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I 
 

Referat 

Das polyzystische Ovarsyndrom (PCOS) als häufigste Ursache endokriner Störungen 

bei Frauen mit unerfülltem Kinderwunsch ist bis heute eine Erkrankung ohne eindeutige 

diagnostische Marker. In dieser Arbeit sollte der Zusammenhang zwischen den 

Serumkonzentrationen der microRNAs miR-27b, miR-126, miR-224 und miR-372 und 

dem Krankheitsbild des PCOS untersucht werden. Die zirkulierenden microRNAs 

wurden im Serum von 201 Kinderwunschpatientinnen mit unterschiedlichen Diagnosen 

(106 PCOS- und 95 Non-PCOS-Patientinnen) mittels quantitativer real-time PCR 

(qPCR) bestimmt. Durch anschließende Korrelationsanalysen konnten signifikante 

Korrelationen zwischen allen vermessenen microRNA-Konzentrationen sowie dem 

Vorliegen von Polyzystischen Ovarien im Ultraschall, einem der PCOS definierenden 

Merkmale, belegt werden. Zudem korrelierten die Serumkonzentrationen der miR-126, 

miR-224 und miR-372 signifikant mit der Diagnose „Polyzystisches Ovarsyndrom“.  

Weitere Charakteristika des PCOS sind der Hyperandrogenismus sowie der enge 

Zusammenhang zu metabolischen Begleiterkrankungen wie primär dem Diabetes 

mellitus. Vor diesem Hintergrund wurde mittels in vitro Experimenten mit den 

Granulosakarzinomzelllinien COV434 und KGN ein möglicher Zusammenhang zwischen 

der Expression der ausgewählten microRNAs sowie zusätzlich der microRNA miR-23a 

und einer Stimulation der Zellen mit Testosteron oder Glukose untersucht. Unter 

erhöhten Testosteron- und Glukosekonzentrationen konnte keine signifikante 

Veränderung der microRNA-Expression gegenüber unbehandelten Kontrollen detektiert 

werden. 

Um die microRNA miR-23a in die Pathogenese des PCOS einordnen zu können, wurden 

mittels bioinformatorischer Tools die zwei Gene Östrogenrezeptor α (ERα) und 

Progesteronrezeptor (PR) selektiert und im dualen Luziferasereporterassay sowie dem 

Western Blot untersucht. In beiden Versuchsreihen konnten die beiden Gene für die 

microRNA miR-23a nicht als Zielgene nachgewiesen werden. 

In dieser Arbeit konnte eine signifikante Korrelation zwischen den Serumkonzentrationen 

der microRNAs miR-27b, miR-126, miR-224 und miR-372 und dem Vorliegen von 

Polyzystischen Ovarien im Ultraschall sowie zwischen den microRNA miR-126-, miR-

224- und miR-372-Konzentrationen und der Diagnose „Polyzystisches Ovarsyndrom“ 

festgestellt werden. Dies stellt einen Ausgangspunkt für weitere Forschungsarbeiten dar. 
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1 Einleitung 

 

1.1 Weibliche Infertilität 

Nach weltweiten Schätzungen leiden über 72,4 Millionen Paare an Unfruchtbarkeit 

(Gurunath et al., 2011). Diese ist laut der World Health Organisation (WHO) definiert 

über das fehlende Eintreten einer Schwangerschaft innerhalb eines Zeitraumes von 

einem Jahr bei regelmäßigem, ungeschützten Geschlechtsverkehr (Zegers-Hochschild 

et al., 2017). Die primäre Infertilität, aufgrund welcher betroffene Frauen noch nie 

schwanger waren, ist von der sekundären Infertilität abzugrenzen. Letztere ist definiert 

durch die Empfängnis von zumindest einer Schwangerschaft zuvor (Izzo et al., 2015). In 

30-40 % der Fälle liegt die Ursache für den unerfüllten Kinderwunsch allein bei der Frau, 

in 40 % der Fälle bei dem Mann und in 20-30 % der Fälle tragen beide Partner Ursachen 

zur Kinderlosigkeit bei (Izzo et al., 2015). Auch wenn im individuellen Fall die Ursache 

für die Infertilität sehr spezifisch sein kann, können doch mehrere Indikationsgruppen 

unterschieden werden. (s. in Abb. 1 eine Übersicht der Indikationen zur In-Vitro-

Fertilisation (IVF), einer Methode der künstlichen Befruchtung). 

 

Abbildung 1 Grafische Darstellung der Indikationen der Frau zur in-vitro-Fertilisation 
(IVF); modifiziert nach Blumenauer et al., 2018 (Blumenauer et al., 2018) 

 

Unter den häufigsten Ursachen der weiblichen Infertilität sind angeborene oder 

erworbene anatomische Deformitäten, Ovulationsstörungen und das Krankheitsbild der 

Endometriose zu finden (Blumenauer et al., 2018). Letztere ist charakterisiert durch 

Endometrium-Gewebe außerhalb der Gebärmutter, welches zu Dysmenorrhoe, 

Dyspareunie, nicht zyklusabhängigen Schmerzen und Subfertilität führen kann 

(Farquhar, 2000). Weiterhin können sich auch sexuell übertragbare Erkrankungen auf 

die Fertilität auswirken. So können Chlamydien-Infektionen, die Gonorrhoe oder auch 
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die genitale Form der Tuberkulose zu einer Verklebung der Eileiter führen und die 

Empfängnis verhindern (Alasiri et al., 2012). Zahlreiche hormonelle Störungen wie die 

Hypo- als auch die Hyperthyreose oder auch die verminderte Sekretion des 

hypothalamischen Gonadotropin-Releasing-Hormons (GnRH) bewirken ebenfalls häufig 

eine verminderte Fruchtbarkeit (Bliss et al., 2010). Die häufigste endokrinologische 

Störung unter Frauen in Verbindung mit einer Infertilität ist jedoch das Polyzystische 

Ovarsyndrom. 

 

1.2 Polyzystisches Ovarsyndrom 

Bereits in den Schriften Hippocrates von vor über zwei Jahrtausenden wird ein 

Krankheitsbild von Frauen beschrieben, die ein männliches, robustes und gesundes 

Erscheinungsbild prägen, eine schwache Menstruation von zumeist weniger als drei 

Tagen haben und nicht in der Lage sind schwanger zu werden oder ein Kind zu gebären 

(Azziz et al., 2011). Im Jahr 2003 veröffentlichten die „European Society of Human 

Reproduction and Embryology/American Society for Reproductive Medicine“ 

(ESHRE/ASRM) die sogenannten Rotterdam-Kriterien, die das diagnostische Vorgehen 

für die Indikation PCOS definieren. Bei Vorliegen von zwei der drei Kriterien (1) A- oder 

Oligomenorrhoe, (2) Hyperandrogenismus und (3) Polyzystische Ovarien im Ultraschall 

ist eine positive Diagnose zu stellen. Darüber hinaus existieren auch weitere Definitionen 

des PCOS, so auch die des „National Institute of Health“ (NIH), mit anderen 

diagnostischen Gewichtungen (s. Tabelle 1). 

 

Tabelle 1 Diagnostische Kriterien zur Definition des PCOS; modifiziert nach Ajmal et al., 
2019 

NIH 1990 Rotterdam 2003 AE-PCOS society 2006 

(1) jahrelange Anovulation 
(2) Hyperandrogenismus 

(1) Oligomenorrhoe oder 
Anovulation 

(2) Hyperandrogenismus 
(3) polyzystische Ovarien 

im Ultraschall 

(1) biochemisch oder 
klinisch bewiesener 
Hyperandrogenismus 

(2) ovarielle Dysfunktion 
(3) polyzystische 

Ovarmorphologie 

 

Demnach ist trotz der tiefgreifenden Historie des Krankheitsbildes eine exakte Definition 

und prozentuale Einschätzung betroffener Frauen nicht leicht zu stellen. Schätzungen 

zu Folge sind 8-13 % der weiblichen Bevölkerung im gebärfähigen Alter betroffen, wobei 

eine steigende Inzidenz zu verzeichnen ist (Agapova et al., 2014; Escobar-Morreale, 

2018; Neven et al., 2018).  
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Bisher weitgehend ungeklärt ist auch die Ätiologie des Polyzystischen Ovarsyndroms. 

Vermutlich handelt es sich um ein komplexes Zusammenspiel aus sowohl genetischen 

als auch Umweltfaktoren (Charifson und Trumble, 2019). Dysregulationen von Ovar- und 

Leberfunktionen, die zu gestörten Androgen- sowie Insulinspiegeln führen, könnten 

dabei eine Hauptursache darstellen (Li et al., 2019). Hinsichtlich der beteiligten 

genetischen Komponente ist von einer polygenen Beteiligung auszugehen, die 

vermutlich durch fertile männliche stumme Träger und subfertile Frauen weitergegeben 

wird (Barthelmess und Naz, 2015). Zusätzlich zeigen Beobachtungen einen 

Zusammenhang zwischen externen Faktoren und dem Auftreten des PCOS. Ein 

niedriger sozioökonomischer Status, einhergehend mit ungesunden 

Lebensgewohnheiten wie Rauchen, Bewegungsmangel und ungesunde Ernährung, 

scheint sich fördernd auf die Krankheitsentwicklung auszuwirken (Barthelmess und Naz, 

2015). 

 

1.2.1 Klinik und Diagnose des PCOS 

Eine Vielzahl assoziierter Gesundheitsstörungen beim PCOS sind bereits bekannt. Im 

Vordergrund stehen dabei die drei zur Diagnose führenden Kriterien der Anovulation (mit 

einem Anteil von 95 %), des Hyperandrogenismus (60 %) und der Polyzystischen 

Ovarien (17-33 %) (Dumesic et al., 2015).  

Nicht nur reproduktive, sondern auch diverse metabolische Störungen werden 

beschrieben, deren Zahl mit dem reproduktiven Schweregrad Betroffener korreliert 

(Moran und Teede, 2009). Im Vordergrund steht dabei die Insulinresistenz. 60-80 % der 

PCOS-Patientinnen und 95 % der übergewichtigen PCOS-Patientinnen sind betroffen 

(Wang et al., 2016). Die Insulinresistenz zählt dabei als entscheidender Risikofaktor für 

die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2. Bei 31-35 % der betroffenen Frauen 

konnte eine gestörte Glukosetoleranz und bei 7,5-10 % bereits ein Diabetes mellitus Typ 

2 nachgewiesen werden (Salley et al., 2007). Ein hoher BMI scheint ebenfalls ein 

Prädiktor für die Verschlechterung der Glukosekontrolle zu sein (Salley et al., 2007). 

30 % der PCOS-Patientinnen sind adipös, in den USA und in Australien können sogar 

Werte von 61-76 % verzeichnet werden (Barthelmess und Naz, 2015), (Norman et al., 

2007). Weiterhin lässt sich ein vermehrtes Auftreten des Gestationsdiabetes unter 

PCOS-Betroffenen verzeichnen (Palomba et al., 2015; Bidhendi Yarandi et al., 2019). 

Die Insulinresistenz wirkt sich überdies auch auf den Hormonhaushalt der Frauen aus. 

Die Thekazellschicht heranreifender Follikel des Ovars produziert Androgene für die 

benachbarten Granulosazellen, welche die synthetisierten Androgene zu Östrogen 
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umwandeln. Dies geschieht in Antwort auf LH-Stimulation und die vorliegende 

Insulinhöhe (Witchel et al., 2019). Die Hyperinsulinämie, resultierend aus einer 

bestehenden Insulinresistenz, bewirkt dementsprechend eine verstärkte Antwort der 

Granulosazellen auf den LH-Reiz, wodurch vermehrt Androgene produziert werden 

(Barthelmess und Naz, 2015). Einhergehend mit der Anovulation ergibt sich weiterhin 

ein relativer Östrogenüberschuss und eine Progesteroninsuffizienz. Östrogen hat stark 

proliferative Eigenschaften, wodurch vermehrtes Wachstum im Endometrium angeregt 

wird. Dies hat ein höheres Risiko von Endometrium- als auch Brustkrebs zur Folge (Zhao 

et al., 2016). 

Aus genannten metabolischen Risikofaktoren resultiert ein erhöhtes kardiovaskuläres 

Risiko für die Betroffenen. Darüber hinaus sind auch psychische und neurologische 

Auffälligkeiten untersucht worden, wie mentale Störungen und Reduktion der 

Lebensqualität (Krug et al., 2019). 

Das PCOS per definitionem ist somit eine Konstellation von Faktoren ohne spezifische 

Diagnose-Tests, wodurch es zur Variabilität in der Diagnostik von biochemischem oder 

klinischem Hyperandrogenismus, Zyklusstörungen und Polyzystischen Ovarien kommt 

(Moran und Teede, 2009).  

Um die Vielzahl der hier angerissenen Begleiterkrankungen einzudämmen, ist eine 

frühzeitige Krankheitsdiagnose notwendig. Hinsichtlich der Erstdiagnose nach der 

Menarche werden aktuell 5 Kriterien vorgeschlagen, die zur Erkrankungsbestätigung bei 

positivem Befund von 4 Merkmalen führen sollen (Agapova et al., 2014). Diese Kriterien 

sind der Nachweis einer Amenorrhoe über 2 Jahre nach der Menarche, eines klinischen 

Hyperandrogenismus oder eines biologischen Hyperandrogenismus, einer 

Insulinresistenz und/oder polyzystischer Ovarien (Witchel et al., 2019). Sehr schwierig 

erscheint die Diagnostik des klinischen Hyperandrogenismus über die Merkmale 

Hirsutismus, Allopezie und Akne während der Adoleszenz, nicht nur da sie subjektiv zu 

bewerten sind, sondern auch vermehrt im Rahmen der Pubertät physiologisch bedingt 

sind. Die Oligo- oder Amenorrhoe ist ebenfalls schwer zu beurteilen, da 

Zyklusunregelmäßigkeiten nach der ersten Regelblutung häufig sind. So konnte in einer 

Studie von 200 gesunden Mädchen bei 55 % eine Anovulation in den ersten 2 Jahren 

nach der Menarche festgestellt werden (Agapova et al., 2014). Darüber hinaus ergeben 

sich Schwierigkeiten in der eindeutigen Diagnostik polyzystischer Ovarien. Solche sind 

definiert durch das Vorhandensein von zumindest 12 Follikeln im Ovar mit einer Größe 

von 2-9 mm oder durch ein Ovarvolumen über 10 ml (Rotterdam ESHRE/ASRM-

sponsored PCOS consensus workshop group, 2004); s. Abb. 2). 
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Abbildung 2 Darstellung eines polyzystischen Ovars im Vaginalultraschall; 
freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Frau Dr. Petra Kaltwaßer und Herrn PD Dr. 
Gregor Seliger; Zentrum für Reproduktionsmedizin und Andrologie, Universitätsklinikum 
Halle (Saale) 

 

Die sensitivste Diagnostik stellt zum derzeitigen Zeitpunkt die Vaginalsonografie dar, 

deren Anwendbarkeit bei jungfräulichen Pubertierenden jedoch ethisch fragwürdig 

erscheint, weshalb auf die Abdomensonografie zurückgegriffen wird. Da die beim 

Polyzystischen Ovarsyndrom zu verzeichnende Adipositas vor allem abdominell geprägt 

ist (Moran und Teede, 2009), ergibt sich oftmals eine eingeschränkte Beurteilbarkeit. 

