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Referat und bibliographische Angaben

Das Polycystische Ovarsyndrom (PCQOS) ist eine der hdufigsten endokrinen Erkrankung der
Frau im reproduktiven Alter, welches auch mit einer reduzierten Fertilitdt einhergeht. Ein
zentraler Stellenwert in der Pathophysiologie dieses Syndroms kommt dabei dem
Hyperandrogenismus zu.

Die genauen Zusammenhénge zwischen den Ursachen und dem Pathomechanismus des PCOS
sind bis heute nicht abschliefend geklart. Diese Arbeit untersucht die Androgenregulation der
Dipeptidyl-Peptidase 4 (DPP4), einem Enzym, welches einen Angriffspunkt zur Behandlung
des PCOS bietet.

In dieser Arbeit konnte an Zellen der KGN und COV 434 eine Expressionssteigerung der
DPP4-mRNA durch Testosteron und Dihydrotestosteron gezeigt werden. Tendenzen dieses
Zusammenhangs konnten durch die gesteigerte Expression des DPP4-Proteins im
Zellkulturtiberstand bestétigt werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass typische
metabolische Veranderungen des PCOS wie Hyperinsulindmie und Hyperglykédmie keinen
Einfluss auf die mRNA-Expression der DPP4 in vitro haben. Weiterfiihrend wurde der Einfluss
verschiedener Behandlungsstrategien des PCOS auf die in vitro Expression von DPP4
untersucht. Es zeigte sich, dass die Behandlung von Granulosakarzinomzellen mit Sitagliptin,
einem DPP4-Hemmer, tendenziell eine verringerte mRNA-Expression bedingt. Durch die
Behandlung mit Metformin konnte eine Steigerung der mRNA-Expression in beiden Zelllinien
gezeigt werden.

Zur Untersuchung des Einflusses einer Promotermethylierung der DPP4 wurde die Expression
der DPP4 auf mRNA- und Proteinebene in KGN und COV 434 nach der Behandlung mit
5 Aza-2-Desoxycytidin  untersucht. Es konnte auf mRNA- und Proteinebene eine
Expressionssteigerung nachgewiesen werden. Eine epigenetische Regulation der DPP4 ist
dadurch anzunehmen und weiter zu untersuchen.

Ob der zentralen Stellung der DPP4 im Stoffwechsel und einer in dieser Arbeit gezeigten
Regulation durch Androgene sollte im klinischen Setting die Bedeutung der DPP4 aufgezeigt
werden. Dazu wurden DPP4-Aktivitat und -Konzentration bei Kinderwunschpatientinnen
(n=103) und Kinderwunschpatienten (n = 63) im Serum untersucht. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede  der DPP4-Aktivitast ~ oder  -Konzentrationen bei
Kinderwunschpatientinnen mit verschiedenen fertilitatseinschrankenden Erkrankungen gezeigt
werden. AulRerdem konnte kein Zusammenhang zwischen der DPP4-Aktivitdt und -
Konzentration und dem Zustandekommen einer Schwangerschaft oder einem Abortrisiko
gezeigt werden.
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1 Einleitung

1.1 Unerfillter Kinderwunsch

Die WHO definiert Infertilitat als eine Erkrankung des reproduktiven Systems. Die Diagnose
wird gestellt, wenn keine Schwangerschaft nach 12 oder mehr Monaten ungeschitzten
Geschlechtsverkehrs erreicht wird (Zegers-Hochschild et al., 2009).

Dabei wird von primdarer Infertilitdt gesprochen, wenn noch keine Schwangerschaft zustande
gekommen ist. Eine sekunddre Infertilitt liegt vor, wenn es bereits einmal zur spontanen
Konzeption gekommen ist und anschlieBend eine Phase ungewollter Kinderlosigkeit eintritt
(Strauss, Beyer, 2004).

Weltweit sind geschatzt mindestens 9 % aller Paare im reproduktiven Alter von ungewollter
Kinderlosigkeit betroffen (Boivin et al., 2007).

Davon bleiben 3 % aller Paare auch mit medizinischer Unterstlitzung dauerhaft kinderlos
(Strauss, Beyer, 2004).

Unerflllter Kinderwunsch kann biologische, psychologische und soziale Ursachen haben, die
sowohl auf Seiten des mannlichen Partners als auch der weiblichen Partnerin oder bei beiden
Partnern zu finden sein kdnnen. In 40 % der Félle liegt sowohl beim Mann als auch bei der Frau
eine biologische Ursache vor (Strauss, Beyer, 2004). In 10-15 % kann keine organische oder
psychische Ursache festgestellt werden (Wischmann, 2006).

Die Behandlung der Infertilitat eines Paares erfolgt zumeist interdisziplinar durch unter anderem
Andrologen, Gynakologen, Urologen, Reproduktionshiologen und Humangenetiker.

Die Erfullung des Kinderwunsches kann u.a. durch Spontanschwangerschaft, Adoption oder mit

Hilfe reproduktionsmedizinischer MaRnahmen ermdéglicht werden (Strauss, Beyer, 2004).

1.2 Weibliche Unfruchtbarkeit

Die Ursachen fur die weibliche Unfruchtbarkeit sind mannigfaltig.

Ein wichtiger Aspekt der weiblichen Fertilitat ist das Alter, denn die Wahrscheinlichkeit fur
eine Schwangerschaft nimmt mit steigendem Alter ab. So betrdgt die Wahrscheinlichkeit
innerhalb eines Jahres schwanger zu werden und ein Kind zu geb&ren mit 30 Jahren 75 % und
mit 35 Jahren 66 % (Dunson et al., 2004).

Durch den Anstieg des Alters beim ersten Kind trifft 30 % der Frauen eine zeitweise ungewollte
Kinderlosigkeit (Strauss, Beyer, 2004).

Des Weiteren konnen Life-style-assoziierte Griinde eine ausbleibende Schwangerschaft
bedingen. Essstorungen, Leistungssport sowie Alkohol- und Medikamentenabusus sind als
fertilitatsschédigendes Verhalten beschrieben (Schilling et al., 2012).



Als organische Ursache fiir eine Infertilitdt bei der Frau ist zum Ersten eine Infektion mit
Chlamydia trachomatis zu nennen. Diese kann zu einer Verklebung der Eierstdcke fuhren, und
dadurch mit einer herabgesetzten Fertilitat einhergehen (Guven et al., 2007).

Eine weitere hdufige Ursache ist die, bei 30-40 % der Frauen mit unerfiilltem Kinderwunsch
beschriebene, Endometriose (Alborzi et al., 2019). Bei dieser chronischen Erkrankung findet
sich geb&rmutterschleimhaut-ahnliches Gewebe auBerhalb der Gebarmutter. Daraus resultieren
u.a. Verklebungen und Adhasionen der Eileiter (Catenacci, Falcone, 2008). Fur die Entwicklung
von Endometriose sind verschiedene immunologische, genetische und umweltbedingte
Einflisse relevant (Abrao et al., 2013).

