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Referat

Das polyzystische Ovarsyndrom (PCOS) als haufigste Ursache endokriner Stérungen
bei Frauen mit unerfilltem 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 Krankheitshild 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
(gPCR) bestimmt. Durch anschlieRende 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 primdr dem Diabetes
mellitus. Vor diesem Hintergrund wurde mittels in vitro Experimenten mit den
Granulosakarzinomzelllinien COV434 und KGN ein moéglicher Zusammenhang zwischen
der Expression der ausgewahlten microRNAs sowie zusatzlich der microRNA miR-23a
und einer Stimulation der Zellen mit Testosteron oder Glukose untersucht. Unter
erhdohten Testosteron- und Glukosekonzentrationen konnte keine signifikante
Veranderung der microRNA-Expression gegeniiber unbehandelten Kontrollen detektiert
werden.

Um die microRNA miR-23a in die Pathogenese des PCOS einordnen zu kénnen, wurden
mittels bioinformatorischer Tools die zwei Gene Ostrogenrezeptor a (ERa) und
Progesteronrezeptor (PR) selektiert und im dualen Luziferasereporterassay sowie dem
Western Blot untersucht. In beiden Versuchsreihen konnten die beiden Gene fiur 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 fir weitere Forschungsarbeiten dar.

Hoffmann, Viktoria: Serumkonzentration und Funktion der zirkulierenden microRNAs
mMiR-27b, miR-126, miR-224 und mIiR-372 bei Patientinnen mit Polyzystischem
Ovarsyndrom, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 65 Seiten, 2020
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1 Einleitung

1.1 Weibliche Infertilitat

Nach weltweiten Schatzungen leiden Uber 72,4 Millionen Paare an Unfruchtbarkeit
(Gurunath et al., 2011). Diese ist laut der World Health Organisation (WHO) definiert
tber das fehlende Eintreten einer Schwangerschaft innerhalb eines Zeitraumes von
einem Jahr bei regelmafigem, ungeschitzten Geschlechtsverkehr (Zegers-Hochschild
et al., 2017). Die primare Infertilitat, aufgrund welcher betroffene Frauen noch nie
schwanger waren, ist von der sekundaren Infertilitat abzugrenzen. Letztere ist definiert
durch die Empféangnis von zumindest einer Schwangerschaft zuvor (I1zzo et al., 2015). In
30-40 % der Falle liegt die Ursache fir den unerfilliten Kinderwunsch allein bei der Frau,
in 40 % der Falle bei dem Mann und in 20-30 % der Falle tragen beide Partner Ursachen
zur Kinderlosigkeit bei (1zzo et al., 2015). Auch wenn im individuellen Fall die Ursache
fur die Infertilitat sehr spezifisch sein kann, kénnen doch mehrere Indikationsgruppen
unterschieden werden. (s. in Abb. 1 eine Ubersicht der Indikationen zur In-Vitro-
Fertilisation (IVF), einer Methode der kiunstlichen Befruchtung).

Indikationen der Frau zur IVF

m Normal

® Tubenpathologie
Endometriose

m PCO/Hyperandrog.

m Pathologischer Zyklus

® Psychogene Faktoren

m Sonstige

m Keine Angaben

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 haufigsten Ursachen der weiblichen Infertilitét sind angeborene oder
erworbene anatomische Deformitéaten, Ovulationsstérungen und das Krankheitsbild der
Endometriose zu finden (Blumenauer et al., 2018). Letztere ist charakterisiert durch
Endometrium-Gewebe aulRerhalb der Gebarmutter, welches zu Dysmenorrhoe,
Dyspareunie, nicht zyklusabhé&ngigen Schmerzen und Subfertilitat fihren kann
(Farquhar, 2000). Weiterhin kdnnen sich auch sexuell Ubertragbare Erkrankungen auf
die Fertilitdt auswirken. So kdnnen Chlamydien-Infektionen, die Gonorrhoe oder auch
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1 Einleitung

die genitale Form der Tuberkulose zu einer Verklebung der Eileiter fihren und die
Empféangnis verhindern (Alasiri et al., 2012). Zahlreiche hormonelle Stérungen wie die
Hypo- als auch die Hyperthyreose oder auch die verminderte Sekretion des
hypothalamischen Gonadotropin-Releasing-Hormons (GnRH) bewirken ebenfalls haufig
eine verminderte Fruchtbarkeit (Bliss et al., 2010). Die haufigste endokrinologische
Stdrung unter Frauen in Verbindung mit einer Infertilitat ist jedoch das Polyzystische

Ovarsyndrom.

1.2 Polyzystisches Ovarsyndrom

Bereits in den Schriften Hippocrates von vor Uber zwei Jahrtausenden wird ein
Krankheitshild von Frauen beschrieben, die ein méannliches, robustes und gesundes
Erscheinungsbild préagen, eine schwache Menstruation von zumeist weniger als drei
Tagen haben und nicht in der Lage sind schwanger zu werden oder ein Kind zu gebaren
(Azziz et al., 2011). Im Jahr 2003 veroffentlichten die ,European Society of Human
Reproduction and Embryology/American Society for Reproductive Medicine*
(ESHRE/ASRM) die sogenannten Rotterdam-Kriterien, die das diagnostische Vorgehen
fur 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. Darliber 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; madifiziert nach Ajmal et al.,
2019

NIH 1990 Rotterdam 2003 AE-PCOS society 2006
(1) jahrelange Anovulation | (1) Oligomenorrhoe oder (1) biochemisch oder
(2) Hyperandrogenismus Anovulation klinisch bewiesener
(2) Hyperandrogenismus Hyperandrogenismus
(3) polyzystische Ovarien (2) ovarielle Dysfunktion
im Ultraschall (3) polyzystische
Ovarmorphologie

Demnach ist trotz der tiefgreifenden Historie des Krankheitshildes eine exakte Definition
und prozentuale Einschatzung betroffener Frauen nicht leicht zu stellen. Schatzungen
zu Folge sind 8-13 % der weiblichen Bevdélkerung im gebarfahigen 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 ungeklart ist auch die Atiologie 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 gestorten Androgen- sowie Insulinspiegeln fuhren, konnten
dabei eine Hauptursache darstellen (Li et al., 2019). Hinsichtlich der beteiligten
genetischen Komponente ist von einer polygenen Beteiligung auszugehen, die
vermutlich durch fertile ménnliche stumme Tréager und subfertile Frauen weitergegeben
wird (Barthelmess und Naz, 2015). Zusatzlich zeigen Beobachtungen einen
Zusammenhang zwischen externen Faktoren und dem Auftreten des PCOS. Ein
niedriger soziobkonomischer Status, einhergehend mit ungesunden
Lebensgewohnheiten wie Rauchen, Bewegungsmangel und ungesunde Erndhrung,
scheint sich férdernd auf die Krankheitsentwicklung auszuwirken (Barthelmess und Naz,
2015).

1.2.1 Klinik und Diagnhose des PCOS

Eine Vielzahl assoziierter Gesundheitsstorungen beim PCOS sind bereits bekannt. Im
Vordergrund stehen dabei die drei zur Diagnose fihrenden 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 Stérungen 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 Ubergewichtigen PCOS-Patientinnen sind betroffen
(Wang et al., 2016). Die Insulinresistenz zahlt dabei als entscheidender Risikofaktor fr
die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2. Bei 31-35 % der betroffenen Frauen
konnte eine gestorte Glukosetoleranz und bei 7,5-10 % bereits ein Diabetes mellitus Typ
2 nachgewiesen werden (Salley et al., 2007). Ein hoher BMI scheint ebenfalls ein
Pradiktor fur die Verschlechterung der Glukosekontrolle zu sein (Salley et al., 2007).
30 % der PCOS-Patientinnen sind adipds, in den USA und in Australien kénnen sogar
Werte von 61-76 % verzeichnet werden (Barthelmess und Naz, 2015), (Norman et al.,
2007). Weiterhin lasst sich ein vermehrtes Auftreten des Gestationsdiabetes unter
PCOS-Betroffenen verzeichnen (Palomba et al., 2015; Bidhendi Yarandi et al., 2019).

Die Insulinresistenz wirkt sich tiberdies auch auf den Hormonhaushalt der Frauen aus.
Die Thekazellschicht heranreifender Follikel des Ovars produziert Androgene fir die

benachbarten Granulosazellen, welche die synthetisierten Androgene zu Ostrogen
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umwandeln. Dies geschieht in Antwort auf LH-Stimulation und die vorliegende
Insulinhéhe (Witchel et al.,, 2019). Die Hyperinsulindmie, resultierend aus einer
bestehenden Insulinresistenz, bewirkt dementsprechend eine verstarkte 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 Ostrogeniiberschuss und eine Progesteroninsuffizienz. Ostrogen hat stark
proliferative Eigenschaften, wodurch vermehrtes Wachstum im Endometrium angeregt
wird. Dies hat ein hdheres Risiko von Endometrium- als auch Brustkrebs zur Folge (Zhao
et al., 2016).

Aus genannten metabolischen Risikofaktoren resultiert ein erhdhtes kardiovaskulares
Risiko fur die Betroffenen. Darlber hinaus sind auch psychische und neurologische
Auffalligkeiten untersucht worden, wie mentale Stérungen und Reduktion der
Lebensqualitat (Krug et al., 2019).

Das PCOS per definitionem ist somit eine Konstellation von Faktoren ohne spezifische
Diagnose-Tests, wodurch es zur Variabilitat in der Diagnostik von biochemischem oder
klinischem Hyperandrogenismus, Zyklusstérungen und Polyzystischen Ovarien kommt
(Moran und Teede, 2009).

