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Referat

Der Late-onset-Hypogonadismus ist ein Krankheitsbild des alternden Mannes, welches u.a.
durch die Abnahme der Serum-Testosteronkonzentration und einer damit verbundenen
Zunahme des viszeralen Fettgewebes gekennzeichnet ist. Die Mechanismen, die, durch die
abnehmende Testosteronkonzentration getriggert, die adipogene Differenzierung steuern,
sind langst nicht alle bekannt. MicroRNAs als posttranskriptionelle Genregulatoren sind an
einer Vielzahl von physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt. Auch in der
Adipogenese scheinen sie eine entscheidende Rolle zu spielen. In dieser Arbeit sollte der
Zusammenhang zwischen der durch einen Androgenmangel vermittelten Zunahme des
Fettgewebes und der microRNA-Funktion in der Adipogenese untersucht werden. Das
microRNA-Cluster-130/301 wurde bereits als relevanter Serum-Parameter bei Adipositas
beschrieben. Durch quantitative Real-Time-PCRs wurde die Expression dieser microRNA
wahrend der adipogenen Differenzierung in humanen SGBS-Zellen untersucht. Unter
Androgensubstitution zeigte sich eine Zunahme der microRNA-Expression wahrend der
Adipogenese. Androgene sind also an der Regulation dieser microRNA in den Fettzellen
beteiligt. Auch die Expression der Zielgene der microRNA-130a, die im Vorfeld durch
Luziferase-Assays identifiziert werden konnten, wurde mittels quantitativen Real-Time-PCRs
und Western-Blot-Analysen wahrend der adipogenen Differenzierung in SGBS-Zellen sowohl
ohne Androgene als auch unter Androgensubstitution vermessen. AuRerdem konnte mittels
Mutagenese-Experimenten gezeigt werden, wie spezifisch microRNAs ihre Zielgene regulieren
und dass bereits eine Punktmutation in der mRNA der Zielgene diese Regulation verhindert.
Die Androgenrezeptor-Expression wahrend der adipogenen Differenzierung in SGBS-Zellen
zeigte sich sowohl in den quantitativen Real-Time-PCRs als auch in den Western-Blot-Analysen
konstant. Unter Androgensubstitution stieg die Expression sogar an. Die Expression des
Adiponektins stieg im Verlauf der Adipogenese an, zeigte jedoch unter Zugabe von Testosteron
oder Dihydrotestosteron keine Verdanderungen. Auch TNF-a und PPAR-y stiegen im Verlauf der
Differenzierung an. Unter Testosteronzugabe zeigte sich die mRNA-Expression von TNF-a zwar
verringert, doch Dihydrotestosteron zeigte keine Effekte. Die mRNA-Expression von PPAR-y
zeigte ebenfalls keine Effekte unter Androgenzugabe, doch die Proteinexpression wahrend der
adipogenen Differenzierung nahm unter Testosteron- und Dihydrotestosteronzugabe ab. Diese
widerspriichlichen Ergebnisse deuten auf einen weiteren Faktor hin, der diese Prozesse

beeinflusst. Ein potentieller Kandidat dafiir ist das microRNA-Cluster-130/301.

Wenzel, Carina: Androgen-abhangige Regulation Adipogenese-assoziierter Zielgene durch das
microRNA-Cluster-130/301
Halle (Saale), Martin-Luther-Univ., Med. Fak., Diss., 89 Seiten, 2017
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1. Einleitung

1.1 Late-onset-Hypogonadismus

Die International Society of Andrology (ISA), die International Society of Study of the Aging
Male (ISSAM) und die European Association of Urology (EAU) definieren den Late-onset-
Hypogonadismus (LOH) als ein klinisches und biochemisches Syndrom, das mit zunehmendem
Alter und typischen klinischen Symptomen sowie einem Testosteronmangel verbunden ist und
somit mit einer signifikanten Abnahme der Lebensqualitdt und negativen Auswirkungen auf
multiple Organsysteme einhergehen kann (Nieschlag et al, 2005). Von einem
Testosteronmangel spricht man ab einer totalen Testosteronkonzentration unter 12,1 nmol/I
(3,52 ng/ml) und einer freien Testosteronkonzentration unter 243 pmol/l (70,7 pg/ml) im
Serum (Bhasin et al., 2011). Die Abnahme der freien Testosteronkonzentration im Serum steigt
mit zunehmendem Alter an, ein Rickgang von 0,4 % bis zu 2,0 % wurde berichtet (Wu et al.,
2008). Die Pravalenz des LOH ist mit 2,1 % der Manner zwischen 40 und 79 Jahren, die
klinische Symptome zeigen, deutlich niedriger als die Prdvalenz abnehmender
Testosteronspiegel bei alternden Mannern. Dies verdeutlicht, dass nicht nur die
Testosteronkonzentrationen entscheidend sind, sondern vielmehr die klinischen Symptome
zur Diagnosestellung des Altershypogonadismus herangezogen werden sollten (Wu et al.,,

2010).

Der mannliche Hypogonadismus beschreibt eine Storung der hypothalamisch-hypophysaren-
gonadalen Achse mit veranderter Hormonsekretion auf einer oder mehrere Ebenen dieses
Regelkreislaufes. Es gibt sowohl primare Formen, die mit einer Stérung im Bereich des Hodens
einhergehen, sowie sekundare Formen, bei denen die Hormonsekretion in Hypothalamus oder
Hypophyse gestort ist. Beim LOH handelt es sich um eine Mischform mit primdrem und
sekunddarem testikuldren Versagen und damit einhergehender Abnahme der
Testosteronkonzentration im Serum (Nieschlag et al., 2005). Ursachlich fir den abnehmenden
Testosteronspiegel im Alter ist eine Abnahme des testikularen Volumens mit reduzierter
Leydig-Zellzahl, eine Verdnderung der pulsatilen Hormonausschiittung in Hypothalamus und
Hypophyse mit einer Erhéhung der LH-Sekretion und einem Verlust des physiologischen Tag-
Nacht-Rhythmus der Testosteronsekretion (Neaves et al., 1984). Weiterhin flihrt eine
altersassoziierte Erhohung der Bindungskapazitdt des sex-hormone-binding globulin (SHBG) im
Serum zu einer Abnahme der freien Testosteronkonzentration (Kaufman et al., 2005). Die
Ursachen dafiir sind jedoch weitestgehend unbekannt. Da der Altershypogonadismus erst bei
Mannern mit bereits vollstdndig entwickelten sekunddren Geschlechtsmerkmalen und

abgeschlossener Pubertat auftritt, stellt sich das klinische Bild sehr variabel dar und kann durch



physiologische phanotypische Variationen sowie durch im Alter erworbene chronische
Erkrankungen verschleiert werden. Zu den typischen Symptomen zdhlen Libidoverlust, erektile
Dysfunktion, Sarkopenie, Osteopenie und Osteoporose, Erschépfung, Schlafstérungen,
depressive Gedanken, Verlust der Kérperbehaarung, Hitzewallungen und verminderte Fertilitat
(Nieschlag et al., 2005; Hall et al., 2008). Weitere Symptome des Androgenmangels bei
alternden Mannern sind die Zunahme des viszeralen Fettgewebes (Wang et al., 2008a), sowie
die Zunahme der Insulinresistenz verschiedener Gewebe (Keating et al., 2006). Die genannten
metabolischen Symptome wiederum begiinstigen die Entstehung der zentralen Adipositas, des
Diabetes mellitus Typ 2 sowie einer Hypertriglyzeridamie, arterieller Hypertonie und einem
niedrigen HDL-Spiegel, welche Risikofaktoren fir die Entstehung kardiovaskularer Ereignisse
darstellen und nach der International Diabetes Federation (IDF) unter dem Begriff des
metabolischen Syndroms zusammengefasst werden (Zimmet et al., 2005). Verschiedene
Studien konnten zeigen, dass dieser Symptomkomplex durch die Abnahme der endogenen
Androgenkonzentration getriggert werden kann (Muller et al., 2005; Kupelian et al., 2006). Der
LOH ist somit maRgeblich an der Erh6hung der kardiovaskuldaren Morbiditat und Mortalitat der
Manner im Alter beteiligt (Isomaa et al., 2001; Pye et al., 2014). Die Entstehung des
metabolischen Syndroms und die damit einhergehenden vaskuldren und endokrinen
Stérungen tragen wiederum durch eine Abnahme der Testosteronkonzentration zur
Entstehung des Altershypogonadismus bei (Laaksonen et al, 2004). Mehrere Arbeiten zeigten,
dass dieser Teufelskreis durch eine Testosteron-Substitutionstherapie durchbrochen werden
kann (Allan et al., 2008), da Androgene die adipogene Differenzierung hemmen und somit zu
einer signifikanten Abnahme des viszeralen Fettgewebes sowie der damit einhergehenden
kardiovaskuldaren Risikofaktoren fiihren (Marin et al., 1993; Behre et al., 2012). Durch die
steigende Adipositas-Pravalenz in industrialisierten Nationen und in Entwicklungslandern
stellen die molekularen Mechanismen, die zur Entstehung des LOH mit der Zunahme des
viszeralen Fettgewebes beitragen, einen zentralen Angriffspunkt in der Bekdmpfung dieser

gesundheitlichen und wirtschaftlichen Probleme dar.
1.2 Adipogenese

1.2.1 Adipositas

Adipositas ist nicht nur eines der Hauptsymptome des Late-onset-Hypogonadismus, sondern
auch ein global wachsendes Gesundheitsproblem mit steigenden Morbiditdats- und
Mortalitdtsraten. Adipositas wird in drei Schweregrade unterteilt und ist definiert als ein
Korpermasseindex (BMI) tber 30 kg/m?, wihrend man ab 25 kg/m® von Ubergewicht

(Praadipositas) spricht. Zwei Drittel der Manner (67 %) und die Halfte der Frauen (53 %) in



Deutschland sind Ubergewichtig. 23 % der Manner und 24 % der Frauen sind mit einem BMI
Gber 30 kg/m* sogar stark Ubergewichtig
(http://www.rki.de/DE/Content/Gesundheitsmonitoring/Themen/Uebergewicht_Adipositas/A
Adiposita_TAB.html, aufgerufen am 02.02.2017). Weltweit ist die Anzahl der Manner mit
einem BMI von 25 kg/m?* oder mehr zwischen 1980 und 2013 von 28,9 % auf 36,4 % gestiegen,
bei Frauen sogar von 29,8 % auf 38,0 %. Auch die Pravalenz libergewichtiger Kinder ist seit
1980 vor allem in den industrialisierten Nationen gestiegen. Im Jahr 2013 lag sie fiir Jungen bei
23,8 %, fiir gleichaltrige Madchen bei 22,6 %. Doch auch in den Entwicklungslandern zeigt sich
ein Anstieg der Adipositas-Prdavalenz bei Kindern fiir die Jungen von 8,1 % im Jahr 1980 auf

12,9 % im Jahr 2013, fiir die Madchen sogar von 8,4 % 1980 auf 13,4 % 2013 (Ng et al., 2014).

Im menschlichen Korper werden zwei Fettgewebs-Typen unterschieden. Wahrend das
univakuoldre weilRe Fettgewebe (WAT) an zahlreichen Stellen des Koérpers auftritt und als
Energiespeicher dient, ist das plurivakuoldre braune Fettgewebe (BAT) bestimmten
Korperregionen vorbehalten und dient der Thermogenese. Das WAT kann in viszerales Baufett
und subkutanes Isolierfett unterschieden werden. Da die Lipolyserate sowie die Sekretion der
Adipozytokine im viszeralen Fettgewebe deutlich hoéher sind als die im subkutanen
Fettgewebe, stellt vor allem die Zunahme des viszeralen Fettgewebes einen gesundheitlichen
Risikofaktor dar. Folgeerscheinungen wie Diabetes mellitus Typ 2, chronische Inflammation,

Krebs und kardiovaskulare Erkrankungen sind moglich (Wajchenberg et al., 2002).

1.2.2 Molekularbiologische Grundlagen der Adipogenese

Die Entwicklung der Adipositas auf Ebene des Fettgewebes erfolgt zum einen durch vermehrte
Lipideinlagerungen in die reifen Adipozyten (Hypertrophie), aber auch durch eine abnorme
Rekrutierung und Differenzierung von Stammzellen mit Erhdhung der Adipozytenzahl
(Hyperplasie) (Avram et al.,, 2007). Adipozyten sind das Produkt der Adipogenese
mesenchymaler Stammzellen (MSC), welche in zwei Phasen unterteilt wird. In der ersten
Phase, der sogenannten Determination, entsteht aus einer pluripotenten MSC ein Fibroblast-
dhnlicher Prdadipozyt. Pluripotente MSCs sind zur Differenzierung in Muskel-, Knochen-,
Knorpel- und Fettgewebe befdhigt. Der Praadipozyt gleicht morphologisch seiner
Vorlauferzelle, hat allerdings die Fahigkeit der Differenzierung in verschiedene Zelltypen
verloren. Uber Regulationswege der Stammazellen, die bisher nur wenig erforscht sind, wird in
dieser Phase der Adipogenese die adipogene Entwicklungslinie festgelegt, sodass
Praadipozyten entstehen, die in der anschlieBRenden terminalen Differenzierung ausreifen. Die
entstandenen reifen Adipozyten weisen typische Eigenschaften einer Fettzelle auf (Rosen und

MacDougald, 2006). Durch die Expression der Proteine, die fur den Lipidtransport und -



metabolismus verantwortlich sind, ist der reife Adipozyt in der Lage Energiereserven in Form
von Triglyzeriden zu speichern und Fettsdauren bei Nahrstoffmangel freizugeben. AuRerdem
sezerniert das reife Fettgewebe als endokrin aktives Organ eine Vielzahl an Faktoren, die an
der Regulation der Insulinsensitivitdt, des Appetits und Essverhaltens, immunologischer
Prozesse und vielen anderen Stoffwechselfunktionen beteiligt sind (Ali et al., 2013). Zu diesen
Faktoren zdhlen Zytokine (TNF-a, IL-6), Chemokine und Adipozytokine (Leptin, Adiponektin),
die mit zunehmender GroRe der Fettzellen verstarkt sezerniert werden (Skurk et al., 2007) und
somit an der Entstehung des metabolischen Syndroms und dessen kardiovaskularen

Folgeerkrankungen beteiligt sind (Lau et al., 2005).

Nach Festlegung der adipogenen Entwicklungslinie setzt in den MSCs eine zeitlich streng
regulierte Expressionskaskade verschiedener Transkriptionsfaktoren und Adipozyten-
spezifischer Gene ein. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPAR-y) als der
Masterregulator der Adipogenese spielt in der Entwicklung der Fettzellen eine entscheidende
Rolle (Tontonoz et al., 1994b). Er gehort neben PPAR-a und PPAR-6 zur Gruppe der nukledren
Rezeptoren, welche durch Ligandenbindung aktiviert werden, an ihre Ziel-DNA binden und
somit weitere Transkriptionsfaktoren aktivieren, die Zellwachstum und -differenzierung, sowie
die Homdostase regulieren (Mangelsdorf et al., 1995). Wahrend PPAR-6 in der Adipogenese
kaum eine Rolle spielt, wirkt PPAR-a in einem geringen Mal} adipogen. PPAR-y hingegen wird
ausschlieBlich von Adipozyten und ihren Vorlduferzellen exprimiert (Chawla et al.,, 1994).
Durch alternatives Splicing der PPAR-y-mRNA und verschiedenen Promotoren gibt es
auBerdem zwei Protein-Isoformen, PPAR-y-1 und PPAR-y-2 (Zhu et al., 1995). Beide Isoformen
konnen bei Expression dhnlicher, proadipogen-wirkender Genprodukte die Fettzellentwicklung
in PPAR-y”-Fibroblasten induzieren, jedoch zeigt PPAR-y-2 vermehrt Interaktionen mit
Koaktivatoren, sodass eine quantitativ starkere Adipogenese-Induktion moglich ist (Mueller et
al., 2002). Daneben gibt es die CCAAT-enhancer binding protein Familie (C/EBPs), welche zu
den basic leucine zipper (bZip)-Transkriptionsfaktoren gehért. C/EBP-B und C/EBP-6 werden zu
Beginn der Adipogenese induziert und sind wiederum entscheidend fir eine effektive Co-
Expression von C/EBP-a und PPAR-y. C/EBP-B’/’- und C/EBP-6'/'-M'éuse zeigen einen Defekt in
der Lipidakkumulation mit verminderten Fettdepots bei jedoch normaler Expression von PPAR-
v und C/EBP-a sowie weiteren adipogenen Markern. Dies zeigt, dass in vivo auch andere Wege
der PPAR-y- und C/EBP-a-Aktivierung existieren, jedoch ist die Adipogenese in Abwesenheit
von C/EBP-B und C/EBP-6 weniger suffizient (Tanaka et al., 1997). C/EBP-a-Knockout-Mé&use
weisen zwar reife Fettzellen auf, jedoch sind die Lipidakkumulation sowie die gesamte

Energiehomoostase gestort, sodass sie nicht lebensfdhig sind (Wang et al., 1995). Fiur die



Entwicklung des Phanotyps eines reifen Adipozyten ist somit ein Genprofil nétig, welches nur
durch die synergistisch wirksamen Transkriptionsfaktoren PPAR-y und C/EBP-a exprimiert

werden kann (Rosen et al., 2002).

Determination Terminale Differenzierung

Pluripotente
mesenchymale Reifer
Stammazelle Adipozyt

Abbildung 1: Adipogene Differenzierung einer pluripotenten mesenchymalen Stammzelle zum reifen Adipozyten.
Waihrend der Determination wird die Entwicklung in die adipogene Linie festgelegt. Durch die Expression von
C/EBP-B und C/EBP-6 wird die Co-Expression von PPAR-y und C/EBP-a eingeleitet. PPAR-y ist der Masterregulator
der Adipogenese. Deshalb wird die Expression von PPAR-y neben einer Kaskade von Transkriptionsfaktoren (KLF-2,
KLF-5, KLF-15, GATA-2/3) auch durch weitere transkriptionelle Kofaktoren (TAZ, TRAP-220, SREBP-1) und
extrazelluldre Signalwege (Wnt, TGF-B) gesteuert und somit die Adipogenese reguliert. PPAR-y induziert in der
terminalen Differenzierung gemeinsam mit C/EBP-a die Expression Adipozyten-spezifischer Gene, wodurch ein
reifer Adipozyt entsteht, der die typischen Eigenschaften einer Fettzelle aufweist (modifiziert nach Rosen und
MacDougald, 2006).

1.2.3 Regulation der Adipogenese

Bisher ist die Regulation der Adipogenese nur unvollstindig erforscht. AuRerdem ist die
Wechselwirkung zwischen den einzelnen Faktoren duBerst komplex und in vitro-Erkenntnisse
unterscheiden sich zum Teil deutlich von der in vivo-Situation, deshalb sollen hier nur einige
wichtige Regulationsmechanismen genannt werden. Die meisten pro- oder antiadipogenen
Faktoren wirken Uber eine Verdnderung der PPAR-y- oder der C/EBP-a-Expression, welche fur
die Adipogenese essentiell sind. Neben den beiden Regulator-Familien der PPARs und C/EBPs
gibt es eine dritte Gruppe, welche die Adipogenese entscheidend reguliert. Die Kriippel-like
factors (KLFs) gehoren zur Familie der C2H2 zinc-finger proteins, welche die Apoptose, die
Proliferation und die Differenzierung von Zellen regulieren (Brey et al., 2009). Auch sie wirken
in Form einer Kaskade, bei der KLF-2 zundchst den PPAR-y-Promotor hemmt (Banerjee et al.,

2002). Zu Beginn der Differenzierung wird KLF-2 Uber eine Bindung von C/EBP-B und C/EBP-6



an den KLF-5-Promotor durch KLF-5 ersetzt, welches die PPAR-y-Expression gemeinsam mit
den C/EBPs aktiviert (Oishi et al., 2005). AnschlieBend erfolgt die Expression von KLF-15,
welche die PPAR-y-Expression konstant halt und somit fir die Aufrechterhaltung des
differenzierten Zustandes mitverantwortlich ist (Mori et al., 2005). Weitere proadipogene
Transkriptionsfaktoren sind die sterol regulatory element-binding proteins (SREBP-1), bei
welchen es sich um basic helix loop helix-Transkriptionsfaktoren handelt, die neben einer
PPAR-y-Induktion die Lipidbiosynthese und die Lipidhomoostase in den Adipozyten regulieren
(Kim und Spiegelman, 1996). Antiadipogen wirksam sind GATA-2 und GATA-3, Mitglieder der
GATA-binding and forkhead-Familie, die vor allem Uber Protein-Protein-Interaktionen die
Adipogenese hemmen. GATA-2 kann neben einer PPAR-y-Hemmung auch an C/EBPs binden
und somit deren PPAR-y-Aktivierung verhindern (Tong et al.,, 2005). Transkriptionelle
Kofaktoren, die lber eine Interaktion mit PPAR-y wirken, scheinen vor allem in der friihen
Phase der adipogenen Differenzierung eine entscheidende Rolle zu spielen. Der Kofaktor TAZ
(transcriptional coactivator with PDZ-binding motif) hemmt die PPAR-y-Aktivitdt und fordert
die RUNX-2-Aktivitat nicht nur in murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs), sondern auch in
Zellkulturversuchen mit MSCs, sodass die Stammzellen nicht adipogen, sondern osteogen
differenzieren (Hong et al., 2005). TRAP-220, auch PPAR-binding protein (PBP) genannt, ist eine
Untereinheit des thyroid hormone receptor-associated protein (TRAP) und wirkt Gber diesen
Komplex als ein PPAR-y-2-selektiver Koaktivator der Adipogenese (Ge et al., 2002). Eine
weitere Regulationsmoglichkeit der adipogenen Differenzierung besteht lber extrazelluldre
Signalwege. Ein wichtiger Signalweg ist unter anderem der Wnt-Signalweg. Das Wnt-10b-
Protein, ein Glykoprotein mit parakrinen und autokrinen Wirkmechanismen, kann (iber die
Bindung an frizzled-Rezeptoren B-Catenin-abhangig oder B-Catenin-unabhangig die Expression
von PPAR-y oder C/EBP-a in vitro blockieren und somit die Adipogenese hemmen (Ross et al.,
2000). Auch in vivo ist Wnt-10b ein wichtiger Regulator der Adipogenese, denn eine Mutation
im dazugehdrigen Gen fiihrt schon in jungen Jahren zu Ubergewicht und Adipositas
(Christodoulides et al., 2006). Der transforming-growth factor B (TGF-B)-Signalweg, der liber
die Bindung an Serin-/Threonin-Kinase-Rezeptoren SMADs aktiviert, hemmt die Adipogenese
in vitro. SMAD-3 hemmt die Aktivitat der C/EBPs und verhindert somit die Expression von
PPAR-y (Choy et al.,, 2003). Weitere zelluldre Signalwege als Regulatoren der adipogenen
Differenzierung sind bisher nur wenig erforscht. Wahrscheinlich haben die meisten zelluldren

Signalwege jedoch auch pro- oder/und antiadipogene Effekte.



1.2.4 SGBS-Zellen

Die meisten Studien zu den molekularbiologischen Untersuchungen der Adipogenese werden
an murinen Zellkulturmodellen durchgefiihrt. SGBS-Zellen dagegen sind humane Fett-
Vorlauferzellen, die aus dem subkutanen Fettgewebe von einem mannlichen Neugeborenen
mit dem Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom gewonnen wurden. Dieses X-chromosomal-rezessiv
vererbte Syndrom geht mit peri- und postnatalem GroBwuchs, Organomegalie, Herzfehlern,
Makrozephalie, Gesichtsdysmorphien und einem erhdhten Krebsrisiko einher (Simpson et al.,
1975; Behmel et al., 1984; Golabi et al., 1984). Bisher wurde eine Mutation im Glypican-3-Gen
als eine Ursache des liberschieflenden Wachstums aller Organe und Gewebe beschrieben, die
jedoch nicht bei allen Erkrankten nachweisbar ist (Lindsay et al.,, 1997). Diese nicht
immortalisierte Zelllinie weist eine hohe Kapazitdt zur adipogenen Differenzierung auf, erst
nach etwa 70 Generationen verlieren die Zellen ihre Fahigkeit zur Proliferation und sterben ab.
Trotz dieser Eigenschaft sind sie morphologisch, biochemisch und funktionell identisch zu den
in-vitro differenzierten Adipozyten gesunder Probanden. Die SGBS-Prdadipozyten zeigen sich
dhnlich der Kontroll-Adipozyten gesunder Probanden zunachst Fibroblasten-dhnlich und nach
Differenzierung rundlich, mit zytoplasmatisch gelegenen Lipiddroplets und an den Rand
gedrangten Zellkernen. Auch die Genexpression wahrend der Differenzierung entspricht der
der in-vitro differenzierten humanen Prdadipozyten gesunder Individuen und ist fir die
Funktion der reifen Adipozyten essentiell. All diese Eigenschaften verdeutlichen die Ahnlichkeit
dieser Zellen zu humanen Praadipozyten und rechtfertigen sie als Modellsystem zur

Untersuchung der humanen Adipogenese (Wabitsch et al., 2001).