Weitere, aber seltenere, organische Ursachen fur weibliche Unfruchtbarkeit kénnen primaére
Ovarialinsuffizienz, Tuben- und Uteruspathologien sein (Abrao et al., 2013; Vander Borght,
Wyns, 2018).

Eine der wichtigsten Ursachen fiir weibliche Infertilitat ist das polycystische Ovarsyndrom

(PCOS), die unter Frauen im gebéarfahigen Alter haufigste Endokrinopathie.

1.3 Das Polycystische Ovarsyndrom

Das Polycystische Ovarsyndrom (PCOS) ist eine der haufigsten endokrinen Erkrankungen von
Frauen. 5-10 % aller Frauen im reproduktiven Alter sind von dieser Erkrankung betroffen
(Sawant, Bhide, 2019).

1.3.1 Diagnose des PCOS

Zur Diagnosestellung dieser heterogenen Krankheit werden seit 2003 die von der European
Society for Human Reproduction (ESHRE) beschriebenen Kriterien herangezogen. Von den
folgenden drei Kriterien mussen zwei erfullt sein. Die Kriterien umfassen: einen klinischen oder
biochemischen Hyperandrogenismus, Oligo- oder Amenorrhoe sowie die Darstellung von
polycystischen Ovarien in der Sonographie (Revised 2003 consensus on diagnostic criteria and
long-term health risks related to polycystic ovary syndrome (PCOS), 2004).
Hyperandrogenismus kann durch die biochemische Messung des freien Testosterons oder durch
die Kklinische Beschreibung typischer Verdnderungen wie Hirsutismus, Haarausfall oder Akne
diagnostiziert werden.

Bei einem Zyklus von Uber 35 Tagen wird von Oligomenorrhoe gesprochen. Der Begriff
Amenorrhoe beschreibt das Ausbleiben der Menstruation fur tber drei Monate. Durch die
beschriebenen Zyklusstérungen kommt es seltener zu einem Eisprung und damit sinkt die
Wahrscheinlichkeit der Konzeption.

Die sonographischen Kriterien sind mehr als 12 Follikel mit einem Durchmesser von 2-9 mm

oder ein Gesamtvolumen von tber 10 ml (Kyritsi et al., 2017).



Abbildung 1: vaginaler Ultraschall mit polycystischen Ovar (freundlicherweise (iberlassen von
Frau Dr. Kaltwaller und Frau Dr. Koller, ZRA), 1: Darstellung des Ovars, 2: Darstellung der
perlschnurartigen Anordnung der Zysten

Um die Diagnose PCOS stellen zu konnen, missen Erkrankungen, die einen ahnlichen
Phénotyp bedingen, ausgeschlossen werden. Dazu gehtéren Erkrankungen  der
Hirnanhangsdriise, der Nebennieren, der Schilddriise und der Ovarien. Haufige Pathologien sind
Schilddrusenerkrankungen und Hyperprolaktindmien. Seltene Erkrankungen umfassen das
Cushing-Syndrom sowie androgenproduzierende Tumore (Kyritsi et al., 2017).

40 % der Patientinnen mit PCOS sind von Infertilitat betroffen. PCOS ist damit die haufigste
Ursache der anovulatorischen Infertilitat (Sirmans, Pate, 2013).

Eine Einschrankung der Fertilitit von PCOS-Patientinnen ist auf einen Stillstand des
Antralfollikelwachstums in den letzten Stadien der Reifung auf Grund einer niedrigen FSH-
Konzentration zurtickzufuhren. Durch die begrenzte Follikelreifung bleibt eine Ovulation aus
(Badawy, Elnashar, 2011).

Bei Frauen mit PCOS ist eine Folge der vermehrten Anhaufung Kleiner Antralfollikel die
Erhohung des Anti-Miiller-Hormon (AMH)-Spiegels. Bei Patientinnen mit PCOS sind die
Serumspiegel von AMH und LH positiv miteinander korreliert. Diese Korrelation ist vom
Androgenspiegel unabhangig (Dewailly et al., 2020).

Diese hormonellen Verdnderungen werden in einem erhéhten LH/FSH-Quotienten deutlich

(Sanchez-Garrido, Tena-Sempere, 2020).

1.3.2 Pathomechanismus und Hyperandrogenismus des PCOS

Aufgrund einer Vielzahl von Studien wird vermutet, dass entwicklungstechnische,
umweltbedingte, genetische und epigenetische Mechanismen zur Entwicklung des PCOS

beitragen konnen (Sanchez-Garrido, Tena-Sempere, 2020).



Bereits wéhrend der Schwangerschaft wirken verschiedene Faktoren prédisponierend fir die
Entwicklung eines PCOS-dhnlichen Phanotyps. Dazu z&hlen erhohte AMH-Spiegel,
Wachstumseinschrankungen und Androgenlberschuss (Sanchez-Garrido, Tena-Sempere, 2020).
Verschiedene Studien beschreiben pranatale epigenetische Veranderungen nach einer frithen
Uberexpression von Androgenen im Zusammenhang mit der Entstehung des PCOS.
Beispielsweise konnte eine Hypomethylierung spezifischer CpGs in der Promotorregion
verschiedener Steroidgene im Tiermodell nachgewiesen werden (Salehi et al., 2018).
Patientinnen mit der Diagnose PCOS zeigen oftmals eine erhohte pulsative Freisetzung von
GnRH, was sich in einer erhéhten LH-Konzentration und einem erhéhten LH/FSH-Quotienten
auBert (Tanbo et al., 2018; Rashid et al., 2022).

Die erhohte GnRH-Expression ldsst sich u.a. durch Insulin, besonders eine Hyperinsulindmie,
erklaren. Des Weiteren fordert AMH die Freisetzung von GnRH (Kim et al., 2005; Sanchez-
Garrido, Tena-Sempere, 2020).

Eine weitere Ursache der LH-Erhdhung sehen verschiedene Autoren in der neuroendokrinen

Dysregulation infolge eines Defektes der Regulationsmechanismen durch Sexualhormone.

LH T
\/ Androgene N =3y Testosteron I

Insulin 9 SHBG |

AMH P =y Aromatase J e Ostrogene |

Abbildung 2: Darstellung des endokrinen Pathomechanismus des PCOS

Eine Stérung der Produktion und des Metabolismus verschiedener Sexualhormone ist fiir die
Entstehung eines PCOS essentiell. Eine zentrale Rolle kommt dabei dem Hyperandrogenismus
zu (Deswal et al., 2018).

Die Bildung von Androgenen erfolgt bei Patientinnen mit PCOS uberwiegend in den
Eierstocken und zusétzlich in der Nebenniere, dabei ist Cytochrom P450cl7 das
geschwindigkeitsbegrenzende Enzym. Die Regulation von Cytochrom P450c17 erfolgt mittels
parakriner Hemmung durch Androgene und Ostradiol sowie stimulierend durch Insulin und

IGF-1 (Sanchez-Garrido, Tena-Sempere, 2020).



Fur die Entstehung des Hyerandrogenismus sind verschiedene Aspekte verantwortlich.

