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Referat:

Zielstellung: Zirkulierende microRNAs gewinnen in den letzten Jahren zunehmend an diagnos-
tischem und prognostischem Wert fiir eine Vielzahl an Erkrankungen. Ziel dieser Arbeit war es,
die klinische Relevanz von fiinf als plazentaspezifisch beschriebenen microRNAs (miR-27b,
miR-141, miR-191, miR-222 und miR-433) zu evaluieren. Dariiber hinaus wurde die Regulierung

der Zielgene TGFB2, IGF2, PLCD1 und EGR1 durch miR-141 und miR-191 untersucht.

Material und Methoden: Das Patientinnenkollektiv (n = 49) setzte sich aus Frauen, welche eine
assistierte Reproduktionstherapie (IVF, ICSI) erhalten haben, zusammen. Bei nahezu der Halfte
der Patientinnen (47%) wurde im Rahmen der Fertilitdtsdiagnostik ein PCO-Syndrom diagnosti-
ziert. Im Verlauf der ART wurde den Frauen zu vier unterschiedlichen Zeitpunkten Serumproben
gewonnen. Im ersten Teil dieser Arbeit wurden mittels quantitativer real-time-PCR (qPCR) die
Serumlevel von miR-27b, miR-141, miR-191, miR-222 und miR-433 vermessen und mit klini-
schen Parametern (HOMA-Index, PCOS, intakte Schwangerschaft, Untersuchungszeitpunkt)
korreliert. Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde mittels Luciferase-Reporter-Assay die Regulation

von TGFB2, IGF2, PLCD1 sowie EGR1 durch miR-141 oder miR-191 untersucht.

Ergebnisse: In den qPCR-Analysen konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Se-
rumlevel von miR-27b und dem HOMA-Index (p = 0,027) und dem Serumlevel von miR-141
und einer Schwangerschaft (p = 0,033) festgestellt werden. Die Auswertung der bivariaten Kor-
relation ergab einen signifikanten Zusammenhang zwischen den Serumleveln von miR-27b und
dem HbAIlc (p = 0,025) und dem oralen Glukosetoleranztest (oGTT; p = 0,018), miR-141 und
oGTT (p=0,041) und dem Alter (p = 0,038), miR-191 und der Fertilisationsrate (p = 0,009) und
miR-222 und dem oGTT (p = 0,043) und BMI (p = 0,027). Der Luciferase-Assay belegte eine
signifikante posttranskriptionelle Repression von TGFB2 oder IGF2 durch miR-141-mimics und
von PLCD1 oder EGR1 durch miR-191-mimics.

Schlussfolgerung: In der vorliegenden Arbeit konnten wir belegen, dass signifikante quantitative
Unterschiede in den Serumleveln der gewahlten microRNAs und einer Schwangerschaft bzw.
einem gestorten Glukosestoffwechsel bestehen. MiR-141 und miR-191 konnten als potentielle
Marker einer erfolgreichen Implantation identifiziert werden. Moglicherweise konnen diese auch
zur Beurteilung der Blastozystenqualitdt im Rahmen einer ART herangezogen werden. Der Lu-
ciferase-Assay belegte die regulatorische Wirkung von miR-141 und miR-191 auf die gewéhlten
Zielgene. Es sind weitere Studien in groBerem Umfang notwendig, um die Auswirkung der
microRNA-Expression auf die Implantation im Detail zu ergriinden.
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der Implantation bei Patientinnen mit Polyzystischem Ovar-Syndrom, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss. , 68 Seiten,
2022
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Verzeichnis der Abkiirzungen und Symbole
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1. Einleitung
1.1. Ungewollte Kinderlosigkeit

Nach einer langen Phase der sinkenden Geburtenrate ist in den letzten sechs Jahren der Kinder-
wunsch in Deutschland deutlich gestiegen. Im Jahr 2019 wurden 778 090 Lebendgeborene in
Deutschland verzeichnet, das sind 96 021 mehr als man im Jahr 2013 in Deutschland z#hlte (Sta-
tistisches Bundesamt, 2021). Der Kinderwunsch scheint sich jedoch auf einen spéiteren Lebens-
abschnitt zu verlagern. So lag das Durchschnittalter der deutschen Frauen bei der Geburt des ers-
ten Kindes bei ca. 30 Jahren. Im Vergleich dazu lag 1990 das Durchschnittsalter bei knapp 27
Jahren (Bundesinstitut fiir Bevolkerungsforschung, abgerufen am 7. Oktober 2021).

Leider werden viele Paare in diesem Lebensplanungsabschnitt mit ungewollter Kinderlosigkeit
konfrontiert. Laut Bundesministerium fiir Familie, Senioren, Frauen und Jugend ist in Deutsch-
land fast jedes zehnte Paar zwischen 25 und 59 Jahren ungewollt kinderlos (Wippermann, 2021).
Weltweit wird die Zahl der Betroffenen auf tiber 186 Millionen Menschen geschitzt (Inhorn et
al., 2015).

Die Definition der WHO besagt, dass eine Infertilitdt vorliegt, wenn bei einem Paar trotz regel-
maBigem, ungeschiitztem Geschlechtsverkehr nach 12 Monaten keine Schwangerschaft eingetre-
ten ist (WHO, 2018). Es wird zwischen primédrer und sekundérer Infertilitdt unterschieden
(Farquhar et al., 2019). Betroffene mit primérer Infertilitdt haben noch nie eine spontane Schwan-
gerschaft erzielt. Die sekunddre Infertilitdt wird durch mindestens eine bisher stattgehabte

Schwangerschaft definiert (Farquhar et al., 2019).

Steht ein Paar vor solch einer Diagnose ist der Leidensdruck meist hoch. Mehrere Studien zeigten,
dass Patientinnen, die sich einer Kinderwunschbehandlung unterziechen, haufiger an depressiven
Stérungen sowie Angststorungen leiden (Gdanska et al., 2017). Oft wird die Paar-Beziehung
durch Gefiihle wie Angst, Scham, Trauer und Wut belastet. In ca. 20% liegt die Ursache der
Kinderlosigkeit ausschlieBlich bei den Miannern, in ca. 39% ausschlieBlich bei der Frau. Jedoch

bleibt in ca. 15% die Ursache der Kinderlosigkeit unklar (Nieschlag & Behre, 2009).

Die drei Hauptfaktoren, die die spontane Empfiangniswahrscheinlichkeit beeinflussen, sind: die
Zeit des unerfillten Kinderwunsches, das Alter der Partnerin oder eine krankheitsbedingte Un-
fruchtbarkeit (Vander Borght et al., 2018). Achtzig Prozent der Schwangerschaften treten in den
ersten sechs Zyklen mit regelmifBigem Verkehr auf. Nach 12 erfolglosen Zyklen werden 10% der
Paare als unfruchtbar bezeichnet, jedoch belduft sich die Chance auf eine spontane Lebendgeburt
in den néchsten 36 Monaten auf ca. 55 %. Nach 48 Monaten sind ca. 5% der Paare definitiv

unfruchtbar mit nahezu keiner Chance auf eine spontane Schwangerschaft (Gnoth et al., 2005).



Durch den gesellschaftlichen Wandel und die Emanzipation der Frau verschiebt sich der Kinder-
wunsch haufiger auf ein spateres reproduktives Alter. Im Deutschen IVF Register (DIR) wird das
Durchschnittsalter von Méannern und Frauen dokumentiert, welche sich einer Kinderwunschbe-
handlung mittels in vitro Fertilisation (IVF) oder intrazytoplasmatischen Spermieninjektion
(ICSI) unterzogen haben. Im Jahr 2019 lag das Durchschnittsalter des Mannes bei 38,9 Jahren
und der Frau bei 35,5 Jahren — 1997 lag das Durchschnittsalter der Frau noch bei 32,6 Jahren
(Blumenauer et al., 2020).

In vielen Fillen wird der Weg der aktiven Kinderwunschbehandlung gewéhlt. Im DIR werden die
in Deutschland durchgefiihrten ART-Zyklen dokumentiert. Neben konservativen Therapieansét-
zen haben Paare die Moglichkeit minimalinvasive Verfahren wie die IVF und ICSI zu nutzen. Im
Jahr 2018 wurden in Deutschland 106 397 Behandlungszyklen erfasst. Darin enthalten sind ins-
gesamt 65 328 IVF und ICSI-Zyklen, dariiber hinaus auch Auftauzyklen nach vorheriger Kry-
konservierung von befruchteten Eizellen aus vorherigen ART-Zyklen. Die Rate der zustande ge-
kommenen Schwangerschaften aus IVF/ ICSI betrug 32,2 %. Zu einer tatsdchlichen Geburt kam

es in 73,2% der eingetretenen Schwangerschaften (Blumenauer et al., 2020).

Doch trotz der Vielzahl an neuen diagnostischen Méglichkeiten und Therapieoptionen bleibt bei
ca. 15% der Paare die Ursache der Kinderlosigkeit unklar (Nieschlag & Behre, 2009). Auf Grund
dessen besteht weiterhin ein Interesse an der nachhaltigen Erforschung der Grundlagen von In-
fertilitdt, sowie anhand dessen an der Ableitung von neuen Ansétzen zur Verbesserung der repro-

duktionsmedizinischen Diagnostik und folglich der Therapiemdglichkeiten.

1.2. Weibliche Infertilitiit

Insgesamt wird die Privalenz der Infertilitit weltweit auf ca. 9 — 18 % geschitzt (Hanson et al.,
2017). In 39% der Fille liegt die Ursache ausschlieBlich bei der Frau (Nieschlag & Behre, 2009).
Frauen haben im Gegensatz zu Ménnern eine biologisch begrenzte fruchtbare Phase. Eine Frau
kommt mit einer definierten Menge an Eizellen zur Welt, von denen iiber die Hélfte bereits vor
der Pubertdt untergehen. Ab der ersten Menstruation treten 40-500 Oozyten monatlich den Rei-
fungsprozess an, von denen nur eine zum sogenannten dominanten Follikel heranwéchst und ovu-

liert (Weyerstahl & Stauber, 2013).

Die Ursachen weiblicher Fertilitdtsstorungen sind teils sehr komplex und dhnlich wie bei Mén-
nern auf mehreren Ebenen lokalisiert. Grob kann man sie unterteilen in Stérungen der Ovulation,
des Eizelltransportes und der Implantation. Zusétzlich kénnen sich Lebensstilfaktoren wie Stress,
Ubergewicht, Tabakkonsum und Alkohol negativ auf die Fortpflanzungsfihigkeit auswirken
(Vander Borght et al., 2018).



Eine hdufige Ursache fiir die anovulatorische Infertilitdt ist das Polyzystische Ovar-Syndrom
(PCOS). Das PCOS ist mit einer Prévalenz von 6-20% die hiufigste endokrine Storung der Frau
im reproduktiven Alter (Escobar-Morreale, 2018), welche Auswirkungen auf die Fertilitdt sowie

die psychische, kardiovaskuldre und metabolische Gesundheit hat.

Die Diagnosestellung erfolgt in Europa nach den 2003 postulierten Rotterdam Kriterien, die wie
folgt lauten: 1. Oligo- oder Anovulation, 2. Klinische oder biochemische Zeichen der Hyperand-
rogendmie und 3. Nachweis von polyzystischen Ovarien mittels Ultraschall. Treffen zwei der drei
Kriterien zu und sind andere Erkrankungen ausgeschlossen, wird die Diagnose eines PCOSyn-
droms gestellt. (,,Revised 2003 consensus on diagnostic criteria and long-term health risks related
to polycystic ovary syndrome (PCOS)”, 2004).

Basierend auf den Rotterdam Kriterien wurden 2012 vom National Institutes of Health vier Pha-

notypen beschrieben (National Institutes of Health, 2012):

A — Hyperandrogeniamie, Ovulationsstérungen, polyzystische Morphologie der Ovarien
B — Hyperandrogendmie, Ovulationsstorungen
C — Hyperandrogenimie, polyzystische Morphologie der Ovarien

D — Ovulationsstorungen, polyzystische Morphologie der Ovarien

Die Phénotypen A und B treten am héufigsten auf und weisen die grofite Anzahl an metabolischen
Risikofaktoren auf (Welt & Carmina, 2013). Neben einem erhohten Risiko fiir Diabetes mellitus
Typ Il und kardiovaskuldren Erkrankungen, erleiden Frauen mit einem PCO-Syndrom zusétzlich
hiufiger Komplikationen in der Schwangerschaft, wie beispielsweise Gestationsdiabetes oder

Praeklampsie, und haben ein erhohtes Frithgeburtsrisiko (Kjerulff et al., 2011).

Eine genaue Unterscheidung zwischen Ursache und Folge eines polyzystischen Ovar-Syndroms
gestaltet sich oft schwierig (Bednarska & Siejka, 2017). Die grofle Variation an Symptomen ldsst
bereits darauf schlieSen, dass die Pathogenese duflerst komplex und multifaktoriell ist.

Mehrere Studien haben gezeigt, dass das Syndrom eine hohe genetische Komponente aufweist.
So liegt das Risiko, ein PCO-Syndrom zu entwickeln, bei 30-50%, wenn bereits diec Mutter oder
Schwester daran leiden (Kahsar-Miller & Azziz, 1998; Lerchbaum et al., 2014). Die konkreten
Ursachen sind immer noch unklar, jedoch weisen Frauen mit PCOS eine erhohte pulsatile Frei-
setzung von GnRH aus dem Hypothalamus auf, welche zu einem gestorten LH: FSH Verhiltnis
fiihrt, die eine erhohte Ausschiittung an Androgenen bedingt, und dadurch die Follikelreifung und
Ovulation behindert (Farquhar et al., 2019).

Die Therapie des PCOS sollte auf den Einzelnen zugeschnitten sein und ist oft multimodal. Erste

BehandlungsmaBnahmen stellen Anpassungen des Lebensstils dar. Bereits kleine Anderungen



des Lebensstils konnen Stoffwechselstérungen, Eisprung, Fruchtbarkeit und Stimmung verbes-
sern (Thomson et al., 2010). Andere, sowohl operative als auch medikamentése Therapieoptionen
zielen darauf ab, die metabolische Dysfunktion, den Hyperandrogenismus, die Fertilitdt sowie

den psychischen und emotionalen Status zu verbessern (Azziz et al., 2016).

Eizelltransportstorungen sind meist bedingt durch Tubenpathologien und zihlen mit ca. 30% zu
den hiufigsten Ursachen der weiblichen Unfruchtbarkeit (Briceag et al., 2015).

Die meisten Félle der Tuben-bedingten Infertilitit sind auf unbehandelte sexuell tibertragbare
Krankheiten zuriickzufithren. Die Chlamydien-Infektion gehort weltweit zu den héufigsten sexu-
ell tibertragbaren Krankheiten und verlduft bei Ménnerm und Frauen in bis zu 80% asymptoma-
tisch (RKI, 2010; Buder et al., 2019). Aszendierende Erreger konnen FEileiterentziindungen,
Schleimhautschidden und Adhésionen verursachen, die den Eizelltransport behindern (RKI,
2010). Seit dem 01.01.2008 wird sexuell aktiven Frauen bis zum 25. Lebensjahr ein Chlamydien-
Screening angeboten, um die Infektion frithzeitig zu erkennen und somit schwerwiegende Folge-

schiaden zu vermeiden (RKI, 2010).

Eine weitere Ursache von Transportstorungen im oberen Genitaltrakt ist die Endometriose. Dies
ist eine chronisch entziindliche Erkrankung, welche durch Vorkommen von endometriuméhnli-
chem Gewebe aullerhalb des Uterus charakterisiert ist. Weltweit leiden ca. 6-10% der gebarfihi-
gen weiblichen Bevolkerung an Endometriose (Chapron et al., 2019). Von den betroffenen Frauen
sind 30-50% infertil (Lee et al., 2020). Knapp ein Drittel der Frauen weisen eine Beteiligung der
Eierstocke auf. Uber verschiedene Mechanismen kommt es zu entziindlichen Verinderungen,
Verwachsungen und Stérungen der Zilienbeweglichkeit (Hill et al., 2020). In Abhéngigkeit des
Schweregrades variiert die Chance auf spontane Empfiangnis. Bei Frauen mit milden Symptomen
tritt in 50% eine spontane Schwangerschaft auf, wohingegen bei Frauen mit moderater Sympto-
matik die Chance nur noch bei 25% liegt (Lee et al., 2020).

Nach operativen Eingriffen wie Adhésiolyse oder Entfernung von ektopem Endometrium konnte

die Rate an Spontanschwangerschaften erhoht werden (Lee et al., 2020).

Die Implantation ist ein sehr komplexer Prozess, welcher von vielen Faktoren abhéngig und sehr
vulnerabel ist. Sie ist in erster Linie abhingig von der Uterusbeschaffenheit, der Qualitdt des
Embryos/Blastozyste und der koordinierten Interaktion beider (Moustafa & Young, 2020). Dar-
tiber hinaus wurden mehrere Risikofaktoren auf verschiedenen Ebenen fiir das Fehlschlagen der
Einnistung postuliert. Dazu zdhlen das Alter der Frau, postinfektiose strukturelle und immunolo-
gische Verdnderungen des Endometriums, Hormonstorungen und Lebensstilfaktoren wie Rau-

chen und Drogenkonsum, BMI sowie Stress (Bashiri et al., 2018).



