenden Gene mittels RT-gPCR untersucht: AGO2, Dicer,
DGCRS, Drosha, Exportin 5, SRSF3 und TARDBP. Fur die Bestimmung der relativen mRNA-
Menge wurde eine Verdlnnungsreihe eines Plasmidstandards des zu untersuchenden Gens,
im Bereich von 102 bis 108 Molekiilen, als externe Referenz mitgeflhrt.

Far die RT-gPCR wurden 3 pl cDNA eingesetzt und folgender Reaktionsansatz hinzugefiigt:

5x HOT FIREPol® Eva Green® gPCR Mix Plus 4 ul
Primer forward 0,5 ul
Primer reverse 0,5 pl
dest. H-O ad 20 ul

Die RT-gPCR wurde im StepOnePlus™ Real Time PCR System unter folgenden Standard-
bedingungen durchgefihrt:

Aktivierung der Polymerase 15 Minuten 95°C

Denaturierung der cDNA 15 Sekunden  95°C
Primerbindung 20 Sekunden  60°C } 40 Zyklen
Elongation 20 Sekunden  72°C
Schmelzkurve 55°C-95°C in 0,8°C Intervallen
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Um die relative mRNA-Menge zu ermitteln, wurde zun&chst fur jede Probe die Zykluszahl
bestimmt, bei der sich das Fluoreszenzsignal signifikant vom Hintergrund abhebt (Cycle
treshold (Cr)-Wert). Der Cr-Wert wurde Uber die lineare Regressionsgerade des
Plasmidstandards in die Molekdilzahl der Probe umgerechnet. Die Berechnung der relativen
Transkriptmengen eines Zielgens erfolgte in Bezug auf die Molekllzahl des Referenzgens
GAPDH. GAPDH wird durch einen maternalen Diabetes mellitus nicht beeinflusst (Thieme et
al. 2012b).

2.6.8.1.2 RT-qPCR-Analyse von cDNA aus microRNA

Fir die Quantifizierung von microRNAs mittels RT-gPCR wurden LNA™-angereicherte
Oligonukleotide verwendet. Locked nucleic acids (LNA™) sind RNA-Analoga, bei denen
strukturelle Veranderungen den Ribose-Ring in einer idealen Konformation fir Watson-Crick-
Bindungen fixieren. Dadurch werden die thermische Stabilitat, Sensitivitdt und Spezifitat
erhdht. Dies ist insbesondere fur die Quantifizierung von kleinen und sehr &hnlichen RNA-
Molekllen wie microRNAs von groBer Bedeutung. Fir jedes eingebaute LNA™-Monomer
erhéht sich die Schmelztemperatur des Duplexes um 2-8°C (Exigon).

Die cDNA wird mittels microRNA-spezifischer forward- und reverse-Primer amplifiziert (Abb.
8).

microRNA-spezifischer forward-Primer
TITITTITITIT

microRNA-spezifischer reverse-Primer

Abb. 8: Schematische Darstellung der RT-qPCR-Reaktion von microRNA mit dem LNA™ PCR
primer set

In dem Embryoblast, Trophoblast, der Blastozystenhdhlenflissigkeit, dem Plasma,
Endometrium und der Plazenta von gesunden und diabetischen Kaninchen wurden folgende
microRNAs analysiert: miR-27b, -29b, -141, -191, -210, -222 und -433. Fir jedes Gewebe
wurde nach einer geeigneten internen Referenz gesucht. Dabei wurden die microRNAs als
interne Referenz verwendet, die die hdchste Stabilitdt unter Verwendung der Software
NormFinder aufwiesen (Andersen, Ledet-Jensen & Qrntoft 2004). Dabei wurde die miR-92a
fir Embryoblast, Trophoblast und Plazenta, miR-103a fur Plasma, U6 fur Endometrium und
der globale Mittelwert (Mestdagh et al. 2009, D'Haene et al. 2012) fur die
Blastozystenhdhlenflissigkeit verwendet.

Far die RT-gPCR wurden 4 pl der 1:40 bzw. 1:20 verdinnten cDNA eingesetzt und folgender
Reaktionsansatz hinzugefigt:
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ExXiLENT SYBR® Green PCR Master Mix 5ul
microRNA LNA™ PCR primer sets 1 ul

Die RT-gPCR wurde im StepOnePlus™ Real Time PCR System unter folgenden Standard-
bedingungen durchgefihrt:

Aktivierung der Polymerase 10 Minuten 95°C
Denaturierung der cDNA 10 Sekunden  95°C }
Primerbindung und Elongation 20 Sekunden  60°C J 45 Zyklen
Schmelzkurve 55°C-95°C in 1,6°C/s Intervallen

Im Anschluss erfolgte die relative Auswertung der Transkripte mit Hilfe der 222¢;- Methode
(Livak & Schmittgen 2001). Dabei wurden die Cr-Werte jeder Probe unter Normalisierung auf
die gewebespezifischen internen Referenzen (miR-103a, miR-92a, U6, globaler Mittelwert)
miteinander verglichen. Unter Verwendung folgender Formeln kénnen die microRNA-
Expressionsunterschiede (Ratio) als n-fache Expression ausgedriickt werden:

ACt=C+ Zielgen—Ct Referenzgen
AAC+=ACt Behandlung—-AC+ Kontrolle
Ratio=2‘MCT

Die Voraussetzungen fur diese Berechnungsmethode stellen optimale Effizienzen der
beteiligten RT-qPCR-Reaktionen und die Verdopplung der DNA-Menge in jedem Zyklus dar.

2.6.9 Klonierung von PCR-Fragmenten

Die Klonierung eines DNA-Fragments in einen Vektor dient der Amplifikation des Gen-
spezifischen DNA-Produkts und der anschlieBenden Herstellung eines Plasmidstandards fur
die RT-gPCR.

2.6.9.1 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Das genspezifische DNA-Fragment wurde in einer PCR amplifiziert und in einem 1,8-2,0%-
igen Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die entsprechende DNA-Bande wurde
unter UV-Licht ausgeschnitten und mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit aufgereinigt.

2.6.9.2 Ligation der PCR-Fragmente

Da bei der cDNA-Synthese i.d.R. DNA-Fragmente mit Adenosin-Uberhdngen am 3-Ende
entstehen, wurde flr die Ligation der pGEM®-T-Vektor verwendet, der Uber Thymidin-
Uberhange am 3*-Ende verfiigt.

Far die Ligation wurden 8 ul des DNA-Fragments fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit
folgendem Reaktionsansatz inkubiert:
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Reaktionsansatz:

2x Rapid Ligation Puffer (3 U/ul) 10 ul
T4 DNA-Ligase 1 ul
pGEM®-T-Vektor (50 ng/ul) 1 pl

2.6.9.3 Transformation in kompetente Bakterienzellen

Far die Transformation wurde der Ligationsansatz mit 20 pyl kompetenten NEB 5-alpha
Escherichia coli-Bakterien fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Aufnahme des Plasmids durch
die Bakterien erfolgte nach einem Hitzeschock fur 30 Sekunden bei 42°C. Nach 5-min(tiger
Inkubation wurde der Transformationsansatz mit 380 ul SOC-Medium (ohne Ampicillin) fir
eine Stunde bei 37°C schittelnd inkubiert. AnschlieBend wurden 50, 75 oder 100 pl der
Zellsuspension auf Selektionsplatten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank
kultiviert.

Super Optimal broth with Catabolite repression
(SOC)-Medium (pH 6.,8-7.0):

Pepton 20 ¢
Hefeextrakt 5¢
Glukose 3,603 g
Magnesiumsulfat 249
Natriumchlorid 0,584 ¢
Kaliumchlorid 0,186 ¢
dest. H20 adil

Das hergestellte SOC-Medium wurde sofort autoklaviert.

Selektionsplatten

Dem flissigen SOC-Medium wurden vor dem Autoklavieren 3 g/l Agar-Agar zugegeben. Das
SOC-Medium wurde vor dem Gebrauch bis zur vollstdndigen Auflésung der festen
Bestandteile auf ca. 55°C erwarmt und mit Ampicillin (100 pg/ml), X-Gal (40 ug/ml) sowie IPTG
(40 pg/ml) versetzt.

2.6.9.4 Selektion und Isolation von Plasmiden aus E. coli

Da der pGEM®-T-Vektor ein Ampicillinresistenzgen (Amp") enthalt, wachsen auf den
ampicillinhaltigen Selektionsplatten nur E. coli-Bakterien, die das Plasmid aufgenommen
haben. Des Weiteren ist mit Hilfe der Blau-Wei3-Selektion eine Beurteilung Uber den Erfolg
der Ligation und somit die Selektion positiver Klone mdglich.

Bei der Blau-Wei3-Selektionsmethode kommt es durch den Einbau eines DNA-Fragments in
die multiple cloning site des Vektors zu einer Verschiebung des Leserasters des dort
vorhandenen 5’-Abschnittes des lacZ-Gens. LacZ ist fir die Expression der B-Galaktosidase
verantwortlich, die das Substrat X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galaktopyranosid)

hydrolytisch zu B-Galaktose und 5-Brom-4-Chlor-3-Hydroxyindol umsetzt. 5-Brom-4-Chlor-3-
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Hydroxyindol oxidiert mit Luftsauerstoff und dimerisiert zu einem blauen Farbstoff (5,5’ Dibrom-
4,4’Dichlor-Indigo), wodurch die Kolonien bei intaktem lacZ-Gen blau erscheinen.
Bakterienkolonien mit einer Unterbrechung im lacZ-Gen sind nach Inkubation mit X-Gal und
IPTG weil3, da die Bildung einer funktionsféhigen B-Galaktosidase verhindert wird. IPTG dient
als Induktor des lacZ-Promoters, da es das inhibierende lac-Repressorprotein bindet.

Die weiBen Kolonien wurden gepickt und tber Nacht bei 37°C in 5 ml SOC-Medium mit
Ampicillin (100 pg/ml) schittelnd inkubiert. Zur Isolation der Plasmide wurden 2 ml der
Bakterienkultur fir 10 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert, um die Bakterien zu pelletieren.
Der Uberstand wurde verworfen. Die weitere Plasmidisolierung erfolgte nach dem Protokoll
des QlAprep® Spin Miniprep Kits.

2.6.9.5 Restriktionsverdau von Plasmiden

Zur Kontrolle des Klonierungserfolgs wurden die rekombinanten Plasmide mit den zwei
Endonukleasen Apal und Sacl geschnitten. Fir den Restriktionsverdau wurden 3 pl des
Plasmids fir eine Stunde bei 37°C mit folgendem Reaktionsansatz inkubiert:

Restriktionsansatz:

Puffer B* 1 ul
Apal (10 U/pl) 0,5 pl
Sacl (10 U/ul) 0,5 ul
dest. H.O ad 10 pl

AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz in einem 1,8%-igen Agarosegel aufgetrennt.

2.6.9.6 Sequenzierung von Plasmiden und PCR-Produkten

Um die ldentitdt von DNA-Fragmenten zu Uberprifen, wurden Plasmide und PCR-Produkte
mit dem BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit sequenziert.

Sequenzierungsansatz:

BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing RR 24 2 ul
BigDye® Terminator v1.1 v3.1 5x Sequencing Buffer 1,5 ul
T7 Primer (5 pmol/ul) 0,5 ul
Plasmid 2 ul
dest. H:0O ad 10 pl

Die Sequenzierreaktion erfolgte im Thermocycler unter folgenden Bedingungen:

Denaturierung/ Initialisierung 1 Minute 96°C
Denaturierung 10 Sekunden 96°C
Primerbindung 15 Sekunden 55°C } 25 Zyklen
Elongation 4 Minuten 60°C

Fir die anschlieBende Aufreinigung des Sequenzierprodukts wurde der Reaktionsansatz mit
1 ul 3 M Natriumazetat (pH 5,2) und 40 ul 96%-igem Ethanol versetzt und fir 30 Minuten bei
13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die DNA wurde in zwei
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weiteren Aufreinigungsschritten mit jeweils 200 pl bzw. 100 pl 70%-igem Ethanol gewaschen
und anschlieBend fir 20 bzw. 10 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Abschlieend
wurde der Uberstand abgenommen und die DNA fiir mindestens 5 Minuten im Rotations-
Vakuum-Konzentrator getrocknet. Die Separierung, Detektion und Analyse der
fluoreszenzmarkierten DNA erfolgte im ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer durch den
Sequenzierservice des ZMGs. Die anschlieBende Sequenzanalyse erfolgte mit Hilfe des
Nucleotide Basic Alignment Search Program (BLASTN).

2.6.9.7 Herstellung einer Glyzerinkultur

Fir die Lagerung von rekombinanten Klonen wurden Glyzerinkulturen hergestellt. Dafir
wurden 0,6 ml der Ubernachtkultur sowie 0,4 ml Glyzerin in ein ReaktionsgefaB gegeben und
far 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.6.9.8 Herstellung eines Plasmidstandards fiir die RT-qPCR

Anhand der Konzentration, der Plasmid- und FragmentgréBe konnte die Molekullzahl pro pl
berechnet und eine Verdiinnungsreihe von 108 bis 10° Molekullen pro 3 ul hergestellt werden.
In einer nachfolgenden RT-gPCR wurden die Plasmidstandards nach dem Standardprotokoll
getestet und ab einer Effizienz von >90% fur darauffolgende RT-gPCRs verwendet. Eine
Effizienz von 100% geht von einer Verdopplung der DNA in jedem Zyklus aus. Die Lagerung
der Plasmidstandards erfolgte bei -20°C.

2.7 Proteinbiochemische Methoden

2.7.1 Proteinisolation aus Geweben und Kaninchenblastozysten

Die Endometrium- und Plazentaproben wurden mit 300 pl RIPA-Puffer versetzt. Fir die
Proteinisolation aus Kaninchenblastozysten wurden 8-10 Embryoblasten (EB) bzw.
Trophoblasten (TB) gepoolt und 40 pl (EB; 4 pl pro EB) bzw. 120 pl (TB; 12 ul pro TB) RIPA-
Puffer zugegeben. Vor der Verwendung wurden dem RIPA-Puffer Phosphatase-Inhibitor (2
pl/100 pl) und Protease-Inhibitor (2 pl/100 pl) hinzugegeben.

RIPA (radio immunoprecipitation assay)-Puffer:

10x PBS-Puffer 10 ml
Nonidet P-40 1 ml
Natrium-Desoxycholat 0,59
SDS (10%) 100 pl
dest. H.O ad 100 ml

Die Proben wurden fir 15 Sekunden im Precellys?®* homogenisiert. Nach 30-mintiger
Inkubation auf Eis wurden die Proben bei 13.000 rpm und 4°C fir 20 Minuten zentrifugiert. Der
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Uberstand, der v.a. zytoplasmatisches Protein enthélt, wurde abgenommen, in ein neues
Reaktionsgefal3 Gberflhrt und die Proteinkonzentration bestimmit.

Die im Zellpellet enthaltenen Kernproteine wurden in 25 ul (EB) bzw. 90 pl (TB) RIPA-Puffer
unter Zugabe von 5 ul (EB) bzw. 18 pl (TB) Reducing Sample (RS)-Puffer geldst. Fur das
Aufbrechen der Kernmembran wurden die Proben 5-mal fir je 7 Minuten abwechselnd fir 30
Sekunden bei 103 W indirekt mit Ultraschall behandelt und zwischenzeitlich fiir 30 Sekunden
auf Eis gestellt. AnschlieBend wurden die Proben fir 15 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR iiberfiihrt. Da der RS-Puffer SDS
enthélt, konnte die Konzentration der Kernproteine nicht mit dem Bradford-Test bestimmt

werden.

RS -Puffer (pH 6.8):

TRIS-Puffer (1M, pH 6,8) 4 ml
Glyzerin 4 ml
1x TBS 4 mi
Mercaptoethanol 0,4 ml
SDS (10%) 4 ml
Bromphenolblau Spatelspitze
dest. H:0O ad 20 ml

2.7.2 Proteinquantifizierung

Die Konzentration zytoplasmatischer Proteine wurde in Doppelbestimmung mittels Bradford-
Test bestimmt. Dabei wurde 1 pl der Proteinprobe fir mindestens 5 Minuten mit folgendem
Reaktionsansatz inkubiert:

Reaktionsansatz:
Bradford-Reagenz 200 ul
dest. H:0 800 pl

AnschlieBend wurde im Spektrophotometer die Absorption des Leerwerts und der
Proteinproben bei einer Wellenlange von 595 nm gemessen. Anhand einer Eichkurve, die
zuvor mit bekannten Konzentrationen an BSA in RIPA erstellt wurde, konnte die

Proteinkonzentration der Proben ermittelt werden.

2.7.3 Auftrennung von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamidgel-elektrophorese
(SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach ihrer MolekulgroBe erfolgte Uber eine
SDS-Page nach Laemmli (1970). Dabei werden die Proteine zunachst durch SDS und
Mercaptoethanol denaturiert und linearisiert. SDS Uberdeckt zudem Uber die Bindung an
Proteine deren Eigenladung und ermdglicht die Auftrennung der Proteine nach ihrer
MolekulgréBe.
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2.7.3.1 Herstellung eines Polyacrylamidgels

Fir die Herstellung eines SDS-Polyacrylamidgels werden Sammelgel und Trenngel in einem
Verhéltnis von 1:4 in Gelkassetten gegossen. Die SDS-PAGE von zytoplasmatischen
Proteinen wurde mit einem 10%-igen Trenngel durchgefihrt. Fir die SDS-PAGE von
Kernproteinen unterschiedlicher GréBe wurde ein Gradientengel (10%- auf 15%-iges
Trenngel) verwendet, das durch die lineare Steigung der Polyacrylamid-Konzentration

gekennzeichnet ist.

4% Sammelgel 10% Trenngel 15% Trenngel
H20 2,85 ml 4,0 2,3 ml
Acrylamid (30%) 520 ul 3,3 5,0 ml
TRIS-Puffer (1 M, pH 6,8) 1 ml - -
TRIS-Puffer (1,5 M, pH 8,8) - 2,5ml 2,5ml
SDS (10%) 40 pl 100 pl 100 pl
APS (10%) 40 pl 100 pl 100 pl
TEMED 4 ul 4 ul 4 pl

Das polymerisierte Polyacrylamidgel wurde in die NOVEX-Elektrophoresekammer eingesetzt,
der Taschenkamm entfernt und die Kammer mit 1x Laufpuffer gefuillt.

10x Laufpuffer nach Laemmli:

TRIS 30,25 ¢g
Glycin 144,25 g
SDS 10 g
dest. H20 ad 1000 ml

2.7.3.2 Probenaufbereitung
25 g Protein wurden mit 5 x Ladepuffer und dest. Wasser auf ein Gesamtvolumen von 20-50

pl aufgefallt.

5x SDS-Ladepuffer:

Glyzerin 25 ml
TRIS-Puffer (1 M, pH 6,8) 15,62 ml
B-Mercaptoethanol 5ml
SDS 59
Bromphenolblau 259
dest. H-O ad 1000 ml

Die Proteine wurden fur 10 Minuten bei 70°C denaturiert und in die Ladetaschen des
Sammelgels Uberfiihrt. Die mitgefihrten Proteinmarker PageRuler™ Prestained Protein
Ladder 10-170K und SM Prestained Protein Ladder dienten der GréBenbestimmung. Nach der
Konzentrierung der Proben im Sammelgel wurde die Spannung flr die GréBenauftrennung
der Proteine im Trenngel von 100 V auf 160 V (zytoplasmatische Proteine) bzw. von 20 mA
auf 40 mA (Kernproteine) erhdht.
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2.7.4 Western Blot

Mit Hilfe des Semidry-Blotverfahrens wurden die durch die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine
elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Um die Proteinbindungsstellen
der Nitrozellulosemembran zu aktivieren, wurde diese kurzzeitig in methanolhaltigen (20%)
Puffer gelagert. Fir den Aufbau des Blots wurden acht Whatman™ Filterpapiere in den Maf3en
8x7,5 cm verwendet, die zuvor in verschiedenen methanolhaltigen (20%) Transferpuffern
getrankt wurden (Abb. 9).

Transferpuffer 1 Transferpuffer 2 Transferpuffer 3

TRIS 36,3 g (300 mM) 3 g (25 mM) 3 g (25 mM)
Methanol (100%) 200 ml 200 ml 200 ml
e-Aminocarponsaure - - 5,2 g (40 mM)
dest. H:O ad 1000 mi ad 1000 mi ad 1000 mi

Kathode (-)

3x Filterpapier in Transferpuffer 3

Polyacrylamidgel

2x Filterpapier in Transferpuffer 2

3x Filterpapier in Transferpuffer 1

Anode (+)

Nitrozellulosemembran

Abb. 9: Aufbau eines Semidry-Blots

Bei dem Blot-Verfahren wird ein senkrecht zum Polyacrylamidgel gerichtetes elektrisches Feld
von 150 mA fir 2 Stunden angelegt. Aufgrund der negativen Ladung der Proteine wandern
diese in Richtung Anode und werden von der Nitrozellulosemembran gebunden.

Nach erfolgtem Transfer werden die Proteine auf der Nitrozellulosemembran mit Ponceau S
angefarbt, um die Transfereffizienz zu Uberprufen.

2.7.5 Hybridisierung mit verschiedenen Antikorpern

Die Nitrozellulosemembran wurde fir mindestens 1 Stunde bei Raumtemperatur (RT) mit einer
Blocklésung inkubiert, um die unspezifische Bindung von Antikdrpern an freie
Proteinbindungsstellen der Membran zu verhindern. Daflr wurde eine 3%-ige bzw. eine 5%-
ige  BSA- bzw. Magermilchpulver-TBST-L6sung verwendet. Die Inkubation des
Primarantikdérpers erfolgte tber Nacht bei 4°C (Tab. 8). Um ungebundenen Primarantikdrper
zu entfernen, wurde die Membran am darauffolgenden Tag fur 3x5 Minuten bzw. 6x5 Minuten
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in TBST gewaschen und mit dem Sekundarantikdrper fir 2 Stunden inkubiert. Die Membran

wurde zur Entfernung des Sekundarantikrpers erneut fir 3x5 Minuten bzw. 6x5 Minuten in

TBST sowie 2x5 Minuten in TBS gewaschen.

TBS-Puffer:

TRIS (1,5 M pH 7,5)

NaCl

dest. H.O

10 ml
589

ad 1000 ml

TBST-Puffer:

TRIS (1,5 M pH 7,5) 10 ml
NaCl 5849
Tween 20 1 ml
dest. H-O ad 1000 ml

Tab. 8: Protokoll fiir die Hybridisierung mit den verwendeten Primér- und Sekundér-antikérpern

3% Milch/ Kaninchen 1:250 in 3% | Anti-Rabbit-1gG, 1:5000 in 5%
TBST, 2h RT Milch/TBST HRP-konjugiert BSA/ TBST
3% BSA/ Maus 1:1000 in 3% | Anti-Maus-lgG, ;;)00000 in
TBST, 2h RT BSA/TBST HRP-konjugiert BSA/TBST
5% Milch/ Kaninchen 1:250 in 5% | Anti-Rabbit-1gG, 1:5000 in 3%
TBST, 2h RT Milch/TBST HRP-konjugiert BSA/ TBST
5% Milch/ Maus 1:250in 5% | Anti-Maus-IgG, 1:5000 in 3%
TBST, 2h RT Milch/TBST HRP-konjugiert BSA/TBST
5% Milch/ Maus A0 | AntiMaus-lgG, | Lro000
TBST, 2h RT TBST HRP-konjugiert TBST

5% Milch/ Maus 1:1000 in 5% | Anti-Maus-IgG, 1:5000 in 3%
TBST, 2h RT Milch/TBST HRP-konjugiert BSA/ TBST

2.7.6 Proteindetektion und Auswertung

Die verwendeten Sekundarantikdrper sind mit dem Enzym Meerrettichperoxidase konjugiert,

das die Oxidation von Luminol katalysiert und eine Chemolumineszenz-Reaktion induziert.