1.2.5 Funktion der untersuchten Gene in der Adipogenese

Eines der gesundheitlich relevantesten Symptome des Late-onset-Hypogonadismus ist die
Zunahme des viszeralen Fettgewebes aufgrund der abnehmenden Testosteron-Serumspiegel
im Alter. Wie im Abschnitt 1.1 beschrieben, hat eine Testosteron-Substitutionstherapie
positive Effekte auf die Abnahme der Fettgewebsmasse. Androgene vermitteln ihre Wirkung
dabei vor allem Uber eine Bindung an den intrazelluldr gelegenen Androgenrezeptor (AR). Das
AR-Gen liegt auf dem langen Arm des X-Chromosoms und kodiert fiir ein Protein, bestehend
aus einer N-terminalen Domadne, einer DNA-Bindungsdomdne und einer Androgen-
Bindungsdomane. Durch alternatives Splicing entstehen multiple Transkript-Varianten, die fir
verschiedene Protein-Isoformen kodieren (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/367,
aufgerufen am 03.02.2017). Das Protein gehort in die Familie der nukledren Rezeptoren,
welche nach Bindung ihres zytosolischen Liganden eine Konformationsanderung durchlaufen,

dimerisieren und in den Zellkern transportiert werden. Im Zellkern bindet der dimerisierte



Androgen-Rezeptorkomplex spezifische Sequenzen der DNA und induziert die RNA-Synthese
Androgen-responsiver Gene (Nieschlag E, Behre HM: Testosterone, Action, Deficiency,
Substitution, 4. Auflage, Cambridge University Press, Cambridge, 2012; pp. 24-25). Das Gen
besitzt zwei Trinukleotid-Repeat Segmente, welche in der N-terminalen Domane des Proteins
fur polymorphe Polyglutamine und Polyglycine kodieren
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/367, aufgerufen am 03.02.2017). Das CAG-Triplet ist
dabei relevant fiir die Entstehung verschiedener metabolischer Erkrankungen. Je hoher die
Zahl der CAG-Triplets ist, desto groRer sind BMI, Huftumfang und Leptinsekretion des
betroffenen Patienten. Weiterhin besteht eine Korrelation zwischen einer héheren CAG-
Triplet-Anzahl und der Entstehung von Adipositas und arterieller Hypertonie (Stanworth et al.,
2008). Der molekulare Mechanismus dabei beruht vor allem auf einer verminderten Rezeptor-
Aktivitdit des AR (Beilin et al.,, 2000). Neben diesen Studien, die einen mutierten
Androgenrezeptor als eine Ursache der Adipositas-Entstehung bei Mannern sehen, gibt es
weitere Arbeiten, die die Funktion des AR in vitro untersucht haben. In murinen 3T3-L1-
Adipozyten stellt die im Verlauf der adipogenen Differenzierung ansteigende AR-Expression
entscheidende Weichen fiir die Androgen-vermittelte Hemmung der Expression von PPAR-y
und C/EBP-a und weiterer Adipozyten-spezifischer Gene. Ein AR-Expressionsanstieg auf Ebene
der murinen Praadipozyten zeigt eine erhohte Expression osteogener Transkriptionsfaktoren
(Hartig et al., 2013), wahrend ein Expressionsanstieg auf Ebene der murinen pluripotenten
Stammzellen eher zu einer myogenen Differenzierung fuhrt (Singh et al., 2003). Ein Verlust des
Androgenrezeptors fihrt in murinen Stromazellen des Knochenmarks zu einer Hemmung der
Osteogenese zugunsten der Adipogenese (Huang et al., 2013). Somit spielt die zeitlich
regulierte und gewebespezifische Expression des AR eine entscheidende Rolle in der durch

Androgene induzierten Entwicklung der Kérperkompositionen.

AdipoQ liegt auf Chromosom drei und kodiert fiir das 30 kDa groRe Protein Adiponektin, ein
Adipozytokin  mit antiinflammatorischen, antidiabetogenen und antiatherogenen
Eigenschaften. Adiponektin wird fast ausschlielich vom Fettgewebe sezerniert und kann im
Plasma durch Proteolyse als high-molecular-weight-Multimer (HMW), als middle-molecular-
weight-Hexamer (MMW) oder als low-molecular-weight-Trimer (LMW) vorliegen (Pajvani et
al., 2003). Die HMW-Form stellt die metabolisch aktivste Form dar (Lara-Castro et al., 2006).
Bisher sind zwei transmembrandre Rezeptoren fiir Adiponektin bekannt: AdipoR-1, welcher
vor allem von der Skelettmuskulatur exprimiert wird, und AdipoR-2, der vor allem in der Leber
zu finden ist (Lee et al., 2008). Die Adiponektin-Expression wahrend der Adipogenese setzt erst

im Stadium des reifen Adipozyten ein und steigt im Verlauf stark an (Kérner et al., 2005). Mit



zunehmender Fettgewebsmasse zeigt sich eine Abnahme der Expression (Kern et al., 2003).
Abnehmende Adiponektin-Plasmaspiegel sind an der Entstehung der Insulinresistenz und des
Diabetes mellitus Typ 2 (Spranger et al., 2003), der koronaren Herzerkrankung (Laughlin et al.,
2007) sowie der arteriellen Hypertonie (lwashima et al., 2004) beteiligt. Im Gegensatz dazu
zeigen erhohte Adiponektin-Plasmaspiegel positive metabolische Effekte mit einer Abnahme
des BMI, der Fettgewebsmasse insgesamt und einer geringeren Inzidenz des Diabetes mellitus
Typ 2 sowie weiterer kardiovaskuldrer Erkrankungen (Weyer et al., 2001). In-vivo Studien
belegen, dass Adiponektin-Knockout-Mause zu erhohter Insulinresistenz, damit
einhergehender Glukose-Intoleranz und Hyperglykdmie sowie arterieller Hypertonie neigen
(Maeda et al., 2002). Die Uberexpression von Adiponektin fiihrt zwar iiber eine gesteigerte
Expression von C/EBP-a und PPAR-y sowohl in-vitro als auch in vivo zu einer Zunahme der
Fettgewebsmasse (Fu et al., 2005), jedoch zeigt sich auch eine verbesserte Insulinsensitivitat
sowie eine Abnahme der Serum-Triglyzeride (Kim et al., 2007). Die Uberexpression dieses
Adipozytokins wird deshalb als prognostisch gilinstiger Faktor gehandelt, der die metabolische

Flexibilitat des Fettgewebes erhdht (Asterholm und Scherer, 2010).

Das bekannteste Adipozytokin Leptin ist das Produkt des ob-Gens, welches auf Chromosom
sieben lokalisiert ist und erstmals in adipésen ob/ob-Mausen entdeckt wurde. Das 16 kDa
grofde Proteohormon wird vor allem vom Fettgewebe sezerniert und reguliert im zentralen
Nervensystem die Nahrungsaufnahme und die Energiechomdostase (Zhang et al., 1994). Die
Leptin-Expression setzt dhnlich der Adiponektin-Expression erst im Stadium der reifen
Adipozyten ein (Korner et al.,, 2005) und steigt dann proportional mit zunehmender
Fettgewebsmasse an, wahrend schlanke Individuen eher niedrige Serumleptin-Spiegel
aufweisen (Mendoza-Nufez et al., 2002). Leptin entfaltet seine Effekte (iber die Bindung an
den Ob-Rezeptor, der vor allem im Hypothalamus, aber auch an verschiedenen peripheren
Geweben wie Fettgewebe, Skelettmuskulatur und einigen Immunzellen nachgewiesen werden
konnte. Neben einer Hemmung der Nahrungsaufnahme bei zunehmender Fettgewebsmasse,
reguliert Leptin die Energiehomdostase und ist durch die Produktion proinflammatorischer
Zytokine an der Entstehung des entziindlichen Milieus im Fettgewebe beteiligt (Friedman,
2014). In murinen Adipozyten fiihrt Leptin Uber eine Apoptose-Induktion sowie (iber eine
Abnahme der Expression verschiedener C/EBPs und Tumor necrosis factor-a (TNF-a) zu einer
Hemmung der adipogenen Differenzierung (Della-Fera et al., 2001). Ein angeborener
Leptinmangel ist sowohl bei Mausen, als auch beim Menschen mit schwerer Adipositas,
Glukose-Intoleranz und Insulinresistenz assoziiert (Farooqi et al., 1999). Durch eine Leptin-

Substitutionstherapie ist eine signifikante Gewichtsabnahme moglich und die genannten



Symptome kdnnen revertiert werden (Licino et al., 2004). Aufgrund einer Leptinresistenz ist
eine Adipositas-Behandlung lbergewichtiger Menschen ohne Leptinmangel mit exogenem
Leptin jedoch nicht erfolgreich (Sainz et al., 2015). Somit zeigt Leptin zwar hemmende Effekte
auf eine Zunahme der Fettgewebsmasse, jedoch sind weitere, bisher kaum erforschte Faktoren

an diesem Kreislauf beteiligt, die diese positiven Effekte abschwachen.

Das Gen flr PPAR-y, der Masterregulator der Adipogenese, liegt auf Chromosom drei und
kodiert flir einen nukledren Rezeptor, der die Expression verschiedener Gene steuert.
Wahrend der Adipogenese dient er nicht nur der Induktion der adipogenen Differenzierung,
sondern auch der Aufrechterhaltung des differenzierten Zustandes (Tamori et al.,, 2002).
Deshalb wird PPAR-y bereits friithzeitig in der Adipogenese induziert (Tontonoz et al., 1994a)
und in den Praadipozyten, sowie den reifen Adipozyten konstant auf hohem Niveau exprimiert
(Chawla und Lazar, 1994). Wie entscheidend die Rolle von PPAR-y fiir die adipogene
Differenzierung ist, zeigt die Arbeit von Rosen und Kollegen. Sie fanden heraus, dass C/EBP-a
die Adipogenese in murinen PPAR-y’/’—FibrobIasten zwar induzieren kann, jedoch weder eine
Lipidakkumulation noch eine Expression Adipozyten-spezifischer Gene moglich ist. Erst nach
lentiviral-induzierter PPAR-y-Expression ist eine suffiziente adipogene Differenzierung moglich
(Rosen et al., 2002). PPAR-y ist also nicht nur in vitro, sondern auch in vivo fir die Adipogenese
essentiell (Rosen et al., 1999). Als zentraler Faktor in der Fettzellentwicklung ist es auch meist
die PPAR-y-Expression, die durch verschiedenste antiadipogene oder proadipogene Faktoren
reguliert wird (Banerjee et al., 2002; Ge et al., 2002; Hong et al., 2005; Qishi et al., 2005; Tong
et al., 2005).

Das Gen des tumor necrosis factor-a (TNF-a) liegt auf Chromosom sechs und kodiert fiir ein
multifunktionales, proinflammatorisches Zytokin, welches zur tumor necrosis factor-
Superfamilie (TNF) gehort. Es ist in eine Vielzahl an biologischer Prozesse beispielsweise
Zellproliferation, -differenzierung, Apoptose und Lipidmetabolismus involviert und wird vor
allem von Makrophagen, aber in geringen Mengen auch vom Fettgewebe sezerniert
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7124, aufgerufen am 06.02.2017). Das Zytokin wird als
26 kDa groRe, membrangebundene Vorstufe synthetisiert und durch eine Matrix-
Metalloprotease in seine l6sliche, 17 kDa groRe Form umgewandelt (Black et al., 1997). Beide
sind metabolisch aktiv und entfalten ihre Effekte durch die Bindung an den TNF-Rezeptor 1
und 2, welche vom Fettgewebe exprimiert werden (Hotamisligil et al., 1997). Der TNF-Rezeptor
1 wird vor allem mit der Apoptose und einer erhdohten Lipolyse in Verbindung gebracht,
wahrend der TNF-Rezeptor 2 eher an der Entwicklung der Insulinresistenz beteiligt ist (Hube et

al., 1999). Die TNF-a-Expression zeigt sich im Fettgewebe eher niedrig (Montague et al., 1998),
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jedoch weisen Ubergewichtige Tiere eine erhohte TNF-a-Expression auf (Hotamisligil et al.,
1999). Die Sekretion bei adipdsen Menschen hingegen zeigt sich nur gering erhht (Mohamed-
Ali, 1997), eine Gewichtsabnahme geht jedoch mit einer Reduktion der TNF-a-
Serumkonzentration einher (Kern et al.,, 1995). Am Fettgewebe bewirkt TNF-a in-vitro eine
Hemmung der Differenzierung, eine Apoptose der reifen Adipozyten sowie eine
Dedifferenzierung der Praadipozyten (Petruschke und Hauner, 1993; Prins et al.,, 1997).
AuBerdem hemmt es die Expression Adipozyten-spezifischer Gene sowie die Expression von
PPAR-y und verschiedener C/EBPs (Stephens und Pekala, 1991; Feingold und Grunfeld, 1992;
Zhang et al., 1996). Uber diese und weitere Wege kann TNF-a die Adipogenese sowie die
Lipogenese in murinen 3T3-L1-Vorlduferzellen hemmen (Qadir et al., 2011; Liu et al., 2011).
Somit weist TNF-a zwar antiadipogene Eigenschaften auf, jedoch fiihrt es Giber eine Zunahme
der Insulinresistenz sowie einer verminderten Glukose-Aufnahme durch eine GLUT-4-
Hemmung und durch eine erhdhte Lipolyserate zu eher negativen metabolischen Effekten

(Hauner et al., 1995).

Das Gen Rho guanine nucleotide exchange factor 12 (ARHGEF-12) liegt auf dem Chromosom
elf und kodiert fiir eine Rho-GTPase, welche G-Protein-gekoppelte Signalwege reguliert
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/23365, aufgerufen am 06.02.2017). Auch das Gen ras
related dexamethasone induced 1 (RASD-1) auf dem Chromosom 17 kodiert fiir eine GTPase
aus der Ras-Superfamilie, welche durch Dexamethason induziert werden kann und G-Protein-
gekoppelte Signalwege reguliert (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/51655, aufgerufen am
06.02.2017). Beide Proteine sind an den verschiedensten, fundamentalen Zellprozessen wie
Zellwachstum und -differenzierung beteiligt. Ihr Einfluss wahrend der Adipogenese ist bisher

nicht untersucht.

1.3 Androgene

Androgene sind Sexualhormone, die zu den Steroidhormonen gehéren und sich vom
Cholesterin ableiten. Neben dem Hauptvertreter Testosteron (T) zdhlen auch dessen Metabolit
Dihydrotestosteron (DHT), sowie Dehydroepiandosteron (DHEA) und Androstendion zu den
wichtigsten, im Koérper zirkulierenden Androgenen. Wahrend Testosteron zum liberwiegenden
Teil von den Leydigzellen im Hoden produziert wird, erfolgt lediglich 20 % der DHT-Sekretion
durch den Hoden. Der groRte Teil des DHT wird durch die 5a-Reduktase in den peripheren
Geweben aus Testosteron gebildet. Das biologisch hochaktive Dihydrotestosteron bindet dort
starker an die Zielrezeptoren als Testosteron selbst (Hammond et al., 1977). Alle weiteren
zirkulierenden Androgene werden teilweise im Hoden, groRtenteils jedoch in der Zona

reticularis der Nebennierenrinde gebildet und im peripheren Gewebe zu Testosteron
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umgewandelt (Horton et al., 1966). Die Testosteronsekretion folgt einer zirkadianen Rhythmik
und zeigt die hochsten Konzentrationen am frihen Morgen, die niedrigsten am spaten
Nachmittag (Resko et al., 1966). Dieser Tag-Nacht-Rhythmus entsteht vor allem durch die
pulsatile Freisetzung des Gonadotropin-releasing Hormons (GnRH) im Hypothalamus und des
Luteinisierenden Hormons (LH) in der Hypophyse (Veldhuis et al., 1987; Knobil, 1990). Diese
Feedbackschleife unterliegt einer mehrfach negativen Rickkopplung, durch welche die
Testosteronsekretion reguliert und an die einzelnen Lebensphasen angepasst werden kann
(siehe Abbildung 2). Der Transport im Blut erfolgt liberwiegend proteingebunden. Lediglich 2 %
des Testosterons liegen in freier Form vor, wahrend 44 % des Hormons im Plasma an Albumin
gebunden sind und die Ubrigen 54 % an sex-hormone-binding globulin (SHBG) gebunden
vorliegen (Nieschlag E, Behre HM: Testosterone, Action, Deficiency, Substitution, 4. Auflage,
Cambridge University Press, Cambridge, 2012; pp. 21). Die Serum-Testosteronkonzentration
gesunder, erwachsener Méanner liegt zwischen 12 und 40 nmol/l (Nieschlag E, Behre HM,
Nieschlag S: Andrologie, Grundlagen und Klinik der reproduktiven Gesundheit des Mannes. 2.
Auflage, Springer Verlag, Heidelberg, 2009, S. 111), die Konzentration fiir Dihydrotestosteron
im Serum gesunder, erwachsener Manner liegt zwischen 0,8 und 2,5 nmol/l (Kaufman et al.,

2005).
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Abbildung 2: Steuerung der Testosteronsekretion Uber die Hypothalamus-Hypophysen-Hoden-Achse. Im
Hypothalamus erfolgt eine pulsatile Freisetzung des Gonadotropin-releasing Hormons (GnRH), welches in der
Hypophyse die ebenfalls pulsatile Freisetzung des Luteinisierenden Hormons (LH), aber auch eine Freisetzung des
Follikel-stimulierenden Hormons (FSH) bewirkt. FSH stimuliert die Sertoli-Zellen in den Hodenkanélchen, welche die
Spermatogenese anregen und Inhibin sezernieren. Inhibin wiederum hat einen hemmenden Effekt auf die FSH-
Produktion in der Hypophyse. LH stimuliert die Leydigzellen im Interstitium des Hodens zur Testosteronproduktion,
welches dann direkt an seinen Zielorganen wirken kann oder seine Wirkung liber eine periphere Umwandlung in
das biologisch hochaktive Dihydrotestosteron oder seinen Metaboliten Estradiol entfaltet. Testosteron selbst
bewirkt auBerdem Uber eine negative Riickkopplung die Hemmung der GnRH-Sekretion im Hypothalamus, sowie
der LH-Sekretion in der Hypophyse (modifiziert nach Nieschlag E, Behre HM, Nieschlag S: Andrologie, Grundlagen
und Klinik der reproduktiven Gesundheit des Mannes, 2. Auflage, Springer Verlag, Heidelberg, 2009, S. 38-41).

1.3.1 Biologische Funktionen

Aufgrund ihrer Molekilstruktur weisen Androgene lipophile Eigenschaften auf. Sie kdnnen
durch die Zellmembran diffundieren und ihre Wirkung durch die Bindung von T oder DHT an
den zytoplasmatisch gelegenen Androgenrezeptor (AR) entfalten. Daneben besitzen
Androgene auch nicht genomische Effekte, in dem sie weitere Signalwege z.B. (iber G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren, lonenkandle oder Enzym-gebundenen Rezeptoren aktivieren, die nicht
auf DNA-Ebene wirken (Watson, 1999). Diese schnellen Effekte der Androgene spielen vor
allem fir die intrazelluldre Calcium-Mobilisation eine Rolle (Benten et al., 1999). Die wichtigste
Funktion der Androgene ist zundchst die Festlegung des mannlichen Geschlechts, die
Entwicklung der primaren Geschlechtsorgane sowie die Entwicklung und Erhaltung des

mannlichen Phanotyps. Testosteron spielt auBerdem eine zentrale Rolle bei der reproduktiven
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und sexuellen Funktion des Mannes, indem es die Spermatogenese aufrecht erhalt und die
Keimzellapoptose verhindert (Singh et al.,, 1995). Daneben besitzen Androgene zahlreiche
metabolische Effekte. Sie fiihren zu einer Zunahme der Muskelmasse mit reziprok dazu
abnehmender Fettgewebsmasse, sie erhohen die Knochendichte sowie die Insulinsensitivitat
peripherer Gewebe. AuBerdem haben sie Einfluss auf Verhalten und Kognition (Nieschlag E,
Behre HM: Testosterone, Action, Deficiency, Substitution, 4. Auflage, Cambridge University
Press, Cambridge, 2012, pp. 114-115). Vor allem die positiven metabolischen Effekte sind
klinisch relevant, da Androgene (iber die Abnahme des viszeralen Fettgewebes die Pravalenz
des metabolischen Syndroms und damit einhergehenden Folgeerkrankungen senken (Marin et

al., 1993).