1.3 Befruchtung, Implantation und Frithschwangerschaft

Durch die biologisch determinierte Anzahl an Eizellen ist die weibliche Fertilitdt zeitlich be-
grenzt. Bei Eintritt in die Pubertit existieren pro Ovar noch ca. 200 000 Eizellen. Diese bilden
sich unter Einfluss von FSH und LH von Primordialfollikeln tiber Primér- und Sekundérfollikeln
zu Tertidrfollikeln aus. Der Tertidrfollikel misst einen Durchmesser von ca. 20 mm und besteht
aus einer flissigkeitsgefiillten Follikelhohle und dem aus Granulosazellen bestehenden Cumulus
oophorus, welcher die Eizelle einschlieit. Der sprungreife Follikel, auch Graaf-Follikel genannt,
weist einen Durchmesser von um die 25 mm auf. Kurz vor der Ovulation 16st sich der Cumulus
oophorus aus dem Zellverband und die Eizelle schwimmt frei in der Follikelflissigkeit (Weyer-
stahl & Stauber, 2013).

Der in der Regel um den 14. Tag des Zyklus zustande kommende LH-Peak initiiert die Ovulation.
Unter Einfluss von proteolytischen Hormonen kommt es am diinnsten Punkt des Follikels zur
Ruptur der Ovaroberfldche. Die von Granulosazellen umgebene Eizelle wird vom Fimbrientrich-
ter der Tuba uterina aufgenommen. Nach der Ovulation ist die Eizelle 12-24 h befruchtungsfihig
(Weyerstahl & Stauber, 2013). Die verbliebene leere Follikelhohle im Ovar wird LH-abhingig in
das progesteronproduzierende Corpus luteum transformiert. Dieses sezerniert hauptsachlich Pro-
gesteron, welches das Endometrium in Vorbereitung auf eine mogliche Implantation in die sek-
retorische Phase iiberfiihrt. Findet keine Befruchtung statt degeneriert das Corpus luteum zum

Corpus albicans (Schneider et al., 2016).

Bei der Kohabitation werden ca. 300-500 Millionen Spermien in den weiblichen Genitaltrakt ab-
gegeben, wovon lediglich 500-800 den eigentlichen Befruchtungsort, die Eileiter, erreichen. Nach
durchlaufener Kapazitation sind die Spermien befruchtungsfihig. An der Eizelle angelangt bin-
den die Spermien an ZP3, einem Glykoprotein der Zona pellucida. Durch diese Bindung wird die
Akrosomenreaktion getriggert. Dabei kommt es zur Ausschiittung von Akrosin, welches die Lyse
der Zona pellucida erméglicht. Nun besteht die Moglichkeit der Membranfusion von Spermium
und Eizelle (Georgadaki et al., 2016). Nach Vollendung der Reifeteilung verschmelzen beide
Pronuklei und bilden eine diploide Zygote. Diese vollzieht bereits wihrend der Wanderung durch
die Tuba uterina mehrere Furchungsteilungen. Um den dritten Tag hat die Zygote das 32-Zell-
Stadium (Morula) erreicht und tritt in das Uteruslumen ein. Dort folgt die Weiterentwicklung zu
einer Blastozyste, bei der sich bereits zwei Zellhaufen unterscheiden lassen — der zentral gelegene
Embryoblast und der dullere Trophoblast. Ca. am 6-8. Tag nach der Befruchtung beginnt sich die
Zona pellucida aufzulosen und die Blastozyste lagert sich zur Implantation an das Endometrium

an (Weyerstahl & Stauber, 2013).



Die Implantation ist ein hochkomplexer und noch nicht vollstindig erforschter Prozess. Beim
Menschen ist die natiirliche Empfiangnis pro Zyklus mit ca. 30% sehr gering. 75% der gescheiter-
ten Schwangerschaften werden auf einen Implantationsfehler zuriickgefiihrt (Cha et al., 2012).
Eine erfolgreiche Implantation erfordert eine Synchronisation zwischen dem Erwerb der Implan-
tationskompetenz der Blastozyste und einem aufnahmefihigen Zustand des Endometriums
(Zhang et al., 2013). Das Endometrium ist nur in einer geringen Zeitspanne empfinglich fiir eine
Implantation der Blastozyste, dem sogenannten Implantationsfenster (window of implantation).
Die Empfindlichkeit des menschlichen Uterus gegeniiber der Implantation wird in drei Phasen
unterteilt: prarezeptive Phase, rezeptive Phase und nicht rezeptive Phase. Die rezeptive Phase
wird zwischen dem 6. und 10. Tag nach dem Eisprung erreicht (Zhang et al., 2013). Es wird
angenommen, dass Progesteron, Ostrogen und lokal ausgeschiittete Signalmolekiile durch auto-
krine, parakrine und juxtakrine Wechselwirkungen zusammenwirken, um den komplexen Prozess
der Dezidualisierung und schlieBlich der Implantation zu ermoglichen (Zhang et al., 2013). Sei-
tens der Blastozyste ist die Ausbildung eines Trophoblastepithels die Voraussetzung fiir eine Ad-

hision und Einnistung in das rezeptive Endometrium (Schneider et al., 2016).

Trifft nun eine reife Blastozyste auf ein rezeptives Endometrium kommt es durch komplexe
Wechselwirkungen zwischen beiden zur Invasion des Trophoblasten in die Dezidua — der Implan-
tation. Dies geschieht zwischen dem 7. und 12. Tag post conceptionem. Im Trophoblasten diffe-
renzieren sich anschlieend zwei Zellschichten: der innere Zytotrophoblast und der d&uere Synzy-
tiotrophoblast. Wahrend beim Zytotrophoblasten noch klare Zellgrenzen existieren, ist der Synzy-
tiotrophoblast eine vielkernige Masse ohne abgrenzbare Zellmembranen, der durch das Ver-
schmelzen multipler Zellen des Zytotrophoblasten entsteht. Im Weiteren entstehen durch starke
Proliferation des Zytotrophoblasten die embryonalen Anteile der Plazenta. Ab dem 10. Tag ist
die Blastozyste vollstindig im Endometrium implantiert (Weyerstahl & Stauber, 2013).

In der zweiten und dritten Woche nach der Befruchtung bildet sich die Plazenta aus. Durch steti-
ges Einwachsen des Synzytiotrophoblasten in die Dezidua werden miitterliche GefiaBBe erreicht
und arrodiert. Das entstandene Lakunenlabyrinth im Synzytiotrophoblasten wird nun von miitter-
lichem Blut durchflossen. Durch Invasion von Zytotrophoblastzellen in den Synzytiotrophoblaten
entstehen die Primérzotten. Folgend bildet sich im Inneren des Zytotrophoblasten ein Mesen-
chymkern aus extraembryonalen Stammzellen (Sekundérzotten). In der dritten Woche bilden sich
GefiBe und Blutzellen im Mesenchymkern der Sekundérzotten aus, welche dann als Tertidrzotten
bezeichnet werden. Diese ragen in den intervillosen Raum, welcher von miitterlichem Blut durch-
spiilt wird. Dort kommt es zum Austausch von Gasen und Néhrstoffen {iber die Plazentaschranke

(Ulfig & Brand-Saberi, 2017).



Parallel zur Plazentation entwickelt sich aus dem Embryoblasten der Embryo. Vorerst bildet sich
eine dreiblittrige Keimscheibe, welche nach mehrfachen Abfaltungen in der vierten Woche erst-
mals die typische Form eines Embryos annimmt (Ulfig & Brand-Saberi, 2017). In der letzten
Woche der Embryonalperiode sind alle wichtigen Organsysteme bereits angelegt und der Embryo
hat eine menschliche Gestalt angenommen. Mit dem Eintritt in die Fetalperiode sind die meisten
vulnerablen Entwicklungsphasen iiberstanden und das Risiko von schweren Fehlbildungen bis

gar Spontanaborten reduziert sich (Ulfig & Brand-Saberi, 2017).

Eine essentielle Rolle von microRNAs bei Differenzierungsprozessen ist gut beschrieben. Diese
kurzen, nicht kodierenden einzelstringigen RNA-Molekiile bergen ein hohes klinisches Potential,

bei dem es zu klédren gilt, ob diese zur Diagnostik oder Therapie der Infertilitédt beitragen konnen.

1.4. MicroRNA

1.4.1. Allgemeine Grundlagen

Die Informationen des menschlichen Genoms sind in Form von DNA gespeichert und werden
durch die RNA-Polymerasen transkribiert. Bei den in diesem Prozess entstehenden Transkripten
unterscheidet man zwischen kodierender und nicht-kodierender RNA. MicroRNAs zihlen zu der
Gruppe der nicht-kodierenden RNA, und spielen eine wichtige Rolle in dem komplexen Prozess

der posttranskriptionellen Genregulation.

Die erste microRNA (lin-4) wurde von den Arbeitsgruppen um Ambros und Ruvkun im Jahr 1993
in der Fadenwurmspezies Caenorhabditis elegans beschrieben (Lee et al., 1993). Es handelt sich
bei microRNAs um ca. 18-25 Nukleotid lange, einstrangige und nicht-kodierende RNAs endoge-
nen Ursprungs, welche die Genexpression posttranskriptionell tiber sequenzspezifische Interak-
tion mit Zielstellen in mRNAs regulieren (Bartel, 2004).

Mittlerweile sind tiber 2000 microRNA-Gene im menschlichen Genom bekannt (Kozomara &
Griffiths-Jones, 2010). Es wird geschitzt, dass microRNAs 30% der Protein-kodierenden Gene
regulieren (Filipowicz et al., 2008). Sie haben eine wichtige Funktion in einer Vielzahl an biolo-
gischen Prozessen wie Proliferation, Differenzierung und Zelltod (Tiifekci et al., 2013).

Viele microRNAs werden ubiquitér exprimiert, jedoch konnen einige microRNAs bestimmten
Organen zugeordnet werden und sind somit gewebespezifisch (Ludwig et al., 2016). Neben Ge-
weben konnten microRNAs in einer Vielzahl an Korperfliissigkeiten nachgewiesen werden, wie

etwa Plasma und Serum, Tranenflissigkeit, Kammerwasser, Sperma, Urin und Speichel.

Erstmals wurde der Zusammenhang von microRNA-Expressionsmustern und bestimmten Er-

krankungen an dem Beispiel der chronisch lymphatischen Leukdmie beschrieben (Calin et al.,



2002). Nach dem heutigen Wissensstand werden bestimmte microRNA-Profile mit verschiede-
nen Tumortypen und Stadien, einer Reihe von Krankheiten wie Herz-Kreislauf-Erkrankungen,
Ubergewicht, Diabetes mellitus, neurodegenerativen Erkrankungen, sowie verinderten physiolo-
gischen Zustdnden wie Schwangerschaft in Verbindung gebracht (Liu et al., 2021; Mori et al.,
2019; Wessels et al., 2013).

Zirkulierende microRNAs weisen eine sehr hohe Stabilitit auf. Sie widerstehen der Degradation
bei Raumtemperatur bis zu vier Tage und halten anspruchsvollen Bedingungen wie Kochen,

mehrfaches Einfrieren und Auftauen, sowie extremen pH-Werten stand (O'Brien et al., 2018).

Diese Eigenschaft macht microRNAs zu potenziell niitzlichen Kandidaten fiir diagnostische und
klinische Anwendungen. Die Rolle als biologischer Marker wird derzeit in zahlreichen Fachge-

bieten intensiv erforscht, um eine neue minimalinvasive Diagnostik zu etablieren.

1.4.2 Biogenese

Die Kodierung der bekannten microRNAs erfolgt entweder durch individuelle Gene (monocistro-
nisch) oder in Form von Clustern, die die Erbinformation fiir bis zu hunderten von microRNAs
tragen (polycistronisch). Die in einem Cluster kodierten microRNAs werden als ein langes Pro-
dukt transkribiert und anschlieend in die einzelnen reifen microRNAs verarbeitet. Zusétzlich
konnen microRNAs in Introns von proteinkodierenden Genen vorliegen (Treiber et al., 2019).

Die Biogenese der microRNAs ist ein mehrstufiger Prozess und kann unterteilt werden in Mikro-

prozessorkomplex-abhingig und —unabhéngig (O'Brien et al., 2018; Treiber et al., 2019).

Bei der klassischen, Mikroprozessorkomplex-abhéngigen Biosynthese erfolgt die Transkription
mittels der RNA-Polymerase II. Das entstandene Transkript (pri-microRNA) hat eine spezifische
Liange, besitzt am 5°-Ende eine Kappe und am 3‘-Ende einen Poly-A-Schwanz. Bereiche mit
nichtkomplementéren Basenpaaren falten sich in kleine doppelstrangige Schleifen (stem-loops)
und bilden so die sogenannten Haarnadelstrukturen (Filipowicz et al., 2008; Bartel, 2018). Die
primdren microRNAs werden von einem Kernproteinkomplex, Mikroprozessorkomplex genannt,
in einzelne ca. 60 bp lange loops (pre-microRNAs) gespalten. Dieser Mikroprozessorkomplex
setzt sich aus Drosha, einer Endonuklease der RNase III-Familie, sowie einem RNA-bindenden
Ko-Protein namens DGCRS8 (DiGeorge critical region 8) und einigen noch wenig erforschten
Hilfsfaktoren zusammen. Die entstandene pre-microRNA wird anschlieBend tiber aktiven Trans-
port mittels Exportin 5 aus dem Zellkern in das Zytoplasma exportiert (Bartel, 2018; Treiber et
al., 2019).

Im Zytoplasma bindet die pre-microRNA an eine weitere Endonuklease der RNase II1I-Familie

namens Dicer. Diese prozessiert die pre-microRNA mit Hilfe eines TRBP (trans-activation-
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responsive RNA-binding protein) in ca. 20-25 bp kurze doppelstringige microRNA-Duplexe.
SchlieBlich wird der doppelstringige microRNA-Komplex vom RNA-induced silencing complex
(RISC) gebunden. Diesem Komplex lagert sich AGO2, ein Mitglied der Argonaut Protein Fami-
lie, an und bildet mit einem Strang die reife, bioaktive microRNA aus. Der andere Strang wird
abgebaut (Treiber et al., 2019). AnschlieBend bindet die an RISC gebundene microRNA an kom-
plementire Sequenzen im 3° UTR ihrer Ziel-mRNA und reguliert mit Hilfe des Effektorproteins
AGO die Gen-Expression entweder durch Translationshemmung oder mRNA-Abbau (Fabian &
Sonenberg, 2012; Treiber et al., 2019).

Abgesehen von der oben beschriebenen klassischen microRNA Biogenese, gibt es noch weitere
Synthesewege, die Dicer oder Drosha-unabhingig sind. Ein Beispiel sind die ,,Mirtrons®. Dabei
handelt es sich um pre-microRNAs, die durch Spleifien von Introns entstanden sind und Drosha-
unabhéngig in das Zytoplasma transportiert werden (Treiber et al., 2019). Die mirtron-Haarnadeln
sind wesentlich ldnger, hdufig 3'uridyliert und weisen an ihren Enden heterogenere Nukleotide
auf (Wen et al., 2015). Im Zytoplasma folgen sie dem klassischen Weg, binden an Dicer und

werden wie o. b. zur bioaktiven Form prozessiert.

Eine weitere mikroprozessorunabhéngige Klasse von microRNAs stammt aus dem 5’-Ende von
Polymerase II-transkribierten Genen, in denen sich das entstehende Transkript zu einer Stemloop-
Struktur faltet und eine 7-Methylguanosin-Kappe am 5° UTR aufweist. Diese Kappe wird anders
als bei den klassischen microRNAs nicht vom Mikroprozessorkomplex entfernt. Durch Exportin
5 findet der Transport in das Zytoplasma statt, wo die weitere Spaltung durch Dicer stattfindet.
Die Kappe verhindert das Beladen von Ago mit dem 5p-Arm und daher ist die microRNA-Ex-
pression von solchen Vorldufern auf den 3p-Arm beschrinkt (O'Brien et al., 2018; Treiber et al.,

2019).

Weitere Drosha-unabhingige microRNAs stammen von anderen nicht kodierenden RNAs wie
snoRNA oder tRNA. So ist die korrekte Faltung von tRNA-Transkripten entscheidend fiir die
weitere Biogenese. Eine Pra-tRNA mit erweiterter Komplementaritét der 3'- und 5'-Verldngerun-
gen kann nicht automatisch die typische tRNA-Struktur annehmen und benétigt das RNA-Cha-
peron La um eine korrekte Faltung einzugehen. In Abwesenheit von La faltet sich die pre-tRNA
in lange Haarnadelstrukturen, die ein Dicer-Substrat darstellen. Einige der durch Dicer gespalte-
nen pre-tRNAs konnen dann an RISC binden. Obwohl einige dieser Fragmente echte microRNAs
darstellen, ist die Funktion der meisten AGO-assoziierten tRNA- oder snoRNA-Fragmente noch

nicht ausreichend erforscht (O'Brien et al., 2018; Bartel, 2018; Treiber et al., 2019).

Dicer-unabhingige microRNAs finden sich deutlich seltener. Am besten erforscht ist die miR-
451, welche von Sdugetieren in Erythrozyten exprimiert wird. Die entsprechende pri-microRNA

wird wie die klassisch synthetisierte pri-microRNA von Drosha gespalten und in das Zytoplasma



transportiert. Das dabei entstandene Produkt ist jedoch zu kurz, um von Dicer gespalten zu werden
und bindet direkt an AGO2. Durch AGO2 wird der 3p-Arm abgespalten und das entstandene
Produkt von einer Exonuklease in die bioaktive Form umgewandelt (Cifuentes et al., 2010; Lee

etal., 2019; Treiber et al., 2019).