Um die Vielzahl der hier angerissenen Begleiterkrankungen einzuddmmen, ist eine
frihzeitige Krankheitsdiagnose notwendig. Hinsichtlich der Erstdiagnose nach der
Menarche werden aktuell 5 Kriterien vorgeschlagen, die zur Erkrankungsbestétigung bei
positivem Befund von 4 Merkmalen fihren sollen (Agapova et al., 2014). Diese Kriterien
sind der Nachweis einer Amenorrhoe Uber 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 Uber die Merkmale
Hirsutismus, Allopezie und Akne wahrend der Adoleszenz, nicht nur da sie subjektiv zu
bewerten sind, sondern auch vermehrt im Rahmen der Pubertat physiologisch bedingt
sind. Die Oligo- oder Amenorrhoe ist ebenfalls schwer zu beurteilen, da
ZyklusunregelméaRigkeiten nach der ersten Regelblutung haufig sind. So konnte in einer
Studie von 200 gesunden Madchen bei 55 % eine Anovulation in den ersten 2 Jahren
nach der Menarche festgestellt werden (Agapova et al., 2014). Dariiber hinaus ergeben
sich Schwierigkeiten in der eindeutigen Diagnostik polyzystischer Ovarien. Solche sind
definiert durch das Vorhandensein von zumindest 12 Follikeln im Ovar mit einer Gréi3e
von 2-9 mm oder durch ein Ovarvolumen Gber 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 Verfligung gestellt von Frau Dr. Petra KaltwalRer und Herrn PD Dr.
Gregor Seliger; Zentrum fuir Reproduktionsmedizin und Andrologie, Universitatsklinikum
Halle (Saale)

Die sensitivste Diagnostik stellt zum derzeitigen Zeitpunkt die Vaginalsonografie dar,
deren Anwendbarkeit bei jungfraulichen Pubertierenden jedoch ethisch fragwirdig
erscheint, weshalb auf die Abdomensonografie zuriickgegriffen wird. Da die beim
Polyzystischen Ovarsyndrom zu verzeichnende Adipositas vor allem abdominell gepragt
ist (Moran und Teede, 2009), ergibt sich oftmals eine eingeschrankte Beurteilbarkeit.
Eindeutige Biomarker zur Krankheitsdiagnose oder zum Screening von Frauen sind

bisher nicht bekannt.

1.2.2 Therapie und Prognose des PCOS

Hinsichtlich der Komplexitat des Krankheitsbildes ist eine allgemeine Anderung der
Lebensgewohnheiten ratsam. Gewichtsverlust, gesunde Erndhrung sowie Sport und
Bewegung stellen den Goldstandard zur Verbesserung der Insulinsensitivitdt unter
Patientinnen mit PCOS dar (Madnani et al., 2013). Da eine Anpassung der
Lebensgewohnheiten langfristig jedoch oft nicht ausreichend ist, stehen verschiedene
medikamentdse als auch operative Therapieverfahren zur Verfigung. Zur Behandlung
der gestorten Insulinsensitivitdt und der damit verbundenen Anovulation und des
Androgenexzesses wird haufig mit Metformin, ein Biguanid, therapiert. Metformin senkt
nachweislich die hepatische Glukoneogenese sowie die freie Fettsdaureoxidation 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 erhoht die Ovulations-
und Menstruationshaufigkeit (McCartney und Marshall, 2016). Dartber hinaus zeigt es
Assoziation zur Gewichtsreduktion und ist Mittel der Wahl bei Frauen mit
Glukoseintoleranz und erhéhtem Diabetesrisiko (Madnani et al., 2013; Yang et al., 2018).
Die Therapieerfolge durch Metformin kénnen durch Kombination mit der Anderung der
Lebensgewohnheiten deutlich verbessert werden (Spritzer, 2014). So konnte
nachgewiesen werden, dass die Metformingabe zusammen mit einer angepassten
Lebensweise zur BMI-Reduktion fihrt (Naderpoor et al., 2015). Auf die Therapie mit
Thiazolidindionen, die zur Verstarkung der Insulinaktivitat in der Leber, dem
Skelettmuskel und dem Fettgewebe fiihren, wird weitestgehend verzichtet, da sie
aufgrund ihrer Hepatotoxizitat, des erhdhten kardiovaskularen Risikos und vermehrter
Gewichtszunahme viele unerwiinschte Wirkungen mit sich bringen (Madnani et al.,
2013). Die Behandlung der Infertilitat aufgrund einer Anovulation erfolgt durch das
Antiostrogen 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 zugefiihrte Gonadotropine oder operative Verfahren
in Betracht (Madnani et al., 2013; Balen et al., 2016). Bereits 1935 wurde durch Stein
und Leventhal die erste Moglichkeit der operativen Keilresektion des Ovars etabliert
(Costello und Ledger, 2012). Durch zahlreiche Spatkomplikationen wie Adhasionen oder
Nachblutungen wurde sie heute jedoch vom laparoskopischen Ovardrilling bzw. der
Diathermie abgeldst - einem Verfahren bei der durch Elektrokauterisation oder Laser
Vaporisation 4 bis 10 Ldcher in der Ovarrinde bis ins Stroma gesetzt werden, um
androgenproduzierende Thekazellen zu zerstéren und somit zur lokalen und

systemischen Androgenspiegelsenkung beizutragen (Costello und Ledger, 2012).

Die Krankheitsprognose ist stark abhangig von der Erstdiagnose des PCOS. Da es
bisher jedoch noch keinen geeigneten Biomarker gibt, der eine solche friihzeitige
Diagnose ermdoglicht, ist die Suche nach einem solchen umso relevanter. Potenzielle
Kandidaten fur diese Biomarker kdnnten im Serum zirkulierende microRNAs sein, da sie

stabil, leicht und kostengtinstig nachweisbar und - im Idealfall - spezifisch sind.
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1.3 MicroRNAs
1.3.1 Eigenschaften, Biogenese und Funktionsweise

MicroRNAs sind kleine, nichtkodierende, einzelstrangige RNAs einer Lange von ca. 21-
23 Nukleotiden. Aktuell sind beim Menschen 2654 reife microRNA-Spezies beschrieben
(www.mirbase.org). Sie kdnnen fast tberall 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
zunachst durch die RNA-Polymerase Il transkribiert und es entstehen mehrere
Kilobasen lange, mit einem 5‘-cap versehene Vorlaufer-microRNAs - die pri-miRNA
(primary microRNA) (Rajman und Schratt, 2017). AnschlieBend werden diese Strukturen
durch das RNAse Ill zugehdrige Enzym Drosha als Komplex mit dem DGCR8-Protein
prozessiert. Aus der Prozessierung resultiert eine ca. 70 Nukleotide lange Vorlaufer pre-
MiRNA (Herrera-Carrillo und Berkhout, 2017). Durch den nuklearen Exportrezeptor
Exportin 5 gelangt jene in das Zytoplasma (Cortez et al., 2011). Hier ist das ebenfalls
der RNAse Il Familie zugehdrige Enzym Dicer mit dem TRB-Protein fur das weitere
Processing verantwortlich und generiert kleine RNA-Doppelstrangstrukturen der Lange
von ca. 22 Nukleotiden (Herrera-Carrillo und Berkhout, 2017). Schlief3lich wird aus dieser
Doppelstrang-microRNA ein Einzelstrang in den RISC (RNA-induced silencing complex)
inkorporiert, welcher die Bindung dieses Einzelstranges an ihre komplementére Ziel-

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

MicroRNAs sind in zahlreichen physiologischen Prozessen wie dem Zelltod,
verschiedenen  Stressantworten und  Stoffwechselvorgdngen  sowie  der
Zelldifferenzierung und Zellproliferation beteiligt (Wang et al., 2017). Dabei tbernehmen
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 Zerstorung der Ziel-mRNA bei perfekter Komplementaritdt der microRNA-
Sequenz mit einer komplementaren Sequenz im 5‘UTR durch mRNA-Zerschneidung,
welche primar 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

Komplementaritat 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 intrazellular nachweisbar, sondern auch in Korperfliissigkeiten
wie Serum, Speichel, Aszites oder Urin. Sie kdnnen dabei gewebespezifisch sein und
unterschiedliche Effekte, krankheitsfordernde oder -protektive, vermitteln (Rajman und
Schratt, 2017). In diesem Zusammenhang kdnnen sie hormonahnliche Wirkungen
zeigen und sind beteiligt an der Zell-Zell-Kommunikation (Cortez et al., 2011). Besonders
ist dabei ihre extrazellulare Stabilitat. MicroRNAs zeigen sich resistent gegen endogene
RNAse Aktivitat, viele Einfrierzyklen, Erhitzen, niedrige und hohe pH-Werte und lange
Aufbewahrungszeiten in Raumtemperatur (Gul et al., 2017). All diese genannten
Eigenschaften begtnstigen Untersuchung und Forschung von microRNAs im Bereich
der Diagnostik und des Therapiemonitorings als minimal-invasive Biomarker, allem
voran in haufigen und klinisch auf3erst 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
Krankheitshild 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 erhéht oder verringert
zeigte. Im Hinblick auf phéanotypische Verénderungen konnte ein positiver
Zusammenhang zwischen solchen microRNAs und dem Hirsutismus gefunden werden
(Murri et al., 2018). Auch in Bezug zu Stoffwechselstérungen und Adipositas bei PCOS
wurden zahlreiche Korrelationen mit bestimmten microRNAs veranderter Expression
belegt, wie mit dem Diabetes mellitus Typ 2, der Adipogenese, dem Seruminsulinspiegel
und der Insulinresistenz sowie dem BMI und dem Taille-Huft-Verhaltnis, der
Glukosetoleranz, dem HDL-, Cholesterin- und Triglyceridspiegel (Sgrensen et al., 2014,
Murri et al., 2018). Weiterhin konnten auch im Zusammenhang mit den Sexualhormonen
microRNA-Expressionsveranderungen detektiert werden. Sowohl Ostrogen-, als auch
Progesteron- und Testosteronspiegel korrelierten mit mehreren untersuchten

microRNAs (Murri et al., 2018). Dartber hinaus wurde auch eine Korrelation mit
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Sexualhormon-bindenden Proteinen, der LH-, FSH- und GH- Spiegel sowie Anti-Muller-
Hormonkonzentrationen festgestellt (Sgrensen 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 Ostrogen- 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
ursachlich. Resultierend aus der multifaktoriellen Genese sowie den vor allem in jungen
Jahren unspezifischen Krankheitssymptomen ist eine frihzeitige Diagnose selten.
Haufig erfolgt erst bei ausbleibendem Kinderwunsch eine spezifische Ursachensuche
mit resultierender Diagnose eines PCOS.