Eindeutige Biomarker zur Krankheitsdiagnose oder zum Screening von Frauen sind 

bisher nicht bekannt. 

 

1.2.2 Therapie und Prognose des PCOS 

Hinsichtlich der Komplexität des Krankheitsbildes ist eine allgemeine Änderung der 

Lebensgewohnheiten ratsam. Gewichtsverlust, gesunde Ernährung sowie Sport und 

Bewegung stellen den Goldstandard zur Verbesserung der Insulinsensitivität unter 

Patientinnen mit PCOS dar (Madnani et al., 2013). Da eine Anpassung der 

Lebensgewohnheiten langfristig jedoch oft nicht ausreichend ist, stehen verschiedene 

medikamentöse als auch operative Therapieverfahren zur Verfügung. Zur Behandlung 

der gestörten Insulinsensitivität und der damit verbundenen Anovulation und des 

Androgenexzesses wird häufig mit Metformin, ein Biguanid, therapiert. Metformin senkt 

nachweislich die hepatische Glukoneogenese sowie die freie Fettsäureoxidation bei 

gleichzeitiger Verbesserung der peripheren Glukoseaufnahme (Duleba, 2012; Ortiz-

Flores et al., 2018). Der Effekt von Metformin auf metabolische Begleiterkrankungen 
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beim PCOS ist jedoch umstritten und konnte bisher in den nur wenigen Placebo-

kontrollierten Studien nicht konkret nachgewiesen werden (Duleba, 2012; Morley et al., 

2017). Metformin senkt weiterhin den Serumandrogenspiegel und erhöht die Ovulations- 

und Menstruationshäufigkeit (McCartney und Marshall, 2016). Darüber hinaus zeigt es 

Assoziation zur Gewichtsreduktion und ist Mittel der Wahl bei Frauen mit 

Glukoseintoleranz und erhöhtem Diabetesrisiko (Madnani et al., 2013; Yang et al., 2018). 

Die Therapieerfolge durch Metformin können durch Kombination mit der Änderung der 

Lebensgewohnheiten deutlich verbessert werden (Spritzer, 2014). So konnte 

nachgewiesen werden, dass die Metformingabe zusammen mit einer angepassten 

Lebensweise zur BMI-Reduktion führt (Naderpoor et al., 2015). Auf die Therapie mit 

Thiazolidindionen, die zur Verstärkung der Insulinaktivität in der Leber, dem 

Skelettmuskel und dem Fettgewebe führen, wird weitestgehend verzichtet, da sie 

aufgrund ihrer Hepatotoxizität, des erhöhten kardiovaskulären Risikos und vermehrter 

Gewichtszunahme viele unerwünschte Wirkungen mit sich bringen (Madnani et al., 

2013). Die Behandlung der Infertilität aufgrund einer Anovulation erfolgt durch das 

Antiöstrogen Clomifencitrat als Mittel der ersten Wahl (Balen et al., 2016). Clomifencitrat 

wirkt auf Hypothalamusebene und bewirkt eine Induktion der Gonadotropinsekretion 

(Madnani et al., 2013). Bei Versagen der Therapie mit Clomifencitrat kommen als Mittel 

der zweiten Wahl entweder extern zugeführte Gonadotropine oder operative Verfahren 

in Betracht (Madnani et al., 2013; Balen et al., 2016). Bereits 1935 wurde durch Stein 

und Leventhal die erste Möglichkeit der operativen Keilresektion des Ovars etabliert 

(Costello und Ledger, 2012). Durch zahlreiche Spätkomplikationen wie Adhäsionen oder 

Nachblutungen wurde sie heute jedoch vom laparoskopischen Ovardrilling bzw. der 

Diathermie abgelöst - einem Verfahren bei der durch Elektrokauterisation oder Laser 

Vaporisation 4 bis 10 Löcher in der Ovarrinde bis ins Stroma gesetzt werden, um 

androgenproduzierende Thekazellen zu zerstören und somit zur lokalen und 

systemischen Androgenspiegelsenkung beizutragen (Costello und Ledger, 2012).  

Die Krankheitsprognose ist stark abhängig von der Erstdiagnose des PCOS. Da es 

bisher jedoch noch keinen geeigneten Biomarker gibt, der eine solche frühzeitige 

Diagnose ermöglicht, ist die Suche nach einem solchen umso relevanter. Potenzielle 

Kandidaten für diese Biomarker könnten im Serum zirkulierende microRNAs sein, da sie 

stabil, leicht und kostengünstig nachweisbar und - im Idealfall - spezifisch sind. 
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1.3 MicroRNAs 

1.3.1 Eigenschaften, Biogenese und Funktionsweise 

MicroRNAs sind kleine, nichtkodierende, einzelsträngige RNAs einer Länge von ca. 21-

23 Nukleotiden. Aktuell sind beim Menschen 2654 reife microRNA-Spezies beschrieben 

(www.mirbase.org). Sie können fast überall auf dem Genom vorkommen. So liegen sie 

sowohl zwischen Genen (mit eigenem Promoter), als auch in Introns oder Exons 

proteinkodierender Gene und kommen dabei einzeln oder in Clustern liegend vor (Cortez 

et al., 2011). 

Die Biogenese der microRNA beginnt im Zellkern. Hier wird die meiste microRNA 

zunächst durch die RNA-Polymerase II transkribiert und es entstehen mehrere 

Kilobasen lange, mit einem 5‘-cap versehene Vorläufer-microRNAs - die pri-miRNA 

(primary microRNA) (Rajman und Schratt, 2017). Anschließend werden diese Strukturen 

durch das RNAse III zugehörige Enzym Drosha als Komplex mit dem DGCR8-Protein 

prozessiert. Aus der Prozessierung resultiert eine ca. 70 Nukleotide lange Vorläufer pre-

miRNA (Herrera-Carrillo und Berkhout, 2017). Durch den nukleären Exportrezeptor 

Exportin 5 gelangt jene in das Zytoplasma (Cortez et al., 2011). Hier ist das ebenfalls 

der RNAse III Familie zugehörige Enzym Dicer mit dem TRB-Protein für das weitere 

Processing verantwortlich und generiert kleine RNA-Doppelstrangstrukturen der Länge 

von ca. 22 Nukleotiden (Herrera-Carrillo und Berkhout, 2017). Schließlich wird aus dieser 

Doppelstrang-microRNA ein Einzelstrang in den RISC (RNA-induced silencing complex) 

inkorporiert, welcher die Bindung dieses Einzelstranges an ihre komplementäre Ziel-

mRNA und die folgende translationale Inhibierung katalysiert (Cortez et al., 2011).  

MicroRNAs sind in zahlreichen physiologischen Prozessen wie dem Zelltod, 

verschiedenen Stressantworten und Stoffwechselvorgängen sowie der 

Zelldifferenzierung und Zellproliferation beteiligt (Wang et al., 2017). Dabei übernehmen 

sie wichtige regulatorische Funktionen auf posttranskriptioneller Ebene und vermitteln 

somit die Regulation von ca. 30-50% der Gene des menschlichen Genoms (Stark et al., 

2005). Zwei unterschiedliche Mechanismen konnten dabei beobachtet werden - zum 

einen die Zerstörung der Ziel-mRNA bei perfekter Komplementarität der microRNA-

Sequenz mit einer komplementären Sequenz im 5‘UTR durch mRNA-Zerschneidung, 

welche primär bei Einzellern beobachtet wurde, zum anderen die Hemmung oder 

ineffektive Translation durch posttranslationale Inhibierung der Bildung eines 

funktionellen ribosomalen Komplexes (Bartel, 2004). Diese Translationsrepression 

konnte vor allem im menschlichen Organismus beobachtet werden. Sie erfolgt bei 

Komplementarität einer 6-8 nt langen Sequenz am 5‘-Ende der microRNAs („seed“-
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Sequenz) mit Sequenzen in den 3’UTR-Regionen entsprechender Ziel-mRNAs 

(Pescador et al., 2013). Aufgrund der kurzen seed-Sequenzen kann eine microRNA 

mehrere hunderte Ziel-mRNAs regulieren (Cortez et al., 2011).  

MicroRNAs sind nicht nur intrazellulär nachweisbar, sondern auch in Körperflüssigkeiten 

wie Serum, Speichel, Aszites oder Urin. Sie können dabei gewebespezifisch sein und 

unterschiedliche Effekte, krankheitsfördernde oder -protektive, vermitteln (Rajman und 

Schratt, 2017). In diesem Zusammenhang können sie hormonähnliche Wirkungen 

zeigen und sind beteiligt an der Zell-Zell-Kommunikation (Cortez et al., 2011). Besonders 

ist dabei ihre extrazelluläre Stabilität. MicroRNAs zeigen sich resistent gegen endogene 

RNAse Aktivität, viele Einfrierzyklen, Erhitzen, niedrige und hohe pH-Werte und lange 

Aufbewahrungszeiten in Raumtemperatur (Gul et al., 2017). All diese genannten 

Eigenschaften begünstigen Untersuchung und Forschung von microRNAs im Bereich 

der Diagnostik und des Therapiemonitorings als minimal-invasive Biomarker, allem 

voran in häufigen und klinisch äußerst relevanten Krankheitsbildern. Insgesamt kann 

festgestellt werden, dass eine im Vergleich zu gesunden Probanden differenzielle 

microRNA-Expression in vielen verschiedenen Krankheitsbildern vorliegt (Cortez et al., 

2011).  

 

1.3.2 MicroRNAs und PCOS 

So richteten auch beim Krankheitsbild des PCOS immer mehr Forschungsgruppen 

weltweit ihre Aufmerksamkeit auf die microRNA-Forschung. Ebenso komplex wie das 

Krankheitsbild zeigten sich dabei auch die unterschiedlichen Forschungsergebnisse 

(Homburg, 2002). Insgesamt sind bereits eine Vielzahl an verschiedenen microRNAs 

identifiziert, deren Expression sich bei Frauen mit dem Polyzystischen Ovarsyndrom im 

Vergleich zu gesunden Frauen aus Kontrollgruppen entweder erhöht oder verringert 

zeigte. Im Hinblick auf phänotypische Veränderungen konnte ein positiver 

Zusammenhang zwischen solchen microRNAs und dem Hirsutismus gefunden werden 

(Murri et al., 2018). Auch in Bezug zu Stoffwechselstörungen und Adipositas bei PCOS 

wurden zahlreiche Korrelationen mit bestimmten microRNAs veränderter Expression 

belegt, wie mit dem Diabetes mellitus Typ 2, der Adipogenese, dem Seruminsulinspiegel 

und der Insulinresistenz sowie dem BMI und dem Taille-Hüft-Verhältnis, der 

Glukosetoleranz, dem HDL-, Cholesterin- und Triglyceridspiegel (Sørensen et al., 2014; 

Murri et al., 2018). Weiterhin konnten auch im Zusammenhang mit den Sexualhormonen 

microRNA-Expressionsveränderungen detektiert werden. Sowohl Östrogen-, als auch 

Progesteron- und Testosteronspiegel korrelierten mit mehreren untersuchten 

microRNAs (Murri et al., 2018). Darüber hinaus wurde auch eine Korrelation mit 
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Sexualhormon-bindenden Proteinen, der LH-, FSH- und GH- Spiegel sowie Anti-Müller-

Hormonkonzentrationen festgestellt (Sørensen et al., 2014). Ebenso konnten Zielgene 

der PCOS-spezifischen microRNAs erkannt werden - so das Insulin-Rezeptor-Substrat 2 

(IRS2) (Roth et al., 2014). Unter diesen Zielgenen befanden sich weiterhin Gene der 

Steroidsynthese, der Östrogen- und Androgenrezeptoren, der Oozyten-Meiose, 

verschiedene Gene der insulinvermittelten Stoffwechselwege und der Regulation des 

Fettstoffwechsels (Murri et al., 2018).  
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2 Zielstellung 

 

Weltweit sind immer mehr Paare von ungewollter Kinderlosigkeit betroffen. Zu etwa 30 % 

ist dabei das Vorliegen eines Polyzystischen Ovarsyndroms (PCOS) bei der Frau 

ursächlich. Resultierend aus der multifaktoriellen Genese sowie den vor allem in jungen 

Jahren unspezifischen Krankheitssymptomen ist eine frühzeitige Diagnose selten. 

Häufig erfolgt erst bei ausbleibendem Kinderwunsch eine spezifische Ursachensuche 

mit resultierender Diagnose eines PCOS.  

Standardisierte Biomarker zur Krankheitsdiagnostik, zur Prognoseeinschätzung sowie 

zur Verlaufs- und Therapieerfolgskontrolle sind bei vielen Krankheitsbildern von hohem 

Interesse. Mögliche Biomarker im Zusammenhang mit dem PCOS sind zirkulierende 

microRNAs. 

Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit ist daher, ob ein Zusammenhang zwischen 

differenziell exprimierten im Serum zirkulierenden microRNAs und dem PCOS besteht. 

Dazu wurde diese Arbeit in drei Teilprojekte untergliedert. Zunächst erfolgte (1) die 

Vermessung der Konzentrationen der vier microRNAs miR-27b, miR-126, miR-224 und 

miR-372 im Serum von Frauen mit unerfülltem Kinderwunsch mittels qPCR. Die Auswahl 

dieser microRNAs basierte auf einer früheren microArray-Analyse. Anschließend wurde 

die Korrelation der Ergebnisse zum Vorliegen eines PCOS sowie weiterer klinischer und 

demografischer Parameter statistisch geprüft. 

Im zweiten Teil (2) wurde in den Granulosakarzinomzelllinien COV434 und KGN die 

Expression der PCOS-relevanten microRNAs miR-23a, miR-27b, miR-126, miR-224 und 

miR-372 unter Testosteron und High-Glukose-Stimulation mittels qPCR vermessen. 