1.4.3 Zirkulierende microRNAs

Einige Jahre nach der Entdeckung der microRNAs wurden sie erstmals auch extrazellulér in Ko6r-
perfliissigkeiten wie Serum und Plasma nachgewiesen (Chim et al., 2008; Lawrie et al., 2008).
Chen et al. konnten das Vorhandensein von microRNAS nicht nur im Blut, sondern auch in Urin,
Tranenflissigkeit, Aszites und Fruchtwasser nachweisen und zeigten in ihrer Arbeit, dass die
Spiegel der microRNAs im Serum bei Individuen derselben Spezies stabil, reproduzierbar und
konsistent sind (Chen et al., 2008). Nachdem mehrere Arbeiten microRNAs in Mikrovesikeln
nachgewiesen haben, wurde die Hypothese aufgestellt, dass microRNAs durch Transport in
Mikrovesikeln nach extrazelluldr gelangen und so vor Abbau durch RNasen geschiitzt werden
(Valadi et al., 2007; Hunter et al., 2008). In den darauffolgenden Jahren wurde festgestellt, dass
lediglich ein geringer Anteil der microRNAs in Vesikeln vorliegen (Arroyo et al., 2011; Turchi-
novich et al., 2012). Neuere Untersuchungen haben jedoch wiederum ergeben, dass microRNAs
im Blut hauptsichlich in Exosomen oder extrazelluldren Vesikeln vorliegen (Balusu et al., 2016;

Wang et al., 2017) und widerlegen somit die vorherige Hypothese.

Aktuell existieren zwei Hypothesen zum Vorliegen extrazelluldrer microRNAs: Zum einen wird
vermutet, dass frei zirkulierende microRNAs durch Apoptose aus Zellen freigesetzt werden. So-
wohl microRNAs, als auch AGO2 sind nach dem Zelltod mehrere Wochen ohne Zugabe von
Protease-Inhibitoren stabil im Zelllysat nachweisbar (Turchinovich et al., 2011). Mehrere Arbei-
ten konnten zeigen, dass der Spiegel von gewebespezifischen microRNAs im Blutkreislauf bei
erhohter Toxizitdt und Zelltod in den entsprechenden Geweben zunimmt (Laterza et al., 2009;

Corsten et al., 2010). Somit ist dieser Ansatz theoretisch nachvollziehbar.

Zum anderen geht man davon aus, dass microRNAs mittels spezifischer Transportmechanismen
aktiv aus der Zelle sezerniert werden. In den letzten Jahren haben sich zwei Hypothesen heraus-

kristallisiert, die den Transport und die Stabilitdt der zirkulierenden microRNAs beschreiben:

1. MicroRNAs werden in Mikrovesikel verpackt und von der Zelle exozytiert. Der genaue Me-
chanismus ist noch unklar, jedoch besteht die These, dass die Beladung der Mikrovesikel ein
selektiver Prozess ist (Zhang et al., 2010) und die microRNAs auf diese Weise eine parakrine

oder gar endokrine Funktion innehaben.
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2. MicroRNAs werden in Verbindung mit Lipoproteinen hoher Dichte (HDL) aus Zellen ausge-
schieden und durch die Bildung von Lipoprotein-microRNA-Komplexen geschiitzt. Da sich
kleine RNAs leicht mit zwitterionischen Liposomen verbinden kénnen, wird angenommen, dass
HDL durch zweiwertige Kationenbriickenbildung an extrazelluldre Plasma-microRNAs bindet
(Vickersetal., 2011; Liang et al., 2013). Es existieren unterschiedliche Meinungen iiber die Funk-
tion von HDL-gebundenen microRNAs. Vickers et al. zeigten in ihrer Arbeit, dass HDL-Mole-
kiile die gebundenen microRNAs zu den Zielzellen transportieren und diese den intrazelluldren
microRNA-Pool beeinflussen (Vickers et al., 2011).Wagner et al. charakterisierten die Spiegel
und den zelluldren Transfer von extrazelluldren Lipoprotein-gebundenen microRNAs und fanden
keine effiziente Abgabe von Lipoprotein-gebundenen microRNAs an Endothel-, glatte Muskel-
und periphere Blutzellen (Wagner et al., 2013). Ob und wie ein HDL-vermittelter microRNA-
Transfer im Allgemeinen in verschiedenen Zelltypen auftritt, muss demnach weiter untersucht

werden.

1.5. MicroRNAs und Implantation

Man geht davon aus, dass ca. 75% der Schwangerschaftsverluste durch eine gestorte Implantation
bedingt werden (Cha et al., 2012). Eine erfolgreiche Implantation ist nur in einem definierten
Zeitraum, dem Implantationsfenster (,,window of implantation®), méglich. Zu diesem Zeitpunkt,
welcher nur wenige Tage anhélt, muss eine Synchronisation zwischen Endometriumstatus und
Blastozystenkompetenz stattfinden (Zhang et al., 2013). Dazu findet eine diffizile Kommunika-

tion zwischen Blastozyste und Endometrium statt.

An der Regulation der Implantation sind mehrere Molekiile wie Zytokine, Chemokine, Wachs-
tumsfaktoren, Lipide, sowie die entsprechenden Rezeptoren durch autokrine, parakrine und juxta-
krine Wege beteiligt (Zhang et al., 2013). Auch microRNAs werden aktiv sowohl von Blastozys-
ten, als auch vom Endometrium sezerniert. Mit dem Nachweis zahlreicher zirkulierender microR-
NAs in Uterusluminalfliissigkeit, sowie in Embryokulturmedien wuchs die Annahme, dass diese
ebenfalls eine entscheidende Rolle in der Regulation der Implantation und der Embryonalent-

wicklung spielen.

Bei der Untersuchung von microRNA-Profilen des Endometriums wéhrend des Zyklus konnten
unterschiedliche Expressionsprofile zwischen Endometriumzellen in der proliferativen und sek-
retorischen Phase festgestellt werden (Kuokkanen et al., 2010; Kresowik et al., 2014). MicroR-

NAs scheinen auch eine entscheidende Funktion bei der Dezidualisierung des Endometriums zu
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spielen. So konnten unterschiedliche microRNA-Expressionsprofile zwischen in vitro deziduali-
sierten humanen endometrialen Stammzellen (hESC) und Kontroll-hESC festgestellt werden (E-

stella et al., 2012; Tochigi et al., 2017).

Es konnten mehrere Plazenta-spezifische microRNA-Cluster identifiziert werden: das Chromo-
som 14 microRNA-Cluster (C14MC), C19MC und das miR-371-3 Cluster (Morales-Pricto et al.,
2013). Die Expression der zugehorigen microRNAs verdndert sich im Verlauf der Schwanger-
schaft (Miura et al., 2010). So werden beim Menschen die zum C14MC gehorenden microRNAs
im ersten Trimester stark exprimiert, wéihrend die Expression von C19MC und miR-371-3 gegen
Ende der Schwangerschaft ansteigt (Morales-Prieto et al., 2020). Dies deutet auf die prigende
Rolle der microRNAs in Bezug auf die Plazenta- und Embryonalentwicklung hin. Interessanter-
weise befinden sich die genannten Cluster innerhalb von sogenannten Imprinting-Genen, von de-
nen bekannt ist, dass sie an der menschlichen Embryonalentwicklung beteiligt sind und eine wich-
tige Rolle bei der Regulierung der Zelldifferenzierung und des Zellschicksals spielen (Tsai et al.,
2009).

Zwei Forschungsgruppen untersuchten die microRNA-Profile schwangerer Frauen am Implanta-
tionsort und an Interimplantationsstellen des Uterus. Dabei konnte eine unterschiedliche Expres-
sion von Mitgliedern der drei microRNA-Familien let-7, miR-30 und miR-200 und miR-17-92
festgestellt werden (Hu et al., 2008; Geng et al., 2014). Chakrabarty et al. zeigten in ihrer Arbeit,
dass miR-101a und miR-199a den Implantationsprozess durch direkte Interaktion mit der Cyc-
looxygenase-2 regulieren. Bei der Analyse von zirkulierenden microRNAs im Serum wéhrend
des Implantationsfensters konnten vier microRNAs (miR-5739, miR-4327, miR-5001 und miR-
4632) detektiert werden, welche als mogliche Biomarker fiir eine erfolgreiche Implantation in

Frage kommen (Freis et al., 2017).

Auch bei der Entwicklung von Zygoten zu implantationskompetenten Blastozysten scheinen
microRNAs beteiligt zu sein. Die Deletion von Drosha und Dicer fithrte bei murinen Zygoten zu
einem Embryonalstillstand am Tag 7,5 post coitum (Bernstein et al., 2003; Chong et al., 2010).
Dariiber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass es bei murinen Dicer-Knockout-Embryonen
zur Beeintrachtigung der Implantation kommt (Cheong et al., 2014). Mehrere Arbeitsgruppen
untersuchten microRNA-Expressionsprofile von nicht implantierten mit erfolgreich implantierten
Blastozysten und konnten signifikante Unterschiede darstellen. Rosenbluth et al. fanden eine sig-
nifikant hohere Expression von miR-191 und miR-372 im Kulturmedium von nicht implantierten
Blastozysten im Gegensatz zu erfolgreich implantierten Blastozysten. In einer weiteren Analyse
von microRNAs in Blastozystenbiopsien konnten Rosenbluth et al. eine stirkere Expression von
miR-141, miR-27b, miR-339-3p und miR-345 in euploiden Embryonen im Vergleich zu aneup-

loiden feststellen.
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Insgesamt sind die Ergebnisse der einzelnen Arbeitsgruppen teils different oder auf Grund von
methodischen Unterschieden nicht miteinander vergleichbar. Aufgrund ihrer Stabilitdt und leich-
ten Methoden zur Gewinnung und Isolierung der microRNAs, wird ihnen ein grofies Potenzial
fiir diagnostische und therapeutische Zwecke zugeschrieben. Um das Verstindnis ihrer Rolle in
Bezug auf die Implantation auszubauen sind weitere Studien in deutlich groflerem Umfang not-

wendig.
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2. Zielstellung

MicroRNAs gewinnen in den letzten Jahren zunehmend an diagnostischem und prognostischem
Wert fiir eine Vielzahl an Erkrankungen. So konnten bereits zahlreiche zirkulierende microRNAs

mit einer Schwangerschaft und diversen Schwangerschaftskomplikationen assoziiert werden.

Die Bedeutung von microRNAs im Zusammenhang mit Infertilitdt steht zunehmend im Fokus
der Forschung. Die Evaluation des diagnostischen und prognostischen Potentials dieser in Bezug
auf Infertilitdt und Implantation ist von hohem Interesse fiir Reproduktionsmediziner, Geburts-

helfer und natiirlich der betroffenen Paare.

Ziel dieser Arbeit war es daher im Rahmen der Grundlagenforschung die Rolle von fiinf Schwan-
gerschaftsassoziierten microRNAs (miR-27b, miR-141, miR-191, miR-222 und miR-433) zu
analysieren. Dazu wurde im ersten Teil der Arbeit mittels quantitativer real-time-PCR das Serum-
level der gewidhlten microRNAs bestimmt und anschlieBend der Zusammenhang mit der Etablie-
rung einer Schwangerschaft, dem Schwangerschaftsverlauf, dem Vorliegen eines PCOS und ei-

nem gestorten Glukosestoffwechsel untersucht.

Im zweiten Teil wurde die Regulation von Genen, welche die Differenzierung, Implantation, Pla-
zentation und Embryonalentwicklung beeinflussen, durch zwei gewéhlte microRNAs untersucht.
Dazu wurden nach ausfiihrlicher Literaturrecherche TGFB2 und IGF2 als Zielgene fiir miR-141
sowie PLCD1 und EGR1 als Zielgene fiir miR-191 ausgewéhlt und die regulatorische Wirkung

der microRNAs mittels Luciferase-Assay vermessen.

Folgende Fragen sollen in der Arbeit untersucht werden:

1. Unterscheidet sich der Serumlevel der gewdhlten microRNAs zwischen schwangeren und
nicht schwangeren Frauen?

2. Verindern sich mit dem Voranschreiten der Schwangerschaft die Serumlevel der gewéhl-
ten microRNAs?

3. Gibt es Unterschiede in dem microRNA-Serumlevel von Frauen mit PCOS und Frauen
ohne PCOS?

4. Besteht ein Zusammenhang zwischen der Hohe dem microRNA-Serumlevel und einem
gestorten Glukosestoffwechsel?

5. Hemmen miR-141 und miR-191 die Expression von TGFf1, IGF2 sowie PLCD1 und
EGRI.
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3. Material und Methoden

3.1. Patientinnenproben und Ethik-Votum

Das Forschungsthema ,,miRNA als Marker fiir plazentare Fehlfunktion bei Glukosestoffwechsel-
storungen” (Bearbeitungs-Nr.: 2014-08) des Zentrums fiir Reproduktionsmedizin und Andrologie
Halle/ Saale wurde der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultit der MLU vorgelegt und
befiirwortet. Alle Patientinnen wurden durch Arzte und Arztinnen des Zentrums fiir Reprodukti-
onsmedizin und Andrologie ausfiihrlich aufgeklédrt und gaben ihre schriftliche Einwilligungser-
klarung zur Verwendung ihrer Proben und personenbezogenen Daten zu Forschungszwecken ab.
Es wurden Proben von Frauen gesammelt, die sich im Zeitraum von 2014 bis 2017 einer assis-
tierten reproduktiven Behandlung unterzogen haben. Einer Frau wurden insgesamt 4 Blutproben
zu definierten Zeiten entnommen. Als baseline galt eine Blutprobe am 8. Zyklustag unter FSH-
Stimulation. Im Folgenden wurden weitere Proben in der 4. SSW (2 Wochen nach Transfer; erste
Schwangerschaftsfeststellung mittels HCG Blutspiegel), 5. SSW (3 Wochen nach Transfer;
zweite Schwangerschaftsfeststellung mittels HCG Blutspiegel) und 8. SSW (6 Wochen nach
Transfer; dritte Schwangerschaftsfeststellung mittels HCG Blutspiegel + Ultraschall) abgenom-

men.
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Abbildung 1: Zeitliche Abfolge der Probenentnahmen

Zur Gewinnung der Serumproben wurden die entsprechenden Vollblutproben 10 min bei 900 x g
zentrifugiert. Anschlieend erfolgte die Lagerung bei — 80°C.

In unsere Arbeit konnten insgesamt 49 Patientinnen eingeschlossen werden. Diese wurden in zwei
Gruppen unterteilt. In der ersten Gruppe liegen pro Patientin Proben von Tag 8, SSW 4 oder 5
und SSW 8 vor. In der zweiten Gruppe liegen pro Patientin Proben von Tag 8, SSW 4 und SSW
5 vor. Zusitzlich wurden den entsprechenden Patientenakten relevante diagnostische Parameter

entnommen.

15



3.2. Materialien
3.2.1. Chemikalien

Fiir die Experimente wurden folgende Chemikalien verwendet:

Caspase Glo 3/7
Chloroform

Countess Trypan Blue stain
dNTPs

Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNase

Entwickler (Kodak)
Ethanol

FuGENE HD Transfection Reagent
HotStart- Taq- Polymerase
Interferin siRNA Transfection Reagent
Isopropanol

LB Agar

MgCl2

PBS
Protease-Inhibitor-Cocktail
RNase freies Wasser
RNAse Inhibitor

S.0.C. Medium

Trizol Reagenz

Trypsin

Trypan Blue stain 0,4 %
T4-DNA-Ligase

Xho I

Not I

5x Puffer

10x Puffer
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Promega (Madison, WI, USA)
AppliChem (Darmstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)

Bioline (Luckenwalde)
AppliChem (Darmstadt)
Qiagen (Hilden)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Hamburg)
Promega (Madison, WI, USA)
Solis Biodyne (Tartu)

Polypus (Illkirch, Frankreich)
AppliChem (Darmstadt)
Invitrogen (Darmstadt)
Qiagen (Hilden)

Biochrom GmbH (Berlin)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

Thermo Scientific (Vilnius, Litauen)
AppliChem (Darmstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)

Gibco (Paisley, Schottland)
Invitrogen (Darmstadt)
Fermentes (St. Leon-Rot)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Thermo Scientific (Vilnius, Litauen)

Qiagen (Hilden)



3.2.2. Kits

Countess Cell Counting Chamber Kit

One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli
RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit
RNase-free DNase Kit

RNeasy Mini Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

ZR Plasmid Mini Prep Classic

3.2.3. MicroRNAs, Oligonukleotide

Tabelle 1: Primer des Taq-Man microRNA Assay

Primer ID-Nr.

hsa-miR-27b 000409
hsa-miR-141 000463
hsa-miR-191 000490
hsa-miR-222 000525
hsa-miR-433 001028
hsa-miR-016 000391

Tabelle 2: Primer fiir die Synthese der 3 'UTR der Zielgene

Oligo-Name Sequenz 5" — 3’

EGRI1-fw AAACTCGAGTGGTCATA-
TGCCTGACCCCTTGC
EGR1-rw AAAGCGGCCGCGTGCCA-
CATGTGAGAGTACGG
PLCDI1-fw AAACTCGAGTGGCATAG-
TGTCTGCTGCTGCCT
PLCD1-rw AAAGCGGCCGCGAATCC-
TTGACCACTCGCTGG
IGF2-fw AAACTCGAGTGGCGAGG-
CACCCCAAATTACCT
IGF2-rw AAAGCGGCCGCGTGAAG-
ACATTGGGGACACGG
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Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Zymo Research (Freiburg)