LH stimuliert die Androgensynthese in den Thekazellen und FSH stimuliert die Aromatase und
damit die Umwandlung von Androgenen zu Ostrogenen in den Granulosazellen. Durch einen
erhéhten LH-Spiegel wird so die Androgenproduktion erhdht, wahrend die niedrigeren FSH-
Spiegel die Ostrogenproduktion nicht erhéhen kénnen (Tanbo et al., 2018).

Erhéhte AMH-Spiegel hemmen die Umwandlung von Androgenen in Ostrogen und bedingen
somit teilweise einen ovariellen Hyperandrogenismus (Tanbo et al., 2018).

Ubergewicht bzw. Fettleibigkeit sensibilisieren die Thekazellen bzgl. ihrer Empfindlichkeit
gegenuber LH, was zu einem ovariellen Hyperandrogenismus fuhrt (Louwers, Laven, 2020).
AuBerdem wird die Androgenbildung in den Ovarien durch eine Hyperinsulindmie gesteigert
(Sanchez-Garrido, Tena-Sempere, 2020).

Des Weiteren bewirkt eine Hyperinsulindmie eine verringerte Produktion und Freisetzung von
SHBG in der Leber. Diese verminderte SHBG-Konzentration im Serum bedingt eine Erh6hung
des freien Testosterons (Diedrich, 2013; Deswal et al., 2018).

AuBlerdem kdnnen Umweltfaktoren indirekt auf die Entstehung eines Hyperandrogenismus bei
PCOS-Patientinnen Einfluss nehmen. So bewirken unangemessene Erndhrungsgewohnheiten
und sitzende Lebensweise Adipositas und Insulinresistenz mit folgender Hyperinsulindmie
(Sanchez-Garrido, Tena-Sempere, 2020).

Ein ovarieller Hyperandrogenismus bedingt typische Beschwerden von PCOS-Patientinnen wie
Hirsutismus, Akne, Anovulation und Infertilitat (Sawant, Bhide, 2019; Sanchez-Garrido, Tena-
Sempere, 2020).

Es ist erforderlich weitere Informationen zu den umfassenden Mechanismen der
Androgenwirkungen zu gewinnen.

AuBerdem ist bisher ungeklart, ob Androgene durch die Regulation der DPP4 mdglicherweise

auch auf metabolische Verénderungen Einfluss nehmen.

1.3.3 Metabolische Veranderungen beim PCOS

40-60 % aller vom PCQOS betroffenen Frauen sind (bergewichtig oder adipés (Swant, Bhide,
2019).

70 % aller Frauen mit PCOS weisen eine Insulinresistenz oder verwandte
Stoffwechselstérungen auf (He et al., 2020). Dabei sind nicht nur adipdse oder Ubergewichtige
Frauen, sondern auch untergewichtige Frauen mit PCOS betroffen (Sanchez-Garrido, Tena-
Sempere, 2020).

Die gestorte Insulinwirkung bedingt eine kompensatorische Hyperinsulindmie (Sanchez-

Garrido, Tena-Sempere, 2020).



Allerdings bleibt die Insulinsensitivitdt der Ovarien entgegen der peripheren Insulinresistenz
bestehen (Baillargeon, Nestler, 2006).

Ein hoher Androgenspiegel korreliert bei Frauen mit einer Ansammlung von viszeralem
Fettgewebe, was, ebenso wie Diabetes mellitus, ein Risikofaktor flir die Auspragung eines
metabolischen Syndroms ist (Borruel et al., 2013).

Das metabolische Syndrom ist eine Gruppe metabolischer Erkrankungen, die Adipositas,
Hyperglykdmie, Insulinresistenz, Dyslipiddmie und erhthten Blutdruck umfasst. Es wird
vermutet, dass die Assoziation des metabolischen Syndroms mit PCOS mdglicherweise
androgenvermittelt ist (Louwers, Laven, 2020).

Diabetes mellitus, als mogliche Folge einer Insulinresistenz, geht des Weiteren mit einem
erhdhten Risiko fur kardiovaskulére Ereignisse einher.

Die Pravalenz eines metabolischen Syndroms bei Frauen mit PCOS betragt 25-33 % (Saklayen,
2018; Sawant, Bhide, 2019). Des Weiteren gibt es verschiedene Hinweise auf einen
Zusammenhang zwischen PCOS und der Entwicklung einer nicht-alkoholischen
Fettleberkrankheit (Rocha et al., 2017).

Mit steigendem Alter nehmen die metabolischen Komplikationen des PCOS wie Diabetes
mellitus Typ 2, Dyslipiddmie und erhohtes kardiovaskuldres Risiko zu. Mit dem Zeitpunkt der
Diagnose ist es deswegen entscheidend Hochrisikopatientinnen zu erkennen und eine Strategie

zur Vermeidung von Langzeitkomplikationen zu entwickeln (Louwers, Laven 2020).

1.3.4 Behandlung des PCOS

Es gibt derzeit keine einheitliche Therapie zur Behandlung des PCOS und der damit
einhergehenden metabolischen Veranderungen.

Bei der Behandlung von adiptsen Patientinnen besteht die erste therapeutische Option in
Ratschlagen zu verschiedenen Lebensstil-Interventionen, denn ein erhdhtes Kérpergewicht ist
mit einer fehlenden oder verzogerten Ansprechrate verschiedener Interventionen
vergesellschaftet. (Badawy, Elnashar, 2011).

Durch die Verringerung des Korpergewichtes kann sich das metabolische und hormonelle
Gleichgewicht verbessern (Lim et al., 2019).

Um eine Gewichtsreduktion herbeizufiihren kann neben Lebensstil-Interventionen, die auf
vermehrte Bewegung und einer ausgewogenen Ernahrung abzielen, auch die bariatrische
Chirurgie berticksichtigt werden.

Bereits ab einer Reduktion des Kdérpergewichts um 5-10 % verbessert sich die Funktion der
Ovarien (Badawy, Elnashar, 2011).

Bei Patientinnen mit Kinderwunsch kann medikamentds eine Ovulation ausgelost werden. Die

Erstlinienbehandlung umfasst eine Ovulationsinduktion durch Clomiphencitrat. Clomiphencitrat



hemmt als Ostrogenrezeptorantagonist die negative Rickkopplung und erhéht somit die
Konzentration von FSH (Badawy, Elnashar, 2011).

Die Ovulationsrate liegt bei 70-85 % pro Zyklus, wahrend die kumulative Lebensgeburtenrate
bei einer Behandlung mit bis zu sechs Zyklen zwischen 50-60 % liegt (Sirmans, Pate, 2013).

Bei Resistenz oder Versagen einer Clomiphencitratbehandlung kann alternativ. Tamoxifen
gegeben werden. Weitere vielversprechende ovulationsauslosende Wirkstoffe sind selektive
Aromatasehemmer wie Anastrozol und Letrozol.

Die Applikation von exogenen Gonadotropinen ist eine mdgliche Zweitlinientherapie. Mdgliche
Nebenwirkungen dieser Therapie sind multiple Follikelentwicklungen und damit verbunden das
Risiko eines ovariellen Uberstimulationssyndroms (Badawy, Elnashar, 2011).