Zusätzlich sollten (3) potenzielle Zielgene der deregulierten microRNA miR-23a mittels 

bioinformatorischer Tools selektiert und in vitro mittels dualem Luziferasereporterassay 

und Western Blot untersucht werden. In diesem Zusammenhang wurden die möglichen 

Zielgene Östrogenrezeptor α (ERα) und Progesteronrezeptor (PR) ausgewählt.  
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3 Material und Methoden 

 

3.1 Material 

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien 

0,05 % Trypsin-EDTA mit Phenolrot   Invitrogen, Karlsruhe 

100 bp DNA Ladder     Invitrogen, Karlsruhe 

2-Propanol (70 %)     Roth, Karlsruhe 

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D-galactosid  
(X-Gal)      Sigma-Aldrich, München 

Agarose      Serva, Heidelberg 

Ampicillin      Serva, Heidelberg 

Bromphenolblau     Serva, Heidelberg 

Buffer R (für Xho I)     Fermentas, St Leon Rot 

Chloroform      AppliChem, Darmstadt 

Countess® Trypan Blue stain   Invitrogen, Karlsruhe 

DEPC-H₂O      Roth, Karlsruhe 

D-Glukose      AppliChem, Darmstadt 

Desoxycholat       Sigma, Steinheim 

Dimethylsulfoxid (DMSO)    Merck, Darmstadt 

dNTP Mix 10 mM total    BIOLINE, Luckenwalde 

Dulbecco‘s modifiziertes Eagle Medium (DMEM) Invitrogen, Karlsruhe 

ECL Western Bloting Detection Reagents  GE Healthcare, München 

Ethanol (96 %)     Sigma-Aldrich, München 

Ethidiumbromid     Serva, Heidelberg 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)   Roth, Karlsruhe 

Ethylenglykoltetraessigsäure (EGTA)  Roth, Karlsruhe 

Fast Digest Buffer (für NotI)    Fermentas, St Leon Rot 

Fötales Kälberserum     Sigma-Aldrich, München 

FUGENE      Promega, Mannheim 

Halt™ Phosphatase Inhibitor „Cocktail“   Pierce, Rockford (USA) 

InterFERin      Invitrogen, Karlsruhe 

Kodak D-19 Developer    Sigma-Aldrich, München 

LB Agar, powder (Lennox L Agar)   Invitrogen, Karlsruhe 

LB Broth Base, powder (Lennox L Broth Base) ® Invitrogen, Karlsruhe 

Magermilchpulver      Roth, Karlsruhe 

Magnesiumchlorid     Merck, Darmstadt 
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Maxima SYBR Green qPCR Mastermix  Fermentas, St. Leon Rot 

MES Puffer 20x      Invitrogen, Karlsruhe 

Methanol (100 % p.a.)     Sigma-Aldrich, München  

Natriumacetat für Molekularbiologie   AppliChem, Darmstadt  

Natriumchlorid      AppliChem, Darmstadt  

Nu Page LDS Sample Buffer (4x)    Invitrogen, Karlsruhe   

Nu Page MES SDS Running Buffer für  
Bis-Tris Gele (20x)     Invitrogen, Karlsruhe 

Nu Page Sample Reducing Agent    Invitrogen, Karlsruhe 

Nu Page Transfer Buffer (20x)   Invitrogen, Karlsruhe 

NuPage 4-12 % Bis-Tris-Gele   Invitrogen, Karlsruhe 

Penicillin-Streptomycin    Life Technologies, Darmstadt 

Phosphate Buffered Saline    Biochrom, Berlin 

Protein Assay Dye reagent concentrate  Biorad, München    

Testosteron      Sigma-Aldrich, Steinheim 

Tris (20 M)       Roth, Karlsruhe 

Tris-HCl (50 mM)      Roth, Karlsruhe 

Triton X-100       Serva, Heidelberg 

Trizol       Life Technologies, Darmstadt 

Tween® 20       Serva, Heidelberg 

 

3.1.2 Laborgeräte 

Analysewaage ABJ     Kern&Sohn, Balingen 

Brutschrank Hera Cell 240i    Thermo Scientific, Bonn 

Elektrophorese-Kammer 40-0911   peqLab, Erlangen 

FreezingContainer  
(Kryokonservierung)     Nalgene, Hereford 

Handzentrifuge     Biozym, Hessisch Oldendorf 

Inkubator Unimax1011    Heidolph, Schwabach 

Kühlschrank      Ewald, Bad Nenndorf 

Lichtmikroskop ECLIPSE TS 100   Nikon, Düsseldorf 

Megafuge 1.0 R     Heraeus, Hanau 

Thermocycler T3000     Biometra, Göttingen 

Photometer BioPhotometer    Eppendorf, Hamburg 

PIPETBOY comfort Integra    Biosciences (IBS), Zizers 

Plattenreader Genios     Tecan, Gröding 

Sterilbank Herasafe     Heraeus, Hanau 
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Realtime-Cycler iCycler    Bio-Rad, München 

Thermoblock Thermomixer     ComfortEppendorf, Hamburg 

Vortexer Vortex IR XCell SureLock™  Starlab, Hamburg 

Wasserbad      Memmert, Schwabach 

Western Blot XCell SureLock™ 
Elektrophorese-Kammer Electrophoresis Cell  Invitrogen, Karlsruhe 

Western Blot Transfer-Kammer  
Mini Trans-Blot ® Cell    Biorad, München 

Zellschaber      TPP ®, Trasadingen 

Zellzählgerät Countess    Invitrogen, Karlsruhe 

Zentrifuge 5414 D     Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge 4-5 L     Sigma-Aldrich, Steinheim 

 

3.1.3 Verbrauchsmaterial 

96-Well-Platten (Transparent)   Greiner Bio-One, Frickenhausen 

6-Well-Platten (Transparent)    Greiner Bio-One, Frickenhausen 

BioPhotometer ®, Küvetten     Eppendorf, Hamburg 

Countness ® Cell Counting Chamber Slides Life Technologies, Darmstadt 

Gewebekulturflaschen (25-175 cm²)   Sigma-Aldrich, München 

Einmalhandschuh     Semperit, Wien 

Kryoröhrchen      Nalgene, Hereford 

Mikropipetten      Eppendorf, Hamburg 

Parafilm      Merck, Darmstadt 

Petrischalen      Greiner, Frickenhausen 

Glaspipetten      Greiner, Frickenhausen 

PCR Tube Stripes, Flat Cap Stripes   PeqLab, Erlangen   

Pipettenspitzen     Eppendorf, Hamburg 

Reaktionsgefäße Safe-Lock Tubes (0,2-2 ml) Eppendorf, Hamburg 

Serologische Pipetten    TPP ®, Trasadingen 

Wachstube Phasetrap    peqLab, Erlangen 

Zentrifugationsröhrchen    Greiner, Frickenhausen 

 

3.1.4 Enzyme 

DNAse, RNA-frei     Qiagen, Hilden 

HotStarTaq DNA Polymerase   Qiagen, Hilden 

Not I       Fermentas, St Leon Rot 
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RevertAid H Minus Reverse Transkriptase  Thermofisher, Dreieich 

T4 DNA Ligase     Fermentas, St Leon Rot 

Xho I       Fermentas, St Leon Rot 

 

3.1.5 Reaktionskits 

Bio-Rad Protein-Assay (Bradford Reagenz)  Biorad, Richmond (USA) 

Countess ® Automated Cell Counting Kit  Life Technologies, Darmstadt 

Dual Glo™ Luciferase Assay Systems  Promega, Mannheim 

Miniprep Kits      Zymo Research, Freiburg 

QIAquick Gel Extraction Kit (250)    Qiagen, Hilden  

TOPO TA Cloning® Kit (mit pCR®2.1 vector)  Invitrogen, Karlsruhe  

ZR Plasmid Miniprep      Zymo Research, Freiburg 

 

3.1.6 Oligonukleotide 

ER1 3‘ UTR   Sequenz (5‘-3‘) 

Primer fw  TAG CCC ATG CCT TTT GAG GG 

Primer rv  GCA AAG GGG TCT GTG TCT CA 

Produktlänge  761 

 

PR 3’UTR  Sequenz (5‘-3‘) 

Primer fw  GCA GCT GTT CAT GGC AGA AA 

Primer rv  GGA CAC TAA TGC CAC ACT GC 

Produktlänge  476 

 

Hersteller der Primer: Sigma Aldrich, Taufkirchen 

 

TaqMan Sonden 

U18 

hsa-miR-16 

hsa-miR-23a 

hsa-miR-27b 

hsa-miR-126 

hsa-miR-224 

hsa-miR-372 
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Hersteller der TaqMan™ micro-RNA-Sonden: ThermoFisher, Dreieich 

 

3.1.7 Vektoren 

psiCHECK™-2  Promega, Mannheim 

pCR®2.1   Invitrogen, Karlsruhe 

 

3.1.8 Antikörper 

primärer ERα-Antikörper 

Östrogenrezeptor α (ERα) aus der Maus  1:5000  Biomol, Hamburg 

sekundärer Antikörper 

anti-Maus IgM aus dem Kaninchen   1:10000 DAKO, Hamburg 

 

primärer PR-Antikörper 

Progesteronrezptor (PR) aus dem Kaninchen 1:1000  Novus Biologicals,                     
Cambridge 

sekundärer Antikörper  

anti-Kaninchen IgG aus der Ziege   1:10000 DAKO, Hamburg  

 

Referenz 

ß-Actin aus der Maus      1:15000 Sigma, Steinheim 

 

3.1.9 Zellen 

Prokaryoten: chemisch kompetent 

One Shot ® TOP10 E. coli      Invitrogen, Karlsruhe 

 

Eukaryoten: humane Granulosakarzinomzelllinien 

COV434 ECACC Nr. 07071909    ATCC, Wesel 

KGN Zellen wurden freundlicherweise von Frau Dr. Jana Ernst zur Verfügung 
gestellt 

SaOS-2        ATCC, Wesel 

 

3.1.10 Puffer und Lösungen 

Zellkultivierung 

Zellkulturmedium:   DMEM 500 ml 
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     10 % FKS  

     1 % PenStrep 

 

Bakterienkultivierung 

LB-Medium: 20 g in 1 l Aqua bidest. lösen  

autoklavieren   

 

Nähragar für Bakterienkulturen: 32 g in 1 l Aqua bidest. lösen  

autoklavieren                                   

Zugabe von Ampicillin (50 µg/ml)  

 

Proteinisolation 

RIPA-Lysepuffer:                   50 mM (pH 7,4) Tris-HCl 

200 mM NaCl 

1 mM EDTA 

1 mM EGTA 

1 % Triton X-100 

0,25 % Desoxycholat 

1:100 Phosphatase-Inhibitor (frisch hinzugeben) 

1:100 Proteinase-Inhibitor (frisch hinzugeben) 

 

Western Blot 

MES-Laufpuffer (1000 ml): 50 ml MES (20x) 

    950 ml Aqua bidest. 

 

Transferpuffer (1000 ml): 50 ml Transferpuffer (20x) 

    100 ml Methanol 

    850 ml Aqua bidest. 

 

10 % Milchpulver (100 ml): 10 g Milchpulver 

    100 ml TBS 

 

10x TBS (1000 ml):   100 ml 5 M NaCl 

    300 ml 1 M Tris (pH 8,0 mit HCl einstellen) 

    600 ml Aqua bidest. 

 



3    Material und Methoden 
 

17 
 

TBS (500 ml):   50 ml 10x TBS 

    450 ml Aqua bidest.  

 

TBST (500 ml):  50 ml 10x TBS 

     450 ml Aqua bidest. 

    500 µl Tween 20 

 

Entwickler:   80 g Entwickler 

    500 ml Aqua bidest. 

 

Fixierer:   100 ml Konzentrat 

    300 ml Aqua bidest. 

 
 
3.1.11 Software 

Statistische Auswertung SPSS Statistics 20.0 (IBM, 
Ehningen) 

Quantitative Realtime-PCR Bio-Rad iQ5 2.1 (Bio-Rad, München) 

Online-Datenbanken 

TargetScan www.targetscan.org 

PicTar pictar.mdc-berlin.de 

miRBase www.mirbase.org  

 

3.2 Studienkohorte 

3.2.1 Ethikantrag 

Die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultät der Martin-Luther-Universität Halle-

Wittenberg befürwortete das Forschungsprojekt „Untersuchung molekularer Faktoren 

der weiblichen Unfruchtbarkeit“ (19.04.2010). Die Ärztinnen Frau Dr. Kaltwaßer und Frau 

Dr. Köller des Zentrums für Reproduktionsmedizin und Andrologie rekrutierten die 

Patientinnen, die zwischen 2010-2014 aufgrund unterschiedlicher Infertilitätsursachen in 

der Kinderwunschsprechstunde behandelt wurden, führten die Aufklärung durch und 

holten deren Einverständnis schriftlich ein. Die Blutproben wurden zwischen 7:00-

11:00 Uhr abgenommen und unverzüglich per Zentrifugation (4000 xg, 10 Minuten) 

separiert. Das Serum wurde aliquotiert, bei -80 °C eingefroren und erst zur weiteren 

Aufarbeitung wieder aufgetaut. Frau Dr. Sindy Blauschmidt verwaltete die Bioproben 
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sowie die dazugehörigen Patientinnendaten und stellte die Untersuchungskohorte zur 

Verfügung. 

 

3.3 Analytik im Patientinnenserum 

3.3.1 RNA-Isolation aus Patientinnenserum mittels Trizol-Chloroform-Extraktion 

Die im Patientinnenserum enthaltene microRNA wurde mit Trizol extrahiert. 400 μl 

Serum wurden mit 500 μl Trizol-Reagenz versetzt und in Phasetrap Tubes überführt. 

Nach 5-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde Chloroform in einer Menge von 

200 μl hinzugegeben. Die Proben wurden kräftig geschüttelt und anschließend bei 4 °C 

für 10 Minuten bei 12000 U/m zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurde ein Mastermix aus 

45 μl RDD-Puffer und 5 μl DNAse pipettiert, der den Verdau von DNA-Kontaminationen 

bewirken soll. Die Oberphasen der zentrifugierten Proben wurden abpipettiert und in ein 

1,5 ml Tube überführt sowie mit 50 μl der DNAse-Puffer-Lösung vermengt. Es erfolgte 

ein Mischen durch Invertieren und ein Inkubieren für 15 Minuten bei Raumtemperatur. 

Zur RNA-Fällung wurden 500 μl Isopropanol zugefügt und die Proben bei -20 °C über 

Nacht inkubiert. Darauf folgte eine Zentrifugation bei 12000 U/min und 4 °C für 

10 Minuten. Der Überstand wurde dekantiert und 1 ml 96%iger eisgekühlter Ethanol 

hinzugefügt. Nach erneuter Zentrifugation bei 10000 U/min und 4 °C für 10 Minuten und 

Dekantieren des Überstandes wurden 700 μl 70%iger eisgekühlter Ethanol zugegeben. 

Eine weitere Zentrifugation erfolgte bei 6000 U/min und 4 °C für 10 Minuten. Der 

Überstand wurde abgenommen und das RNA-Pellet im umgedrehten Tube 

luftgetrocknet. Ein Lösen des Pellets wurde durch Zugabe von 15 μl RNAse-freiem H₂O 

erreicht. 

 

3.3.2 Photometrische RNA-Konzentrationsbestimmung 

Die Konzentration der RNA wurde photometrisch bestimmt. Die Proben wurden dazu 

1:50 mit RNAse freiem Wasser verdünnt. Die Extinktion wurde bei 260 nm und 280 nm 

gemessen. Dabei gilt, dass 1 OD₂₆₀ = 40 µg RNA/ml. Aus dem Quotient OD₂₆₀/OD₂₈₀ 

ergibt sich die Reinheit der Präparation. Diese sollte zwischen 1,7-2,0 liegen. 