Standardisierte Biomarker zur Krankheitsdiagnostik, zur Prognoseeinschatzung sowie
zur Verlaufs- und Therapieerfolgskontrolle sind bei vielen Krankheitsbildern von hohem
Interesse. Mogliche 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. Zunéchst erfolgte (1) die
Vermessung der Konzentrationen der vier microRNAs miR-27b, miR-126, miR-224 und
MiR-372 im Serum von Frauen mit unerfilltem Kinderwunsch mittels gPCR. Die Auswahl
dieser microRNAs basierte auf einer friiheren microArray-Analyse. AnschlieRend wurde
die Korrelation der Ergebnisse zum Vorliegen eines PCOS sowie weiterer klinischer und

demografischer Parameter statistisch geprift.

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

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

Zusatzlich 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 moglichen

Zielgene Ostrogenrezeptor a (ERa) und Progesteronrezeptor (PR) ausgewahlt.

10



3 Material und Methoden

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-R-D-galactosid

(X-Gal) Sigma-Aldrich, Miinchen
Agarose Serva, Heidelberg
Ampicillin Serva, Heidelberg
Bromphenolblau Serva, Heidelberg
Buffer R (fur Xho 1) Fermentas, St Leon Rot
Chloroform AppliChem, Darmstadt
Countess® Trypan Blue stain Invitrogen, Karlsruhe
DEPC-H,0O 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, Miinchen
Ethanol (96 %) Sigma-Aldrich, Minchen
Ethidiumbromid Serva, Heidelberg
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Roth, Karlsruhe
Ethylenglykoltetraessigséure (EGTA) Roth, Karlsruhe

Fast Digest Buffer (fir Notl) Fermentas, St Leon Rot
Fotales Kéalberserum Sigma-Aldrich, Miinchen
FUGENE Promega, Mannheim
Halt™ Phosphatase Inhibitor ,Cocktail® Pierce, Rockford (USA)
InterFERIN Invitrogen, Karlsruhe
Kodak D-19 Developer Sigma-Aldrich, Miinchen
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 gPCR Mastermix

MES Puffer 20x
Methanol (100 % p.a.)

Natriumacetat fur Molekularbiologie

Natriumchlorid
Nu Page LDS Sample Buffer (4x)

Nu Page MES SDS Running Buffer fur

Bis-Tris Gele (20x)

Nu Page Sample Reducing Agent
Nu Page Transfer Buffer (20x)
NuPage 4-12 % Bis-Tris-Gele
Penicillin-Streptomycin
Phosphate Buffered Saline

Protein Assay Dye reagent concentrate

Testosteron

Tris (20 M)
Tris-HCI (50 mM)
Triton X-100
Trizol

Tween® 20

3.1.2 Laborgerate

Analysewaage ABJ
Brutschrank Hera Cell 240i
Elektrophorese-Kammer 40-0911

FreezingContainer
(Kryokonservierung)

Handzentrifuge

Inkubator Unimax1011
Kuhlschrank

Lichtmikroskop ECLIPSE TS 100
Megafuge 1.0 R

Thermocycler T3000

Photometer BioPhotometer
PIPETBQOY comfort Integra
Plattenreader Genios

Sterilbank Herasafe

Fermentas, St. Leon Rot
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Life Technologies, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Biorad, Miinchen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Life Technologies, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Kern&Sohn, Balingen
Thermo Scientific, Bonn

peqLab, Erlangen

Nalgene, Hereford

Biozym, Hessisch Oldendorf

Heidolph, Schwabach
Ewald, Bad Nenndorf
Nikon, Dusseldorf
Heraeus, Hanau
Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Biosciences (IBS), Zizers
Tecan, Groding

Heraeus, Hanau
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Realtime-Cycler iCycler
Thermoblock Thermomixer

Vortexer Vortex IR XCell SureLock™
Wasserbad

Western Blot XCell SureLock™
Elektrophorese-Kammer Electrophoresis Cell

Western Blot Transfer-Kammer
Mini Trans-Blot ® Cell

Zellschaber
Zellzahlgerat Countess
Zentrifuge 5414 D
Zentrifuge 4-5 L

3.1.3 Verbrauchsmaterial

96-Well-Platten (Transparent)
6-Well-Platten (Transparent)
BioPhotometer ®, Kuvetten

Countness ® Cell Counting Chamber Slides
Gewebekulturflaschen (25-175 cm?)
Einmalhandschuh

Kryordhrchen

Mikropipetten

Parafilm

Petrischalen

Glaspipetten

PCR Tube Stripes, Flat Cap Stripes
Pipettenspitzen

Reaktionsgefalie Safe-Lock Tubes (0,2-2 ml)
Serologische Pipetten

Wachstube Phasetrap

Zentrifugationsrohrchen

3.1.4 Enzyme

DNAse, RNA-frei
HotStarTag DNA Polymerase
Not |

Bio-Rad, Muinchen
ComfortEppendorf, Hamburg
Starlab, Hamburg

Memmert, Schwabach

Invitrogen, Karlsruhe

Biorad, Miinchen

TPP ®, Trasadingen
Invitrogen, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Sigma-Aldrich, Steinheim

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Life Technologies, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Semperit, Wien

Nalgene, Hereford

Eppendorf, Hamburg

Merck, Darmstadt

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen
PeglLab, Erlangen

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

TPP ®, Trasadingen

peglLab, Erlangen

Greiner, Frickenhausen

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

Fermentas, St Leon Rot
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RevertAid H Minus Reverse Transkriptase Thermofisher, Dreieich
T4 DNA Ligase Fermentas, St Leon Rot
Xho | 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 pPCR®2.1 vector) Invitrogen, Karlsruhe

ZR Plasmid Miniprep Zymo Research, Freiburg

3.1.6 Oligonukleotide

ER1 3‘ UTR Sequenz (5°-3Y)

Primer fw TAG CCC ATG CCT TTT GAG GG
Primer rv GCA AAG GGG TCT GTG TCT CA
Produktlange 761

PR 3’UTR Sequenz (5°-3Y)

Primer fw GCA GCT GTT CAT GGC AGA AA
Primer rv GGA CAC TAATGC CAC ACT GC
Produktlange 476

Hersteller der Primer: Sigma Aldrich, Taufkirchen

TagMan 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 TagMan™ micro-RNA-Sonden: ThermoFisher, Dreieich

3.1.7 Vektoren

psiCHECK™-2 Promega, Mannheim
pCR®2.1 Invitrogen, Karlsruhe
3.1.8 Antikorper

primarer ERa-Antikorper

Ostrogenrezeptor a (ERa) aus der Maus 1:5000 Biomol, Hamburg
sekundéarer Antikorper

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

primarer PR-Antikorper

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

sekundéarer Antikorper

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

Referenz

3-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 Verfligung
gestellt

Sa0sS-2 ATCC, Wesel

3.1.10 Puffer und Lésungen

Zellkultivierung
Zellkulturmedium: DMEM 500 ml
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10 % FKS
1 % PenStrep

Bakterienkultivierung
LB-Medium: 20g in 11 Aqua bidest. I6sen >

autoklavieren

Néahragar fir Bakterienkulturen: 32g in 11 Agqua bidest. losen ->
autoklavieren

Zugabe von Ampicillin (50 pg/ml)

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

200 mM NacCl

1 mM EDTA

1 mMEGTA

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 HCI einstellen)
600 ml Aqua bidest.
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TBS (500 ml): 50 ml 10x TBS
450 ml Aqua bidest.

TBST (500 ml): 50 ml 10x TBS
450 ml Aqua bidest.

500 pl 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, Miuinchen)

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 Fakultat der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg befirwortete das Forschungsprojekt ,Untersuchung molekularer Faktoren
der weiblichen Unfruchtbarkeit* (19.04.2010). Die Arztinnen Frau Dr. KaltwaRer und Frau
Dr. Kéller des Zentrums fir Reproduktionsmedizin und Andrologie rekrutierten die
Patientinnen, die zwischen 2010-2014 aufgrund unterschiedlicher Infertilitdtsursachen in
der Kinderwunschsprechstunde behandelt wurden, fuhrten die Aufklarung durch und
holten deren Einverstandnis schriftlich ein. Die Blutproben wurden zwischen 7:00-
11:00 Uhr abgenommen und unverziglich 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 dazugehdrigen Patientinnendaten und stellte die Untersuchungskohorte zur
Verfligung.