1.3.2 Androgene in der Adipogenese

Neben der Entwicklung der mannlichen Geschlechtsorgane sowie der sexuellen und
reproduktiven Funktion haben Androgene auch entscheidende metabolische Effekte. Vor
allem die inverse Korrelation zwischen totaler Testosteronkonzentration und der
Fettgewebsmasse des Korpers ist klinisch relevant (Blouin et al., 2005). Testosteron zeigt dabei
einen Einfluss auf das subkutane, priméar aber auf das viszerale Fettgewebe (Tsai et al., 2000)
Die pathophysiologischen Mechanismen, die diese Zusammenhange erklaren, sind langst nicht
alle bekannt und deshalb Gegenstand dieser Arbeit. Eine Studie an pluripotenten Maus-
Stammzellen zeigte, dass Androgene die Entwicklung der mesenchymalen Stammzellen hin zur
myogenen Differenzierung festlegen und somit die adipogene Differenzierung dieser
Stammzellen verhindern (Singh et al., 2003). Auch in humanen multipotenten Stammzellen
wird bereits die Determination zu adipogenen Stammzellen und somit die Entwicklung der
Praadipozyten durch Androgene gehemmt (Chazenbalk et al., 2013). Neben den Effekten auf
die Stammzelldeterminierung zeigen Androgene auch Effekte auf die nachfolgenden
Entwicklungsstufen der Fettzellen. In murinen 3T3-L1-Prdadipozyten konnte die adipogene
Differenzierung durch Testosteron gehemmt werden (Singh et al.,, 2006). Diese Hemmung
beruht auf einer verminderten Lipidakkumulation sowie einer verminderten Expression
Adipogenese-assoziierter Gene. Vor allem die Expression der Masterregulatoren PPAR-y und
C/EBP-a, aber auch die Expression von C/EBP-B und C/EBP-&6 wird durch Testosteron
vermindert (Hartig et al., 2013). Dihydrotestosteron hemmt sowohl die Differenzierung und
Proliferation der humanen mesenchymalen Stammzellen als auch die der humanen
Praadipozyten. Ahnlich der murinen Priadipozyten beruht auch diese Hemmung auf der
verminderten Lipidakkumulation sowie der verminderten Expression von PPAR-y, C/EBP-a und

Leptin (Gupta et al., 2008). Da PPAR-y und C/EBP-a. auch fiir die Aufrechterhaltung des
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differenzierten Zustandes verantwortlich sind, konnten fiir Androgene auch Effekte auf die
reifen Fettgewebszellen nachgewiesen werden (Sato et al., 2013). Reife Adipozyten sind durch
die Expression bestimmter Proteine in der Lage Energiereserven in Form von Triglyzeriden zu
speichern und Fettsduren bei Nahrstoffmangel freizugeben (Lipolyse). Verschiedene Studien
zeigen unter Testosteron-Behandlung nicht nur in den Adipozyten der Ratten eine erhdhte
Lipolyserate (Xu et al., 1991), sondern auch in den humanen Adipozyten aus
Zellkulturmodellen (Blouin et al, 2008). Auch unter Zugabe von Dihydrotestosteron zu
humanen Adipozyten konnte eine Zunahme der Lipolyse beobachtet werden. Weiterhin
bewirkt DHT Uber eine Hemmung der Diacylglycerol-Acyltransferase (DGAT-2) sowie der
Acetyl-CoA-Carboxylase-a (ACC-a) eine verminderte Aufnahme der Fettsduren und somit eine
verminderte Lipidsynthese in den Zellen. Die mit DHT behandelten Fettgewebskulturen zeigen
insgesamt eine geringere Differenzierung mit verminderter ZellgréBe und kleineren
Lipidansammlungen (Gupta et al., 2008). Eine weitere Eigenschaft des reifen Fettgewebes
stellt die Aktivitat als endokrines Organ dar. Die Fettzellen sind in der Lage Zytokine (TNF-a),
Chemokine und Adipozytokine (Leptin, Adiponektin) zu sezernieren, die an der Regulation
verschiedener Stoffwechselfunktionen beteiligt sind (Ali et al., 2013). Androgene kénnen auch
Uber eine Verdanderung der Expression dieser Faktoren zur Regulation der Adipogenese
beitragen. Die Expression des Adipozyten-spezifischen Proteins Leptin, welches mit
zunehmender Fettgewebsmasse verstarkt sezerniert wird (Caro et al., 1996), wird sowohl von
Testosteron als auch von Dihydrotestosteron gehemmt. Die Ursachen fiir die inverse
Beziehung zwischen Androgenen und Leptin sind unklar. Da Leptin die Nahrungsaufnahme
hemmt, scheint der Androgeneffekt vor allem fiir den erhéhten Energiebedarf des Mannes
eine Rolle zu spielen (Wabitsch et al., 1997). Das proinflammatorische Zytokin TNF-a, welches
ebenfalls mit zunehmender Fettgewebsmasse verstarkt sezerniert wird, ist an der Entwicklung
des Diabetes mellitus Typ 2 sowie weiterer kardiovaskularer Erkrankungen beteiligt (Ridker et
al., 2000). Durch eine Testosteron-Substitutionstherapie bei hypogonadalen Mannern konnte
eine signifikante Abnahme der TNF-a-Serumkonzentration nachgewiesen werden. Dieses
Ergebnis zeigt einen positiven Effekt der Androgene auf die zunehmende Inflammation im
Fettgewebe und damit einhergehender Folgeerkrankungen (Malkin et al., 2004). Adiponektin,
ein weiteres Adipozyten-spezifisches Protein mit antidiabetogenen und antiatherogenen
Effekten, zeigt widerspriichliche Ergebnisse in seiner Expression unter Androgensubstitution.
Die Serumkonzentration von Adiponektin liegt bei Mannern deutlich niedriger als die bei
Frauen, jedoch konnte in den durchgefiihrten in-vitro-Versuchen keine Verdanderung der
Adiponektin-Expression unter Zugabe von Androgenen gezeigt werden. Diese Ergebnisse

deuten auf einen weiteren Faktor im Serum hin, der durch Androgene reguliert wird und die
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geschlechtsspezifischen Unterschiede der Adiponektin-Expression erklaren kdnnte (Nishizawa

et al., 2002; Horenburg et al., 2008).
1.4 MicroRNAs

1.4.1 Biologische Funktionen

MicroRNAs (miRs) sind kurze, einzelstrdangige, nicht-kodierende RNA-Molekiile endogenen
Ursprungs, welche zeitlich reguliert und gewebsspezifisch exprimiert werden (Lagos-Quintana
et al., 2002). Lee und Kollegen entdeckten 1993 im Fadenwurm Caenorhabditis elegans das
Gen lin-4, welches nicht fiir ein Protein kodiert, sondern schmale RNA-Molekiile exprimiert, die
an der Entwicklung der Larven beteiligt sind (Lee et al., 1993). Wightman und Mitarbeiter
konnten zeigen, dass diese lin-4-RNAs komplementar im 3’UTR der lin-14-mRNA binden
(Wightman et al.,, 1991) und somit vor allem die lin-14-Proteinexpression hemmen. Diese
spezifische translationale Repression verhindert den Ubergang vom ersten zum zweiten
Larvenstadium und damit entscheidende Entwicklungsprozesse des C. elegans (Wightman et
al., 1993). Bis heute wurden 2588 humane microRNAs (http://www.mirbase.org/cgi-
bin/browse.pl, aufgerufen am 28.03.2017) beschrieben, die als konservierte Regulatoren der
Genexpression das Proteinprofil der Zellen beeinflussen und im Zusammenspiel mit anderen

Faktoren die verschiedensten biologischen Funktionen steuern.

Die Gene der humanen microRNAs liegen im Genom verteilt und kénnen auf allen
Chromosomen vorkommen, aufler auf dem Y-Chromosom. Einige miRs liegen in Clustern vor
(Lau et al., 2001) und werden als polycistronische Primartranskripte transkribiert (Lee et al.,
2002). Diese Cluster entstehen durch Genduplikationen, sodass die einzelnen microRNAs
oftmals dieselben Gene oder zumindest denselben Signalweg beeinflussen. Rodriguez und
Kollegen zeigten, dass die meisten miR-Gene in definierten Transkriptionseinheiten
(transcription units, TUs) innerhalb der Introns Protein-kodierender oder nicht Protein-
kodierender Regionen oder sogar in TUs nicht Protein-kodierender Exons lokalisiert sind.
AuRerdem gibt es durch alternative Splicing-Varianten auch ,mixed” microRNAs, deren Gene
innerhalb von Introns oder Exons liegen (Rodriguez et al., 2004). Anstelle eines eigenen
Promotors werden die meisten microRNAs durch die Promotoren ihrer Zielgene transkribiert
(Baskerville und Bartel, 2005), welche eine Bindestelle fiir die RNA-Polymerase 2 (Pol-2)
enthalten. Die Pol-2 ist fiir die Transkription des Grof3teils der miR-Gene verantwortlich (Lee et
al., 2004). Wie alle Pol-2-Transkripte tragt das Primartranskript einer microRNA (pri-microRNA)
eine 7-Methylguanosin-Kappe und einen Poly-A-Schwanz (Cai et al., 2004). Die doppelstriangige

pri-microRNA besteht aus etwa 33 Basenpaaren und enthalt eine Haarnadel-Struktur. Diese
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»stem-loop“-Struktur stellt die Vorlaufer-microRNA (pre-microRNA) dar und wird von der
nukledren Endoribonuklease 3 (Drosha) aus der pri-microRNA herausgeschnitten (Lee et al.,
2003). Zusammen mit dem Kofaktor DiGeorge syndrome critical region gene 8 (DGCR-8), der
fur die Erkennung der doppelstrangigen RNA verantwortlich ist, bildet Drosha den
Mikroprozessor-Komplex (Gregory et al., 2004). Es entsteht eine 60 bis 70 Nukleotide lange
pre-microRNA mit einem 3’-Uberhang (Basyuk et al., 2003). Die tibrigen Fragmente werden im
Kern degradiert. Uber den Ran-dependent nuclear transport receptor Exportin-5 (Exp-5) wird
die pre-microRNA ins Zytoplasma transportiert (Bohnsack et al., 2004). Dort befindet sich die
zytoplasmatische Endoribonuklease 3 (Dicer), die aus mehreren Doméanen besteht. Die PAZ-
Domane bindet die pre-microRNA (Park et al., 2011), wahrend eine Helikase der N-terminalen
Domane die einzelstrangige , stem-loop“-Struktur erkennt und somit die Schnittstelle markiert
(Tsutsumi et al., 2011). Das RNase-3a/b-Tandem der C-terminalen Doméne entfernt die ,stem-
loop“-Struktur, sodass ein instabiler, 22 Nukleotide langer microRNA-microRNA*-Duplex
entsteht (Lau et al., 2012). Der entstandene Duplex wird von Argonaute-Proteinen als Teil des
RNA-induced silencing complex (RISC) erkannt und in zwei Einzelstrange gespalten. Nur der
Strang mit dem thermodynamisch instabileren 5°-Ende kann von einem Helikase-dhnlichen
Enzym entwunden und dem RISC zugefiihrt werden. Der dazu komplementadre Strang wird
degradiert (Khvorova et al., 2003). Die Nukleotide zwei bis acht am 5°-Ende einer miR werden
als ,,seed“-Sequenz bezeichnet. Sie sind konserviert, konnen komplementar im 3'UTR der Ziel-
MRNA binden und Uiber zwei Wege die Proteinexpression beeinflussen (Lewis et al., 2003).
Sind die microRNA und die Ziel-mRNA perfekt komplementar, wird die mRNA zerschnitten,
ansonsten erfolgt eine translationale Reprimierung durch eine gestérte Bildung des
ribosomalen Komplexes im Zytoplasma (Hutvagner et al., 2002; Valencia-Sanchez et al., 2006).
Man geht davon aus, dass microRNAs so an der Regulation von Uber 60 % der humanen
MRNAs beteiligt sind (Siomi und Siomi, 2010). Durch ihre posttranskriptionelle Regulation der
Genexpression nehmen sie somit eine entscheidende Rolle in verschiedenen biologischen

Funktionen, aber auch in der Entstehung einer Vielzahl von Krankheiten ein.
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Abbildung 3: Biogenese einer microRNA. Im Zellkern erfolgt zunachst die Transkription durch die RNA-Polymerase-2
(Pol-2). Es entsteht ein Primartranskript (pri-microRNA) mit einer 7-Methylguanosin-Kappe und einem Poly-A-
Schwanz. Die doppelstrangige pri-microRNA besteht aus etwa 33 Basenpaaren und enthdlt eine Haarnadel-Struktur.
Diese Haarnadel-Struktur stellt die Vorlaufer-microRNA (pre-microRNA) dar und wird von der nukledren
Endoribonuklease 3 (Drosha) zusammen mit dem Kofaktor DiGeorge syndrome critical region gene 8 (DGCR-8) aus
der pri-microRNA herausgeschnitten. Die pre-microRNA wird Giber den Ran-dependent nuclear transport receptor
Exportin-5 (Exp-5) ins Zytoplasma transportiert und dort von der Endoribonuklease 3 (Dicer) zu einem 22 Nukleotide
langen, instabilen microRNA-microRNA*-Duplex prozessiert. Der Duplex wird von Argonaute-Proteinen (Ago)
erkannt, entwunden und gespalten. Nach Aufnahme der reifen microRNA in den RNA-induced silencing complex
(RISC) beeinflusst diese die Proteinexpression verschiedener Gene iber eine komplementare Bindung an der 3'UTR
der mRNA. Der instabile microRNA*-Strang wird abgebaut (modifiziert nach Yates et al., 2013).

1.4.2 MicroRNAs in der Adipogenese

MicroRNAs weisen bei einer Vielzahl an biologischen Funktionen entscheidende regulatorische
Effekte auf. Sie sind an der Steuerung der Zellproliferation und -differenzierung sowie der
Apoptose, des Fettmetabolismus und der Regulation verschiedener metabolischer Regelkreise
beteiligt (Singh et al., 2008). Besonders die Beteiligung der microRNAs in der Steuerung der
Adipogenese ist fir die Entstehung vieler chronischer Erkrankungen wie Diabetes mellitus Typ
2, Krebs und kardiovaskularer Krankheitsbilder relevant (Lu et al., 2005; D’Alessandra et al.,
2010). MicroRNAs kénnen in den verschiedenen Entwicklungsstufen der Fettzellen ansetzen
und die zahlreichen Signalwege oder Transkriptionsfaktoren beeinflussen, die die adipogene
Differenzierung steuern. PPAR-y ist sowohl ein Zielgen der microRNA-27a, welche nach
Uberexpression in murinen 3T3-L1-Zellen die adipogene Differenzierung hemmt, als auch ein
Zielgen der miR-27b, welche die Differenzierung in humanen mesenchymalen Stammzellen
hemmt (Karbiener et al.,, 2009; Kim et al.,, 2010). Eine weitere Adipogenese-hemmende

microRNA stellt die miR-31 dar. Uber eine Hemmung der C/EBP-a-Expression fiihrt sie in
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murinen mesenchymalen Stammzellen zu einer Abnahme der adipogenen Differenzierung (Sun
et al., 2009). Ahnliche Effekte wurden fiir die miR-326 beschrieben (Tang et al., 2009). Die miR-
448 gilt als ein potentieller Inhibitor der Adipogenese in 3T3-L1-Adipozyten, da sie die
Expression des KLF-5 hemmt (Kinoshita et al., 2010). Qin und Kollegen fanden heraus, dass
insgesamt 18 miRNAs die Adipogenese lber eine Hemmung des Wnt-Signalweges férdern und
29 miRNAs Uber eine Aktivierung des Signalweges die Fettzellentwicklung inhibieren. Jedoch
konnten bisher nur TCF-7I12 als Zielgen der miR-210 und TCF als Zielgen der miR-8 identifiziert
werden. Durch eine Uberexpression der miR-210 in 3T3-L1-Zellen wird die Adipogenese
stimuliert (Qin et al.,, 2010). Die miR-21 hingegen bewirkt eine Hemmung des TGF-B-
Signalweges. Durch eine verminderte Expression der TGF-B-Rezeptor-Kinase-2 (TBR-2) kommt

es zu einer Zunahme der adipogenen Differenzierung in hADSC (Kim et al., 2009).

Bisher wurden 31 microRNAs oder microRNA-Familien identifiziert, die in der Adipogenese
verschiedener humaner Zellsysteme eine Rolle spielen (siehe Tabelle 1). Eine ahnlich groRe

Zahl ergibt sich flr die microRNAs, die in murinen Zellsystemen evaluiert werden konnten.

Tabelle 1: Adipogenese-assoziierte microRNAs in humanen Adipozyten-Zellsystemen. hMSC = humane
mesenchymale Stammzellen; hADSC = human adipose-derived stemcells; hMADS = human multipotent adipose-
tissue-derived stemcells; SGBS = Simpson-Golabi-Behmel Syndrom-Zellen; + = stimulierende Effekte in der
Adipogenese; - = hemmende Effekte in der Adipogenese

microRNA Effekte in der | Zellsystem Zielgen Referenz
Adipogenese

mir-17-5p + hADSC BMP-2 Li et al., 2013a
miR-21 + hADSC TBR-2 Kim et al., 2009
miR-21 - hMSC SPRY-2 Mei et al., 2013
miR-26 + hADSC Adam-17 Karbiener et al., 2014b
miR-27b - hMSC PPAR-y Karbiener et al., 2009
miR-29b + hADSC Zhang et al., 2016

miR-30a/d + hADSC RUNX-2 Zaragosi et al., 2011
miR-30c + hADSC PAI-1, ALK-2 Karbiener et al., 2014a
miR-96 + hMSC - Laine et al., 2012
miR-106a + hADSC BMP-2 Li et al., 2013a

miR-125b-5p + SGBS MMP-11 Rockstroh et al., 2016

miR-124 + hMSC - Laine et al., 2012
miR-130 - hMSC PPAR-y Lee etal., 2011
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miR-137 - hADSC CDC-42 Shin et al., 2014
miR-138 - hADSC EID-1 Yang et al., 2011
miR-143 + hMSC ERK-5 Esau et al., 2004
miR-148a + hMSC Whnt-1 Shi et al., 2015
miR-155 - hMSC - Skarn et al., 2012
miR-194 - hMSC COUP-TF-2 Jeongetal., 2014
miR-204-5p + hADSC DVL-3 He et al., 2015
miR-221/222 + hMSC --- Skarn et al., 2012
miR-320 + hMSC RUNX-2 Hamam et al., 2014
miR-335 - hMSC RUNX-2 Tomé et al., 2011
miR-342-3p + hMSC CtBP-2 Wang et al., 2015
miR-363 - hADSC E2F-3 Chen etal., 2014
miR-369-5p - hMSC DNMT3A Bork et al., 2011
miR-371 + hMSC DNMT3A Bork et al., 2011
miR-375 - SGBS ADIPOR-2 Kraus et al., 2015
miR-486-5p - hADSC Sirt-1 Kim et al., 2012
miR-642a-3p + hADSC Zaragosi et al., 2011
miR-1275 - hADSC ELK-1 Pang et al., 2016
miR-1908 - hMADS --- Yang et al., 2015

Die in-vitro Ergebnisse unterscheiden sich jedoch zum Teil stark von den Ergebnissen in-vivo.
Dies kann zum einen an den verschiedenen Geweben liegen, die in den einzelnen Arbeiten
untersucht wurden, zum anderen aber auch an der Fille der Regulatoren, die in-vivo
miteinander agieren. In-vivo zeigt sich eine Downregulation der miR-143 sowie der miR-659 im
Fettgewebe Ubergewichtiger Patienten, wdhrend die miR-103 und die miR-150 verstarkt
exprimiert werden (Martinelli et al., 2010; Ortega et al., 2010). Adipositas geht auBRerdem mit
einem veranderten Expressionsprofil im Plasma zirkulierender humaner microRNAs einher.
Wahrend die Konzentrationen der miR-140-5p und der miR-142-3p bei stark tibergewichtigen
Patienten ansteigen, fallen die Konzentrationen der miR-532-5p, miR-125b, miR-130b, miR-
221, miR-15a, miR-520c-3p sowie der miR-423-5p ab (Ortega et al., 2013). Verdanderungen der
Expression der miR-197, miR-23a, miR-509-5p, miR-130a, miR-195, miR-27a und der miR-320a
im Plasma gehen auBerdem mit einem erhéhtem Risiko der Entstehung des metabolischen

Syndroms einher (Karolina et al., 2012). microRNAs stellen somit in Zukunft nicht nur mogliche
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Biomarker, sondern auch potentielle therapeutische Targets in der Behandlung systemischer

Erkrankungen dar.

1.4.3 Androgen-responsive MicroRNAs

Die meisten Studien, die die Interaktion zwischen Androgenen und microRNAs untersuchen,
arbeiten mit Prostatakarzinom-Zelllinien. In diesen Zelllinien konnte gezeigt werden, dass es
microRNAs gibt, die ihr Expressionsmuster unter dem Einfluss von Androgenen verandern. Die
miR-125b weist innerhalb verschiedener Prostatakarzinom-Zellsysteme eine Androgen-
abhangige Regulation auf und Gbt somit Einfluss auf die Proliferation dieser Zellen aus (Shi et
al., 2007). AuRerdem zeigten sich die miR-21, miR-155, miR-135a und b, miR-144, miR-448 und
die miR-654 in Prostatakarzinom-Zellen als Androgen-regulierte microRNAs (Wang et al.,
2008b). Doch nicht nur in Prostatakarzinom-Zelllinien wurden Androgen-responsive
microRNAs nachgewiesen, sondern auch in murinen Zellsystemen. Panneerdoss und Kollegen
konnten insgesamt 28 microRNAs identifizieren, die in Maus-Sertolizellen Androgen-abhangig
exprimiert werden (Panneerdoss et al., 2012). Studien, die Androgen-responsive microRNAs in
Fettzellsystemen untersuchen, existieren bisher kaum. Lediglich eine Arbeit beschreibt die
Androgen-abhangige Regulation der miR-375 in humanen SGBS-Praadipozyten (Kraus et al.,
2015). Weitere Untersuchungen sind notig, um microRNAs zu identifizieren, die Androgen-
abhangig die Adipogenese regulieren und somit als mogliche therapeutische Targets in der

Behandlung der metabolischen Folgen des LOH dienen.
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2. Zielsetzung der Arbeit

Der Late-onset-Hypogonadismus ist ein Krankheitsbild des alternden Mannes, welches,
getriggert durch eine abnehmende Testosteronkonzentration im Serum, u.a. mit einer
Zunahme des viszeralen Fettgewebes und damit verbundenen Folgeerkrankungen einhergeht.
Die molekularen Mechanismen der gesteigerten Adipogenese unter Testosteronmangel sind
langst nicht alle bekannt. MicroRNAs, als posttranskriptionelle Genregulatoren, sind an der
Regulation einer Vielzahl an physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt und
scheinen auch in der Regulation der adipogenen Differenzierung eine entscheidende Rolle zu
spielen. Bisher sind jedoch nur wenige Adipogenese-assoziierte microRNAs bekannt, deren

Expression durch Androgene gesteuert wird.

Im Rahmen dieser Arbeit soll (1) mittels quantitativen Real-Time-PCRs die Expression des
microRNA-Clusters-130/301 wéhrend der Adipogenese in SGBS-Praadipozyten unter Zugabe
von Testosteron oder Dihydrotestosteron vermessen werden, um eine Androgen-abhangige

Regulation dieser microRNA nachzuweisen.

Weiterhin erfolgt (2) die Suche moglicher Zielgene der miR-130a als prominentestes Mitglied
des microRNA-Clusters. Die putativen Zielgene Androgenrezeptor, AdipoQ, Leptin, PPAR-y,
TNF-a, RASD-1 und ARHGEF-12, die im Zusammenhang mit der Adipogenese stehen, sollen

mittels Luziferase-Assays in-vitro verifiziert werden.

AnschlieBend wird (3) die mRNA- sowie die Protein-Expression der verifizierten Zielgene
mittels quantitativer Real-Time-PCRs bzw. mittels Western-Blot-Analysen nach Adipogenese-
Induktion in SGBS-Zellen vermessen, um die Expression der Gene im Verlauf der adipogenen
Differenzierung zu detektieren. Auferdem soll eine mogliche Expressionsidnderung der

Targetgene unter Androgensubstition wahrend der Fettzellentwicklung untersucht werden.

Mit diesen Untersuchungen soll das microRNA-Cluster-130/301 als ein regulierender Faktor in
der Adipogenese identifiziert werden und der Einfluss der Androgene auf dessen Expression
sowie auf die Expression der verifizierten Zielgene untersucht werden, um einen mdglichen
Zusammenhang dieser Faktoren in der Entstehung der metabolischen Symptome des Late-
onset-Hypogonadismus aufzuzeigen. Eine Androgen-Substitutionstherapie stellt bisher die
einzige kausale Behandlungsmethode der zunehmenden Adipositas und damit verbundener
metabolischer Folgeerkrankungen im Rahmen dieser Erkrankung des alternden Mannes dar. In
Zukunft konnte das microRNA-Cluster-130/301 neben oder zusammen mit den Androgenen

ein therapeutisches Target in der Behandlung dieser Symptome sein.
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3. Material

3.1 Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien wurden in der Zellkultur des Zentrums fir Reproduktionsmedizin
und Andrologie der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg nach Standardprotokollen
kultiviert. Die Zelllinie SAOS-2 wurde von ATCC bezogen, die Zelllinie SGBS wurde
freundlicherweise von Prof. Dr. med. M. Wabitsch aus Ulm bereitgestellt und nach dessen

Standardprotokollen kultiviert.

Tabelle 2: Zelllinien

Bezeichnung Ursprungsgewebe Referenzen ATCC-Nummer
SAOS-2 Osteosarkom Fogh et al., 1977 HTB-85
SGBS viszerales Fettgewebe Wabitsch et al., 2001

3.2 Vektoren

Tabelle 3: Vektoren

Vektor Antibiotikaresistenz Firma Verwendungszweck
pCR2.1 Kanamycin, Ampicillin Invitrogen (Karlsruhe) Klonierung
psiCheck2 Ampicillin Promega (Heidelberg) Luziferase-Assay
3.3 Primer

Die folgenden Primer wurden mittels des Programms CloneManager designt und von der

Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) synthetisiert:

Tabelle 4: Primer fiir Klonierung und quantitative real-time PCR. Fw = forward, rv = reverse.