Als letztes Mittel bietet sich Patientinnen mit PCOS die Mdglichkeit einer in-vitro-Fertilisation
(Badawy, Elnashar, 2011).

Bei Patientinnen ohne Kinderwunsch wird eine Verabreichung von oralen Kontrazeptiva
empfohlen, um die Proliferation der Gebarmutterschleimhaut zu hemmen. AuBerdem kann die
ovarielle Androgenproduktion und dadurch die Auspragung von Akne und Hirsutismus durch
orale Kontrazeptive verringert werden (Badawy, Elnashar, 2011).

Verschiedene Studien zeigen, dass Metformin die Serumspiegel von Insulin und Androgen
senkt und den SHBG-Serumspiegel erhéht (Sanchez-Garrido, Tena-Sempere, 2020).

Eine off-label Anwendung des Insulinsensitizers Metformin (iber mehrere Monate kann somit
zur Normalisierung des Zyklus beitragen (Diedrich, 2013).

Glucagin-like-peptid-1-Analoga koénnen einen positiven Effekt auf die Insulinresistenz und
Gewichtsentwicklung haben (Sanchez-Garrido, Tena-Sempere, 2020).

Im Tierversuch zeigten DPP4-Hemmer sich als effektive therapeutische Option zur Behandlung

von metabolischen Verénderungen bei PCOS typischen Phanotypen (Abdalla et al., 2020).

1.4 Dipeptidyl-Peptidase 4

Die Dipeptidyl-Peptidase (DPP4) ist auch als CD 26 bekannt. Es ist ein ubiquitdr exprimiertes
Glykoprotein. Die Bedeutung der DPP4 fiir den klinischen Alltag als auch fir die medizinische
Forschung zeigt sich in der Zulassung der DPP4-Inhibitoren als orale Behandlung des Diabetes
mellitus Typ 2 (Roéhrborn et al., 2015).

Des Weiteren sind die Regulationsmechanismen und Zusammenhdnge der Transkription und

enzymatischen Aktivitat noch nicht vollstandig erforscht.



1.4.1 Struktur und Funktion

Die DPP4 liegt zum einen als Transmembranprotein vom Typ Il und zum anderen in l6slicher
Form vor (Réhrborn et al., 2015).

Klassischerweise existiert DPP4 als Membranprotein mit einer intrazelluldren Doméne, einer
Transmembrandomane, einer flexiblen Region und einer extrazellularen Doméne.

Die lésliche DPP4 (sDPP4) resultiert aus der Entfernung der Transmembran- und intrazelluldren
Doméne (Nistala, Savin, 2017).

Die DPP4 wird unter anderem auf Epithelzellen, Endothelzellen, Fibroblasten und
Leukozytenuntergruppen exprimiert (Réhrborn et al., 2015; Nistala, Savin, 2017).

Auf den Zelloberflachen kann DPP4 als Monomer, Homodimer oder als Homotetramer
gefunden werden.

Als Serinprotease spaltet die DPP4 verschiedene Substrate u.a. das Glukagon-like-Peptid 1
(GLP-1), das glukoseabhéngige insulinotropes Peptid (GIP) und Substanz P. Die DPP4 ist eine
Exopeptidase, die Dipeptide von der vorletzten N-terminalen Position ihrer Substrate abspaltet
(Rohrborn et al., 2015).

Die lsliche Form der DPP4 kann parakrin und endokrin wirken (Réhrborn et al., 2015).

Des Weiteren kann die Serumaktivitat der 16slichen DPP4 ein Indikator fiir physiologische oder
immunologische Stadien sein. Es konnte gezeigt werden, dass Patientinnen und Patienten mit
rheumatoider Arthritis geringere Aktivitdten Ioslicher DPP4 als gesunde Probanden haben (Lin
et al. 2019).

AuBlerdem konnte die lésliche Form der DPP4 als Adipokin identifiziert werden, das mit
verschiedenen Markern des metabolischen Syndroms, wie BMI, Taillenumfang und Plasma-
Triglyceriden, korreliert.

Die Serumspiegel der loslichen DPP4 sind bei vielen pathophysiologischen Zusténden,
einschlieRlich verschiedener Krebsarten, allergischem Asthmas oder Hepatitis C, verandert
(Réhrborn et al., 2015).

Genau wie die l6sliche Form ist die membrangebundene Form der DPP4 ein Marker fir die
Aktivitat verschiedener Krankheiten wie beispielsweise der Hashimotothyreoiditis (Lin et al.,
2019).

Daruiber hinaus kann DPP4 als ko-stimulatorisches Molekuil fir die T-Zell-Aktivierung dienen
und eine Entziindung férdern (Nargis, Chakrabarti, 2018).

Zusétzlich kann eine Beteiligung der DPP4 an der Reifung und Migration von Immunzellen und

der Zytokinsekretion angenommen werden (Réhrborn et al., 2015).



1.4.2 Regulation der DPP4

Die Regulationsmechanismen sind noch nicht vollstandig erforscht.

Das Gen flr die DPP4 liegt beim Menschen auf Chromosom 2 und besteht aus 26 Exonen. Die
Promotorregion enthadlt Bindungsstellen fiir verschiedenste Transkriptionsfaktoren wie NF«B,
SP-1, EGFR und AP-1-Faktor NF-1 (Réhrborn et al., 2015).

Es konnte gezeigt werden, dass die Interferone o, f und y die DPP4-Expression und —Aktivitat
erhéhen (Réhrborn et al., 2015).

Ferner konnte belegt werden, dass ein niedriger Sauerstoffgehalt die DPP4-Sekretion von
glatten Muskelzellen erhdht (Nargis, Chakrabarti, 2018).

Ob der vielféltigen Funktionen der DPP4 ist es essentiell die Regulationsmechanismen besser

Zu verstehen.

1.4.3 DPP4 im Insulinstoffwechsel

Einen besonderen Stellenwert hat die DPP4 im Insulinstoffwechsel. Die DPP4 baut unter
anderem das GLP-1 und das GIP ab, wodurch deren Wirkung abgeschwécht wird (Réhrborn et
al., 2015).

GLP-1 und GIP sind fir 60 % der postprandialen Insulinsekretion verantwortlich. Dieses
Phanomen wird auch Inkretin-Effekt genannt (Nargis, Chakrabarti, 2018).

GLP-1 ist verantwortlich fir die Hemmung der Magenentleerung und eine verzigerte
Nahrungsaufnahme und reguliert so das Gefiihl von Sattigung und Appetit (R6hrborn et al.,
2015).

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass GLP-1 auch Einfluss auf den Zyklus nehmen kann.
Die Autoren beschreiben, GLP-1 bewirke eine kurzfristige LH-Erhdhung (Outeirino-Iglesias et
al., 2015). Diese Erhdhung beeinflusst die Ostradiol- und Progesteron-Spiegel wahrend des
weiblichen Zyklus, produziert mehr Graaf-Follikel und Corpora lutea und erhdht so die Anzahl
erfolgreicher Nidationen und Geburten (Jensterle et al., 2019).