 

3.3.3 MicroRNA cDNA-Synthese 

Aufgrund geringer Expression der microRNAs im Patientinnenserum und daraus 

resultierend geringen RNA-Konzentrationen in der photometrischen Messung wurde die 

RNA für die microRNA cDNA-Synthese unverdünnt eingesetzt. Es wurde mit „RevertAid 



3    Material und Methoden 
 

19 
 

H Minus Reverse Transkriptase“ (Thermofisher) und den microRNA-spezifischen stem-

loop-Primern TaqMan™ gearbeitet. 

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen: 

7,5 µl H₂O 

3,0 µl 5x Puffer 

2,0 µl dNTPs 

1,0 µl stem-loop-Primer 20x, TaqMan™ 

0,5 µl Reverse Transkriptase 

 

Es wurden 14 µl Reaktionsansatz mit 1 µl RNA pipettiert. Die Synthese erfolgte unter 

folgenden Standardbedingungen: 

1. Schritt 16 °C 30 min 

2. Schritt 42 °C 30 min 

3. Schritt 85 °C 5 min 

 

Die Lagerung der synthetisierten cDNA erfolgte für Stunden bei 4 °C, über längere Zeit 

bei -20 °C. 

 

3.3.4 Quantitative Realtime PCR (TaqMan™) 

Für die qPCR wurden die Komponenten der Hotfire-Pol (Solis Biodyne) verwendet. 

Der Einfachansatz wurde wie folgt pipettiert: 

4,3 µl H₂O 

1,5 µl 10x Puffer 

1,2 µl MgCl₂ 

1,0 µl dNTPs 

0,8 µl TaqMan™ Primer 

0,2 µl HotStart-Taq-Polymerase 

 

Es wurden 9 µl Reaktionsansatz mit 6 µl cDNA versetzt. Anschließend erfolgte die 

Synthese unter folgenden Standardbedingungen: 

1. Schritt 95 °C 15 min 

2. Schritt 95 °C 20 s 

3. Schritt 58 °C 30 s 
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4. Schritt 72 °C 2 min 

5. Schritt Schritt 2-4 65x wiederholen 

6. Schritt 72 °C 10 min 

 

Als Referenz wurde die microRNA miR-16 verwendet, da diese sowohl bei Non-PCOS-

Patientinnen als auch bei PCOS-Patientinnen nahezu konstant exprimiert wird. Die 

Auswertung der CT-Werte erfolgt über die 2-ΔCT-Methode.  

 

3.4 Zellbiologische Methoden 

3.4.1 Zellkultivierung 

Die verwendeten Granulosakarzinomzelllinien COV434 und KGN sowie die 

Osteosarkomzelllinie SaOS-2 wurden in DMEM-Medium, versetzt mit 1 % PenStrep und 

10 % FKS, kultiviert. Die Lagerung der Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37 °C, 

maximaler Luftfeuchte und 5 % (v/v) CO₂. Das Passagieren in neue 75 cm² 

Zellkulturflaschen erfolgte bei einer Zelldichte von etwa 70-80 %. Dazu wurde das alte 

Medium entfernt und die Zellen wurden mit 7 ml PBS gewaschen. Nach Zugabe von 5 ml 

Trypsin zum Ablösen der Zellen vom Flaschenboden erfolgte eine Inkubation im 

Brutschrank bei 37 °C für 5-10 Minuten. Mit der doppelten Menge Medium wurde die 

Reaktion gestoppt, um einen Zellverdau zu vermeiden. In Greiner-Tubes erfolgte eine 

Zentrifugation für 5 min bei 1000 U/min. Das Zellpellet wurde vom überschüssigen 

Medium befreit und in frischem Medium resuspendiert, bevor eine Bestimmung der 

Zellzahl oder die Überführung in neue Zellkulturflaschen erfolgte. Zur 

Zellzahlbestimmung wurden 10 µl der in DMEM suspendierten Zellen mit 10 µl 

Trypanblau gemischt. 10 µl dieses Gemisches wurden in eine Zellzählkammer überführt 

und mittels des Zellzählgerätes ausgezählt. Dabei wurde neben der Gesamtzellzahl der 

prozentuale Anteil lebender und toter Zellen ermittelt. 

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen pro 1 ml Medium mit 100 µl DMSO versetzt 

und in flüssigem Stickstoff bei -80 °C gelagert. Das Einfrieren erfolgte dabei langsam mit 

einem Temperaturabfall von 1 °C pro Minute. 

Die Rekultivierung kryokonservierter Zellen erfolgte durch rasches Auftauen der Zellen 

bei 37 °C im Wärmebad. Anschließend wurden die Zellen mit 5 ml Medium versetzt und 

bei 1000 U/min für 2 Minuten zentrifugiert. Das DMSO-haltige Medium wurde abgesaugt 

und das Zellpellet wurde in frischem DMSO-Medium suspendiert und in neue 

Zellkulturflaschen überführt sowie im Brutschrank gelagert. 
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3.4.2 Einstreuen der Zellen für die Behandlungen 

Für die Hormonbehandlung mit Testosteron und die Behandlung mit Glukose wurden 

die Zelllinien COV434 und KGN verwendet und dazu in 25 cm² Flaschen kultiviert. Der 

Versuch erfolgte in Dreifachbestimmung. 

Behandlung mit Testosteron und Glukose: 

Zelllinie eingestreute Zellzahl Gefäß Volumen 

COV434 1,0 x 10⁶ 25 cm² Zellkulturflasche 5 ml 

KGN 6,0 x 10⁵ 25 cm² Zellkulturflasche 5 ml 

 

Für den dualen Luziferasereporterassay wurde die Zelllinie SaOS-2 in 96-Lochplatten 

wie folgt eingestreut. 

Zelllinie eingestreute Zellzahl Gefäß Volumen 

SaOS-2 2,0 x 10⁴ 96-Lochplatten 200 µl 

 

Für Versuche zur Proteinisolation für den Western Blot wurden die Zelllinien COV434 

und KGN in 6-Lochplatten wie folgt eingestreut. 

Zelllinie eingestreute Zellzahl Gefäß Volumen 

COV434 7,0 x 10⁵ 6-Lochplatte 3 ml 

KGN 5,0 x 10⁵ 6-Lochplatte 3 ml 

 

3.4.3 Behandlung der Zellen mit Testosteron und Glukose 

Um den Einfluss von Glukose sowie Testosteron auf die microRNAs miR-23a, miR-27b, 

miR-126, miR-224 sowie miR-372 zu untersuchen, wurden die Zellen für jeweils 24 und 

48 Stunden nach folgendem Schema behandelt.  

Zelllinie Behandlung Konzentration 

COV434 Glukose 25 mM 

 Testosteron 50 nM 

KGN Glukose 25 mM 

 Testosteron 50 nM 
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Die Zellen wurden entsprechend dem Zeitwert geerntet. Dazu wurde zunächst das 

Medium mit jeweiliger Behandlung entfernt. Anschließend wurde mit 2 ml PBS 

gewaschen, um tote und lose Zellen zu entfernen. In 1 ml PBS wurden nun mit dem 

Zellschaber die Zellen vom Gefäßboden abgekratzt und in ein Greiner Tube überführt. 

Nach Zentrifugation und Entfernen des überschüssigen PBS wurde das Zellpellet bei       

-20 °C im Greiner Tube weggefroren. 

 

3.4.4 RNA-Isolation mittels Trizol-Chloroform-Extraktion 

Das Zellpellet wurde mit 500 μl Trizol-Reagenz versetzt und in Phasetrap Tubes 

überführt. Die anschließende RNA-Isolation erfolgte in gleicher Weise wie unter 3.3.1 

beschrieben. 

 

3.4.5 MicroRNA cDNA-Synthese 

Die RNA wurde 1:10 verdünnt und insgesamt wurde 250 ng RNA in die Reverse 

Transkriptase-Reaktion eingesetzt. Es wurde mit „RevertAid H Minus Reverse 

Transkriptase“ (Thermofisher) und den microRNA-spezifischen stem-loop-Primern 

TaqMan™ gearbeitet. 

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen: 

2,5 µl H₂O 

3,0 µl 5x Puffer 

2,0 µl dNTPs 

1,0 µl stem-loop-Primer 20x, TaqMan™ 

1,0 μl RNase-Inhibitor 

0,5 µl Reverse Transkriptase 

 

Es wurden 10 µl Reaktionsansatz mit 5 µl RNA-Verdünnung pipettiert. Die Synthese 

erfolgte unter folgenden Standardbedingungen: 

1. Schritt 16 °C 30 min 

2. Schritt 42 °C 30 min 

3. Schritt 85 °C 5 min 

 

Die Lagerung der synthetisierten cDNA erfolgte für Stunden bei 4 °C, über längere Zeit 

bei -20 °C. 
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3.4.6 Quantitative Realtime PCR (TaqMan™) 

Die qPCR erfolgte in gleicher Weise wie bei der Analytik im Patientinnenserum (s. 3.3.4). 

Es wurde lediglich die cDNA Menge auf 2 µl verringert. 

Der Einfachansatz wurde wie folgt pipettiert: 

8,3 µl H₂O 

1,5 µl 10x Puffer 

1,2 µl MgCl₂ 

1,0 µl dNTPs 

0,8 µl TaqMan™ Primer 

0,2 µl HotStart-Taq-Polymerase 

 

Es wurden 13 µl Reaktionsansatz und 2 µl cDNA pipettiert. 

 

3.4.7 Transfektion von Vektoren 

Die eigens generierten psiCHECK™-2 Vektoren mit Abschnitten aus dem 3’UTR des 

Östrogenrezeptors α oder des Progesteronrezeptors wurden mit Hilfe des 

Transfektionsreagenzes FuGENE (Promega) transfiziert. Die Zellen wurden für den 

dualen Luziferasereporterassay wie zuvor beschrieben eingestreut und für 24 h 

wachsen gelassen. Das Medium wurde anschließend abgenommen und es wurde 

entsprechend der folgenden Behandlung serumfreies Medium vorgelegt - bei den 

Kontrolllöchern 175 µl, bei den Löchern mit Vektortransfektion 166,25 µl und bei den 

Löchern mit Vektortransfektion und microRNA-Kotransfektion 116,25 µl.  

Der Einfachansatz für die Vektortransfektion setzte sich wie folgt zusammen: 

Gen ERα PR 

Plasmid 13,2 µl 12,2 µl 

serumfreies 

Medium 

 

262,2 µl 263,2 µl 

FuGENE 21,6 µl 21,6 µl 

 

Der Ansatz wurde für 10 Minuten zur Komplexbildung bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurde er mit 8,75 µl pro Loch in das vorgelegte serumfreie Medium 

pipettiert. 
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3.4.8 Transfektion von microRNA 

Die Transfektion von microRNA erfolgte mit INTERFERin (Polyplus). Es wurde die 

microRNA miR-23a und zur Negativkontrolle eine entsprechende Negativmimik 

verwendet. Für den dualen Luziferasereporterassay wurden 96-Lochplatten mit 

definierter Zellmenge verwendet. Die Zellen wurden wieder für 24 h wachsen gelassen. 

Das Medium wurde anschließend entfernt und serumfreies Medium wurde vorgelegt. Die 

microRNA Transfektion für den Western Blot erfolgte in 6-Lochplatten in gleicher Weise.  

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen: 

 miR-23a Negativmimik 

RNA-Lösung 3,15 µl 3,15 µl 

serumfreies 

Medium 

 

864,85 µl 864,85 µl 

INTERFERin 32 µl 32 µl 

 

Der Ansatz wurde für 10 Minuten zur Komplexbildung bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurde er mit 50 µl pro well in das vorgelegte serumfreie Medium pipettiert. 

 

3.5 Molekularbiologische Methoden 

3.5.1 Dualer Luziferasereporterassay 

Für die Untersuchung des Einflusses der microRNA miR-23a auf die potenziellen 

Zielgene Östrogenrezeptor α (ERα) und Progesteronrezeptor (PR) wurden zunächst 

mögliche Zielgene mittels Bioinformatorischer Tools eruiert. Genspezifisch wurden 

Primer erstellt. Mittels dieser Vorwärts- und Rückwärtsprimer-Paare konnte nun ein 

spezifischer Bereich des 3’UTR des ERα- und des PR-Gens amplifiziert werden.  

 

UTR-Amplifikation 

Die Amplifikation erfolgte mittels PCR nach folgendem Einfachansatz: 

9,1 µl H₂0 

1,5 µl 10x Puffer 

1,2 µl MgCl₂ 

1 µl dNTPs 

0,5 µl je Primer (forward und reverse) 
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0,2 µl TaqPolymerase 

 

Dem Reaktionsansatz wurden 2 µl cDNA zugefügt. Die Proben wurden im PCR 

Thermocycler nach folgendem Ablauf amplifiziert: 

1. Schritt 95 °C 5 min 

2. Schritt 95 °C 20 s 

3. Schritt 60 °C 30 s 

4. Schritt 72 °C 1 min 

5. Schritt Schritt 2-4 35x wiederholen 

6. Schritt 72 °C 5 min 

 

Agarose-Gelelektrophorese 

Die Auftrennung der Amplifikate erfolgte durch Auftragen im Agarose-Gel. Dazu wurden 

1-2 %-ige Gele, angereichert mit etwa 5 μl Ethidiumbromid, hergestellt. 15 μl PCR-

Produkt wurden mit 1 μl Bromphenolblau-haltigem Ladepuffer versetzt und auf das Gel 

aufgetragen. Durch Anlegen einer Spannung von 120 V wurden die Proben aufgetrennt 

und konnten anhand einer 100 bp DNA-Leiter entsprechend ihrer zu erwartenden Länge 

von etwa 500-960 bp zugeordnet werden. Die Detektion der Banden erfolgte dabei unter 

UV-Licht. 

 

Aufreinigung der PCR-Produkte aus Agarosegel 

Die Banden der entsprechenden Größe wurden mit einem sterilen Skalpell unter UV-

Licht ausgeschnitten. Um DNA-Schädigung zu vermeiden, wurde zügig gearbeitet. Mit 

Hilfe des QiaQuick Gelextraktionskits (Quiagen) wurden die Proben aufgereinigt. Zum 

Gelstück wurden 700 μl QG-Puffer zugefügt. Durch 10-minütiges Erhitzen auf 50 °C 

wurde es verflüssigt. 200 μl Isopropanol wurden hinzugegeben und nach kurzem 

Vortexen konnte das Gemisch auf eine Säule gegeben werden. Die Säule wurde bei 

10000 U/min für 1 Minute zentrifugiert, wodurch das Gemisch die Säule durchlief und es 

zur Bindung der negativ geladenen PCR-Produkte in der Säule kam. Anschließend 

wurde die Säule zweimal mit 350 μl PE-Puffer bei 10000 U/min für eine Minute gespült. 