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 ul
Serum wurden mit 500 ul Trizol-Reagenz versetzt und in Phasetrap Tubes Uberfihrt.
Nach 5-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde Chloroform in einer Menge von
200 ul hinzugegeben. Die Proben wurden kréaftig geschuttelt und anschliel3end bei 4 °C
fir 10 Minuten bei 12000 U/m zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurde ein Mastermix aus
45 ul RDD-Puffer und 5 pl DNAse pipettiert, der den Verdau von DNA-Kontaminationen
bewirken soll. Die Oberphasen der zentrifugierten Proben wurden abpipettiert und in ein
1,5 ml Tube Uberfiihrt sowie mit 50 ul der DNAse-Puffer-Losung vermengt. Es erfolgte
ein Mischen durch Invertieren und ein Inkubieren fur 15 Minuten bei Raumtemperatur.
Zur RNA-Fallung wurden 500 ul Isopropanol zugefuigt und die Proben bei -20 °C Uber
Nacht inkubiert. Darauf folgte eine Zentrifugation bei 12000 U/min und 4 °C fur
10 Minuten. Der Uberstand wurde dekantiert und 1 ml 96%iger eisgekiihlter Ethanol
hinzugefuigt. Nach erneuter Zentrifugation bei 20000 U/min und 4 °C fir 10 Minuten und
Dekantieren des Uberstandes wurden 700 ul 70%iger eisgekihlter Ethanol zugegeben.
Eine weitere Zentrifugation erfolgte bei 6000 U/min und 4 °C fur 10 Minuten. Der
Uberstand wurde abgenommen und das RNA-Pellet im umgedrehten Tube
luftgetrocknet. Ein Losen des Pellets wurde durch Zugabe von 15 pl RNAse-freiem H,O

erreicht.

3.3.2 Photometrische RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der RNA wurde photometrisch bestimmt. Die Proben wurden dazu
1:50 mit RNAse freiem Wasser verdiinnt. Die Extinktion wurde bei 260 nm und 280 nm
gemessen. Dabei gilt, dass 1 OD,¢0 = 40 pg RNA/mMI. Aus dem Quotient OD,40/OD3gq

ergibt sich die Reinheit der Praparation. 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 fir die microRNA cDNA-Synthese unverdinnt eingesetzt. Es wurde mit ,RevertAid
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H Minus Reverse Transkriptase® (Thermofisher) und den microRNA-spezifischen stem-

loop-Primern TagMan™ gearbeitet.

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen:

7,5 pl H,O

3,0 ul 5x Puffer

2,0 ul dNTPs

1,0 pl stem-loop-Primer 20x, TagMan™

0,5 yl Reverse Transkriptase

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

folgenden Standardbedingungen:

1. Schritt 16 °C 30 min
2. Schritt 42 °C 30 min
3. Schritt 85°C 5min

Die Lagerung der synthetisierten cDNA erfolgte flr Stunden bei 4 °C, Uber langere Zeit
bei -20 °C.

3.3.4 Quantitative Realtime PCR (TagMan™)

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

Der Einfachansatz wurde wie folgt pipettiert:

4,3 ul H,O

1,5 pl 10x Puffer

1,2 ul MgCl,

1,0 pl dNTPs

0,8 ul TagMan™ Primer

0,2 ul HotStart-Tag-Polymerase

Es wurden 9 pl Reaktionsansatz mit 6 pul cDNA versetzt. AnschlieRend erfolgte die
Synthese unter folgenden Standardbedingungen:

1. Schritt 95 °C 15 min
2. Schritt 95°C 20s
3. Schritt 58°C 30s
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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 Cr-Werte erfolgt tiber die 2"2"-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) CO,. Das Passagieren in neue 75cm?2
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 Ablésen der Zellen vom Flaschenboden erfolgte eine Inkubation im
Brutschrank bei 37 °C fiir 5-10 Minuten. Mit der doppelten Menge Medium wurde die
Reaktion gestoppt, um einen Zellverdau zu vermeiden. In Greiner-Tubes erfolgte eine
Zentrifugation fir 5 min bei 1000 U/min. Das Zellpellet wurde vom Uberschissigen
Medium befreit und in frischem Medium resuspendiert, bevor eine Bestimmung der
Zellzahl oder die Uberfilhrung in  neue Zellkulturflaschen erfolgte. Zur
Zellzahlbestimmung wurden 10 pyl der in DMEM suspendierten Zellen mit 10 pl
Trypanblau gemischt. 10 pl dieses Gemisches wurden in eine Zellzahlkammer Uberfihrt
und mittels des Zellzahlgerates ausgezahlt. Dabei wurde neben der Gesamtzellzahl der

prozentuale Anteil lebender und toter Zellen ermittelt.

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen pro 1 ml Medium mit 100 pl DMSO versetzt
und in flissigem 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 Warmebad. AnschlielRend wurden die Zellen mit 5 ml Medium versetzt und
bei 1000 U/min fir 2 Minuten zentrifugiert. Das DMSO-haltige Medium wurde abgesaugt
und das Zellpellet wurde in frischem DMSO-Medium suspendiert und in neue

Zellkulturflaschen tberfihrt sowie im Brutschrank gelagert.
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3.4.2 Einstreuen der Zellen fir die Behandlungen

Fur die Hormonbehandlung mit Testosteron und die Behandlung mit Glukose wurden
die Zelllinien COV434 und KGN verwendet und dazu in 25 cm? Flaschen kultiviert. Der

Versuch erfolgte in Dreifachbestimmung.

Behandlung mit Testosteron und Glukose:

Zelllinie eingestreute Zellzahl Gefald Volumen
COv434 1,0 x 108 25 cm? Zellkulturflasche 5ml
KGN 6,0 x 10° 25 cm? Zellkulturflasche 5ml

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

wie folgt eingestreut.

Zelllinie eingestreute Zellzahl Gefald Volumen
Sa0s-2 2,0 x 104 96-Lochplatten 200 pl

Fir Versuche zur Proteinisolation fir den Western Blot wurden die Zelllinien COV434
und KGN in 6-Lochplatten wie folgt eingestreut.

Zelllinie eingestreute Zellzahl Gefald Volumen
COV434 7,0 x 10° 6-Lochplatte 3ml
KGN 5,0 x 10° 6-Lochplatte 3ml

3.4.3 Behandlung der Zellen mit Testosteron und Glukose

Um den Einfluss von Glukose sowie Testosteron auf die microRNAs miR-23a, miR-27b,
mMiR-126, miR-224 sowie miR-372 zu untersuchen, wurden die Zellen fir jeweils 24 und

48 Stunden nach folgendem Schema behandelt.

Zelllinie Behandlung Konzentration
COVv434 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 zunachst das
Medium mit jeweiliger Behandlung entfernt. Anschlie@end 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 Gefallboden abgekratzt und in ein Greiner Tube Uberfihrt.
Nach Zentrifugation und Entfernen des Uberschiissigen 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 pl Trizol-Reagenz versetzt und in Phasetrap Tubes
Uberflihrt. Die anschlieBende RNA-Isolation erfolgte in gleicher Weise wie unter 3.3.1

beschrieben.

3.4.5 MicroRNA cDNA-Synthese

Die RNA wurde 1:10 verdiunnt 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

TagMan™ gearbeitet.

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen:

2,5 pl H,O

3,0 ul 5x Puffer

2,0 ul dNTPs

1,0 pl stem-loop-Primer 20x, TagMan™
1,0 yl RNase-Inhibitor

0,5 ul Reverse Transkriptase
Es wurden 10 pl Reaktionsansatz mit 5 ul RNA-Verdinnung 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 fir Stunden bei 4 °C, lUber langere Zeit
bei -20 °C.
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3.4.6 Quantitative Realtime PCR (TagMan™)

Die gPCR erfolgte in gleicher Weise wie bei der Analytik im Patientinnenserum (s. 3.3.4).
Es wurde lediglich die cDNA Menge auf 2 pl verringert.

Der Einfachansatz wurde wie folgt pipettiert:

8,3 ul H,O

1,5 pl 10x Puffer

1,2 pl MgCl,

1,0 ul ANTPs

0,8 ul TagMan™ Primer

0,2 ul HotStart-Tag-Polymerase

Es wurden 13 pl Reaktionsansatz und 2 pl cDNA pipettiert.

3.4.7 Transfektion von Vektoren

Die eigens generierten psiCHECK™-2 Vektoren mit Abschnitten aus dem 3’'UTR des
Ostrogenrezeptors a oder des Progesteronrezeptors wurden mit Hilfe des
Transfektionsreagenzes FUGENE (Promega) transfiziert. Die Zellen wurden fir den
dualen Luziferasereporterassay wie zuvor beschrieben eingestreut und fir 24 h
wachsen gelassen. Das Medium wurde anschlieend abgenommen und es wurde
entsprechend der folgenden Behandlung serumfreies Medium vorgelegt - bei den
Kontrollldchern 175 ul, bei den Léchern mit Vektortransfektion 166,25 pl und bei den
Ldchern mit Vektortransfektion und microRNA-Kotransfektion 116,25 pll.