Anbieter

Applied Biosystems by

Thermo Fisher Scientific

Orientierung  Hersteller

Sense

Antisense

Sense

Antisense

Sense

Antisense



TGFbeta2-fw AAACTCGAGTGGACATT-
GGCAAAACACCCAAGA

TGFbeta2-rw AAAGCGGCCGCGGCAGGG-
ATAGGAACGGTACG

psiCheck2-fw GGAGGACGCTCCAGATGAAA
psiCheck2-se GAGCGCGTGCTGAAGAACGA

psiCheck2-rev. =~ GCGAGGTCCGAAGACTCA-
TTT

Tabelle 3: microRNA-mimics fiir die Transfektion

microRNA-mimic ID-Nummer
hsa-miR-191-3p PM10626
hsa-miR-141-3p PM10860

3.2.4. Gerite und Verbrauchsmaterialien

Analysenwaage

Bechergliser

Bio Photometer

Brutschrank IG150

Einweghandschuhe

Einweg-Plastik-Artikel (Pipetten, Wégeschilchen)
Falconréhrchen

Gefrierbehilter

Kiivetten

Labormikroskop Eclipse TS100F

Messzylinder

Mikroskop Eclipse TS 100

Microplattenreader (Lumineszenz)Tecan GENios
Photometer BioPhotometer

Pipetboy

Pipetten

Pipettenspitzen

gRT-PCR-Gefidle/ Deckel

Reaktionsgefilie
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Sense

Antisense

Sense
Sense Sigma-Aldrich

Antisense

Anbieter
Ambion

Applied Biosystems

Kern (Balingen-Frommern)
Merck (Darmstadt)

Eppendorf (Hamburg)

Jouan (Unterhaching)
Sempermed (Wien, Osterreich)
Greiner (Frickenhausen)
Greiner (Frickenhausen)
Nalgene (Hereford, U. K.)
Eppendorf (Hamburg)

Nikon (Diisseldorf)

Merck (Darmstadt)

Nikon (Diisseldorf)

Tecan (Mennedorf)

Eppendorf (Hamburg)

IBS IntegraBiosciences (Fernwald)
Eppendorf (Hamburg)

Greiner (Frickenhausen)
Peqlab (Erlangen)

Biozym (Hessisch Oldendorf)



Realtime-Cycler MyiQ Bio Rad (Miinchen)

Rollenmischgerit Kisker (Steinfurt)
Thermocycler T300 Biometra (Gottingen)
Sprout TM Tischzentrifuge Kisker (Steinfurt)
Sterilbank Hera safe Heraeus (Hanau)
Vortex Mixer StarLab (Ahrensburg)
Wasserbad Memmert (Schwabach)
X Cell Sure Lock TM (Elektrophoresekammer) Invitrogen (Karlsruhe)
Zellkultur-Plastikartikel Greiner (Frickenhausen)
Zentrifuge CR4 22 Jouan (Unterhaching)
Zentrifuge 5415D Eppendorf (Hamburg)
3.3. Methoden

3.3.1. RNA-Isolation mittels Phenol-Chloroform-Extraktion (Trizol)

Die Isolation der Gesamt-RNA erfolgt mittels der Phenol/Chloroform-Extraktions-Methode. Da-
fiir wurden 300 ul Serum der Gesamtprobe entnommen und in einem 2 ml-Tube bei 2000 x g 5
Minuten lang zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde in ein Phase-Trap-Tube iiberfiihrt,
mit 600 ul Trizol-Reagenz versetzt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Verstrei-
chen der Inkubationszeit wurden 200 ul Chloroform zugesetzt und das Tube fiir 2 Minuten kriftig
von Hand geschiittelt. AnschlieBend wurden die Tubes zur Phasentrennung 10 Minuten lang bei
12 000 x g und 4°C zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren bilden die Proteine und DNA zusam-
men mit der im Tube enthaltenen Wachsschicht die Interphase. Die RNA befindet sich nun in der
oberen, organischen Phase gelost und kann vorsichtig in ein 1,5 ml Tube pipettiert werden. Beim
Pipettieren darf die Interphase nicht verletzt werden, sonst ist die Isolation verdorben. Zu der
abgenommenen Oberphase werden 45 pul DNAse-Puffer-Losung hinzugefiigt, welche aus 40 ul
RDD-Puffer und 5 pl DNase besteht. Durch Invertieren wurde der Ansatz gemischt und anschlie-
Bend fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen und eine Fallung
zu induzieren wurden 500 pl Isopropanol hinzugefiigt und das Gemisch gevortext. Die RNA-

Féllung erfolgte bei -20°C tiber Nacht.

Am nichsten Morgen wurde der Ansatz bei 12 000 x g und 4°C fiir 10 Minuten zentrifugiert und
der Uberstand dekantiert. Nach Zugabe von 1 ml 96%igem eisgekiihltem Ethanol erfolgte eine
erneute Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 10 000 x g und 4°C. Der Uberstand wurde dekantiert
und 700 pl 70%iges eisgekiihltes Ethanol hinzugegeben. Es folgte die letzte Zentrifugation fiir 10
Minuten bei 6 000 x g und 4°C. Schlussendlich erfolgte die moglichst vollstindige Abnahme des
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Uberstandes. Das verbleibende RNA-Pallet wurde im umgedrehten Tube fiir ca. 20 min luftge-
trocknet und danach in 15 pl RNase-freiem Wasser gelst.

Die Lagerung erfolgte kurzfristig bei -20°C und langfristig bei -80°C.

3.3.2. Photometrische Konzentrationsbestimmung der RNA

Fiir die Konzentrationsbestimmung wurde 1 ul de RNA-Losung mit 99 ul RNase-freiem-Wasser
gemischt. Die Referenzlosung bestand aus 100 pl RNase-freiem Wasser. Mit dem BioPhotometer
von Eppendorf erfolgte die Messung der Absorption der Proben bei 260 nm. Zusétzlich wurde
eine Messung bei einer Absorption von 280 nm durchgefiihrt, welche das Absorptionsmaximum

von Proteinen darstellt. Um den Reinheitsgrad der RNA-Losung zu bestimmen wurde der Quoti-

260

ent beider Werte berechnet ( jﬁ). Idealerweise sollte dieser Wert zwischen 1,8 und 2,2 liegen.
280

3.3.3. cDNA-Synthese

Mit Hilfe der reversen Transkriptase wurden 2 ul RNA-Losung in cDNA umgeschrieben. Die
verwendete RNA-Losung wurde mit 3 pl RNase freiem Wasser verdiinnt und dem Reaktionsan-
satz hinzugefligt.

Insgesamt setzte sich der Reaktionsansatz folgendermallen zusammen:

2,0 ul RNase freies Wasser
3,0 ul 5x Puffer
2,0 ul dNTPs
1,0 pl RNase Inhibitor
1,0 pl stem-loop-Primer (microRNA-spezifisch)
1.0 ul ML V-reverse Transkriptase
10,0 pl Reaktionsansatz
+ Syl RNA-Losung

Fiir die anschlieBende cDNA-Synthese im Thermocycler wurde folgendes Programm gewéhlt:

1. 16°C 30 min
2. 42°C 30 min
3. 85°C 05 min
4. 04°C Kiihlschritt

Die entstandenen cDNA-Proben wurden bei -20°C gelagert.
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3.3.4. Quantitative real-time-PCR

Zur Serumlevelanalyse der fiinf gewihlten microRNAs (miR-27b, miR-141, miR-191, miR-222,
miR-433) wurde die quantitative real-time-PCR mithilfe des microRNA-TagMan-Primer-Kits
durchgefiihrt. Als Referenz-Gen wurde nach hausinternem Standard die miR-16 eingesetzt.

Der PCR-Ansatz des verwendeten Hot-Star-Taq Kits bestand aus folgenden Komponenten:

2,3 ul RNase freies Wasser
1,5 ul 10x Puffer
1,2 ul MgCI? 25mM)
1,0 pul dNTPs (100mM)
0,8 ul TagqMan-Primer
0.2 ul HotStart-Tag-Polymerase
7,0 ul Reaktionsansatz
+ 8,0 ul cDNA

Fiir die Reaktion im MyIQ real-time Cycler wurde folgendes Programm gewaihit:

1. 95°C 15 min
2. 95°C 30s
3. 60°C 60 s

Die Schritte 2 und 3 wurden 50 Mal wiederholt. Jeweils am Ende des dritten Schrittes wurde nach

Anregung mittels Halogenlampe die Fluoreszenz gemessen.

3.3.5. Zellreihen und Zellkultur

Der Luciferase Assay wurde mit zwei unterschiedlichen Zelllinien durchgefiihrt: HTR-8/SVneo,
und AC1-M59. Bei der HTR-8/SVneo Linie handelt es sich um humane Trophoblastenzellen des
ersten Trimesters, die durch Immortalisierung einer physiologischen extravillosen Trophoblas-
tenzelle und durch Transfektion mit einem Plasmid, das das grof3e T-Antigen des Affenvirus 40
(SV40) enthilt, hergestellt wurden. Bei der Linie AC1-M59 handelt es sich um eine Hybridlinie
aus ACI1-Chorionkarzinom- und Trophoblastzellen des dritten Trimesters. Diese Zelllinien wer-
den hauptsidchlich zur Untersuchung von Trophoblastenfunktionen einschlieSlich Zellfusion,
Migration und Invasion verwendet. Die Zelllinien wurden freundlicherweise von Prof. Dr. med.

U. Markert vom Universitdtsklinikum Jena bereitgestellt.
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Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien (HTR8/ SVneo; AC1-M59) erfolgte in RPMI Me-
dium im Brutschrank bei 37°C, 5% (v/v) CO,und maximaler Luftfeuchtigkeit. Das RPMI Me-
dium wurde mit 10% FKS, GlutaMAX und 10 ml Penstrep versetzt. Nach entsprechender Vorbe-
reitung erfolgte die Lagerung 1h bei -20°C, 2h bis 2d bei -80°C und bis zur weiteren Ver-
wendung Langzeit in flissigem Stickstoff.

Nach langzeitiger Lagerung in fliissigem Stickstoff wurden die Zellen aus einem Gefrierrohrchen
zur erneuten Kultivierung bei 37°C aufgetaut und in Zellkulturmedium tiberfiihrt. Anschlie3end
folgte eine Zentrifugation bei 1000 x g fiir 5 min. Der entstandene Uberstand wurde verworfen,
das Zell-Pellet in Zellkulturmedium resuspendiert und in eine Kulturflasche tiberfiihrt. Im weite-
ren Verlauf fand zwei- bis dreimal wochentlich eine Passagierung der adhédrent wachsenden Zell-
kulturen statt. Die dafiir verwendeten Losungen wurden vor Gebrauch im Wasserbad auf 37°C
vortemperiert.

Im ersten Schritt wurde das verbrauchte Medium abgesaugt und die Zellen mit 5 ml PBS gewa-
schen. AnschlieBend wurden zur Ablosung der Zellen 5 ml 0,05% Trypsin hinzugegeben und fiir
5 min bei 37°C inkubiert. Nach Verstreichen der Inkubationszeit wurde der gesamte Inhalt der
Zellkulturflasche nach vorsichtigem Auf- und Abpipettieren in ein 15 ml Gefdl3 iberfiihrt und mit
5 ml Zellkulturmedium versetzt. Nach einer fiinfminiitigen Zentrifugation bei 1000 x g wurde der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in 2 ml Zellkulturmedium resuspendiert. Fiir die Bestim-
mung der Zellzahl wurden 10 pl dieser Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau vermengt. 10 pl
dieser Losung wurden in eine Zéhlkammer tiberfiihrt. Das Zellzdhlgerdt misst sowohl die Ge-
samtzellzahl als auch die Lebend- und Totzellzahl in Bezug auf eine 1 ml Losung. Es wurde stets
mit den Lebendzellzahlen weitergearbeitet.

Nach der Messung wurden die Zellen im gewiinschten Verhéltnis in neue Zellkulturflaschen ein-

gestreut und weiter kultiviert.

3.3.6. Luciferase-Reporter-Assay

Die Expressionsregulation bestimmter Zielgene durch die entsprechenden microRNAs kann mit
Hilfe eines dualen Reportergen-Assays untersucht werden. Wir verwendeten das Dual-Luci-
ferase® Reporter Assay System. Dieses verwendet zwei Luciferasen, wobei den experimentellen
Reporter die Renilla-Luciferase darstellt und die Firefly-Luciferase als Kontrollreporter fungiert,
der in lytischen Endpunktmessungen zur Normalisierung verwendet wird. Das Emissionsmaxi-
mum der Firefly-Luciferase liegt bei 565 nm, das der Renilla-Luciferase hingegen bei 460 nm.
Setzt man die gemessenen Lumineszenzen beider Luciferasen in Beziehung, kann die relative

Aktivitit der Luciferase-Aktivitit ermittelt werden.
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Der verwendete psiCHECK-2 Vektor wurde fiir eine schnelle quantitative RNA-Interferenz-Mes-
sung konzipiert. Mit diesem Vektor konnen Expressionsdnderungen bestimmter Zielgene, welche

an ein ausgewdhltes Reportergen gekoppelt sind, verfolgt werden.

Dafiir wurde die 3'UTR-Region der gewéhlten Zielgene nach dem Reportergen in eine multiple
cloning site kloniert, die sich am 3’- Ende des Renilla-Translationsstoppcodons befindet. Initiiert
nun die entsprechende microRNA den Interferenzprozess in Bezug auf das klonierte Zielgen,
kommt es zur Spaltung und nachfolgend zur Degradation der fusionierten mRNA und somit zu
einer verminderten Lumineszenz. Somit ist die Messung der Renilla-Luciferase-Lumineszenz

eine geeignete Moglichkeit den Interferenzeffekt zu quantifizieren.

3.3.7. Identifizierung moglicher Zielgene

Mittels in silico Analysen (Targetscan.org, pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) wurden fiir ausgewihlte
microRNAs mogliche Zielgene recherchiert. Priferiert wurden Gene, welche in Zusammenhang
mit der Differenzierung und Proliferation der Plazenta, der Implantation oder mit der Friih-
schwangerschaft stehen. Insgesamt wurden vier Zielgene ausgewdahlt. Zwei Zielgene fiir die miR-

141 (TGFp2, IGF2) und zwei Zielgene fiir miR-191 (PLCD-1, EGR1).

3.3.8. Synthese des 3'UTR des Zielgens aus cDNA

Als DNA-Template dienten drei verschiedene bereits vorhandene cDNA-Proben (COV, KGN,
FaDu). Die eingesetzten Primer wurden so designt, dass das entstandene Fragment sowohl eine
Bindungsstelle fiir die entsprechende microRNA, als auch zwei Schnittstellen fiir das Restrikti-
onsenzym Xhol enthilt.

Zur Herstellung und Vervielfiltigung der gewiinschten Fragmente wurde eine Polymerase-Ket-

ten-Reaktion durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz setzt sich wie folgt zusammen:

9,1 ul Nuklease freies Wasser
1,5 ul 10x Puffer
1,2 ul MgCI?
1,0 pul dNTPs
1,0 pl Primer (je 0,5 pl fw- und rw-Primer pro Reaktion)
0.2 ul Tag-Polymerase
14,0 pl Reaktionsansatz
+ 1,0 ul cDNA
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Pro Primerpaar der vier Zielgene wurden entsprechende Reaktionsansitze pipettiert (1x COV, 1x

KNG, 1x FaDu, 1x Negativ-Kontrolle ohne cDNA).
Das verwendete Programm im Thermocycler setzte sich aus folgenden Schritten zusammen:

1. 95° fiir 5 min
2. 95° fiir 30 sec
3. 60° fiir 30 sec
4. 72° fiir 30 sec
5. 72° fiir 3 min
6. anschliefende Kiihlung bei 4°

Die Schritte 2.-4. wurden 45-mal wiederholt.

AnschlieBend wurden die Produkte der Polymerase-Ketten-Reaktion in einem einprozentigen
Agarosegel (1g Agarose + 100 ml TBE + 1 pl Ethidiumbromid) aufgetrennt. Dafiir wurde das
Gel einer Spannung von 110 V fiir ca. 1 Stunde ausgesetzt. AnschlieBend wurde das Gel unter
UV-Licht analysiert, um Banden mit der zu erwartenden Gré8e zu identifizieren.

Diese wurden aus dem Gel ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Tube tiberfiihrt. Um die Fragmente
aus dem Gel zu extrahieren wurde im ersten Schritt pro Reaktionsgefdf3 700 ul QG-Puffer hinzu-
gegeben. Dieses wurde bei 50°C so lange geschiittelt, bis sich das Gel aufgelost hat. Im zweiten
Schritt wurden 250 pl Isopropanol hinzugefiigt. 700 ul dieser Losung wurden auf in neuen 1,5 ml
Tubes befindlichen Sdulen pipettiert und 1 min bei 11000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen. Dieser Schritt wurde mit der verbleibenden Losung wiederholt. Nachdem die Losung
vollstandig abzentrifugiert wurde, wurden 750 ul PE-Puffer auf die Sdule gegeben und nochmals
1 min bei 11000 x g zentrifugiert. Im letzten Schritt wurde die Sdule in ein neues 1,5 ml Reakti-
onsgefdl} tiberfithrt. Nach Zugabe von 20 pl RNase-freiem Wasser und erneuter Zentrifugation

bei 11000 x g fiir 1 min befindet sich das ausgewahlte DNA-Fragment in der fliissigen Phase.

3.3.9. Klonierung von DNA-Fragmenten

Fiir die Klonierung der DNA-Fragmente wurde das TOPO-TA-Cloning-Kit (Invitrogen) verwen-
det. Die erhaltenen Fragmente wurden in das lacZ-Gen des PCR™2.1 Vektors kloniert.

Der Ligationsansatz besteht aus folgenden Komponenten:

4,0 ul cDNA-Fragment
1,0 ul Vektor

2,0 ul T4-Ligase

1,5 ul T4-Puffer

6,5 ul Aqua bidest
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Der Ansatz wurde 1 Stunde bei 37°C inkubiert.