Dafur wurde die Nitrozellulosemembran mit Luminata™ Forte Western HRP substrate

inkubiert. Die Intensitdt des Chemolumineszenzsignals ist proportional der gebundenen

Antikdrpermenge und wurde mit Hilfe einer Kameraaufnahme am ChemiDoc™ Touch Imaging

System detektiert. Durch den Bezug der Zielproteinbande auf die Ladekontrollproteine B-Aktin

(Blot mit zytoplasmatischen Proteinen) bzw. Histon H3 (Blot mit Kernproteinen) wurden

Mengenunterschiede bei der Proteinbeladung relativiert. Die normalisierte Zielproteinmenge

von gesunden Tieren wurde 100% gesetzt.
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2.8 MicroRNA Zielgen-Vorhersage

FOr die Untersuchung von potentiellen microRNA-Zielgenen, wurden validierte sowie
vorhergesagte Zielgene der miR-27b, miR-141, miR-191 und miR-222 untersucht, die im
Zusammenhang mit Implantation und Reproduktion stehen. Die Suche nach experimentell
validierten Zielgenen erfolgte mit Hilfe der Datenbank MiRTarbase (Chou et al. 2016).

Der Ermittlung von vorhergesagten, bislang nicht validierten Zielgenen dienten die
Datenbanken TargetScan (Agarwal et al. 2015) und miRDB (Wong und Wang 2015), deren
Schnittmenge anhand der Datenbankanwendung Microsoft Access ermittelt wurde. Fir die
bioinformatische Vorhersage von microRNA-Zielgen-Interaktionen wird unter Verwendung
eines Datenbank-spezifischen Algorithmus die Sequenzkomplementaritat konservierter 3'-
UTRs und microRNA-Seed-Sequenzen untersucht.

2.9 MicroRNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzanalyse von microRNAs aus Kaninchenembryonen (d5,5, d6,5 und d14 p.c.)
erfolgte mittels der Sequenzen, die von der Arbeitsgruppe Elen Gocza (Maraghechi et al. 2013)
durch die Sequenzierung-durch-Ligations-Methode (Sequencing by Oligo Ligation Detection,
SOLID) ermittelt wurden.

Mit Hilfe der Sequenzabgleich-Programme BLAT und BLASTN (Ensembl database; Yates et
al. 2016, release 86) wurden die SOLiD-Sequenzen im Genom des Kaninchens lokalisiert und
auf ihre Sequenzahnlichkeit mit humanen, murinen und bovinen microRNAs untersucht. Die
dafir benétigten humanen, murinen und bovinen microRNA-Sequenzen der miR-27b, miR-
29b, miR-141, miR-210, miR-222, miR-433 und miR-92a wurden aus den Datenbanken
miRBase (Kozomara & Giriffiths-Jones 2014) und Ensembl (Yates et al. 2016, release 86)
bezogen. Der Identifizierung der mutmaBlichen pre-microRNA-Sequenzen des Kaninchens
diente der Abgleich mit humanen pre-microRNA-Sequenzen mittels BLASTN. Die Generierung
der Sekundarstruktur der pre-microRNAs erfolgte mit dem Programm RNAfold (Gruber et al.
2008) und wurde als Sekundérstruktur mit minimal freier Energie (MFE) dargestellt.

2.10 Statistische Analysen

Mit Hilfe des Programms QuickCalcs wurde ein AusreiBBertest nach Grubbs durchgefihrt, um
Ausrei3er in den Messwerten zu identifizieren und zu eliminieren. Die statistische Auswertung
der Messdaten erfolgte mit dem Programm SigmaPlot® 12.0. Im Falle einer Normalverteilung
wurden die Daten mit Hilfe eines zweiseitigen t-Tests auf ihre Signifikanz Uberprift. Ein U-Test
(Wilcoxon rank sum Test) wurde durchgefihrt, wenn keine Normalverteilung der Messdaten
vorlag. Die zweifaktorielle Varianzanalyse (zweifaktorieller ANOVA) wurde genutzt, um zwei
unabhéngige Variablen miteinander zu verglichen (Tab. 9). Fur die Untersuchung einer
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unabhangigen Variablen in unterschiedlichen Gruppen, wurde ein einfaktorieller ANOVA
verwendet. Die Signifikanzniveaus wurden wie folgt gekennzeichnet:
Irtumswahrscheinlichkeit p kleiner 5% als *p<0,05, kleiner 1% als **p<0,01 und kleiner 0,1%
als ***p<0,001. Alle Werte wurden als Mittelwerte + Standardfehler (MWSTF) angegeben.
Die Zahl der unabhangigen Versuche wird mit N markiert und n bezeichnet die Gesamt-
Probenanzahl.

Tab. 9: Ubersicht iiber die angewandten statistischen Tests

Probenmaterial Analyse Variablen Statistischer Test
Plasma microRNA Diabetes & Graviditat zweifaktorieller ANOVA
Endometrium microRNA + Diabetes t-Test/ U-Test
mRNA
o microRNA + . . .
Blastozysten in vivo MRNA Diabetes & Zellart (EB/TB) | zweifaktorieller ANOVA
Blastozystenhodhlen- Diabetes
flussigkeit in vivo + microRNA t-Test/ U-Test
in vitro Stimulus
einfaktorieller ANOVA
(Glukose)
Embryoblast/_ : microRNA Stimulus
Trophoblast in vitro t-Test/ U-test
(Insulin, IGF2, LIF)
Plazenta mmro_R NA + Diabetes t-Test/ U-Test
Protein
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3 Ergebnisse

3.1 Sequenzanalyse von reifen microRNAs und deren mutmaBliche
Sekundarstruktur in Kaninchenblastozysten

Fir die Sequenzen der miR-27b, -222 und -433 konnten beide microRNA-Strange im SOLID-
Sequenz-Datensatz identifiziert werden. Sie weisen eine 100%-ige Sequenzhomologie zu
ihren humanen, murinen und bovinen Orthologen auf (siehe Anhang Tab. 13). Hingegen
konnte in Kaninchenembryonen fiir die miR-29b, -141, -210 bzw. -92a nur die Sequenz des
3p-Stranges identifiziert werden. Diese sind zu den humanen, murinen und bovinen
microRNA-Sequenzen Uberwiegend identisch. Unter Verwendung der bekannten humanen,
murinen und bovinen miR-29b-5p, -141-5p, -210-5p und -92a-1-5p-Sequenzen konnte mit
Hilfe von BLASTN eine hohe Sequenzhomologie fiir diese microRNAs im Kaninchengenom
festgestellt werden. Die ocu-miR-191 konnten Maraghechi et al. (2013) bereits fir das
Kaninchengenom annotieren (ocu-miR-191). Sie weist eine 100%-ige Sequenzhomologie zur
humanen, murinen und bovinen miR-191 auf.

Der Abgleich der humanen pre-microRNA-Sequenzen mit dem Kaninchengenom fuhrte zur
Identifizierung der mutmaBlichen ocu-pre-miR-Sequenzen der pre-miR-27b, -29b, -141, -222,
-433 und -92a und ihrer entsprechenden Sekundarstrukturen (sieche Anhang Abb. 30). Dabei
war eine groBe Sequenzhomologie zu den humanen Orthologen festzustellen. Fir die miR-
210 konnte keine Ubereinstimmung mit der humanen pre-microRNA-Sequenz im

Kaninchengenom identifiziert werden.

3.2 Expression spezifischer microRNAs, microRNA-prozessierender
Enzyme und von microRNA-Zielgenen im miutterlichen Gewebe

diabetischer Kaninchen

3.2.1 Expression spezifischer microRNAs im Blutplasma diabetischer

Kaninchen

Die relativen microRNA-Mengen wurden im Blutplasma gesunder und diabetischer Kaninchen
verglichen. Dabei konnten alle untersuchten microRNAs im Plasma quantifiziert werden. Im
Plasma gravider und nicht-gravider diabetischer Kaninchen waren die microRNA-Mengen von
miR-27b, -141, -191 und -433 verringert. Die miR-222 war nur im Plasma schwangerer
diabetischer Kaninchen reduziert, wohingegen die miR-29b im Plasma nicht-gravider
diabetischer Kaninchen erhéht war. Ein Einfluss der Graviditat konnte fir die miR-222 im
Plasma diabetischer Kaninchen festgestellt werden (Abb. 10).
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Abb. 10: Relative microRNA-Mengen im Plasma gesunder und diabetischer (DM1) Kaninchen vor

der Verpaarung und am 6. Tag der Graviditat

Die Quantifizierung der miR-27b, -29b, -141, -191, -210, -222 und -433 erfolgte im Blutplasma
von nicht-graviden und graviden Kaninchen mittels RT-qPCR. AnschlieBend wurden die
relativen microRNA-Mengen nach der 2-22C1- Methode berechnet und auf die relative Menge an
miR-103a normiert. Die Ergebnisse sind als MWtSTF mit *p<0,05; **p<0,01 dargestellt. N=3,

n=6.

3.2.2 Expression spezifischer

Kaninchen

microRNAs

im Endometrium diabetischer

Im Endometrium von gesunden und diabetischen Kaninchen waren alle microRNAs, mit

Ausnahme der miR-433, nachweisbar. Fir die miR-222 konnte eine signifikante Abnahme der

microRNA-Menge im Endometrium diabetischer Kaninchen gemessen werden (Abb. 11).

relative miR-Menge [% der Kontrolle]

140 -

120 A

100

0]
o

[e2]
o
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N
o
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o

o
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Abb. 11: Relative microRNA-
Mengen im Endometrium
diabetischer Kaninchen

Die Quantifizierung der miR-27b, -29b,
-141, -191, -210, -222 und -433
erfolgte  im  Endometrium  von
gesunden und diabetischen Kaninchen
mittels qPCR. AnschlieBend wurden
die relativen microRNA-Mengen nach
der 2-24CT- Methode berechnet, auf die
relative Menge an U6 normiert und die
microRNA-Menge gesunder
Kaninchen 100%  gesetzt. Die
Ergebnisse sind als MWzSTF mit
*p<0,01 dargestellt. N=3, n=8,
n.d.=nicht detektierbar.

49



Ergebnisse

3.2.3 Expression von Drosha und Dicer im Endometrium diabetischer
Kaninchen

Die Proteinexpression der microRNA-prozessierenden Enzyme Drosha und Dicer wurde im
Endometrium gesunder und diabetischer Kaninchen mittels Western Blot bestimmt (Abb. 12).
Die Proteinmenge beider Enzyme war im Endometrium diabetischer und gesunder Kaninchen
annadhrend gleich.
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Abb. 12: Relative Drosha- und Dicer-Proteinmengen im Endometrium diabetischer (DM1)
Kaninchen

Fir die Quantifizierung der relativen Proteinmengen von Drosha und Dicer mittels SDS-PAGE
und Western-Blot (A) wurden 25 pg Gesamtprotein pro Probe aufgetragen und die
Antikérperbindung densitometrisch ausgewertet (B). Die Drosha- und Dicer-Proteinmenge
wurde auf die Proteinmenge von B-Aktin normiert. Die normalisierte Proteinmenge von
gesunden Tieren wurde 100% gesetzt. Die Ergebnisse sind als MWxSTF dargestellt. N=3, n=8.

3.2.4 Expression von miR-222-Zielgenen im Endometrium diabetischer
Kaninchen

Da die miR-222-Menge im Endometrium diabetischer Kaninchen verringert war, wurde die

Expression der miR-222-Zielgene CNR1, ErbB4, ESR1 und TGFBR1 im Endometrium mittels

RT-gPCR quantifiziert. Fir CNR1 konnte eine erh6hte mRNA-Expression im Endometrium

diabetischer Tiere festgestellt werden (Abb. 13).
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Abb. 13: Relative mRNA-Mengen der miR-222-Zielgene CNR1, ErbB4, ESR1 und TGFBR1 im
Endometrium diabetischer Kaninchen

Die relative mRNA-Menge im Endometrium von gesunden und diabetischen Kaninchen wurde
mittels RT-qPCR bestimmt. Fir die Bestimmung der Molekiilzahlen von CNR1, ErbB4, ESR1
und TGFBR1 wurde ein Plasmidstandard mitgefiihrt. Fir jede Probe wurde die Molekilzahl der
jeweiligen Zielgene auf die Anzahl der GAPDH-Molekile normiert. Die mRNA-Mengen
gesunder Kaninchen wurde 100% gesetzt. Die Ergebnisse sind als MWxSTF mit **p<0,01
dargestellt. N=3, n=6.

3.3 Charakterisierung der Expression spezifischer microRNAs,
microRNA-prozessierender Proteine und von Zielgenen in

Blastozysten diabetischer Kaninchen

3.3.1 Expression spezifischer microRNAs im Embryoblasten und
Trophoblasten diabetischer Kaninchen

Die relativen microRNA-Mengen im Embryoblasten und Trophoblasten gesunder und
diabetischer Kaninchen wurden mittels RT-gPCR quantifiziert. Alle untersuchten microRNAs
waren in beiden Zellarten nachweisbar. Fir die miR-27b, -141, -191, -210 und -433 zeigte sich
eine deutlich hoéhere microRNA-Expression im Trophoblasten im Vergleich zum
Embryoblasten unabhangig vom Einflussfaktor Diabetes. Die microRNA-Mengen der miR-29b
und miR-222 waren in beiden Zelllinien anndhernd gleich. Ein matterlicher Diabetes hatte
keinen Einfluss auf die microRNA-Expression in Embryoblastzellen. Eine deutliche
Verringerung der miR-27b-, -141-, -191-, -222-Expression konnte in Trophoblastzellen
diabetischer Kaninchen quantifiziert werden (Abb. 14). Die miR-29b, -210 und -433-Expression
war in Trophoblastzellen diabetischer Kaninchen unverandert.
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Abb. 14: Relative microRNA-Mengen im Embryoblasten und Trophoblasten diabetischer

3.3.2

Kaninchen

Die Quantifizierung der miR-27b, -29b, -141, -191, -210, -222 und -433 erfolgte in
Embryoblasten und Trophoblasten von Embryonen gesunder und diabetischer (DM1)
Kaninchen mittels RT-gPCR. AnschlieBend wurden die relativen microRNA-Mengen nach der
2-08CT. Methode berechnet und auf die relative Menge an miR-92a normiert. Die Ergebnisse
sind als MWxSTF mit *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 dargestellt. N=3, n=5 gepoolte Proben von
jeweils 4 Embryoblasten bzw. 4 Trophoblasten.

Nachweis und Quantifizierung spezifischer microRNAs in der
Blastozystenhohlenflissigkeit

In der Blastozystenhdhlenflissigkeit von Tag 6 p.c. Embryonen konnten nahezu alle
microRNAs mittels RT-gPCR quantifiziert werden. Die miR-29b lag unterhalb der
Nachweisgrenze. Die microRNA-Mengen an miR-27b, -141, -191-, 210- und -433 waren in der

Blastozystenhéhlenfllssigkeit von gesunden und diabetischen Tieren anndhernd gleich (Abb.
15).
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Abb. 15: Relative microRNA-Mengen

in der Blastozysten-
héhlenfliissigkeit diabetischer
Kaninchen

Die Quantifizierung der miR-27b, -29b,

-141,-191, -210, -222 und -433 erfolgte

in der Blastozystenhdhlenflissigkeit

(BF) von Tag 6 p.c. Blastozysten

gesunder und diabetischer Tiere mittels

RT-gPCR. AnschlieBend wurden die

relativen microRNA-Mengen nach der

T 2-08CT- Methode berechnet, auf den
gesund globalen Mittel-wert normiert und die
microRNA-Menge gesunder Kaninchen

n.d. - 100% gesetzt. Die Ergebnisse sind als

o \ \ N Y o MW+STF  dargestellt. N=3, n=3

10 P ANY A A0 g%e D gepoolte Proben BF & 100 pl von jeweils
\af \?\ «\\?\ «\\?\ \?\ ‘?\ ‘?\ 4-7 Blastozysten, n.d.= nicht

detektierbar
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3.3.3 Expression von Genen der microRNA-Biogenese in Kaninchenembryonen

3.3.3.1 Ontogenetische Expression von Genen der microRNA-Biogenese in
Blastozysten gesunder Kaninchen

Die AGO2-, DGCRS8-, Dicer-, Drosha-, EXP5-, SRSF3- und TARDBP-Expression wurde
wahrend der frilhen Embryonalentwicklung mittels RT-PCR untersucht (Abb. 16). Die
Transkription von AGO2, DGCRS8, Drosha, Dicer, EXP5, SRSF3 und TARDBP war ab Tag 3
p.c. in allen Embryonalstadien nachweisbar.

Tag PK d3 d4 d5 d6 d6 d6 d8 NK
Stadium 0o 1 2

- - - - - — N

Abb. 16: Ontogenetische Expression von Genen der microRNA-Biogenese in
Praimplantationsembryonen des Kaninchens

Die ontogenetische Expression von AGO2, DGCRS8, Dicer, Drosha, EXP5, SRSF3 und
TARDBP wurde in gepoolten Embryonen am Tag 3 (d3; n=27), 4 (d4, n=15) und 5 (d5, n=8)
und in individuellen Blastozysten am Tag 6 (d6) der verschiedenen Gastrulationsstadien
(Stadium 0, 1, 2) und Tag 8 p.c. (d8) mittels RT-PCR untersucht. Eine RT-PCR auf GAPDH
diente als cDNA-Kontrollreaktion. Eine Probe ohne cDNA wurde als Negativkontrolle (NK), eine
Probe mit cDNA aus Lebergewebe des Kaninchens als Positivkontrolle (PK) verwendet.

3.3.3.2 AQuantifizierung der mRNA- und Proteinmengen von Genen der microRNA-
Biogenese im Embryoblasten und Trophoblasten 6 Tage alter
Kaninchenblastozysten

Die Analyse von microRNA-prozessierenden Genen in Embryoblast- und Trophoblastzellen
(Stadium 1) gesunder und diabetischer Kaninchen erfolgte mittels RT-gPCR (Abb. 17) und fir
Drosha und Dicer zusétzlich mittels Western Blot (Abb. 18). Die AGO2-, DGCR8-, EXP5-,
SRSF3- und TARDBP-mRNA-Expression war sowohl im Embryoblasten als auch im
Trophoblasten diabetischer Kaninchen erhoht, wohingegen die Dicer-Menge in beiden
embryonalen Geweben anndhernd gleich war. Fir Drosha konnte eine Abnahme der
Transkriptmenge im Embryoblasten diabetischer Kaninchen gemessen werden (Abb. 17).
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Abb. 17: Relative mRNA-Mengen von microRNA-prozessierenden Proteinen im Embryoblasten

und Trophoblasten diabetischer Kaninchen

Die relativen mRNA-Mengen des Embryoblasten und Trophoblasten von Embryonen gesunder
und diabetischer Kaninchen wurden mittels RT-gPCR bestimmt. Flr die Quantifizierung der
Molekilzahlen wurde ein Plasmidstandard mitgefihrt. Die Molekiilzahl der Zielgene wurde auf
die Anzahl der GAPDH-Molekile normiert und die mRNA-Menge von Embryonen gesunder
Kaninchen 100% gesetzt. Die Ergebnisse sind als MWtSTF mit *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;

#p=0,094 dargestellt. N=3, n=6.

Die Drosha-Proteinmenge war im Trophoblasten diabetischer Kaninchen deutlich verringert

(Abb. 18). Die Quantifizierung von Drosha in Embryoblastzellen war aufgrund der zu geringen

Kernproteinmengen nicht méglich. Fur Dicer konnte im Embryoblasten diabetischer Tiere eine

Verringerung in der Dicer-Proteinmenge gemessen werden. Die Dicer-Proteinexpression im

Trophoblasten gesunder und diabetischer Tiere war anndhernd gleich (Abb. 18).
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Abb. 18: Relative Drosha- und Dicer-Proteinmenge im Embryoblasten und Trophoblasten
diabetischer (DM1) Kaninchen

Die Analyse der Kernprotein- (Drosha) und zytoplasmatischen Proteinmengen (Dicer) des
Embryoblasten und Trophoblasten von Embryonen gesunder und diabetischer (DM1)
Kaninchen erfolgte mittels SDS-PAGE und Western-Blot (A). Die Antikérperbindung wurde
densitometrisch ausgewertet (B). Die Drosha- und Dicer-Proteinmenge wurde auf die
Proteinmenge von H3 oder (3-Aktin normiert. Die normalisierte Proteinmenge von gesunden
Tieren wurde 100% gesetzt. Die Ergebnisse sind als MW+STF mit *p<0,05; ***p<0,001
dargestellt. N=3, n=3 gepoolte Proben von jeweils 8-10 Embryoblasten bzw. 8-10
Trophoblasten

3.3.4 Expression spezifischer microRNA-Zielgene im Embryoblasten und
Trophoblasten diabetischer Kaninchen

MicroRNAs regulieren ihre Zielgene auf posttranskriptionaler Ebene durch einen Abbau ihrer
Ziel-mRNA oder Hemmung der Translation. Aufgrund einer deutlichen Reduktion der
microRNA-Mengen der miR-27b, -141,- 191 und -222 in Trophoblastzellen von Embryonen
diabetischer Kaninchen, wurden potentielle Zielgene der genannten microRNAs untersucht.
Dabei wurden validierte sowie vorhergesagte Zielgene, die im Zusammenhang mit
Implantation und Reproduktion stehen, mit Hilfe der bioinformatischen Datenbanken miRDB,
MiRTarbase und TargetScan ermittelt (Tab. 10).
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Tab. 10: Liste von reproduktionsbiologisch relevanten Zielgenen der miR-27b, -141, -191 und -

222
CREB1
WEET e
ESR1 CNR1
S ErbB4
TGFBR1
PTEN IFNARS
TGFB2 PAPPA
ERBB2IP IGF2
ZEBH PLAG1
IL1a
SATB1 BDNF
CEBPB

BDNF-Brain-Derived Neurotrophic Factor, CEBPB-CCAAT/Enhancer Binding Protein [, CNR1-
Cannabinoid-Rezeptor 1, CREB1-CAMP Responsive Element Binding Protein 1, E2F7-E2F
Transcription Factor 7, ErbB4-Rezeptor Tyrosine-Protein Kinase 4, ERBB2IP-Erbb2 Interacting Protein,
ESR1-Ostrogenrezeptor a, IFNAR1-Interferon Alpha and Beta Receptor Subunit 1, 1GF2-Insulin-like
growth factor 2, IMa-Interleukin 1 a, PAPPA-Pregnancy-Associated Plasma Protein A, PLAG1-
Pleiomorphic Adenoma Gene 1, PTEN-Phosphatase and Tensin Homolog, SATB1-Special AT-Rich
Sequence Binding Protein 1, TGFB2- Transforming Growth Factor 3 2, TGFBR1- Transforming growth
factor (TGF) B-Rezeptor 1, Wee1-WEE1 G2 Checkpoint Kinase, ZEB1-Zinc Finger E-Box Binding
Homeobox 1

Die Quantifizierung von microRNA-Zielgenen im Embryoblasten und Trophoblasten gesunder
und diabetischer Kaninchen erfolgte mittels RT-gPCR (Abb. 19). Ein maternaler Diabetes
fOhrte zu einer Steigerung der IGF2-Transkription im Embryoblasten. In Trophoblastzellen von
Embryonen diabetischer Kaninchen war die IGF2-Menge unveréndert. Die BDNF-, CEBP,
CNR1-, CREB1-, E2F7-, ErbB4-, ERBB2IP-, ESR1-, IFNAR1-, IL1a-, PAPPA-, PLAG1-,
PTEN-, SATB1-, TGFB2-, TGFBR1-, Wee1- und ZEB1-Transkriptmengen waren sowohl in
Embryoblast- als auch Trophoblastzellen gesunder und diabetischer Kaninchen annahernd
gleich.
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Abb. 19: Relative mRNA-Mengen spezifischer microRNA-Zielgene im Embryoblasten und
Trophoblasten diabetischer Kaninchen

Die relativen mRNA-Mengen des Embryoblasten und Trophoblasten von gesunden und
diabetischen Kaninchen wurde mittels RT-gPCR bestimmt. Fir die Quantifizierung der
Molekilzahlen mittels RT-gPCR wurde ein Plasmidstandard mitgeflihrt. Die Molekiilzahl der
Zielgene wurde auf die Anzahl der GAPDH-Molekiile normiert und die mRNA-Menge in den
embryonalen Geweben gesunder Kaninchen 100% gesetzt. Die Ergebnisse sind als MW+STF
mit *p<0,05 dargestellt. N=3, n=6

3.4 Expression spezifischer microRNAs und microRNA-prozessierender

Proteine in der Plazenta von Kaninchen

3.4.1 Charakterisierung des microRNA-Expressionsprofils in Trophoblast-
zellen und Plazenten gesunder Hasinnen am Tag 6 bis Tag 14 p.c.