Der Einfachansatz fir die Vektortransfektion setzte sich wie folgt zusammen:

Gen ERa PR
Plasmid 13,2 pl 12,2 pl
serumfreies
Medium 262,2 263,2 ul
FUGENE 21,6 pl 21,6 pl

Der Ansatz wurde fir 10 Minuten zur Komplexbildung bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend wurde er mit 8,75 pl 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. Fir den dualen Luziferasereporterassay wurden 96-Lochplatten mit
definierter Zellmenge verwendet. Die Zellen wurden wieder fir 24 h wachsen gelassen.
Das Medium wurde anschliel3end entfernt und serumfreies Medium wurde vorgelegt. Die

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

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen:

miR-23a Negativmimik
RNA-LOsung 3,15yl 3,15 ul
serumfreies
Medium 864,85 pl 864,85 pl
INTERFERINn 32 ul 32 ul

Der Ansatz wurde fur 10 Minuten zur Komplexbildung bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieend wurde er mit 50 pl pro well in das vorgelegte serumfreie Medium pipettiert.

3.5 Molekularbiologische Methoden
3.5.1 Dualer Luziferasereporterassay

Fur die Untersuchung des Einflusses der microRNA miR-23a auf die potenziellen
Zielgene Ostrogenrezeptor a (ERa) und Progesteronrezeptor (PR) wurden zunéchst
mogliche Zielgene mittels Bioinformatorischer Tools eruiert. Genspezifisch wurden
Primer erstellt. Mittels dieser Vorwarts- und Ruckwartsprimer-Paare konnte nun ein

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

UTR-Amplifikation

Die Amplifikation erfolgte mittels PCR nach folgendem Einfachansatz:

9,1 ul H,0

1,5 pl 10x Puffer
1,2 ul MgCl,

1 pl dNTPs

0,5 pl je Primer (forward und reverse)
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0,2 pl TagPolymerase

Dem Reaktionsansatz wurden 2 pl cDNA zugefugt. Die Proben wurden im PCR
Thermocycler nach folgendem Ablauf amplifiziert:

1. Schritt 95 °C 5 min

2. Schritt 95°C 20s

3. Schritt 60 °C 30s

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 pl Ethidiumbromid, hergestellt. 15 ul PCR-
Produkt wurden mit 1 pl 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 Lange
von etwa 500-960 bp zugeordnet werden. Die Detektion der Banden erfolgte dabei unter
UV-Licht.

Aufreinigung der PCR-Produkte aus Agaroseqel

Die Banden der entsprechenden Grof3e wurden mit einem sterilen Skalpell unter UV-
Licht ausgeschnitten. Um DNA-Schadigung zu vermeiden, wurde zligig gearbeitet. Mit
Hilfe des QiaQuick Gelextraktionskits (Quiagen) wurden die Proben aufgereinigt. Zum
Gelstuck wurden 700 ul QG-Puffer zugefuigt. Durch 10-mindtiges Erhitzen auf 50 °C
wurde es verflissigt. 200 ul Isopropanol wurden hinzugegeben und nach kurzem
Vortexen konnte das Gemisch auf eine Saule gegeben werden. Die Saule wurde bei
10000 U/min fur 1 Minute zentrifugiert, wodurch das Gemisch die Saule durchlief und es
zur Bindung der negativ geladenen PCR-Produkte in der S&ule kam. Anschliel3end
wurde die Séule zweimal mit 350 pl PE-Puffer bei 10000 U/min fur eine Minute gespult.
Um die Saule zu trocknen wurde sie im Anschluss erneut bei 10000 U/min fur 1 min
zentrifugiert. Es konnten nun die gereinigten PCR-Produkte durch direkte Zugabe von

15 pl nukleasefreiem Wasser auf die Saule gel6st werden.
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Ligation in den pcR2.1-Vektor

Fur die Ligation wurde das TOPO-TA-Cloning-Kit (Invitrogen) verwendet. Eine direkte
Ligation konnte durch tUberhangende T-Enden des pcR2.1-Vektors erreicht werden.
Diese gehen Bindungen ein mit den durch die HotStart Taq Polymerase in der PCR
erzeugten Uberhdngenden A-Enden der PCR-Produkte. Durch eine zusétzliche am
Vektor gebundene Topoisomerase wird zudem ein Offenhalten des Vektors
gewahrleistet. Es wurden 4 pl aufgereinigtes PCR-Produkt mit 1 pl Salzlésung sowie 1 pl
pPpCR®2.1-TOPO TA Vektor versetzt und fur 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 gewahrleisten.

Transformation in E.coli

100 pl chemisch kompetente E.coli Zellen (Invitrogen) wurden fir die Transformation auf
Eis aufgetaut. Es erfolgte eine Inkubation auf Eis fur 15 Minuten unter Zugabe von 2 ul
Ligationsansatz. Ein 30-sekiindiger Hitzeschock bei 42 °C und anschlie3ende abrupte
Eiskuhlung diente der DNA-Aufnahme. Es wurden 250 pl S.0.C. Medium zugefiigt und
die Probe wurde fur 1 h bei 37 °C unter horizontalem Schditteln von 200 U/min inkubiert.
Der Ansatz wurde auf Selektionsagarplatten ausgestrichen. Dazu wurden 50 pl

verwendet. Die Platten waren vorgewarmt und Giber Nacht bei 37 °C gelagert.

Um die positiven Transformanden zu selektieren wurden 50 pg/ml Ampicillin in den
Selektionsagar gegeben. Unter Verwendung des pcR2.1-Vektors konnte zuséatzlich eine
Farbselektion erfolgen. Hierzu wurden 40 ug/ml X-Gal verwendet, wodurch eine
blau/wei3-Farbung erfolgte. WeiBe Inseln zeigten dabei eine positive

Vektortransformation an und wurden fiir die Ubernachtkultur ausgewahlt.

Ubernachtkultur

Mit sterilen Zahnstochern wurden weil3e 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) eingefiigt. Uber Nacht wurden die Bakterien

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

Der uber Nacht gezilichtete Bakterienansatz wurde bei 4000 U/min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen. Mit dem Miniprep Kit (ZymoResearch) wurden nun aus
dem Zellpellet die Plasmide isoliert. Das Zellpellet wurde unter Zugabe von 200 pl P1-
Puffer in Tubes uUberfuhrt. Anschlieend wurden 200 pl P2-Puffer zugefiugt und
mehrmals invertiert, um die Wande der Zellen zu zerstéren. Erneutes Invertieren erfolgte
unter Zugabe von 400 ul gekihltem P3-Puffer bis zum Farbumschlag. Die Proben
wurden nun bei 13000 U/min fiir 30 s zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine S&ule
uberfuhrt, die zurickbleibenden Zellreste wurden verworfen. Die S&ule wurde bei
13000 U/min fur 1 min zentrifugiert, wodurch die negativ geladene Plasmid-DNA in der
Saule gebunden wurde. Durch zweimaliges Zuftigen von 200 ul Waschpuffer und 1-
minutiges Zentrifugieren bei 13000 U/min wurde die Saule gespult. AbschlieBend wurde
die Saule trocken zentrifugiert und die Elution der Plasmid-DNA erfolgte in 20 pl

nukleasefreiem Wasser.

Restriktionsverdau mit Xho | und Not |

Die eigens generierten Primer der potenziellen Zielgene ERa und PR enthielten
Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme. Die Vorwartsprimer enthielten Schnittstellen
fir Xho | und die Ruckwartsprimer fir Not I. Um die 3'UTR-Bereiche der beiden zu
untersuchenden Gene in den Zielvektor ligieren zu kbnnen, erfolgte nun der Verdau mit
den beiden Restriktionsenzymen. Somit war eine Ligation der Bereiche mit der

gewiinschten Zielorientierung von 5°-3‘ gewahrleistet.

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen:

5 ul psiCHECK™-2 / Insert-enthaltender pCR®2.1-Vektor
4.5 ul Aqua bidest.

1,5 ul Puffer R

2 yl Xho |

2 pl Not |

Der Verdau erfolgte bei 37 °C fur 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 fur 30 min bei 22 °C.

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen:

2 ul Aqua bidest.

1 ul doppelt verdauter Zielvektor psiCHECK™-2
4 ul doppelt verdautes Insert (3'UTR)

2 pl 10x T4-Ligationspuffer

1 pl T4-Ligase

Es erfolgte ein erneutes Klonieren in E.coli Top10 Zellen. Positive Transformation konnte
in diesem Fall nicht durch Farbselektion Uberprift werden. Es wurden mdégliche
Transformanden gepickt und durch Ubernachtkultur vervielfaltigt. AnschlieRend erfolgte
zur Uberpriifung der erfolgreichen Generierung von Vektoren mit gewiinschtem Insert

eine Sequenzierung.

Sequenzierung

Um die generierten Genabschnitte zu Gberprufen, erfolgte eine Sequenzierung.

Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

1,5 pl 5x Sequenzierpuffer

1,0 pl BigDye™ Sequencing Mix
1,0 pl spezifischer Primer (10 M)
5,5 yl Nukleasefreies Wasser

1,0 pl Plasmid-DNA

Die Reaktion lief anschlieRend im Thermocycler wie folgt ab:
1. Schritt 96 °C 1 min
2. Schritt 96°C10s
3. Schritt 50°C5s
4. Schritt 60 °C 4 min
5. Schritt Schritt 2-4 25x wiederholen
6. Schritt 4 °C Kihlung
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Im Anschluss erfolgte die Fallung des Sequenzierproduktes unter Vermeidung direkter
Lichteinstrahlung. Es wurden 2 yl EDTA (125 mM), 2 yL Natriumacetat (3 M) und 50 pl
96%iger Ethanol zu den Proben hinzugefiigt. Nach kurzem Vortexen wurde der Ansatz
fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Eine anschlieRende Zentrifugation bei
6000 U/min fur 20 min bei 4 °C erzeugte ein Pellet der gefallten DNA. Der Uberstand
wurde abgenommen und das Pellet bei 80 °C fur 10 min im Thermocycler getrocknet.
Die Sequenzierung wurde am Zentrum fir Medizinische Grundlagenforschung der MLU
Halle-Wittenberg durch Frau Dr. Darmer und Herrn Dr. Christov unter Nutzung eines ABI

Prism DNA-Sequencers durchgefihrt.