Nach der Inkubation wurden 2 ul des Ligationsansatzes mit 50 ul chemokompetenter E. coli Zel-
len (ONE Shot TOP10 Chemically Competent E. coli) vorsichtig vermischt. Nach einer 10-20
miniitigen Inkubation folgte der Hitzeschock bei 42°C fiir 30 Sekunden. Anschlie3end folgte eine
10 miniitige Kiihlung auf Eis und folgend die Zugabe von 250 ul auf 37°C angewdrmtes S.0.C.-
Medium. Der Ansatz wurde unter leichtem horizontalem Schiitteln (200 x g) bei 37°C fiir 1
Stunde inkubiert. 60 pl des Transformationsansatzes wurden mit 40 pl X-Gal auf vorgewirmten

Selektions-Agarplatten ausgestrichen. Die Platten wurden tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Am Folgetag wurden die positiven Kolonien (weifle Farbung) mit einem sterilen Zahnstocher
gepickt und unter Zugabe von 10 ml LB-Medium in ein locker verschlossenes 50 ml-Falcon-
Gefile tberfiihrt. Zur sicheren Selektion von positiven Kolonien wurde zusitzlich eine PCR

durchgefiihrt. Der PCR-Ansatz besteht aus folgenden Komponenten:

1,5 ul Puffer

1,2 ul MgCI?

1,0 pul dNTPs

0,5 ul Primer (fw, rw)

0,2 pl Taq-Polymerase

9,1 ul RNase freies Wasser

Mit einem sterilen Zahnstocher wurde eine Kolonie gepickt und kurz in den entsprechenden An-

satz getaucht. Es wurde folgendes Programm gewahlt:

1. 96°C fiir 1 min
2.96°C fiir 10 s
3.50°C fiir 5s

4. 60°C fiir 4 min

Die Schritte 2. Bis 4. Wurden 25-mal wiederholt. AnschlieBend wurden die PCR-Produkte mittels

Gelelektrophorese aufgetrennt.
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Abbildung 2: Gelelektrophorese der mit IGF2-transformierten E-coli-Kolonien zur Kontrolle eines vorlie-
genden Inserts

Die Kolonien, welche in der Gelelektrophorese Fragmente der gewiinschten Lénge enthielten (s.
Abb. 2), wurden in den locker verschlossenen Falcon-Tubes bei 37°C unter leichtem Schwenken
(200 x g) tiber Nacht inkubiert. Am nichsten Tag wurde der Ansatz 10 Minuten bei 3600 x g
zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. AnschlieBend wurde mittels des ZR Plasmid Mini
Prep Classic Kits eine Plasmidisolation fiir die weitere Sequenzanalyse nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Final wurde das isolierte Plasmid mit 30 pl Nuklease-freiem Wasser eluiert. Zur
Herstellung des Sequenzierungs-Ansatzes (12 pl) wurde zuerst eine photometrische Konzentrati-
onsbestimmung der Plasmid-Losung durchgefiihrt. Das benétigte Volumen wurde mit Hilfe fol-

gender Rechnung bestimmt:

Gy __100ng/ul-12ul

V1 =— 1%
1 1 1 1

Pro Ansatz wurden 2 pl Nuklease-freies Wasser und 1 ul M13 Puffer hinzugegeben. Die anschlie-

Bende Sequenzierung der Plasmide wurde von der Firma SeqLab (Gottingen) durchgefiihrt.

3.3.10. Klonierung des 3'UTR des Zielgens mit T4-Klonierung

Die mittels Sequenzierung nachgewiesenen Fragmente mussten fiir die Klonierung in den psi-
CHECK-2 Vektor zunichst mittels Restriktionsverdau aus dem PCR2.1.-TOPO TA Vektor aus-

geschnitten werden. Der dafiir angefertigte Ansatz setzte sich folgendermallen zusammen:

6,5 ul Nuklease-freies Wasser
1,5 ul O-Puffer

2,0 ul Xho I

1,0 ul Not I

4,0 ul Plasmid-Lsg.
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Die Proben wurden 1 Stunde bei 37°C im Thermocycler inkubiert.

Der Verdau des psiCHECK-2 Vektors erfolgte dhnlich dem oben genannten Protokoll. Dabei

wurden abweichend 8,5 pl Nuklease-freies Wasser und nur 2 pl des Vektors eingesetzt.

AnschlieBend erfolgte eine Auftrennung der Proben mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese.

Die Gelisolation erfolgte wie bereits in 3.3.8. beschrieben. Die Ligation erfolgte mit Hilfe der T4-

DNA-Ligase. Der Reaktionsansatz setzte ich wie folgt zusammen:

4,0 ul
1,0 pul
2,0 ul
1,5 ul
6,5 ul

Fragment
Vektor
T-4 Ligase
T-4 Puffer

Nuklease-freies Wasser

Es folgte eine Inkubation fiir 1 Stunde bei 21°C. Die Transformation der E. coli-Zellen erfolgte

wie bereits unter 3.3.9. beschrieben. Je 60 pl des Transformationsansatzes wurden auf mit Ampi-

cillin behandelte Agarplatten ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Zur Kontrolle des

Abbildung 3: Gelelektrophorese der Kolonien nach Vektortransfektion

Transformationsergebnisses wurde am Folgetag eine Kolonie-PCR durchgefiihrt. Die Zusam-

mensetzung des Reaktionsansatzes sowie das verwendete Programm entsprechen dem aus Schritt

3.3.9. Die PCR-Produkte wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Kolonien, welche das

gewiinschte Fragment enthielten, zeigen dabei Banden bei der zu erwartenden Grofe.
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Die positiven Kolonien wurden gepickt, in je ein 50 ml Falcon-Gefidll unter Zugabe von 10 ml
LB-Medium tiberfiihrt und {iber Nacht bei 37°C und leichtem Schwenken inkubiert. Es folgte wie
bereits oben beschrieben eine Plasmidisolation mit anschlieBender Sequenzierung.

Kolonien, die das gewiinschte Fragment in der richtigen Orientierung enthielten, wurden erneut
gepickt und pro Fragment in zwei Falkon-Gefdfle mit 10 ml LB-Medium tiber Nacht bei 37°C
kultiviert. Jeweils eins der Gefdfle wurde am néchsten Tag abzentrifugiert und das entstandene
Pallet bei -80°C gefrostet. Die Bakterien aus dem zweiten Gefdll wurden abzentrifugiert und es
wurde anschlieend mit Hilfe des ZR Plasmid Mini Prep Classic Kits eine Plasmidisolation nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Die eluierte DNA wurde in ein 1,5 ml GefdB tiberfiihrt und ihre

Konzentration photometrisch bestimmt.

3.3.11. Transfektion der HTR8/ SVneo; AC1-M59- Zellen

In die verwendeten 96-Well-Platten wurden pro Well 10.000 Zellen in 100 ul Kulturmedium ein-
gestreut und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Fiir die Transfektion der Plasmide wurde FUGENE
HD Transfection Reagent verwendet. Der Einfachansatz pro well fiir die Vektortransfektion ergab
sich aus 0,25 ul Plasmid, 1,0 ul FuGene und 3,25 ul serumfreiem Medium. Vor Zugabe der Lo-
sung zu den Zellen wurde diese 10 min bei 37°C inkubiert.

Der microRNA-Transfektionsansatz (je miR-191, miR-141, neg. Kontrolle) setzte sich aus 0,5 pl
siRNA-Verdiinnung (20 nM), 1,0 ul Interferin und 11,5 ul serumfreiem Medium zusammen. Vor

Zugabe zu den Zellen erfolgte auch hier eine zehn-miniitige Inkubation.

Pro Zellreihe wurde folgendermaB3en behandelt:

1000000000000
= OOROBBBOX I
CROBOBBOI )

X = 10.000 Zellen + 100 pl Medium + 5 ul Vektoransatz

= 100 pl Medium

. - 15ul negativ Kontrolle

‘ = 15 pl Transfektionsansatz (miR191/ miR141)

HOOOOOOOCOOO0

Abbildung 4: Behandlungsplan fiir die Transfektion pro Zellreihe
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3.3.12. Vermessung der Luciferase-Aktivitiit

Die Vermessung erfolgte 16 bis 24 Stunden nach Transfektion. Zur Messung der Firefly-Luci-
ferase-Aktivitdt wurde pro well 50 pl ihres Substrates pipettiert. Nach 15-miniitiger Inkubation
im Dunkeln wurde anschlieBend die Lumineszenz im Plattenreader vermessen. Danach wurde pro
well 50 ul eines Gemisches aus Dual-Glo-Stoplosung und Renilla-Luciferase-Substrat pipettiert.
Damit wurde die Reaktion der Firefly-Luciferase unterbunden, sowie mittels Renilla-Substrat die
Reaktion der Renilla-Luciferase induziert. Nach einer weiteren Inkubation im Dunkeln fiir 15
Minuten erfolgte die erneute Lumineszenz-Messung.

Zur Ermittlung der absoluten Luciferase-Aktivitdt wurde der Quotient aus Renilla-Luciferase-

Lumineszenz und Firefly-Luciferae-Lumineszenz gebildet.

3.4. Statistik

Im ersten Teil diente der Ci-Wert (Threshold- Cycle) zur weiteren Auswertung. Dieser beschreibt
die Anzahl an durchgefiihrten Zyklen nach denen die gemessene Fluoreszenz einen definierten
Schwellenwert liberschreitet. Zur Quantifizierung der unterschiedlichen Expressionen wurde der
AC- Wert mittels folgender Formel berechnet: AC; = C; Gen - C; Referenz. Als Referenz wurde
die miR-16 verwendet. AnschlieBend erfolgte die Berechnung des relativen Expressionsunter-

schieds nach der Methode von Livak und Schmittgen (24¢T).

Die statistische Auswertung der von uns erhobenen Daten mit der Software IBM SPSS Statistics,
Version 25.0. Zur Beurteilung einer Korrelation zwischen den erhobenen Patientendaten und den
ermittelten microRNA-Serumleveln erfolgte mittels Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman.
Die bivariate Korrelationsanalyse von Spearman berechnet den linearen Zusammenhang zweier
mindestens ordinalskalierter Variablen. Der Korrelationskoeffizient kann Werte zwischen +1 und
-1 annehmen, wobei negative Werte eine gegenldufige oder auch negative Korrelation und posi-
tive Werte eine gleichsinnige oder auch positive Korrelation bedeuten. Im néchsten Schritt wurde
ein Vergleich zwischen den einzelnen microRNA-Serumleveln zu den bereits beschriebenen de-
finierten Zeitpunkten der Frithschwangerschaft gezogen. Die Ergebnisse wurden mittels Boxplot
graphisch dargestellt. Zur statistischen Auswertung wurde hier der Kruskal-Wallis-Test herange-
zogen. Dieser wird verwendet, um festzustellen, ob es einen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen den Medianwerten von drei oder mehr unabhéngigen Gruppen gibt. Zuletzt erfolgte die
Auswertung der Unterschiede in den microRNA-Serumleveln in Bezug auf zweiseitige patien-
tenbezogenen Daten (z.B. PCOS — kein PCOS) mittels Mann-Whitney U Test. Dies ist ein nicht-
parametrischer Test, welcher tiberpriift, ob sich die zentralen Tendenzen zweier unabhéngiger
Stichproben unterscheiden. Im zweiten Teil wurden die Lumineszenzunterschiede im Luciferase
Assay mittels Student’s t-Test ausgewertet. Als signifikant wurden alle p-Werte eingestuft, wel-

che unterhalb der Signifikanzschwelle von p < 0,05 lagen.
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4. Ergebnisse

4.1. Patientenkollektiv

Das Kollektiv bestand aus insgesamt 49 Patientinnen, davon 23 mit der Diagnose eines polyzys-
tischen Ovar Syndroms und 26 mit entweder keiner oder einer abweichenden fertilitétsbeeintrich-
tigenden Diagnose. Von den genannten 26 Patientinnen hatten 11 keine fertilitdtsrelevante Er-
krankung, 7 eine Endometriose, 2 Tubenpathologien und 6 anderweitige Diagnosen, welche in
Zusammenhang mit der Kinderlosigkeit stehen (s. Abb. 5). Das Altersspektrum reichte von 24
bis 40 Jahren (s. Abb. 6). Das Durchschnittsalter betrug sowohl im Kollektiv mit PCOS, als auch
im Kollektiv ohne PCOS rund 32 Jahre. Bei Fehlen eines signifikanten Altersunterschieds zwi-
schen den beiden Gruppen konnte auf eine Altersadjustierung zur Minimierung der Confounder-

wirkung verzichtet werden.

M keine

m PCO

m Endometriose
Tubenpathologie

M andere

Abbildung 5: Zusammensetzung des Kollektivs aufgeteilt nach Diagnose

Anzahl

<27 27-32 33-38 >38

Alter in Jahren

Abbildung 6: Altersverteilung des gesamten Kollektivs
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Im Untersuchungskollektiv reichte der berechnete BMI von 18,0 bis 41,4 kg/m? (siche Tab. 4),
was laut WHO einem korperlichen Status von Untergewicht bis zu Adipositas Grad 111 entspricht.

Im Durchschnitt bestand ein Kinderwunsch seit 4 Jahren (siche Tab. 4).

Bei der durchgefiihrten assistierten Reproduktionstherapie handelte es sich in 10 Féllen um eine
IVF-Behandlung, wobei in 90 % eine intakte Schwangerschaft erzielt werden konnte. In 39 Fillen
wurde eine ICSI durchgefiihrt mit einer Schwangerschaftsrate von 85 %. Die Abortrate betrug bei
den IVF-Behandlungen 11.1 % und bei den ICSI-Behandlungen 9 % (siche Tab. 5).

Tabelle 4: Klinische Daten Patientinnenkollektiv

Gewicht (kg) | GroBe (em) | BMI (kg/m?) | Dauer Kinderwunsch
(Jahre)
Median 65 166 24,8 4
Min. — Max. 46 - 135 150 - 185 18,0—-41.4 1-14
Tabelle 5: Verlauf ART-Behandlung
Median Eizellen Median Eizellen Schwanger- Abortrate
gewonnen (Min. — | befruchtet (Min. — | schaftsrate (%) | (%)
Max.) Max.)
IVF-Behand- 13 (2-23) 8(2-13) 90 % 11,1 %
lung (n=10)
ICSI-Behand- 9(3-2% 4(1-13) 85% 9,0 %
lung
(n=39)
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4.2. Bivariate Korrelationen

Um eine Korrelation zwischen dem Serumlevel der untersuchten microRNAs und den relevanten
diagnostischen Parametern zu identifizieren, wurde eine Rangkorrelationsanalyse nach Spearman
durchgefiihrt. Es wurden folgende Parameter ausgewahlt: Alter, Gewicht, Grof3e, BMI, Diagnose,
oGTT, Blut-Glukose nach 1h, Blut-Glukose nach 2h, Basalinsulin, Insulin nach 2h, HOMA-Index
und Fertilisationsrate bei ART.

Die Daten zu den unterschiedlichen Zeitpunkten (Tag 8, SSW 4, SSW 5 und SSW 8) wurden
separat betrachtet. Betrédgt der lineare Korrelationskoeffizient nach Spearman den Wert 0, so ist
keine Korrelation vorhanden. Bei -1 liegt ein perfekter negativ korrelierter Zusammenhang vor,
bei +1 liegt hingegen ein positiv korrelierter Zusammenhang vor.

Es zeigt sich, dass acht Tage nach Stimulationsbeginn eine signifikante inverse Korrelation zwi-
schen dem Serumlevel von miR-27b und dem HbAlc (p = 0,025), dem Serumlevel von miR-141
dem oGTT (p = 0,041) und dem Alter (p = 0,038) besteht. Eine positive Korrelation zeigt sich
zwischen dem Serumlevel von miR-433 und den Serumleveln von miR-141 (p < 0,001) und miR-
222 (p=0,005). Alle tibrigen Parameter zeigten keine signifikante Korrelation zu den microRNA-

Serumleveln acht Tage nach Stimulationsbeginn.

Tabelle 6: Rangkorrelationsanalyse nach Spearman Tag 8

Parameter A Parameter B Ts p N
ACT-miR-27b | HbAlc -0,415 0,025 29
ACT-miR-141 | oGTT -0,353 0,041 34
ACT-miR-141 | Alter -0,298 0,038 49
ACT-miR-433 = ACT-miR141 0,510 <0,001 49
ACT-miR-433 = ACT-miR222 0,394 0,005 49

Zwei Wochen nach Transfer (4. SSW) liegt eine signifikante inverse Korrelation dem Serumlevel
von miR-191 und der Fertilisationsrate (p = 0,009) vor. Eine signifikante positive Korrelation
zeigt sich zwischen dem Serumlevel von miR-433 und den Serumleveln von miR-27b (p =0,046),
miR-191 (p = 0,006) und miR-222 (p <0,001). Alle iibrigen Parameter zeigten keine signifikante

Korrelation zu den microRNA-Serumleveln 2 Wochen nach Embryonen-Transfer.

Tabelle 7: Rangkorrelationsanalyse nach Spearman SSW 4

Parameter A Parameter B Is p N
ACT-miR-191 | Fertilisationsrate | 0,407 0,009 40
ACT-miR-433 | ACT-miR27b 0,318 0,046 40
ACT-miR-433 | ACT-miR191 0,428 0,006 40
ACT-miR-433 | ACT-miR222 0,595 <0,001 40
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Es zeigt sich, dass zum Zeitpunkt SSW 5 eine signifikante inverse Korrelation zwischen dem
Serumlevel von miR-27b und dem oGTT (p = 0,018), dem Serumlevel von miR-141 und dem
Alter (p = 0,032), dem Serumlevel von miR-222 und dem oGTT (p = 0,043) sowie dem BMI (p
=0,027) vorliegt. Eine positive Korrelation besteht zwischen dem Serumlevel von miR-222 und
miR-191 (p = 0,024), sowie dem Serumlevel von miR-433 und den Serumleveln von miR-27b (p
=0,007), miR-141 (p = 0,008), miR-191 (p = 0,030) und miR-222 (p < 0,001).