Des Weiteren nimmt DPP4 Einfluss auf das Neuropeptid Y und Peptid Y'Y, zwei Mitglieder der
Polypeptidfamilie, die fir die Regulation des Energiehaushaltes, Appetit und Magenmotilitat
verantwortlich sind (R6hrborn et al., 2015).

Da die DPP4 durch den Abbau von GLP-1 und GIP den Inkretineffekt beendet, setzen an
diesem Punkt DPP4-Hemmer als therapeutische Option bei der Behandlung des Diabetes

mellitus Typ 2 an.



1.4.4 DPP4-Hemmer

DPP4-Hemmer, bekannt als Gliptine, sind antidiabetische Medikamente, welche die Kontrolle
des Blutzuckers durch die Erhéhung von physiologischen GLP-1- und GIP-Spiegeln bewirken
(Abdalla et al., 2020). Sie senken die DPP4-Aktivitat um 70-90 %. Dabei passieren sie die Blut-
Hirnschranke nicht und haben keinen direkten Einfluss auf die Sattigung und die
Magenentleerung (Rohrborn et al., 2015).

Durch einzelne Gliptine u.a. Sitagliptin konnten durch Senken des HbAlc-Spiegels bei
Patientinnen mit Diabetes mellitus Typ 2 positive Effekte gezeigt werden.

AuRerdem konnte belegt werden, dass DPP4-Inhibitoren die Serumspiegel von AST und ALT
verbessern (Rohrborn et al., 2015).

Vor dem Hintergrund des Diabetes mellitus Typ 2 sind Gliptine bereits gut untersucht,
verschiedene Autoren propagieren den Einsatz von DPP4-Hemmern beim PCOS.

Tierversuche und erste Kklinische Studien haben gezeigt, dass DPP4-Hemmer effektive
therapeutische Maglichkeiten zur Behandlung des PCOS und der Vorbeugung metabolischer
Begleiterscheinungen sein konnen (Abdalla et al., 2020).

Die Effekte von DPP4-Hemmern auf die RegelmaRigkeit des Zyklus zeigten sich in
verschiedenen Studien stéarker als die Effekte durch Metformin (Elkind-Hirsch et al., 2017).
Durch die Anwendung von Liragliptin zeigte sich ein Riuckgang der Zysten der Ovarien und
eine vermehrte Entwicklung von gesunden Follikeln und Corpora lutea. Es zeigte sich ein
signifikanter Rickgang der zellularen Entziindung (Kabel et al., 2017).

Derzeit sind finf Gliptine fiir die klinische Anwendung zugelassen: Sitagliptin, Vildagliptin,
Saxagliptin, Linagliptin und Alogliptin.

Fur diese Arbeit wurde Sitagliptin verwendet, welches zu den DPP4-Hemmern mit der starksten
hemmenden Funktion gehort. Zusétzlich senkt Sitagliptin den Gehalt an freien Fettsduren und
besitzt insulinsensibilisierende Eigenschaften. Darlber hinaus wurde gezeigt, dass Sitagliptin
starke entziindungshemmende Eigenschaften hat (R6hrborn et al., 2017).

In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit Sitagliptin den
Nuchternblutzuckerspiegel und den Testosteronspiegel im Serum verringert sowie den
Fibrosierungsprozess der Ovarien verlangsamen kann (Wang et al., 2019).

Des Weiteren zeigte eine Studie, dass Sitagliptin die Zellfunktion der p-Zellen des Pankreas bei
PCOS-Patientinnen verbessert, welche eine Intoleranz gegenliber Metformin aufwiesen
(Aboghasemi et al., 2022).
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2 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Regulation und Bedeutung der DPP4 im Rahmen des PCOS
genauer zu beleuchten. Dabei soll auf die verschiedenen endokrinen und metabolischen
Veranderungen eingegangen werden.

Das PCOS betrifft 5-10 % aller Frauen im reproduktiven Alter und ist damit eine der h&ufigsten
endokrinen Erkrankungen von Frauen. Die Erkrankung wird durch Hyperandrogenismus, Oligo-
oder Amenorrhoe und sonographisch darstellbare polyzystische Ovarien definiert. Zudem ist
diese Erkrankung mit weiteren endokrinen und metabolischen Verdnderungen assoziiert. Die
DPP4 ist ein ubiquitar exprimiertes Glykoprotein, welches als Transmembranprotein vom Typ
I oder in l6slicher Form vorliegen kann. Die DPP4 wirkt auf unterschiedliche Art und Weise
bei vielen Prozessen im Korper mit. Bei verschiedenen Erkrankungen konnten bereits
pathologisch veranderte Spiegel der DPP4 nachgewiesen werden.

Die Ursachen des PCOS und die Pathophysiologie sind noch unzureichend untersucht.

Ein zentrales Element des PCOS ist der Hyperandrogenismus. In dieser Arbeit soll untersucht
werden, ob durch diese Erhohung des Androgenspiegels eine Erhéhung der DPP4-Expression
bei Granulosakarzinomzellen zu beobachten ist.

Des Weiteren soll untersucht werden, ob andere PCOS-typische metabolische Verdnderungen
einen Einfluss auf die DPP4-Expression haben. Deswegen ist es ein Ziel dieser Arbeit den
Einfluss von Hyperglykédmie und Hyperinsulindmie in vitro zu untersuchen.

Diese Arbeit soll untersuchen, ob Metformin und Sitagliptin, als Vertreter der DPP4-Hemmer,
in vitro einen Einfluss auf die Expression der DPP4 auf mRNA- und Proteinebene haben.

Eine  weitere  Regulationsmdglichkeit —der  Genexpression  stellen  epigenetische
Zustandsanderungen dar.

Diese Arbeit setzt sich zum Ziel den Einfluss einer Hypomethylierung auf die Expression der
DPP4 in vitro zu untersuchen.

Weiterfiihrend soll die Frage geklart werden, welche klinische Bedeutung die Aktivitat und
Konzentration von DPP4 bei Kinderwunschpatientinnen hat.

Um dahingehend Aussagen treffen zu kdnnen, sollen die DPP4-Aktivitdt und -Konzentration
von Kinderwunschpatientinnen mit unterschiedlichen fertilitatseinschrénkenden Erkrankungen
miteinander verglichen werden. AufRerdem werden die Proben von Kinderwunschpatientinnen
und -patienten verglichen, um maogliche Unterschiede zwischen Maéannern und Frauen
nachzuweisen. Bei fertilitdtseingeschrénkten Patientinnen ist das Zustandekommen einer
Schwangerschaft erschwert und/oder mit einer erhéhten Abortrate zu rechnen. Diese Arbeit
stellt sich der Frage, ob die DPP4-Aktivitat oder -Konzentration mit diesen beiden Outcomes

assoziiert ist.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Laborgerate

Analysewaage ,,ABJ*

Brutschrank ,,Hera Cell 2401
Elektrophorese-Kammer ,,40-0911”
Inkubator ,,Unimax1011
Magnetriihrer

PCR Thermo-Cycler ,,T3000*
Photometer ,,BioPhotometer”
Plattenreader ,,Tecan”