Dualer Luziferasereporterassay

Durch den dualen Luziferasereporterassay wurde der Zusammenhang zwischen
microRNA miR-23a und Expression der Gene ERa und PR Uberpruft.

Zunachst wurden Sa0S-2 Zellen in definierter Menge eingestreut und fiir 24 h wachsen
gelassen. Es erfolgte die Behandlung der Zellen wie zuvor beschrieben. Nach 24-
stiindiger Inkubationszeit wurde das Medium abgenommen und durch 50 pl serumfreies
Medium pro Loch ersetzt. Nun erfolgte die Zugabe von 50 pl Firefly-Luziferase-Substanz
(Dual Glo™ Luciferase Reagent). Nach 15 min wurde eine Aktivitaitsmessung am
Plattenreader infinite M200 (Tecan) durchgefihrt. Nach Zugabe von 50 pl einer zweiten
Substratlésung (Dual Glo™ Stop&Glo® Reagent) zum Abstoppen der Aktivitat der
Firefly-Luziferase sowie zur Zugabe der Renillafly-Luziferase und erneuter 15-minitiger
Inkubation erfolgte eine zweite Messung. AbschlieBend konnte die Aktivitat 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-Aktivitat zu verzeichnen.

3.5.2 Western Blot

Um die beiden Gene ERa und PR als Zielgene der microRNA miR-23a zu Uberprifen,
wurde ein Western Blot durchgefihrt. Es wurden die Zelllinien COV434 und KGN fur 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 Antikérpern der

zu untersuchenden Zielproteine ERa und PR behandelt. Das entsprechende
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Bindungsverhalten gibt dabei Ruckschlisse auf das Vorhandensein der genannten
Zielgene.

Zunachst erfolgte nach der Zellernte der mit microRNA miR-23a behandelten Zellreihen
die Proteinkonzentrationsbestimmung. Das Zellpellet wurde dazu mit einem
Farbreagenz aus 1ml Protein Assay und 4ml Wasser versetzt. Die
Konzentrationsmessung erfolgte nach 30-minutiger Inkubationszeit im Photometer,
indem 199 ul Farbreagenz mit 1 pl Probe vermessen wurden. Nach anschlieRender
Probenaufbereitung durch Zusatz von 2 pl Reduktionsmittel und 6 ul Laufpuffer und
Denaturierung fir 7 min bei 95 °C erfolgte die Elektrophorese in einer Gelkammer. Im
Gel kommt es durch Anlegen von elektrischem Strom zur GroéRenauftrennung der
Proteine, wobei grofRe Proteine weiter hinten im Gel zuriickgehalten werden und kleine
Proteine das Gel weiter nach vorn durchwandern. 7,5 ug Gesamtprotein wurden auf das
Gel aufgetragen und fur 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  GroRenbestimmung  diente  ein  mitgefihrter  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 zunéchst fur 1 min in Methanol
aktiviert, in Aqua bidest. gewaschen und in Transferpuffer eingelegt. Das Blotten erfolgte
in 1x Transferpuffer fur 2,5h bei 150V im Kuhlschrank. Um unspezifische
Bindungsstellen abzusattigen wurde die Membran fur 1h mit 10%igem
Magermilchpulver in TBST blockiert. Der Primérantikbrper wurde dann dem Gemisch
hinzugefugt und bei 4 °C Uber Nacht auf der Membran inkubiert. Die Membran wurde
nach Inkubation dreimal mit TBST gewaschen und schlief3lich mit dem sekundéren
Antikorper erneut fir 1 h bei Raumtemperatur in 10%igem Magermilchpulver in TBST
behandelt. AnschlieRend 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 Losungen A und B im Verhaltnis 1:1 fir 1 min inkubiert.
Dann erfolgte die Entwicklung auf dem Rontgenfilm in der Dunkelkammer. Zunachst
wurden die belichteten Filme bis zum Sichtbarwerden von Banden in Entwicklerldsung
getaucht, anschliel3end mit Wasser gewaschen und schlie3lich in Fixierldsung 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 fir 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 prifen. Ein Zusammenhang zwischen dem Krankheitsbild und
zirkulierenden microRNAs wurde bereits in einigen Studien beschrieben (Butler et al.,
2019; Sgrensen et al., 2019). Auch in der eigenen Arbeitsgruppe konnte im Rahmen der
Dissertationsarbeit von Frau Dr. Wiebke Wurl (Wurl, 2016) unter anderem eine
signifikante Korrelation zwischen der erhéhten 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 Wirl - aus dem Serum von insgesamt 201

Kinderwunschpatientinnen des Zentrums flr Reproduktionsmedizin und Andrologie.

Mittels quantitativer Realtime PCR erfolgte die Konzentrationsbestimmung der
microRNAs im Serum der Patientinnen. Es folgte die statistische Auswertung durch
Alle

einbezogenen klinischen Messdaten wurden durch Frau Dr. Kaltwaf3er und Frau Dr.

Korrelationsanalysen und nicht-parametrische Tests. in die Auswertung

Koller, Zentrum fir Reproduktionsmedizin und Andrologie des Universitatsklinikums

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 fur Reproduktionsmedizin und Andrologie des Universitatsklinikums Halle

(Saale) behandelt wurden.

Tabelle 2 Zusammenfassung klinischer Parameter des Patientinnenkollektivs

Alter [y] | Gewicht [kg] | GroRe [m] | BMI [kg/m?] | Menarche [y]
Median 30 66 1,68 23.74 13
Minimum- 19 - 44 45-126 1,5-1,83 | 17,36 - 44,64 10 - 17
Maximum
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.
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Abbildung 3, 4 Alters- und Gewichtsverteilung der Patientinnenkohorte

Es kdnnen Uberdies Angaben zu Schwangerschaften, Geburten sowie Fehlgeburten
gemacht werden (s. Abb. 5-7). Mit einem Anteil von 53,2 % empfingen die Mehrheit der
Frauen keine Schwangerschatft. 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 Grol3teil 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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Abbildung 5, 6, 7 Schwangerschaften, Geburten und Fehlgeburten des
Patientinnenkollektivs

Aussagen zum Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ 2 in der Familienanamnese der
Betroffenen kdnnen ebenfalls getroffen werden (s. Abb. 8). 50,7 % der Patientinnen
hatten in der Familie Falle 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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Diabetes mellitus Typ 2
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Abbildung 8 Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ 2 in der Familienanamese der
Patientinnenkohorte

Es folgen die fir 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 Phanotyp
vorliegt. Polyzystische Ovarien konnten mittels Ultraschall bei 49,8 % diagnostiziert
werden. 58,6 % der Kinderwunschpatientinnen hatten Zyklusstérungen und bei 52,2 %

konnte die Diagnose ,Polyzystisches Ovarsyndrom* gestellt werden.

Hyperandrogenismus Zyklusstorungen

1%

Enein )
Hnein
Hja ia
unbekannt :
9 10
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PCO im US PCOS
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Abbildung 9, 10, 11, 12 Ubersicht der klinischen Merkmale Hyperandrogenismus,
Zyklusstdrungen, 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 reprasentative Kohorte. Die fir 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 Wirl 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 ausgewahlt und
ihre Konzentrationen im Rahmen dieser Arbeit im Serum von 201 Patientinnen mit
unerfilltem Kinderwunsch vermessen. Es handelt sich dabei um die microRNAs miR-
126 und miR-372. Zuséatzlich wurden zwei weitere microRNAs fir 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 wahrend

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

Fur die microRNA miR-27b-Konzentration im Serum befanden sich dabei 64 Proben
aulRerhalb des Detektionsbereiches. Fiur die microRNA miR-126 befanden sich 17

Proben aufRerhalb des Detektionsbereiches, fiir die microRNA miR-224 waren es 49
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Proben und fur die microRNA miR-372 25 Proben. Der Median der miR-27b-Werte (2°
ACT) petrug 0,006. Die microRNA miR-126 hatte einen Median der Konzentrationswerte
von 0,778, die miR-224 von 0,0218. Die 2"2°T-Werte der microRNA miR-372 lagen im
Median bei 0,0676 (s. Abb. 13).

-~ @ w
000 *  *%
[s]s]e]

@

miR-Konzentration (2-2€T-Wert)

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

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 h6here Konzentration der microRNAs miR-126 sowie
mMiR-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 Uuberprifen, 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 durchgefiihrt. Au3erdem
wurden Assoziationen zwischen den Konzentrationen der einzelnen microRNAs sowie
zwischen den Kklinischen Messdaten geprift. 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 Félle

3
r's p n
hsa-miR-27b | DPP4-Aktivitat -0,232 0,001 200
DPP4-Konzentration -0,315 8,8*10° 191
miR-224-Konzentration| 0,287 3,7*10* 201

miR-372-Konzentration| 0,618 1,48*1022 201

rs p n
hsa-miR-126 | miR-200-Konzentration| -0,334 4,5*10 201
miR-224-Konzentration| 0,418 6,33*1010 201
miR-372-Konzentration| 0,564 2,92*1018 201

I's p n
hsa-miR-224 | miR-200-Konzentration | -0,298 4,85*10* 180
miR-372-Konzentration | 0,487 2,42*1013 201

6
rs p n
hsa-miR-372 | Estradiol 0,238 0,023 92
DPP4-Konzentration -0,32 6,22*10 191
miR-200-Konzentration | -0,373 2,43*107 180

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 -Aktivitat. 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. Fir die microRNA miR-372-
Konzentration konnte auch eine signifikante Korrelation mit der microRNA miR-200-

Konzentration sowie mit der DPP4- und der Ostrogenkonzentration gefunden werden

41.4 Assoziation der Serumkonzentration der zirkulierenden microRNAS zu

PCOS und dessen Diagnosekriterien

Es folgte der Test der Hypothese. Um zu Uberprifen, 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 durchgefuhrt.