Das microRNA-Expressionsprofil in Trophoblastzellen und Plazenten am Tag 6 bis Tag 14 p.c.

wurde mittels RT-gPCR untersucht (Abb. 20). Dabei konnten die miR-27b, -29b, -141, -191, -

210, -222 und -433 zu allen Untersuchungszeitpunkten nachgewiesen werden. Die miR-29b,

-191, -222 und -433 sind durch eine konstante Expression in den Plazenten mit steigendem

Gestationsalter gekennzeichnet, wéhrend die miR-27b-Expression deutlichen Schwankungen
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unterliegt. Eine tendenzielle Zunahme in der microRNA-Menge konnte fur die miR-141 und -
210 von Tag 6 bis Tag 14 p.c. in den Plazenten festgestellt werden.
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Abb. 20: Relative microRNA-Mengen in Trophoblastzellen (d6) und Plazenten (d10-d14) am Tag
6 bis Tag 14 p.c.

Die Quantifizierung der miR-27b, -29b, -141, -191, -210, -222 und -433 erfolgte in
Trophoblastzellen und Plazenten von Kaninchen mittels RT-gPCR. AnschlieBend wurden die
relativen microRNA-Mengen nach der 2-22CT- Methode berechnet und auf die relative Menge an
miR-92a normiert. Die Ergebnisse sind als MW dargestellt. Trophoblast d6: N=3, n=6 gepoolte
Proben von jeweils 4 Trophoblasten; Plazenta: N=2, n=2

3.4.2 Expression spezifischer microRNAs in Plazenten diabetischer Kaninchen
am Tag 12 p.c.

Die Analyse der relativen microRNA-Mengen in Plazenten gesunder und diabetischer

Kaninchen am Tag 12 p.c. erfolgte mittels RT-qPCR. Ein mdtterlicher Diabetes hatte keinen

Einfluss auf die microRNA-Menge von miR-27b, -29b, -141, -191, -210, -222 und -433 in der

Plazenta am Tag 12 p.c. (Abb. 21).
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Abb. 21: Relative microRNA-Mengen in Plazenten diabetischer (DM1) Hasinnen am Tag 12 p.c.

Die Quantifizierung der miR-27b, -29b, -141, -191, -210, -222 und -433 erfolgte in Plazenten
von gesunden und diabetischen (DM1) Kaninchen mittels RT-gPCR. AnschlieBend wurden die
relativen microRNA-Mengen nach der 2-22CT- Methode berechnet und auf die relative Menge an
miR-92a normiert. Die Ergebnisse sind als MW+STF dargestellt. N=3, n=9.

3.4.3 Expression von Genen der microRNA-Biogenese in Plazenten
diabetischer Kaninchen am Tag 12 p.c.
Die Proteinexpression der microRNA-prozessierenden Enzyme Drosha und Dicer wurde

mittels Western Blot (Abb. 22) bestimmt. In Plazenten diabetischer Kaninchen zeigte sich far
Drosha und Dicer eine ca. 40%-ige Verringerung der Proteinmenge.

A) gesund DM1 gesund DM1
Drosha “ - Dicer — —
B-AKHN  oom— o— B-AKHN  — —
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Abb. 22: Relative Drosha- und Dicer-Proteinmenge in Plazenten diabetischer (DM1) Hasinnen am

Tag 12 p.c.

Far die Analyse der Proteinmenge von Drosha und Dicer mittels SDS-PAGE und Western-Blot
(A) wurden 25 pg Gesamtprotein pro Probe verwendet und die Antikdrperbindung
densitometrisch ausgewertet (B). Die Drosha- und Dicer-Proteinmenge wurde auf die
Proteinmenge von B-Aktin normiert. Die normalisierte Proteinmenge von gesunden Tieren
wurde 100% gesetzt. Die Ergebnisse sind als MW+STF mit *p<0,05; ***p<0,001 dargestellt.
N=3, n24.

Die Quantifizierung weiterer Gene der microRNA-Biogenese erfolgte mittels RT-gPCR in
Plazenten diabetischer (DM1) Hasinnen am Tag 12 p.c. (Abb. 23). Fir AGO2, EXP5 und
TARDBP konnte eine signifikante Abnahme der mRNA-Expression in Plazenten diabetischer

Kaninchen gemessen werden. Die DGCR8- und SRSF3-Transkription war in beiden Zellarten

anndhernd gleich.
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23: Relative mRNA-Mengen von microRNA-prozessierenden Proteinen in Plazenten
diabetischer (DM1) Hasinnen am Tag 12 p.c.

Die relativen mRNA-Mengen in Plazenten von diabetischen Kaninchen wurden quantifiziert. Fur
die Bestimmung der Molekilzahlen mittels RT-gPCR wurde ein Plasmidstandard mitgefihrt.
Die Molekulzahl der Zielgene wurde auf die Anzahl der GAPDH-Molekile normiert. Die
Ergebnisse sind als MWxSTF mit *p<0,05; **p<0,01 dargestellt. N=3, n=6.
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3.5 Untersuchung der Regulation spezifischer microRNAs durch
Glukose und Hormone in Kaninchenblastozysten

Fir die Untersuchung des Einflusses spezifischer Faktoren auf die embryonale microRNA-
Expression wurden Nahrstoffe und Hormone gewabhlt, die im diabetischen Kaninchenmodell
nachweislich verandert sind: Glukose (Ramin et al. 2010), Insulin (Ramin et al. 2010) und IGF2
(Thieme et al. 2012b). Des Weiteren wurde die Regulation der microRNA-Transkription in Tag
6 p.c. Blastozysten durch den Leukemia inhibitory factor (LIF) analysiert. Nachfolgend wurde
der Einfluss von Glukose, Insulin, IGF2 oder LIF auf die Transkription der miR-27b, -141, -191
und -222 untersucht, da diese in Trophoblasten von Embryonen diabetischer Hasinnen

verringert exprimiert waren.

3.5.1 Einfluss von Insulin auf die Expression spezifischer microRNAs in
Blastozysten diabetischer Hasinnen

Wie in Kapitel 2.5 beschrieben, wurden Blastozysten (d6 St.2 p.c.) von gesunden und
diabetischen Kaninchen mit 17 nM Insulin oder ohne Insulin-Zugabe (Kontrolle) fir 2 Stunden
in vitro kultiviert. Die Analyse der relativen microRNA-Mengen in Embryoblast, Trophoblast
und in der Blastozystenhdhlenflissigkeit gesunder und diabetischer Kaninchen erfolgte mittels
RT-gPCR (Abb. 24). Im Embryoblasten gesunder Tiere fuhrte die Kultur mit 17 nM Insulin zu
einer signifikanten Steigerung der miR-141-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe (0 nM
Insulin). Die microRNA-Mengen der miR-27b, -191 und -222 waren nach 2-stundiger Kultur
mit 17 nM Insulin in den Embryoblastzellen gesunder und diabetischer Kaninchen anné&hernd
gleich (Abb. 24A).

Im Trophoblasten gesunder Kaninchen konnte kein Einfluss von Insulin auf die microRNA-
Expression beobachtet werden. Eine Kultur mit 17 nM Insulin fihrte jedoch zu einer deutlichen
Steigerung der miR-27b- und -191-Menge in den Trophoblastzellen diabetischer Kaninchen
im Vergleich zur Kontrollgruppe (0 nM Insulin), wohingegen die miR-141- und -222-Expression
unverandert war (Abb. 24B). Die microRNA-Menge in der Blastozystenhdhlenflissigkeit
gesunder und diabetischer Tiere war durch die Kultur mit Insulin unveréndert (Abb. 24C).
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Abb. 24: Relative microRNA-Mengen im Embryoblasten (A), Trophoblasten (B) und in der
Blastozystenhohlenfliissigkeit (C) gesunder und diabetischer Kaninchen nach 2-
stindiger in vitro-Kultur mit 17 nM Insulin

Die Quantifizierung der miR-27b, -141, -191 und -222 erfolgte im Embryoblasten, Trophoblasten
und in der Blastozystenhdhlenflissigkeit (BF) von Embryonen gesunder und diabetischer (DM1)
Kaninchen mittels RT-gPCR. AnschlieBend wurden die relativen microRNA-Mengen nach der
2-08CT. Methode berechnet und auf die relative Menge an miR-92a (EB und TB) bzw. den
globalen Mittelwert (BF) normiert. Fir die Darstellung der microRNA-Expression in der BF
wurden die microRNA-Mengen gesunder Kaninchen 100% gesetzt. Die Ergebnisse sind als
MW+STF mit *p<0,05 dargestellt. EB/TB: N2=2, n=2 gepoolte Proben von jeweils 4
Embryoblasten bzw. 4 Trophoblasten; BF: N=2, n=3 gepoolte Proben BF & 100 ul von jeweils
4-7 Blastozysten.

3.5.2 Einfluss von Glukose auf die Expression spezifischer microRNAs in
Kaninchenblastozysten

Blastozysten (d6 St.1) wurden wie in Kapitel 2.5 beschrieben mit 0, 10 oder 25 mM Glukose
far 5 Stunden kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Quantifizierung der microRNA-Mengen im
Embryoblasten, Trophoblasten und in der Blastozystenhdhlenfliissigkeit mittels RT-gPCR
(Abb. 25). Die veranderte Glukosekonzentration im Medium hatte keinen Einfluss auf die
embryonale miR-27b, -141 und -222-Expression, wohingegen die miR-191-Transkription
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glukoseabhangig war. Dabei konnte fir die miR-191 eine zelltypspezifische
Transkriptionsveranderung festgestellt werden. Im Embryoblasten stieg die miR-191-Menge
bei hohen Glukosekonzentrationen an und verringerte sich im Trophoblasten. In der
Blastozystenhéhlenfllssigkeit war die Menge von miR-27b, -141, -191 und -222 nach einer
Kultur mit 0, 10 oder 25 mM Glukose annahernd gleich.
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Abb. 25: Relative microRNA-Mengen im Embryoblasten (A), Trophoblasten (B) und in der
Blastozystenhohlenfliissigkeit (C) 6 Tage alter Kaninchenembryonen nach 5-stiindiger in
vitro-Kultur mit 0, 10 oder 25 mM Glukose (Glk)

Die Quantifizierung der miR-27b, -141, -191 und -222 erfolgte im Embryoblasten, Trophoblasten
und in der Blastozystenhdhlenflissigkeit (BF) von 6 Tage alten Kaninchenembryonen mittels
RT-gPCR. AnschlieBend wurden die relativen microRNA-Mengen nach der 2-24CT- Methode
berechnet und auf die relative Menge an miR-92a (EB und TB) bzw. den globalen Mittelwert
(BF) normiert. Die Ergebnisse sind als MW£STF mit *p<0,05; ***p<0,001 dargestellt. EB/TB:
N=3, n=4 gepoolte Proben von jeweils 4 Embryoblasten bzw. 4 Trophoblasten; BF: N=3, n=3
gepoolte Proben BF a 100 pl von jeweils 4-7 Blastozysten.

3.5.3 Einfluss von IGF2 auf die Expression spezifischer microRNAs in
Kaninchenblastozysten

Sechs Tage alte Kaninchenblastozysten (St.1) wurden fiir 4 Stunden mit 13 nM IGF2 oder
ohne den Zusatz von IGF2 (Kontrolle) kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Quantifizierung
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spezifischer microRNAs im Embryoblasten, Trophoblasten und in der Blastozysten-
héhlenflissigkeit mittels RT-gPCR (Abb. 26). Im Embryoblasten und in der Blastozysten-
hohlenflissigkeit war die microRNA-Expression der miR-27b, -141, -191 und -222 ann&hernd
gleich. Eine Kultur mit 13 nM IGF2 fuhrte im Trophoblasten zu einer signifikanten Erhéhung
der miR-141-Menge im Vergleich zur Kontrolle ohne IGF2-Zusatz.
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Abb. 26: Relative microRNA-Mengen
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3.5.4 Einfluss von LIF auf die Expression spezifischer microRNAs in
Kaninchenblastozysten

Far die in vitro-Kultur mit dem Leukemia inhibitory factor (LIF) wurden Blastozysten von
gesunden Kaninchen fiir 4 Stunden mit 10 ng/ml LIF oder ohne Zusatz von LIF (Kontrolle)
kultiviert. Im Anschluss erfolgte die Quantifizierung der microRNA-Expression mittels RT-
gPCR (Abb. 27). Im Embryoblasten fihrte die Kultur mit LIF zu keiner Veranderung in der
Menge spezifischer microRNAs. Die Expression der miR-27b, -141 und -191 war im

Trophoblasten signifikant erhéht.
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Abb. 27: Relative microRNA-Mengen im Embryoblasten (A) und Trophoblasten (B) 6 Tage alter

Kaninchenblastozysten nach 4-stiindiger in vitro-Kultur mit 10 ng/ml LIF

Die Quantifizierung der miR-27b, -141, -191 und -222 erfolgte im Embryoblasten und
Trophoblasten von 6 Tage alten Kaninchenembryonen mittels RT-gPCR. AnschlieBend wurden
die relativen microRNA-Mengen nach der 2-24CT- Methode berechnet und auf die relative Menge
an miR-92a normiert. Die Ergebnisse sind als MWxSTF mit *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
dargestellt. N=3, n=3 gepoolte Proben von jeweils 4 Embryoblasten bzw. 4 Trophoblasten.
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4 Diskussion

4.1 Sequenzhomologie von microRNAs unterschiedlicher Spezies

MicroRNAs sind hochkonservierte RNA-Molekile in Metazoa und Pflanzen. Am hdchsten
konserviert ist die microRNA-Seed-Sequenz (Yang et al. 2011). Die Datenbank miRBase
(Kozomara & Giriffiths-Jones 2014) listet aktuell 48885 reife microRNA-Produkte aus 271
Spezies (Version 22, Marz 2018). Fir das menschliche Genom sind die Sequenzen von 1917
pre-microRNAs und 2654 reifen microRNAs bekannt. Auch fur die Maus (1234 pre-miRNAs,
1978 miRNAs) und die Ratte (496 pre-miRNAs, 764 miRNAs) konnten bereits zahlreiche
microRNA-Sequenzen identifiziert werden. Zu Beginn der vorliegenden Studie waren erst
wenige microRNAs fir das Kaninchengenom annotiert. Mittlerweile sind 306 pre-microRNA-
und 579 microRNA-Sequenzen bei der Datenbank miRBase gelistet (Liu et al. 2010a,
Maraghechi et al. 2013, Tarver et al. 2016). Die Sequenzen fir die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten microRNAs miR-27b, -29b, -141, -222, -433 und -92a sind mit Ausnahme der
miR-210 flr das Kaninchen annotiert, jedoch nicht in embryonalen Geweben. Der Vergleich
der ocu-microRNA-Sequenzen aus der Verdffentlichung von Tarver et al. (2016) und aus der
vorliegenden Arbeit ergab eine beinahe 100%-ige Ubereinstimmung. Maraghechi et al. (2013)
konnten zeigen, dass in Kaninchenembryonen an Tag 6,5 p.c. die microRNA-Sequenzen eine
Ahnlichkeit von 77% zu humanen und 64% zu murinen bzw. bovinen microRNAs aufweisen.
Da die Expression von microRNAs in mutterlichen und embryonalen Geweben des
Kaninchens mit spezifischen Oligonukleotiden untersucht werden sollte, erfolgte im Vorfeld
eine Sequenzanalyse. Diese wurde mit dem SOLiD-Sequenz-Datensatz aus
Kaninchenembryonen (Tag 5,5, Tag 6,5 und Tag 14 p.c.), der von der Arbeitsgruppe Elen
Gocza (Maraghechi et al. 2013) zur Verfligung gestellt wurde, nach Abgleich mit bekannten
humanen, murinen und bovinen microRNA-Sequenzen durchgefihrt.

In den Kaninchenembryonen konnte flr jede untersuchte microRNA mindestens ein Strang
des microRNA-Doppelstrangs nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich eine deutliche
Zunahme der microRNA-Expression im Verlauf der Ontogenese. In den Kaninchenembryonen
konnten an Tag 5,5 p.c. nur 5 microRNAs (31,3%), an Tag 6,5 p.c. 7 microRNAs (43,8%) und
an Tag 14 p.c. 11 microRNAs (68,8%) identifiziert werden (Tab. 11).
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Tab. 11: Sequenznachweise der miR-27b, -29b, -141, -191, -210, -222, -433 und -92a in 5,5, 6,5 und
14 Tage-alten (p.c.) Kaninchenembryonen

Fir die Identifizierung der kaninchenspezifischen microRNA-Sequenzen aus dem SOLiD-
Sequenz-Datensatz wurden die bekannten humanen, murinen und bovinen Sequenzen der
miR-27b, -29b, -141, -191, -210, -222, -433 und -92a mit Hilfe der Sequenzabgleich-Programme
BLAT und BLASTN (Stand 03/2017) mit dem Kaninchengenom verglichen.

v': Sequenznachweis positiv; -: Sequenz im Datensatz nicht vorhanden

miRNA Sequenz (human) d5,5 d6,5 d14
miR-27b-3p TTCACAGTGGCTAAGTTCTGC v v v
miR-27b-5p AGAGCTTAGCTGATTGGTGAAC = = v
miR-29b-3p TAGCACCATTTGAAATCAGTGTT - - v

miR-29b-5p GCTGGTTTCATATGGTGGTTTAGA - -

miR-141-3p TAACACTGTCTGGTAAAGATGG v v v
miR-141-5p CATCTTCCAGTACAGTGTTGGA - - -
miR-191-3p GCTGCGCTTGGATTTCGTCCCC - - -
miR-191-5p CAACGGAATCCCAAAAGCAGCTG v v v
miR-210-3p CTGTGCGTGTGACAGCGGCTGA - v v
miR-210-5p AGCCCCTGCCCACCGCACACTG - - -
miR-222-3p AGCTACATCTGGCTACTGGGT - v v
miR-222-5p CTCAGTAGCCAGTGTAGATCCT - - v
miR-433-3p ATCATGATGGGCTCCTCGGTGT v - v
miR-433-5p TACGGTGAGCCTGTCATTATTC - v v
miR-92a-3p TATTGCACTTGTCCCGGCCTGT v v v

miR-92a-1-5p |AGGTTGGGATCGGTTGCAATGCT - -

Es ist bekannt, dass die Expression kleiner ncRNAs, wie microRNAs, endogene siRNAs
(endo-siRNAs) oder piRNAs, die eine wichtige Rolle wahrend der Gametogenese und der
Embryonalentwicklung spielen, wahrend der Entwicklung stark variiert (Suh & Blelloch 2011).
So werden endo-siRNAs und piRNAs vor allem in den Spermien und Oozyten exprimiert. Die
microRNA-Expression steigt signifikant mit Aktivierung des embryonalen Genoms (Kaninchen:
8-16-Zellstadium) an und nimmt im Verlauf der Ontogenese weiterhin zu (Tang et al. 2007,
Yang et al. 2008, Ohnishi et al. 2010, Maraghechi et al. 2013). Daher ist zu erwarten, dass mit
fortschreitender Embryonal- und Fetalentwicklung die microRNA-Expression qualitativ und
quantitativ ansteigt. Dies wird auch darin deutlich, dass nicht alle microRNA-Strang-
Sequenzen in den Kaninchenembryonen ermittelt werden konnten. Auch in einer Studie von
Landgraf et al. (2007) konnten die Sequenzen fir die microRNA-5p-Strange (miR-29b-5p,
miR-141-5p, miR-210-5p, miR-92a-1-5p) in Embryonen der Maus (d11 und d12) nicht
detektiert werden. Bei einem Abgleich der humanen, murinen und bovinen microRNA-
Sequenzen mit dem Kaninchengenom (Kozomara & Giriffiths-Jones 2014, Yates et al. 2016,
release 86) konnten jedoch alle fehlenden microRNA-Sequenzen mit hoher Ubereinstimmung

identifiziert werden, was annehmen lasst, dass alle untersuchten microRNAs exprimiert
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werden kénnen. Fir das Nicht-Auffinden einzelner microRNA-Strénge in der microRNA-
Bibliothek ist ein methodischer Fehler nicht auszuschlieBen. Limitationen ergeben sich
dadurch, dass flr jedes Ontogenesestadium lediglich eine Probe sequenziert wurde, wodurch
die biologische Reproduzierbarkeit nicht gegeben ist. Des Weiteren besteht die Mdéglichkeit,
dass bei der SOLiD-Sequenzierung nicht alle Sequenzen erfasst wurden (Linsen et al. 2009,
Tian et al. 2010), da bei der Herstellung der cDNA-Bibliotheken einige RNA-Molekile
moglicherweise inert fir die enzymatischen Modifikationen und daher nicht detektierbar sind.

4.2 MicroRNAs im Plasma und im Endometrium - ihr Potential als
Biomarker

Bereits 2008 wurden im mutterlichen Blut erstmalig plazentare microRNAs nachgewiesen
(Chim et al. 2008), die vom Synzytiotrophoblasten in die mtterliche Zirkulation via Exosomen
abgegeben werden (Luo et al. 2009). Es wird angenommen, dass trophoblastare microRNAs
den physiologischen Zustand der Schwangerschaft bzw. Plazenta widerspiegeln und somit in
der Diagnostik von Plazentadysfunktionen Anwendung finden kdnnten. Bislang konnte die
veranderte Expression zahlreicher microRNAs mit schwangerschaftsassoziierten
Erkrankungen bzw. Komplikationen wie Praeklampsie (Pineles et al. 2007, Mayor-Lynn et al.
2011, Enquobahrie et al. 2011), Gestationsdiabetes (Zhao et al. 2011, Zhu et al. 2015),
Frihgeburten (Montenegro et al. 2009) und fetaler Wachstumsretardierung (Higashijima et al.
2013) assoziiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wird die Hypothese aufgestellt, dass sich Stérungen in der
Plazentafunktion bereits wahrend der frihen Phase der Trophoblastendifferenzierung
manifestieren (Ubersichtsartikel Norwitz 2006) und mit Hilfe von microRNAs im mditterlichen
Blut identifiziert werden kdnnen. Zur Validierung der Hypothese wurde in diabetischen
Hasinnen wahrend der Frihschwangerschaft die Menge an microRNAs im Blutplasma
gemessen. Da ein mutterlicher Diabetes zugleich zu einer verzégerten Embryonalentwicklung
und einer verminderten Implantationsrate fiihrt (Ramin et al. 2010), wurde auch die microRNA-

Expression im Endometrium untersucht.

4.2.1 Einfluss der Graviditit und eines Diabetes mellitus auf die microRNA-
Expression im Blutplasma

Die miR-222-Menge im Blutplasma diabetischer gravider Hasinnen war geringer als in
gesunden und nicht-trachtigen Tieren, was einen Zusammenhang zwischen miR-222 und
diabetischen Schwangerschaftskomplikationen vermuten lasst. Die anti-angiogene miR-222
(Poliseno et al. 2006, Dentelli et al. 2010) wird in Plazenten und im Blutplasma
praeklamptischer Frauen verstarkt exprimiert (Hu et al. 2009, Murphy et al. 2015).
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Praeklampsie ist u.a. durch eine gestorte BlutgeféaBbildung und damit einhergehenden
Minderdurchblutung der Plazenta gekennzeichnet (Ubersichtsartikel Lambert et al. 2014).