Sterilbank ,,Herasafe*
Realtime-Cycler ,,iCycler*
Thermoblock ,,Thermomixer Comfort”

Vortexer ,,Vortex IR*

Western Blot Electrophoresis Cell ,,XCell SureLockTM”
Western Blot Transfer-Kammer ,,Mini Trans-Blot Cell*

Zellzahlgerat ,,Countess™
Zentrifuge ,,Centrifuge 5415D
Zentrifuge ,,Sprout*

Zentrifuge ,,4-5L

3.1.2 Verbrauchsmittel

Countess Cell Counting Chamber Slides

Einmalhandschuh
Gewebekulturflaschen
Kryoréhrchen Nalgene
Mikropipetten
Mikrotiterplatten, 96-Loch

Pasteurpipetten

Pipetten

Pipettenspitzen
PVDF-Membran
ReaktionsgeféaRe (0,2-2 ml)

Kern&Sohn (Balingen)
Thermo Scientific (Bonn)
PegLab (Erlangen)
Heidolph (Schwalbach)
IKA-Labortechnik (Staufen)
Biometra (Gottingen)
Eppendorf (Hamburg)
Tecan (Grodlig)

Heraeus (Hanau)
Bio-Rad (Minchen)
Eppendorf (Hamburg)
Starlab (Hamburg)
Invitrogen (Karlsruhe)
Bio-Rad (Miinchen)
Invitrogen (Karlsruhe)
Eppendorf (Hamburg)
Kisker (Steinfurt)

Sigma (Osterode am Harz)

Thermo Scientific (Bonn)
Semperit, Wien
Sigma-Aldrich, Miinchen
Thermo Scientific (Bonn)
Eppendorf, Hamburg
Greiner Bio-one
(Frickenhausen)
Hirschmann Labor (Eberstadt)
Greiner, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg
Biorad (Miinchen)
Eppendorf, Hamburg
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serologische Einmalpipetten

Wachstube Phasetrap

Zentrifugationsréhrchen

3.1.3 Chemikalien und Reagenzien
0,05% Trypsin-EDTA mit Phenolrot
2-Propanol (95%)
5-Aza-2-Desoxycytidin (5AzadC)

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galactosid (X-Gal)

100 bp DNA Ladder
Aceton

Agarose
Ampicillin-Natriumsalz
Chloroform
Dimethylsulfoxid (DMSO)
dNTP Mix 10 mM total

Dulbecco‘s modified eagle medium (DMEM)

ECL Western Blotting Detection Reagent
Ethanol (96%)

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Fotales Kélberserum

GelPilot DNA Loading Dye
Magermilchpulver

Maxima SYBR Green gPCR Mastermix
Methanol (100%)

Natriumacetat fiir Molekularbiologie
Natriumchlorid

Nu Page LDS Sample Buffer (4x)

Nu Page MES SDS Running Buffer (20x)
Nu Page Sample Reducing Agent

Nu Page Transfer Buffer (20x)

NuPage 4-12 % Bis-Tris-Gele

PageRuler Prestained Protein Ladder

Penicillin/Streptomycin

Greiner Bio-one
(Frickenhausen)
pegLab, Erlangen

Greiner, Frickenhausen

Invitrogen (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe) 22
Sigma-Aldrich (Minchen)
Sigma-Aldrich (Minchen)
Invitrogen (Karlsruhe)
AppliChem, Darmstadt
Serva (Heidelberg)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
Bioline (Luckenwalde)
Gibco (Karlsruhe)
GE Healthcare (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Minchen)
AppliChem (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Gibco (Karlsruhe)
Qiagen (Hilden)
Roth (Karlsruhe)
Fermentas (St Leon Rot)
Invitrogen (Karlsruhe)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Thermo Scientific (Bonn)
Gibco (Karlsruhe)
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phosphate buffered saline (PBS)
Ponceau-S

Proteaseinhibitor

Trypanblau

Tween-20

3.1.4 Puffer und Lésungen

Einfriermedium
1 mL Kulturmedium komplett

10 % DMSO (frisch hinzugeben)
Kulturmedium DMEM komplett (NT2/D1)
500 mL DMEM + GlutaMAX

50 mL FKS

5 mL Antibiotika (Pen/Strep)
LB-Medium
20 g LB Broth Base

ad. 1 L Aqua bidest.

— autoklavieren

Biochrom (Berlin)

Sigma Aldrich (Miinchen)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
AppliChem (Darmstadt)

Zugabe von Ampicillin (100 mg/L) oder Kanamycin (100 mg/L)

Né&hragar flr Bakterienkulturen
29 LB Agar
ad. 1 L Aqua bidest.

— autoklavieren

Zugabe von Ampicillin (100 mg/L) oder Kanamycin (100 mg/L)

10xTBE-Puffer (pH 8)
54,0 g Tris
27,5 g Borsaure
20 mL 0,5 M EDTA (pH 8)
ad. 1 L Aqua bidest.
1XTBE-Laufpuffer (pH 8)
100 mL 10x TBE-Puffer
900 mL Aqua bidest.
RIPA-Lysepuffer (pH 7,4)
50 mM Tris-HCI (pH 7,4)
200 mM NacCl
1 mMEDTA
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1 mMEGTA
1 % Triton X-100
0,25 % Desoxycholat
1XMES-Laufpuffer (pH 7,3)
50 mL MES-Puffer (20x)
950 mL Aqua bidest.
1xTransferpuffer (pH 7,2)
50 mL Transferpuffer (20x)
100 mL Methanol
850 mL Aqua bidest.
10xTBS (pH 8)
100 mL 5M NacCl
300 mL 1M Tris
(pH 8,0 mit HCI einstellen)
600 mL Aqua bidest.
IXTBS-T (pH 8)
100 mL 10x TBS
900 mL Aqua bidest.
500 pL Tween-20 (0,2 %)
Ponceau-S
1 mg Ponceau-S
5 mL 100 % Essigsdure
ad 100 mL Aqua bidest.

3.1.5 Reaktionskits

DPP4 Activity Assay Kit

HotStarTag DNA Polymerase

Human sCD26 ELISA Kit

MasterPure DNA Purification Kit
QIlAquick Gel Extraction Kit

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
TOPO TA Cloning Kit

ZR Plasmid Miniprep Kit

Sigma-Aldrich (Miinchen)
Qiagen (Hilden)

Invitrogen (Karlsruhe)
Biozym (Hessisch Oldendorf)
Qiagen (Hilden)

Fermentas (St- Leon-Rot)
Invitrogen (Karlsruhe)

Zymo Research (Freiburg)
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3.1.6 Enzyme

DNase, RNA-frei Qiagen (Hilden)
HotStarTag DNA Polymerase Qiagen (Hilden)
Proteinase K Serva (Heidelberg )
RevertAid H Minus Reverse Transkriptase Thermofisher (Dreieich)
RNase A Serva (Heidelberg)

3.1.7 Oligonukleotide

Sequenz (5°-3")