Um die Säule zu trocknen wurde sie im Anschluss erneut bei 10000 U/min für 1 min 

zentrifugiert. Es konnten nun die gereinigten PCR-Produkte durch direkte Zugabe von 

15 μl nukleasefreiem Wasser auf die Säule gelöst werden. 
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Ligation in den pcR2.1-Vektor 

Für die Ligation wurde das TOPO-TA-Cloning-Kit (Invitrogen) verwendet. Eine direkte 

Ligation konnte durch überhängende T-Enden des pcR2.1-Vektors erreicht werden. 

Diese gehen Bindungen ein mit den durch die HotStart Taq Polymerase in der PCR 

erzeugten überhängenden A-Enden der PCR-Produkte. Durch eine zusätzliche am 

Vektor gebundene Topoisomerase wird zudem ein Offenhalten des Vektors 

gewährleistet. Es wurden 4 μl aufgereinigtes PCR-Produkt mit 1 μl Salzlösung sowie 1 μl 

pCR®2.1-TOPO TA Vektor versetzt und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der 

pcR2.1-Vektor stellt dabei einen Zwischenvektor dar, der notwendig ist, um einen 

optimalen Restriktionsverdau und somit korrekte Ligation der PCR-Produkte in den 

Zielvektor zu gewährleisten. 

 

Transformation in E.coli 

100 μl chemisch kompetente E.coli Zellen (Invitrogen) wurden für die Transformation auf 

Eis aufgetaut. Es erfolgte eine Inkubation auf Eis für 15 Minuten unter Zugabe von 2 μl 

Ligationsansatz. Ein 30-sekündiger Hitzeschock bei 42 °C und anschließende abrupte 

Eiskühlung diente der DNA-Aufnahme. Es wurden 250 μl S.O.C. Medium zugefügt und 

die Probe wurde für 1 h bei 37 °C unter horizontalem Schütteln von 200 U/min inkubiert. 

Der Ansatz wurde auf Selektionsagarplatten ausgestrichen. Dazu wurden 50 μl 

verwendet. Die Platten waren vorgewärmt und über Nacht bei 37 °C gelagert. 

Um die positiven Transformanden zu selektieren wurden 50 μg/ml Ampicillin in den 

Selektionsagar gegeben. Unter Verwendung des pcR2.1-Vektors konnte zusätzlich eine 

Farbselektion erfolgen. Hierzu wurden 40 μg/ml X-Gal verwendet, wodurch eine 

blau/weiß-Färbung erfolgte. Weiße Inseln zeigten dabei eine positive 

Vektortransformation an und wurden für die Übernachtkultur ausgewählt. 

 

Übernachtkultur 

Mit sterilen Zahnstochern wurden weiße Einzelkolonien gepickt, indem sie mit der Spitze 

des Zahnstochers kurz angestochen wurden. Die Zahnstocherspitze wurde in 5 ml LB-

Medium, versetzt mit Ampicillin (100 mg/ml) eingefügt. Über Nacht wurden die Bakterien 

bei 37 °C unter Schütteln von 200 U/min inkubiert und somit vermehrt.  
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Plasmidisolation 

Der über Nacht gezüchtete Bakterienansatz wurde bei 4000 U/min zentrifugiert. Der 

Überstand wurde abgenommen. Mit dem Miniprep Kit (ZymoResearch) wurden nun aus 

dem Zellpellet die Plasmide isoliert. Das Zellpellet wurde unter Zugabe von 200 μl P1-

Puffer in Tubes überführt. Anschließend wurden 200 μl P2-Puffer zugefügt und 

mehrmals invertiert, um die Wände der Zellen zu zerstören. Erneutes Invertieren erfolgte 

unter Zugabe von 400 μl gekühltem P3-Puffer bis zum Farbumschlag. Die Proben 

wurden nun bei 13000 U/min für 30 s zentrifugiert. Der Überstand wurde auf eine Säule 

überführt, die zurückbleibenden Zellreste wurden verworfen. Die Säule wurde bei 

13000 U/min für 1 min zentrifugiert, wodurch die negativ geladene Plasmid-DNA in der 

Säule gebunden wurde. Durch zweimaliges Zufügen von 200 μl Waschpuffer und 1-

minütiges Zentrifugieren bei 13000 U/min wurde die Säule gespült. Abschließend wurde 

die Säule trocken zentrifugiert und die Elution der Plasmid-DNA erfolgte in 20 μl 

nukleasefreiem Wasser. 

 

Restriktionsverdau mit Xho I und Not I 

Die eigens generierten Primer der potenziellen Zielgene ERα und PR enthielten 

Schnittstellen für die Restriktionsenzyme. Die Vorwärtsprimer enthielten Schnittstellen 

für Xho I und die Rückwärtsprimer für Not I. Um die 3’UTR-Bereiche der beiden zu 

untersuchenden Gene in den Zielvektor ligieren zu können, erfolgte nun der Verdau mit 

den beiden Restriktionsenzymen. Somit war eine Ligation der Bereiche mit der 

gewünschten Zielorientierung von 5‘-3‘ gewährleistet.  

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen: 

5 μl psiCHECK™-2 / Insert-enthaltender pCR®2.1-Vektor 

4,5 μl Aqua bidest. 

1,5 μl Puffer R 

2 μl Xho I 

2 µl Not I 

 

Der Verdau erfolgte bei 37 °C für 1,5 h. In der Zwischenzeit wurde ein Gel gegossen. 

Nach dem Verdau erfolgte das Auftragen der Proben sowie das Schneiden der Plasmide 

aus dem Gel sowie deren Aufreinigung. 
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Ligation in psiCheck-Vektor 

Die Ligation in den Luziferase-Vektor erfolgte für 30 min bei 22 °C. 

 

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen: 

2 μl Aqua bidest.  

1 μl doppelt verdauter Zielvektor psiCHECK™-2 

4 μl doppelt verdautes Insert (3’UTR)  

2 μl 10x T4-Ligationspuffer  

1 μl T4-Ligase 

 

Es erfolgte ein erneutes Klonieren in E.coli Top10 Zellen. Positive Transformation konnte 

in diesem Fall nicht durch Farbselektion überprüft werden. Es wurden mögliche 

Transformanden gepickt und durch Übernachtkultur vervielfältigt. Anschließend erfolgte 

zur Überprüfung der erfolgreichen Generierung von Vektoren mit gewünschtem Insert 

eine Sequenzierung. 

 

Sequenzierung 

Um die generierten Genabschnitte zu überprüfen, erfolgte eine Sequenzierung. 

 

Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 

 

1,5 μl 5x Sequenzierpuffer 

1,0 μl BigDye™ Sequencing Mix 

1,0 μl spezifischer Primer (10 μM) 

5,5 μl Nukleasefreies Wasser 

1,0 μl Plasmid-DNA 

 

Die Reaktion lief anschließend im Thermocycler wie folgt ab: 

1. Schritt 96 °C 1 min 

2. Schritt 96 °C 10 s 

3. Schritt 50 °C 5 s 

4. Schritt 60 °C 4 min 

5. Schritt Schritt 2-4 25x wiederholen 

6. Schritt 4 °C Kühlung 
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Im Anschluss erfolgte die Fällung des Sequenzierproduktes unter Vermeidung direkter 

Lichteinstrahlung. Es wurden 2 μl EDTA (125 mM), 2 μL Natriumacetat (3 M) und 50 μl 

96%iger Ethanol zu den Proben hinzugefügt. Nach kurzem Vortexen wurde der Ansatz 

für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Eine anschließende Zentrifugation bei 

6000 U/min für 20 min bei 4 °C erzeugte ein Pellet der gefällten DNA. Der Überstand 

wurde abgenommen und das Pellet bei 80 °C für 10 min im Thermocycler getrocknet. 

Die Sequenzierung wurde am Zentrum für Medizinische Grundlagenforschung der MLU 

Halle-Wittenberg durch Frau Dr. Darmer und Herrn Dr. Christov unter Nutzung eines ABI 

Prism DNA-Sequencers durchgeführt. 

 

Dualer Luziferasereporterassay 

Durch den dualen Luziferasereporterassay wurde der Zusammenhang zwischen 

microRNA miR-23a und Expression der Gene ERα und PR überprüft.  

Zunächst wurden SaOS-2 Zellen in definierter Menge eingestreut und für 24 h wachsen 

gelassen. Es erfolgte die Behandlung der Zellen wie zuvor beschrieben. Nach 24-

stündiger Inkubationszeit wurde das Medium abgenommen und durch 50 µl serumfreies 

Medium pro Loch ersetzt. Nun erfolgte die Zugabe von 50 µl Firefly-Luziferase-Substanz 

(Dual Glo™ Luciferase Reagent). Nach 15 min wurde eine Aktivitätsmessung am 

Plattenreader infinite M200 (Tecan) durchgeführt. Nach Zugabe von 50 µl einer zweiten 

Substratlösung (Dual Glo™ Stop&Glo® Reagent) zum Abstoppen der Aktivität der 

Firefly-Luziferase sowie zur Zugabe der Renillafly-Luziferase und erneuter 15-minütiger 

Inkubation erfolgte eine zweite Messung. Abschließend konnte die Aktivität beider 

Enzyme in Beziehung gesetzt werden. Der zu untersuchende 3‘UTR der potenziellen 

Zielgene wurde vor das Stop-Codon des Vektors psiCHECK™-2 transfiziert. Zeigt die 

untersuchte microRNA miR-23a RNA-Interferenz gegen den 3‘UTR, so kommt es zur 

Spaltung und nachfolgend zur Degradation der fusionierten mRNA. In diesem Fall ist 

eine Abnahme der Renillafly-Aktivität zu verzeichnen. 

 

3.5.2 Western Blot 

Um die beiden Gene ERα und PR als Zielgene der microRNA miR-23a zu überprüfen, 

wurde ein Western Blot durchgeführt. Es wurden die Zelllinien COV434 und KGN für 24, 

48 und 72 h mit der microRNA miR-23a behandelt. Aus den behandelten Zellen wurden 

die Proteine isoliert und nach Blotten auf eine Membran mit spezifischen Antikörpern der 

zu untersuchenden Zielproteine ERα und PR behandelt. Das entsprechende 
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Bindungsverhalten gibt dabei Rückschlüsse auf das Vorhandensein der genannten 

Zielgene. 

Zunächst erfolgte nach der Zellernte der mit microRNA miR-23a behandelten Zellreihen 

die Proteinkonzentrationsbestimmung. Das Zellpellet wurde dazu mit einem 

Farbreagenz aus 1 ml Protein Assay und 4 ml Wasser versetzt. Die 

Konzentrationsmessung erfolgte nach 30-minütiger Inkubationszeit im Photometer, 

indem 199 µl Farbreagenz mit 1 µl Probe vermessen wurden. Nach anschließender 

Probenaufbereitung durch Zusatz von 2 µl Reduktionsmittel und 6 µl Laufpuffer und 

Denaturierung für 7 min bei 95 °C erfolgte die Elektrophorese in einer Gelkammer. Im 

Gel kommt es durch Anlegen von elektrischem Strom zur Größenauftrennung der 

Proteine, wobei große Proteine weiter hinten im Gel zurückgehalten werden und kleine 

Proteine das Gel weiter nach vorn durchwandern. 7,5 µg Gesamtprotein wurden auf das 

Gel aufgetragen und für 1 h bei 150 V und 4 °C in einer Gelkammer (XCell Sure lock™) 

aufgetrennt. Es wurden 4-12%ige Bis-Tris-Acetat-Gele und 1x MES-Laufpuffer 

verwendet. Zur Größenbestimmung diente ein mitgeführter Protein-

Molekulargewichtsstandard (PageRuler™ Prestained Protein Ladder). Nachfolgend 

konnte der Transfer auf eine PVDF-Membran durch Tank-Blot-Verfahren mittels einer 

Mini Trans-Blot® Cell erfolgen. Die Membran wurde zunächst für 1 min in Methanol 

aktiviert, in Aqua bidest. gewaschen und in Transferpuffer eingelegt. Das Blotten erfolgte 

in 1x Transferpuffer für 2,5 h bei 150 V im Kühlschrank. Um unspezifische 

Bindungsstellen abzusättigen wurde die Membran für 1 h mit 10%igem 

Magermilchpulver in TBST blockiert. Der Primärantikörper wurde dann dem Gemisch 

hinzugefügt und bei 4 °C über Nacht auf der Membran inkubiert. Die Membran wurde 

nach Inkubation dreimal mit TBST gewaschen und schließlich mit dem sekundären 

Antikörper erneut für 1 h bei Raumtemperatur in 10%igem Magermilchpulver in TBST 

behandelt. Anschließend wurde die Membran erneut dreifach mit TBST gewaschen. Im 

Anschluss konnte die Detektion mittels ECL Western Blotting Detection System erfolgen. 

Die Membran wurde mit den Lösungen A und B im Verhältnis 1:1 für 1 min inkubiert. 

Dann erfolgte die Entwicklung auf dem Röntgenfilm in der Dunkelkammer. Zunächst 

wurden die belichteten Filme bis zum Sichtbarwerden von Banden in Entwicklerlösung 

getaucht, anschließend mit Wasser gewaschen und schließlich in Fixierlösung gebracht. 

Nach Trocknen der Filme konnte die Auswertung erfolgen. 
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3.6 Statistische Auswertung 

Die Software IBM SPSS Statistics 20.0 wurde für die statistische Auswertung genutzt. 

Es erfolgten bivariate Korrelationsanalysen (Spearman-Rho) und nicht-parametrische 

Tests (Mann-Whitney U-Test). Als statistisch signifikant wurden p-Werte < 0,05 

eingestuft.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Vermessung von microRNAs im Patientinnenserum 

Zielstellung dieser Arbeit war, einen Zusammenhang zwischen differenziell exprimierten 

microRNAs im Serum von Kinderwunschpatientinnen und dem Polyzystischen 

Ovarsyndrom zu prüfen. Ein Zusammenhang zwischen dem Krankheitsbild und 

zirkulierenden microRNAs wurde bereits in einigen Studien beschrieben (Butler et al., 

2019; Sørensen et al., 2019). Auch in der eigenen Arbeitsgruppe konnte im Rahmen der 

Dissertationsarbeit von Frau Dr. Wiebke Würl (Würl, 2016) unter anderem eine 

signifikante Korrelation zwischen der erhöhten Serumkonzentration der microRNA miR-

200a und Hyperandrogenismus, einem der PCOS definierenden Merkmale, gezeigt 

werden. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Analyse der zirkulierenden microRNAs 

miR-27b, miR-126, miR-224 und miR-372 - basierend auf den microArray-Analysen aus 

der Dissertationsarbeit von Frau Dr. Wiebke Würl - aus dem Serum von insgesamt 201 

Kinderwunschpatientinnen des Zentrums für Reproduktionsmedizin und Andrologie. 