Tabelle 8: Rangkorrelationsanalyse nach Spearman SSW 5

Parameter A Parameter B Is P n

ACT-miR-27b | oGTT -0,408 0,018 33
ACT-miR-141 @ Alter -0,310 0,032 48
ACT-miR-222 | oGTT -0,355 0,043 33
ACT-miR-222  BMI -0,319 0,027 48
ACT-miR-222 = ACT-miR191 0,326 0,024 48
ACT-miR-433 = ACT-miR27b 0,382 0,007 48
ACT-miR-433 ' ACT-miR141 0,378 0,008 48
ACT-miR-433 = ACT-miR191 0,313 0,030 48
ACT-miR-433 | ACT-miR222 0,525 <0,001 48

Es zeigt sich, dass zum Zeitpunkt SSWS ein signifikanter, positiv korrelierter Zusammenhang
zwischen dem Serumlevel von miR-191 und der GréBe (p = 0,016) besteht. Der Serumlevel von
miR-191 zeigt zudem eine inverse Korrelation mit dem Serumlevel von miR-141 (p =0,025). Des
Weiteren zeigt sich eine positive Korrelation zwischen dem Serumlevel von miR-222 und miR-
191 (p = 0,037), sowie dem Serumlevel von miR-433 und den Serumleveln von miR-141 (p =
0,019) und miR-222 (p = 0,026). Alle tibrigen Parameter zeigten keine signifikante Korrelation
zu den microRNA-Serumleveln bei SSWS.

Tabelle 9: Rangkorrelationsanalyse nach Spearman SSW 8

Parameter A Parameter B Is P N
ACT-miR-191 | Grofle 0,461 0,016 27
ACT-miR-191  ACT-miR141 | -0,430 0,025 27
ACT-miR-222 = ACT-miR191 0,403 0,037 27
ACT-miR-433 = ACT-miR141 0,447 0,019 27
ACT-miR-433 = ACT-miR222 0,427 0,026 27
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4.3. Mikro-RNA Serumlevel in Abhiingigkeit vom Untersuchungszeitpunkt, dem

HOMA-Index, der Diagnose und einer intakten Schwangerschaft

Die Serumlevel von miR-27b, miR-141, miR-191, miR-222 und miR-433 wurden in Blutserum-

Proben von 49 Patientinnen zu den bereits beschriebenen Zeitpunkten mittels g-PCR vermessen.

Ein Mann-Whitney-U-Test wurde berechnet, um zu {iberpriifen, ob es einen statistisch signifikan-
ten Unterschied in den microRNA-Serumleveln zwischen folgenden Gruppen gibt: Frauen mit
PCOS und ohne PCOS, Frauen mit normwertigem HOMA-Index und pathologischem HOMA-
Index und Frauen mit erfolgreicher Schwangerschaft und keinem Eintreten einer Schwanger-

schaft.

Zur diagnoseabhédngigen Auswertung wurden die microRNA-Serumlevel zu Beginn der Untersu-
chungsreihe (Tag 8 nach Stimulationsbeginn) betrachtet. Der HOMA-Index wurde bei der Basis-
untersuchung vor der Stimulation bestimmt und mit den microRNA-Serumleveln vor Embryo-
nentranfer (Tag 8 nach Stimulationsbeginn) ausgewertet. Zur Berechnung von Unterschieden in
den microRNA-Serumleveln zwischen Frauen mit erfolgreicher Schwangerschaft und keinem
Schwangerschaftseintritt wurden die ermittelten Daten aus SSW 4 genutzt. Zusitzlich wurden die
einzelnen microRNAs in ihren Serumleveln zu den unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten

ausgewertet.

Zur Visualisierung wurden die Daten mittels Box-Plot-Analysen dargestellt. Dabei handelt es sich
um Diagramme, die die Moglichkeit bieten die Streuung und Verteilung der Daten iibersichtlich

darzustellen. Die Auswertung dieser ist den jeweiligen Unterkapiteln zu entnehmen.

34



4.3.1. miR-27b

Bei Betrachtung des Plots zur Auswertung der miR-27b-Serumlevel in Bezug auf die Diagnose

lasst sich ein erhohtes Serumlevel bei Frauen ohne PCOS erkennen. Der Unterschied ist jedoch

nicht signifikant zwischen den Gruppen (p = 0,190). Ein statistisch signifikanter Unterschied des

Serumlevels von miR-27b besteht zwischen Frauen mit normwertigem HOMA-Index (<2,5) und

pathologischem HOMA-Index (> 2,5; p = 0,027, r = 0,384). Zwischen Frauen mit erfolgreicher

Schwangerschaft nach ART und keinem Schwangerschaftseintritt besteht kein signifikanter Un-

terschied im Serumlevel von miR-27b (p = 0,541). In der Auswertung der miR-27b-Serumlevel

zu den unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten zeigen sich geringe Abweichungen, jedoch

besteht insgesamt kein signifikanter Unterschied im zeitlichen Verlauf (p = 0,978).
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Abbildung 7: Box-Plot-Analyse der relativen miR-27b-Serumlevel in Abhdngigkeit zu der Diagnose (oben

links), dem HOMA-Index (oben rechts) und einem Schwangerschaftseintritt (unten links) und im zeitlichen

Verlauf (unten rechts). * p<0,05
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4.3.2. miR-141

In Bezug auf die Diagnose ldsst sich aus dem Box-Plot ein leicht erh6htes Serumlevel in der
Gruppe ohne PCOS ablesen, welches sich jedoch als statistisch nicht signifikant darstellt (p =
0,538). Zwischen der Gruppe mit einem normwertigen HOMA-Index und einem pathologischen
HOMA-Index zeigt sich kein signifikanter Unterschied in dem Serumlevel von miR-141 (p =
0,914). Ein signifikant hoheres miR-141-Serumlevel zeigte sich in der Gruppe von Frauen mit
einer erfolgreichen Schwangerschaft gegeniiber der Gruppe ohne Schwangerschaftseintritt (p =
0,033, r = 0,337). Vor Embryotransfer zeigte sich ein gering erhohter Serumlevel von miR-141.
Es besteht jedoch insgesamt kein statistisch signifikanter Unterschied in den Serumleveln zu den

unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten (p = 0,253).
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Abbildung 8: Box-Plot-Analyse der relativen miR-141-Serumlevel in Abhdngigkeit zu der Diagnose (oben
links), dem HOMA-Index (oben rechts) und einem Schwangerschafiseintritt (unten links) und im zeitlichen
Verlauf (unten rechts). * p<0,05
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4.3.3. miR-191

Es besteht kein signifikanter Serumlevelunterschied in den einzelnen Gruppen in Bezug auf die
Diagnose (p = 0,417), den HOMA-Index (p = 0,450) und das Eintreten einer Schwangerschaft (p
=0,726). Zu den unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten zeigte sich kein signifikanter Un-

terschied in dem Serumlevel von miR-191 (p =0,574).
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Abbildung 9: Box-Plot-Analyse der relativen miR-191-Serumlevel in Abhdngigkeit zu der Diagnose (oben
links), dem HOMA-Index (oben rechts) und einem Schwangerschaftseintritt (unten links) und im zeitlichen
Verlauf (unten rechts).
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4.3.4. miR-222

Der Serumlevel von miR-222 zeigt sich in der Gruppe der Frauen ohne PCOS leicht erh6ht ge-
geniiber der Gruppe ohne PCOS. Dieser Unterschied weist jedoch keine statistische Signifikanz
auf (p = 0,222). Es lieB3 sich kein signifikanter Serumlevelunterschied zwischen der Gruppe mit
normwertigem HOMA-Index und pathologischem HOMA-Index feststellen (p = 1,0). Der Se-
rumlevel von miR-222 zeigte sich bei Frauen mit Schwangerschaftsnachweis leicht erhoht im
Vergleich zu Frauen ohne Schwangerschaftseintritt (p = 0,071). Es zeigt sich jedoch lediglich ein
statistischer Trend. Zu den einzelnen Untersuchungszeitpunkten ldsst sich kein signifikanter Se-

rumlevelunterschied feststellen (p=0,795).
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Abbildung 10: Box-Plot-Analyse der relativen miR-222-Serumlevel in Abhdngigkeit zu der Diagnose (oben
links), dem HOMA-Index (oben rechts) und einem Schwangerschafiseintritt (unten links) und im zeitlichen
Verlauf (unten rechts).
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4.3.5. miR-433

Der Serumlevel von miR-433 zeigte sich in der 5. Woche nach ART leicht erhoht gegeniiber den
anderen Untersuchungszeitpunkten. Dieser Unterschied ist jedoch statistisch nicht signifikant (p
=0,772). Im Ubrigen zeigte sich kein signifikanter Serumlevelunterschied von miR-433 in den
einzelnen Gruppen in Bezug auf die Diagnose (p = 0,602), den HOMA-Index (p = 0,268) und das
Eintreten einer Schwangerschaft (p = 0,324).
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Abbildung 11: Box-Plot-Analyse der relativen miR-433-Serumlevel in Abhdngigkeit zu der Diagnose (oben
links), dem HOMA-Index (oben rechts) und einem Schwangerschaftseintritt (unten links) und im zeitlichen
Verlauf (unten rechts).
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4.4. Luciferase-Reporter-Assay

4.4.1. Zielgenauswahl

Im néchsten Schritt wurde mit Hilfe des Luciferase-Reporter Assays die posttranskriptionelle Re-

gulation durch microRNAs untersucht. Mittels in silico Analysen wurden pro microRNA (miR-

141, miR-191) zwei Zielgene ausgewihlt, welche in Zusammenhang mit der Differenzierung und

Proliferation der Plazenta und der Frithschwangerschaft stehen. Dafiir wurden die Datenbanken

,Target Scan Human, Release 7.2: March 2018 (Agarwal et al., 2015)“, sowie NCBI PubMed

genutzt.

Tabelle 10: Auswahl der Zielgene auf Basis der Datenbanken "Target Scan Human" und "PubMed"

Zielgen Regulatorische conte @ Referenz

microRNA xt

score

TGFp2 hsa-miR-141-3p | -0,52 | Lash et al., Biol Reprod. 2005
(transforming growth fac-
tor beta 2)
IGF2 hsa-miR-141-3p | -0,16 | Kent et al., Int J Dev Biol. 2012
(insulin-like growth factor
2)
PLCD-1 hsa-miR-191-5p | -0.58 | Nakamura & Fukami. J Biochem.
(phospholipase C, delta 1) 2017
EGR1 hsa-miR-191-5p | -0.44 | Guo et al., Cell Cycle. 2014

(early growth response 1)
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4.4.2. TGFp2

Die Lumineszenz der nur mit den Vektoren transfizierten Zellen liegt in HTR knapp 30 % unter
dem Referenzwert. In M59 ist die Lumineszenz der nur mit dem Vektor transfizierten Zellen auf
86 % reduziert. Es zeigt sich, dass in HTR nach miR-141-mimic-Behandlung die Luciferase-
Aktivitdt auf 45% reduziert war (p = 0,022; Students t-Test). In M59 reduzierte sich die Lumi-
neszenz nach mimic-Behandlung auf 54 % (p = 0,002; Student‘s t-Test).
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Abbildungl?2: Boxplot-Analyse der Lumineszenz (relative light units) der mit TGFp2 transfizierten HTR-
8/SVneo -Zellen nach Behandlung nur mit dem Vektor, mit einer Negativkontrolle und mit dem miR-141-

mimic. Abkiirzungen C= Kontrolle, NC= negativ-Kontrolle. * p<0,05
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Abbildung 13: Boxplot-Analyse der Lumineszenz (relative light units) der mit TGF[2 transfizierten ACI-
M59-Zellen nach Behandlung nur mit dem Vektor, mit einer Negativkontrolle und mit dem miR-141-mimic.

Abkiirzungen C= Kontrolle, NC= negativ-Kontrolle. ** p<0,01
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4.4.3. IGF2

Die Lumineszenz der nur mit den Vektoren transfizierten Zellen ist in HTR gleich dem Referenz-
wert. In M59 liegt diese knapp 26 % unterhalb des Referenzwertes. Es zeigt sich, dass in HTR
nach mimic-Behandlung die Luciferase-Aktivitit auf 48 % reduziert war (p = 0,041; Students t-
Test). In M59 reduzierte sich die Lumineszenz nach mimic-Behandlung auf 61,5 % (p = 0,080;
Students t-Test).
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Abbildung 145: Boxplot-Analyse der Lumineszenz (relative light units) der mit IGF?2 transfizierten HTR-
8/SVneo -Zellen nach Behandlung nur mit dem Vektor, mit einer Negativkontrolle und mit dem miR-141-

mimic. Abkiirzungen C= Kontrolle, NC= negativ-Kontrolle. * p<0,05
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Abbildung 15: Boxplot-Analyse der Lumineszenz (relative light units) der mit IGF?2 transfizierten ACI-
M59-Zellen nach Behandlung nur mit dem Vektor, mit einer negativ-Kontrolle und mit dem miR-141-mimic.

Abkiirzungen C= Kontrolle, NC= negativ-Kontrolle.
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4.4.4. PLCD-1

Die Lumineszenz der nur mit den Vektoren transfizierten Zellen ist in HTR um 31 % gegentiber
dem Referenzwert reduziert. In M59 liegt diese knapp 18 % unterhalb des Referenzwertes. Es
zeigt sich, dass in HTR nach mimic-Behandlung die Luciferase-Aktivitit auf 81 % reduziert war
(p = 0,277; Students t-Test). In M59 reduzierte sich die Lumineszenz nach mimic-Behandlung
auf 53 % des Referenzwertes (p = 0,003; Students t-Test).
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Abbildung 16: Boxplot-Analyse der Lumineszenz (relative light units) der mit PLCD-1 transfizierten HTR-
8/SVneo -Zellen nach Behandlung nur mit dem Vektor, mit einer negativ-Kontrolle und mit dem miR-191-

mimic. Abkiirzungen C= Kontrolle, NC= negativ-Kontrolle.
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Abbildung 17: Boxplot-Analyse der Lumineszenz (relative light units) der mit PLCD-1 transfizierten ACI-
M59-Zellen nach Behandlung nur mit dem Vektor, mit einer Negativkontrolle und mit dem miR-191-mimic.

Abkiirzungen C= Kontrolle, NC= negativ-Kontrolle. ** p<(0,01
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4.4.5. EGR1

Die Lumineszenz der nur mit den Vektoren transfizierten Zellen ist in HTR um 73 % gegentiber
dem Referenzwert reduziert. In M59 liegt diese knapp 9 % iiber dem Referenzwert. Es zeigt sich,
dass in HTR nach mimic-Behandlung die Luciferase-Aktivitit auf 56 % reduziert war (p = 0,007;
Students t-Test). In M59 reduzierte sich die Lumineszenz nach mimic-Behandlung auf 53 % des

Referenzwertes (p = 0,006; Students t-Test).
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Abbildung 18: Boxplot-Analyse der Lumineszenz (relative light units) der mit EGRI1 transfizierten HTR-
8/SVneo -Zellen nach Behandlung nur mit dem Vektor, mit einer Negativkontrolle und mit dem miR-191-

mimic. Abkiirzungen C= Kontrolle, NC= negativ-Kontrolle. ** p<0,01
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Abbildung 19: Boxplot-Analyse der Lumineszenz (relative light units) der mit EGRI1 transfizierten ACI-
M59-Zellen nach Behandlung nur mit dem Vektor, mit einer Negativkontrolle und mit dem miR-191-mimic.

Abkiirzungen C= Kontrolle, NC= negativ-Kontrolle. ** p<0,01
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5. Diskussion

5.1. Analyse der microRNA-Serumlevel im Blutserum

5.1.1. MicroRNA-Expression in Abhingigkeit einer Schwangerschaft und der

Schwangerschaftswoche

Zahlreiche Arbeiten haben bereits seit 2008 plazentare microRNAs im miitterlichen Kreislauf
identifizieren konnen (Ubersicht in Morales-Prieto et al., 2013). Auf Grund ihrer einfachen Iso-
lierung sowie der Stabilitéit gegeniiber dem RNase-vermittelten Abbau besteht die Annahme, dass
zirkulierende microRNAs potentielle Biomarker fiir eine Vielzahl von physiologischen Entwick-

lungsprozessen und pathologischen Abweichungen darstellen konnen.

In einer Vielzahl von onkologischen Erkrankungen konnten bereits abweichende microRNA-Ex-
pressionsmuster festgestellt werden und in Verbindung mit dem Krankheitsverlauf bzw. der Prog-
nose gebracht werden (Ubersicht in Iorio et al., 2012). Diese konnten ebenso bei einer groBen
Zahl an Schwangerschaftskomplikationen wie Praeklampsie (Ospina-Prieto et al., 2016; Lv et al.,
2019), Gestationsdiabetes (Zhu et al., 2015; Filardi et al., 2020), Makrosomie (Ortiz-Dosal et al.,
2020), fetaler Wachstumsretardierung (Li & Liu, 2020) und Friihgeburtlichkeit (Cook et al., 2019)
erfasst werden. In welchem Zusammenhang zirkulierende trophoblastidre microRNAs mit der Im-

plantation stehen ist bisher nur unzureichend erforscht.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass zirkulierende microRNAs im
miitterlichen Blut Storungen der Implantation bzw. Plazentation widerspiegeln und somit poten-

tielle diagnostische Marker in der Frithschwangerschaft darstellen konnen.

Dazu wurde im ersten Teil der Arbeit mittels gPCR-Analysen der Zusammenhang zwischen dem
Serumlevel von miR-27b, miR-141, miR-191, miR-222 und miR-433 im miitterlichen Blut mit
dem FEintreten einer intakten Schwangerschaft und dem Schwangerschaftsverlauf an vier definier-
ten Zeitpunkten (Tag 8 der Follikelstimulation als baseline sowie die potentielle Schwanger-

schaftswoche 4, 5 und 8) untersucht.