DPP4 gPCR fw AATACCAAATTGAAGCAGCCAGACA
DPP4 gPCR rv CAGGGCTTTGGAGATCTGAG

GAPDH fw CAAGGTCATCCATGACAACTTTG
GAPDH rv GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG

DPP4 Me fw 1 TATTTTGTTTGGGAAAATTTTG

DPP4 Me rvl TCTATCTCAACCTCCCAAATAAC
DPP4 Me fw2 TTTAGTTATTTGGGAGGTTGAG

DPP4 Me rv2 CTAACTAACACAATAAAACCCCA

Hersteller aller oben genannten Oligonukleotide: Sigma Aldrich, Taufkirchen

3.1.8 Antikorper

Primare Antikdrper

primarer DPP4-Antikérper (Uberstand)

Anti-CD26 (ab86806)

aus dem Kaninchen 1:10.000 Abcam

primérer DPP4/CD26
Anti-CD26 (D6D8K)
aus dem Kaninchen 1: 8.000 Cell Signaling

primarer GAPDH-Antikorper
Anti-GAPDH
aus der Maus 1:5.000
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Sekundére Antikorper
Anti-rabbit IgG
aus der Ziege 1:10.000 CellSignaling

Anti-mouse IgG
aus dem Kaninchen 1:10.000 Dako (Glostrup,

Dénemark)

3.1.9 Zellen

Eukaryoten: humane Granulosakarzinomzelllinien
COV 434 ECACC Nr. 07071909 ATCC, Wesel
KGN Zellen wurden freundlicherweise von Dr. Jana Ernst aus dem Institut fur

Anatomie und Zellbiologie zur Verfligung gestellt.

3.1.10 Patientenproben

Im Zeitraum von 2010 bis 2013 wurden im Zentrum flir Reproduktionsmedizin und Andrologie
Vollblutproben von Patientinnen mit Kinderwunsch gesammelt. Die Patientinnen kamen auf
Grund verschiedener Anliegen in die Klinik (u.a. unerfullter Kinderwunsch, Endometriose,
Zyklusstorungen).

Durch eine 20-minutige Zentrifugation bei 1000 xg wurde das Vollblut in Serum und zellulére
Bestandteile getrennt.

Die Blutproben der ménnlichen Probanden wurden 2010 am Zentrum fir Andrologie und
Reproduktionsmedizin in der Kinderwunschsprechstunde gesammelt. Es wurde dabei nicht
zwischen fertilen und infertilen Probanden unterschieden.

Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80 °C. Relevante diagnostische Aspekte wurden aus den

Patientenakten enthommen und in eine anonymisierte Datenbank eingeftigt.

3.1.10.1 Ethikantrag

Die  Ethikkommission der  Martin-Luther-Universitdt  Halle-Wittenberg hat  das
Forschungsvorhaben  ,miRNA als  Marker fir plazentdre  Fehlfunktion  bei
Glukosestoffwechselstorungen (Bearbeitungs-Nr.: 2014-08; Datum der Zustimmung am
24.1.2014; Ergénzungsantrag zustimmend bewertet am 28.3.2019) befiirwortet. Alle
Patientinnen wurden durch Frau OA Dr. KaltwaRer und Fr. Dr. Kéller aufgeklart und gaben ihre

schriftliche Einwilligung zur wissenschaftlichen Verwendung ihres Vollblutes.

17



Fur die Verwendung der mannlichen Proben liegt ebenfalls ein zustimmendes Votum
(,,Molekulare Faktoren ménnlicher Infertilitit; Bearbeitungsnummer 218/14.04.10/2.; Datum

der Zustimmung: 19 April 2010; Ergédnzungsantrag zustimmend bewertet am 28.3.2019) vor.

3.1.11 Verwendete Software

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

Westernblot Auswertung ImagelJ

statistische Auswertung IBM SPSS Statistics 20.0.

3.2 Zellbiologische Methoden
3.2.1 Zellkultivierung

Die verwendeten Granulosakarzinomzelllinien COV 434 und KGN wurden mit DMEM
Medium kultiviert, welches mit 10 % FKS und 1 % Penstrep versetzt wurde. Bei 37 °C, 5 %
CO2 und maximaler Luftfeuchte wurden die Zellen in sterilen Kulturflaschen inkubiert. Ein
Mediumwechsel erfolgte aller zwei bis finf Tage. Die adhédrent wachsende Monolayerkultur
wurde bei einer Konfluenz von 80 % passagiert. Dazu wurde das Medium abgesaugt und die
Zellen einmal mit sterilem PBS gewaschen. Das Ablésen der Zellen erfolgte durch eine
finfminttige Inkubation mit 0,05 % Trypsin/EDTA Lo6sung bei 37 °C. Durch die Zugabe von
DMEM Medium wurde die Reaktion abgestoppt, die Zellen wurden in ein
Zentrifugationsréhrchen Gberfuhrt und fr 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Das erhaltene
Zellpellet wurde in Medium resuspendiert und zur Weiterkultivierung in geeigneter
Konzentration in eine neue Zellkulturflasche Uberfihrt. Zur Kryokonservierung wurde das
Zellpellet in Gefriermedium aufgenommen (Medium mit 10 % DMSO) und in ein 2 ml
Kryoréhrchen berfiihrt. Die Kurzzeitlagerung erfolgte bei -80 °C und die Langzeitlagerung in
flissigem Stickstoff. Zur Rekultivierung aus einer Kryokultur wurde das Kryoréhrchen auf
37 °C erwarmt und der Inhalt in 5 ml Medium Uberfuhrt. Anschliefend wurden die Zellen bei
1000 xg fur 5 min sedimentiert. Das Zellpellet wurde in Medium aufgenommen und in sterile
Kulturflaschen Gberfihrt. Zur Bestimmung der Anzahl lebender Zellen in einer
Einzelzellsuspension wurde das Zellpellet in Kultivierungsmedium resuspendiert. 10 ul der
Zellsuspension wurden mit 10 ul Trypanblau gemischt und 10 ul dieses Gemisches in eine
Zahlkammer pipettiert. Das Auszahlen der Gesamt-, Lebend- und Totzellanzahl wurde am
Zellzahlgerat ermittelt. Die Lebensanzahl wurde zur Ermittlung von definierten Zellzahlen

verwendet.
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3.2.2 Behandlung der Zellen

3.2.2.1 Androgen- und Estrogenbehandlung

Zur Untersuchung des Einflusses der Steroidhormone Testosteron, Dihydrotestosteron und
Ostrogen auf die DPP4-Expression der COV 434 und KGN wurden die Zellen iiber einen
Zeitraum von 72 h mit verschiedenen Hormonkonzentrationen behandelt. Dafiir wurden fir
RNA-Versuche 6 bis 7,5 x 10* Zellen je nach Zelllinie in 1ml Medium pro Well in eine 24
Well-Platte kultiviert. Fiir Proteinversuche wurden 3 bis 5 x 10° Zellen in 2 ml Medium pro
Well in eine 6 Well-Platte eingestreut. Bei einer Konfluenz von 80 % wurde der Versuch
gestartet. Von jedem Hormon wurde eine 100 uM Stammldsung angefertigt, indem das
jeweilige Hormon in DMSO gel6st wurde. Fir die Behandlung wurde die Stammldsung auf

folgende Konzentrationen mit Medium verdunnt (Tabelle 1 und 2).