Mittels quantitativer Realtime PCR erfolgte die Konzentrationsbestimmung der 

microRNAs im Serum der Patientinnen. Es folgte die statistische Auswertung durch 

Korrelationsanalysen und nicht-parametrische Tests. Alle in die Auswertung 

einbezogenen klinischen Messdaten wurden durch Frau Dr. Kaltwaßer und Frau Dr. 

Köller, Zentrum für Reproduktionsmedizin und Andrologie des Universitätsklinikums 

Halle (Saale), erhoben. 

 

4.1.1 Patientinnenkohorte  

In das untersuchte Patientinnenkollektiv wurden 201 Kinderwunschpatientinnen 

eingeschlossen, die zwischen 2010-2014 im Rahmen einer Kinderwunschtherapie im 

Zentrum für Reproduktionsmedizin und Andrologie des Universitätsklinikums Halle 

(Saale) behandelt wurden. 

Tabelle 2 Zusammenfassung klinischer Parameter des Patientinnenkollektivs 

 Alter [y] Gewicht [kg] Größe [m] BMI [kg/m²] Menarche [y] 

Median 30 66 1,68 23,74 13 

Minimum- 
Maximum 

19 - 44 45 - 126 1,5 - 1,83 17,36 - 44,64 10 - 17 

Anzahl n 201 201 201 201 186 
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Der Mittelwert des Alters lag bei 30,6 Jahren (s. Tabelle 2). Der Median belief sich auf 

30 Jahre (s. Abb. 3). Der BMI betrug im Mittel 25,3 und im Median 23,7. Das Gewicht 

war im Mittel bei 70,6 kg und der Median bei 66 kg (s. Abb. 4). Mittelwert und Median 

des Alters bei Eintritt der Menarche lagen bei 13 Jahren. 

           

   3               4 

Abbildung 3, 4 Alters- und Gewichtsverteilung der Patientinnenkohorte 

 
 

Es können überdies Angaben zu Schwangerschaften, Geburten sowie Fehlgeburten 

gemacht werden (s. Abb. 5-7). Mit einem Anteil von 53,2 % empfingen die Mehrheit der 

Frauen keine Schwangerschaft. 41,9 % hatten eine bis drei und 4 % vier oder mehr 

Schwangerschaften. Es kam bei 79,8 % der Frauen zu keiner und bei 0,5 % zu vier 

Geburten. 18,7 % lagen mit einer bis drei Geburten im Mittelfeld. Der Großteil der 

Frauen erlitt zu 77,3 % noch nie eine Fehlgeburt. 19,7 % erlebten einen, zwei oder drei 

Aborte, vier und mehr Fehlgeburten lagen bei 2 % vor. 
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           5                          6 

 

 

 

 

 

 

 

 

     7 

Abbildung 5, 6, 7 Schwangerschaften, Geburten und Fehlgeburten des 
Patientinnenkollektivs  

  

Aussagen zum Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ 2 in der Familienanamnese der 

Betroffenen können ebenfalls getroffen werden (s. Abb. 8). 50,7 % der Patientinnen 

hatten in der Familie Fälle von Typ 2 Diabetes mellitus, 44,3 % waren nicht betroffen und 

bei 3,9 % war es unklar, ob eine Diagnose besteht. 
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          8 

Abbildung 8 Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ 2 in der Familienanamese der 
Patientinnenkohorte 

 
 

Es folgen die für das Polyzystische Ovarsyndrom typischen klinischen Parameter sowie 

die Diagnose selbst (s. Abb. 9-12). Es konnte bei 34 % ein Hyperandrogenismus 

festgestellt werden und bei 1 % der Frauen ist es unklar, ob ein androgener Phänotyp 

vorliegt. Polyzystische Ovarien konnten mittels Ultraschall bei 49,8 % diagnostiziert 

werden. 58,6 % der Kinderwunschpatientinnen hatten Zyklusstörungen und bei 52,2 % 

konnte die Diagnose „Polyzystisches Ovarsyndrom“ gestellt werden. 

    

      9             10 
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    11             12 

Abbildung 9, 10, 11, 12 Übersicht der klinischen Merkmale Hyperandrogenismus, 
Zyklusstörungen, Polyzystische Ovarien (PCO) im Ultraschall (US) sowie die Diagnose 
„Polyzystisches Ovarsyndrom“ innerhalb des Patientinnenkollektivs 

 

Es resultiert - bedingt durch die hohe Anzahl der Patientinnen sowie die nahezu 

homogen verteilten klinischen Messdaten Alter, BMI sowie vorausgegangene 

Schwangerschaften, Geburten, Fehlgeburten - eine repräsentative Kohorte. Die für das 

Polyzystische Ovarsyndrom definierenden Merkmale sowie die Diagnose selbst sind 

innerhalb der Kohorte ebenfalls nahezu gleich verteilt. 

 

4.1.2 MicroRNA-Messungen 

Im Rahmen der Dissertationsarbeit von Frau Dr. Wiebke Würl konnten in microArray-

Analysen microRNAs ermittelt werden, welche beim Krankheitsbild „Polyzystisches 

Ovarsyndrom“ beziehungsweise deren klinischen Merkmalen im Serum der Patientinnen 

differenziell exprimiert sind. Zwei dieser ermittelten microRNAs wurden ausgewählt und 

ihre Konzentrationen im Rahmen dieser Arbeit im Serum von 201 Patientinnen mit 

unerfülltem Kinderwunsch vermessen. Es handelt sich dabei um die microRNAs miR-

126 und miR-372. Zusätzlich wurden zwei weitere microRNAs für die Vermessung im 

Patientinnenkollektiv bestimmt - die microRNA miR-27b, welche nach Murri et al., 2013 

im Serum von PCOS Frauen als differenziell exprimiert beschrieben wurde sowie die 

microRNA miR-224, welche nach Sang et al., 2013 in die Aromatasefreisetzung während 

der Follikelentwicklung involviert sei (Murri et al., 2013; Sang et al., 2013). 

Für die microRNA miR-27b-Konzentration im Serum befanden sich dabei 64 Proben 

außerhalb des Detektionsbereiches. Für die microRNA miR-126 befanden sich 17 
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Proben und für die microRNA miR-372 25 Proben. Der Median der miR-27b-Werte (2-

ΔCT) betrug 0,006. Die microRNA miR-126 hatte einen Median der Konzentrationswerte 

von 0,778, die miR-224 von 0,0218. Die 2-ΔCT-Werte der microRNA miR-372 lagen im 

Median bei 0,0676 (s. Abb. 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 13 Konzentrationen der microRNAs miR-27b, miR-126, miR-224 und miR-
372 im Serum der Patientinnenkohorte 

 

Es zeigt sich im Mittel eine deutlich höhere Konzentration der microRNAs miR-126 sowie 

miR-372 im Serum der Probandinnen. Die microRNAs miR-224 sowie miR-27b weisen 

deutlich geringere Serumkonzentrationen auf. 

  

4.1.3 Bivariate Korrelationsanalysen der zirkulierenden microRNAs 

Um zu überprüfen, ob zwischen den Serumkonzentrationen der vermessenen 

microRNAs und den im Rahmen der Blutprobensammlung der 

Kinderwunschpatientinnen erstellten klinischen Messdaten ein Zusammenhang besteht, 

wurde eine bivariate Korrelationsanalyse nach Spearman-Rho durchgeführt. Außerdem 

wurden Assoziationen zwischen den Konzentrationen der einzelnen microRNAs sowie 

zwischen den klinischen Messdaten geprüft. Den Tabellen 3-6 sind die erhobenen 

Korrelationen zu entnehmen. 
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Tabelle 3, 4, 5, 6 Bivariate Korrelationen der microRNAs miR-27b, miR-126, miR-224 
und miR-372; rS = Korrelationskoeffizient (von -1 bis +1), p = Signifikanzniveau, n = Zahl 
der Fälle 
          3 

    rS p n 

hsa-miR-27b DPP4-Aktivität -0,232 0,001 200 

  DPP4-Konzentration -0,315 8,8*10-6 191 

  miR-224-Konzentration 0,287 3,7*10-4 201 

  miR-372-Konzentration 0,618 1,48*10-22 201 

    
           
          4 

    rS p n 

hsa-miR-126 miR-200-Konzentration -0,334 4,5*10-6 201 

  miR-224-Konzentration 0,418 6,33*10-10 201 

  miR-372-Konzentration 0,564 2,92*10-18 201 

    
           
          5 

    rS p n 

hsa-miR-224 miR-200-Konzentration -0,298 4,85*10-4 180 

  miR-372-Konzentration 0,487 2,42*10-13 201 

    
           
          6 

    rS p n 

hsa-miR-372 Estradiol 0,238 0,023 92 

  DPP4-Konzentration -0,32 6,22*10-6 191 

  miR-200-Konzentration -0,373 2,43*10-7 180 

                    

Es zeigt sich, dass die microRNA-Konzentrationen teilweise untereinander, als auch mit 

anderen Faktoren signifikant korrelieren. So korreliert die microRNA miR-27b-

Konzentration mit den Konzentrationen der microRNAs miR-224 und miR-372, als auch 

der DPP4-Konzentration und -Aktivität. Die Konzentration der microRNA miR-126 

korreliert mit den microRNA miR-200-, miR-224- und miR-372-Konzentrationen. 

Signifikant korrelierend mit der microRNA miR-224-Konzentration sind ebenfalls die 

microRNA miR-200- und miR-372-Konzentrationen. Für die microRNA miR-372-

Konzentration konnte auch eine signifikante Korrelation mit der microRNA miR-200-

Konzentration sowie mit der DPP4- und der Östrogenkonzentration gefunden werden.  

 

4.1.4 Assoziation der Serumkonzentration der zirkulierenden microRNAs zu 

PCOS und dessen Diagnosekriterien 

Es folgte der Test der Hypothese. Um zu überprüfen, ob die Serumkonzentrationen der 

zirkulierenden microRNAs mit der Diagnose „Polyzystisches Ovarsyndrom“ oder 
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einzelnen diagnostischen Kriterien signifikant korrelieren, wurden nicht-parametrische 

Tests nach Mann-Whitney-U durchgeführt.  

Dazu wurden die 4 diagnostischen Kriterien „Androgener Phänotyp“, „Zyklusstörungen“, 

„Polyzystische Ovarien im Ultraschall“ und „Polyzystisches Ovarsyndrom“ ausgewählt. 

Die Serumkonzentration der microRNAs korreliert nicht mit dem Auftreten eines 

androgenen Phänotyps (s. Tabelle 7). 

Tabelle 7 Nicht-parametrische Tests zur Assoziation zwischen dem Vorliegen eines 
androgenen Phänotyps und den Konzentrationen der vermessenen microRNAs; p MWU 
= p-Wert des Mann-Whitney-U-Tests 

Androgener Phänotyp miR-27b miR-126 miR-224 miR-372 

p MWU 0,479 0,147 0,36 0,675 

 

Zur Diagnose „Zyklusstörungen“ konnte eine signifikante Korrelation der 

Serumkonzentration der microRNA miR-372 festgestellt werden (p = 0,038), zudem 

zeigte die Serumkonzentration der miR-126 einen Trend zur Signifikanz (p = 0,088). Die 

Serumkonzentrationen der miR-27b und miR-224 wiesen keine Assoziation zum 

Vorliegen einer Zyklusstörung auf (s. Tabelle 8). 

Tabelle 8 Nicht-parametrische Tests zur Assoziation zwischen dem Vorliegen einer 
Zyklusstörung und den Konzentrationen der vermessenen microRNAs; p MWU = p-Wert 
des Mann-Whitney-U-Tests 

Zyklusstörung miR-27b miR-126 miR-224 miR-372 

p MWU 0,365 0,088 0,173 0,038 

 

Das Auftreten von polyzystischen Ovarien im Ultraschall korreliert signifikant mit allen 

der vermessenen microRNA-Konzentrationen (s. Tabelle 9).  

Tabelle 9 Nicht-parametrische Tests zur Assoziation zwischen dem Vorliegen von 
polyzystischen Ovarien im Ultraschall und den Konzentrationen der vermessenen 
microRNAs; p MWU = p-Wert des Mann-Whitney-U-Tests 

PCO im US miR-27b miR-126 miR-224 miR-372 

p MWU 0,014 0,006 0,003 0,001 

 

Die Diagnose „Polyzystisches Ovarsyndrom“ korreliert signifikant mit den 

Konzentrationen der microRNAs miR-126, miR-224 und miR-372 (s. Tabelle 10). 
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Tabelle 10 Nicht-parametrische Tests zur Assoziation zwischen dem Vorliegen der 
Diagnose „Polyzystisches Ovarsyndrom“ und den Konzentrationen der vermessenen 
microRNAs; p MWU = p-Wert des Mann-Whitney-U-Tests 

PCOS miR-27b miR-126 miR-224 miR-372 

p MWU 0,06 0,037 0,007 0,007 
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Abbildung 14, 15, 16, 17 Box-Plots der Serumkonzentrationen der vermessenen 
microRNAs und dem Vorliegen von polyzystischen Ovarien im Ultraschall 
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Abbildung 18, 19, 20, 21 Box-Plots der Serumkonzentrationen der vermessenen 
microRNAs und dem Vorliegen der Diagnose „Polyzystisches Ovarsyndrom“ 

 

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Serumkonzentrationen der 4 microRNAs miR-

27b, miR-126, miR-224 und miR-372 mit dem Auftreten von Polyzystischen Ovarien im 

Ultraschall signifikant korrelieren (s. Abb. 14-17). Zudem korrelieren - mit Ausnahme der 

miR-27b - die Serumkonzentrationen der analysierten microRNAs mit der Diagnose 

„Polyzystisches Ovarsyndrom“ (s. Abb. 18-21). 
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4.2 Effekte der Stimulation mit Testosteron oder Glukose auf die microRNA-

Expression 

Um zu überprüfen, ob der bei PCOS betroffenen Frauen veränderte Hormonhaushalt - 

allem voran der Hyperandrogenismus und die Hyperglykämie - Auswirkungen auf die 

Expression der analysierten microRNAs in Granulosazellen haben könnte, wurden 

Zellversuche durchgeführt. Es wurden die Expression der microRNAs miR-23a, miR-

27b, miR-126, miR-224 und miR-372 nach Stimulation der Zelllinien COV434 und KGN 

mit definierten Konzentrationen Testosteron und Glukose für 24 und 48 h in der qPCR 

vermessen.  
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Abbildung 22, 23, 24 Darstellung der relativen Expression der microRNAs miR-126, 
miR-224 und miR-372 in der Zelllinie KGN in Abhängigkeit von einer Testosteron- oder 
Glukose-Stimulation (Co = DMSO-behandelte Kontrolle, T = Behandlung mit 50 nM 
Testosteron, Glc = Behandlung mit 25 mM Glukose); p < 0,05, t-Test, n = 3 
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Unter Inkubation mit 50 nM Testosteron oder 25 mM Glukose zeigte sich in der Zelllinie 

KGN eine leichte Tendenz der Zunahme der Expression der microRNAs miR-126 und 

miR-372 mit der Länge der Testosteronbehandlung. Die Durchführung des t-Tests ergab 

keine Signifikanz gegenüber der DMSO-behandelten Kontrolle. Die Behandlung mit 

Glukose in der Zelllinie KGN ergab keinen signifikanten Unterschied gegenüber der 

Kontrolle (s. Abb. 22-24).  
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29 

Abbildung 25, 26, 27, 28, 29 Darstellung der relativen Expression der microRNAs miR-
23a, miR-27b, miR-126, miR-224 und miR-372 in der Zelllinie COV434 (Co = DMSO-
behandelte Kontrolle, T = Behandlung mit 50 nM Testosteron, Glc = Behandlung mit 25 
mM Glukose); p < 0,05, t-Test, n = 3 

 

In der Zelllinie COV434 konnte sowohl durch die Behandlung mit Testosteron, als auch 

Glukose kein signifikanter Unterschied in der Expression der analysierten microRNAs 

gegenüber der Kontrolle festgestellt werden (s. Abb. 25-29). 