Es konnte ein signifikant erhohter Level von miR-141 im Serum von schwangeren Frauen in der
4. SSW festgestellt werden. Des Weiteren zeigte sich eine positive Korrelation zwischen dem
Serumlevel von miR-191 und dem Vorliegen einer intakten Schwangerschaft. Bei den vier wei-
teren microRNAs konnten keine signifikanten Serumlevelunterschiede zwischen den beiden
Gruppen nachgewiesen werden. Im weiteren Verlauf der Schwangerschaft (bis SSW 8) zeigten

sich keine signifikanten Anderungen in der Hohe der Serumlevel aller gewihlten microRNAs.
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miR-141 ist dem miR-200/141-Cluster zugehorig und ist genomisch auf dem Chromosom 12 lo-
kalisiert. Sie zdhlt zu den plazentaspezifischen microRNAs, wird jedoch in geringen Mengen in

anderen Geweben wie Gehirn, Thymus, Hoden und Leber exprimiert (Barad et al., 2004).

Chim et al. konnten in ihrer Arbeit plazentaspezifische microRNAs im Blutserum von schwange-
ren Frauen identifizieren, welche ihr Serumlevel im Verlauf der Schwangerschaft dnderten. Vier
microRNAs (miR-141, miR-149, miR-299-5p, miR-135b) mit der hochsten Konzentration in der
Plazenta waren wéhrend der Schwangerschaft auch im miitterlichen Plasma nachweisbar und
zeigten eine deutlich reduzierte Plasmakonzentration nach der Geburt. Es konnte gezeigt werden,
dass der Serumlevel von miR-141 zum dritten Trimester deutlich ansteigt und im Plasma von

Frauen, die bereits entbunden haben, kaum noch nachweisbar ist (Chim et al. 2008).

Morales-Prieto et al. kamen zu einem @hnlichen Ergebnis. Sie konnten zeigen, dass miR-141 eine
deutlich erhohte Expression in Trophoblastzellen aufweist und signifikant im miitterlichen Blut
nachweisbar ist. Eine Herunterregulierung von miR-141 fiihrte zu einer Abnahme der Tro-

phoblastenproliferation (Morales-Prieto et al., 2011).

Im Gegensatz zu den oben genannten Expressionsmustern in menschlichen Trophoblastzellen
zeigt sich im Tierexperiment an Mausen ein umgekehrtes Expressionsverhéltnis. Die Expression
von miR-141 ist in Stromazellen des murinen Uterus vor der Implantation héher als nach der
Implantation (Liu et al., 2013). Eine Reduktion der miR-141-Expression fithrte zu einer vermin-
derten Proliferationsrate und zu einer vermehrten Apoptose. Daher stellten Liu et al. die Hypo-
these auf, dass die unterschiedliche Expression von miR-141 vor und nach der Implantation mit
zellulérer Proliferation und Apoptose verbunden war, durch die sich Stromazellen in Dezidualzel-

len differenzierten (Liu et al., 2013).

Rosenbluth et al. untersuchten die microRNA-Expressionsmuster von 14 humanen Blastozysten
mittels qPCR. Euploide Blastozysten zeigten eine signifikant hohere Expression von miR-141 als
aneuploide Blastozysten (Rosenbluth et al., 2013). Es kann daher spekuliert werden, dass ein er-
hohter miR-141-Serumlevel auch mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit fiir eine erfolgreiche Im-

plantation assoziiert ist.

Dariiber hinaus konnten einige Arbeitsgruppen einen Zusammenhang zwischen der miR-141-Ex-
pression und bestimmten Schwangerschaftskomplikationen darstellen. So findet sich eine erhohte
plazentare Expression vom miR-141 bei Praeklampsie (Ospina-Prieto et al. 2016), fetaler Wachs-

tumsretardierung (Tang et al. 2013) und fetaler Makrosomie (Guo et al. 2018).

In Zusammenschau der Datenlage sowie unserer Ergebnisse kann der Serumlevel von miR-141
im Blutserum als Indikator fiir eine erfolgreiche Implantation dienen. Da wir einen signifikant

erh6hten miR-141-Serumlevel bereits in der 4. SSW feststellen konnten, besteht die Annahme,
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dass diese bereits in der Frithschwangerschaft als Surrogatmarker fiir Komplikationen in der Friih-
schwangerschaft verwendet werden kann. Der fehlende Anstieg des Serumlevels im Verlauf der
Schwangerschaft ldsst sich mutmaBlich auf die kurze Untersuchungsspanne (bis SSW8) zuriick-
fiihren, wobei dies der letzte Termin war, an dem sich die Patientinnen reguldr in der Kinder-

wunschsprechstunde vorstellten.

Die genomische Lokalisation von miR-191 befindet sich auf dem Chromosom 3 und gehort zum
miR-191/425-Cluster. Eine fehlregulierte miR-191-Expression wurde bereits in einer Vielzahl an
Tumorerkrankungen festgestellt. Darunter zdhlen unter anderem die akute myeloische Leukdmie
(Garzon et al. 2008), Prostata-Karzinome (Liu et al., 2019) und das hepatozellulire Karzinom
HCC (Gao et al., 2020). Eine abweichende Expression wird hdufig mit einer erhéhten Invasivitét

und einer schlechteren Prognose assoziiert.

Mehrere Arbeiten deuten darauf hin, dass miR-191 auch an der Embryonalentwicklung, sowie
der Implantation beteiligt ist. Morales-Prieto et al. untersuchten microRNA-Expressionsprofile in
Trophoblastzellen von schwangeren Frauen. MiR-191 zeigte dabei eine hohe Expression in der

Plazenta wihrend des ersten Trimesters (Luo et al. 2009; Morales-Prieto et al. 2012).

Wang et al. konnten jedoch einen gegenteiligen Zusammenhang zwischen der Expression von
miR-191 und einer erfolgreichen Implantation feststellen. Bei erfolgreicher Implantation konnte
eine signifikant verringerte miR-191-Expression in den Deziduazellen festgestellt werden (Wang

etal., 2016).

Rosenbluth et al. untersuchten microRNA-Expressionsprofile in Kulturmedien von insgesamt 28
Blastozysten aus anfénglich 91 kryokonservierten befruchteten Eizellen, welche nach einer voll-
standigen [VF-Behandlung entstanden und eingefroren wurden. Sie stellten fest, dass unterschied-
liche Expressionsmuster in Abhangigkeit der Befruchtungsmethode (IVF oder ICSI), Chromoso-
menstatus und Schwangerschaftsausgang vorlagen. Eine erhohte Expression von miR-191 wurde
festgestellt im Kulturmedium von aneuploiden Blastozysten sowie von Blastozysten, welche nach

dem Transfer nicht erfolgreich implantierten (Rosenbluth et al., 2014).

Die einzelnen Studien sind auf Grund methodischer Unterschiede nur bedingt miteinander ver-
gleichbar. Unsere Ergebnisse zeigen eine positive Korrelation zwischen der miR-191-Expression
und der Implantation. Damit stehen diese im Widerspruch zu den Ergebnissen von Wang et al.
2016 (wobei diese microRNA-Expressionen aus Endometriumbiopsien untersuchen), jedoch im
Einklang mit den Erkenntnissen von Morales-Prieto et al. (2012) und Luo et al. (2009). Es ist
hervorzuheben, dass unsere Studienpopulation mit 49 Patientinnen mehr als doppelt so umfang-

reich ist wie die der oben genannten Arbeiten und somit als aussagekriftiger einzuschétzen ist.
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Pendzialek et al. (2019) stellten einen reduzierten Serumlevel von miR-191 im miitterlichen Blut
von diabetischen Kaninchen fest. Dariiber hinaus wurde ein signifikant verminderter Serumlevel
von miR-191 im Blutserum von Schwangeren mit einer diagnostizierten Praeklampsie beobachtet
(Akgor et al. 2021). Es kann daher vermutet werden, dass ein reduzierter Serumlevel negative
Auswirkungen auf die Implantation und Plazentation hat. Da miR-191 vorrangig von Tro-
phoblastzellen im ersten Trimester exprimiert wird, konnte sie als diagnostischer Marker einer

physiologischen Entwicklung in der Frithschwangerschaft genutzt werden.

Die Ergebnisse der Studien an Blastozysten lassen den Schluss zu, dass deren miR-191-Expres-
sion separat betrachtet werden muss. Im Gegensatz zu Trophoblastzellen sind hier hohe Expres-
sionsraten mit einem negativen Outcome assoziiert (Rosenbluth et al., 2014). Daraus ergibt sich,
dass die Bestimmung der miR-191-Expression im Kulturmedium von Blastozysten einen prog-
nostischen Wert auf die Implantationsrate im Rahmen einer ART innehat. Damit ist eine bessere
Selektion von potenten Blastozysten fiir den Transfer denkbar, um die Chancen auf eine erfolg-

reiche Implantation zu erhohen.

5.1.2. MicroRNA-Expression in Zusammenhang mit dem PCO-Syndrom

Das PCOS betrifft vor allem junge Frauen im gebérfiahigen Alter. Es handelt sich um eine Stérung
im hormonellen Regelkreis. Der genaue Pathomechanismus, sowie die Atiologie sind jedoch
nicht vollstidndig bekannt. Die vorherrschenden endokrinen und metabolischen Stérungen fithren
meist zu einer gestorten Endometriumfunktion, welche eine verminderte Implantationsrate bis hin
zur Unfruchtbarkeit verursacht (Ferreira & Motta 2018; Palomba et al. 2021). Von mehreren In-
terventionen zur Verbesserung der Endometriumfunktion bei Frauen mit PCOS haben bisher nur
die Anderung des Lebensstils, Metformin und die bariatrische Chirurgie die hochste wissenschaft-

liche Evidenz fiir den klinischen Nutzen (Palomba et al. 2021).

Ein groBes Potential der microRNAs kidme vorerst in der Diagnostik diverser Pathologien im
Rahmen des PCOS zu tragen. Fiir globale Aussagen und die Erforschung ihres Stellenwertes in
der Therapie erfordert es noch weitere umfangreichere Studien. Unsere Arbeit dient der Grund-
lagenforschung in Bezug auf die Fahigkeit bestimmter microRNAs als Biomarker zu fungieren.
Zusétzlich zum primdren Endpunkt Implantation und Schwangerschaft konnten wir in unserer

Arbeit auch als sekundiren Endpunkt die Diagnose PCOS untersuchen.

Bei der Analyse der Serumlevel von miR-27b, miR-141, miR-191, miR-222 und miR-433 im

Serum von 23 Frauen mit PCOS verglichen mit 26 Frauen ohne PCOS konnten wir keine signi-
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fikanten Unterschiede beobachten. Entgegen unserer Ergebnisse konnten mehrere Arbeitsgrup-
pen in Serumproben signifikante Unterschiede in der microRNA-Level zwischen Frauen mit und

Frauen ohne PCOS feststellen.

Long et al. (2014) untersuchten Serumproben von 68 PCO-Patientinnen im Vergleich mit 68
Kontroll-Patientinnen mittels qPCR-Analysen. Von insgesamt neun ausgewihlten microRNAs
(miR-16, miR-222, miR-106b, miR-19a, miR-146a, miR-30c, miR-186 und miR-24), waren drei
(miR-222, miR-30c und miR-146a) in der Gruppe der PCO-Patientinnen signifikant tiberexpri-

miert.

Murri et al. (2013) erforschten die Auswirkungen von Geschlecht, Sexualhormonen, PCOS und
damit assoziiertem Ubergewicht auf die Serumlevel von vier zirkulierenden microRNAs. In die
Studie eingeschlossen waren 12 Frauen ohne PCOS, 12 Frauen mit PCOS und 12 Méinner. Die
Hilfte der Proband*innen der einzelnen Gruppen waren normalgewichtig, die andere Hélfte tiber-
gewichtig (BMI > 30 kg/m?). Adipositas fiihrte in der Frauen-Kontrollgruppe, sowie in der Mén-
nergruppe zu einem signifikant verminderten Serumlevel von miR-21, miR-27b und miR-103. In
der Gruppe mit PCOS konnten jedoch leicht erhohte Level der genannten microRNAs verzeichnet

werden.

Dariiber hinaus wurden mehrere Studien an Follikelflissigkeit, Granulosazellen, Thekazellen und
Adipozyten durchgefiihrt. He et al. (2018) untersuchten die Expression von miR-141 und miR-
200 in Granulosazellen von 62 PCO-Patientinnen im Vergleich mit 61 Kontrollpatientinnen.
Frauen mit PCOS zeigten eine signifikant hohere Expression beider microRNAs in den extrahier-
ten Zellen. Dariiber hinaus konnte ein signifikant hoheres Risiko von Schwangerschaftskompli-
kationen mit einer geringen Expression von miR-141 und miR-200 bei Frauen mit PCOS festge-

stellt werden.

Xue et al. (2018) fanden in der Follikelflussigkeit von Frauen mit PCO-Syndrom 263 different
exprimierte microRNAs im Vergleich zu Frauen ohne PCOS. 177 microRNAs waren {iber- und

86 microRNAs waren unterexprimiert im Vergleich zu Frauen ohne PCOS.

Huang et al. (2019) stellten fest, dass miR-222 im Gewebe von PCO-Patientinnen im Vergleich
zu Kontrollpatientinnen stark tiberexprimiert war. In gain-of-function- und loss-of-function-As-
says zeigten sie, dass miR-222-mimics die Zellproliferation signifikant forderten, wihrend ein

miR-222-Inhibitor die Zellapoptose induzierte und den Zellzyklus stoppte.

Guo et al. (2021) untersuchten die Expression von miR-433 in Granulosazellen und konnten eine
verringerte Expression bei Frauen mit PCOS feststellen. Eine induzierte Uberexpression von
miR-433 ergab eine gesteigerte proliferative Fahigkeit und reduzierte Apoptoserate in KGN Zel-

len.
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Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die oben beschriebenen microRNAs eine wichtige Rolle
in der Pathogenese und der Auspragung des PCOS spielen konnten. Es ist kritisch anzumerken,
dass die Arbeiten teils nur eine geringe Studienpopulation aufweisen und damit generalisierte
Aussagen nur eingeschrankt moglich sind. Zudem lésst sich anmerken, dass in keiner der Studien
die unterschiedlichen PCO-Phénotypen beriicksichtigt werden. Palomba et al. konnten bereits
2010 ein differentes klinisches Outcome einer Schwangerschaft unter Frauen mit unterschiedli-
chen Phénotypen eines PCOS festhalten. Auf Grund dieser Erkenntnisse lédsst sich vermuten, dass

sich auch die microRNA-Expressionsmuster unter den einzelnen Phianotypen unterscheiden.

Insgesamt befindet sich das Verstédndnis der Beziehung zwischen microRNAs und PCOS noch in
einem Vorstadium, und die moglichen Rollen von microRNAs in der Pathogenese von PCOS
sind noch nicht geklédrt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen die Hypothese nicht,
dass es mit einem PCOS zu abweichenden microRNA-Leveln im miitterlichen Blut kommt. Li-
mitierend ist jedoch unser begrenztes Patientinnenkollektiv (23 PCO-Fille) zu erwidhnen, daher
lassen sich keine endgiiltigen Schlussfolgerungen ziehen. An dieser Stelle empfiehlt es sich wei-
tere Untersuchungen mit zum einen einem gréBeren Patientinnenkollektiv sowie zum anderen

dem Einfluss unterschiedlicher Phidnotypen voranzutreiben.

5.1.3. MicroRNA-Expression in Zusammenhang mit dem Glukosestoffwechsel

Die Arbeit von Chang et al. (2013) verdeutlichte die Bedeutung von Glukosestoffwechselstorun-
gen fiir eine erfolgreiche Implantation. In ihrer Studie untersuchten sie das klinische Outcome
von Frauen mit PCOS mit einer Insulinresistenz (n=51) und ohne Insulinresistenz (n=64) nach
IVF-Zyklen. In der Gruppe der Frauen mit Insulinresistenz wurde eine signifikant niedrigere Im-
plantationsrate beobachtet, trotz vergleichbarer Entwicklung der befruchteten Eizellen bis zum

Transfer.

50-70% der Frauen mit PCOS weisen eine Insulinresistenz auf, verglichen mit einer Priavalenz
von nur 10-25% in der Allgemeinbevolkerung (DeUgarte et al., 2005). Unter Insulinresistenz
versteht man die verminderte zellulire Antwort auf das zirkulierende Insulin, was eine erhdhte
Insulinsekretion zur Folge hat. Mehrere Studien haben bereits differente microRNA-Expressions-
muster bei Frauen mit PCOS und Glukosestoffwechselstorungen, sowie deren Auswirkungen auf

bestimmte Signalwege beschrieben (Chen et al., 2019).

Die Auswertung unserer Ergebnisse zeigte eine signifikante inverse Korrelation zwischen dem
Serumlevel von miR-27b, miR-141 und miR-222 und von der Norm abweichenden Glukosestoff-

wechselparametern wie dem HbAlc, dem oGTT und dem HOMA-Index.
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Es ist bekannt, dass miR-27b in Hepatozyten stark exprimiert wird und an der Regulation des
Fettstoffwechsels beteiligt ist (Vickers et al., 2013). Da die Verdnderung des Lipidstoffwechsels
eng mit der Insulinresistenz zusammenhéngt, untersuchten Benito-Vicente et al. (2020) die Aus-
wirkungen von miR-27b auf den hepatischen Insulinstoffwechsel. Sie stellten fest, dass miR-27b
die posttranskriptionelle Expression zahlreicher Komponenten des Insulin-Signalwegs ein-
schlieBlich des Insulinrezeptors (INSR) und des Insulinrezeptorsubstrats 1 (IRS1) in menschli-
chen Hepatozyten reguliert. Auf Grund dieser Ergebnisse vermuten die Autoren, dass eine erhohte

miR-27b-Expression zur frithen Entwicklung einer hepatischen Insulinresistenz beitragen konnte.