Bei Frauen mit einem Gestationsdiabetes konnte ebenfalls ein verandertes microRNA-Profil
im Blutplasma nachgewiesen werden (Zhao et al. 2011, Zhu et al. 2015, Wander et al. 2017,
Sebastiani et al. 2017). Dabei zeigte sich, dass die miR-222, neben weiteren microRNAs, im
Plasma diabetischer schwangerer Frauen deutlich erniedrigt (Zhao et al. 2011) oder
unverandert war (Wander et al. 2017). Im Gegensatz dazu wurde im Plasma von Typ 2-
Diabetikern eine erhdhte miR-222-Menge gemessen (Karolina et al. 2011, Ortega et al. 2014).
Diabetische Kaninchen entwickeln aufgrund der Alloxanbehandlung eine Hypoinsulindmie im
Unterschied zum relativen Insulinmangel bei Typ 2-Diabetikern. Daher ist ein Einfluss von
Insulin auf die miR-222-Expression nicht auszuschlieBen. So konnte gezeigt werden, dass die
Gabe des Insulin-Sensitizers Metformin oder die Gabe von Insulin die erh6hte miR-222-Menge
im Plasma von Patienten mit einem Typ 2 Diabetes mellitus verringerte (Ortega et al. 2014).
Far die miR-29b-Menge zeigte sich eine Zunahme im Plasma gesunder gravider Kaninchen
(Abb. 10). Dieser Anstieg korreliert mit der Zunahme der miR-29b-Menge im Verlauf der
Trophoblastendifferenzierung. Die miR-29b-Expression steigt in der Plazenta gegen Ende der
Schwangerschaft an (Gu et al. 2013) und ist fir die Regulation plazentarer Funktionen wie
Invasion, Apoptose und Angiogenese mitverantwortlich (Li et al. 2013a).

Die miR-141, wie auch die miR-433, sind schwangerschaftsassoziierte microRNAs, aufgrund
ihrer vornehmlichen Expression in der Plazenta (Panwar, Omenn & Guan 2017). Da sie auch
in groBen Mengen im mutterlichen Plasma nachgewiesen werden kdnnen, eignen sich die
miR-141 und -433 als potentielle Indikatoren fur eine Schwangerschaft und fir die
Schwangerschaftsiiberwachung (Chim et al. 2008, Miura et al. 2010, Morales-Prieto et al.
2012). Die miR-433, zum C14M-Cluster gehérend, wird vorwiegend im ersten Trimester
(Morales-Prieto et al. 2012 & 2013), wohingegen die miR-141 vor allem im dritten Trimester
(Chim et al. 2008, Miura et al. 2010) in der Plazenta exprimiert wird. Bei Hasinnen bis zum 6.
Tag der Trachtigkeit konnte jedoch kein Einfluss der Graviditat auf die Expression der beiden
microRNAs festgestellt werden. Die microRNA-Menge im Blutplasma von Kaninchen wurde
zu einem friihen Zeitpunkt der Schwangerschaft bestimmt. Da die Plazenta an Tag 6 p.c. noch
nicht entwickelt ist, ist anzunehmen, dass die schwangerschaftsassoziierten microRNAs miR-
141 und -433 noch nicht in ausreichendem MaBe in die Zirkulation abgegeben werden. Die
miR-141- und -433 kbénnen deshalb zu diesem frihen Zeitpunkt nicht als
Schwangerschaftsindikatoren im Blutplasma dienen.

Die Abnahme der miR-141 im Plasma und in Trophoblastzellen von diabetischen trachtigen
Hasinnen konnte aufgrund der funktionalen Rolle der miR-141 fir die Trophoblasten-
Proliferation (Morales-Prieto et al. 2011, Ospina-Prieto et al. 2016, Guo et al. 2018) und
Angiogenese (Gutiérrez-Samudio et al. 2016) auf Veranderungen in der Plazentaentwicklung
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hindeuten. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass die miR-141-Expression in Plazenten
bzw. im Plasma von Frauen mit einer Praeklampsie (Li et al. 2013b, Ospina-Prieto et al. 2016),
fetalen Wachstumsretardierung (Mouillet et al. 2010, Tang et al. 2013a) oder fetalen
Makrosomie (Guo et al. 2018) verandert war.

Des Weiteren sind im Blutplasma diabetischer gravider Kaninchen die Mengen an miR-27b, -
191 und -433 signifikant verringert. Die miR-29b-Menge ist im Plasma diabetischer nicht-
schwangerer Hasinnen tendenziell erhéht (Abb. 10). Im Blut von Patientinnen und Patienten
mit einem manifesten und latenten T2DM (Zampetaki et al. 2010, Karolina et al. 2011, Yang
et al. 2014, Ortega et al. 2014, Wang et al. 2014b, Dangwal et al. 2015) und einem T1DM
(Nielsen et al. 2012, Salas-Pérez et al. 2013) ist die Menge der genannten microRNAs

ebenfalls verandert (Tab. 12).

Tab. 12: Veranderte microRNA-Mengen im Plasma bzw. Serum von Kindern und Erwachsenen

Die Studien von Nielsen et al. 2012[", Karolina et al. 201112, Wang et al. 2014bl3], Tao et al.
20164, Zampetaki et al. 20101, Yang et al. 2014161, Dangwal et al. 201571, Ortega et al. 2014181,
Zhao et al. 2011 ®! und Wander et al. 2017 ['% zeigen den Einfluss eines T1DM, T2DM oder
eines Gestationsdiabetes (GDM) auf die miR-27b, -29b, -191, -210, -222 und -433-Menge im
Plasma bzw. Serum. 1 erhéht, | erniedrigt, = unverandert

100
T [2,3,4]
| B
l [5,6,7]
110
1 28] e

= [0

verandert

In der Studie von Nielsen et al. (2012) wurden Plasmaproben von Kindern mit einem neu
aufgetretenen T1DM analysiert. Daher kann ein Einfluss von Komponenten des
Immunsystems, infolge der stattfindenden Autoimmunreaktion, auf die microRNA-Expression
nicht ausgeschlossen werden und kénnte eine mdgliche Erklarung fir die abweichenden
Expressionsergebnisse darstellen.

Generell ist festzustellen, dass das microRNA-Muster, das mit einem Diabetes mellitus
korreliert wird, von Studie zu Studie sehr unterschiedlich ist. Dies kénnte u.a. in der
Verwendung unterschiedlichen Materials (Plasma, Serum, Gesamtblut) begriindet liegen. Die
Suche nach potenziell Diabetes-relevanten microRNAs erfolgte nach unterschiedlichen
Methoden (Arrays, Sequenzierung und Literaturrecherche). AuBerdem verwendeten alle
genannten Studien, mit Ausnahme von Wang et al. (2014, microRNA LNA™ PCR primer sets)

for die Validierung ihrer Daten RT-gPCR TagMan-Assays (vorliegende Arbeit: microRNA
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LNA™ PCR primer sets). Des Weiteren ist ein Vergleich zwischen den verschiedenen Studien-
Gruppen (T1DM, T2DM, GDM, experimentell erzeugter Diabetes im Kaninchenmodell)
aufgrund unterschiedlicher Einflussfakioren schwierig. So spielt beim T2DM die
Insulinresistenz eine grof3e Rolle. Hingegen liegt beim T1DM ein Insulinmangel und i.d.R. eine
Autoimmunreaktion vor. Bei einem Gestationsdiabetes kommt der Faktor der Graviditét als
EinflussgroBe hinzu. Ein experimentell erzeugter Diabetes ist ebenfalls durch einen
Insulinmangel gekennzeichnet (Ramin et al. 2010), der chemisch induziert wurde. Allen
gemein ist jedoch der erhéhte Blutglukosespiegel.

Zusammenfassend lasst sich der Einfluss eines Diabetes mellitus auf die microRNA-
Expression fiir folgende microRNAs in mindestens zwei Studien feststellen: miR-27b
(Nielsen et al. 2012, vorliegende Arbeit), miR-29b (Zampetaki et al. 2010, Karolina et al. 2011,
Wang et al. 2014b, Tao et al. 2016), miR-191 (Zampetaki et al. 2010, Yang et al. 2014,
Dangwal et al. 2015), miR-222 (Zhao et al. 2011, Karolina et al. 2011, Ortega et al. 2014) und
miR-433 (Zampetaki et al. 2010, vorliegende Arbeit). In weiterfiihrenden Studien muss nun
geklart werden, ob diese microRNAs sensitiv und spezifisch genug sind, um als mdgliche
diagnostische Biomarker fur Diabetes mellitus eingesetzt werden zu kdnnen.

Alle genannten Studien, einschlieBlich der vorliegenden Arbeit, analysierten die microRNA-
Menge im gesamten Plasma bzw. Serum und nicht, aufgrund der ohnehin geringen RNA-
Konzentration im Blut, in extrazellularen Vesikeln. Zirkulierende microRNAs entfalten ihre
hormonahnliche Wirkung allerdings nur, wenn sie in extrazellulare Vesikel verpackt werden
(Ubersichtsartikel Cortez et al. 2011, Chen et al. 2012, Turchinovich et al. 2013). In der
vorliegenden Arbeit wurde jedoch nach einem frihen Marker gesucht, der Veranderungen in
der frihen Phase der Plazentaentwicklung - der Trophoblastendifferenzierung - mit Hilfe
spezifischer microRNAs im mutterlichen Blut anzeigen kann. Die miR-27b-, -141-, -191- und -
222-Menge war sowohl in den Trophoblastzellen als auch im Plasma gravider diabetischer
Kaninchen reduziert. Daher konnte dieses microRNA-Profil im Plasma diabetischer
Kaninchen, auch wenn nicht alle untersuchten microRNAs plazentaspezifisch sind, einen sehr
frihen Hinweis auf die Trophoblastenfunktion geben, zu einem Zeitpunkt, an dem andere
diagnostische Mdglichkeiten fehlen.

4.2.2 Einfluss eines experimentell erzeugten Diabetes mellitus Typ 1 auf die

microRNA-Expression im Endometrium

Der Implantationsprozess ist eine zeitlich und rdumlich subtil abgestimmte Interaktion
zwischen dem Endometrium und dem Embryo. Die Differenzierung von endometrialen
Stromazellen zu Deziduazellen verlauft im Menschen und im Kaninchen in &hnlicher Weise
(Davies & Hoffman 1973). Dieser Prozess ist entscheidend fir die Implantation der
Blastozyste, die nachfolgende Invasion des Trophoblasten, die Plazentaentwicklung und damit
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fir die Erndhrung des Embryos (Brosens, Pijnenborg & Brosens 2002). In Tierstudien konnte
gezeigt werden, dass ein Diabetes mellitus mit einer verminderten endometrialen Rezeptivitat
in Folge einer gestdrten Dezidualisierung und Vaskularisation assoziiert ist (Garris 1988,
Favaro et al. 2013). Ein fehlgeleiteter Differenzierungsprozess ist mit
Schwangerschaftskomplikationen wie Fehlgeburt, Infertilitat und Praeklampsie assoziiert
(Ubersichtsartikel Lim & Wang 2010, Vinketova, Mourdjeva & Oreshkova 2016). Die Rolle von
microRNAs fir die Entwicklung des weiblichen Reproduktionstraktes wird in Dicer-
Inaktivierungsstudien bei Mausen deutlich. Diese zeigen, dass die microRNA-Prozessierung
fur die Entwicklung muriner Stromazellen im Eileiter und Uterus in vivo (Hong et al. 2008) und
fur die Dezidualisierung endometrialer Stromazellen in vitro (Estella et al. 2012) notwendig ist.
Eine verénderte endometriale microRNA-Expression geht mit einer erhdéhten Abortrate
(Bidarimath et al. 2015) und mit Implantationsstérungen einher (Revel et al. 2011). Fir die in
dieser Arbeit untersuchten microRNAs miR-27b (Qian et al. 2009), miR-29b (Qian et al. 2009,
Kuokkanen et al. 2010, Su et al. 2010), miR-141 (Estella et al. 2012, Liu et al. 2013), miR-191
(Wang et al. 2016b), miR-210 (Su et al. 2010, Kuokkanen et al. 2010) und miR-222 (Qian et
al. 2009, Kuokkanen et al. 2010) konnte im Einzelnen gezeigt werden, dass diese wahrend
des Dezidualisierungsprozesses verandert exprimiert werden bzw. diese microRNAs eine
entscheidende Rolle wéhrend dieses Prozesses spielen. Im Unterschied zum humanen
Endometrium war die miR-433 beim Kaninchen nicht detektierbar (Sha et al. 2011).

Im Endometrium diabetischer Hasinnen sind die miR-27b und -222 verringert exprimiert (Abb.
11). Wéhrend des Dezidualisierungsprozesses werden die miR-27b und -222 in in vitro
kultivierten endometrialen Stromazellen herunterreguliert (Qian et al. 2009). Fir die miR-222
wird eine regulatorische Funktion fir das Wachstum von endometrialen Stromazellen
beschrieben (Qian et al. 2009). Bei IVF-Patientinnen, bei denen wiederholt die Implantation
der Ubertragenen Embryonen fehlschlug, war im Endometrium im Vergleich zu fertilen
Patientinnen u.a. die miR-27b-Expression erhdht (Revel et al. 2011). Die verringerte miR-27b-
und -222-Expression im Endometrium diabetischer Kaninchen kénnte eine Gegenregulation
darstellen, um durch die Forcierung der Dezidualisierung die durch einen Diabetes mellitus
verminderte endometriale Rezeptivitadt und den Implantationserfolg zu erhéhen.

Die microRNA-prozessierenden Enzyme Drosha und Dicer sind bei Mausen an der
Dezidualisierung von endometrialen Stromazellen beteiligt (Hong et al. 2008, Zhang et al.
2016). Im Endometrium von Mausen und Schweinen wurde fir Drosha und Dicer eine
Zunahme der Expression zum Zeitpunkt der Implantation festgestellt (Krawczynski et al.
2015b, Zhang et al. 2016). Im Endometrium diabetischer Hasinnen war die Drosha- und Dicer-
Expression unverandert (Abb. 12).

Die Transkription des miR-222-Zielgens CNR1 war im Endometrium diabetischer Hasinnen
signifikant erhéht. CNR1 wird bei Saugetieren im Uterus verstarkt wahrend der
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Implantationsphase in endometrialen Stromazellen exprimiert (Das et al. 1995, Fonseca et al.
2009). Es beeinflusst zusammen mit dem CNR1-Liganden Anandamid die Rezeptivitat des
Endometriums und damit die Implantation der Blastozyste (Schmid et al. 1997, Paria et al.
2001). Im Gegensatz dazu resultierte in humanen endometrialen Stromazellen die Aktivierung
des CNR1 Uber den CNR1-Agonist WIN 55,212-2 in einer Inhibierung der Dezidualisierung
(Kessler et al. 2005). Da CNR1 wéhrend der Dezidualisierung physiologischen Schwankungen
unterliegt, kénnte eine erhdhte endometriale CNR1-Transkription zusammen mit der
reduzierten miR-222-Expression in den diabetischen Kaninchen flir eine adaptive Regulation
stehen. FUr die abschlieBende Klarung der Fragestellung waren histologische
Untersuchungen des Endometriums und die Charakterisierung des Endocannabinoid-
Systems im Endometrium notwendig.

Im Endometrium diabetischer Kaninchen konnte eine tendenziell erh6hte Menge des miR-222-
Zielgens ESR1 gemessen werden. ESR1 spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der
Dezidualisierung. Er inhibiert wie die miR-222 das Wachstum endometrialer Stromazellen
(Pawar et al. 2015, Kumar, Yadav & Pakrasi 2017). Die Rolle des ESR1 wahrend der
Dezidualisierung ist in der Literatur nicht einheitlich beschrieben. In friheren
Inaktivierungsstudien wurde gezeigt, dass der ESR1 fir den Dezidualisierungsprozess
entbehrlich ist (Paria et al. 1999, Hewitt et al. 2002). Allerdings lassen spatere Untersuchungen
vermuten, dass die verwendeten ESR1-knockout-M&use nach wie vor eine verklrzte Form
des ESR1 exprimieren (Dupont et al. 2000, Hewitt et al. 2010). Die Kontrolle der uterinen
ESR1-Konzentration ist bedeutend, da sowohl eine Inaktivierung (Hewitt et al. 2002, Kumar,
Yadav & Pakrasi 2017) als auch eine Uberexpression (Tomic et al. 2007, Lee et al. 2010) des
ESR1 zu einer gestérten Implantation fiihren. Im Falle einer uterinen ESR1-Uberexpression
treten vermehrt apoptotische Zellen im endometrialen Epithel auf (Tomic et al. 2007). Die
leichte Erhéhung des ESR1 im Endometrium diabetischer Kaninchen lasst annehmen, dass
die Dezidualisierung ungestért ablauft.

Die verminderte miR-222- und die erhéhte CNR1-Transkription sprechen flr eine Adaptation
des Endometriums bei der die, durch den maternalen Diabetes mellitus verminderte,
endometriale Rezeptivitat wieder verbessert wird. Abweichungen in der ESR1-Expression
beeintrachtigen die Dezidualisierung nicht, kénnten sich jedoch negativ auf die Implantation
des Embryos auswirken.

4.3 MicroRNA-Expression in Blastozysten — mogliche Regulatoren der
metabolischen Adaptation?

Hinsichtlich ihrer Bedeutung fur die Plazentaentwicklung und -funktion kann eine verénderte
plazentare microRNA-Expression mit Schwangerschaftskomplikationen assoziiert werden
(Ubersichtsartikel Fu et al. 2013). Diese treten wiederum vermehrt in Schwangerschaften mit
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einem prakonzeptionellen Diabetes mellitus auf (Hiilesmaa et al. 2000, De Valk et al. 2006,
Abell et al. 2017). In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss eines maternalen Diabetes
mellitus auf die microRNA-Expression in Praimplantations-embryonen untersucht. Zum einen
sollte gepruft werden, ob ein verandertes microRNA-Expressionsprofil einen Erklarungsansatz
fir den verminderten Implantationserfolg von Blastozysten diabetischer Kaninchen darstellt
(Ramin et al. 2010). microRNAs sind mutmaBlich am embryo-maternalen Dialog wéhrend der
Implantation beteiligt (Liu et al. 2016). Zum anderen wurde dieser Zeitpunkt gewahlt, da sich
Stérungen in der Plazentafunktion, die mit Schwangerschaftskomplikationen einhergehen,
bereits wahrend der frihen Phase der Trophoblastendifferenzierung manifestieren
(Ubersichtsartikel Norwitz 2006).

4.3.1 Einfluss eines experimentell erzeugten Diabetes mellitus Typ 1 auf die
microRNA-Expression in Praimplantationsembryonen

In Trophoblastzellen diabetischer Kaninchen konnte eine verminderte miR-27b-, -141-, -191-
und -222-Expression und eine tendenzielle Abnahme in der miR-29b-Menge beobachtet
werden (Abb. 14, Abb. 28). Eine mdgliche Erklarung daflr stellt die deutliche Verringerung in
der Drosha-Proteinmenge in den Trophoblastzellen diabetischer Hasinnen dar. Die
unveranderte Expression der miR-210 und -433 in den Trophoblastzellen diabetischer
Kaninchen deutet darauf hin, dass diese microRNAs ein schlechteres Drosha-Substrat
darstellen (Feng et al. 2011) und posttranskriptionalen Veranderungen unterliegen (Siomi &
Siomi 2010, Newman & Hammond 2010, siehe Kapitel 4.4).

Ein mutterlicher Diabetes mellitus hatte in Embryoblastzellen trotz veranderter Expression von
Genen der microRNA-Biogenese (Abb. 17, Abb. 18) keinen Einfluss auf die Transkription der
untersuchten microRNAs (Abb. 14). Mdglicherweise wird der verringerten Dicer-Proteinmenge
durch die gesteigerte Expression von AGO2, DGCR8, EXP5, SRSF3 und TARDBP
entgegengewirkt, um die microRNA-Biogenese aufrechtzuerhalten (siehe Kapitel 4.4,
Ubersicht Abb. 28).
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Abb. 28: Auswirkungen eines maternalen Diabetes mellitus auf die microRNA-Prozessierung
und —Expression in Praimplantationsembryonen diabetischer Kaninchen am Tag 6 p.c.

Die wichtigsten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden in diesem Schema im Kontext von
Daten zum Modell zusammenfassend dargestellt. Dabei konnten die Beobachtungen in
Embryonen diabetischer Kaninchen in den Zusammenhang zur mTOR-Signaltransduktion
(Gurke et al. 2015 & 2016), dem p38- und Adiponektin-Signalweg (Schindler et al. 2013, 2014,
2017), der Akt-Phosphorylierung (Thieme et al. 2012b) und ROS-Akkumulation (Haucke et al.
2014, Dissertation Haucke 2015) gestellt werden. In diesem Netzwerk kénnte nDrosha eine
zentrale Rolle bei der Regulation der Anpassungsprozesse insbesondere in Trophoblasten
haben und stellt mdglicherweise einen zentralen Faktor fir diabetische Embryopathien dar.

nDrosha- nukledres Drosha; Expression: 1 erhéht, | verringert, = unverandert; Annahmen

miR-27b

Ein maternaler Diabetes verringert die Expression der miR-27b in Trophoblastzellen wahrend
der Praimplantationsphase. Die miR-27b ist fir die Plazentaentwicklung aufgrund ihrer
regulatorischen Funktion in der Angiogenese bedeutend. Es wurde gezeigt, dass die miR-27b

fir die Sprossung und Verzweigung von Kapillaren und fir die vendse Differenzierung
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essentiell ist (Kuehbacher et al. 2007, Zhou et al. 2011). Aufgrund ihrer proliferativen
(Mitxelena et al. 2016) bzw. anti-proliferativen Eigenschaften (Lee et al. 2012, Tao et al. 2015)
sowie ihrer Funktion wahrend der Differenzierung (Karbiener et al. 2009, Vilches et al. 2014)
ist von einem Einfluss der miR-27b auf die Trophoblasten-Proliferation und -Differenzierung
auszugehen. Eine geringere miR-27b-Menge steht im Zusammenhang mit der Blastozysten-
Qualitat, da ihre Expression in aneuploiden Blastozysten verringert ist (Rosenbluth et al. 2013).
Neben der veranderten Drosha- und Dicer-Expression (Abb. 17, Abb. 18) kénnte die erhéhte
Adiponektin-Expression (Schindler et al. 2013) an der Regulation der miR-27b-Transkription
in Blastozysten diabetischer Kaninchen beteiligt sein. Adiponektin fihrt in humanen
Chondrosarkoma-Zellen zu einer Inhibierung der miR-27b-Expression (Huang et al. 2016) und
zu einer Erhdhung intrazellularer Lipidvesikel in in vitro-kultivierten Kaninchenblastozysten
(Schindler et al. 2017). Da die miR-27b-Menge in humanen Praadipozyten invers mit der
Adipogenese und Triglyzerid-Akkumulation korreliert ist (Karbiener et al. 2009, Zhu et al.
2014), stellt die Regulation der miR-27b-Expression Uber Adiponektin einen potentiellen
Zusammenhang flr die gesteigerte Zahl an intrazellularen Lipidtropfen in Trophoblastzellen
diabetischer Kaninchen her (Schindler et al. 2014).

miR-29b

Die miR-29b spielt eine groBe Rolle wahrend der Mesendoderm- und Trophektoderm-
Entwicklung bei Mausen (Kapitel 1.4.6, Tu et al. 2015, Cui et al. 2016). Daher kdnnte die
tendenziell verringerte miR-29b-Menge in Trophoblastzellen diabetischer Kaninchen ein erster
Hinweis auf eine gestorte trophektodermale Differenzierung sein. Die miR-29b reguliert die
Apoptose und Invasion von Trophoblastzellen in der entwickelten und reifen Plazenta sowie
die Angiogenese (Li et al. 2013a, Gu et al. 2016). In Plazenten von praeklamptischen Frauen
ist die miR-29b-Menge erhéht (Hu et al. 2009, Li et al. 2013a).