Primer Sequenz 5> 3’ Orientierung
ADIPOQ-fw CTCGAGAGCTCCTGTCTTGGAAGGACTAC sense
ADIPOQ-rv GCGGCCGCAACCTGAAGTCTCAGCTACTC antisense

AR-fw CTCGAGAGCCCCAGTGAAGCATTGGAAAC sense

AR-rv GCGGCCGCAGTGTGGCTGGCACAGAGTAG antisense
ARHGEF12-fw 1 GGTGGCGCACTCGAGCCGAGGGTGGGATGGGAGTGGGTA sense
ARHGEF12-rv 1 GGTGGCGCGGCCGCACCGCAATCACGGCCCCGTGTGGAA antisense
ARHGEF12-fw 2 GGTGGCGCACTCGAGCCGCTGTCATGTGCACACTGTTGG sense
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ARHGEF12-rv 2 GGTGGCGCGGCCGCACCGGTCTGACAGTCACTGACAGG antisense
GAPDH-fw CAAGGTCATCCATGACAACTTTG sense
GAPDH-rv GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG antisense
Leptin-fw CTCGAGAGCCCCTCAGGGATCTTGCATTC sense
Leptin-rv GCGGCCGCAACCCTTCAAGGTCCCTTCAG antisense
PPARy-fw CTCGAGAGCGAGCCCAAGTTTGAGTTTGC sense
PPARy-rv GCGGCCGCAAGGTGTCAGATTTTCCCTCA antisense
RASD1-fw GGTGGCGCACTCGAGCCGTGCCCGCTTGAGGGTCAGGA sense
RASD1-rv GGTGGCGCGGCCGCACCGTAAAGACCTCACACACACAC antisense
TNFa-fw CTCGAGAGCGGGCCTACAGCTTTGATCCC sense

TNFa-rv GCGGCCGCAGGAGCAGAGGCTCAGCAATG antisense

Die weiteren Primer wurden ebenfalls mittels des Programms CloneManager designt und von

der Firma Sigma-Aldrich (Steinheim) synthetisiert.

Tabelle 5: Mutagenese-Primer. Fw = forward, rv = reverse.

Primer Sequenz 5 3’ Orientierung
ADIPOQ-fw 1 CCCTACACTACTCTACTTCC sense
ADIPOQ-rv 1 GGAAGTAGAGTAGTGTAGGG antisense

AR-fw 1 AACTCTACACTACTCCTCTG sense

AR-rv 1 CAGAGGAGTAGTGTAGAGTT antisense

ARHGEF12-fw 1 ATTTTCGCACTGATGGTGCCAAAGG sense
ARHGEF12-rv 1 CCTTTGGCACCATCAGTGCGAAAAT antisense
ARHGEF12-fw 2 GGCTGTATGTTTCTGGCACAAAATATTGGTCATC sense
ARHGEF12-rv 2 GATGACCAATATTTTGTGCCAGAAACATACAGCC antisense
Leptin-fw 1 CCCTGCTCGCACTTTGTAAC sense
Leptin-rv 1 GTTACAAAGTGCGAGCAGGG antisense
PPARy-fw 1 TTCTTCCAGTCGCACTATTC sense
PPARy-rv 1 GAATAGTGCGACTGGAAGAA antisense
RASD1-fw 1 CAAAACTCGCACTTTAACGGTAGTTCC sense
RSASD1-rv 1 GGAACTACCGTTAAAGTGCGAGTTTTG antisense
RASD1-fw 2 GGACACGCACGAAACCTTAC sense
RASD1-rv 2 GTAAGGTTTCGTGCGTGTCC antisense
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TNFa-fw 1

GCCAGCTCCCTCTATTTATGTTCGCACTTG

sense

TNFa-rv 1

CAAGTGCGAACATAAATAGAGGGAGCTGGC

antisense

Die verwendeten microRNA-Primer enthalten den stem-loop-Primer und den TagMan-Primer

fiir die entsprechende microRNA und wurden von der Firma Applied Biosystems (Darmstadt)

synthetisiert.

Tabelle 6: TagMan-Primer

Bezeichnung

Assay-ID

hsa-miR-130a Hs04231495_s1
hsa-miR-301 Hs04231543 sl
U18-snoRNA 001204
3.4 Oligonukleotide
Tabelle 7: microRNA-sequenzgleiche Oligonukleotide
Bezeichnung Sequenz 5> 3’ Firma
hsa-miR-130a CAGUGCAAUGUUAAAAGGGCAU
hsa-miR-301a CAGUGCAAUAGUAUUGUCAAAGC Ambion
Anti-miR Negativ Control random sequence Pre-miR™ (Kassel)
molecule
3.5 Antikorper
Tabelle 8: Primar- und Sekundéarantikorper
Antigen Ursprungsorganismus Klon Firma Verdiinnung
Primarantikérper
CellSignaling
AR Kaninchen; monoklonal | D6F11 1:500
(Frankfurt/Main)
Abcam
Adiponektin Maus; monoklonal 19F1 1:1000
(Cambridge, UK)
CellSignaling
PPAR-y Kaninchen; monoklonal 81B8 1:1000
(Frankfurt/Main)
Santa Cruz
TNF-a Maus; monoklonal Cc-4 1:200
(Heidelberg)
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Sigma
B-Actin Maus; monoklonal AC-15 1:10000
(Steinheim)
Sekundarantikérper
Dako
Anti-Maus-IgG Kaninchen; polyklonal --- 1:2500
(Hamburg)
CellSignaling
Anti-Kaninchen-IgG Ziege; polyklonal --- 1:2500
(Frankfurt/Main)

3.6 Kits

BigDyeDirect Cycle Sequencing Kit

DNase, RNase-free (1500 Kunitz-Units)
Dual-Glo Luciferase Assay System

ECL Prime Western Blotting Detection Reagenz
FuGene HD Transfection Reagent

Hot FIREPol DNA Polymerase

Interferin siRNA Transfection Reagent
OneShot TOP10-Zellen (E.coli)

PCR Mycoplasma Test Kit
PeqGoldPhaseTrap A

Protein-Assay-Kit (Bradford-Reagenz)
QlAquickGelextraktionskit

Maxima SyBrGreen/ROXgPCR Master Mix
QuikChange Site-DirectedMutagenesis Kit
RevertAid H Minus First Strand

cDNA Synthesis Kit

TA Cloning Kit

ZR Plasmid Miniprep Classic

Zyppy Plasmid Maxiprep Kit
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Applied Biosystems (Darmstadt)
Qiagen (Hilden)

Promega (Mannheim)

GE Healthcare (Miinchen)
Promega (Mannheim)

Solis BioDyne (Tartu)

Polyplus Transfection (New York)
Invitrogen (Karlsruhe)
AppliChem (Darmstadt)

Peqlab (Erlangen)

Biorad (Miinchen)

Qiagen (Hilden)

Fermentas (St-Leon-Rot)

Agilent (Waldbronn)

Fermentas (St-Leon-Rot)
Invitrogen (Karlsruhe)
Zymo Research (Freiburg)

Zymo Research (Freiburg)




3.7 Chemikalien und Reagenzien

Agar

Agarose

Ampicillin

Apotransferrin

Biotin

Borsdure

Bovines Serum Albumin (BSA)
Chloroform

Deoxycholat

Dexamethason

Dihydrotestosteron (DHT)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNA-Standard (100 bp-Leiter)
D-Pantothensdure

Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium
(DMEM high glucose; 4,5 g/I L-Glukose)
Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium
(DMEM/F12)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglycoltetraacetat (EGTA)
Ethanol (96 %)

Ethidiumbromid (10 mg/1)

Fotales Bovines Serum

Gel Pilot Loading Dye (5x)

Glycerin

Glykogen (200 pg/ml)

Hydrocortison

Insulin

Isobutylmethylxanthin
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Invitrogen (Karlsruhe)
Serva (Heidelberg)
AppliChem (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
AppliChem (Darmstadt)
Promega (Mannheim)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Gibco (Darmstadt)

Gibco (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
Serva (Heidelberg)

Gibco (Darmstadt)
Qiagen (Hilden)
AppliChem (Darmstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Sigma-Aldrich (Steinheim)



Isopropanol

Kodak Professional D19 Entwickler

Kodak Professional D19 Fixierer-Konzentrat

LDS Sample Buffer (4x)
LB-Medium

MES-Puffer (20x)

Methanol (100 %)

Milchpulver

Natriumchlorid

Notl (Restriktionsenzym)
NuPage Bis-Tris-Gel (4 %-12 %)
PBS Dulbecco
PenStrep(Penicillin und Streptomycin)
Protease-Inhibitor
Rosiglitazone

Proteinstandard SeeBlue Plus 2
RDD-Puffer (DNA Digest Buffer)
Sample Reducing Agent (10x)
Testosteron

Transferpuffer (20x)
Triiodthyronin

Tris

TritonX-100

TRIzoL-Reagenz

Trypsin

Trypan Blue Stain (0,4 %)
Tween 20

Xhol (Restriktionsenzym)
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AppliChem (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Novex (Darmstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)
Novex (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)
AppliChem (Darmstadt)
Fermentas (St-Leon-Rot)
Novex (Darmstadt)
Biochrom GmbH (Berlin)
Gibco (Darmstadt)
Qiagen (Hilden)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Invitrogen (Karlsruhe)
Qiagen (Hilden)

Novex (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
Novex (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
AppliChem (Darmstadt)
Serva (Heidelberg)
Invitrogen (Karlsruhe)

Gibco (Darmstadt)

Applied Biosystems (Darmstadt)

AppliChem (Darmstadt)

Fermentas (St-Leon-Rot)



3.8 Gerite und Verbrauchsmaterialien

15/50 ml Réhrchen
Amersham Hyperfilm ECL
Analysewaage
Becherglaser

Brutschrank HeraCell 240i
Einweghandschuhe
Elektrophoresegerat
Freezing Container (Kryokonservierung)
Handzentrifuge
Kuhlschrank

Kdvetten

Kryordéhrchen
Magnetriihrer
Magnetriihrstabchen
Megafuge 1.0 R
Messzylinder
Mikropipetten

Mikroskop Eclipse T5100
Parafilm

Photometer Bio

Pipetboy

Pipetten

Plattenreader GENios
PVDF-Membran
ReaktionsgefaRe (0,2/0,5/1,5/2,0 ml)
Real-Time Cycler
Rollmischer

Schiittler Unimax 1010

SterilbankHERAsafe
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Greiner (Nirtingen)

GE Healthcare (Miinchen)
Kern (Balingen)

Merck (Darmstadt)
ThermoScientific (Schwerte)
Sempermed (Wien)

Biorad (Miinchen)

Nalgene (Hereford)

Biozym (Hessisch Oldendorf)
Ewald (Bad Nenndorf)
Eppendorf (Hamburg)
Nalgene (Hereford)
IKA-Labortechnik (Staufen)
Merck (Darmstadt)

Heraeus (Hanau)

Merck (Darmstadt)
Eppendorf (Hamburg)

Nikon (Dusseldorf)

Merck (Darmstadt)
Eppendorf (Hamburg)
Integra Bioscience (Fernwald)
Eppendorf (Hamburg)
Tecan (Groding)

Millipore (Schwabach)
Eppendorf (Hamburg)
Biorad (Miinchen)

Kisker (Steinfurt)

Heidolph (Schwabach)

Heraeus (Hanau)



ThermocyclerT3000
Thermomixer 5436
Wasserbad

Vortex-Schiittler

Biometra (Gottingen)
Eppendorf (Hamburg)
Memmert (Schwabach)

StarLab (Hamburg)

Zellkultur-Plastikartikel (25/75/175 cm? Gewebekulturflaschen,

Pipettenspitzen, Einmalpipetten, 96-well-Platten)

Westernblot-Kammer
Zentrifuge 5414 D
Zentrifuge 4-5 L
Zellzahlkammern

Zellzahlgerat

3.9 Puffer und Lésungen

3.9.1 Zellkultur
PBS Dulbecco

Trypsin

Kultivierungsmedium SAOS-2:

Basalmedium SGBS:

Kultivierungsmedium SGBS:

Greiner (Nirtingen)
Biorad (Miinchen)
Eppendorf (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

500 ml DMEM high-glucose

50 ml Fotales Bovines Serum

5 ml Antibiotika (Penicillin und Streptomycin)
bei 4°C aufbewahren

500 m| DMEM/F12

5 ml Antibiotika (Penicillin und Streptomycin)
500 ul Biotin

200 pul D-Pantothensaure

bei 4°C aufbewahren

500 m| DMEM/F12

50 ml Fétales Bovines Serum

5 ml Antibiotika (Penicillin und Streptomycin)
500 ul Biotin

200 ul D-Pantothensaure
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bei 4°C aufbewahren
Differenzierungsmedium SGBS: 500 ml DMEM/F12

5 ml Antibiotika (Penicillin und Streptomycin)

2,5 ml Apotransferrin

1 ml Insulin

500 pl Biotin

500 ul Hydrocortison

500 pl Dexamethason

500 pl Isobutylmethylxanthin

200 pul D-Pantothensaure

50 ul Triiodthyreonin

50 ul Rosiglitazone

bei 4°C aufbewahren
3FC-Medium SGBS: 500 m| DMEM/F12

5 ml Antibiotika (Penicillin und Streptomycin)

2,5 ml Apotransferrin

1 ml Insulin

500 ul Biotin

500 ul Hydrocortison

200 pul D-Pantothensaure

50 pl Triiodthyreonin

bei 4°C aufbewahren
Gefriermedium: Fotales Bovines Serum

10 % Glycerin

3.9.2 Proteinisolation

RIPA-Lysepuffer: 50 nM (pH 7,4) Tris-HCI
200 nM NaCl
1 mM EDTA
1 mM EGTA

1 % TritonX-100
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0,25 % Deoxycholat

3.9.3 Agarosegel-Elektrophorese
10x TBE-Puffer: 54 g Tris

27,5 g Borsaure
20 ml EDTA (0,5 M; pH 8,0)
in 11 Aqua bidest. |6sen

3.9.4 Klonierung

LB-Medium: 20 gin 11 Aqua bidest. |I6sen und autoklavieren
Zusatz von Ampicillin (100 mg/I)

LB-Agar fiir Bakterienkulturen: 32 gin 11 Aqua bidest. I16sen und autoklavieren
Zusatz von Ampicillin (100 mg/I)

3.9.5 Western-Blot
10x TBS: 100 ml 5 M NaCl

300 ml 1 M Tris-HCI (pH 8,0)
600 ml Aqua bidest.
Ix TBS-T: 50 ml 10x TBS
500 ul Tween 20
450 ml Aqua bidest.
Transferpuffer: 50 ml Transferpuffer (20x)
100 ml Methanol
850 ml Aqua bidest.

bei 4°C aufbewahren

4. Methodik

4.1  Erstellung der Luziferase-Vektoren

Zur in vitro-Bestimmung von Zielgenen einer microRNA mittels Luziferase-Assay, wurden
Fragmente aus dem 3’UTR der mRNA des putativen Zielgens, welche die Bindestelle der
microRNA enthalten, in psiCheck2-Vektoren kloniert. Die dafiir verwendeten Methoden

werden im Folgenden genauer erlautert.
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4.1.1 PCR
Zur Amplifizierung der gewiinschten Genabschnitte erfolgte eine Polymerase-Kettenreaktion

unter Verwendung spezifischer Primer. Daflir wurde folgender Reaktionsansatz (15 ul)

gewahlt:
9,1 ul Wasser (RNase-frei)
1,5l Puffer (10x)
1,2 ul MgCl, (25 mM)
1,0 pl dNTPs (10 mM)
0,5 ul fw-Primer (10 uM)
0,5 ul rv-Primer (10 uM)
1,0 pl cDNA

Das verwendete Programm enthielt folgende Schritte:

1.95°C 15 min
2.95°C 20 sec
3.60°C 30 sec
4.72°C 30 sec

Schritt 2-4 30x wiederholen
5.72°C 5 min
6.4°C
Die amplifizierte cDNA wurde im Anschluss daran mittels Agarose-Gelelektrophorese der

Grole nach aufgetrennt.

4.1.2 Agarose-Gelelektrophorese und cDNA-Aufreinigung

Die PCR-Effizienz wurde durch die elektrophoretische Auftrennung der cDNA-PCR-Produkte
Uberprift. Die Auftrennung erfolgte dabei bei 90 Volt in 1 %-igen Agarosegelen, welche pro
100 ml mit 6 pl Ethidiumbromid (10 mg/l) versetzt wurden. Die Auftragsmenge betrug jeweils
10 pl des PCR-Produktes plus 1 pl DNA-Auftragspuffer (5x). DNA-Ldngenstandards dienten der
Grolenbestimmung der cDNA-Fragmente. Die Banden wurden nach dem Gellauf unter UV-
Licht sichtbar gemacht und die gewilinschten Fragmente wurden aus dem Gel geschnitten und

aufgereinigt.
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Mittels des QIAQuickGelextraktionskits wurde die cDNA aus der Agarose extrahiert. Dazu
wurde das ausgeschnittene Gelstlick in dem 3-fachen Volumen des QG-Puffers durch Schiitteln
bei 50°C mittels Thermoblock vollstandig geldst. Es wurde 250 ul Isopropanol zum Ansatz
gegeben, dieser wurde invertiert und anschlieRend Gber eine Siule mit 10.000 U/min fiir 1 min
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Saule mit 500 ul QG-Puffer, sowie 500
pl PE-Puffer gewaschen. Um den im Puffer enthaltenen Ethanol zu entfernen, wurde die Saule
im Anschluss zweimal mit 10.000 U/min fir je 1 min zentrifugiert. Die cDNA wurde dann in 20

pl Aqua bidest. eluiert und bei -20°C gelagert.

4.1.3 Ligation

Insgesamt fanden zwei Klonierungsschritte statt. Zuerst wurden die nach der Gelaufreinigung
entstandenen cDNA-Fragmente in den pCR2.1-Vektor kloniert, um die gewliinschten
Fragmente anschlieBRend durch einen Restriktionsverdau mit sticky ends zu versehen. Diese

verdauten Fragmente konnten dann in den psiCheck2-Vektor umkloniert werden.

Die Ligation erfolgte dabei in folgendem Ansatz (20 pul):

6 ul Wasser (RNase-frei)
5ul Vektor-Losung

2 ul Ligase-Puffer (10x)
1ul T4-Ligase

6 ul cDNA

Dieser Ansatz wurde jeweils flir 24 h bei Raumtemperatur inkubiert.

4.1.4 Restriktionsverdau

Nach Transformation des pCR2.1-Vektors in OneShot TOP10-Zellen (E. coli), wurde dieser
mittels Plasmidisolation aufgereinigt und sequenziert. Der erhaltene Vektor mit dem
gewlinschten cDNA-Fragment, sowie der psiCheck2-Vektor wurden anschlieBend einem
Restriktionsverdau unterzogen, um die fir die Ligation der cDNA-Fragmente in den psiCheck2-
Vektor passenden Insertionsstellen zu schaffen. Der Verdau der cDNA-Fragmente im pCR2.1-

Vektor fand nach folgendem Protokoll statt:

10 pl Wasser (RNase-frei)
2 ul Puffer R (10x)

3ul Xhol

5ul cDNA
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Der Verdau des psiCheck2-Vektors fand in folgendem Ansatz (20 pl) statt:

13 ul Wasser (RNase-frei)
2ul Puffer R (10x)

3ul Xhol

2 ul Vektor

Die Ansatze wurden jeweils fir 3 h bei 37°C inkubiert und anschlieBend wurde sofort die

zweite Ligationsreaktion durchgefiihrt.

4.1.5 Klonierung

Die Klonierung der Plasmide erfolgte in OneShot TOP10-Zellen (E. coli), die wahrend der
Experimente auf Eis gelagert wurden. Zu einem Roéhrchen E. coli wurden 5 pl des verdauten
und ligierten Plasmids zugesetzt. Dieses wurde dann fir 10 min bei 0°C inkubiert, fir 30 sec
einem Hitzeschock bei 42°C unterzogen und wieder fiir 10 min bei 0°C inkubiert. AnschlieRend
wurden 250 pl SOC-Medium zum Ansatz gegeben, die Bakterien fiir 1 h bei 37°C und 100
U/min ankultiviert und schlieRlich auf Agar-Platten mit 100 mg/l Ampicillin ausgestrichen. Die
Kultivierung der Platten erfolgte Gber Nacht bei 37°C. Auf den Platten gewachsene Kolonien
wurden im nachsten Schritt mit sterilen Zahnstochern gepickt und in 5 ml LB-Medium

verbracht. Diese Bakterienkulturen wurden tber Nacht bei 37°C und 200 U/min kultiviert

4.1.6 Plasmidisolation und —messung

Um die Plasmide zu isolieren, wurden die kultivierten Bakterien fir 10 min bei 4.000 U/min
zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und das Bakterienpellet in 200 pl P1-Puffer
aufgenommen. Zur Lyse der Zellen wurden 200 ul des basischen Puffers P2 zugesetzt und die
Losung mehrmals invertiert. Die Lyse wurde nach 2-minttiger Inkubationszeit durch Zugabe
von 400 pl des sauren N3-Puffers abgestoppt. Dieser Ansatz wurde vermischt und fiir 3 min bei
13.000 U/min zentrifugiert, um die bakteriellen Proteine abzuscheiden. Der Uberstand wurde
abgenommen und auf eine Saule Uberfiihrt. Diese wurde fur 30 sec bei 13.000 U/min
zentrifugiert, der Durchfluss wurde verworfen und die an die Sdule gebundene DNA wurde mit
200 pl EndoWash-Puffer und 400 pl DNAWash-Puffer gewaschen. Nach abschlieBender
Zentrifugation bei 13.000 U/min fiir 30 sec wurde die DNA in 30 pl Aqua bidest. eluiert.

Nach einer 1:25-Verdiinnung der Proben wurde die DNA photometrisch gemessen, wobei

einer OD von 1 eine DNA-Konzentration von 50 pg/ml zugrunde gelegt war.
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4.1.7 Sequenzierung
Um die Exaktheit der Sequenz und die richtige Orientierung im Plasmid zu kontrollieren,
wurden die isolierten DNA-Proben unter Verwendung des BigDyeDirect Cycle Sequencing Kits

sequenziert. Dazu wurde folgender Ansatz (20 ul) hergestellt:

11,72 ul Wasser (RNase-frei)
4 ul Puffer (5x)

2 ul Sequenzier-Mix
1,28 pl fw-Primer (10 uM)
1ul cDNA

Die PCR-Reaktion wurde mit dem folgenden Programm durchgefiihrt:

1.96°C 1 min
2.96°C 10 sec
3.50°C 5 sec

4.60°C 4 min

Schritt 2-4 30x wiederholen

5.4°C
Im Anschluss folgte eine Aufreinigung der PCR-Produkte, indem 2 ul EDTA (125 mM), 2ul
Natriumacetat (3 M) und 50 pul 96 %-iges Ethanol zum Ansatz gegeben wurden. Dieser Ansatz
wurde fir 15 min unter Lichtabschluss bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgte
ein Zentrifugationsschritt mit 6.000 U/min fir 30 min bei 4°C. Der Uberstand wurde
abgenommen und das cDNA-Pellet am Boden des Reaktionsgefalles wurde erneut mit 70 ul 70
%-igem Ethanol gewaschen und fiir 10 min mit 6.000 U/min bei 4°C zentrifugiert. AbschlieRend
wurde der Uberstand verworfen und die Probe bei 65°C getrocknet. Die Sequenzierung der
Proben wurde durch die Core Facility Sequenzierung im Zentrum fir medizinische

Grundlagenforschung durchgefiihrt.

4.2 Mutagenese der Luziferase-Vektoren
Um die Effekte einer microRNA im Luziferase-Assay zu verifizieren, wurden die erstellten
Luziferase-Vektoren innerhalb der Bindestelle der microRNA mittels spezifischer Primer und

einer PCR-Reaktion mutiert. Daflir wurde folgender Ansatz (25 pl) vorgelegt:

19,75 ul Wasser (RNase-frei)

2,5 ul QuikChange-Lightning-Reaktionspuffer (10x)
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0,75 ul QuikSolution-Reagent

0,5 ul fw-Primer (20 uM)

0,5 ul rv-Primer (20 uM)

0,5 ul dNTP-Mix

0,5 ul Pfu Turbo DNA-Polymerase (2,5 U/ul)
0,5 ul Luziferase-Vektor

Folgendes PCR-Programm wurde gewahlt:

1.95°C 2 min
2.95°C 20 sec
3.60°C 10 sec
4.68°C 4 min
5.68°C 5 min
6.4°C

Um den nicht mutierten Plasmid-Strang aus dem Ansatz zu entfernen, wurde der Ansatz fiir 1
h bei 37°C mit 1 pul des Restriktionsenzyms Dpnl inkubiert. Nach Transformation des Plasmids
in OneShot TOP10-Zellen (E. coli) und Anziichten der entsprechenden Bakterienkulturen,
wurden die Plasmide isoliert und sequenziert. Zusammen mit den Wildtyp-Vektoren wurden

diese schlieBlich fir den Luziferase-Assay genutzt.