Dazu wurden die 4 diagnostischen Kriterien ,Androgener Phanotyp®, ,Zyklusstérungen®,

,Polyzystische Ovarien im Ultraschall“ und ,Polyzystisches Ovarsyndrom® ausgewabhit.

Die Serumkonzentration der microRNAs korreliert nicht mit dem Auftreten eines

androgenen Phanotyps (s. Tabelle 7).

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

Androgener Phanotyp | miR-27b | miR-126 | miR-224 | miR-372
p MWU 0,479 0,147 0,36 0,675

Zur Diagnose ,Zyklusstérungen® 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 Zyklusstérung auf (s. Tabelle 8).

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

Zyklusstdrung 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

PCOImUS |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).

39



4 Ergebnisse

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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14, 15, 16, 17 Box-Plots der Serumkonzentrationen der vermessenen

microRNAs und dem Vorliegen von polyzystischen Ovarien im Ultraschall

41



4 Ergebnisse

nein

100

= a o o Y
@ © - i

(8- 15y-2) UoRNUSZUON-q/Z-HIW

PCOS

18

ja

nein

100,0

o o =3 =
=1 =1 o =1
& @ =+ &

(MaM-1oy-2) UONEIUSZUON-9ZT-HIW

PCOS

19

42



4 Ergebnisse

100

a0 —

60

40

20

miR-224-Konzentration (22CT-Wert)

nein ja
PCOS
20
100,0 o]
=
P -
(&)
3
i, 80,0 —
S}
<
< :
'9 60,0
©
= ¥
C *
8
c 40,0
o *
X
N
O? 200 8
x
S
i}
nein ja
PCOS
21

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 Uberprifen, ob der bei PCOS betroffenen Frauen veranderte Hormonhaushalt -
allem voran der Hyperandrogenismus und die Hyperglykdmie - Auswirkungen auf die
Expression der analysierten microRNAs in Granulosazellen haben konnte, wurden
Zellversuche durchgefiihrt. 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 fur 24 und 48 h in der gPCR

vermessen.
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Abbildung 22, 23, 24 Darstellung der relativen Expression der microRNAs miR-126,
mMiR-224 und miR-372 in der Zelllinie KGN in Abhangigkeit 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 Lange der Testosteronbehandlung. Die Durchfiihrung des t-Tests ergab
keine Signifikanz gegeniliber der DMSO-behandelten Kontrolle. Die Behandlung mit
Glukose in der Zelllinie KGN ergab keinen signifikanten Unterschied gegeniber der
Kontrolle (s. Abb. 22-24).
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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
gegenuber der Kontrolle festgestellt werden (s. Abb. 25-29).

Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass die Behandlung der Zelllinien COV434 und KGN
mit Testosteron oder Glukose gegenlber 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 fur die microRNA miR-23a bereits moégliche regulatorische Eigenschaften fir 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 Ostrogenrezeptor a (ERa) und Progesteronrezeptor (PR).
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Tabelle 11 Zusammenstellung einiger in-silico Zielgene der miR-23a

. in friheren
Context Total sites
Gen Name score ++ in 3'UTR TargetScan-
Versionen
CLDN14 |claudinl14 -0,44 1 ja
ESR1 estrogen receptor alpha -0,36 2 ja
PGRMC2 progesterone receptor 0,33 1 ja
membrance component 2

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

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

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

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

Die beiden Gene Ostrogenrezeptor a 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 ERa und PR nach Transfektion von Granulosakarzinomzelllinien
mit miR-23a-mimics im Western Blot, um ERa und PR als mogliche Zielgene der
microRNA miR-23a nachzuweisen. Nach 24-, 48- und 72-stiindiger Behandlung der
Zelllinien COV434 und KGN erfolgte die Proteinisolation. Der Nachweis des Gens ERa
erfolgte mit dem Priméarantikorper Ostrogenrezeptor a (ERa) aus der Maus (1:5000) und
dem Sekundarantikdrper Anti-Maus IgM aus dem Kaninchen (1:10000). Die zu
erwartende Bandengrofle zum Nachweis des ERa wurde vom Hersteller mit etwa
67 kDa angegeben. Der Primarantikorper Progesteronrezeptor (PR) aus dem Kaninchen
(1:1000) diente fur den Nachweis des Gens PR. Als sekundarer Antikdrper wurde Anti-
Kaninchen IgG aus der Ziege (1:10000) verwendet. Hier sind zwei angegebene
Bandengréfien zum Nachweis von PR bei etwa 94 kDa und bei etwa 114 kDa

beschrieben.

Eine Farbung mit Ponceau S zur reversiblen Anfarbung der auf der Membran
gebundenen Proteine wurde durchgefihrt. Mit 3-Actin aus der Maus (1:15000) erfolgte
die Ladekontrolle.

COV434 ERa KGN ERa

luc 24h L 72h Co luc 24h 48h 72h

‘ 7ok '
70 kDa - g 7’ v
55 kDa --.

3-Actin
R-Actin

32 33

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

55 kDa -.. > <
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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 gegentber den Kontrollen in beiden Zelllinien keine signifikante Verringerung
des ERa- 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 ERa und PR nicht
als Zielgene der microRNA miR-23a bestatigt werden. Dies ist kongruent zum Ergebnis

aus dem dualen Luziferasereporterassay.
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5 Diskussion

5.1 Kaorrelation zwischen microRNA-Konzentrationen und dem Vorliegen eines
PCOS

Das Polyzystische Ovarsyndrom ist die haufigste endokrine Stérung 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 gebrauchlichste 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, kardiovaskulare Erkrankungen,
chronische Entziindungen sowie viele weitere Nebendiagnosen (McCartney und
Marshall, 2016). Somit wird das Polyzystische Ovarsyndrom heutzutage als
Systemkrankheit bezeichnet, deren reproduktive und dermatologische Stérungen nur
den sichtbaren Teil der Erkrankung darstellen (Rocha et al., 2019). Trotz zunehmendem
Verstandnis in der Pathophysiologie des PCOS gibt es noch keinen Test durch einen
geeigneten Marker, der zur einfachen Diagnose der Erkrankung fiihrt. MicroRNAs,
welche ubiquitar im menschlichen Korper zu finden sind, nicht nur innerhalb von Zellen,
sondern auch in Korperflussigkeiten, wie beispielsweise dem Serum oder

Follikelfliissigkeit, scheinen mdgliche Biomarker flr einen solchen Test zu sein.

Vor diesem Hintergrund wurde diese Arbeit unter der grundlegenden Frage, ob
microRNAs bei Frauen mit PCOS verandert 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 unerfulltem Kinderwunsch vermessen. Durch bivariate
Korrelationsanalysen konnte eine signifikante Korrelation aller untersuchter microRNA-
Konzentrationen mit dem Auftreten von polyzystischen Ovarien im Ultraschall festgestellt
werden. Auflerdem korrelieren die microRNA miR-126-, miR-224- und miR-372-
Konzentrationen mit der Diagnose ,Polyzystisches Ovarsyndrom®. Die differenzielle
Konzentration von zirkulierenden microRNAs bei PCOS gegeniber 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 erhéhte
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 fir die
Regulation der  Cholesterolhombostase und des  Fettsduremetabolismus
mitverantwortlich zu sein scheint und in inflammatorische Prozesse, in den
Hormonmetabolismus, Adipogenese, Insulinrezeptor-Signalwege sowie viele andere
Mechanismen involviert sei, spielt sie moglicherweise eine Rolle in der Pathogenese des
PCOS (Fernandez-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 Uberstand aus
der Follikelflussigkeit 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 mdgliche Rolle in der Granulosazellproliferation und -funktion
wahrend 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
Phanotyps bzw. Hyperandrogenismus festgestellt werden. Dem gegentiber steht die
Studie von Ali et al., 2016, die eine Androgenabhangigkeit der microRNA miR-27b-
Expression beschreiben (Ali et al., 2016). Es konnte bei Frauen mit Brustkrebs eine
erhohte microRNA miR-27b-Konzentration unter Ostrogeneinfluss, vermittelt durch den
Ostrogenrezeptor a, gezeigt werden (Ali et al., 2016). Eine vergleichbare Studie mit vom
Polyzystischen Ovarsyndrom betroffenen Frauen existiert bisher nicht. Es kann daher
nur dariber spekuliert werden, ob die Androgenabhangigkeit der microRNA miR-27b-
Expression moglicherweise spezifisch fur das Mammakarzinom ist und somit beim
PCOS nicht zu finden ist. Fur alle anderen untersuchten microRNAs liegen aktuell keine

Studien zum Thema Hyperandrogenismus und Androgenabhangigkeit vor.