In Embryoblastzellen diabetischer Kaninchen ist die miR-29b-Expression stabil und korreliert
nicht mit Veranderungen der DNMT3a-, DNMT3b- (Dissertation Katarzyna Grybel,
unverdffentlicht) und Brachyury-Transkription (Thieme et al. 2012a).

Es ist anzunehmen, dass die miR-29b an embryonalen Adaptationsmechanismen infolge
hormoneller Veradnderungen beteiligt ist. Unter Insulinmangel werden autokrine
Wachstumsfaktoren wie IGF und Adiponektin beim Embryo aktiviert (Thieme et al. 2012b,
Schindler et al. 2013). Das miR-29b-Zielgen IGF1 (Fenn et al. 2013, Gao et al. 2016) wird in
Blastozysten diabetischer Hasinnen verstérkt exprimiert (Thieme et al. 2012b). Die miR-29b
kénnte in Trophoblastzellen diabetischer Kaninchen an der Regulation und Adaptation des
Insulin/IGF-Signalwegs beteiligt sein.
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miR-141

Ein maternaler Diabetes verringert die Expression der miR-141 in Trophoblastzellen wahrend
der Praimplantationsphase. In der humanen Choriokarzinoma-Zelllinie JEG3 fiihrt eine miR-
141-Inhibierung zu einer reduzierten Proliferation, Invasion und Zellviabilitat (Morales-Prieto,
Schleussner & Markert 2011, Ospina-Prieto et al. 2016, Guo et al. 2018). Die Signalkaskade
der miR-141-Expression erfolgt tUber c-Myc (Lin et al. 2009) und den LIF-STAT-Signalweg.
Eine 4-6-stindige Stimulation mit LIF reduziert die miR-141-Expression in JEG3-Zellen
(Morales-Prieto, Schleussner & Markert 2011, Kapitel 4.7) und flhrt zu einer Erhéhung in
Trophoblastzellen von in in vitro-kultivierten Kaninchenblastozysten (Abb. 27). LIF unterstitzt
die Entwicklung von Praimplantationsembryonen und reguliert die Differenzierung, Migration,
Invasion und Proliferation von Trophoblast- und Embryoblastzellen (Fitzgerald et al. 2005,
Takahashi et al. 2008, Liu et al. 2014). In den Blastozysten diabetischer Kaninchen ist die LIF-
Rezeptor (LIFR)-Transkription erhdht (unveréffentlicht, Maria Schindler). Eine erhéhte LIFR-
Expression in den Blastozysten diabetischer Kaninchen kénnte im Zusammenhang mit der
verringerten miR-141-Expression in den Trophoblastzellen stehen. Die Wirkung auf den LIFR
wurde nicht gemessen.

Zusammengefasst I&sst die Reduktion der miR-141 einen negativen Einfluss auf Proliferation,
Differenzierung und Invasion von Trophoblastzellen in diabetischen Kaninchen vermuten. Eine
erhdhte plazentare miR-141-Menge korreliert mit Komplikationen wie Praeklampsie (Ospina-
Prieto et al. 2016), fetaler Wachstums-retardierung (Tang et al. 2013a) und fetaler Makrosomie
(Guo et al. 2018). Rosenbluth et al. (2013) zeigte, dass in aneuploiden humanen Blastozysten
die miR-141-Expression verringert war. Da Aneuploidie eine der Hauptursachen fir einen
gescheiterten Implantationsprozess darstellt, kbnnte eine verminderte miR-141-Expression in
den Trophoblastzellen diabetischer Kaninchen auf eine erschwerte Nidation hindeuten.

miR-191

Ein maternaler Diabetes verringert die Expression der miR-191 in Trophoblastzellen wahrend
der Praimplantationsphase. Die miR-191 ist an der Regulation der Keimblattentwicklung
beteiligt. Eine miR-191-Inhibierung in murinen embryonalen Stammzellen fihrt zu einer
erhéhten Expression mesodermaler (Brachyury, Gsc, Bmp4, Lhx1), endodermaler (Gata4 und
Gata6) und trophektodermaler (Cdx2) Marker (Hadjimichael et al. 2016). Die
entwicklungsspezifischen Gene sind fiir die Gastrulation und Plazentaentwicklung essenziell.
Das Kulturmedium von degenerierten bzw. aneuploiden Blastozysten weist eine erhéhte miR-
191-Transkriptmenge auf (Rosenbluth et al. 2014, Kropp & Khatib 2015).

Die miR-191 reguliert die Differenzierung mesenchymaler Stammzellen z.B. indem sie in 3T3-
L1-Praadipozyten die Differenzierung inhibiert und die Lipidakkumulation hemmt (Ji et al.
2014). Die Reduktion der miR-191 und miR-27b kdénnte einen Mechanismus fur die
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Akkumulation von Lipidvesikeln in Trophoblastzellen diabetischer Kaninchen darstellen
(Schindler et al. 2014).

Wahrend der Plazentaentwicklung kommt der miR-191 ebenfalls eine regulatorische Funktion
zu. Sie wird in der Plazenta vor allem im ersten Trimester exprimiert (Luo et al. 2009), wo sie
moglicherweise aufgrund ihrer proliferativen (Nagpal et al. 2013) bzw. anti-proliferativen
(Polioudakis et al. 2015) und angiogenen (Suarez et al. 2008, Dangwal et al. 2015) bzw. anti-
angiogenen (Gu et al. 2017) Eigenschaften an der Plazentaentwicklung beteiligt ist. Eine
erhéhte miR-191-Expression konnte in Plazenten von schwangeren Frauen mit einer
schweren Praeklampsie gemessen werden (Choi et al. 2013). Die verminderte miR-191-
Menge in Trophoblastzellen diabetischer Hasinnen kénnte einen negativen Einfluss auf die
Trophoblastendifferenzierung und Plazentaentwicklung haben und Schwangerschafts-
komplikationen wie Praeklampsie begunstigen.

miR-210

In Blastozysten diabetischer Kaninchen war die miR-210-Transkription unveréndert. Daher
kann angenommen werden, dass die miR-210 keinen Einfluss auf den veranderten
embryonalen Stoffwechsel nimmt. Wahrend der Plazentaentwicklung ist die miR-210 von
enormer Bedeutung fur die Regulation der Trophoblasten-Migration, -Invasion und -
Proliferation (Zhang et al. 2012, Anton et al. 2013). lhre veranderte Expression kann mit
Schwangerschaftskomplikationen (Mayor-Lynn et al. 2011, Lee et al. 2011, Enquobahrie et al.
2016) korreliert werden.

miR-222

In Trophoblastzellen diabetischer Kaninchen war die miR-222-Transkription vermindert. Dies
kann Folgen fur die Embryonal- und Fetalentwicklung haben, da die miR-222-Expression in
Trophoblastzellen von entwicklungsretardierten Féten verringert ist (Bidarimath et al. 2015).
Die miR-222 ist vermutlich an der Regulation der Gastrulation beteiligt (Xin et al. 2015). Im
Verlauf der Embryonalentwicklung ist ihre Reduktion essenziell fir die osteogene (yan et al.
2016), myogene (Cardinali et al. 2009) und adipogene Differenzierung (Xie, Lim & Lodish
2009, Ortega et al. 2010).

Die erhdhte ADIPOR1-Transkription des miR-222-Zielgens (Hwang et al. 2013) in
Blastozysten diabetischer Kaninchen (Schindler et al. 2013) geht mit einer erhéhten
Adiponektin-Expression (Schindler et al. 2013) einher. Adiponektin fihrt zu einer Erhéhung
intrazellularer Lipidvesikel in in vitro-kultivierten Kaninchenblastozysten (Schindler et al. 2017).
Demnach kann die verringerte miR-222-Expression in Trophoblastzellen diabetischer
Kaninchen Konsequenzen fir die Differenzierung und den Fettstoffwechsel der Embryonen
haben, wie in Blastozysten diabetischer Kaninchen zu beobachten ist (Schindler et al. 2014).
Eine erhdhte miR-222-Menge konnte im Fettgewebe von adip6sen M&usen (Xie, Lim & Lodish
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2009, Chartoumpekis et al. 2012) und schwangeren adipdsen (Nardelli et al. 2017) bzw.
schwangeren diabetischen Patientinnen (Shi et al. 2014) gemessen werden.

Die Bedeutung der miR-222 fur die Plazentaentwicklung ist bisher nicht belegt. Aufgrund ihrer
anti-angiogenen (Poliseno et al. 2006, Dentelli et al. 2010) und proliferativen (Wang et al.
2013b, Sun et al. 2014) Eigenschaften ist sie vermutlich am Prozess der plazentaren
GeféaBneubildung bzw. -modellierung und Plazentaentwicklung beteiligt. Diese Vermutung
wird gesttitzt durch eine Studie mit praeklamptischen Frauen, in deren Plazenten eine erhdhte
miR-222-Menge gemessen wurde (Hu et al. 2009). Eine deregulierte miR-222-Transkription
wahrend einer diabetischen Schwangerschaft kann als Teil eines Adaptationsprozesses
gesehen werden, der mit Konsequenzen flr die Plazentaentwicklung und fur die fetale und

neonatale Gesundheit verbunden sein kann.

miR-433

In Blastozysten diabetischer Kaninchen war die miR-433-Expression unverandert. Daher kann
angenommen werden, dass die miR-433 keinen Einfluss auf den veranderten embryonalen
Stoffwechsel nimmt. Die miR-433 reguliert den Pluripotenzstatus und die Differenzierung von
Stammzellen (Liu et al. 2010b, Cheung et al. 2012, Guo et al. 2014). lhre Zugehdrigkeit zum
C14M-Cluster (Morales-Prieto et al. 2013) und ihre angiogenen Eigenschaften (Sun et al.
2016) lassen vermuten, dass die miR-433 an der Plazentaentwicklung beteiligt ist.

Die meisten microRNAs waren im Plasma des Muttertieres ebenso veréndert. Da in der
Literatur bislang wenig Uber die genannten microRNAs und deren Rolle fir die Embryonal-
und Plazentaentwicklung beschrieben ist, sollte in weiterfihrenden Studien mittels funktionaler
Ansétze in Trophoblastzelllinien und Embryonal- bzw. iPS-Zellen ihre Funktion dahingehend
untersucht werden. Konkret waren in vitro-Versuche mit microRNA-Inhibitoren oder mimics
denkbar. Uber die Markierung von microRNAs kénnte der Internalisierungs- und
Sekretionsmechanismus naher untersucht werden. Des Weiteren ist in Folgeprojekten
geplant, in 3D-Ko-Kulturmodellen (Trophoblast-Spheroide und endometriale Stromzellen) die
Rolle von spezifischen microRNAs wahrend der Implantation und Plazentation zu
untersuchen. Somit kénnten darlber hinaus die Eignung der miR-27b, -141, -191 und -222 als
friihe potentielle Biomarker fir Plazentadysfunktionen weiter aufgeklart werden.
In der vorliegenden Arbeit wurden nur einige microRNAs untersucht. Die Auswahl erfolgte
anhand von Literaturhinweisen. In nachfolgenden Studien wére es sinnvoll mit Hilfe der small
RNA-Sequenzierung weitere microRNAs zu identifizieren, die ein unterschiedliches
Expressionsniveau in Blastozysten von diabetischen und gesunden Tieren aufweisen. Dieses
microRNA-Muster kdnnte helfen die Adaptation der Blastozyste an das diabetische Milieu
besser zu verstehen und mdgiche Mechanismen zu identifizieren. In Bezug auf die
Plazentaentwicklung sind vor allem microRNAs aus dem C14M- und miR-371-3-Cluster von
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Bedeutung, da diese besonders wahrend des ersten Trimenons exprimiert werden. Das
C19M-Cluster wird hingegen nur in Primaten exprimiert und scheidet daher fur die Analyse in
Kaninchenblastozysten aus.

4.3.2 MicroRNAs in der Blastozystenhéhlenfliissigkeit — Vermittler zwischen
Embryoblast und Trophoblast?

Mit der Differenzierung von Embryoblast und Trophoblast entsteht die Blastozyste. Der
Trophoblast bildet eine Hohlkugel und umrahmt die Blastozystenhéhle, zu der die innen
liegenden Zellen des Embryoblasten direkten und indirekten Kontakt haben (Watson, Natale
& Barcroft 2004, Fischer et al. 2012). Die Blastozystenhdhle ist flissigkeitsgefullt und es
konnten bereits verschiedene Metabolite (D'Alessandro et al. 2012, Haucke et al. 2014),
Proteine und Aminoséauren (Jensen et al. 2013, Girke et al. 2015, Poli et al. 2015) sowie DNA
(Palini et al. 2013, Tobler et al. 2015) nachgewiesen werden. Der Nachweis von microRNAs
in der Blastozystenhéhlenflissigkeit wurde bisher nicht beschrieben. MicroRNAs kommen in
zahlreichen Korperflissigkeiten wie dem Seminalplasma, der Follikel- und Amnionflissigkeit
vor (Weber et al. 2010, Sang et al. 2013, Santonocito et al. 2014). Wahrend die aus der
Blastozystenhdhlenflissigkeit gewonnene DNA  hauptsachlich von apoptotischen
Embryoblast- oder Trophoblastzellen stammen und deshalb zur Beurteilung von
Chromosomenstérungen dienen kénnte (Palini et al. 2013, Gianaroli et al. 2014), ist die
Funktion von microRNAs in der Blastozystenhéhlenflissigkeit ungeklart. Es ist anzunehmen,
dass sie den Stoffwechsel der anliegenden Zellen regulieren kénnen. Dies ist in &hnlich
konfigurierten Strukturen wie dem Follikel bereits gezeigt worden. So sind exosomale
microRNAs in der Follikelflissigkeit Gber die Regulation von spezifischen Zielgenen an der
Follikelentwicklung  beteiligt (Sohel et al. 2013). Die microRNAs in der
Blastozystenhdhlenflissigkeit stammen vermutlich von den umgebenden Embryoblast- und
Trophoblastzellen, wobei die Sekretions- und Internalisierungsmechanismen noch ungeklart
sind. Flr die Zell-Zell-Kommunikation beider Zelllinien ist der zielgerichtete Transport der
microRNAs entlang aktinhaltiger Filopodien, die die Blastozystenhdhle durchspannen,
denkbar (Salas-Vidal & Lomeli 2004, Ubersichtsartikel Fairchild & Barna 2014). Ob in
Kaninchenblastozysten die Signalweiterleitung entlang der Filopodien wie Ublich vom
Embryoblast zum Trophoblasten stattfindet (Salas-Vidal & Lomeli 2004, Ubersichtsartikel
Fairchild & Barna 2014), ist nicht bekannt. In Kaninchenblastozysten besteht nur fir die miR-
222 eine Korrelation zwischen der microRNA-Menge in Trophoblastzellen und in der
Blastozystenhdhlenflissigkeit (Abb. 14, Abb. 15). Bei den anderen getesteten microRNAs
ergaben die Messungen hohe Standardfehler, der auf eine hohe Variabilitdt der Proben
hindeutet. Dieses Phanomen ist auch aus Proteom-Untersuchungen von Poli et al. (2015) in
humanen Blastozysten bekannt.
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4.4 Embryonale microRNA-Biogenese in der diabetischen
Frihschwangerschaft

Die Bedeutung der microRNA-prozessierenden Enzyme Dicer und Drosha fur die
Embryonalentwicklung konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden. So fihrt eine zygotische
Inaktivierung von Dicer oder Drosha in Mausen zu einem embryonalen Arrest an Tag 6,5 bis
7,5 p.c. (Bernstein et al. 2003, Chong et al. 2010). Aber auch ein Ausschalten der Gene AGO2
(Morita et al. 2007, Lykke-Andersen et al. 2008), DGCR8 (Wang et al. 2007), TARDBP (Wu et
al. 2009, Sephton et al. 2010) und SRSF3 (Jumaa, Wie & Nielsen 1999) ist mit einem Stillstand
in der frihen Embryonalentwicklung verbunden. In embryonalen Stammzellen steuern AGO2
(Shekar et al. 2011, Ngondo et al. 2018), Dicer (Kanellopoulou et al. 2005, Murchison et al.
2005), DGCR8 (Wang et al. 2007), Drosha (Qi et al. 2009, Oskowitz et al. 2011) und TARDBP
(Chiang et al. 2010) wichtige Funktionen wie den Erhalt des Stammzellcharakters, die
Differenzierung und die Proliferation. In Kaninchenembryonen werden die Gene der
microRNA-Biogenese (AGO2, DGCRS, Dicer, Drosha, EXP5, SRSF3 und TARDBP) konstant
exprimiert (Abb. 16). In M&dusen nimmt die mRNA-Transkriptmenge von AGO2, DGCRS, Dicer,
Drosha und EXP5 mit dem Zygoten- bzw. Morulastadium deutlich ab. In Blastozysten werden
sie nur gering exprimiert (Garcia-Lépez & del Mazo 2012). Hingegen konnte in Rinder-, M&use-
, und Schweine-Morulae und -Blastozysten eine konstante Expression von AGO2 (Lykke-
Andersen et al. 2008) und Dicer (Burrola-Barraza et al. 2011, Stowe et al. 2012) nachgewiesen
werden. SRSF3 und TARDBP war in Mausen sowohl in Oozyten als auch in Blastozysten von
Mé&usen nachweisbar (Jumaa, Wie & Nielsen 1999, Sephton et al. 2010). Speziesspezifische
Unterschiede sowie die Expressionsanalyse in in vitro-kultivierten Mauseembryonen (Garcia-
Lopez & del Mazo 2012) kénnten mégliche Ursachen flr die kontraren Ergebnisse der Studien
darstellen.

Requlation des Mikroprozessor-Komplexes Drosha-DGCR8

Die Adaptation der Kaninchenblastozyste an einen maternalen Diabetes geht mit
Veranderungen des embryonalen Stoffwechsels und der Signaltransduktion einher. In
Blastozysten diabetischer Kaninchen wurde in Trophoblastzellen eine erhéhte mTOR-
Phosphorylierung und Aktivitdt des mTOR-Signalweges beschrieben (Girke et al. 2015 &
2016). mTOR ist ein zentrales Molekl fiir zellphysiologische Prozesse. Auch Drosha wird tber
mTOR reguliert. mTOR aktiviert die E3-Ligase Mouse double minute 2 (Mdm2) und férdert
somit den Abbau von Drosha im Proteasom (Ye et al. 2015). Die Inhibierung von mTOR durch
Rapamycin resultiert in einem veranderten microRNA-Expressionsprofil (Totary-Jain et al.
2013). Die verminderte microRNA-Expression in Trophoblastzellen diabetischer Hasinnen
kdnnte demnach Uber die mTOR-Aktivierung und einem forcierten Abbau von Drosha erklart
werden. Die Abnahme von Drosha ist mit einer erhéhten Stress-Sensibilitdt und Zelltod
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assoziiert (Yang et al. 2015). Blastozysten diabetischer Kaninchen sind einem erhéhten Stress
ausgesetzt. Sie weisen mehr oxidierte Proteine und ROS (Haucke et al. 2014, Dissertation
Haucke 2015), eine erhdhte Apoptoserate (Ramin et al. 2010) und eine erhéhte ATF4- und
p38 MAPK-Expression auf (Schindler et al. 2014 & 2017). Unter Stressbedingungen wird
Drosha Uber die p38 MAPK phosphoryliert, wodurch die Interaktion mit DGCR8 unterbunden
wird. Drosha wird in das Zytoplasma exportiert und abgebaut (Yang et a. 2015). Ob die
Regulation von Drosha tiber mTOR und p38 MAPK in unabhangigen Signalwegen verlauft, ist
nicht geklart. Aus Zelllinien ist bekannt, dass p38 in der Lage ist mTOR zu aktivieren (Cully et
al. 2010, Hernandez et al. 2011).

Drosha spielt neben der pri-miRNA-Prozessierung auch eine wichtige Rolle im RNA-
Metabolismus, wie die posttranskriptionale Destabilisierung von mRNAs zeigt (Chong et al.
2010). Die gut beschriebene Auto- und Kreuzregulation zwischen Drosha und DGCR8 dient
der homdostatischen Kontrolle der Mikroprozessor-Aktivitat und zellularen microRNA-Menge
(Han et al. 2009). Erhéhte Drosha- und DGCR8-Spiegel fiihren zur Drosha-vermittelten
Spaltung und somit zur Destabilisierung der DGCR8-RNA. Dies flihrt zu einer Verringerung in
der Drosha-Proteinmenge und einer herabgesetzten Aktivitat des Mikroprozessor-Komplexes,
da DGCR8 Drosha (ber Protein-Protein-Wechselwirkungen stabilisiert (Han et al. 2009).
Drosha-defiziente Zellen weisen eine erhéhte DGCR8-Expression auf (Han et al. 2009). Dieser
Zusammenhang zeigt sich auch in Trophoblastzellen diabetischer Kaninchen, wo die deutliche
Reduktion von Drosha mit der erhéhten DGCR8-Transkription korreliert. Des Weiteren
reguliert TARDBP die Drosha-Stabilitdt, indem es an Drosha bindet und vor dem
proteasomalen Abbau schiitzt (Di Carlo et al. 2013). Die gesteigerte DGCR8- und TARDBP-
Transkription kdnnte demnach Uber eine Erhéhung der Drosha-Stabilitit der Drosha-
Destabilisierung entgegenwirken, um die Mikroprozessor-Aktivitat aufrecht zu erhalten.

Ein matterlicher Diabetes bewirkte in Trophoblastzellen nicht eine generell verénderte
microRNA-Expression. Die erhéhte TARDBP- und SRSF3-Transkription kénnten ein Hinweis
darauf sein, dass bestimmte pri-miRNAs bevorzugt prozessiert werden (Kawahara & Mieda-
Sato 2012, Auyeung et al. 2013, Kim et al. 2018). Des Weiteren ist bekannt, dass die pri-
miRNA-Prozessierung durch Drosha unterschiedlich effizient verlauft und mit der endogenen
microRNA-Expression und Sekundarstruktur korreliert (Feng et al. 2011, Sperber et al. 2014).
In Drosha-defizienten Zellen wurden pri-miRNAs mit weniger Basenfehlpaarungen effizienter
prozessiert (Sperber et al. 2014). Wahrend der embryonalen und zellularen Entwicklung stellt
dies eine physiologische Regulation der microRNA-Biogenese dar (Sperber et al. 2014).
Hierbei zeigt sich, dass eine veranderte Drosha-Expression, wie im diabetischen
Kaninchenmodell beobachtet werden konnte, vermutlich zu einer Verschiebung des
embryonalen microRNA-Expressionsprofils fihrt. Da Drosha eine microRNA-abhangige als
auch -unabhangige Rolle fur den Zellzyklus und fir die Proliferation humaner embryonaler
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Stammzellen spielt (Kanellopoulou et al. 2005, Wang et al. 2007, Qi et al. 2009, Oskowitz et
al. 2011), ist anzunehmen, dass in Trophoblastzellen eine Reduktion von Drosha, verbunden
mit einer veranderten microRNA-Expression, zu einer Entwicklungsverzégerung und ferner zu
einem Absterben des Embryos fohren kann (Entwicklungsverzdégerung bei
Kaninchenembryonen diabetischer Mutter gezeigt von Ramin et al. 2010). Eine weitere
Mdoglichkeit ist, dass die Drosha-Veranderungen Teil einer Stressantwort sind, die zur
Adaptation des Embryos fihren. Die microRNA-Expression in der Plazenta am Tag 12 p.c.

war in diabetischen Tieren unverandert.