4.3  Zellkultur

Die Osteosarkom-Zelllinie SAOS-2 wurde fiir die Detektion der Effekte der microRNAs mittels
der Luziferase-Assays kultiviert. Bei den SGBS-Zellen handelt es sich um Praadipozyten aus
dem viszeralen Fettgewebe von Neugeborenen mit dem Simpsons-Golabi-Behmel-Syndrom.
Diese wurden fiir 14-tagige Differenzierungsversuche mit Vermessung der RNA-und Protein-
Expression kultiviert. Die verwendeten Losungen wurden im Wasserbad auf 37°C

vortemperiert und alle Arbeiten wurden unter der Sterilbank durchgefiihrt.

4.3.1 Kultivierung und Passagierung der Zellen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in den entsprechenden Kulturmedien, wie unter 2.9.1
beschrieben bei 37°C und 5 % Kohlenstoffdioxidgehalt. Eine Ausnahme stellen die SGBS-Zellen
dar, da diese nach dem Auftauen mit einer Zellzahl von 2.500/cm? (laut den
Standardprotokollen von Prof. Dr. med. Wabitsch aus Ulm) kultiviert wurden. Bei jedem

Mediumwechsel wurden die Zellen mit PBS gewaschen.
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Die Passagierung erfolgte bei einer Konfluenz von 80 bis 90 % im Verhaltnis 1:3. Dazu wurde
das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und fiir 5 min bei 37°C mit Trypsin
inkubiert, um die Zellen von der Flasche zu I6sen. Die Trypsin-Reaktion wurde unter Zugabe
von Kultivierungsmedium abgestoppt, die Zell-Suspension wurde in ein Greiner-Réhrchen
Uberfihrt und durch einen Zentrifugationsschritt von 5 min bei 1.000 U/min pelletiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, das Pellet wurde in frischem Medium aufgelést und in
entsprechendem Verhaltnis in neue Zellkulturflaschen eingestreut. Alle Zellkulturen wurden in
regelmaRigen Abstinden mit Hilfe des PCR Mycoplasma Test Kits auf Mykoplasmen

kontrolliert.

4.3.2 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen

Die Kryokonservierung erfolgte durch Einfrieren der Zellen nach der Trypsinierung. Nach
Zentrifugation (5 min bei 1.000 U/min) und Pelletierung der Zell-Suspension wurde der
Uberstand abgenommen, das Pellet in 1,6 ml Gefriermedium aufgenommen und in ein
Kryordhrchen berfiihrt. Die Lagerung erfolgte flir 24 h bei -20°C, flir weitere 24 h bei -80°C

und bis zur weiteren Verwendung in flissigem Stickstoff.

Um die Zellen in Kultur aufzunehmen, wurden die Kryoréhrchen rasch bei Raumtemperatur
erwarmt. Der Inhalt wurde in 10 ml Medium aufgenommen, fir 5 min bei 1.000 U/min
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, das Zellpellet in Medium gelést und in sterile

Zellkulturflaschen Uberfihrt.

4.3.3 Einstreuen der SAOS-2-Zellen mit definierter Zellzahl

Die SAQS-2-Zellen wurden fir die Transfektionsversuche bei einer Konfluenz von 80 % mit
einer Zellzahl von 10.000 Zellen/well in eine 96-well-Platte eingestreut. Dazu wurde das
Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und fir 5 min bei 37°C mit Trypsin inkubiert.
Die Trypsin-Reaktion wurde unter Zugabe von Kultivierungsmedium abgestoppt, die Zell-
Suspension wurde in ein Greiner-Réhrchen tberfiihrt und durch einen Zentrifugationsschritt
von 5 min bei 1.000 U/min pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das Pellet wurde je
nach GroRe in einer bestimmten Menge Medium aufgelost. Die Zellzahl wurde mit 10 pl
Tryphanblau am Zellzahlmessgerat bestimmt. Das entsprechende Volumen fir die gewiinschte

Zellzahl wurde mit folgender Gleichung bestimmt:

gewiinschte Zellzahl/ml x Gesamtvolumen [ul]

Volumen Jul] =

gemessene Zellzahl/ml

Das errechnete Volumen fiir die gewilinschte Zellzahl wurde aus der Zellsuspension

entnommen und zusammen mit dem Gesamtvolumen, welches aus dem Medium entnommen
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wurde in einer Petri-Schale vermischt. Aus diesem Gemisch wurden 200 pl pro Well

eingestreut.

4.3.4 Differenzierung der SGBS-Zellen

Fir die Differenzierungsversuche wurden die SGBS-Zellen wie in 3.3.1 beschrieben in 175 cm?-
Gewebekulturflaschen eingestreut, kultiviert und bei einer Konfluenz von 80 % abtrypsiniert
und pelletiert. AnschlieBend wurde das erhaltene Pellet in Medium resuspendiert und mit
einer Zellzahl von 250.000 Zellen pro Flasche auf 25 cm?-Gewebekulturflaschen aufgeteilt und
fiir weitere 3 bis 4 Tage kultiviert. Das einzusetzende Volumen fir die gewiinschte Zellzahl

wurde nach folgender Formel berechnet:

250.000 x Gesamtvolumen [ul]
gemessene Zellzahl

Volumen [ul] =

Am Tag 0 erfolgte die adipogene Differenzierung durch Abnahme des Kultivierungsmediums,
Waschen mit PBS und Zugabe des Differenzierungsmediums. Dieses wurde fiir 4 Tage auf den
Zellen belassen und an Tag 4 durch das 3FC-Medium ausgetauscht. Die Kultivierung wurde fir
weitere 10 Tage durchgefiihrt. Bei einem Teil der Zellen wurde zeitgleich ab Tag 0 die
Differenzierung unter Zugabe von 100 nM Testosteron, bei einem weiteren Teil unter Zugabe
von 30 nM Dihydrotestosteron eingeleitet. Die 14-tagige Differenzierung wurde an definierten
Zeitpunkten durch abtrypsinieren und pelletieren der Zellen abgestoppt, um die RNA- und

Protein-Expression der Zellen wahrend der adipogenen Differenzierung zu vermessen.

Auftauen und

Messen der mRNA-

Einstreuen Einleiten der Abstoppen der und Protein-
der Zellen Differenzierung Differenzierung Expression
T T 1 1 1 1 1 1 1 1 T >
[ | N ' ' H ' ' I
6h 12h 24h 2d 3d 5d 7d 10d 14d

Adipogene

Abbildung 4: Versuchsaufbau der adipogenen Differenzierung der SGBS-Zellen.

4.4 Transfektionsversuche

Um mit Hilfe der Luziferase-Assays Effekte der untersuchten microRNAs zu detektieren,
wurden SAOS-2-Zellen mit psiCheck2-Vektoren, die ein die putative Bindestelle der microRNA
enthaltendes Fragment aus dem 3°UTR der mRNA des Zielgens enthalten, sowie mit
microRNA-sequenzgleichen Oligonukleotiden transfiziert. Die Transfektion erfordert zwei

verschiedene Methoden, die im Folgenden aufgefiihrt sind.
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4.4.1 Transfektion der Luziferase-Vektoren
Zur Transfektion der Luziferase-Vektoren wurde FuGene HD Transfection Reagent genutzt. Fur

die Transfektion eines Wells einer 96-well-Platte wurde folgender Ansatz (175 ul) gemischt:

9,24 ul serumfreies DMEM high glucose Medium
0,8 ul FuGene-Reagenz
0,16 ul Vektor

Der Ansatz wurde gevortext und fiir 15 min inkubiert. Wahrenddessen wurde das Medium der
Zellen abgenommen und gegen serumfreies DMEM high glucose Medium getauscht. Nach

Inkubation wurde das Transfektionsgemisch dazugegeben.

4.4.2 Transfektion der microRNA-sequenzgleichen Oligonukleotide
Die Transfektion von microRNA-sequenzgleichen Oligonukleotiden erfolgte mithilfe des
Transfektionskits Interferin. Die Nukleotide wurden jeweils in einer Konzentration von 50 nM

eingesetzt. Flr die Transfektion eines Wells einer 96-well Platte wurde folgender Ansatz (50 pl)

gewahlt:
47,325 ul serumfreies DMEM high glucose Medium
2,5 ul Interferin
0,175 ul Oligonukleotid

Der Ansatz wurde gevortext und fiir 20 min inkubiert. AnschlieBend wurde dieses
Transfektionsgemisch auf die vorher mit Luziferase-Vektoren transfizierten Zellen gegeben.
Nach 24 stiindiger Inkubation der Transfektionsansiatze erfolgte die Vermessung der

microRNA-Effekte mittels Luziferase-Assay.

4.5 Luziferase-Assay

Es wurden mehrere Luziferase-Assays durchgefiihrt, um putative Ziel-Gene einer microRNA in
vitro nachzuweisen. Dazu wurde im Vorfeld wie in 3.1 beschrieben ein die putative Bindestelle
enthaltendes Fragment aus dem 3’UTR der mRNA des Zielgens in einen Luziferase-Vektor

(psiCheck2) kloniert.

Im ersten Schritt wurden SAQS-2 Zellen mit einer definierten Zellzahl in 96-well-Platten
eingestreut und Uber 24 h im Kultivierungsmedium angezlichtet. Anschliefend wurden die
Zellen wie in Abschnitt 3.4.1 beschrieben mit dem Luziferase-Vektor transfiziert. Nach 20

mindtiger Inkubationszeit wurden die Zellen auRerdem wie in Abschnitt 3.4.2 mit microRNA-
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sequenzgleichen Oligonukleotiden oder mit Anti-miR Negativ-Kontrollen kotransfiziert. Die

Zellen wurden 24 h kultiviert und anschliefend auf ihre Luziferase-Aktivitat vermessen.

Dazu wurde der Dual-Glo Luziferase-Assay Kit verwendet. Zu Beginn wurden je 50 pl Firefly-
Substrat pro well auf die Zellen gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurde die
Firefly-Luziferase-Aktivitdt (Kontrollgen) bei Raumtemperatur mit Hilfe des Plattenreaders
GENios vermessen. Anschlieend wurde eine Substrat-Losung zur Inhibition der Firefly-
Luziferase-Aktivitdt und zur Vermessung der Aktivitdit der Renilla-Luziferase (Reportergen)
hergestellt, indem 49,5 ul Puffer und 0,5 ul Renilla-Substrat pro well vermischt wurden. Nach
erneuter Inkubation von 10 min erfolgte eine zweite Messung am Plattenreader GENios bei
Raumtemperatur. Die beiden Werte wurden dann in Beziehung gesetzt, um die relative

Luziferase-Aktivitdt zu bestimmen.

4.6 mRNA- und microRNA-Expressionsanalysen
Fiir die Analyse der mRNA- und microRNA-Expression ist eine sorgfdltige Aufreinigung der zu
untersuchenden RNA aus den SGBS-Zellen und eine spezifische Umschreibung in cDNA

erforderlich. Im Folgenden werden die verwendeten Methoden erlautert.

4.6.1 RNA-Isolation und -messung

Die Isolation der mRNA bzw. microRNA erfolgte mittels TRIzoL-Reagenz gemaR dem Protokoll
des Herstellers. Dazu wurden im Vorfeld die Zellen abtrypsiniert und durch Zentrifugation bei
1.000 U/min fur 5 min pelletiert. Das erhaltene Zellpellet wurde in 700 pl Trizol-Reagenz
resuspendiert, in PhaseTrap A-Tubes (iberfiihrt und fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden 200 pl Chloroform zugefligt. Dieser Ansatz wurde manuell fiir 2 min
vermischt und fir 10 min bei 4°C mit 13.000 U/min zentrifugiert. Die so entstandene obere
wassrige Phase wurde in ein neues Tube Uberfiihrt und mit einem DNase-Gemisch aus 35 ul
RDD-Puffer und 5 pl RNase-freier DNase fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann
wurden 1 pl einer Glykogen-Verdiinnung (5 pg) und 500 pl Isopropanol zugesetzt. Dieser
Ansatz wurde ausgiebig gemischt und tGber Nacht bei -20°C inkubiert. Am darauffolgenden Tag
wurde der Ansatz fiir 10 min bei 4°C mit 13.000 U/min zentrifugiert, der Uberstand wurde
abgenommen und das erhaltende RNA-Pellet wurde mit 700 pl eiskaltem 96 %-igem Ethanol
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation bei 4°C mit 13.000 U/min fiir 10 min und Verwerfen
des Uberstandes wurde das Pellet noch einmal mit eiskaltem 70 %-igem Ethanol gewaschen,
zentrifugiert und schlieBlich an der Luft getrocknet. Das RNA-Pellet wurde dann in 15 pl RNase-

freiem Wasser resuspendiert.
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Nach einer 1:25-Verdiinnung der Proben wurde die RNA photometrisch gemessen, wobei eine

OD von 1 einer RNA-Konzentration von 40 pug/ml zugrunde gelegt war.

4.6.2 cDNA-Synthese zur mRNA-Expressionsanalyse
Die cDNA-Synthese der mRNA erfolgte mittels des RevertAid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kits. Es wurde je 1 pg RNA fir die Reaktion eingesetzt. Das bendtigte Volumen wurde

mit folgender Gleichung bestimmt:

1.000 ng RNA

Volumen fiir 1 ug RNA = ==~

Der Pre-Annealing-Mix (11 pl) setzt sich folgendermalien zusammen:

X ul RNA (1 pg)
1ul random-Primer (0,2 pg/ul)
ad 10 pl Wasser (RNase-frei)

Dieser Mix wurde bei 65°C fiir 5 min inkubiert. AnschlieRend wurde hinzugefigt:

4 ul RT-Buffer (5x)

2ul dNTPs (10 mM)

1yl RNase-Inhibitor (20 U/ul)

1l RevertAid H Reverse Transcriptase (200 U/pl)
1ul Wasser (RNase-frei)

Fiir die Synthese wurde das folgende Programm gewahlt:

1.25°C 10 min
2.42°C 60 min
3.85°C 10 min
4.4°C

Nach der Synthese wurde die cDNA bei -20°C gelagert.

4.6.3 cDNA-Synthese zur microRNA-Expressionsanalyse

Zur Synthese von cDNA aus microRNAs wurden stem-loop-Primer verwendet, die nur eine
spezifische microRNA amplifizieren. Diese wurden von der Firma Applied Biosystems
synthetisiert und zusammen mit den entsprechenden TagMan-Primern geliefert. Mithilfe der

folgenden Formel wurde eine 2 ng/ul-Verdinnung der RNA hergestellt:
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2 ng
c (ng/ul)

Volumen fiir 2 ng/ul microRNA = x 100 ul

Folgender Ansatz (15 ul) mit insgesamt 10 ng RNA-Verdiinnung wurde hergestellt:

4,12 ul Wasser (RNase-frei)

3,3 ul RT-Buffer (5x)

1,5 ul stem-loop-Primer

0,7 ul RevertAid H Reverse Transcriptase (200 U/pl)
0,21 pl RNase-Inhibitor (20 U/ul)

0,17 pl dNTPs (10 mM)

5 ul RNA-Verdinnung (2ng/ul)

Fiir die cDNA-Synthese wurde folgendes Programm gewahlt:

1.16°C 30 min
2.42°C 30 min
3.85°C 5 min
4.4°C

Die synthetisierte miR-cDNA wurde bei -20°C gelagert.

4.6.4 Quantitative real-time-PCR
Je nach Fragestellung wurden zwei verschiedene Methoden der quantitativen real-time-PCR
gewahlt. Zur Vermessung der mRNA-Expression wurde der Maxima SyBrGreen Master Mix

verwendet und folgender Ansatz (15 pl) vorgelegt:

7,5 ul SyBrGreen Master Mix (2x)
5,5 ul Wasser (RNase-frei)

0,5 ul fw-Primer (10 uM)

0,5 ul rv-Primer (10 uM)

1ul cDNA

Der Ansatz wurde mittels folgenden Programmes im Real-Time Cycler vermessen:

1.95°C 15 min
2.95°C 20 sec
3.60°C 30 sec
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4.72°C 30 sec
Schritt 2-4 40x wiederholen
5. Melt

Die Quantifizierung der microRNA-Expression wurde mittels TagMan-Primer durchgefiihrt.

Hierflr wurde folgender Reaktionsansatz (15 ul) gewahlt:

9,85 ul Wasser (RNase-frei)

1,5l Puffer (10x)

1,2 ul MgCl, (25 mM)

0,75 ul TagMan-Primer

0,5 ul dNTPs (10 mM)

0,2 ul Hot FIREPol DNA Polymerase
1 ul cDNA

Folgendes Programm wurde zur Vermessung des Ansatzes verwendet:

1.95°C 15 min
2.95°C 30 sec
3.60°C 60 sec

Schritt 2, 3 40x wiederholen

Die Auswertung der mRNA- sowie der microRNA-Expression erfolgte unter Verwendung der
AAC-Methode nach Livak und Schmittgen (Livak und Schmittgen, 2001). Es handelt sich dabei
um eine relative Quantifizierung mittels des Vergleichs der Ci-Werte der zu untersuchenden
MRNA bzw. microRNA mit den C;-Werten eines Referenzgens bzw. einer Referenz-microRNA.
Als Referenz diente GAPDH bzw. die U18-snoRNA. Die AAC;-Werte errechneten sich mithilfe

der folgenden Formel:

AACT — 2-(CT(Gen)-CT(Referenz))-((CT(Kallibrator)-CT(Referenz))

Der Kalibrator entspricht der Referenzprobe mit dem niedrigsten Ci-Wert. Der Ci-Wert gibt die

Anzahl der Zyklen an, bei der die Produktmenge einen definierten Schwellenwert erreicht.

4.7 Protein-Expressionsanalyse
Zur Beurteilung der Protein-Expression ist eine lIsolation aus den SGBS-Zellen, sowie eine
Vermessung und Auftragung der Proben notwendig. Die dafiir verwendeten Methoden

werden im Folgenden beschrieben.
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4.7.1 Protein-Isolation und —messung

Die Protein-Isolation erfolgte mittels RIPA-Puffer. Dazu wurden im Vorfeld die Zellen
abtrypsiniert und durch Zentrifugation bei 1.000 U/min fir 5 min pelletiert. Das erhaltene
Zellpellet wurde in 30 ul RIPA-Puffer (versetzt mit 1 % Protease-Inhibitor) resuspendiert und
fr 10 min auf Eis inkubiert. Nach 10-mindtiger Zentrifugation bei 4°C mit 13.000 U/min wurde
der proteinhaltige Uberstand abgenommen, in ein neues Tube Uberfiihrt und bei -20°C
gelagert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels Bradford-Reagenz. Dazu
wurden 398 ul einer 1:5 Verdinnung (80 % Bradford-Reagenz, 20 % Aqua bidest.) hergestellt,
15 min bei 4°C inkubiert und schlieRlich 2 ul der zu vermessenden Probe zugesetzt. Die
Bestimmung erfolgte am Eppendorf-Photometer mit einer zuvor aufgenommen Standardkurve

bei einer Extinktion von 595 nm.

4.7.2 Western-Blot-Analyse
Durch den Western-Blot kénnen Veranderungen im Gehalt eines Proteins aufgezeigt werden.
Dazu werden die zu vermessenden Proben im Vorfeld mit Ladepuffer versetzt. Ein

Probenansatz fur 20 ug Gesamtprotein setzt sich wie folgt zusammen:

2,5 ul LDS Sample Buffer (4x)
1,0 ul Sample Reducing Agent (10x)
X ul Proteinprobe (20 pg)
ad 10 pl Wasser (RNase-frei)

Der 10 pl Ansatz wurde fir 10 min bei 70°C denaturiert. AnschlieBRend wurden die Proben
zusammen mit 6 pul eines Protein-Molekulargewichtsstandards auf ein 4-12 %-iges Bis-Tris-
Gradienten-Gel aufgetragen und in einem elektrischen Feld von 200 V und 125 mA fiir 1,5 h bei
4°C mittels MES-Laufpuffer aufgetrennt. Die aufgetrennten Proteine wurden dann mittels
Tank-Blot auf eine PVDF-Membran Uberfiihrt. Diese Membran wurde vorher mit Methanol
aktiviert und mit Aqua bidest. gewaschen. Der Transfer erfolgte mit Transferpuffer bei einer
Stromstadrke von 300 mA und einer Spannung von 200 V fiir 2 h bei 4°C. Zur Absattigung
unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran fiir 1 h mit einer Magermilch-Suspension
aus 10 % Milchpulver und TBS-T inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation eines
primdren Antikorpers in einer geeigneten Verdinnung mit 10 %-iger Magermilch-Suspension
bei 4°C Uber Nacht. Nach einem 2-maligen Waschschritt mit TBS-T und einem 1-maligen
Waschschritt mit 1x TBS fiir jeweils 5 min erfolgte die Inkubation des sekundadren Antikorpers
in Verdlinnung mit einer 10 %-igem Milchpulver-Suspension fiir 1 h bei Raumtemperatur. Im

Anschluss erfolgte ein zweiter Waschschritt mit TBS-T und 1x TBS wie oben beschrieben. Die
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Proteinbanden des gesuchten Proteins wurden mittels ECL-Reagenz auf einem
photoempfindlichen Film detektiert. Dazu wurde die Membran in der Dunkelkammer in einer
1:1 Verdinnung aus Luminol Enhancer Solution und Peroxide Solution inkubiert und der
Rontgenfilm wurde durch die Chemilumineszenz belichtet. Nach entsprechender
Belichtungsdauer wurde dieser entwickelt und fixiert und mittels des aufgetragenen

GroBenmarkers konnte das Molekulargewicht des Proteins bestimmt werden.

5. Ergebnisse

5.1 Androgen-abhangige microRNA-Expression

Androgene gehoren zu den Steroidhormonen, welche lipophile Eigenschaften aufweisen und
deshalb die Zellmembran durchwandern kénnen. In den Zellen wirken sie aufgrund dieser
Eigenschaften vor allem intranukledr, auf DNA-Ebene, indem sie Gber sogenannte Androgen-
responsive Elemente (ARE) im Promotorbereich bestimmter Gene binden und somit deren
Expression verandern. Auch im Promotorbereich einiger microRNAs konnten diese Elemente
nachgewiesen werden, sodass auch die microRNA-Expression durch Androgene gesteuert
werden kann. Eine Androgen-abhiangige Expression des microRNA-Clusters-130/301 ist bis

dato nicht untersucht.

5.1.1 microRNA-Cluster-130/301-Expression unter Androgensubstitution

Um eine mogliche Androgen-abhingige Regulation der miR-130a als Teil des microRNA-
Clusters-130/301 nachzuweisen, wurde die Genumgebung der microRNA mittels NCBI auf
Sequenzen bereits bekannter ARE Gberprift. Bei den durchgefiihrten in-silico-Analysen fanden
sich vor der stem-loop-Sequenz der miR-130a mehrere Sequenzen (5°-TGTCCT-3"), die nach Dai

und Burnstein als ARE identifiziert wurden (Dai und Burnstein; 1996).

| -1100 bp || -900 bp | -800 bp H -500 bp H -100 bp H 0bp ‘
] [] [

5 pre-miR-130a —3

| AREL | | ARE2 || ARES | ARE4

Abbildung 5: Androgen-responsive Elemente im putativen Promotorbereich der miR-130a.