Sowohl Serum, als auch Follikelflissigkeit von Frauen mit Polyzystischem Ovarsyndrom
unterscheiden sich hinsichtlich der microRNA-Konzentration von gesunden Frauen (Jiao
et al., 2018). Ahnlich groR wie die Vielfalt der veroffentlichten 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
Durchfuhrung der Studien festgelegt. Es stehen Arbeiten zur Untersuchung von
microRNA-Konzentrationen aus Serumproben denen zur Untersuchung von microRNA-

Konzentrationen aus Follikelflissigkeit gegenuber. Weiterhin differiert die
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Studienpopulation. Mit einer Anzahl von 201 Frauen konnte im Zuge dieser Arbeit ein
groRes Kollektiv untersucht werden. Uberdies wurden in einigen Arbeitsgruppen die
PCOS betroffenen Frauen allein nach den Rotterdam-Kriterien ausgewahlt, andere
Arbeitsgruppen hingegen definierten noch zusétzliche Ausschlusskriterien, wie
Adipositas, Nebendiagnosen, wie Diabetes mellitus Typ 2 oder Insulinresistenz sowie
bestimmte Altersgruppen. Da zirkulierende microRNAs eine geringe interindividuelle
Variabilitat zu haben scheinen, waren sie ein geeigneter Marker, um zwischen PCOS-
Patientinnen und gesunden Frauen zu unterscheiden (Sgrensen et al., 2019). Es sind
allerdings zukunftig neben den vorhandenen in vitro Studien noch mehr in vivo Studien
ndétig, 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  ausgewahlten microRNAs im Serum  von
Kinderwunschpatientinnen folgten Zellversuche. Eine Vielzahl von Begleiterkrankungen
pragen das Polyzystische Ovarsyndrom mafgeblich. Diabetes mellitus Typ 2 und
Hyperandrogenismus sind die dabei am haufigsten beschriebenen und untersuchten
Storungen. Es stellt sich folglich die Frage, ob microRNAs unter dem Einfluss des bei
PCOS-Patientinnen veranderten Metabolismus und Hormonhaushaltes differenziell
exprimiert werden. Zur Prifung dieser These wurden sowohl die vier bereits im Serum
vermessenen mictoRNAs miR-27b, miR-126, miR-224 und miR-372, als auch zusatzlich
die PCOS-assoziierte microRNA miR-23a ausgewahlt. 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 ausgewdahlten microRNA-Konzentrationen festgestellt werden. Die
microRNA miR-23a wird unter anderem als regulatorische microRNA mit apoptotischer
Wirkung auf Granulosazellen beschrieben (Luo et al., 2019). Dartber 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 erhOhte 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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bestatigt werden. Die microRNA miR-27b-Konzentration ist, wie bereits im
vorhergehenden Kapitel beschrieben, in ihrer Androgenabhéngigkeit nur bei
Brustkrebspatientinnen beschrieben (Ali et al., 2016). Fir die microRNAs miR-126, miR-
224 und miR-372 liegen keine Studien zur Konzentrationsabhangigkeit unter

Testosteroneinfluss vor.

Unter Behandlung mit Glukose konnte ebenfalls keine signifikante Verdnderung 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 Prédiabetes-Patienten eine verminderte
Konzentration der microRNA miR-23a nachweisen konnten (Yang et al., 2014). Eine
ahnliche Vermessung von microRNAs in Blutproben fihrte 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 fur diese Arbeit festgelegte Behandlungsdauer. AuRerdem
erfolgte die Auswahl unterschiedlicher Zellkulturen, was neben der langeren
Behandlungsdauer moglicherweise zu unterschiedlichen Ergebnissen in der microRNA-
Expression fihrte. Wie auch fir 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 schlieRen, dass weitere
Experimente unter langerer Behandlungsdauer notig sind. Eine Durchfiihrung 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 moégliche Zielgene der PCOS-
assoziierten microRNA miR-23a. Es ist bekannt, dass microRNAs Einfluss auf
verschiedene fur die Pathogenese des PCOS relevante Gene haben. Da bisher noch
keine Studie zu mdglichen Zielgenen der microRNA miR-23a bei Frauen mit
Polyzystischem Ovarsyndrom verdéffentlicht 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 konnten. Unter diesen fiel die Auswahl auf die beiden Gene
Ostrogenrezeptor a und Progesteronrezeptor. In zweierlei Versuchsreihen, dualer
Luziferasereporterassay und Western Blot, erfolgte die Untersuchung beider maglicher
Zielgene.

Es ist inzwischen bekannt, dass bei Frauen mit Polyzystischem Ovarsyndrom gegeniiber
gesunden Frauen eine vermehrte mRNA- sowie daraus resultierend erhdhte
Proteinexpression von Progesteronrezeptoren vorliegt (Hu et al., 2018). Endometriale
Progesteronresistenz einhergehend mit einer Proliferation des Endometriums und einem
gestérten 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

Uberprift werden.

Ebenso vielfach beschrieben ist die erhéhte Expression und veranderte Funktion von
Ostrogenrezeptoren im Endometrium von PCOS-Patientinnen. Tang et al., 2019
beschreiben in ihrem Review auch den Zusammenhang beider Rezeptoren - durch den
aktivierten Ostrogenrezeptor a kommt es zur vermehrten Expression des
Progesteronrezeptors und im Gegenzug wird durch Progesteron die Synthese von
Ostrogenrezeptoren gehemmt (Tang et al., 2019). Die gesteigerte Aktivitat des
Ostrogenrezeptors a resultiert in einer GbermaRigen Proliferation des Endometriums,
welche sich negativ auf die Fertilitat auswirkt (Gregory et al., 2006). Eine &ahnliche
Schlisselrolle vermittelt scheinbar auch der Ostrogenrezeptor a im Hinblick auf die
Erkrankung PCOS und sollte als zweites mdgliches Zielgen der microRNA miR-23a im

Rahmen dieser Arbeit untersucht werden.

Sowohl im dualen Luziferasereporterassay, als auch im Western Blot konnte zwischen
dem Gen Ostrogenrezeptor a 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 erfillen sowie
an der Eizellreifung Dbeteiligt sind, untersucht. Es konnte in humanen
Cumuluszellkulturen eine erhthte 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 Ostrogen-Signalweg
einnimmt (Shen et al., 2013). Die microRNA miR-23a scheint folglich eine mdgliche Rolle
in der Ostrogensynthese sowie im Ostrogen-Signalweg zu vermitteln. Zusatzlich zum
Einfluss auf Ostrogensynthese und -Signalwege scheint nach Maillot et al., 2009 auch
die microRNA miR-23a-Expression an sich Ostrogenvermittelt zu sein (Maillot et al.,
2009). Studien zu Korrelationen zwischen der microRNA miR-23a-Expression und
Ostrogen-Signalwegen beim PCOS sind bisher nicht bekannt. Eine Korrelation der
microRNA miR-23a-Konzentration und dem Gen Ostrogenrezeptor a ist ebenfalls nicht

belegt und konnte auch in dieser Arbeit nicht bestatigt werden.

Fur 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 méglicher negativer Regulator im
Progesteronrezeptor-Signalweg bei Brustkrebs zu sein (Gilam et al., 2017). Fir 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 mdgliche Zielgene der microRNA miR-23a - zum einen
Ostrogenrezeptor a und zum anderen Progesteronrezeptor - nicht bestatigt werden
konnten, scheint die microRNA miR-23a eine Rolle in der Pathogenese des PCOS
einzunehmen. Die Auswahl weiterer mdglicher Zielgene und Uberprifung in geeigneten
Nachweisverfahren wie dem Western Blot oder dualen Luziferasereporterassay ist notig,
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 haufigste
Ursache endokrinologischer Erkrankungen, die zu weiblicher Unfruchtbarkeit fihren,
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 samtlichen Korperflissigkeiten
vorkommende microRNAs kdnnten solche mdglichen 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
unerfllltem Kinderwunsch. Zusatzlich wurden in vitro Behandlungsversuche von Zellen
mit Testosteron und Glukose sowie folgender microRNA-Konzentrationsmessungen
durchgefihrt. Mittels dualem Luziferasereporterassay und Western Blot sollten
potenzielle Zielgene der microRNA miR-23a Uberprift 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 haufige Begleiterkrankung Diabetes mellitus mit in die Forschungsarbeit
einzubeziehen, erfolgten Behandlungsversuche der Granulosakarzinomzellen COV434
und KGN mit 50nM Testosteron und 25 mM Glukose und anschlieRender
Konzentrationsvermessung ebenfalls durch gPCR der microRNAs miR-23a, miR-27b,
MiR-126, miR-224 und miR-372 nach 24 h, 48 h und 72 h Behandlungszeit. Zur
Uberprifung potenzieller Zielgene der microRNA miR-23a sollten die zuvor bestimmten
Gene Ostrogenrezeptor a (ERa) und Progesteronrezeptor (PR) im dualen
Luziferasereporterassay und Western Blot untersucht werden.

Durch Kaorrelationsanalysen konnte fir die Konzentrationen aller vermessenen
microRNAs ein signifikanter Zusammenhang mit dem Vorhandensein von
polyzystischen Ovarien im Ultraschall sowie fiir die Konzentrationen der microRNAs
mMiR-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
Veranderungen der microRNA-Expression gegeniuber unbehandelten Kontrollen. Die
beiden Gene ERa und PR konnten weder im dualen Luziferasereporterassay, noch im

Western Blot als Zielgene der microRNA miR-23a bestatigt werden.
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6 Zusammenfassung

Um die mit dem PCOS in Zusammenhang gebrachten microRNAs als mdégliche
biochemische Marker zur Krankheitsdiagnostik bestimmen zu kénnen, sind weitere
Forschungsarbeiten notig.
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8 Thesen

8 Thesen

1. Fur das Polyzystische Ovarsyndrom existieren bisher keine diagnostischen
biochemischen Marker. Mogliche 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 ausgewdahlt 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 Expressionsverdnderung 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 Ostrogenrezeptor a (ERa) 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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