Dem gegeniiber beobachteten Jiang et al. (2021) eine gestorte Glukosetoleranz bei miR-
23b/27b/24-1 Cluster knockout Médusen. Auch Pendzialek et al. (2019) konnten im Tierexperi-
ment eine Verdnderung der microRNA-Level im maternalen Blut sowie im Endometrium bei ei-
ner diabetischen Graviditit gegeniiber einer normalen Graviditit feststellen. So waren die Level
von miR-27b, miR-141, miR-191, miR-222 und miR-433 im Serum von schwangeren diabeti-
schen Kaninchen gegeniiber nicht diabetischer schwangerer Kaninchen verringert. Des Weiteren
wurde erkannt, dass Insulin eine regulatorische Wirkung auf die embryonale microRNA-Expres-
sion ausiibt. Nach Zugabe von Insulin zu Blastozysten in vitro konnte ein Anstieg der Expression

von miR-27b und miR-191 verzeichnet waren (Pendzialek et al.; 2019).

Der miR-141-3p-Knockdown in AML12-Zellen unterdriickte deren Glukoseaufnahme und Insu-
linreaktion (Dang et al., 2019). Die Hemmung von miR-141-3p in HTR-8/SVneo-Zellen fiihrte
zu einer verminderten Zellproliferation und —invasion, wobei eine Uberexpression zu einer er-
hohten Zellproliferation, Invasion und Migration beitrug (Guo et al., 2018). Es kann somit be-
griindet angenommen werden, dass eine verringerte Expression von miR-141 einen negativen
Effekt auf den Glukosestoffwechsel ausiibt und dariiber hinaus proliferative Prozesse wie etwa

die Implantation hemmen kann.

Herrera-Van Oostdam et al. (2020) stellten fest, dass sich das Level von fiinf microRNAs
(miR-516-5p, miR-517-3p, miR-518-5p, miR-222-3p und miR-16-5p) im Urin von schwangeren
Frauen mit diagnostiziertem Gestationsdiabetes signifikant von dem Level von gesunden Frauen
unterscheidet. So erwies sich der Level von miR-222 im dritten Trimester bei Frauen mit Gesta-
tionsdiabetes deutlich verringert. Ahnliches beobachteten bereits friiher Zhao et al. ab dem zwei-
ten Trimester (Zhao et al., 2011). Ein erhohter Level von miR-222 im Serum von PCO-Frauen
weist hingegen eine starke positive Korrelation mit dem Seruminsulin auf und ist assoziiert mit
dem Auftreten von Diabetes mellitus Typ II (Serensen et al., 2014; Long et al., 2014). Die be-
schriebenen Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass ein niedriger miR-222-Level im maternalen

Blut als friiher Indikator der Entwicklung eines Gestationsdiabetes sein konnte.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass unter Beriicksichtigung der oben beschriebenen Expres-
sionsalterrationen, sowie der Auswertung unserer Ergebnisse, miR-27b, miR-141 und miR-222
potenticlle Biomarker bzw. Verlaufsparameter fiir den Glukosestoffwechsel wihrend der
Schwangerschaft darstellen. Moglicherweise zeugt ein niedriger Level der genannten microRNAs
im miitterlichen Blut auf Grund ihrer angiogenen (Urbich et al., 2008) sowie proliferativen und
Zellmigrations-fordernden Eigenschaften (Ospina-Prieto et al., 2016; Guo et al., 2018; Dong et
al., 2020) von einer gestorten Implantation sowie Plazentation. Um diese Theorie zu priifen sind

jedoch weiterfithrende Studien notwendig.
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5.2. microRNA-vermittelte posttranskriptionale Genregulation

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss von zwei gewéhlten microRNAs auf putative Ziel-
gene analysiert. Mittels in silico-Analysen wurden fiir miR-141 und miR-191 je zwei mogliche
Zielgene selektiert. Dazu wurden fiir miR-141 der Transforming Growth Factor beta 2 (TGFB2)
und der Insulin-like Growth Factor 2 (IGF 2), sowie fiir miR-191 das early growth response
protein 1 (EGR 1) und die Phospholipase C 61 (PLCD-1) gewéhlt. AnschlieBend wurde mittels
Luciferase-Assay die Annahme untersucht, dass sich die Genexpression durch Einfluss der
microRNAs verringert. Unterstiitzt wird diese These durch mehrere Studien, die belegen, dass
microRNAs im Allgemeinen eine posttranskriptionelle Repression induzieren (Fabian & Sonen-

berg, 2012; Treiber et al., 2019).

5.2.1. miR-141

Nach miR-141-mimic-Transfektion zeigte sich sowohl in den TGF-transfizierten HTR-Zellen,
als auch in den TGFp-transfizierten M59-Zellen eine signifikant verminderte Luciferase-Aktivitdt
im Vergleich zur Negativkontrolle. In den IGF2-transfizierten Zellen ergab sich lediglich in der
HTR-Zelllinie eine signifikante Reduktion der Luciferase-Aktivitit. Die M59-Zellinie zeigte
keine signifikante Lumineszenz-Anderung nach Behandlung mit miR-141-mimics. Somit bele-
gen unsere Ergebnisse die negativ regulatorische Wirkung von miR-141 auf die gewihlten Ziel-

gene.

Der Transforming Growth Factor beta, TGFP, ist ein multifunktionelles Zytokin, welches bei
Wirbeltieren in drei Isoformen vorkommt (TGFB1, TGFB2 und TGFp3). Sie regulieren eine Viel-
zahl an biologischen Prozessen wie Proliferation, Differenzierung, Angiogenese, Apoptose und
Bildung von Extrazelluldrmatrix. Sanford et al. konnten die regulatorische Wirkung von TGF[32
im Rahmen der Embryogenese aufzeigen. Der gezielte Knock-out des TGFB2-Gens in Méusen
fiihrte zu einer erhohten perinatalen Mortalitédt, sowie zu multiplen Entwicklungsdefekten. Dazu
zdhlten Herz-, Lungen-, Schidel-, Gesichts-, GliedmaBen-, Wirbelsdulen-, Augen-, Innenohr- und
Urogenitaldefekte (Sanford et al., 1997). Dariiber hinaus scheinen TGFB1, TGFB2 und TGFfp3
eine Rolle bei der Implantation zu spielen, indem sie durch Reduktion der Protease-Aktivitit die
Trophoblasteninvasion hemmen (Lash et al., 2005). Wang et al. (2019) beobachteten eine signi-
fikant erniedrigte Expression von TGFp bei Frauen mit rezidivierendem Implantationsversagen

bei chronischer Endometritis.

Der Insulin-like Growth Factor 2 (IGF-2) gehort mit IGF-1 und IGF-3 zu der kleinen Klasse von
insulindhnlichen Wachstumsfaktoren. Sie weisen eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zu Insulin

auf, wobei sich auch die Rezeptoren und intrazelluldren Signalkaskaden sehr dhneln (Denley et
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al., 2005). Eine wesentliche Funktion der insulindhnlichen Wachstumsfaktoren ist die Regulation
der Zelldifferenzierung und des Wachstums in der Embryonalphase. So kommt es bei Mutationen
des IGF1-Gens zu einer schweren Wachstumsretardierung und geistigen Behinderungen (Denley
et al. 2005). Kommt es durch Hyper- oder Hypomethylierungen zu fehlerhaftem Imprinting des
miitterlichen IGF2-Allels entstehen unterschiedliche Syndrome, die meist mit Wachstumsstorun-
gen assoziiert sind wie das Beckwith-Wiedermann-Syndrom (Chao et al. 2008) und das Russell-
Silver-Syndrom. Kent et al. (2012) demonstrierten, dass IGF2 sich ebenfalls auf das plazentare

Wachstum auswirkt.

Auf Grund der proliferativen, angiogenen und Zellmigration-férdernden Eigenschaften, ist eine
Beteiligung von TGFp und IGF2 an der Implantation denkbar. Die regulatorische Rolle in Bezug
auf die Plazentaentwicklung wurde in wenigen Studien bereits beleuchtet (Kent et al. 2012; Lash
et al., 2005). Kent et al. (2012) beobachteten, dass IGF2-knock-out-Mause ein vermindertes Pla-
zentagewicht, Fetalgewicht und eine verminderte Lebensfdhigkeit zeigten. Lash et al. (2005) ver-
merkten eine erhohte invasive Kapazitit extravilloser Trophoblastzellen nach Hemmung von
TGFB1, 2 und 3 mit neutralisierenden Antikérpern. Wie microRNAs an der Regulation beider

Gene beteiligt sind ist noch nicht umfassend erforscht.

Es ist bekannt, dass miR-141 bei einer Vielzahl an Krebserkrankungen als eine Art Tumorsup-
ressor fungiert (Peng et al. 2016). Die Arbeit von Tang et al. (2013) lieB bereits die Hypothese
zu, das miR-141 den IGF2-Signalweg beeinflusst. Diese wurde in den folgenden Jahren sowohl
an Tumorzellen (Peng et al. 2016), als auch an murinen Trophoblast-Stammzellen (Saha et al.
2015) belegt. Diese Studien, sowie die Auswertung unserer Ergebnisse belegen somit die Hypo-
these, dass miR-141 eine regulatorische Wirkung auf TGFB2 und IGF2 ausiibt und auf diese
Weise an den Prozessen der Implantation teilhaben konnte. Unsere Arbeit kann als Grundlage fiir
detailliertere Studien genutzt werden. In weiterfithrenden Studien wére die Untersuchung der kon-
kreten Rolle von TGFB2 und IGF2 im Rahmen der Implantation von Interesse. Dariiber hinaus
ist die Aufdeckung der entsprechenden Signalwege notwendig, um miR-141 als moglichen the-

rapeutischen Angriffspunkt zu beleuchten.
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5.2.2. miR-191

Phospholipase C 61 (PLCD-1) ist ein Isoenzym der Phospholipase C. Sie zahlt zu der Gruppe der
Hydrolasen und ist als Schliisselenzym im Phosphoinositolstoffwechsel zentral an der Signal-
transduktion beteiligt. In Sdugetieren sind drei Isoformen von PLCD bekannt: PLCD1, PLCD3
und PLCD4 (Nakamura et al. 2017). Die einzelnen Funktionen der Isoformen wurden im Tier-
versuch mittels Knock-out-Miusen erforscht. Es zeigte sich, dass der gleichzeitige Verlust von
PLCD1 und PLCD3 zu einer iiberméBigen Apoptose von Trophoblastzellen fiithrte (Nakamura et
al. 2005). PLCD4 wird reichlich in Spermien exprimiert — ménnliche PLCD4-knock out Méuse
zeigten eine verminderte Fertilitdt (Fukami et al. 2001). Aktuell liegen keine Studien zur Regula-
tion von PLCD durch mR-191 vor.

Early Growth Response Protein 1 (EGR1) ist ein Zinkfingertranskriptionsfaktor und gehért neben
EGR-2, EGR-3 und EGR-4 zu der EGR-Familie. Diese werden durch diverse extrazelluldre Sti-
muli wie Wachstumshormone, Zytokine, Hormone und Umweltbelastungen aktiviert, binden an-
schlieBend an dhnliche GC-reiche Zielgene und wirken als transkriptionelle Aktivatoren. EGR-1
ist beteiligt an der Regulation der Proliferation, Differenzierung und Apoptose in verschiedenen
Bereichen wie dem Nervensystem, Immunsystem, kardiovaskuldrem System und der Reproduk-
tion. Es gibt Hinweise darauf, dass EGR1 eine zentrale Rolle bei der Regulation der Eierstock-
funktion, sowie der Implantation und der frithen Embryonalentwicklung spielt. (Guo et al. 2014;
Park et al. 2018; Yang et al. 2019). Bisher gibt es noch keine Arbeiten, die die regulatorische
Wirkung von miR-191 auf EGR1 an Trophoblastzellen untersuchen. Jedoch gibt es eine Studie
an Zellen des osophagealen Plattenepithelkarzinoms, in der mittels Luciferase-Reporter- und
Western-Blot-Assays bewiesen wurde, dass miR-191 die EGR1-Expression reduzierte, indem es

direkt seine 3'-untranslatierte Region bindet (Gao et al. 2017).

Die Auswertung unserer Ergebnisse belegt die Hypothese, dass miR-191 die Expression von
PLCDI1 und EGR1 hemmt. In der PLCD-1 transfizierten M59-Zellreihe konnte nach miR-191-
mimic Behandlung eine signifikant verminderte Luciferase-Aktivitit gemessen werden, in der
HTR-Zellreihe jedoch nicht. Beide mit EGR1 transfizierten Zellreihen zeigten nach miR-191-
mimic Behandlung eine signifikante Reduktion der Lumineszenz. Es ist hervorzuheben, dass wir
aktuell erstmalig die Regulation der gewiéhlten Zielgene durch miR-191 an Trophoblastzellen
nachgewiesen haben. Auf Grund des beschriebenen Einflusses von PLCD1/ EGR1 auf Tro-
phoblastzellen bzw. die Implantation liegt die Vermutung nahe, dass ein Zusammenhang zwi-
schen dem miR-191-Level im maternalen Plasma und einer gestorten Implantation/ Plazentation
besteht. An dieser Stelle empfehlen sich weitere Untersuchungen, welche zum einen die exakte
Rolle von PLCD1/ EGRI bei der Implantation spielen und zum anderen welchen regulatorischen

Einfluss miR-191 dabei ausiibt.
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6. Zusammenfassung

Ca. 10% aller Paare in Deutschland sind ungewollt kinderlos. Die hiufigsten Ursachen der weib-
lichen Infertilitdt beruhen auf Stérungen der Ovulation, des Eizelltransportes und der Implanta-
tion. Es ist bekannt, dass das PCO-Syndrom sowohl zu einer gestdrten Ovulation, als auch zu

einer gestorten Implantation fiihrt.

MicroRNAs sind kleine, einstrangige und nicht-kodierende RNAs endogenen Ursprungs, welche
in der Lage sind die Genexpression posttranskriptionell zu regulieren. Es konnten bereits plazen-
taspezifische microRNAs identifiziert und im miitterlichen Kreislauf nachgewiesen werden. Dar-
tiber hinaus wurden deregulierte microRNA-Expressionsmuster im Zusammenhang mit diversen

Schwangerschaftskomplikationen belegt.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Serumlevel von fiinf schwangerschaftsassoziierten
microRNAs (miR-27b, miR-141, miR-191, miR-222, miR-433) von Patientinnen, welche sich
einer ART unterzogen haben, untersucht. Das Kollektiv (n=49) setzte sich aus zwei Gruppen zu-
sammen: Frauen mit diagnostiziertem PCOS (n=23) und Frauen ohne PCOS (26). Im Rahmen

der Studie wurde den Patientinnen an vier definierten Zeitpunkten Blut abgenommen.

Im ersten Teil der Arbeit wurden mittels quantitativer real-time-PCR die Level der genannten
microRNAs aus den Serumproben vermessen und zu klinischen Parametern korreliert. Es konnte
ein signifikanter Zusammenhang zwischen den miR-141- und miR-191-Serumleveln und einer
intakten Schwangerschaft beobachtet werden. Des Weiteren konnte eine signifikante Korrelation
zwischen dem Level von miR-27b, miR-141 und miR-222 und einem gestérten Glukosestoff-

wechsel festgestellt werden.

Im zweiten Schritt konnte mittels Luciferase-Assay die posttranskriptionelle Genrepression von
miR-141 auf den Transforming Growth Factor beta (TGFB) und den Insulin-like Growth Factor
2 (IGF-2), sowie von miR-191 auf die Phospholipase C 61 (PLCD-1) und das Early Growth
Response Protein 1 (EGR1) an HTR-8/SVneo und AC1-M59-Zellen belegt werden.

In Zusammenschau der Literatur und unserer Ergebnisse konnten miR-141 und miR-191 als po-
tenzielle Marker einer erfolgreichen Implantation identifiziert werden. Es besteht die Annahme,
dass diese als Surrogatmarker fiir Komplikationen in der Frithschwangerschaft verwendet werden
konnen. Es sind weitere Studien in groferem Umfang notwendig, um die Auswirkung der

microRNA-Expression/ Serumlevel auf die Implantation im Detail zu ergriinden.
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8. Thesen

1) Ziel dieser Arbeit war es das diagnostische und prognostische Potential von miR-27b, miR-

141, miR-191, miR-222 und miR-433 im Rahmen einer Kinderwunschbehandlung zu evaluieren.

2) Es konnte eine signifikante Assoziation zwischen dem Serumlevel von miR-141 und miR-191

und dem Etablieren einer Schwangerschaft festgestellt werden.

3) Die Vermessung der microRNA-Expressionen mittels quantitativer real-time-PCR ergab keine

signifikante Expressionsdnderung im Verlauf der Frithschwangerschaft.

4) Es konnten keine signifikanten Expressionsunterschiede zwischen Frauen mit PCOS und

Frauen ohne PCOS festgestellt werden.

5) Es konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen einem gestorten Glukosestoffwechsel

und den Serumleveln von miR-27b, miR-141 und miR-222 beobachtet werden.

6) Im Luciferase-Assay konnte belegt werden, dass miR-141 bzw. miR-191 die Expression der
gewihlten Zielgene TGFB2, IGF2 sowie PLCD1 und EGR1 hemmen und damit einen Einfluss

auf die Implantation und Plazentation ausiiben konnten.

7) Weitere Studien sind notwendig, um die Rolle der microRNAs im miitterlichen Blut zu analy-
sieren und das Potential als diagnostisches und prognostisches Mittel in der Infertilitdtsdiagnostik

Zu eruieren.
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