Da die durchgefiihrten Untersuchungen lediglich auf mogliche Androgen-responsive Elemente
hindeuten, eine androgen-abhangige Regulation der microRNA jedoch nicht bestatigen

kénnen, wurde mittels quantitativer Real-Time-PCR die Expression des microRNA-Clusters-
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130/301 in SGBS-Zellen sowohl ohne Androgenzugabe als auch unter Androgensubstitution
gemessen. In den SGBS-Prdadipozyten wurde die adipogene Differenzierung durch Zugabe
eines Differenzierungsmediums (ADM) eingeleitet. AuBerdem wurde ein Teil der Zellen
zusatzlich mit 100 nM Testosteron (T) und 30 nM Dihydrotestosteron (DHT) behandelt. Die
Differenzierung wurde an ausgewahlten Zeitpunkten abgestoppt, um die Expression der miRs
zu vermessen. Sowohl fiir die miR-130a als auch fiir die miR-301 ist mit 87 % bzw. 54 % im
Vergleich zur 100 % DMSO-Kontrolle eine konstant niedrige Expression im Verlauf der
adipogenen Differenzierung zu sehen. Unter Zugabe von Testosteron ist fiir die miR-130a eine
signifikante Erhohung der Expression um 85 % (p=0,01), fiir die miR-301 eine signifikante
Erhéhung um 75 % (p=0,001) im Vergleich zur Expression ohne Testosteronsubstitution zu
erkennen. Nach Behandlung mit Dihydrotestosteron zeigt sich sogar eine signifikante
Erhohung der Expression um 193 % fiir die miR-130a (p=0,03) und um 252 % fir die miR-301
(p=0,01) im Vergleich zur adipogenen Differenzierung ohne DHT-Zugabe.

10000

1000 -

Rel. Expression [%]

K DMSO 6h 12h 24h 2d 3d 5d 7d 10d 14d

Abbildung 6: microRNA-130a-Expression in SGBS-Zellen wahrend der adipogenen Differenzierung unter Zugabe von
adipogenem Differenzierungsmedium (blau), sowie mit Zugabe von 100 nM Testosteron (rot) bzw. 30 nM
Dihydrotestosteron (griin). Bei den dargestellten Werten handelt es sich jeweils um die Mittelwerte nach
Normierung auf 100 % in Bezug auf die mit DMSO (Dimethylsulfoxid, Lésungsmittel der verwendeten Hormone)
behandelten Zellen. Die gestrichelten Linien stellen die Mittelwerte der microRNA-Expression im Verlauf der
adipogenen Differenzierung +/- Androgensubstitution dar. Die Auswertung erfolgte unter Verwendung der AAC;-
Methode mit der U18-snoRNA als Referenz. Es wurden drei voneinander unabhdngige Versuche durchgefiihrt (* p <
0,05 im zweiseitigen ungepaarten Student’s t-Test).
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Abbildung 7: microRNA-301-Expression in SGBS-Zellen wahrend der adipogenen Differenzierung unter Zugabe von
adipogenem Differenzierungsmedium (blau), sowie mit Zugabe von 100 nM Testosteron (rot) bzw. 30 nM
Dihydrotestosteron (griin). Bei den dargestellten Werten handelt es sich jeweils um die Mittelwerte nach
Normierung auf 100 % in Bezug auf die mit DMSO (Dimethylsulfoxid, Losungsmittel der verwendeten Hormone)
behandelten Zellen. Die gestrichelten Linien stellen die Mittelwerte der microRNA-Expression im Verlauf der
adipogenen Differenzierung +/- Androgensubstitution dar. Die Auswertung erfolgte unter Verwendung der AAC;-
Methode mit der U18-snoRNA als Referenz. Es wurden drei voneinander unabhangige Versuche durchgefiihrt (* p <
0,05 im zweiseitigen ungepaarten Student’s t-Test).

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse auf eine Androgen-abhdngige Zunahme der
Expression der miR-130a sowie der miR-301 wahrend der adipogenen Differenzierung in SGBS-
Praadipozyten hin. Um die Effekte der miR-130a wahrend der Adipogenese zu untersuchen,

wurden anschliefend putative Targetgene selektiert und verifiziert.

5.2 Identifikation Adipogenese-assoziierter Zielgene des microRNA-Clusters-130/301

Die Adipogenese ist die Entwicklung einer mesenchymalen Stammzelle zu einem reifen
Adipozyten. Dieser Prozess gliedert sich in zwei Teilphasen, der Determination der
mesenchymalen Stammzelle zur adipogenen Differenzierungslinie, sowie der Differenzierung
des Praadipoyzten zum reifen Adipozyten. Diese Entwicklung wird durch verschiedene
Transkriptionsfaktoren und Regulatorproteine gesteuert. Um einen Effekt der miR-130/301
wahrend der Adipogenese zu zeigen, haben wir durch in silico- und in vitro-Analysen Zielgene
der microRNA identifiziert, die fiir die Regulation der Adipogenese und die Funktion der reifen

Adipozyten eine entscheidende Rolle spielen.

5.2.1 Insilico Identifizierung von Targetgenen des microRNA-Clusters-130/301

Mithilfe verschiedener Internet-Suchmaschinen kénnen in-silico Targetgene fiir ausgewdhlte
microRNAs identifiziert werden. Die Auswahl durch die entsprechenden Algorithmen erfolgt
dabei anhand der Ubereinstimmung einer Sequenz im 3’-UTR der mRNA des Targetgens zur

»,seed“-Sequenz der ausgewahlten microRNA sowie durch weitere Parameter, die eine Bindung

48



der miR wahrscheinlich machen. Mittels der Suchalgorithmen ,Targetscan”
(www.targetscan.org, release 4.2, 2011), ,PicTar” (www.pictar.org, Version 2007) und
»miRanda” (www.microrna.org, release August 2010) sollten putative Tagretgene des

microRNA-Clusters-130/301 selektiert und nachfolgend verifiziert werden.

Tabelle 9: Putative Targetgene des microRNA-Clusters-130/301 bei verschiedenen Suchalgorithmen

Gensymbol Genname und Beschreibung TargetScan PicTar miRanda

context score context score

AR androgen receptor -0,12 - -0,077
(dihydrotestosterone receptor;
testicular feminization; spinal
and bulbar muscular atrophy;

Kennedy disease)

AdipoQ adiponectin - - -0,3506

PPAR-y peroxisome proliferator- -0,34 - -0,8807

activated receptor gamma

TNF-a tumor necrosis factor alpha -0,38 - -1,1947
Leptin leptin - - -0,0596
ARHGEF-12 Rho guanine nucleotide -0,29 1,63 -0,3088

exchange factor (GEF) 12

RASD-1 RAS, dexamethasone-induced 1 -0,27 3,24 -0,7642

5.2.2 Verifizierung der putativen Targetgene des microRNA-Clusters-130/301

Nicht jedes durch in silico-Analysen identifizierte Zielgen einer microRNA wird auch in vitro
und in vivo durch diese reguliert. Deshalb ist eine Verifizierung der putativen Zielgene
notwendig. Mittels Luziferase-Assays sollten die Effekte der miR-130a als Teil des microRNA-
Clusters-130/301 auf AR, AdipoQ, Leptin, PPAR-y, ARHGEF-12, RASD-1 und TNF-a untersucht
werden. Im Vorfeld wurden deshalb Wildtyp-Vektoren kloniert, welche den 3"UTR-Bereich der
MRNA des Zielgens enthalten. An diesen 3’'UTR-Bereich kann die miR mithilfe ihrer ,seed”-
Sequenz binden und die Genexpression regulieren. Diese konservierte Hexanukleotid-Sequenz
am 5°-Ende der microRNA ist komplementar zu ihrer jeweiligen Bindesequenz im 3’UTR-
Bereich der mRNA und somit mafRigeblich fiir die spezifische Bindung an die jeweiligen Targets
verantwortlich (Krek et al., 2005). Um die Spezifitat dieser microRNA-Bindung nachzuweisen,

wurde die 3"UTR des Wildtyp-Vektors durch einen Basenaustauch mutiert (Hill et al., 2014).
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5.2.2.1 Luziferase-Assays

Der Luziferase-Assay dient dem Nachweis der RNA-Interferenz in vitro. Mittels TargetScan
wurden im Vorfeld die putativen Bindungsstellen der miR-130a in der 3’"UTR der mRNA von AR,
AdipoQ, Leptin, PPAR-y, ARHGEF-12, RASD-1 und TNF-a lokalisiert. Diese zur ,,seed“-Sequenz
der microRNA komplementdren Bindungsstellen wurden jeweils als Wildtyp-Form und in
mutierter Form in die ,multiple cloning site” eines psiCheck2-Vektors kloniert. Durch diese
Klonierung entsteht ein Fusionsgen aus Renilla-Luziferase und dem zu untersuchenden
Targetgen. Dieses Reporterkonstrukt wurde in SAOS-2-Zellen transfiziert und anschlieRend mit

der miR-130a kotransfiziert. 24 Stunden nach dieser Behandlung wurde die Luziferase-

vermittelte Lumineszenz vermessen.

Tabelle 10: Klonierte Sequenzen der Reporterkonstrukte

Putatives Targetgen mRNA-Sequenz Bindesequenz der Mutierte
5>3 miR-130a 5> 3° Bindesequenz 5" 3’
NM_000044.3 TGCACT TACACT
AR
Position 3871 - 4235 | Position 3949 - 3954 (G>A)
NM_004797.2 TGCACT TACACT
AdipoQ
Position 1399 - 1714 | Position 1433 - 1438 (G>A)
NM_13811 TTGCACT TCGCACT
PPAR-y
Position 1367 - 1780 | Position 1750 - 1756 (T=>C)
NM_000594 TTGCACT TCGCACT
TNF-a
Position 1118 - 1601 | Position 1322 - 1328 (T=>Q)
NM_000230.2 TTGCACT TCGCACT
Leptin
Position 2265 - 2844 | Position 2432 - 2438 (T=>C)
NM_015313.2 TGCACT CGCACT
ARHGEF-12
Position 5650 - 5945 | Position 5795 - 5800 (T=>Q)
NM_016084.4 TTGCACT TCGCACT
RASD-1
Position 1428 - 1690 | Position 1604 - 1610 (T=>C)

Im Vergleich zu den mit Wildtyp-Vektor (Wt) und Kontroll-miR kotransfizierten SAOS-2-Zellen
zeigte sich eine signifikante Abnahme der relativen Lumineszenz (Luziferase-Aktivitat) in den
mit Wildtyp-Vektor und miR-130a transfizierten Zellen fiir AR um 38 % (p = 0,0002), fiir AdipoQ
um 39% (p = 0,03) und fir TNF-a um 24 % (p = 0,02). Fir das transfizierte Wt-

Reporterkonstrukt von PPAR-y zeigte nach Zugabe der miR-130a zwar eine Abnahme der
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Lumineszenz um 25 % im Vergleich zur Kontroll-miR, diese war jedoch nicht signifikant (p =
0,07). Nach Kotransfektion der mutierten Vektoren (Mt) von AR, AdipoQ, PPAR-y und TNF-a
und der miR-130a war keine signifikante Veranderung der Lumineszenz zu erkennen. Der
transfizierte Wildtyp-Vektor von Leptin hingegen zeigte nach Zugabe der miR-130a eine
signifikante Zunahme der Lumineszenz um 48 % im Vergleich zur Kontroll-miR (p = 0,01), der
mutierte Vektor zeigte nach miR-Zugabe keine Lumineszenz-Veranderung. Die transfizierten
Reporterkonstrukte fir ARHGEF-12 zeigten nach Zugabe der miR-130a im Vergleich zur
Kontroll-miR weder bei den Wildtyp-Vektoren noch bei den mutierten Vektoren signifikante
Lumineszenz-Veranderungen. Fiir RASD-1 zeigte sich keine Veranderung der Lumineszenz in
Bezug auf die Wildtyp-Vektoren, jedoch zeigte das mutierte Reporterkonstrukt nach Zugabe
der miR-130a eine signifikante Zunahme der Lumineszenz um 20 % im Vergleich zur Kontroll-

miR (p = 0,0005).
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Abbildung 8: Luziferase-Assay mit den transfizierten Reporterkonstrukten fir AR nach Kotransfektion mit der miR-
130a (miR). Bei den dargestellten Werten handelt es sich jeweils um die Mittelwerte nach Normierung auf 100 % in
Bezug auf das Reporterkonstrukt (V) mit transfizierter Kontroll-miR (Ko-miR). Es wurden drei voneinander
unabhdngige Versuche durchgefihrt (* p < 0,05; ** p > 0,05 im zweiseitigen ungepaarten Student’s t-Test). Wt =
Wildtyp-Vektor, Mt = mutierter Vektor
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Abbildung 9: Luziferase-Assay mit den transfizierten Reporterkonstrukten fir AdipoQ nach Kotransfektion mit der
miR-130a (miR). Bei den dargestellten Werten handelt es sich jeweils um die Mittelwerte nach Normierung auf 100
% in Bezug auf das Reporterkonstrukt (V) mit transfizierter Kontroll-miR (Ko-miR). Es wurden drei voneinander
unabhdngige Versuche durchgefihrt (* p < 0,05; ** p > 0,05 im zweiseitigen ungepaarten Student’s t-Test). Wt =
Wildtyp-Vektor, Mt = mutierter Vektor
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Abbildung 10: Luziferase-Assay mit den transfizierten Reporterkonstrukten fiir TNF-a nach Kotransfektion mit der
miR-130a (miR). Bei den dargestellten Werten handelt es sich jeweils um die Mittelwerte nach Normierung auf 100
% in Bezug auf das Reporterkonstrukt (V) mit transfizierter Kontroll-miR (Ko-miR). Es wurden drei voneinander
unabhdngige Versuche durchgefihrt (* p < 0,05; ** p > 0,05 im zweiseitigen ungepaarten Student’s t-Test). Wt =
Wildtyp-Vektor, Mt = mutierter Vektor
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Abbildung 11: Luziferase-Assay mit den transfizierten Reporterkonstrukten fir PPAR-y nach Kotransfektion mit der
miR-130a (miR). Bei den dargestellten Werten handelt es sich jeweils um die Mittelwerte nach Normierung auf 100
% in Bezug auf das Reporterkonstrukt (V) mit transfizierter Kontroll-miR (Ko-miR). Es wurden drei voneinander
unabhdngige Versuche durchgefiihrt (** p > 0,05 im zweiseitigen ungepaarten Student’s t-Test). Wt = Wildtyp-

Vektor, Mt = mutierter Vektor

250

200

150

100

50

Rel. Lumineszenz [%]

+ *
I i **
V+ Ko- m|R V + miR V+Ko mlR V + miR
Wt Mt

Abbildung 12: Luziferase-Assay mit den transfizierten Reporterkonstrukten fiir Leptin nach Kotransfektion mit der
miR-130a (miR). Bei den dargestellten Werten handelt es sich jeweils um die Mittelwerte nach Normierung auf 100
% in Bezug auf das Reporterkonstrukt (V) mit transfizierter Kontroll-miR (Ko-miR). Es wurden drei voneinander
unabhdngige Versuche durchgefihrt (* p < 0,05; ** p > 0,05 im zweiseitigen ungepaarten Student’s t-Test). Wt =

Wildtyp-Vektor, Mt = mutierter Vektor
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Abbildung 13: Luziferase-Assay mit den transfizierten Reporterkonstrukten fir ARHGEF-12 nach Kotransfektion mit
der miR-130a (miR). Bei den dargestellten Werten handelt es sich jeweils um die Mittelwerte nach Normierung auf
100 % in Bezug auf das Reporterkonstrukt (V) mit transfizierter Kontroll-miR (Ko-miR). Es wurden drei voneinander
unabhdngige Versuche durchgefiihrt (** p > 0,05 im zweiseitigen ungepaarten Student’s t-Test). Wt = Wildtyp-
Vektor, Mt = mutierter Vektor
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Abbildung 14: Luziferase-Assay mit den transfizierten Reporterkonstrukten fiir RASD-1 nach Kotransfektion mit der
miR-130a (miR). Bei den dargestellten Werten handelt es sich jeweils um die Mittelwerte nach Normierung auf 100
% in Bezug auf das Reporterkonstrukt (V) mit transfizierter Kontroll-miR (Ko-miR). Es wurden drei voneinander
unabhdngige Versuche durchgefihrt (* p < 0,05; ** p > 0,05 im zweiseitigen ungepaarten Student’s t-Test). Wt =
Wildtyp-Vektor, Mt = mutierter Vektor

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die miR-130a als Teil des microRNA-Clusters-130/301
die Translation von AR, AdipoQ und TNF-a (ber eine spezifische Bindung an die 3°'UTR der
MRNA regulieren kann. Auf die Translation von PPAR-y zeigt sie jedoch keinen signifikanten
Effekt. Leptin, ARHGEF-12 und RASD-1 kénnen mithilfe dieser Assays nicht als Zielgene der
miR-130a validiert werden. Weiterhin zeigen diese Untersuchungen auch, dass die
translationale Wirkung der microRNAs durch gezielte Punktmutationen im Bereich der

Bindesequenz im 3’UTR des Gens unterdriickt werden kann.
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5.3 Androgen-abhangige Expression der putativen Targetgene

Androgene konnen die Expression verschiedener Gene Uber eine intranukledre Bindung an
Androgen-responsive Elemente beeinflussen, wodurch das Ablesen entsprechender Gene
erleichtert oder aber auch komplett verhindert wird. Uber diese und weitere
Regulationsmechanismen steuern sie die verschiedensten biologischen Funktionen, so
beispielsweise auch die adipogene Differenzierung der Praadipozyten durch Steuerung der

Expression Adipogenese-assoziierter Gene.

5.3.1 Quantitative Real-Time-PCRs

Mittels der oben beschriebenen Luziferase-Assays konnten AR, AdipoQ und TNF-a als putative
Targetgene der miR-130a verifiziert werden. Laut der aktuellen Literatur scheinen diese Gene
auBerdem eine entscheidende Rolle in der Adipogenese zu spielen (siehe 1.2.5). PPAR-y
konnte mittels der durchgefiihrten Untersuchungen nicht als Zielgen validiert werden, jedoch
existieren Arbeiten, in denen PPAR-y als Zielgen der miR-130a verifiziert konnte (Lee et al.,
2011). AuBerdem gilt PPAR-y als der Masterregulator der Adipogenese, deshalb wurde auch
dieses Gen mittels der folgenden Versuche genauer untersucht. Um eine Androgen-abhangige
Expression auf mRNA-Ebene der genannten Gene wahrend der adipogenen Differenzierung zu
untersuchen, wurden quantitative Real-Time-PCRs ohne und mit Zugabe von Androgenen
durchgefihrt. Die SGBS-Praadipozyten wurden durch Verwendung eines
Differenzierungsmediums (ADM) zur adipogenen Differenzierung angeregt und zuséatzlich mit
100 nM Testosteron (T) und 30 nM Dihydrotestosteron (DHT) behandelt. Die Differenzierung
wurde an ausgewdhlten Zeitpunkten abgestoppt, um die mRNA-Expression der Gene zu
vermessen. Wahrend die mRNA-Expression des Androgenrezeptors in der 14-tdgigen
Adipogenese mit 114 % im Bezug auf die 100 % DMSO-Kontrolle weitestgehend konstant
bleibt, steigt sie unter Zugabe von Testosteron bzw. Dihydrotestosteron um 151 % (p = 0,01)
bzw. um 70 % (p = 0,02) im Bezug auf die mRNA-Expression ohne Androgenzugabe an. Die
MRNA-Expression von AdipoQ zeigt sich im Verlauf der adipogenen Differenzierung zwar 20-
fach erhoéht im Vergleich zur 100 % DMSO-Kontrolle, jedoch zeigt sich unter Zugabe von
Testosteron (1112 %; p = 0,53) bzw. Dihydrotestosteron (826 %; p = 0,42) im Bezug auf die
mRNA-Expression ohne Androgenzugabe keine signifikante Anderung. Auch die mRNA-
Expression von PPAR-y zeigt im Verlauf der 14 Tage eine Zunahme der Expression um fast 800
% im Vergleich zur 100 % DMSO-Kontrolle, jedoch zeigt sich auch hier keine signifikante
Expressionsdnderung unter Zugabe von Testosteron (689 %; p = 0,65) oder Dihydrotestosteron
(417 %; p = 0,24). Ahnliche Ergebnisse zeigen sich auch bei der mRNA-Expression von TNF-a.
Die Expression im Verlauf der Adipogenese steigt um 336 % im Vergleich zur 100 % DMSO-
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Kontrolle. Unter Zugabe von Testosteron zeigt sich zwar eine signifikante Abnahme der
Expression um 222 % (p = 0,032) im Vergleich zur Expression ohne Androgenzugabe, unter

Zugabe von Dihydrotestosteron zeigt sich jedoch keine signifikante Anderung (280 %; p = 0,15).

10000
S

c 1000 -+
8
a

@ —

o 1067+
“r'
<
=

o 10 +
£
g

1 4

K DMSO 6h 12h 24h 2d 3d 5d 7d 10d 14d

Abbildung 15: mRNA-Expression von AR in SGBS-Zellen wéhrend der adipogenen Differenzierung unter Zugabe von
adipogenem Differenzierungsmedium (blau), sowie unter Zugabe von 100 nM Testosteron (rot) bzw. 30 nM
Dihydrotestosteron (griin). Bei den dargestellten Werten handelt es sich jeweils um die Mittelwerte nach
Normierung auf 100 % in Bezug auf die mit DMSO (Dimethylsulfoxid, Losungsmittel der verwendeten Hormone)
behandelten Zellen. Die gestrichelten Linien stellen die Mittelwerte der mRNA-Expression im Verlauf der
adipogenen Differenzierung +/- Androgensubstitution dar. Die Auswertung erfolgte unter Verwendung der AAC;-
Methode mit GAPDH als Referenzgen. Es wurden drei voneinander unabhangige Versuche durchgefiihrt (* p < 0,05
im zweiseitigen ungepaarten Student’s t-Test).
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Abbildung 16: mRNA-Expression von AdipoQ in SGBS-Zellen wahrend der adipogenen Differenzierung unter Zugabe
von adipogenem Differenzierungsmedium (blau), sowie unter Zugabe von 100 nM Testosteron (rot) bzw. 30 nM
Dihydrotestosteron (griin). Bei den dargestellten Werten handelt es sich jeweils um die Mittelwerte nach
Normierung auf 100 % in Bezug auf die mit DMSO (Dimethylsulfoxid, Losungsmittel der verwendeten Hormone)
behandelten Zellen. Die gestrichelten Linien stellen die Mittelwerte der mRNA-Expression im Verlauf der
adipogenen Differenzierung +/- Androgensubstitution dar. Die Auswertung erfolgte unter Verwendung der AAC;-
Methode mit GAPDH als Referenzgen. Es wurden drei voneinander unabhangige Versuche durchgefiihrt (** p > 0,05
im zweiseitigen ungepaarten Student’s t-Test).
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Abbildung 17: : mRNA-Expression von TNF-a in SGBS-Zellen wahrend der adipogenen Differenzierung unter Zugabe
von adipogenem Differenzierungsmedium (blau), sowie unter Zugabe von 100 nM Testosteron (rot) bzw. 30 nM
Dihydrotestosteron (griin). Bei den dargestellten Werten handelt es sich jeweils um die Mittelwerte nach
Normierung auf 100 % in Bezug auf die mit DMSO (Dimethylsulfoxid, Lésungsmittel der verwendeten Hormone)
behandelten Zellen. Die gestrichelten Linien stellen die Mittelwerte der mRNA-Expression im Verlauf der
adipogenen Differenzierung +/- Androgensubstitution dar. Die Auswertung erfolgte unter Verwendung der AAC;-
Methode mit GAPDH als Referenzgen. Es wurden drei voneinander unabhangige Versuche durchgefiihrt (* p <
0,05,** p > 0,05 im zweiseitigen ungepaarten Student’s t-Test).
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Abbildung 18: : mRNA-Expression von PPARy in SGBS-Zellen wahrend der adipogenen Differenzierung unter Zugabe
von adipogenem Differenzierungsmedium (blau), sowie unter Zugabe von 100 nM Testosteron (rot) bzw. 30 nM
Dihydrotestosteron (griin). Bei den dargestellten Werten handelt es sich jeweils um die Mittelwerte nach
Normierung auf 100 % in Bezug auf die mit DMSO (Dimethylsulfoxid, Losungsmittel der verwendeten Hormone)
behandelten Zellen. Die gestrichelten Linien stellen die Mittelwerte der mRNA-Expression im Verlauf der
adipogenen Differenzierung +/- Androgensubstitution dar. Die Auswertung erfolgte unter Verwendung der AAC;-
Methode mit GAPDH als Referenzgen. Es wurden drei voneinander unabhangige Versuche durchgefiihrt (** p > 0,05
im zweiseitigen ungepaarten Student’s t-Test).