Requlation von Dicer

Die erhdhte embryonale AGO2- und EXP5-Transkription kénnte dazu beitragen, die
microRNA-Expression in Embryoblastzellen diabetischer Kaninchen aufrechtzuerhalten, da
AGO2 (Liu et al. 2012) und EXP5 (Zeng & Cullen 2004) bei schwankenden Dicer-Spiegeln als
vorubergehende pre-miRNA-Lagerstatten beschrieben werden. AGO2 kann unter bestimmten
Bedingungen die pre-miRNA-Prozessierung tbernehmen (Kim, Kim & Kim 2016). AuBerdem
kann eine vermehrte Expression von EXP5, die in Embryoblastzellen diabetischer Kaninchen
gemessen wurde, zu einer erhdhten microRNA-Expression flihren (Yi et al. 2005). Des
Weiteren deutet die gesteigerte TARDBP-Expression in Blastozysten diabetischer Kaninchen
darauf hin, dass Dicer bestimmte pre-miRNAs bevorzugt prozessiert (Kawahara & Mieda-Sato
2012). In der vorliegenden Arbeit wurde eine Auswahl an microRNAs untersucht. Daher ist zu
vermuten, dass eine verringerte Dicer-Expression die Prozessierung bestimmter, fir die
Embryonalentwicklung wichtiger, pre-miRNAs herabsetzen kann.
Dicer ist essentiell fir die Differenzierung und die Proliferation von embryonalen und
mesenchymalen Stammzellen (Kanellopoulou et al. 2005, Zhao et al. 2015). Der Verlust an
Dicer treibt differenzierende Zellen in die Seneszenz (Jauhari et al. 2017). Ein Dicer-knockout
verzégert bei Mauseembryonen die Gastrulation (Spruce et al. 2010). Die unter diabetischen
Entwicklungsbedingungen gemessene Abnahme der embryonalen Dicer-Expression kénnte
eine Ursache fir Subfertilitdt und die verzégerte Embryonalentwicklung bei diabetischen
Kaninchen sein (Ramin et al. 2010). In Dicer-defizienten embryonalen Stammzellen (Qi et al.
2009, Spruce et al. 2010) wurde wie in Embryoblastzellen diabetischer Kaninchenblastozysten
eine erhdhte Apoptoserate (Ramin et al. 2010) und Oct4-Expression (Dissertation Katarzyna
Grybel, unveréffentlicht) gemessen. Embryonen von diabetischen Kaninchen akkumulieren
ROS in Embryoblastzellen (Dissertation Haucke 2015), was wiederum Dicer beeinflussen
kénnte. In verschiedenen Zelllinien wurde der Zusammenhang von ROS und der Inhibition der
Dicer-Expression bereits gezeigt (Wiesen & Tomasi 2009). Auch eine Feedback-Regulation
von Dicer Uber verschiedene microRNAs wie miR-103/107 (Martello et al. 2010), miR-192
(Feinberg-Gorenshtein et al. 2013), miR-191 (Zhang et al. 2018) und Mitglieder der let-7
microRNA-Familie (Forman, Legesse-Miller & Coller 2008) ist beschrieben.
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Es ist anzunehmen, dass in Trophoblastzellen diabetischer Kaninchen die pre-miRNA-Menge
aufgrund einer reduzierten Drosha-Expression verringert ist. Da die Dicer-mRNA mit pre-
miRNAs um die Bindung an EXP5 konkurrieren (Bennasser et al. 2011), wirde dies
dafUrsprechen, dass in Trophoblastzellen diabetischer Kaninchen mehr Dicer-mRNA ins
Zytoplasma transportiert wird. Die Dicer-mRNA- und -Proteinmenge war in Trophoblastzellen
diabetischer Kaninchen jedoch unverandert (Abb. 17, Abb. 18). Eine vermeintlich verminderte
pre-miRNA-Menge bei gleichbleibender Dicer-Expression wirde fir ein vermehrtes
Vorkommen inaktiver Dicer-AGO2-Komplexe sprechen. Dicer wird wie AGO2 Uber den
Prozess der Autophagie reguliert (Gibbings et al. 2012), indem inaktive Dicer-AGO2-Komplexe
autophagosomal abgebaut werden. Aufgrund einer erhéhten mTOR-Phosphorylierung,
verbunden mit einer verminderten Autophagie (Glrke et al. 2015 & 2016), ist anzunehmen,
dass in Trophoblastzellen diabetischer Kaninchen vermehrt inaktive Dicer-AGO2-Komplexe
vorliegen, die die microRNA-Prozessierung hemmen (Gibbings et al. 2012).

Requlation von AGO2
In Embryoblast- und Trophoblastzellen diabetischer Kaninchen konnte eine erhéhte AGO2-

Transkription festgestellt werden (Abb. 17). AGO-Proteine binden reife microRNAs und
schutzen sie so vor dem Abbau durch Exoribonukleasen (Winter & Diederichs 2011). Die
Expression der miR-27b-, -141-, -191- und -222 in Trophoblastzellen war indes verringert und
in Embryoblastzellen unverandert.
Blastozysten diabetischer Kaninchen weisen eine geringere autophagosomale Aktivitat und
Anzahl lysosomaler Vesikel, insbesondere in Trophoblastzellen, auf (Gurke et al. 2016). Die
verringerte  Autophagie in  Trophoblasten diabetischer Kaninchen kdnnte einen
Adaptationsmechanismus darstellen, der zur Abnahme spezifischer microRNAs in
Trophoblastzellen fiihrt. Denn Gber den Prozess der Autophagie werden aktive Dicer-AGO2-
Komplexe stabilisiert, indem inaktives AGO2 proteasomal (Smibert et al. 2013) und/ oder
autophagosomal abgebaut wird (Gibbings et al. 2012). Autophagie-inhibierte Zellen zeigen
eine verminderte Beladung von AGO mit microRNA-Duplexen und verringerte microRNA-
Spiegel, da inaktive und aktive Dicer-AGO2-Komplexe vermutlich um Ko-Faktoren, Substrate
und Zielgene konkurrieren (Gibbings et al. 2012).
Es ist bekannt, dass die AGO2-RNA-Menge nicht mit der AGO2-Proteinmenge korreliert
(Martinez & Gregory 2013) und dass AGO2 posttranskriptional tber die microRNA-
Verflgbarkeit reguliert wird. So fuhrt eine beeintrachtigte microRNA-Biogenese durch ein
Ausschalten der Gene DGCR8 bzw. Dicer zu einem Verlust des AGO2-Proteins (Martinez &
Gregory 2013; Smibert et al. 2013). Die Stabilitdit des AGO2-Proteins hangt stark vom
Vorhandensein reifer microRNAs sowie eines reifen RISC ab. Bei einer verminderten
microRNA-Menge, wie in den Trophoblastzellen diabetischer Kaninchen, ware eine Reduktion
in der AGO2-Proteinexpression mdglich mit Folgen fur die weitere Plazentaentwicklung. In
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Mausen resultiert eine verminderte AGO2-Expression in Fehlbildungen der Plazenta (Cheloufi
et al. 2010).

Zusammenfassend lasst sich der Einfluss eines maternalen Diabetes mellitus auf die
microRNA-Prozessierung in Trophoblastzellen wie folgt zusammenfassen (Abb. 28): Die
erhéhte mTOR-Phosphorylierung (Girke et al. 2015) oder p38 MAPK-Expression (Schindler
et a. 2017) in Blastozysten diabetischer Kaninchen sind vermutlich am proteasomalen Abbau
von Drosha beteiligt (Ye et al. 2015, Yang et al. 2015). Um die Mikroprozessor-Aktivitat
aufrecht zu erhalten, erhdhen DGCR8 und TARDBP die Drosha-Stabilitat. (Han et al. 2009, Di
Carlo et al. 2013). Aufgrund der mutmaslich verminderten pre-miRNA-Mengen in Kombination
mit der unveranderten Dicer-Expression sowie einer verminderten autophagosomalen Aktivitat
(Gurke et al. 2016), ist die Menge inaktiver Dicer-AGO2-Komplexe vermutlich erhéht (Gibbings
et al. 2012). Die microRNA-Prozessierung wird dadurch zuséatzlich gehemmt. Des Weiteren
wirkt sich eine verminderte Menge reifer microRNAs negativ auf die AGO2-Proteinmenge aus.
Die dargestellten Zusammenhange kdnnten eine mdgliche Erklarung fir die verminderte
Expression spezifischer microRNAs darstellen. Die erhéhte TARDBP- und SRSF3-Expression
deutet auBerdem darauf hin, dass die Prozessierung von pri-miRNAs unterschiedlich effizient
verlauft. Damit lasst sich erklaren, warum sich eine drastische Reduktion der Drosha-
Expression nicht auf die Transkription aller untersuchten microRNAs auswirkte.

In weiterflhrenden Studien sollten die Gene der microRNA-Biogenese im diabetischen
Kaninchenmodell weiter charakterisiert werden. In vitro-Versuche mit funktionalen Ansatzen
(Uberexpression oder Inhibierungsversuche) kénnten helfen mogliche
Regulationsmechanismen, Signalwege und Zusammenhange aufzuklaren. Des Weiteren
ware fir die Entwicklung eines Gesamtbildes die Expressionsanalyse spezifischer pre-
miRNAs sowie weiterer microRNAs (mittels small RNA-Sequenzierung) wichtig.

4.5 Die meisten microRNA-Zielgene sind trotz veranderter microRNA-
Expression transkriptional unverandert — microRNAs als Regulatoren
der Translation

Da microRNAs die Genexpression auf posttranskriptionaler Ebene regulieren, wurde in dieser
Arbeit die Expression von validierten und vorhergesagten microRNA-Zielgenen untersucht. Ein
fir die Embryogenese wichtiges Gen ist das miR-141-Zielgen IGF2. In Blastozysten
diabetischer Kaninchen ist die Expression von IGF2 im Embryoblasten stark und im
Trophoblasten moderat erhéht. Diese Erhdéhung korreliert nur im Trophoblasten mit der
Expression der miR-141. In humanen und murinen Plazenten konnte gezeigt werden, dass die
miR-141- und IGF2-Expression invers korrelieren (Tang et al. 2013a, Saha, Choudhury & Ain
2015). Bei Mausen verringert sich die miR-141-Expression wéahrend der Plazentaentwicklung,
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wodurch die IGF2-Expression zunimmt (Saha, Choudhury & Ain 2015). IGF2 ist essentiell fur
die Plazentaentwicklung, indem es die Proliferation und Migration férdert (Ubersichtsartikel
Forbes & Westwood 2008). Ein IGF2-knockout in Mausen (DeChiara, Efstratiadis & Robertsen
1990) sowie eine verringerte Expression von IGF2 in humanen Plazenten (Antonazzo et al.
2008) fuhren zur fetalen und plazentaren Wachstumsretardierung. Eine Beobachtung, die
ebenso bei einer erhdhten miR-141-Expression gemacht wurde (Tang et al. 2013a). Es ist zu
vermuten, dass die verminderte miR-141-Expression in Trophoblastzellen diabetischer
Kaninchen einen Adaptationsmechanismus darstellt, um die Entwicklung der Plazenta
sicherzustellen.

Daten aus unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass das miR-27b-Zielgen ATF4 (Schindler et al.
2013) und die miR-222-Zielgene ADIPOR1 (Schindler et al. 2013), DBT (Grke et al. 2015)
und SOD2 (Schindler, unveréffentlicht) transkriptional erhéht sind, was mit der verminderten
Expression dieser microRNAs korreliert. Die Transkriptmengen weiterer untersuchter
microRNA-Zielgene waren jedoch unverandert. Dafiir gibt es mehrere Erklarungsanséatze. Es
wird noch immer kontrovers diskutiert, ob microRNAs die Zielgen-Expression vornehmlich
uber mRNA-Degradation oder translationale Repression regulieren (Jonas & Izaurralde 2015,
lwakawa & Tomari 2015; Abb. 4). Es wird angenommen, dass die translationale Hemmung
das initiale Ereignis bei der microRNA-vermittelten Genexpressionsregulation darstellt
(Selbach et al. 2008, Djuranovic, Nahvi & Green 2012, Bazzini, Lee & Giraldez 2012). Dies
wirde erklaren, warum bei dem miR-141- und miR-222-Zielgen PPARa zwar eine erhdhte
Proteinexpression, aber keine erhdhte mMRNA-Menge messbar ist (Schindler et al. 2017).

Die beschriebene Aktivierung von p38 MAPK in Blastozysten diabetischer Tiere (Schindler et
al. 2017) Iasst ein Umschalten der microRNA-vermittelten posttranskriptionalen Regulation der
Zielgene vermuten (Abb. 28). Unphosphoryliertes AGO2 weist eine hohe endonukleolytische
Aktivitat auf, wodurch insbesondere entwicklungsrelevante Gene und Onkogene reguliert
werden, wahrend phosphoryliertes AGO2 zu einer erhdhten translationalen Reprimierung der
microRNA-Zielgene fuhrt (Horman et al. 2013). Die Phosphorylierung von AGO2 an Serin-387
Uber den p38 MAPK-Signalweg (Zeng et al. 2008) oder Akt (Horman et al. 2013) forciert die
Lokalisierung von AGO2 in P-bodies, deren Bildung unter Stressbedingungen deutlich erhéht
ist. P-bodies sind zytoplasmatische RNA-Protein-Aggregate, die die translationale Repression
und den Abbau von mRNAs regulieren (Ubersichtsartikel Parker & Sheth 2007) sowie
reprimierte mMRNAs stabilisieren und lagern (Wang et al. 2018). Die p38 MAPK-Aktivierung in
Blastozysten diabetischer Tiere (Schindler et al. 2017) deutet auf eine vermehrte Lokalisierung
von AGO2 in P-bodies hin, mit der Konsequenz, dass der Abbau von mRNAs zum Teil
verringert werden wurde.

Eine weitere Erklarung stellt die Regulation von mRNAs durch mehrere microRNAs dar. So
werden z.B. fir das miR-27b-Zielgen Wee1 134 (miRDB, Stand 2018) bzw. 234 (miRWalk2.0,
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Stand 2018) microRNAs vorausgesagt, die mit Wee1 interagieren. Diese komplexe Regulation
wird durch die Messung einzelner microRNAs nicht erfasst. AuBerdem ist die strukturbedingte
Voraussagung von Zielgenen kein sicherer Beweis fur die Interaktion und Regulation. In der
vorliegenden Arbeit wurden validierte als auch vorhergesagte Zielgene untersucht. Die
Vorhersage-Algorithmen haben eine Falsch-Positive-Rate von 20-50%, da sich die microRNA-
mRNA-Interaktions-Programme auf die Vorhersage der seed-Region konzentrieren. Es gibt
jedoch noch viele weitere microRNA-mRNA Bindungsstellen (Ubersichtsartikel Bartel 2009,
Cloonan 2015). Hinzu kommt, dass die seed-Region einer mRNA, selbst bei Uberexpression
der microRNA, nicht zwangslaufig von der microRNA gebunden wird (Didiano & Hobert 2006).
Des Weiteren kann nicht ausgeschlossen werden, dass die microRNA-mRNA-Interaktion
gewebespezifisch erfolgt (Amirkhah et al. 2017). AuBerdem verlduft der mRNA-Abbau
zwischen verschiedenen Zellarten unterschiedlich effizient (Ubersichtsartikel Chen & Shyu
2011). In weiterflhrenden Studien sollte die Proteinexpression der microRNA-Zielgene
untersucht werden und funktionale Ansatze Anwendung finden, um die Auswirkungen der

microRNA-mRNA-Interaktion zu analysieren.

4.6 Ein maternaler Diabetes mellitus Typ 1 beeinflusst die Expression
microRNA-prozessierender Enzyme in der Plazenta

In Plazenten von diabetischen Tieren wurde eine verminderte Expression des
zytoplasmatischen Drosha- (c-Drosha) und Dicer-Proteins (Abb. 22) sowie eine Abnahme in
der AGO2-, EXP5- und TARDBP-Transkription (Abb. 23) gemessen. Es ist anzunehmen, dass
eine fehlregulierte microRNA-Prozessierung in Plazenten diabetischer Kaninchen
Auswirkungen auf die Plazentaentwicklung hat.

Die Expression von spezifischen microRNAs war indes unverandert. Die Inhibition von EXP5
kénnte eine Erklarung fir die Reduktion von Dicer sein, da die Dicer-mRNA Uber die Bindung
an EXP5 aus dem Nukleus in das Zytoplasma transportiert wird (Bennasser et al. 2011). In
Plazenten makrosomer Neugeborener (Li et al. 2015b) und im Plasma schwangerer Frauen
mit einem Gestationsdiabetes (Rahimi et al. 2015) konnten eine erhéhte Drosha- und Dicer-
RNA-Menge gemessen werden. Eine verminderte Dicer-Expression treibt differenzierende
Zellen in die Seneszenz (Jauhari et al. 2017) und ist mit einer erhéhten Apoptoserate
verbunden (Spruce et al. 2010). Ein spezifisches Ausschalten von Dicer in Mduseembryonen
verdeutlicht die microRNA-vermittelte Strukturierung und Erndhrung des Embryos durch
extraembryonale Gewebe wie dem Trophoblasten (Spruce et al. 2010). Ferner sind die Hoch-
sowie die Herunterregulation von Dicer und Drosha in verschiedenen Tumorarten und
Krebszelllinien mit einer erhéhten Proliferation und Invasion assoziiert (Han et al. 2010,
Papachristou et al. 2011, Jafari et al. 2013).
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AGO2 wird posttranskriptional Uber die microRNA-Verflgbarkeit reguliert (Martinez & Gregory
2013, Smibert et al. 2013). Die spezifischen in dieser Arbeit untersuchten microRNAs waren
in dem Plazentagewebe unverandert exprimiert und bieten somit keine Erklarung fir die
AGO2-Reduktion. Um eine generelle Aussage zur microRNA-Verflgbarkeit zu erhalten,
sollten weitere plazentare schwangerschaftsassoziierte microRNAs (C14M-Cluster, C19M-
Cluster und miR-371-3 Cluster) untersucht werden. Ein Ausschalten von AGO2 in
M&auseembryonen ist mit Fehlbildungen in der Plazenta gekennzeichnet (Cheloufi et al. 2010).
Interessanterweise war die Expression des zytoplasmatischen Drosha-Proteins (c-Drosha) in
Plazenten von diabetischen Tieren vermindert (Abb. 22). Die Lokalisation im Kern wird tber
die Phosphorylierung von Drosha an Serin-300 oder Serin-302 reguliert (Tang et al. 2010).
Seine Rolle im Zytoplasma ist noch nicht eindeutig geklart. Da Drosha zellartspezifisch
exprimiert wird und wahrend der Tumorgenese ansteigt, ist zu vermuten, dass c-Drosha eine
biologische Funktion hat. Die Prozessierung von pri-miRNAs scheint flr c-Drosha weniger
relevant zu sein (Dai et al. 2016, Link, Grund & Diederichs 2016). Einige Studien weisen darauf
hin, dass Drosha neben seiner Rolle als Transkriptionsaktivator und Splicing-Regulator
(Ubersichtsartikel Lee & Shin 2018), fiir den Abbau bestimmter mRNAs verantwortlich ist (Han
et al. 2009, Seong et al. 2014, Johanson et al. 2015). Demzufolge kénnte eine verminderte c-
Drosha-Expression in Plazenten diabetischer Kaninchen auch direkt Einfluss auf die

Genexpression nehmen.

Trotz Verénderungen in der Expression von microRNA-prozessierenden Enzymen war die
Expression spezifischer microRNAs unverandert. In der vorliegenden Arbeit wurden jedoch
nur einige microRNAs untersucht. Es ist wahrscheinlich, dass Veranderungen in der
microRNA-Prozessierung Auswirkungen auf die Expression anderer microRNAs haben. In
weiterflhrenden Studien wéare es demnach sinnvoll eine small RNA-Sequenzierung
durchzufihren, um microRNAs zu identifizieren, die durch eine diabetische Schwangerschaft
in Trophoblastzellen der Plazenta veréndert sind. Daran kénnten sich in vitro-Kulturversuche
mit verschiedenen Trophoblastzelllinien anschlieBen, um die Rolle von spezifischen

microRNAs fir die Plazentaentwicklung und —funktion zu untersuchen.

4.7 Einflussfaktoren auf die embryonale microRNA-Expression

Die Expression von microRNAs kann durch Hormone und Nahrstoffe beeinflusst werden
(Ubersichtsartikel Arefhosseini, Ebrahimi-Mamaeghani & Mohammadi 2014, Gulyaeva &
Kushlinskiy 2016). Um Faktoren fir die veranderte microRNA-Expression in Trophoblastzellen
diabetischer Kaninchen zu ermitteln, wurde in Kulturversuchen der Einfluss von Insulin,
Glukose oder IGF2 auf die embryonale microRNA-Expression untersucht. Aus vorherigen
Arbeiten der Arbeitsgruppe ist bekannt, dass aufgrund der maternalen Hypoinsulindmie kein
Insulin die Blastozyste erreicht (Ramin et al. 2010). Des Weiteren konnten im Uterussekret
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diabetischer Tiere eine 3-fach erhdhte Glukosekonzentration (gesunde Tiere: 0,5 mM vs.
diabetische Tiere: 1,5 mM; Ramin et al. 2010) und in Blastozysten und im Endometrium
diabetischer Tiere eine erhdhte IGF2-Konzentration gemessen werden (Thieme et al. 2012b).
Als wichtiger Regulator fir die Implantation (Stewart et al. 1992, Yang et al. 1995) und die
Trophoblasten-Differenzierung, -Migration, -Invasion und -Proliferation (Fitzgerald et al. 2005,
Takahashi et al. 2008, Liu et al. 2014) wurde LIF als weiterer Faktor flr in vitro-Kulturversuche
ausgewahlt. Dabei zeigte sich, dass eine kurzzeitige Kultur von Blastozysten mit Insulin,
Glukose, IGF2 oder LIF die microRNA-Expression in Embryoblast- aber vor allem in
Trophoblastzellen beeinflussen konnte (Abb. 29). Bereits in friiheren Studien wurden Insulin
(Granjon et al. 2009, Bachelorarbeit Judith Scholze 2016), Glukose (Tang et al. 2009, Herrera
et al. 2010, Bagge et al. 2012, Octon et al. 2016) und LIF (Morales-Prieto, Schleussner &
Markert 2011) als potente Regulatoren der microRNA-Biogenese beschrieben.
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Abb. 29: Einfluss von Insulin, Glukose, IGF2 oder LIF auf die microRNA-Expression in in vitro-
kultivierten Praimplantationsembryonen des Kaninchens am Tag 6 p.c. (A) im Vergleich
mit der in vivo-Situation (B)

In in vitro-Versuchen wurde der Einfluss von Insulin, Glukose, IGF2 oder LIF auf die embryonale
microRNA-Expression betrachtet (A). In (B) sind die Ergebnisse der Untersuchungen in vivo im
Vergleich dargestellt. Expression: 1 erhéht, | verringert,
= unverandert
Eine 2-stiindige Kultur mit 17 nM Insulin erhéhte die miR-27b- und -191-Spiegel in
Blastozysten diabetischer Kaninchen, die unter in vivo-Bedingungen verringert waren. Daher
ist zu vermuten, dass Insulin in Trophoblastzellen diabetischer Kaninchen eine Angleichung
der miR-27b- und-191-Expression auf ,gesunde” Verhéltnisse bewirkt, da die miR-27b- und -
191-Mengen in in vitro-kultivierten Blastozysten gesunder Kaninchen unverandert waren. Die
Regulation der miR-27b-Expression durch Insulin konnte aufBBerdem in der humanen
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Trophoblastenzelllinie AC-1M88 (Bachelorarbeit Judith Scholze 2016) sowie in humanen
Muskelzellen gezeigt werden (Granjon et al. 2009). Eine Inhibierung der miR-27b-Expression
fOhrte in murinen, insulinresistenten Adipozyten zu einer verbesserten Glukosetoleranz und
Insulinsensitivitat (Srivastava et al. 2018). Demnach kénnte die in vivo gemessene verminderte
miR-27b-Expression in Trophoblastzellen diabetischer Kaninchen einen Mechanismus
darstellen, um die reduzierte Insulin-/IGF-Sensitivitat (Thieme et al. 2012b) zu erhdhen.