Schlussfolgernd lässt sich sagen, dass die Behandlung der Zelllinien COV434 und KGN 

mit Testosteron oder Glukose gegenüber den DMSO-behandelten Kontrollen keine 

Unterschiede in der Expression der microRNAs miR-23a, miR-27b, miR-126, miR-224 

und miR-372 aufweisen. 

 

4.3 Dualer Luziferasereporterassay 

Da für die microRNA miR-23a bereits mögliche regulatorische Eigenschaften für die 

Funktion von Granulosazellen beschrieben wurden, sollte diese microRNA in einem 

dualen Luziferasereporterassay auf potenzielle Zielgene untersucht werden (Luo et al., 

2019). Aus einer Vielzahl von zu untersuchenden Zielgenen fiel die Auswahl auf die 

beiden Gene Östrogenrezeptor α (ERα) und Progesteronrezeptor (PR).  
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Tabelle 11 Zusammenstellung einiger in-silico Zielgene der miR-23a 

Gen Name 
Context 
score ++ 

Total sites 
in 3'UTR 

in früheren 
TargetScan-
Versionen 

CLDN14 claudin14 -0,44 1 ja 

ESR1 estrogen receptor alpha -0,36 2 ja 

PGRMC2 
progesterone receptor 
membrance component 2 

-0,33 1 ja 

PRDM10 PR domain containing 10 -0,2 1 ja 

PGR progesterone receptor -0,02 1 ja 

 

Es wurden Plasmide erzeugt, welche die entsprechenden 3’UTR Regionen der Gene 

ERα und PR sowie das Luziferase-Reportergen enthielten. Kommt es zur Bindung der 

microRNA miR-23a an den 3’UTR Bereich, so folgt die Spaltung der fusionierten mRNA 

mit daraus resultierender Abnahme des Lumineszenzsignals durch das Luziferase-

Reportergen. 

 

 

 

 

 

   

 

         30                       31 

Abbildung 30, 31 Dualer Luziferasereporterassay (Co = DMSO-Kontrolle, ERα + neg = 
negativ mimic) 

 

Die relative Lumineszenz durch die microRNA miR-23a zeigt gegenüber den Kontrollen 

beider zu überprüfender Gene keine signifikante Abnahme (s. Abb. 30, 31). 

Die beiden Gene Östrogenrezeptor α und Progesteronrezeptor konnten mittels dualem 

Luziferasereporterassay folglich nicht als Zielgene der microRNA miR-23a verifiziert 

werden. 
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4.4 Western Blot 

In Zusammenhang mit dem dualen Luziferasereporterassay erfolgte ein 

Proteinnachweis von ERα und PR nach Transfektion von Granulosakarzinomzelllinien 

mit miR-23a-mimics im Western Blot, um ERα und PR als mögliche Zielgene der 

microRNA miR-23a nachzuweisen. Nach 24-, 48- und 72-stündiger Behandlung der 

Zelllinien COV434 und KGN erfolgte die Proteinisolation. Der Nachweis des Gens ERα 

erfolgte mit dem Primärantikörper Östrogenrezeptor α (ERα) aus der Maus (1:5000) und 

dem Sekundärantikörper Anti-Maus IgM aus dem Kaninchen (1:10000). Die zu 

erwartende Bandengröße zum Nachweis des ERα wurde vom Hersteller mit etwa 

67 kDa angegeben. Der Primärantikörper Progesteronrezeptor (PR) aus dem Kaninchen 

(1:1000) diente für den Nachweis des Gens PR. Als sekundärer Antikörper wurde Anti-

Kaninchen IgG aus der Ziege (1:10000) verwendet. Hier sind zwei angegebene 

Bandengrößen zum Nachweis von PR bei etwa 94 kDa und bei etwa 114 kDa 

beschrieben. 

Eine Färbung mit Ponceau S zur reversiblen Anfärbung der auf der Membran 

gebundenen Proteine wurde durchgeführt. Mit ß-Actin aus der Maus (1:15000) erfolgte 

die Ladekontrolle. 

           COV434 ERα                                KGN ERα 

          

                            

                

                

                

                               32                        33 

Abbildung 32, 33 Western Blot zum Nachweis des ERα-Protein; Co = DMSO-Kontrolle; 
luc = Negativinhibitor Luc siRNA; 24, 48 und 72 h = Zeitwerte der miR-23a Behandlung; 
L = leer 
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ß-Actin 

                  COV434 PR              KGN PR 

 

 

 

              

            

           

                                      34                           35 

Abbildung 34, 35 Western Blot zum Nachweis des PR-Protein in den Zelllinien COV434 
und KGN; Co = DMSO-Kontrolle; luc = Negativinhibitor Luc siRNA; 24, 48 und 72 h = 
Zeitwerte der miR-23a Behandlung; L = leer 

 
 
Es konnte gegenüber den Kontrollen in beiden Zelllinien keine signifikante Verringerung 

des ERα- und PR-Proteins nach Transfektion der Zellen mit miR-23a-mimics festgestellt 

werden (s. Abb. 32-35). 

Zusammenfassend konnten auch im Western Blot die beiden Gene ERα und PR nicht 

als Zielgene der microRNA miR-23a bestätigt werden. Dies ist kongruent zum Ergebnis 

aus dem dualen Luziferasereporterassay.  
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5 Diskussion 

5.1 Korrelation zwischen microRNA-Konzentrationen und dem Vorliegen eines 

PCOS 

Das Polyzystische Ovarsyndrom ist die häufigste endokrine Störung unter Frauen, 

charakterisiert durch reproduktive, hormonelle und metabolische Fehlfunktionen (Misso 

et al., 2012). Die Definition nach den 2003 beschlossenen Rotterdam-Kriterien, 

bestehend aus (1) A- oder Oligomenorrhoe, (2) Hyperandrogenismus und (3) 

Polyzystische Ovarien im Ultraschall ist die gebräuchlichste weltweit (Rotterdam 

ESHRE/ASRM-sponsored PCOS consensus workshop group, 2004). Es bestehen 

zahlreiche Begleiterkrankungen, unter welcher vom PCOS betroffene Frauen leiden - 

allem voran Diabetes mellitus Typ 2, Insulinresistenz, kardiovaskuläre Erkrankungen, 

chronische Entzündungen sowie viele weitere Nebendiagnosen (McCartney und 

Marshall, 2016). Somit wird das Polyzystische Ovarsyndrom heutzutage als 

Systemkrankheit bezeichnet, deren reproduktive und dermatologische Störungen nur 

den sichtbaren Teil der Erkrankung darstellen (Rocha et al., 2019). Trotz zunehmendem 

Verständnis in der Pathophysiologie des PCOS gibt es noch keinen Test durch einen 

geeigneten Marker, der zur einfachen Diagnose der Erkrankung führt. MicroRNAs, 

welche ubiquitär im menschlichen Körper zu finden sind, nicht nur innerhalb von Zellen, 

sondern auch in Körperflüssigkeiten, wie beispielsweise dem Serum oder 

Follikelflüssigkeit, scheinen mögliche Biomarker für einen solchen Test zu sein. 

Vor diesem Hintergrund wurde diese Arbeit unter der grundlegenden Frage, ob 

microRNAs bei Frauen mit PCOS verändert exprimiert werden, verfasst. Es wurden die 

Konzentrationen der vier microRNAs miR-27b, miR-126, miR-224 und miR-372 im 

Serum von 201 Frauen mit unerfülltem Kinderwunsch vermessen. Durch bivariate 

Korrelationsanalysen konnte eine signifikante Korrelation aller untersuchter microRNA-

Konzentrationen mit dem Auftreten von polyzystischen Ovarien im Ultraschall festgestellt 

werden. Außerdem korrelieren die microRNA miR-126-, miR-224- und miR-372-

Konzentrationen mit der Diagnose „Polyzystisches Ovarsyndrom“. Die differenzielle 

Konzentration von zirkulierenden microRNAs bei PCOS gegenüber gesunden Frauen 

wurde auch von anderen Arbeitsgruppen analysiert. So wurden auch in den Studien von 

Murri et al., 2013 und Arancio et al., 2018 zirkulierende microRNAs im Blut von 12 bzw. 

16 PCOS-Patientinnen vermessen. Beide Gruppen ermittelten eine erhöhte 

Konzentration der microRNA miR-27b bei Betroffenen (Murri et al., 2013; Arancio et al., 

2018). Nach Murri et al., 2013 wurde eine positive Korrelation zwischen der Expression 

der microRNA miR-27b und Adipositas bei Frauen mit Polyzystischem Ovarsyndrom 
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beschrieben (Murri et al., 2013). Da die Konzentration der microRNA miR-27b für die 

Regulation der Cholesterolhomöostase und des Fettsäuremetabolismus 

mitverantwortlich zu sein scheint und in inflammatorische Prozesse, in den 

Hormonmetabolismus, Adipogenese, Insulinrezeptor-Signalwege sowie viele andere 

Mechanismen involviert sei, spielt sie möglicherweise eine Rolle in der Pathogenese des 

PCOS (Fernández-Hernando et al., 2011; Murri et al., 2013). Die microRNAs miR-126 

und miR-224 wurden ebenfalls in Studien untersucht und so konnte in der Arbeitsgruppe 

von Mao et al., 2018 eine verminderte Konzentration der microRNA miR-126 in den 

Granulosazellen von 43 vom PCOS betroffenen Frauen ermittelt werden (Mao et al., 

2018). Dies belegte auch zuvor die Studie nach Sang et al., 2013, in der ebenfalls eine 

verminderte Expression der microRNA miR-126 in Microvesikeln und im Überstand aus 

der Follikelflüssigkeit von 22 PCOS-Patientinnen beschrieben wurde (Sang et al., 2013). 

Yao et al., 2010 und Yin et al., 2012 untersuchten die Expression der microRNA miR-

224 und wiesen ihr eine mögliche Rolle in der Granulosazellproliferation und -funktion 

während der Follikelreifung zu (Yao et al., 2010; Yin et al., 2012).   

Es konnte in dieser Arbeit keine Korrelation zwischen den vier microRNA miR-27b-, miR-

126-, miR-224- und miR-372-Konzentrationen und dem Vorliegen eines androgenen 

Phänotyps bzw. Hyperandrogenismus festgestellt werden. Dem gegenüber steht die 

Studie von Ali et al., 2016, die eine Androgenabhängigkeit der microRNA miR-27b-

Expression beschreiben (Ali et al., 2016). Es konnte bei Frauen mit Brustkrebs eine 

erhöhte microRNA miR-27b-Konzentration unter Östrogeneinfluss, vermittelt durch den 

Östrogenrezeptor α, gezeigt werden (Ali et al., 2016). Eine vergleichbare Studie mit vom 

Polyzystischen Ovarsyndrom betroffenen Frauen existiert bisher nicht. Es kann daher 

nur darüber spekuliert werden, ob die Androgenabhängigkeit der microRNA miR-27b-

Expression möglicherweise spezifisch für das Mammakarzinom ist und somit beim 

PCOS nicht zu finden ist. Für alle anderen untersuchten microRNAs liegen aktuell keine 

Studien zum Thema Hyperandrogenismus und Androgenabhängigkeit vor. 

Sowohl Serum, als auch Follikelflüssigkeit von Frauen mit Polyzystischem Ovarsyndrom 

unterscheiden sich hinsichtlich der microRNA-Konzentration von gesunden Frauen (Jiao 

et al., 2018). Ähnlich groß wie die Vielfalt der veröffentlichten Studien zum Thema 

microRNA-Expression und PCOS ist auch die Varianz der Ergebnisse. So werden nicht 

nur unterschiedliche microRNAs in ihren Konzentrationen als differenziell exprimiert bei 

Patientinnen mit PCOS beschrieben, sondern auch verschiedene Voraussetzungen zur 

Durchführung der Studien festgelegt. Es stehen Arbeiten zur Untersuchung von 

microRNA-Konzentrationen aus Serumproben denen zur Untersuchung von microRNA-

Konzentrationen aus Follikelflüssigkeit gegenüber. Weiterhin differiert die 
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Studienpopulation. Mit einer Anzahl von 201 Frauen konnte im Zuge dieser Arbeit ein 

großes Kollektiv untersucht werden. Überdies wurden in einigen Arbeitsgruppen die 

PCOS betroffenen Frauen allein nach den Rotterdam-Kriterien ausgewählt, andere 

Arbeitsgruppen hingegen definierten noch zusätzliche Ausschlusskriterien, wie 

Adipositas, Nebendiagnosen, wie Diabetes mellitus Typ 2 oder Insulinresistenz sowie 

bestimmte Altersgruppen. Da zirkulierende microRNAs eine geringe interindividuelle 

Variabilität zu haben scheinen, wären sie ein geeigneter Marker, um zwischen PCOS-

Patientinnen und gesunden Frauen zu unterscheiden (Sørensen et al., 2019). Es sind 

allerdings zukünftig neben den vorhandenen in vitro Studien noch mehr in vivo Studien 

nötig, um die Expression von microRNAs unter physiologischen Bedingungen zu 

untersuchen (O'Brien et al., 2018). 

 

5.2 Effekte der Stimulation von Granulosakarzinomzelllinien mit Glukose oder 

Testosteron auf die microRNA-Expression 

Nach Vermessung der ausgewählten microRNAs im Serum von 

Kinderwunschpatientinnen folgten Zellversuche. Eine Vielzahl von Begleiterkrankungen 

prägen das Polyzystische Ovarsyndrom maßgeblich. Diabetes mellitus Typ 2 und 

Hyperandrogenismus sind die dabei am häufigsten beschriebenen und untersuchten 

Störungen. Es stellt sich folglich die Frage, ob microRNAs unter dem Einfluss des bei 

PCOS-Patientinnen veränderten Metabolismus und Hormonhaushaltes differenziell 

exprimiert werden. Zur Prüfung dieser These wurden sowohl die vier bereits im Serum 

vermessenen microRNAs miR-27b, miR-126, miR-224 und miR-372, als auch zusätzlich 

die PCOS-assoziierte microRNA miR-23a ausgewählt. Mittels Zellversuchen erfolgte im 

Rahmen dieser Arbeit die Behandlung der Zellen mit Testosteron und Glukose mit 

nachfolgender Bestimmung der microRNA-Expression. 