Androgene scheinen somit keinen Einfluss auf die mRNA-Expression von AdipoQ, PPAR-y und
TNF-a zu haben, wahrend die mRNA-Expression von Androgenrezeptor Androgen-abhangig

erscheint.
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5.3.2 Western-Blot-Analysen

Da die mRNA-Expression der untersuchten Gene kaum Veranderungen zeigt und nur auf Ebene
der Proteinexpression die posttranskriptionale Genregulation untersucht werden kann,
fihrten wir abschlieRend Western-Blot-Analysen durch. Die Proteinexpression der Gene AR,
AdipoQ und PPAR-y wurde nach Anregung der adipogenen Differenzierung durch Zugabe eines
Differenzierungsmediums zu den SGBS-Zellen an ausgewdahlten Zeitpunkten gemessen.
Weiterhin wurde ein Teil der zur Adipogenese angeregten SGBS-Zellen mit 100 nM Testosteron
bzw. 30 nM Dihydrotestosteron behandelt, um die Proteinexpression unter Androgeneinfluss
zu vermessen. AR zeigt eine weitgehend konstante Proteinexpression wahrend der
Adipogenese. Unter Testosteronzugabe steigt die Expression des AR an, unter Zugabe von
Dihydrotestosteron ist sogar eine weitere Zunahme der Proteinexpression zu erkennen.
Wahrend die Proteinexpression von AdipoQ im Verlauf der adipogenen Differenzierung
ansteigt und ihr Maximum am Tag 10 erreicht, zeigt sich unter Zugabe der Androgene keine
Verdanderung der Expression. PPAR-y hingegen zeigt bereits friihzeitig ein Maximum der
Expression an Tag 3 mit nachfolgender Abnahme wahrend der adipogenen Differenzierung.
Unter Zugabe von Testosteron zeigt sich eine deutliche Expressionsabnahme, die unter

Dihydrotestosteron noch starker ausfallt.
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Abbildung 19: AR-Proteinexpression in SGBS-Zellen wahrend der adipogenen Differenzierung unter Zugabe von
adipogenem Differenzierungsmedium (ADM), sowie unter Zugabe von 100 nM Testosteron (T100) bzw. 30 nM
Dihydrotestosteron (DHT30). Die Proteinexpression von B-Tubulin dient als Referenz, es wurden 3 voneinander
unabhangige Versuche durchgefiihrt.
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Abbildung 20: AdipoQ-Proteinexpression in SGBS-Zellen wahrend der adipogenen Differenzierung unter Zugabe von
adipogenem Differenzierungsmedium (ADM), sowie unter Zugabe von 100 nM Testosteron (T100) bzw. 30 nM
Dihydrotestosteron (DHT30). Die Proteinexpression von B-Tubulin dient als Referenz, es wurden 3 voneinander
unabhdngige Versuche durchgefihrt.
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Abbildung 21: PPAR-y-Proteinexpression in SGBS-Zellen wahrend der adipogenen Differenzierung unter Zugabe von
adipogenem Differenzierungsmedium (ADM), sowie unter Zugabe von 100 nM Testosteron (T100) bzw. 30 nM
Dihydrotestosteron (DHT30). Die Proteinexpression von B-Tubulin dient als Referenz, es wurden 3 voneinander
unabhéangige Versuche durchgefiihrt.

Entsprechend der mRNA-Expression zeigt sich auch die Proteinexpression von AR Androgen-
abhangig. Die mRNA-Expression von AdipoQ und PPAR-y hingegen zeigt keine Veranderung
unter Androgenzugabe. Auch die Proteinexpression von AdipoQ zeigt sich unter Zugabe von T
oder DHT weitgehend konstant. Nur die Proteinexpression von PPAR-y zeigt im Unterschied
zur mRNA-Expression eine Abnahme unter Androgensubstitution. Dies spricht fir eine
posttranskriptionale Genregulation von PPAR-y, entweder durch Androgene selbst oder aber
durch bisher unbekannte Regulatoren innerhalb dieser Signalwege. Fiir TNF-a war es uns
leider nicht moglich einen geeigneten Antikdrper zu etablieren, sodass wir keine Ergebnisse

der Proteinexpression von TNF-a zeigen kdnnen.

6. Diskussion

Der Late-onset-Hypogonadismus stellt ein klinisches und biochemisches Syndrom dar, das mit
zunehmendem Alter und typischen klinischen Symptomen sowie einem Testosteronmangel
verbunden ist und somit mit einer signifikanten Abnahme der Lebensqualitdt und negativen
Auswirkungen auf multiple Organsysteme einhergehen kann (Nieschlag et al., 2005). Vor allem
die Zunahme des viszeralen Fettgewebes ist mit erhohten Morbiditdts- und Mortalitdtsraten
verbunden (Pye et al.,, 2014). Bisher stellt eine Androgen-Substitutionstherapie die einzige
kausale Behandlungsmoglichkeit dar, da die molekularen Mechanismen der negativen

metabolischen Effekte langst nicht vollstdandig erforscht sind.

In dieser Arbeit soll das microRNA-Cluster-130/301, ein mdgliches therapeutisches Target in
der Behandlung des LOH, als eine Adipogenese-hemmende microRNA, deren Expression

Androgen-abhangig erfolgt, identifiziert werden.

59



6.1 Androgen-abhingige Expression des microRNA-Clusters-130/301 wihrend der
adipogenen Differenzierung
Bisher gibt es nur wenige Arbeiten, die den Einfluss der Androgene auf die microRNA-
Expression untersucht haben. Da die Prostata eine hohe Androgenrezeptor-Dichte aufweist,
beruhen die meisten Erkenntnisse auf diesem Gebiet auf Untersuchungen an
Prostatakarzinom-Zelllinien (Nilsson et al., 2015; Scaravilli et al., 2016). Die Sertoli-Zellen des
Hodens exprimieren ebenfalls Androgenrezeptoren, sodass auch in murinen Sertoli-Zellen
Androgen-responsive microRNAs nachgewiesen werden konnten (Panneerdoss et al., 2012).
Da Androgene an der Entwicklung und Funktion weiterer Gewebe beteiligt sind, wird auch hier
eine Androgen-vermittelte Regulation der microRNA-Expression vermutet (Bouhaddioui et al.,
2016; Casaburi et al., 2016). In Bezug auf die Symptome des LOH ist jedoch vor allem das

Verhalten der microRNAs unter Androgensubstitution im Fettgewebe interessant.

In dieser Arbeit wurde die Expression des microRNA-Clusters-130/301 wé&hrend der
adipogenen Differenzierung sowie unter Zugabe von Testosteron oder Dihydrotestosteron
mittels quantitativer Real-Time-PCR vermessen. Im Vorfeld wurde mittels in-silico-Analysen
der putative Promotorbereich der miR-130a auf bekannte Androgen-responsive-Elemente
abgesucht (Dai und Burnstein et al., 1996). Dabei zeigten sich vier ARE-Sequenzen, sodass eine
Androgen-abhingige Regulation der miR-130a moglich ist. In den durchgefihrten
guantitativen Real-Time-PCRs zeigte sich eine eher niedrige Expression der miR-130a sowie der
miR-301 wahrend der adipogenen Differenzierung. Unter Zugabe von 100 nM Testosteron
wahrend der Adipogenese stieg sowohl die Expression der miR-130a als auch die Expression
der miR-301 auf das Doppelte an. Dihydrotestosteron, der bioaktivere Metabolit des
Testosterons, flihrte wahrend der adipogenen Differenzierung sogar zu einer 3-fach hoheren

Expression der miR-130a und einer 6-fach héheren Expression der miR-301.

Ein verandertes microRNA-Expressionsprofil durch eine Abnahme der Serum-
Testosteronkonzentration konnte auch im subkutanen Fettgewebe kastrierter Schweine
nachgewiesen werden (Cai et al., 2014). Unsere Arbeitsgruppe konnte aulRerdem eine weitere
microRNA nachweisen, die Androgen-vermittelt die Adipogenese reguliert. Die miR-375 zeigte
nicht nur in Microarray-Analysen eine verminderte Expression unter Zugabe von 100 nM
Testosteron wahrend der adipogenen Differenzierung in humanen mesenchymalen
Stammzellen, sondern auch eine Abnahme der Expression wahrend der adipogenen
Differenzierung in humanen mesenchymalen Stammzellen unter Androgensubstitution in
quantitativen Real-Time-Analysen (Kraus et al., 2015). Zusammen mit den Ergebnissen dieser

Arbeit existieren somit zahlreiche Hinweise, dass auch die microRNA-Expression in
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Praadipozyten durch Androgene reguliert werden kann. Androgene weisen dabei vor allem
hemmende Effekte wahrend der adipogenen Differenzierung auf und kdénnen sowohl die
Phase der Determinierung als auch die nachfolgende Differenzierung beeinflussen (Gupta et
al.,, 2008; Chazenbalk et al., 2013; Hartig et al.,, 2013). In den reifen Adipozyten hemmen
Androgene die Expression Adipozyten-spezifischer Gene, wodurch die Funktion der Zellen

gestort wird (Xu et al., 1991; Gupta et al., 2008).

Der Einfluss des microRNA-Clusters-130/301 auf die adipogene Differenzierung und daraus
entstehender Folgeerkrankungen wurde in verschiedenen Studien untersucht. Entsprechend
der Ergebnisse dieser Arbeit, konnten Lee und Kollegen zeigen, dass die Expression der miR-
130a im Verlauf der adipogenen Differenzierung humaner Fettzellen verringert ist, wahrend
die Expression Adipozyten-spezifischer Gene zunimmt. AuBRerdem konnten sie diese
verringerte Expression wadhrend der adipogenen Differenzierung auch fiir die miR-130b
nachweisen. Eine Transfektion der humanen Fettzellen, die sich in der Differenzierungsphase
befinden, mit der miR-130a und der miR-130b fiihrte zu einer signifikanten Abnahme der
Ausreifung. Diese Abnahme der Differenzierung stellte sich durch morphologische
Veranderungen der reifen Fettzellen sowie durch eine verminderte Triglyzeridproduktion dar.
AuBerdem zeigte sich eine verminderte Expression Adipozyten-spezifischer Marker wie Leptin,
Adiponektin und PPAR-y. Die gegenteiligen Versuche mit Transfektion der Antagomirs zeigten
eine zunehmende Ausreifung mit erhdhter Triglyzeridproduktion und erhéhter Expression der
Adipozyten-spezifischen Gene in den Fettzellen. In murinen 3T3-L1-Adipozyten waren die
Ergebnisse identisch (Lee et al., 2011). Auch im Brust-Fettgewebe von Ziegen konnte fir die
miR-130b ein inhibierender Effekt auf die Triglyzerid-Akkumulation sowie auf die Expression
Adipozyten-spezifischer Gene nachgewiesen werden. Dieser Effekt wird durch PPAR-y-
Coactivator-1a (PGC-1a) als direktes Targetgen der miR-130b vermittelt (Chen et al., 2015b).
Die miR-301a wurde durch eine direkte Bindung in der 3’'UTR von PPAR-y als hemmender
Faktor der Adipogenese in 3T3-L1-Zellen beschrieben. Eine abnehmende Expression dieser
microRNA fiihrt zu einer Zunahme der Produktion proinflammatorischer Zytokine und ist somit
flr eine Stérung im Metabolismus der Adipozyten verantwortlich (Li et al., 2016). Die miR-130a
weist aullerdem endothelial stabilisierende Effekte auf, die mit einer Abnahme der
kardiovaskuldren Risikofaktoren einhergehen. Runx-3, ein direktes Targetgen der miR-130a
fuhrt in endothelialen Progenitorzellen (EPCs) von Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 zu
einer verminderten Proliferation, Migration und Differenzierung sowie zu einer erhéhten
Apoptoseneigung der Zellen. Damit ist eine Abnahme der endothelialen Reparaturprozesse

verbunden, welche mit den typischen diabetischen GefdRschdaden und damit assoziierten
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Folgeerkrankungen einhergeht (Meng et al., 2013). In-vivo-Studien belegen ebenfalls den
positiven Einfluss des microRNA-Clusters-130/301 auf die Fettzellentwicklung und damit
assoziierter metabolischer Stérungen. Die miR-130a und miR-130b zeigten eine signifikant
niedrigere Expression im abdominalen Fettgewebe Ubergewichtiger Frauen im Vergleich zum
abdominellen Fettgewebe schlanker Frauen. Gleichzeitig zeigte sich die Expression Adipozyten-
spezifischer Gene erhoht (Lee et al., 2011). Im Serum stark Ubergewichtiger Mdnner konnte
eine verminderte Expression der miR-130b nachgewiesen werden. Die Serumlevel der miR-
130b waren aullerdem signifikant mit dem BMI, der Fettmasse sowie dem Hiftumfang
assoziiert, das heiRt je groRer BMI, Fettmasse und Hiftumfang, desto niedriger war die
Serumkonzentration der miR-130b. Nach Gewichtsverlust durch eine operative MaRnahme
zeigte sich ein Anstieg der miR-130b-Serumkonzentration (Ortega et al., 2013). Ahnlich der
Theorie dieser Arbeit konnten sowohl die erwdhnten in-vitro-, als auch die in-vivo-Studien
antiadipogene und positive metabolische Effekte des microRNA-Clusters-130/301 nachweisen.
Im Gegensatz dazu existieren einige Studien, die das microRNA-Cluster-130/301 als
potentiellen Biomarker fir das metabolische Syndrom sehen. Im Serum (bergewichtiger
Mause konnte eine erhdhte miR-130b-Konzentration nachgewiesen werden. Wahrend der
adipogenen Differenzierung in 3T3-L1-Adipozyten war die Expression der miR-130b zwar
dhnlich wie in dieser Arbeit eher niedrig, doch zeigte sich eine erhohte miR-130b-
Konzentration im Medium der Zellen. Dies spricht fir eine zunehmende Sekretion der
microRNA durch die ausreifenden Fettzellen. Auch im Serum Ubergewichtiger Manner zeigte
sich eine positive Korrelation zwischen dem Grad der Adipositas und der miR-130b-
Konzentration. Jedoch fand man auch hier eine eher geringe Expression der microRNA in den
Adipozyten selbst (Wang et al.,, 2013). Identische Ergebnisse konnten fiir (ibergewichtige
Kinder nachgewiesen werden. Auch hier zeigte sich eine positive Korrelation der miR-130b-
Serumkonzentration zum BMI, Hiftumfang sowie zur Fettgewebsmasse sowohl fiir Jungen als
auch fur Madchen (Prats-Puig et al., 2013). Karolina und Kollegen fanden auBerdem einen
positiven Zusammenhang zwischen einer erhéhten miR-130a-Serumkonzentration und einem
erhohten Blutdruck bei Patienten mit dem metabolischen Syndrom (Karolina et al., 2012). Im
Gegensatz zu der eher niedrigen Expression des microRNA-Clusters-130/301 in ausreifenden
Adipozyten, wie in dieser Arbeit gezeigt, belegen diese Studien eine Zunahme der

Serumkonzentration der microRNA mit zunehmender Fettgewebsmasse.

Das microRNA-Cluster zeigt also einerseits eine eher niedrige Expression sowie inhibierende
Effekte in ausreifenden Adipoyzten, andererseits jedoch erhéhte Serumkonzentrationen vor

allem bei U(bergewichtigen Individuen, die an dem metabolischen Syndrom leiden.
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Moglicherweise wird die Expression sowie die Sekretion der microRNA neben Androgenen
durch weitere Faktoren beeinflusst, die bisher kaum untersucht wurden. TNF-a beispielsweise
flihrt zu einer Induktion der miR-130-Expression im weillen Fettgewebe von Madausen, die
wiederum zu einer gestorten Funktion und zunehmender Inflammation in reifen Adipozyten
fuhrt (Kim et al., 2013). Auch weitere microRNAs sind bekannt, deren Expression durch
Adipozytokine reguliert wird (Liu et al.,, 2011; Xu et al.,, 2013; Xu et al., 2014). Um die
molekularen Mechanismen in der Funktion und Regulation des microRNA-Clusters-130/301
besser zu verstehen, sind weitere Untersuchungen notwendig. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen vor allem, dass das microRNA-Cluster-130/301 wahrend der adipogenen
Differenzierung der SGBS-Praadipozyten eher gering exprimiert wird, aber durch Androgene,
die vor allem positive metabolische Effekte aufweisen, induziert werden kann. Die microRNA
konnte somit sowohl in der Pathogenese als auch der Behandlung des LOH und der damit

verbundenen metabolischen Stérungen eine Rolle spielen.

6.2 Adipogenese-assoziierte Zielgene der microRNA-130a

Im nachsten Schritt der Arbeit sollten Zielgene der miR-130a als Teil des microRNA-Clusters-
130/301 identifiziert werden, die in der adipogenen Differenzierung eine Rolle spielen. Dazu
wurden im Vorfeld mogliche Kandidaten mit der Hilfe verschiedener microRNA-Datenbank
(TargetScan, PicTar und miRanda) erfasst. Um diese anschlieRend zu verifizieren, wurden
Luziferase-Assays durchgefiihrt. Fir das humane microRNA-Cluster-130/301 sind derzeit 1029
mogliche Targetgene in der microRNA-Datenbank TargetScan verzeichnet. Bisher wurde das
microRNA-Cluster-130/301 vor allem im Zusammenhang mit der Regulation von Genen
beschrieben, die an der Entstehung von pulmonaler Hypertonie, Krebs, Psoriasis vulgaris,
kardiovaskuldren Erkrankungen, Diabetes mellitus Typ 2 und entziindlichen Erkrankungen
beteiligt sind (http://www.targetscan.org/cgi-
bin/targetscan/vert_71/targetscan.cgi?species=Human&gid=&mir_sc=miR-130-3p%2F301-
3p%2F454-3p&mir_c=&mir_nc=&mir_vnc=&mirg, aufgerufen am 10.02.2017). Gene, die
wadhrend der adipogenen Differenzierung eine Rolle spielen, wurden bisher kaum als Targets

der miR-130/301 identifiziert.

In den Luziferase-Assays dieser Arbeit konnten AR, AdipoQ und TNF-a als Zielgene der miR-
130a verifiziert werden. Leptin, ARHGEF-12 und RASD-1 wurden als direkte Zielgene der miR
ausgeschlossen. PPAR-y zeigte zwar nach Transfektion mit der miR-130a eine Abnahme der
Lumineszenz um 25 % im Vergleich zur Kontroll-miR, diese war jedoch nicht signifikant, sodass
PPAR-y ebenfalls nicht als Zielgen der miR-130a nachgewiesen werden konnte. In der Literatur

hingegen wurde PPAR-y mehrfach als Target der miR-130a aber auch der miR-130b
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beschrieben. Nachdem Lee und Kollegen eine gegenlaufige Expression der miR-130a und miR-
130b und der PPAR-y-mRNA in humanen und murinen Adipozyten fanden, flhrten sie EGFP-
Reporterassays in Hela-Zellen durch, um PPAR-y als direktes Target der miR-130a und b zu
identifizieren. Dabei zeigte sich eine signifikante Abnahme der mRNA-Expression sowie der
Proteinexpression der PPAR-y-Reporterkonstrukte. Aullerdem konnten sie nachweisen, dass
die miR-130a und b sowohl in der kodierenden Region als auch in der 3’'UTR der mRNA
Bindesequenzen aufweisen und somit die Expression von PPAR-y regulieren. Die Bindestelle in
der kodierenden Region weist dabei die starkeren Effekte auf (Lee et al.,, 2011). Eine
Regulation der PPAR-y-Expression durch Bindung der miR-130a und b in der 3’UTR der mRNA
konnte auch in weiteren Studien nachgewiesen werden. In der Hepatozyten-Zelllinie HepG-2
zeigte sich die PPAR-y-Expression sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Protein-Ebene unter
Transfektion mit der miR-130a verringert (Huang et al.,, 2015). In einer hepatischen
Sternzelllinie von Ratten zeigte sich im Rahmen von Studien zur Leberfibrose eine Hemmung
der PPAR-y-Expression durch Bindung der miR-130a und b im 3’'UTR der mRNA (Le Lu et al.,
2015). Die Abweichungen zu den Ergebnissen dieser Arbeit konnten durch die Verwendung
verschiedener Zelllinien sowie verschiedener Reportersysteme erklart werden. AuRerdem
erfolgten die beschriebenen Arbeiten auch an verschiedenen Spezies. Die Rolle von PPAR-y als
Masterregulator der Adipogenese steht auller Frage. Neben der Fahigkeit zur Induktion der
adipogenen Differenzierung, ist PPAR-y an der Aufrechterhaltung des differenzierten

Zustandes maligeblich beteiligt (Tontonoz et al., 1994b; Tamori et al., 2002).

Der Androgenrezeptor entfaltet seine Wirkung lGber die Bindung an Androgen-responsive
Elemente (AREs), wodurch eine transkriptionelle Regulation verschiedener Gene aber auch
verschiedener microRNAs moglich ist (Claessens et al.,, 2008; Panneerdoss et al.,, 2012;
Casaburi et al., 2016). In Brustkrebs-Zelllinien wurde beispielsweise ein verdndertes microRNA-
Expressionsprofil nachgewiesen, wenn diese Zellen den AR exprimieren (Shi et al., 2017). Auch
in Prostatakarzinom-Zelllinien ist eine Androgen-abhangige microRNA-Expression beschrieben
(Wan et al., 2016). Andererseits gibt es auch microRNAs, die die Expression des
Androgenrezeptors regulieren. Die miR-1207-3p beispielsweise ist in hochaggressiven
Prostatakarzinom-Zelllinien eher gering exprimiert, wahrend AR in diesen aggressiven,
teilweise auch metastasierenden Karzinom-Zelllinien stark exprimiert wird. Diese
gegensatzliche Expression veranlasste Das und Kollegen zur genaueren Untersuchung dieser
Signalwege. Dabei zeigte sich eine Hemmung der AR-Expression durch eine direkte Interaktion
der miR-1207-3p mit dem Protein FNDC-1 (Das et al., 2016). In einer weiteren Studie konnten

mehrere microRNAs identifiziert werden, die die AR-Expression in Prostatakarzinom-Zelllinien
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beeinflussen. AR wurde mittels Luziferase-Assays als direktes Targetgen der miR-30b-3p und
der miR-30d-5p nachgewiesen. Die genannten microRNAs fiihren dabei iber eine Bindung an
die 3’'UTR der mRNA zur Hemmung der AR-Expression und somit zu einer Hemmung der
Proliferation dieser Zelllinien (Kumar et al., 2016). Mittels Reporter-Assays und Western-Blot-
Analysen wurde AR aullerdem als direktes Target der miR-203, der miR-205 und der miR-130a
in Prostatakarzinom-Zelllinien nachgewiesen (Boll et al., 2013). Diese Ergebnisse decken sich
mit denen dieser Arbeit. Mittels Luziferase-Assay wurde eine direkte Bindung der miR-130a im

3’UTR des AR nachgewiesen und dieses Gen somit als direktes Target identifiziert.