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass ein externer Stimulus
mit IGF2 in der Lage ist, die Expression der miR-141 und tendenziell der miR-27b und -191 zu
regulieren. Fir die miR-141 ist bekannt, dass deren Expression invers mit der endogenen
IGF2-Expression korreliert (Saha, Choudhury & Ain 2015), was auch in den Trophoblastzellen
diabetischer Kaninchen bestéatigt werden konnte. Die Zugabe von 13 nM IGF2 fuhrte in der in
vitro-Kultur von Kaninchenblastozysten zu einer gesteigerten trophoblastaren miR-141-
Expression. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die IGF2-miR-141-Interaktion Uber einen
Feedback-Mechanismus verlauft, wobei IGF2 die Expression der miR-141 und umgekehrt
reguliert. Uber die Korrelation erhdhter miR-141-Spiegel mit fetaler Wachstumsretardierung
wurde bereits in Kapitel 4.3.1 diskutiert.

Die in vitro-Kultur mit 10 und 25 mM Glukose veranderten die miR-191-Expression
zellartspezifisch. Die Regulation der miR-191-Expression durch Hormone, N&hrstoffe und
Chemikalien wurde in verschiedenen Studien beschrieben (Elyakim et al. 2010, Nagpal et al.
2013). So fuhrte die Kultur von Trophoblastzellen (Bachelorarbeit Judith Scholze 2016) und
von der Brustkrebszelllinie MCF7 (Nagpal et al. 2013) in serumfreiem, d.h. nahrstoffarmem,
Medium zu einer erhdhten miR-191-Expression, einer verminderten Akt-Phosphorylierung und
zellularen Glukoseaufnahme (Yang et al. 2017). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der
verminderten miR-191-Expression in Trophoblastzellen mit steigenden Glukose-
konzentrationen. Die Transkription der miR-191 in Embryoblastzellen scheint anderen
Regulationsmechanismen zu unterliegen. Es ist zu vermuten, dass die 3-fache Erhéhung der
uterinen Glukosekonzentration in diabetischen Kaninchen (Ramin et al. 2010) fur die in vivo-
Regulation der trophoblastaren, jedoch nicht der embryoblastaren, miR-191-Expression
verantwortlich ist. Die verminderte miR-191-Expression kénnte tber die Regulation von IRS1
und Akt (Yang et al. 2017) zur Aufrechterhaltung der Glukoseaufnahme in Trophoblastzellen
diabetischer Kaninchen beitragen. Fir die miR-222 zeigte sich in murinen Adipozyten
ebenfalls eine glukoseabhangige Expression (Herrera et al. 2010), die vermutlich aufgrund
gewebespezifischer Unterschiede in Kaninchenblastozysten nicht gezeigt werden konnte.
Diese Befunde dokumentieren eine deutlich unterschiedliche Abhangigkeit der Embryoblast-
und Trophoblastzellentwicklung von extrazellularen Nahr- und Wirkstoffen — mit
zellinienspezifischer intrazellularer Umsetzung. Die Entschlisselung dieser Interaktionen
verspricht neben dem besseren Verstédndnis der Embryonalentwicklung in einer &uBerst
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sensiblen ontogentischen Phase potentiell neue Ansatze in der weiteren Aufklarung der
sfetalen Programmierung®.

Die Ergebnisse der in vitro-Kultur mit Insulin, IGF2 oder Glukose legen nahe, dass die
microRNA-Expression Uber den Insulinrezeptor-Signalweg reguliert werden kann. Dafir
spricht, dass die Regulation von skelettmuskelspezifischen microRNAs Uber IGF1/MAPK/ERK
bereits gezeigt werden konnte (Meyer et al. 2015). Es wére auch die Aktivierung des PISK/Akt-
Signalwegs mdglich, wie die Regulation der miR-27b-Expression Uber PI3K/Akt/NF-kB
verdeutlicht (Jin et al. 2013). Die Beteiligung der mTOR-Signaltransduktion stellt einen
weiteren potentiellen Mechanismus dar. In Lungentumorzellen fiihrte die glukosefreie Kultur
zu einer reduzierten mTOR-AKktivitat, verbunden mit erhdéhten Drosha- und pre-miRNA und
microRNA-Spiegeln (Ye et al. 2015). In humanen Muskelzellen konnte gezeigt werden, dass
die Gabe von Insulin direkt Einfluss auf die Drosha-, Dicer- AGO2-, AGO3- und AGO4-
Transkription nimmt (Granjon et al. 2009). Daher ware in weiterfiihrenden Studien zu klaren
tber welchen Signalweg Insulin, IGF2 und Glukose die microRNA-Expression regulieren und
ob diese Faktoren Einfluss auf die Expression microRNA-prozessierender Enzyme nehmen.
Die in vitro-Kultur mit 10 ng/ml LIF erhdhte die miR-27b-, -141-, und -191-Menge in
Embryonen. In der Chorionkarzinom-Zelllinie JEG3 fUhrt eine 4-6-stlindige Stimulation mit LIF
zu einer Verringerung der miR-141-Expression (Morales-Prieto, Schleussner & Markert 2011)
sowie zur Deregulation zahlreicher weiterer microRNAs (Morales-Prieto et al. 2014). Es ist
anzunehmen, dass die durch den LIFR aktivierten Signalwege wie u.a. JAK/STAT3, PI3K/Akt,
ERK1/2 und mTOR dabei eine zentrale Rolle spielen (Ubersichtsartikel Yue, Wu & Hu 2015).
LIF beeinflusst die microRNA-Expression zellartspezifisch (Morales-Prieto et al. 2014),
wodurch die unterschiedlichen Ergebnisse zur miR-141-Expression in Trophoblastzellen und
JEG3-Zellen erklart werden kdnnen.

Uber die transkriptionale Regulierung der miR-27b- und -191-Expression durch LIF ist in der
Literatur zu embryonalen Zellen nichts bekannt. In humanen kolorektalen Karzinomazelllinien
konnte jedoch gezeigt werden, dass Interleukin 6 (l16) die miR-27b-Expression verringert
(Patel et al. 2014). 1l6 gehoért wie LIF zur ll6-Familie, die fir die Signalweiterleitung die
Rezeptoruntereinheit gp130 teilen und die JAK/STAT3-, PI3K/Akt-, ERK1/2- und mTOR-
Signalwege aktivieren (Ubersichtsartikel Taga & Kishimoto 1997).

Die kurzzeitige Stimulation von Kaninchenblastozysten mit verschiedenen Faktoren
veranderte die microRNA-Expression in Embryoblast- und in Trophoblastzellen. Dabei zeigte
sich, dass vor allem Trophoblastzellen schnell an hormonelle und nutritive Verédnderungen
adaptieren. Das ein veranderter maternaler Metabolismus Auswirkungen auf die
Plazentaentwicklung und -funktion haben kann, machen Studien an Plazenten von Frauen
bzw. Mausen mit einem prakonzeptionellen Diabetes und Gestationsdiabetes (Evers et al.
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2003, Ubersichtsartikel Vambergue & Fajardy 2011), mit Adipositas (Huang et al. 2014, Myatt
& Maloyan 2016) und Unterernahrung (Albion et al. 2007) deutlich.

4.8 Ausblick

Abweichungen in der Plazentamorphologie und —funktion sind mit einer verdnderten
embryonalen/ fetalen Nahrstoffzufuhr verbunden und kénnen zur .fetalen Programmierung®
fiihren (Ubersichtsartikel Barker & Thornburg 2013). Eine gestérte miitterliche
Stoffwechsellage, wie sie bei einem Diabetes mellitus auftritt, ist mit Embryopathien und
Plazentapathologien assoziiert (Evers et al. 2003, Ubersichtsartikel Vambergue & Fajardy
2011, Huang et al. 2014, Myatt & Maloyan 2016). Die zugrunde liegenden Mechanismen dafur
sind nicht geklart. Aus dem diabetischen Tiermodell des Kaninchens war bekannt, dass ein
maternaler Diabetes bereits an Tag 6 p.c. zu Verdnderungen des uterinen Milieus und des
embryonalen Stoffwechsels fihrt (Ramin et al. 2010, Thieme et al. 2012b, Schindler et al.
2014, Haucke et al. 2014, Glrke et al. 2015, Pendzialek et al. 2016). In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass die trophoblastare microRNA-Expression in Blastozysten
diabetischer Kaninchen veréandert ist. Es ist davon auszugehen, dass die veranderte
microRNA-Expression an der Dysregulation des embryonalen Metabolismus diabetischer
Kaninchenembryonen regulativ beteiligt ist. Da die Expression zahlreicher microRNAs mit
Schwangerschaftskomplikationen assoziiert werden kann und microRNAs im matterlichen Blut
nachweisbar sind, werden ihre Eignung als Biomarker fiir Schwangerschaftserkrankungen
und -komplikationen intensiv untersucht (Ubersichtsartikel Fu et al. 2013). In der vorliegenden
Arbeit konnte eine verminderte Expression spezifischer trophoblastérer microRNAs im Plasma
bereits zu einem frihen Zeitpunkt der Schwangerschaft nachgewiesen werden. Es muss nun
in weiterfihrenden Studien mit einem anderen Versuchsdesign geklart werden, ob sich diese
spezifischen Molekile als frihe Marker fir die Blastozystenqualitat und fur physiologische und
pathologische Veranderungen der Plazenta eignen.

Die in vivo- und in vitro-Ergebnisse der vorliegenden Arbeit machen deutlich, dass
insbesondere Trophoblastzellen sensitiv auf veranderte Nahrstoffbedingungen reagieren. Da
microRNAs nachweislich ein Bestandteil des fir den Implantationsprozess essentiellen
embryo-maternalen Dialogs sind, ist die dysregulierte embryonale microRNA-Expression und
-Prozessierung  eine  potentielle  Ursache  fir  Subfertilitdt und  embryonale
Entwicklungsverzdgerung in diabetischen Kaninchen (Ramin et al. 2010). Diese Erkenntnis
unterstreicht die Notwendigkeit, Frauen mit Stoffwechselerkrankungen wahrend der
Schwangerschaft intensiv zu betreuen und ggf. so frihzeitig wie méglich zu behandeln. Eine
engmaschige frauenarztliche Kontrolle kann Schwangerschaftsrisiken verringern und
Auswirkungen auf die Gesundheit der Kinder reduzieren. Im Hinblick auf die nutritive und
metabolische Sensitivitat des Trophoblasten muss kritisch auf die eingesetzten Nahrmedien
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geschaut werden, die bei der IVF-Embryonenkultur verwendet werden. Diese entsprechen
nicht dem intraoviduktalen oder intrauterinen Milieu und sind nur unzureichend definiert
(Ubersichtsartikel McEvoy 2003, Mantikou et al. 2013, Chronopoulou & Harper 2015, Kleijkers
et al. 2016). Uber die kurzfristigen Folgen und die langfristigen Auswirkungen auf die
Kindgesundheit wird kontrovers diskutiert, da die Subfertilitdt und das meist héhere Alter der
Eltern einen zusétzlichen Einflussfaktor darstellen (Sutcliffe & Ludwig 2007, Romundstad et
al. 2008, Ceelen et al. 2008, Ubersichtsartikel Basatemur & Sutcliffe 2008, Ubersichtsartikel
Chronopoulou & Harper 2015, Kleijkers et al. 2016). Das Risiko flir Komplikationen ist fir
Nachkommen, die durch eine IVF-Behandlung gezeugt wurden, nachweisbar héher (Klemetti
et al. 2005, El-Chaar et al. 2009, Ubersichtsartikel Santos, Kuijk & Macklon 2010, Vialard et
al. 2011). Daher muss intensiv an den optimalen Kulturbedingungen fiir die Embryonenkultur
geforscht werden, um den embryonalen Metabolismus nicht zu stéren und peri- und postnatale

Gesundheitsrisiken zu minimieren.
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5 Zusammenfassung

Die steigende Inzidenz von Diabetes mellitus (préakonzeptioneller Diabetes und
Gestationsdiabetes; IDF Diabetes Atlas 2017, DGD 2018), Ubergewicht und Adipositas
(Obesity Update 2017) bei Frauen im gebarfahigen Alter ist besorgniserregend. In
Deutschland sind derzeit ca. 7% aller Schwangerschaften von einem Diabetes mellitus
betroffen. Der Anteil an Frauen mit einem prékonzeptionellen Diabetes mellitus (T1DM, T2DM)
betragt ca. 1% mit ansteigender Tendenz. Aus tierexperimentellen Studien ist bekannt, dass
Embryonen diabetischer Mutter bereits wé&hrend der Praimplantationsentwicklung
Stoffwechselauffalligkeiten zeigen. Wichtige Regulatoren flr die embryonale und plazentare
Entwicklung sind microRNAs. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb der Einfluss eines
experimentell erzeugten T1DM auf die microRNA-Expression und —Prozessierung wéhrend
der frihen Phase der Praimplantation und Plazentation sowohl in embryonalen als auch
maternalen Geweben untersucht. Die experimentellen Untersuchungen wurden am

diabetischen Frihgraviditatsmodell des Kaninchens durchgefihrt.

Die Analyse der SOLiD-Sequenz-Daten ergab, dass alle verwendeten microRNA-Sequenzen

vom Kaninchen zu 100% mit den humanen Sequenzen Ubereinstimmen.

Die Ergebnisse aus den maternalen Geweben lassen sich wie folgt zusammenfassen:

» Die Graviditat der Kaninchen hat keinen Einfluss auf die Menge der untersuchten
microRNAs im mdatterlichen Plasma. Lediglich die miR-222-Menge ist im Plasma von
diabetischen graviden im Vergleich zu nicht-graviden Tieren verringert.

» Erfolgt die Graviditat jedoch in einem diabetischen Kaninchen dann ist die Menge an miR-
27b, -141, -191, -222 und -433 im Plasma verringert und

 flOhrt zu einer verminderten miR-222-Expression und gesteigerten Expression des miR-222-
Zielgens CNR1 im Endometrium.

» Die Proteinexpression von Drosha und Dicer ist im Endometrium gravider diabetischer

Kaninchen unverandert.

Im Vergleich zu einer normalen Graviditadt kommt es bei einer diabetischen Graviditat zu einer
deutlichen Veranderung des microRNA-Musters im maternalen Blut und im Endometrium.

Die Ergebnisse der Untersuchung von Embryonen an Tag 6 p.c. der Entwicklung lassen sich

wie folgt zusammenfassen:

* MicroRNAs werden vom Embryoblasten und Trophoblasten exprimiert und sind in der
Blastozystenhdhlenflissigkeit nachweisbar.

» Die Expression von microRNA-prozessierenden Genen ist ab Tag 3 p.c. in allen
Embryonalstadien vorhanden.
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+ Die mRNA-Mengen der Gene AGO2, DGCR8, EXP5, SRSF3 und TARDBP sind in
Embryoblast- und Trophoblastzellen diabetischer Kaninchen erhéht, wéhrend die Drosha-
und Dicer-Expression deutlich verringert ist.

Diese Dysregulation hat Auswirkungen auf die embryonale microRNA-Expression:

» Ein maternaler Diabetes fiihrt zu einer Verringerung der miR-27b-, -141-, -191-, -222-
Expression im Trophoblasten, wahrend deren Expression im Embryoblasten diabetischer
Kaninchen unverandert ist.

» Die Erhéhung der IGF2-Expression korreliert mit der miR-141-Menge im Trophoblasten
diabetischer Kaninchen. Die mRNA-Expression weiterer microRNA-Zielgene ist in
Embryoblast- und Trophoblastzellen diabetischer Kaninchen unverandert.

Blastozysten aus diabetischen Muttern zeigen eine zelllinienspezifisch veranderte Expression
von microRNAs und eine veranderte microRNA-Prozessierung. Das microRNA-Muster ist
vielschichtig und |aBt derzeit keine einfachen Erklarungsansatze fir den Einfluss auf die
Embryonalentwicklung zu. In weiteren Untersuchungen mit anderen Versuchsansatzen muss
geklart werden wie sich ein dysreguliertes microRNA-Muster auf die Embryonalentwicklung
und Implantation auswirkt.

Wahrend der Plazentaentwicklung:

» steigt die miR-141 und -210-Menge an ohne Veranderungen durch einen maternalen
Diabetes mellitus in den untersuchten microRNAs.

» Die microRNA-prozessierenden Molekile in der Plazenta sind durch einen Diabetes
verandert. Die AGO2-, EXP5- und TARDBP-Transkription und die Dicer- und Drosha-
Proteinmenge sind in Placentae am Tag 12 p.c. verringert.

Trotz Veréanderungen in der Expression microRNA-prozessierender Gene, war die Expression
spezifischer microRNAs unveréndert. Daher reichen die beobachteten Veranderungen derzeit
nicht aus, um etwaige Plazentations- und Plazentastérungen in dem in der vorliegenden Arbeit
genutzten Tiermodell aufzuzeigen. In weiteren Untersuchungen muss geklart werden, ob
andere microRNAs in ihrer Expression veréndert sind und welche Bedeutung dies fur die
Plazentaentwicklung und —funktion hat.

Durch die in vitro-Kultivierung von Tag 6 p.c. Kaninchenblastozysten mit verschiedenen
Supplementen wird messbar, wie Embryonen auf veranderte Konzentrationen an Glukose
oder Wachstumsfaktoren in ihrer Umgebung reagieren:
» Eine steigende Glukosekonzentration flhrt zu einer Erhéhung der miR-191-Expression in
Embryoblastzellen und zu einer Verringerung in Trophoblastzellen.
 Insulin steigert die miR-141-Menge in Embryoblastzellen gesunder Kaninchen und die miR-
27b- und -191-Expression in Trophoblastzellen diabetischer Kaninchen.
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* IGF2 erhdht die miR-141-Menge in Trophoblastzellen.
» LIF steigert die Expression der miR-27b, -141 und -191 im Trophoblasten.
» Die Menge an spezifischen microRNAs ist in der Blastozystenhdhlenflissigkeit durch die in

vitro-Kultur unverandert.

Die in vitro-Kulturversuche verdeutlichen den zelllinienspezifischen Effekt durch ein
verandertes Umgebungsmilieu. Insbesondere Trophoblastzellen reagieren sensitiv auf ein
verandertes Nahrstoff- und Hormonangebot mit einer veranderten microRNA-Expression in
vivo und in vitro. Dieser Prozess der metabolischen Anpassung kann zu Abweichungen in der
Plazentamorphologie und einer verénderten fetalen Nahrstoffzufuhr bishin zur ,fetalen
Programmierung* fihren. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass microRNAs eine zentrale Rolle im
Adaptationsprozess des Embryos in der Frihschwangerschaft zukommt und eine
dysregulierte embryonale microRNA-Expression und -Prozessierung eine potentielle Ursache
fir die embryonale Entwicklungsverzégerung in diabetischen Kaninchen ist.
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6 Summary

The prevalence of Diabetes mellitus (pregestational and gestational diabetes), of overweight
and obesity among women of reproductive age is increasing worldwide (IDF Diabetes Atlas
2017, Obesity Update 2017, DGD 2018). In Germany, about 7% of all pregnancies are affected
by Diabetes mellitus. The prevalence of pregestational diabetes (T1DM, T2DM) amounts to
approximately 1%, with increasing tendency. It is known that diabetes affects embryo
development as soon as during the very first days after conception. Due to their fundamental
role for embryogenesis and placentation, microRNA processing and expression were
investigated during the preimplantation period and during placentation in embryonic and
maternal tissues in an experimentally induced T1DM pregnancy in rabbits.

The analysis of the SOLiID-Sequencing data reveals 100% identity between used rabbit and
human microRNA sequences.

The main results for maternal tissues can be summarised as follows:

» Pregnancy has no influence on the amounts of specific microRNAs in maternal plasma.
Merely, miR-222 amount is reduced in plasma of diabetic pregnant compared to non-
pregnant rabbits.

* A maternal Diabetes mellitus reduces miR-27b, -141, -191, -222 and -433 amounts in
plasma

» and leads to a decreased miR-222 expression and an increased expression of the miR-222
target gene CNR1 in the endometrium.

» The endometrial Drosha and Dicer protein expression was unchanged in pregnant diabetic
rabbits.

The main results for day 6 p.c. rabbit blastocysts can be summarised as follows:

» MicroRNAs are expressed in embryoblast, trophoblast and are present in blastocyst cavity
fluid.

» microRNA processing genes are present from day 3 p.c. onwards.

« The mRNA amounts of AGO2, DGCR8, EXP5, SRSF3 und TARDBP are increased in
embryoblast and trophoblast cells from diabetic rabbits, whereas the Drosha and Dicer
expression is decreased.

The dysregulation has consequences for embryonic microRNA expression:
* Maternal diabetes leads to a reduction of miR-27b, -141, -191, -222 expression in
trophoblast cells, whereas no changes are observed in embryoblast cells of diabetic rabbits.
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» The increase of IGF2 expression correlates with miR-141 amount in trophoblast cells of
diabetic rabbits. The expression of other microRNA target genes was unchanged in
embryoblast and trophoblast from diabetic rabbits.

During placental development:

* miR-141 and -210 amount is increasing without changes in the expression of investigated
microRNAs in placental tissue of diabetic rabbits.

« The microRNA processing genes are altered in placental tissues of diabetic rabbits. The
AGO2, EXP5 and TARDBP transcription and the Dicer and Drosha protein expression is
reduced in placentae at day 12 p.c.

The in vitro culture of day 6 p.c. rabbit blastocysts demonstrates how embryos react to altered

glucose or growth factor concentrations in the surrounding milieu:

* miR-191 transcription is elevated with increasing glucose concentrations in embryoblast
cells and is reduced in trophoblast cells.

* Insulin enhances the miR-141 amount in embryoblast cells of healthy rabbits and the miR-
27b and -191 expression in trophoblast cells of diabetic rabbits.

* IGF2 increases the miR-141 amount in trophoblast cells.

» LIF leads to the enhanced expression of miR-27b, -141 and -191 in trophoblast cells.

» The amounts of specific microRNAs are unchanged in the blastocyst cavity fluid of in vitro-
cultured embryos.