Durch die Behandlung mit Testosteron konnte im Zellversuch keine Korrelation zwischen 

Testosteron und den ausgewählten microRNA-Konzentrationen festgestellt werden. Die 

microRNA miR-23a wird unter anderem als regulatorische microRNA mit apoptotischer 

Wirkung auf Granulosazellen beschrieben (Luo et al., 2019). Darüber hinaus ist die 

inhibitorische Wirkung der microRNA miR-23a beim Endometriumkarzinom in der Arbeit 

von Li et al., 2019 dargelegt (Li et al., 2019). Die Arbeitsgruppe von Xiong et al. konnte 

eine verminderte microRNA miR-23a-Konzentration im Serum sowie eine positive 

Korrelation zum BMI von PCOS-Patientinnen feststellen (Xiong et al., 2017). Sie 

beschrieben ebenso eine im Vergleich zu gesunden Frauen 4-fach erhöhte Serum-

Testosteronkonzentration (Xiong et al., 2017). Es konnte unter Xiong et al. ebenfalls 

keine Korrelation zwischen Testosteron und der microRNA miR-23a-Expression 
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bestätigt werden. Die microRNA miR-27b-Konzentration ist, wie bereits im 

vorhergehenden Kapitel beschrieben, in ihrer Androgenabhängigkeit nur bei 

Brustkrebspatientinnen beschrieben (Ali et al., 2016). Für die microRNAs miR-126, miR-

224 und miR-372 liegen keine Studien zur Konzentrationsabhängigkeit unter 

Testosteroneinfluss vor. 

Unter Behandlung mit Glukose konnte ebenfalls keine signifikante Veränderung der 

Expression der microRNAs miR-23a, miR-27b, miR-126, miR-224 und miR-372 

festgestellt werden. Auf der anderen Seite steht die Arbeit von Yang et al., 2014, welche 

im Serum von 44 Diabetes Typ 2- und Prädiabetes-Patienten eine verminderte 

Konzentration der microRNA miR-23a nachweisen konnten (Yang et al., 2014). Eine 

ähnliche Vermessung von microRNAs in Blutproben führte die Arbeitsgruppe von 

Zampetaki et al., 2010 durch. Sie ermittelten eine niedrigere Konzentration der 

microRNA miR-126 im Blut von 80 Diabetes-Patienten (Zampetaki et al., 2010). 

Weiterhin ermittelten sie in humanen Endothelzellen unter Einfluss von 25 mM Glukose 

eine Reduktion der microRNA miR-126-Expression (Zampetaki et al., 2010). Dies 

entspricht der selben wie auch in dieser Arbeit festgelegten Glukosemenge. Allerdings 

differiert die Behandlungsdauer, welche unter Zampetaki et al. mit insgesamt 6 Tagen 

doppelt so hoch liegt, wie die für diese Arbeit festgelegte Behandlungsdauer. Außerdem 

erfolgte die Auswahl unterschiedlicher Zellkulturen, was neben der längeren 

Behandlungsdauer möglicherweise zu unterschiedlichen Ergebnissen in der microRNA-

Expression führte. Wie auch für die Expression der analysierten microRNAs unter 

Testosteroneinfluss ist auch die Studienlage unter Glukoseeinfluss unzureichend.  

Diese unterschiedlichen Ergebnisse in der Untersuchung der Expression der microRNAs 

unter Testosteron- und Glukoseeinfluss lassen darauf schließen, dass weitere 

Experimente unter längerer Behandlungsdauer nötig sind. Eine Durchführung der 

Behandlung in weiteren PCOS-relevanten Zelllinien sollte zur objektiven Betrachtung der 

microRNA-Konzentrationen ebenfalls erfolgen. 

 

5.3 Zielgene der microRNA miR-23a 

Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit bezog sich auf mögliche Zielgene der PCOS-

assoziierten microRNA miR-23a. Es ist bekannt, dass microRNAs Einfluss auf 

verschiedene für die Pathogenese des PCOS relevante Gene haben. Da bisher noch 

keine Studie zu möglichen Zielgenen der microRNA miR-23a bei Frauen mit 

Polyzystischem Ovarsyndrom veröffentlicht wurde, sollten in dieser Arbeit zwei Gene 

untersucht werden. Mit Hilfe bioinformatorischer Tools erfolgten Recherchen und eine 
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Zusammenstellung von Genen, welche durch die microRNA miR-23a-Expression 

beeinflusst werden könnten. Unter diesen fiel die Auswahl auf die beiden Gene 

Östrogenrezeptor α und Progesteronrezeptor. In zweierlei Versuchsreihen, dualer 

Luziferasereporterassay und Western Blot, erfolgte die Untersuchung beider möglicher 

Zielgene. 

Es ist inzwischen bekannt, dass bei Frauen mit Polyzystischem Ovarsyndrom gegenüber 

gesunden Frauen eine vermehrte mRNA- sowie daraus resultierend erhöhte 

Proteinexpression von Progesteronrezeptoren vorliegt (Hu et al., 2018). Endometriale 

Progesteronresistenz einhergehend mit einer Proliferation des Endometriums und einem 

gestörten Zyklus, der vor allem durch Anovulation gekennzeichnet ist, sind neben 

anderen die Leitsymptome des PCOS (Li et al., 2014). Der Progesteronrezeptor scheint 

in der Pathogenese des Syndroms eine zentrale Rolle einzunehmen und sollte daher 

durch diese Arbeit hinsichtlich einer Korrelation zur microRNA miR-23a-Expression 

überprüft werden.  

Ebenso vielfach beschrieben ist die erhöhte Expression und veränderte Funktion von 

Östrogenrezeptoren im Endometrium von PCOS-Patientinnen. Tang et al., 2019 

beschreiben in ihrem Review auch den Zusammenhang beider Rezeptoren - durch den 

aktivierten Östrogenrezeptor α kommt es zur vermehrten Expression des 

Progesteronrezeptors und im Gegenzug wird durch Progesteron die Synthese von 

Östrogenrezeptoren gehemmt (Tang et al., 2019). Die gesteigerte Aktivität des 

Östrogenrezeptors α resultiert in einer übermäßigen Proliferation des Endometriums, 

welche sich negativ auf die Fertilität auswirkt (Gregory et al., 2006). Eine ähnliche 

Schlüsselrolle vermittelt scheinbar auch der Östrogenrezeptor α im Hinblick auf die 

Erkrankung PCOS und sollte als zweites mögliches Zielgen der microRNA miR-23a im 

Rahmen dieser Arbeit untersucht werden. 

Sowohl im dualen Luziferasereporterassay, als auch im Western Blot konnte zwischen 

dem Gen Östrogenrezeptor α und der Konzentration der microRNA miR-23a keine 

signifikante Korrelation festgestellt werden. Durch Assou et al., 2013 wurden 

Cumuluszellen, welche die Eizelle umgeben, wichtige nutritive Funktionen erfüllen sowie 

an der Eizellreifung beteiligt sind, untersucht. Es konnte in humanen 

Cumuluszellkulturen eine erhöhte Expression der microRNA miR-23a mit daraus 

resultierender verminderter mRNA-Konzentration des Enzyms Aromatase (CYP19A1) 

festgestellt werden (Assou et al., 2013). Laut Shen et al. konnte nicht nur eine 

verminderte Expression der microRNA miR-23a im Endometrium von 23 Frauen mit 

Endometriose ermittelt werden, sondern auch deren repressiver Einfluss auf den 
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Steroid-Faktor-1 (SF-1), welcher eine wichtige Funktion im Östrogen-Signalweg 

einnimmt (Shen et al., 2013). Die microRNA miR-23a scheint folglich eine mögliche Rolle 

in der Östrogensynthese sowie im Östrogen-Signalweg zu vermitteln. Zusätzlich zum 

Einfluss auf Östrogensynthese und -Signalwege scheint nach Maillot et al., 2009 auch 

die microRNA miR-23a-Expression an sich östrogenvermittelt zu sein (Maillot et al., 

2009). Studien zu Korrelationen zwischen der microRNA miR-23a-Expression und 

Östrogen-Signalwegen beim PCOS sind bisher nicht bekannt. Eine Korrelation der 

microRNA miR-23a-Konzentration und dem Gen Östrogenrezeptor α ist ebenfalls nicht 

belegt und konnte auch in dieser Arbeit nicht bestätigt werden. 

Für das Gen Progesteronrezeptor konnte ebenfalls weder im dualen 

Luziferasereporterassay, noch im Western Blot eine Korrelation mit der microRNA miR-

23a-Konzentration bewiesen werden. Die Arbeitsgruppe unter Gilam et al., 2017 

beschreibt in einer Kohorte von 29 Brustkrebspatientinnen eine inverse Korrelation 

zwischen der microRNA miR-23a-Expression und dem Gen Progesteronrezeptor (Gilam 

et al., 2017). Die microRNA miR-23a scheint somit ein möglicher negativer Regulator im 

Progesteronrezeptor-Signalweg bei Brustkrebs zu sein (Gilam et al., 2017). Für das 

Polyzystische Ovarsyndrom wurde bisher kein Zusammenhang mit dem Gen 

Progesteronrezeptor beschrieben. In dieser Arbeit konnte ebenfalls keine Korrelation 

zwischen der Expression der microRNA miR-23a und dem Gen Progesteronrezeptor 

festgestellt werden. 

Obwohl in dieser Arbeit zwei mögliche Zielgene der microRNA miR-23a - zum einen 

Östrogenrezeptor α und zum anderen Progesteronrezeptor - nicht bestätigt werden 

konnten, scheint die microRNA miR-23a eine Rolle in der Pathogenese des PCOS 

einzunehmen. Die Auswahl weiterer möglicher Zielgene und Überprüfung in geeigneten 

Nachweisverfahren wie dem Western Blot oder dualen Luziferasereporterassay ist nötig, 

um die microRNA miR-23a-Expression in konkreten Zusammenhang zum 

Erkrankungsbild des PCOS zu bringen.  
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6 Zusammenfassung 

Mit einem Anteil von etwa 30 % stellt das Polyzystische Ovarsyndrom die häufigste 

Ursache endokrinologischer Erkrankungen, die zu weiblicher Unfruchtbarkeit führen, 

dar. Durch die drei Rotterdam-Kriterien (1) A- oder Oligomenorrhoe, (2) 

Hyperandrogenismus und (3) Polyzystische Ovarien im Ultraschall wird das PCOS bei 

Vorliegen von zwei dieser Merkmale diagnostiziert. Biochemische Marker zur 

Diagnosestellung sind bisher nicht bekannt. In sämtlichen Körperflüssigkeiten 

vorkommende microRNAs könnten solche möglichen diagnostischen Marker sein. 

Zielstellung der Arbeit war die Vermessung der Serumkonzentrationen der 

zirkulierenden microRNAs miR-126, miR-27b, miR-224 und miR-372 bei Frauen mit 

unerfülltem Kinderwunsch. Zusätzlich wurden in vitro Behandlungsversuche von Zellen 

mit Testosteron und Glukose sowie folgender microRNA-Konzentrationsmessungen 

durchgeführt. Mittels dualem Luziferasereporterassay und Western Blot sollten 

potenzielle Zielgene der microRNA miR-23a überprüft werden. 

Die Expression der vorab festgelegten microRNAs miR-27b, miR-126, miR-224 und 

miR-372 wurden durch quantitative Realtime PCR in 201 Serumproben von 

Kinderwunschpatientinnen vermessen. Um neben den klinischen PCOS-Charakteristika 

auch die sehr häufige Begleiterkrankung Diabetes mellitus mit in die Forschungsarbeit 

einzubeziehen, erfolgten Behandlungsversuche der Granulosakarzinomzellen COV434 

und KGN mit 50 nM Testosteron und 25 mM Glukose und anschließender 

Konzentrationsvermessung ebenfalls durch qPCR der microRNAs miR-23a, miR-27b, 

miR-126, miR-224 und miR-372 nach 24 h, 48 h und 72 h Behandlungszeit. Zur 

Überprüfung potenzieller Zielgene der microRNA miR-23a sollten die zuvor bestimmten 

Gene Östrogenrezeptor α (ERα) und Progesteronrezeptor (PR) im dualen 

Luziferasereporterassay und Western Blot untersucht werden. 

Durch Korrelationsanalysen konnte für die Konzentrationen aller vermessenen 

microRNAs ein signifikanter Zusammenhang mit dem Vorhandensein von 

polyzystischen Ovarien im Ultraschall sowie für die Konzentrationen der microRNAs 

miR-126, miR-224 und miR-372 eine signifikante Korrelation mit der Diagnose 

„Polyzystisches Ovarsyndrom“ belegt werden. Die Behandlungsversuche der 

Granulosakarzinomzellreihen mit Testosteron und Glukose ergaben keine signifikanten 

Veränderungen der microRNA-Expression gegenüber unbehandelten Kontrollen. Die 

beiden Gene ERα und PR konnten weder im dualen Luziferasereporterassay, noch im 

Western Blot als Zielgene der microRNA miR-23a bestätigt werden. 
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Um die mit dem PCOS in Zusammenhang gebrachten microRNAs als mögliche 

biochemische Marker zur Krankheitsdiagnostik bestimmen zu können, sind weitere 

Forschungsarbeiten nötig.  
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8 Thesen 

 

1. Für das Polyzystische Ovarsyndrom existieren bisher keine diagnostischen 

biochemischen Marker. Mögliche Marker stellen microRNAs dar. 

 

2. Die microRNAs miR-27b, miR-126, miR-224 und miR-372 wurden anhand von 

microArray-Analysen aus der eigenen Arbeitsgruppe ausgewählt und deren 

Konzentrationen im Serum von 201 Kinderwunschpatientinnen vermessen. 

 

3. Die Serumkonzentrationen der microRNAs miR-27b, miR-126, miR-224 und 

miR-372 korrelieren signifikant mit dem Vorhandensein von polyzystischen 

Ovarien im Ultraschall. 

 

4. Die Serumkonzentrationen der microRNAs miR-126, miR-224 und miR-372 

korrelieren signifikant mit der Diagnose „Polyzystisches Ovarsyndrom“. 

 

5. In vitro Versuche zeigten keine Expressionsveränderung der microRNAs miR-

23a, miR-126, miR-224 und miR-372 durch Stimulation der 

Granulosakarzinomzelllinien COV434 oder KGN mit Testosteron oder Glukose. 

 

6. Die beiden Gene Östrogenrezeptor α (ERα) und Progesteronrezeptor (PR) 

konnten im dualen Luziferasereporterassay und Western Blot nicht als Zielgene 

der PCOS-assoziierten microRNA miR-23a verifiziert werden 

 

.  
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