AdipoQ kodiert fiir das Protein Adiponektin, ein Adipozytokin mit antiinflammatorischen,
antidiabetogenen und antiatherogenen Eigenschaften, welches fast ausschlieBlich vom
Fettgewebe sezerniert wird. Die Uberexpression von Adiponektin fiihrt sowohl in-vitro als auch
in vivo zu einer Zunahme der Fettgewebsmasse (Fu et al., 2005), jedoch weillt dieses
Adipozytokin an den peripheren Organen positive metabolische Effekte auf (Kim et al., 2007).
Aufgrund dieser Eigenschaften wird der Zusammenhang zwischen der Adiponektin-Expression
und verschiedener microRNAs wahrend der Adipogenese intensiv untersucht. Die meisten
Studien zeigen dabei regulierende Effekte der microRNAs auf die Adiponektin-Rezeptor-
Expression und somit nur einen indirekten Einfluss auf Adiponektin selbst. Die miR-375
beispielsweise hemmt lber eine Bindung an die 3’"UTR der mRNA die Expression des AdipoR-2
in humanen SGBS-Zellen, welcher an der Entstehung der Insulinresistenz und des Diabetes
mellitus Typ 2 beteiligt ist (Kraus et al., 2015). Die Transfektion von HepG-2-Zellen mit der miR-
218 zeigte eine Hemmung der Adiponektin-vermittelten Glukose-Aufnahme. Diese Hemmung
beruht vor allem auf einer verminderten AdipoR-2-Expression, da dieser Rezeptor mittels
Luziferase-Assays als direktes Target der miR-218 nachgewiesen werden konnte (Du et al.,
2015). Auch die Expression des AdipoR-1 wird durch verschiedene microRNAs reguliert. In
humanen Endothelzellen der Nabelvene beispielsweise fiihrte eine miR-221-Expression zu
einer Abnahme der Expression des AdipoR-1, welcher mittels Luziferase-Assay als direktes
Target der microRNA nachgewiesen werden konnte. Eine Uberexpression der miR-221 ging mit
einer Abnahme der Adiponektin-vermittelten Stickstoffmonoxid-Produktion einher, welche an
der Regulation der endothelialen Entziindungsreaktionen beteiligt ist. Die Bindung an den
AdipoR-1 entfaltet diese antiatherogenen Effekte des Adiponektins, welche jedoch durch die
miR-221 gehemmt werden (Chen et al., 2015a). Die miR-378 wiederum zeigt direkte Effekte
auf die Adiponektin-Expression. Durch eine Uberexpression der microRNA zeigte sich eine
verminderte mRNA- und Proteinexpression des Adiponektins in 3T3-L1-Zellen. Luziferase-

Assays wiesen eine direkte Bindung der miR-378 an die 3'"UTR der AdipoQ-mRNA nach (Ishida
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et al., 2014). Auch in dieser Arbeit konnte AdipoQ mittels Luziferase-Assays als direktes
Targetgen einer microRNA nachgewiesen werden. Durch eine Bindung der miR-130a in der

3 UTR der mRNA wird die AdipoQ-Expression gechemmt.

Tumor necrosis factor-a (TNF-a) ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches in eine Vielzahl
an biologischen Prozessen beispielsweise Zellproliferation, -differenzierung, Apoptose und
Lipidmetabolismus involviert ist. Es wird vor allem von Makrophagen, aber in geringen Mengen
auch vom Fettgewebe sezerniert. TNF-a hemmt die Expression Adipozyten-spezifischer Gene
sowie die Expression von PPAR-y und verschiedener C/EBPs (Stephens und Pekala, 1991;
Feingold und Grunfeld, 1992; Zhang et al., 1996), fihrt jedoch Uber eine Zunahme der
Insulinresistenz sowie durch eine erhdhte Lipolyserate zu eher negativen metabolischen
Effekten (Hauner et al., 1995). Auch im Zusammenspiel mit den microRNAs weist TNF-a sehr
unterschiedliche Effekte auf. Einerseits reguliert TNF-a die Expression verschiedener
microRNAs und somit die Expression der entsprechenden Targetgene, andererseits wird die
TNF-a-Expression durch Bindung einiger microRNAs an ihre Zielgene reguliert. TNF-a als
direktes Targetgen einer microRNA wurde bisher nur selten nachgewiesen. Chou und Kollegen
konnten zwar eine Abnahme der TNF-a-Expression in humanen Adipozyten-Stammzellen nach
miR-221-Transfektion nachweisen, jedoch wurde kein Reporterassay durchgefiihrt (Chou et al.,
2013). Die Effekte von TNF-a auf die Expression verschiedener microRNAs sind dagegen
deutlich besser untersucht. Die miR-378 beispielsweise wird in 3T3-L1-Adipozyten durch TNF-a
vermehrt exprimiert und somit wird die Adiponektin-Expression gehemmt (Ishida et al., 2014).
Auch eine TNF-a-induzierte Aktivierung der miR-155 in 3T3-L1-Prdadipozyten hemmt die
C/EBP-B-Expression und somit die adipogene Differenzierung (Liu et al., 2011). Die Expression
der miR-26b hingegen, eine proadipogene microRNA, wird durch die Zugabe von TNF-a
wahrend der adipogenen Differenzierung in humanen Praadipozyten gehemmt (Xu et al.,
2013). Interessant ist auch die Wechselwirkung zwischen der miR-130 und TNF-a. In dieser
Arbeit wurde TNF-a mittels Luziferase-Assay als Zielgen der miR-130a identifiziert. Kim und
Kollegen hingegen beschreiben eine Zunahme der miR-130a- und b-Expression im subkutanen
Fettgewebe Ubergewichtiger Mause sowie eine Zunahme der microRNA-Expression nach
Zugabe von TNF-a in murinen 3T3-L1-Zellen. Diese TNF-a-induzierte Expressionssteigerung der
miR-130 flhrt zu einer Hemmung der PPAR-y-Expression und somit zur Hemmung der
adipogenen Differenzierung (Kim et al.,, 2013). Die Ergebnisse dieser Arbeit wiederum
beschreiben eine Hemmung der TNF-a-Expression durch die Bindung der miR-130a an die

3’UTR der mRNA. TNF-a stellt somit ein direktes Zielgen der miR-130a dar. Dies konnte auf
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eine Art negativen Feedbackmechanismus in der Regulation der TNF-a vermittelten

Inflammation im Fettgewebe hindeuten.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Mutation der Bindesequenz der miR-130a im
3’'UTR der entsprechenden Gene und den damit einhergehenden Veranderungen der
Genexpression. Auch Lee und Kollegen mutierten diese Bindesequenz sowohl im 3°UTR als
auch in der kodieren Region der PPAR-y-mRNA-Reporterkonstrukte durch einen Austausch von
insgesamt vier Basen. Durch diese Mutationen wurde die translationale Hemmung der PPAR-y-
Expression durch die miR-130a und b aufgehoben (Lee et al., 2011). In der Arbeit von Kraus
und Kollegen genligte bereits der Austausch zweier Basen in der Bindesequenz der microRNA,
um die Hemmung der AdipoR-2-Expression durch die miR-375 zu verhindern (Kraus et al.,
2015). Flr die untersuchten Targetgene dieser Arbeit wurde gezeigt, dass bereits der
Austausch einer Base die Bindung der microRNA stort und somit eine Regulation der
Genexpression durch die miR-130a verhindert wird. Diese Ergebnisse zeigen wie spezifisch die
Bindung der microRNAs an ihre Zielgene erfolgt und das bereits der Austausch einer Base
innerhalb dieser konservierten Sequenzen das Spektrum der Zielgene einer microRNA deutlich

verandern kann (Hill et al., 2014).

In Zusammenschau der Ergebnisse und der aktuellen Literatur ldsst sich nur erahnen, wie
komplex das Zusammenspiel der einzelnen Faktoren in der Regulation der Adipogenese ist. Um
die molekularen Mechanismen vollstandig zu verstehen, sind weitere Studien nétig. In dieser
Arbeit wurden die Adipogenese-relevanten Gene AR, AdipoQ und TNF-a als Zielgene der miR-
130a als Teil des microRNA-Clusters-130/301 identifiziert und die Spezifitdt der microRNA-
Bindung an ihre entsprechenden Targets aufgezeigt. Die Expression dieser Gene wahrend der
adipogenen Differenzierung in SGBS-Zellen sowie unter Androgensubstitution wurde im

letzten Teil der Arbeit untersucht.

6.3 Androgen-abhdngige Expression der Zielgene wahrend der adipogenen
Differenzierung
Im letzten Schritt dieser Arbeit wurde die Expression der gefunden Zielgene der miR-130a als
Teil des microRNA-Clusters-130/301 wéahrend der adipogenen Differenzierung in humanen
SGBS-Praadipozyten untersucht. AuRerdem wurden die differenzierenden Fettzellen mit
Testosteron oder Dihydrotestosteron behandelt, um den Effekt der Androgene auf die
Fettzellentwicklung und die Expression der microRNA-Targets zu eruieren und somit die
molekularen Mechanismen der zunehmenden viszeralen Fettgewebsmasse im Krankheitsbild

des LOH besser zu verstehen.
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Mittels quantitativen Real-Time-PCRs und Western-Blot-Analysen wurde die Expression von
Androgenrezeptor wahrend der adipogenen Differenzierung in SGBS-Zellen vermessen. Dabei
zeigte sich eine von Beginn an konstante mRNA- und Proteinexpression fir AR in den SGBS-
Zellen wahrend der 14-tagigen Differenzierung. Das bedeutet, dass bereits humane
Praadipozyten AR exprimieren und sensibel fir Androgene sind. Entsprechend dieser
Ergebnisse beschreibt die Arbeit von Dieudonné und Kollegen die Proteinexpression des AR
sowohl in humanen Prdadipozyten als auch in reifen humanen Fettzellen, wobei die
Proteinexpression im Verlauf der adipogenen Differenzierung sogar abnimmt. Die mRNA-
Expression hingegen steigt im Verlauf an und erreicht ihr Maximum in reifen Adipozyten
(Dieudonné et al., 1998). In murinen 3T3-L1-Prdadipozyten zeigt sich eine eher niedrige mRNA-
Expression des AR zu Beginn der Differenzierung mit einer Zunahme der Expression in reifen
Fettzellen (Fu et al.,, 2005; Hartig et al., 2013). Im Unterschied zu den Ergebnissen dieser
Arbeiten zeigen weitere Untersuchungen an humanen SGBS-Pradadipozyten, &dhnlich den
Ergebnissen dieser Arbeit, einen konstanten Expressionsverlauf der AR-mRNA wéahrend der
Adipogenese (Horenbug et al.,, 2008). Die Ergebnisse der AR-Expression wahrend der
adipogenen Differenzierung unter Androgensubstitution hingegen fallen in allen Studien
ahnlich aus. In dieser Arbeit zeigt sich eine Zunahme der mRNA- sowie der Proteinexpression
unter Zugabe von Testosteron oder Dihydrotestosteron zu den differenzierenden SGBS-Zellen.
DHT zeigt dabei im Vergleich zu Testosteron eine stirkere Zunahme der AR-Expression.
Ahnliche Ergebnisse zeigten sich in der Arbeit von Dieudonné und Kollegen. Auch hier steigt
die Proteinexpression des AR unter Androgenzugabe in humanen Praadipozyten, die
interventionell von Mannern und Frauen gewonnen wurden, an (Dieudonné et al., 1998).
Sogar in humanen mesenchymalen Stammzellen konnten Gupta und Kollegen diese DHT-
vermittelte Expressionszunahme des AR nachweisen (Gupta et al., 2008). Dies bestatigt die
Annahme, dass bereits die Fettvorlauferzellen AR exprimieren. Die voneinander abweichenden
Ergebnisse der AR-Expression wahrend der adipogenen Differenzierung ohne Androgen-
Zugabe konnten zum einen durch die Instabilitdt des Proteins ohne Ligandenbindung erklart
werden (Kemppainen et al.,, 1992), zum anderen aber auch durch die Messungen auf
verschiedenen Expressionsebenen. Aufgrund einer moglichen posttranskriptionellen
Genregulation, beispielsweise durch microRNAs wie die miR-130a, zeigen die mRNA- und

Proteinexpression eines Gens nicht selten unterschiedliche Ergebnisse.

Die Adiponektin-Expression wahrend der Adipogenese in humanen SGBS-Praadipozyten wurde
ebenfalls sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene vermessen. Auf beiden Ebenen fand

sich dabei zunachst eine sehr geringe Expression mit einem Anstieg im Verlauf der 14-tigigen
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Differenzierung der SGBS-Praadipozyten. Der Expressionsanstieg auf Ebene der mRNA zeigt
sein Maximum an Tag 7. Dieser Expressionsanstieg der Adiponektin-mRNA konnte in weiteren
Studien sowohl fir murine 3T3-L1-Praadipozyten als auch fiir humane Prdadipozyten betsatigt
werden (Horenburg et al., 2008; Lee et al., 2011). Ahnlich dem Expressionsverlauf in dieser
Arbeit konnten auch Kérner und Kollegen ein Maximum der mRNA-Expression von Adiponektin
an Tag 8 nachweisen. Die Proteinexpression hingegen zeigte ihr Maximum zeitlich versetzt an
Tag 10 (Korner et al., 2005). Auch die Western-Blot-Analysen dieser Arbeit zeigten ein
Expressionsmaximum fir Adiponektin an Tag 10. Diese Ergebnisse entsprechen der bisherigen
Annahme, dass Adiponektin vor allem vom reifen Fettgewebe exprimiert und sezerniert wird.
Unter Androgensubstitution konnten in dieser Arbeit weder auf mRNA- noch auf Proteinebene
Expressionsanderungen fir Adiponektin nachgewiesen werden. Auch die Arbeit von
Horenburg und Kollegen zeigte keinen Effekt von Testosteron oder Dihydrotestosteron auf die
MRNA- oder Proteinexpression von Adiponektin in SGBS-Zellen (Horenburg et al., 2008). In-
vitro- und in-vivo-Untersuchungen von Nishizawa und Kollegen konnten dhnliche Effekte der
Androgene auf die Adiponektin-Expression im Fettgewebe nachweisen, jedoch fand sich unter
Androgeneinfluss eine verminderte Sekretion des Adiponektins aus den Fettzellen (Nishizawa
et al., 2002). Auch Xu und Kollegen konnten eine verminderte Sekretion, speziell der HMW-
Form des Adiponektins, durch Testosteron nachweisen (Xu et al., 2005). Dies konnte erklaren,
warum die Plasma-Adiponektinspiegel bei Mannern deutlich niedriger sind als bei Frauen.
Androgene (iben demnach durch bisher unbekannte Mechanismen einen Einfluss auf die
Adiponektinsekretion aus. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Adiponektin-Expression im
Verlauf der Adipogenese der humanen SGBS-Zellen zunimmt und Androgene keinen Einfluss
auf die Expression in Fettzellen aufweisen. Ein moglicher Serumfaktor, der die abweichenden
Serumkonzentrationen dieses Adipozytokins erklaren konnte, stellt die miR-130a dar, die

Androgen-abhdngig exprimiert wird und Adiponektin als Zielgen aufweist.

TNF-a, ein Zytokin, welches mit zunehmender Fettgewebsmasse verstarkt sezerniert wird,
zeigte in dieser Arbeit eine Zunahme der mRNA-Expression wadhrend der adipogenen
Differenzierung in humanen SGBS-Zellen. Eine Zunahme der TNF-a-Expression mit
zunehmendem Fettgewebe ist bekannt (Hotamisligil et al., 1993), die Expression im Verlauf der
adipogenen Differenzierung ist bisher jedoch kaum untersucht. Lediglich eine Arbeit zeigte
dhnlich den Ergebnissen dieser Arbeit eine Zunahme der mRNA-Expression von TNF-a im
Verlauf der Adipogenese in Praadipozyten, die von Schweinen gewonnen werden konnten und
zur Differenzierung angeregt wurden. An Tag sechs zeigte sich ein Maximum der Expression

mit nachfolgender Abnahme (Li et al., 2013b). Eine Hemmung der TNF-a-Expression im
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Fettgewebe durch eine Testosteron-Substitutionstherapie konnte bereits nachgewiesen
werden (Malkin et al., 2004). In dieser Arbeit konnte der hemmende Effekt von Testosteron
zumindest auf die mRNA-Expression von TNF-a in humanen differenzierenden SGBS-Zellen
bestatigt werden. Da TNF-a insgesamt eher negative metabolische Effekte zeigt (Hauner et al.,
1995), weist die Androgen-vermittelte Expressionshemmung hier am ehesten antiadipogene
Effekte auf. Ob auch hier microRNAs wie die miR-130a eine Rolle spielen, muss jedoch erst

mittels weiterer Untersuchungen bestatigt werden.

PPAR-y, als der Masterregulator der Adipogenese, ist das wohl am besten untersuchte Gen
wahrend der Differenzierung mesenchymaler Stammzellen zu reifen Adipozyten. AuBerdem
stellt dieses Gen ein Marker fir die erfolgreiche adipogene Differenzierung dar, denn nur
durch eine gesteigerte Expression dieses Gens wird die Adipogenese induziert und aufrecht
erhalten (Tontonoz et al., 1994b; Tamori et al., 2002). In dieser Arbeit zeigt sich bereits zu
Beginn der adipogenen Differenzierung in SGBS-Zellen eine hohe PPAR-y-Expression, die
wahrend der gesamten Adipogenese aufrecht erhalten wird. Diese Ergebnisse spiegeln die
aktuelle Literatur wider, in der sich sowohl die mRNA- als auch die Proteinexpression nicht nur
in murinen sondern auch in humanen Praadipozyten auf einem konstant hohem Niveau zeigt
(Lee et al.,, 2011). Der hemmende Effekt der Androgene auf die PPAR-y-Expression wurde
bereits in vielen Arbeiten untersucht und bestéatigt (Gupta et al., 2008). In dieser Arbeit konnte
sich dieser Effekt lediglich auf Proteinebene bestdtigen. Die mRNA-Expression von PPAR-y
zeigte keine signifikanten Veranderungen unter Androgensubstitution. In der Arbeit von Hartig
und Kollegen hingegen zeigte sich eine signifikante Abnahme der mRNA-Expression im Verlauf
der adipogenen Differenzierung in murinen 3T3-L1-Zellen nach Zugabe des synthetischen
Androgens R1881 (Hartig et al., 2013). Die Unterschiede der mRNA-Expression von PPAR-y
konnten durch die verschiedenen Zellsysteme, aber auch durch die verschieden verwendeten
Hormone zustande gekommen sein. Auf Proteinebene der SGBS-Zellen zeigte sich nicht nur in
dieser Arbeit, sondern auch in der Arbeit von Kraus und Kollegen eine Abnahme der Expression
wahrend der adipogenen Differenzierung unter Testosteronzugabe, die sich unter DHT-Zugabe
sogar noch verstarkte (Kraus et al., 2015). Eine weitere Erkldrung fiir die abweichende
Proteinexpression von PPAR-y stellt auch hier die posttranskriptionelle Genregulation dar.
Moglicherweise gibt es einen bisher unbekannten Faktor, der durch Androgene reguliert die
PPAR-y-Proteinexpression steuert. Ein potentieller Kandidat dafiir ist das microRNA-Cluster-

130/301, jedoch miissen weitere Untersuchungen folgen, um dies zu validieren.

Insgesamt decken sich die Ergebnisse dieser Arbeit zum groRten Teil mit denen der bisherigen

Literatur. Unterschiede konnten dabei auf Differenzen in den verwendeten Zelllinien bzw.
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abweichende Substrate zurickgefihrt werden. Aufgrund einer moglichen
posttranskriptionellen Genregulation ist es aullerdem nicht selten, dass mRNA- und
Proteinexpression der Gene unterschiedliche Muster aufweisen. Potentielle Faktoren, die
posttranskriptionell die Genexpression regulieren, sind microRNAs. Besonders die miR-130a,
fir die AR, Adiponektin und TNF-a in dieser Arbeit sowie PPAR-y in der Literatur als Targetgene
beschrieben wurden, stellt einen denkbaren Faktor in der Regulation der adipogenen

Differnzierung in humanen SGBS-Zellen unter Androgensubstitution dar.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Der Late-onset-Hypogonadismus ist eine Erkrankung des alternden Mannes, die mit typischen
Symptomen und einer Abnahme der Serum-Testosteronkonzentration einhergeht. Zu den
Prognose-relevanten Symptomen zdhlen neben der Zunahme des viszeralen Fettgewebes auch
die damit einhergehenden Folgeerscheinungen wie das metabolische Syndrom, Diabetes
mellitus Typ 2 und kardiovaskuldre Erkrankungen. MicroRNAs sind kurze, einzelstrangige,
nicht-kodierende RNA-Molekile, die an der posttranskriptionellen Regulation einer Vielzahl an
Genen beteiligt sind. Auch in der adipogenen Differenzierung humaner Adipozyten spielen sie
eine entscheidende Rolle. In dieser Arbeit sollte das microRNA-Cluster-130/301 als ein
regulierender Faktor in der Adipogenese identifiziert werden und dessen Expression sowie die
Expression der entsprechenden Zielgene wahrend der adipogenen Differenzierung in humanen
SGBS-Zellen unter Androgensubstitution untersucht werden. Im ersten Schritt wurde zunachst
die Expression des microRNA-Clusters untersucht. Sowohl die Expression der miR-130a als
auch die Expression der miR-301 zeigte sich unter Androgenzugabe erhéht. Um einen Effekt
des microRNA-Clusters wahrend der adipogenen Differenzierung nachzuweisen, stellte sich
nun die Frage, welche Gene durch diese miR reguliert werden. Durch in-silico Analysen mithilfe
bestimmter microRNA-Datenbanken wurden mogliche Zielgene der miR-130a gesucht, die
Adipogenese-relevant sind. In den nachfolgenden Luziferase-Assays konnten AR, AdipoQ und
TNF-a als Targets der miR in-vitro bestatigt werden. Abschliefend sollten nun die Effekte der
Androgene wahrend der adipogenen Differenzierung der SGBS-Zellen auf die Expression der
microRNA-Zielgene und die Expression des Masterregulators der Adipogenese PPAR-y
untersucht werden. Dabei zeigte sich eine Zunahme der AR-Expression unter
Androgensubstitution, wahrend zumindest die PPAR-y-Proteinexpression unter Zugabe von
Testosteron oder Dihydrotestosteron abnahm. Fir die Expression von Adiponektin und TNF-a
konnte kein Einfluss der Androgene beobachtet werden, obwohl es Studien gibt, die eine
Abnahme der Serumkonzentration dieser Proteine unter Testosteronsubstitution zeigen. Diese
Ergebnisse verdeutlichen, dass es weitere Faktoren gibt, die Androgen-abhangig die Expression
der Gene steuern und somit die Adipogenese regulieren. Potentielle Kandidaten dafiir sind
microRNAs wie beispielsweise das microRNA-Cluster-130/301. Um jedoch die molekularen
Mechanismen hinter der microRNA-Funktion in der adipogenen Differenzierung humaner
Fettzellen genauer zu erfassen, sind weitere Untersuchungen notwendig. Sollte das microRNA-
Cluster-130/301 Androgen-vermittelt die Adipogenese regulieren kénnen, stellt es zukinftig
ein mogliches Target nicht nur in der Behandlung des LOH sondern auch in der Behandlung der

Adipositas und damit verbundener Folgeerkrankungen dar.
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Thesen

Der Late-onset-Hypogonadismus ist ein Krankheitsbild des alterenden Mannes,
welches durch eine Abnahme der Serum-Testosteronkonzentration unter 12,1 nmol/I

und damit verbundenen Symptomen einhergeht.

Zu den prognoserelevantesten Symptomen des Late-onset-Hypogonadismus zahlt die
Zunahme des viszeralen Fettgewebes und damit einhergehende Folgeerscheinungen
wie das metabolische Syndrom, Diabetes mellitus Typ 2 und kardiovaskuldre

Erkrankungen.

Es sind zahlreiche microRNAs bekannt, die die adipogene Differenzierung einer
mesenchymalen Stammzelle bis hin zum reifen Adipozyten regulieren, unter anderem

auch das microRNA-Cluster-130/301.

Das microRNA-Cluster-130/301 wird wahrend der adipogenen Differenzierung in SGBS-

Zellen Androgen-abhéangig exprimiert.

Die microRNA-130a hemmt Uber eine Bindung im 3'UTR der mRNA die Expression der
Adipogenese-assoziierten Gene Androgenrezeptor, Adiponektin und TNF-a. Eine
Punktmutation im Bereich der Bindesequenz der microRNA innerhalb der mRNA der

Zielgene verhindert die posttranskriptionelle Regulation durch die microRNA.

Der Androgenrezeptor wird sowohl von humanen Prdadipozyten als auch von reifen
humanen Fettzellen exprimiert. Unter Androgensubstitution steigt die Expression

wadhrend der adipogenen Differenzierung sogar an.

Adiponektin, TNF-a und PPAR-y werden im Verlauf der Adipogenese humaner SGBS-
Praadipozyten verstarkt exprimiert. Eine verringerte Expression wahrend der
adipogenen Differenzierung unter Androgenzugabe konnte nicht abschlieRend

bestatigt werden.
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