The present study demonstrates that an experimentally induced T1DM leads to alterations in
the microRNA processing and expression in maternal and embryonic tissues. Particularly,
trophoblast cells are highly sensitive to altered uterine conditions during the implantation
period, indicated by clear changes in the microRNA expression. In contrast, embryoblast cells
showed only moderate or no changes in miRNA expression. The observed changes may
explain the observed embryonic developmental delay and subfertility of diabetic rabbits. The
reduced Drosha and Dicer expression in embryoblast, trophoblast and placental tissue
assumes that other microRNAs are differentially expressed. Their role as posttranscriptional
regulators of various genes suggests that microRNAs participate in the adaptation of
embryonic metabolism with consequences for implantation and placentation. The changes in
microRNA expression in trophoblast cells were remarkably. Further studies have to elucidate
the potential role of microRNAs as early biomarkers for embryonic and placental pathologies.
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8 Anhang

8.1 microRNA-Nomenklatur

Die Namensgebung der microRNAs erfolgt anhand der zeitlichen Reihenfolge ihrer
Sequenzierung bzw. Beschreibung. Dabei stehen die ersten drei Buchstaben vor jeder
microRNA fur den Organismus, aus dem sie isoliert wurde. Die hsa-miR-181 kann
dementsprechend der Spezies Homo sapiens, die ocu-miR-141 der Spezies Oryctolagus
cuniculus zugeordnet werden. Innerhalb einer Art werden identische microRNAs mit
unterschiedlichen Genloci oder Vorlaufer-Sequenzen mit einer zusatzlichen Nummer
versehen, z.B. miR-142-1 und miR-142-2, wahrend bei eng verwandten Sequenzen ein
Buchstabe angehangt wird, z.B. miR-27a und miR-27b. Bei microRNA-Sequenzen, die von
einem gemeinsamen Vorldufermolekdl (pri- und pre-miRNA) abstammen, wird der
vorherrschend exprimierte microRNA-Strang mit miR-56 und der geringer vorkommende
microRNA-Strang mit miR-56* bezeichnet. Wenn das Expressionsniveau unbekannt ist, erfolgt
die Bezeichnung anhand des pre-miRNA-Armes, von dem sie abstammen, z.B. miR-142-5p
(5°-Arm) und miR-142-3p (3‘-Arm) (Ambros et al. 2003).
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8.2.1 Sekundarstrukturen der kaninchenspezifischen pre-microRNAs
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ocu-pre-miR-27b
Ubereinstimmung zu hsa pre-miRNA: 96,9%

MFE= -50,9 kcal/mol
Chromosom 1, positiver Strang

Start: 74102361

Ende: 74102457 97 nt

ocu-pre-miR-29b
Ubereinstimmung zu hsa pre-miRNA: 98,8%

MFE= -34,9 kcal/mol
Chromosom 7, negativer Strang

Start: 9515801

Ende: 9515881 81 nt

ocu-pre-miR-141

Anhang

Ubereinstimmung zu hsa pre-miRNA: 94,3%

MFE= -41,4 kcal/mol
Chromosom 8, positiver Strang

Start: 32967338 Ende: 32967425

88 nt
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Ubereinstimmung zu hsa pre-miRNA: 97,9% MFE= -41,8 kcal/mol
Chromosom X, negativer Strang Start: 30973556 Ende: 30973651 96 nt
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ocu-pre-miR-433
Ubereinstimmung zu hsa pre-miRNA: 95,7% MFE= -38,7 kcal/mol
GL019048, positiver Strang Start: 6773 Ende: 6865 93 nt
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ocu-pre-miR-92a
Ubereinstimmung zu hsa pre-miRNA: 98,7% MFE= -35,5 kcal/mol
Chromosom 8, positiver Strang Start: 93068414 Ende: 93068491 78 nt

Abb. 30: Vorhergesagte Haarnadelstruktur der kaninchenspezifischen pre-microRNAs

Far die Vorhersage der mutmabBlichen Sekundarstrukturen der ocu-pre-miR-27b, -29b, -141, -
222, -433 und -92a wurden die bekannten pre-microRNA-Sequenzen vom Menschen und der
Maus mit Hilfe des Sequenzabgleich-Programms BLASTN abgeglichen. Die Generierung der
Sekundarstruktur der pre-microRNAs erfolgte mit dem Programm RNAfold (Gruber et al. 2008)
und wurde als Sekundarstruktur mit minimal freier Energie (MFE) dargestellt.
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8.3 Materialien, Gerate, Gebrauchswaren und Software

8.3.1 Chemikalien

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid

(X-Gal)
Acrylamid

Agar-Agar
Agarose
Alloxan
a-D-Glucose
Ampicillin

Ammoniumpersulfat (APS)
B-Mercaptoethanol

Benzylpenicillin-Natrium

BSM I
Bovines Serum Albumin (BSA)

Bradford-Reagenz

Bromphenolblau
Chloroform

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dithiothreitol (DTT)

DNA-Leiter 100bp Gene Ruler
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Domitor® SPC
e-Aminocarponsaure
Ethylendiamintetraazetat (EDTA)
Eisessig

Ethanol absolut
Ethidiumbromid

Glukose
Glyzerin
Glycin
Hefeextrakt
Hexan

Humanes Choriongonadotropin (hCG)
Huminsulin Basal (NPH)

Carl-Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Carl-Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe

Biozym, Oldendorf
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Carl-Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Infectopharm Arzneimittel und
Consilium GmbH, Heppenheim
Biochrom AG, Berlin

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Mdiinchen

Fluka, Buchs

Carl-Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl-Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Janssen Animal Health, Neuss
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl-Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl-Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Carl-Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe

Carl-Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Intervet, UnterschleiBheim
Lilly Deutschland GmbH, Bad
Homburg
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Insulin (bovin)
Insulin like growth factor (IGF2)

Isopropanol
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG)

Kaliumchlorid

Ketanest®
Kochsalzlésung (isotonisch)

Kupfersulfat

L-Leucin

ESGRO® Leukemia Inhibitory Factor (LIF)
Luminata™ Forte Western HRP substrate
Sucofin Magermilchpulver
Magnesiumsulfat

Methanol

MicroRNA LNA™ PCR primer set
Natriumazetat

Natriumchlorid

Natriumhydrogencarbonat
N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Nonidet (NP40)

Oligonukleotide

PageRuler™ Prestained Protein Ladder 10-
170K

Pentobarbital

Pepton

Phosphate buffer solution (PBS) Dulbecco
Ponceau S

Polyvinylalkohol (PVA)

Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSGQG)
Random Primer

Rapamycin

Reika Kraftfutter
RNA/ater®
Salzsaure (36%)

SM Prestained Protein ladder
Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Streptomycin
Tris[hydroxymethyl]-aminomethan (TRIS)

TRI Reagent®

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Mdiinchen

Calbiochem, Merck Millipore,
Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl-Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe

Carl-Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe

Pfizer, Karlsruhe

Fresenius Kabi Deutschland GmbH,
Bad Homburg

Biochrom AG, Berlin
AppliChem GmbH, Darmstadt
Merck Millipore, Darmstadt
Merck Millipore, Darmstadt
TSI GmbH & Co.KG, Zeven
Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Carl-Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe

Exigon, Vedbaek (Danemark)
Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Carl-Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

ICN Biomedicals, Inc., Ohio
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Thermo Fisher Scientific Inc.,
Rockford (USA)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl-Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe

Biochrom AG, Berlin
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Intervet, UnterschleiBheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Calbiochem, Merck Millipore,
Darmstadt

Reinsdorf Kraftfutterwerk, Reinsdorf
Applied Biosystems, Darmstadt
Carl-Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot
Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Tween® 20
Wasserstoffperoxid
Xylencyanol

5fach Reaktionspuffer

5fach PCR-Puffer

2fach Rapid Ligation Buffer

8.3.2 Enzyme

Apa | (10 U/ul)
Crimson Tag™ DNA-Polymerase (5 U/ml)

ExXiLENT SYBR® Green Master Mix

5x HOT FIREPol® Eva Green® gPCR Mix Plus
(ROX)

Protease-Inhibitor

Phosphatase-Inhibitor

rRNasin® Rnase-Inhibitor (40 U/ul)
RevertAid™ H Minus Reverse Transkriptase
(200 U/ul)

Sacl (10 U/ul)

Takyon ROX SYBR MasterMix blue dTTP
T4 DNA-Ligase (3 U/ul)

8.3.3 Vorgefertigte Systeme (Kits)

BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
DNA-free™ (DNAse-Treatment & Removal)
Dynabeads® mRNA Direct™ Kit

miRNeasy Mini Kit

pegqGOLD Plasmid Miniprep Kit |

pGEM®-T Vektor Kit

QlAquick® Gel Extraction Kit (250)
QlAprep® Spin Miniprep Kit
QuantiFluor® RNA System
Universal cDNA synthesis kit Il

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Rockford (USA)

New England Biolabs GmbH,
Frankfurt am Main

Promega GmbH, Mannheim

Fermentas, St. Leon-Rot

New England Biolabs GmbH,

Frankfurt am Main

Exigon, Vedbaek (Danemark)
Solis BioDyne, Tartu (Estland)

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot
Eurogentec, Seraing (Belgien)
Promega GmbH, Mannheim

Applied Biosystems, Darmstadt
Ambion INC, Austin
Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

pegLab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Promega GmbH, Mannheim
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Promega GmbH, Mannheim
Exigon, Vedbaek (Danemark)

8.3.4 Oligonukleotide

Die LNA™-angereicherten microRNA-spezifischen Oligonukleotide wurden von der Firma

Exigon bezogen (Tab. 14).
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Tab. 14: microRNA-spezifische Oligonukleotide fiir die RT-gPCR

Flr die Quantifizerung von microRNA mittels RT-qPCR wurden LNA™ PCR primer sets der
Firma Exigon verwendet.

Primersequenz 5° — 3° Identifikationsnummer

hsa-miR-27b-3p UUCACAGUGGCUAAGUUCUGC

hsa-miR-29b-3p UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU
hsa-miR-92a UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU
hsa-miR-103a AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA

hsa-miR-141-3p UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG

hsa-miR-191-5p CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG

hsa-miR-210-3p CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA
hsa-miR-222-3p AGCUACAUCUGGCUACUGGGU

hsa-miR-433-3p AUCAUGAUGGGCUCCUCGGUGU

geschuitzte Information (Exigon)

MIMAT0000419

MIMATO0000100

MIMAT0000092

MIMATO0000101

MIMAT0000432

MIMAT0000440

MIMAT0000267

MIMAT0000279

MIMATO0001627

NR_004394

Die Synthese der Oligonukleotide fur die Quantifizierung von cDNA aus mRNA erfolgte durch

die Firma Sigma-Aldrich (Tab. 15.)

VIII



Anhang

Tab. 15: Oligonukleotide fiir RT-PCR, RT-qPCR und Sequenzierung

Die Annealing-Temperatur aller Oligonukleotide lag fir die RT-PCR und RT-qPCR bei 60°C.
Strangspezifitéat: forward (fw) und reverse (rev); Bp- Basenpaare

fw: GATATGCCTTCAAGCCTCCG

rev: TATCTCCCTGTTCACTCTCCTGG Ues AL Eouce 2oy

fw: GCCCAAGACAGGTTCAAGAG
rev: TGTTTGCAGCATCCAGGTAA 221 XM_008269140.1
fw: GGTCAAGAGCAAGGCCAAGA

rev: ACAGCTGCTCCACCTTCTTC 188 XM_002723927.1

fw: TGCTCAGACATTTTCCCGCT
rev: GGTCTTGGCCAGCCTAATGT 243 XM_008263198.2
fw: GTATGCACAGACCACGGATG

rev: TGCAGGCTGTGTAGGAAGTG 169 NM_004379.3

fw: GAGAGACAGAGCGGACGAAG
rev: GCCACGACTTTTGAGCACTG 211 XM_008250577.2
fw: GAAGCGGCCTCTATGAACGA

rev: GGTCCCAGAACTACCAGCAC = AL DTS

fw: ACCTGAGAACACTTCGATGCT
rev: TGACACCTACTGCCTTGCAT 209 XM_008262091.1
fw: CTCTTTCCCTTGTCGTGCCT

rev: TCTTCCGCAGGCTTTTCAGT 220 XM_008256836.1

fw: GACACCGATTGCTTTGCCTG
rev: TTGACACAGAACGCGCCATA | A DU
fw: GACATTCTGAGGACACGCCA

rev: TCCCACTGGACCACTTCTCT R

fw: GAAAGGTGGTATACGGAAAGACC
rev: GGTCAGTAGGCCCATCATCG 289 XM_002714947.3
fw: CTACTCAGGAGTCAAAGGCTCA

rev: ATCAAGGGCTTCCGGTCTTG 2z A Ol

fw: GCCGCTTCTTCTCGTGCAG 144 123961
rev: ATGGATCATTGATGGCGACAACAT
fw: CGTGTTCTTTCCATCCCCGA

rev: GCCGGTTCCCTTAGCTTCTT 166 XM_008274931 1

fw: TGGAAGAACTTGCCCACGGAG

rev: GCTGCATTGCTGCTTACCGC 286 JNB25734.1

fw: GCTCTGCCATTGACCATCTT

rev: TCAGAATCTTCCCACTGGCTG 180 NM_001101684.1
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fw: AACCCAGCTCCCAAACACAA
rev: AGTGCATTCTGGCGACTTGA

fw: ATCACCTCCACACACACGAC
rev: GGCGATCACAATGCTCACAC

fw: TCGCGGCATTTCCCTAGATA
rev: ATGCCTTTCAGCACATAGATTG

fw: GCAACCAAAAGCCAGGGATG
rev: CCCGGTAAGAAAACGCCTCT

fw: GATGGAAGAACGCTGTGTGG
rev: ATCGGGACGGCTTGTGATTT

AATACGACTCACTATAGG

fw: CCTTGGTCTACGTCGTCAACT
rev: ATCTATCATGTGCCGCTGGG

fw: GCCTGCGTCCACTCTACATT
rev: GGGACACACAGCAAGGAGAA

fw: GCCATTTGTATGTGCACCCTC
rev: GCCAGGTGACTGCTTTACTG

fw: TATGTGCTGCTGGTGCTGAA
rev: TCGCAACTGTTCTGCACTCT

fw: TTGAGAAGATGCAGGCTGGG
rev: TGAGGAGAGGTTGAGAGGGG

8.3.5 Antikérper

Goat-anti-mouse-1gG, HRP-konjugiert,
Goat-anti-rabbit-IlgG, HRP-konjugiert, P0448
Mouse-anti-human B-Aktin, monoclonal, A-5441
Mouse-anti-human Histone H3, monoclonal,
ab-10799

Rabbit-anti-human Dicer, polyclonal, sc-30226

Mouse-anit-human Dicer, monoclonal, sc-136981
Rabbit-anti-human Drosha, monoclonal, #3364

Mouse-anti-human Drosha, monoclonal,
sc-393591

160

252

289

275

250

298

195

127

221

251

XM_008273386.1

XM_002710501.2

XM_008270132.1

XM_008266050.1

XM_008262842.2

XM_008253938.2

NM_001082660.1

XM_008262084.1

XM_002708805.3

XM_008268014.1

Dianova, Hamburg

Dako, Hamburg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Abcam, Cambridge (GroBbritannien)

Santa Cruz Biotechnologie, Inc.,
Santa Cruz (USA)
Santa Cruz Biotechnologie, Inc.,
Santa Cruz (USA)

Cell Signaling, Davers (USA)
Santa Cruz Biotechnologie, Inc.,
Santa Cruz (USA)
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8.3.6 Bakterienstamm

In der vorliegenden Arbeit wurde der Bakterienstamm der Spezies Escherichia coli (E.coli)

verwendet.

Zellstamm Genotyp

Referenz

endA1 thi-1 hsdR17

fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA ginV44
NEB 5-alpha @80 A(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relAl

New England Biolabs
GmbH, Frankfurt am Main

8.3.7 Gerate

ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer
Becherresonator BR 30

Brutschrank

Brutschrank HERACell 150i (Stimulation)

ChemiDoc™ Touch Imaging System
Electrophoresis Power Supply EV 202
Gel-Dokumentationsgerat
Gelelektrophoresekammer

LaminAir® HP72 (halbsterile Werkbank)
Kuhlzentrifuge, Biofuge fresco 17
Dynal MPC® Magnetic Particle Concentrator

Magnetrihrer mit Heizung MR 2002
Mikrowelle

Mikroskop Olympus IX-70

Multitron

Novex Elektrophoresekammer
pH-Meter pH 525

Pipettus

Quantus™ Fluorometer
Precellys?* lysis & homogenization
(Homogenisator)
Reaktionscuphalter EH 3
Rollenmischgerat RM 5

Rotations-Vakuum-Konzentrator RVC 2-18
Schuttler GFL 3006

Semi-Dry-Blot

Sicherheitswerkbank HERAsafe®
SONOPULS HD 3200
Spektrophotometer

Spektrophotometer Nano Vue™
Sprout™ Minizentrifuge

StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems
Stereomikroskop Stemi 2000
Stereomikroskop Stemi SV 11
Stereomikroskop SZH 10

Thermocycler T3000

Applied Biosystems, Darmstadt
Bandelin, Berlin

Heraeus, Hanau

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Bonn

Bio-Rad Laboratories GmbH
Consort, Turnhout (Belgien)
LTF Labortechnik

Agagel Mini und Maxi Biometra,
Géttingen

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Invitrogen Dynal AS, Oslo,
Norwegen

Heidolph, Schwabach

AEG

Olympus, Hamburg

Infors AG, Bottmingen (Schweiz)
Invitrogen, Karlsruhe

WTW, Weilheim

Hirschmann® Laborgerate,
Eberstadt

Promega GmbH, Mannheim
pegLab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Bandelin, Berlin
Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH
& Co. KG ,Assistent”, Sondheim
Christ, Osterode

GFL, Burgwedel

Biometra, Géttingen

Hereaus, Hanau

Bandelin, Berlin

Amersham Biosciences, Freiburg
GE Healthcare, Mlnchen
Biozym, Oldendorf

Applied Biosystems, Darmstadt
Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena

Olympus, Hamburg

Biometra, Géttingen
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Trockenschrank T6060
Vortex-Genie 2 (G560E)
Waage BP 210 S & BP 3100 S
Wasserbad

Zentrifuge Biofuge 13

8.3.8 Gebrauchswaren

Amersham Hyperfilm™ ECL
BD Microlance™ 3

Dieffenbach-Klemme
Einmal-Klvetten
Falkonréhrchen (15ml, 50ml)

Gelkassetten 1,5mm
Glaspipetten

Keratoplastik-Siebspatel

Micro Amp™ Fast Reaction Tubes
Micro Amp™ Fast Optical 8-Cap Strip
Multi-Adapter fir S-Monovette®

Multi TwistTop™ Vials 2,0ml

Nitrozellulosemembran
Omnifix® U-40 Insulin
Petrischalen
Petrischalen 30x10

Parafim® M 4 In x 125 Ft.
Pasteurpipetten 150 mm

Precellys-Keramik-Ktgelchen 1,4mm
Pinzette

Pinzette Student Dumont

Pipetten

ReaktionsgefaBe (safe lock tubes)
Reagenzglaser

Safety Multifly-Kantle

S-Monovette®

Vannas Federschere

Whatman™ Filterpapier
Nunc™ 4-Well-Schalen

8.3.9 Software
Basic Alignment Search Tool (BLAST)

BioCaptMW
Bio1D

Heraeus, Hanau

Scientific Industries, Inc., New York
Sartorius, Géttingen

GFL, Burgwedel

Hereaus, Hanau

GE Healthcare, Miinchen
Becton Dickinson S.a., Fraga
(Spanien)

Geuder AG, Heidleberg

Brand GmbH & Co.KG, Wertheim
Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Invitrogen, Karlsruhe

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Geuder AG, Heidelberg
Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt
Sarstedt, Nimbrecht

PeqgLab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

GE Healthcare, Miinchen
B.Braun, Melsungen

Gosselin, Borre (Frankreich)
Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Brand GmbH & Co.KG, Wertheim
Carl-Roth GmbH & Co0.KG,
Karlsruhe

PeglLab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg

Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Schott AG, Mainz

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Fine Science Tools GmbH,
Heidelberg

GE Healthcare, Miinchen
Thermo Fisher Scientific GmbH,
Bonn

National Centre for Biotechnology
Information (NCBI)

Vilber Lourmat, Eberhardzell
Scientific Software Group, Utah
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Generunner

Image Lab™ Software 5.2.1
Microsoft Office 2016

miRBase
miRDB
miRBmine
NormFinder
Primer3Plus

QuickCalcs

SigmaPlot® 12.0
TargetScan

Zotero 3.0.8

(USA)

Hastings Software, Inc., New York
(USA)

Bio-Rad Laboratories GmbH
Microsoft®Corporation, Redmond
(USA)

University of Manchester, Manchester
(GroBbritannien)
http://www.mirdb.org/miRDB/index.html
University of Michigan

Department of Molecular Medicine
(MOMA), Aarhus (Danemark)

Free Software Foundation, Inc.,
Boston (USA)

GraphPad Software, Inc, La Jolla
(USA)

Systat Software GmbH, Erkrath
Bioinformatics and Research
Computing, Whitehead Institute for
Biomedical Research, Cambridge
(USA)

Center for History and New Media,
Fairfax (USA)
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8.6 Abkilirzungsverzeichnis
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ADIPORT1
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B
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C/ Chr
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CAF1
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cDNA
CEBPB
CNR1
CREB1
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d

da
DCP2
DEPC
dest.
DGCRS8
DGD
DM1
DNA
DNAse
dNTP
ds

dT
DTT
E2F7
EB
E.coli
EMT
endo-siRNA

Ampere

Abbildung

Adiponektin-Rezeptor 1
Argonaut-Proteine

Proteinkinase B

Ammoniumpersulfat
Adenosintriphosphat

Blastozyste

Brain-Derived Neurotrophic Factor
Blastozystenhdhlenflissigkeit
Nucleotide Basic Alignment Search Program
Basenpaare

Bovines Serumalbumin

Basales synthetisches Medium

Bos taurus (Rind)

beziehungsweise

Chromosom

circa

CCR4-Associated Factor 1

Carbon catabolite repressor protein 4
komplementére Desoxyribonukleinsaure
CCAAT/Enhancer Binding Protein 8
Cannabinoid-Rezeptor 1

CAMP responsive element binding protein 1
Cycle treshold

Tag

Dalton

mRANA-decapping enzyme 2
Diethylpyrocarbonat

destilliert

DiGeorge syndrome critical region 8
Deutscher Gesundheitsbericht Diabetes
diabetisch

Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleosidtriphosphat
doppelstrangig

Desoxythymidin

Dithiothreitol

E2F Transcription Factor 7
Embryoblast

Escherichia coli
Epithelial-mesenchymale Transition
endogene siRNAs
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ERK
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LIFR
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miRNA
mmu
mRNA
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extracellular signal-regulated kinase
Ostrogenrezeptor a
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extrazellulare Vesikel

Exportin 5
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Glukose
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Glycine-Tryptophan Protein of 182 kDa
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Immunglobulin G
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Insulin-like growth factor 2
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Kulturmedium

Liter

Leukemia inhibitory factor
Leukemia inhibitory factor-Rezeptor
Locked nucleic acids

long non-coding RNA

Molar
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microRNA
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mTOR
Mw

n

N

ncRNA
n.d.

nm

NOT
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oD

p

p38 MAPK
PABP
PAGE
Pan 2/3
PAPPA
PBS
P-bodies
p.cC.

PCR
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PI3K
piRNA
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PPAR a
pre-miRNA
pri-miRNA
PTEN
PVA
RIID

rev

RIPA
RISC
RNA
RNase
RNA Polll
ROS

rem
rRNA

RS

RT
RT-PCR
RT-gPCR
SATB1

mammalian target of rapamycin

Mittelwert

Gesamt-Probenzahl

Anzahl der unabhangigen Versuche
nicht-kodierende RNA

nicht detektierbar

Nanometer

CCR4-Associated Factor

Oryctolagus cuniculus

optische Dichte
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p38 mitogenaktivierte Proteinkinase
Poly(A)-bindendes Protein
Polyacrylamidgelelektrophorese
Poly(A)-Nuclease Deadenylation Complex Subunit 2/3
Pregnancy-Associated Plasma Protein A
Phosphate buffer solution

processing bodies

post coitum

Polymerase-Kettenreaktion

posteriore Gastrulationsextension
Phosphoinositid-3-Kinase

Piwi-interacting RNA

Pleiomorphic Adenoma Gene 1

Pregnant Mare Serum Gonadotropin
Polymerase

Peroxisome proliferator-activated receptor alpha
precursor miRNA

primare microRNA

Phosphatase and Tensin Homolog
Polyvinylalkohol

RNaselll-Doméne

reverse

radio immunoprecipitation assay

RNA induced silencing complex
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

RNA-Polymerase Il

reaktive Sauerstoffspezies

Umdrehungen pro Minute

ribosomale RNA

Reducing Sample

Raumtemperatur
Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
quantitative Echtzeit-Reverese-Transkriptase-PCR
Special AT-Rich Sequence Binding Protein 1
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SDS
snoRNA
SOC
s0g.
SOLID
SRSF3
STF
T1DM
T2DM
Tab.
TARDBP
B
TEMED
TGFB2
TGFBR1
TRBP
TRIS
tRNA
U

u.a.
UTR
uv
VRB
Wee1
X-Gal
z.B.
ZEB1
MG

z.T.

B
H
°C

Natriumlaurylsulfat

small nuclear RNA

Super Optimal broth with Catabolite repression
sogenannt

Sequencing by Oligo Ligation Detection

Serine and Arginine Rich Splicing Factor 3
Standardfehler

Typ 1 Diabetes mellitus

Typ 2 Diabetes mellitus

Tabelle

TAR DNA-binding protein 43

Trophoblast
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Transforming Growth Factor 8 2

Transforming growth factor (TGF) B-Rezeptor 1
Trans-Activation Responsive RNA-Binding Protein
Tris[hydroxymethyl]-aminomethan
Transfer-RNA

Enzymeinheit

unter anderem

untranslatierter Bereich

ultraviolett

vorderer Randbogen

WEE1 G2 Checkpoint Kinase
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactosid

zum Beispiel

Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1
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