Tabelle 1: Ubersicht tiber die verwendeten Konzentrationen bei RNA-Versuchen

Substanz | Testosteron Dihydrotestosteron Estrogen

(ca=100 uM) (ca=100 uM) (ca=100 uM)
Ce 10 50 100 1 25 50 10 50 100
[nM]
V Hormon 1 5 10 0,1 2,5 5 1 5 10
[ul]
Viediom | Add 10 ml

ca: Ausgangskonzentration, cg: Endkonzentration

Tabelle 2: Ubersicht tiber die verwendeten Konzentrationen bei Protein-Versuchen

Substanz Testosteron Dihydrotestosteron Estrogen
(ca=100 uM) (ca=100 uM) (ca=100 uM)

ce [NnM] 100 50 100

V Hormon [A1] 10 5 10

V Medium Add 10 ml

Ca: Ausgangskonzentration, cg: Endkonzentration

Neben den verschiedenen Hormonkonzentrationen wurden zZwei DMSO
Lésungsmittelkontrollen und zwei Mediumkontrollen mitgefuhrt. Die Zellen wurden nach 24,
48 und 72 h geerntet. Um die Zellen zu ernten, wurden diese einmal in PBS gewaschen.
Anschlielend wurde pro Well 1 ml kaltes PBS hinzugegeben und die Zellen mittels Schaber
von der Oberflache geldst. Diese wurden dann in ein Zentrifugationsrohrchen tberfuhrt und fir
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5 min bei 1000 xg zentrifugiert. Das Zellpellet wurde fir weiterfihrende Versuche eingefroren.

Zur Proteinanalyse wurden zusatzlich die 2 ml Uberstand eingefroren.

3.2.2.2 Hyperglykamie und metabolische Veranderungen

Diabetes mellitus Typ 2 ist eine Erkrankung, die mit dem PCOS assoziiert ist. Deswegen

wurden Versuche mit hyperglykamischen bzw. hyperinsulindmischen Zustanden durchgefihrt.

Zur Untersuchung des Einflusses von Glukose, Insulin, Metformin und Sitagliptin, als Vertreter

der Gliptine, auf die DPP4-Expression wurden die Zellen ber einen Zeitraum von 72 h mit

verschiedenen Konzentrationen behandelt und jeweils nach 24, 48 und 72 h geerntet. Die

Vorgehensweise zum Einstreuen und Ernten entspricht dabei dem Vorgehen bei der Androgen-

und Ostrogenbehandlung. Zur Behandlung der Zellen wurden die oben genannten Stoffe in

Wasser geldst und mit Medium auf die entsprechenden Konzentrationen verdiinnt (Tabelle 3

und 4).

Tabelle 3: Ubersicht tiber die verwendeten Konzentrationen bei RNA-Versuchen

Substanz | Glukose Insulin Metformin Sitagliptin
(ca=1M) (ca=17,22 uM) (ca=1M) (ca=100 uM)
Ce [mM] [nM] [mM] [nM]
5 50 100 |5 10 |25 5 10 20 10 |50 | 100
Vsustanz | 50 | 500 | 1000 [ 29 |58 |145 |50 |100 |200 |1 5 10
[ul]
VMediom | Add 10 ml
ca: Ausgangskonzentration, ce: Endkonzentration
Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Konzentrationen bei Protein-Versuchen
Substanz | Glukose Insulin Metformin Sitagliptin
(ca=1M) (ca=172,2 uM) (ca=1M) (ca =100 mM)
Ce [mM] [nM] [mM] [nM]
100 25 20 100
Vsubstanz | 1000 14,5 200 10
[ul]
Viedum | Add 10 ml

ca: Ausgangskonzentration, cg: Endkonzentration

Zusétzlich wurden zwei Mediumkontrollen mitgefihrt.
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3.2.2.3 5°-Aza-2-Desoxycytidin Behandlung

Durch 5"-Aza-2-Desoxycytidin (5"-Aza) kénnen inaktivierte Gene reexpremiert werden. 5"-Aza
ist ein Cytosinanalogon, welches in neu synthetisierte DNA-Strange inkorporiert und die DNA-
(Cytosin-5)-Methyltransferase 1 (DNMT1) irreversibel hemmt. DNMTL ist verantwortlich fur
die de novo Methylierung. Durch die Hemmung der DNMT1 kommt es zu einem passiven
Methylierungsverlust in den nachfolgenden Zellteilungen und somit zur Reaktivierung der
betroffenen Gene. Fiir die Versuche wurden jeweils 3 bis 5 x 10° Zellen in 2 ml Medium pro
Well in 6-Well-Platten eingestreut. Bei einer Konfluenz von 80 % wurde der Versuch gestartet.
Um den Einfluss von 5°-Aza zu untersuchen wurden die Zellen fiir 72 h mit verschiedenen
Konzentrationen (10 ul, 50 puM, 100 uM) von 5°-Aza behandelt. Auf Grund der geringen
Halbwertszeit von 3,5-21 h wurde aller 24 h das Medium gewechselt und die Zellen mit
frischem 5°-Aza behandelt. Zusétzlich wurden eine DMSO und eine Mediumkontrolle
mitgefuhrt. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet und die Zellpellets bei -20 °C gelagert. Fiir
die Untersuchung auf Proteinebene wurden zusatzlich die 2 ml Uberstand eingefroren.

3.3 Molekularbiologische Methoden
3.3.1 RNA spezifische Untersuchungen

3.3.1.1 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung aus den Zellpellets erfolgte mittels Trizol. Dafiir wurde das Pellet in 500 pl
Trizol resuspensiert und in ein Wachstube tberfiihrt. Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei
RT wurden 200 pl Chloroform hinzugegeben und das Reaktionsgefd fur 15 s kraftig
geschuttelt. AnschlieBend erfolgte eine Phasentrennung durch Zentrifugation. Diese erfolgte fir
15 min bei 13.000 rpm und 4 °C. Die Oberphase wurde anschliefend abgenommen und mit
35 pl RDD-Puffer sowie 5 pl DNase fur 15 min inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von
500ul Isopropanol. Nach einer Inkubationszeit von 20 min erfolgte eine weitere Zentrifugation
far 10 min bei 13.000 rpm und 4 °C. AnschlieBend wurde das Pellet mit jeweils 96 %igem und
70 %igem eiskalten Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde luftgetrocknet und in 20 pl RNase-

freiem H20 aufgeldst. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei -20 °C gelagert.

3.3.1.2 Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentrationsbestimmung von RNA erfolgte mittels Photometer. Daflir wurden die
Proben 1:100 verdinnt und die Extinktion bei 260 nm und 280 hm gemessen. Als Richtwert galt
dabei: 1 ODygonm entspricht 40 pug RNA/mI. Der Quotient ODgonm/ODaogonm beschreibt die

Reinheit und sollte zwischen 1,8 und 2 liegen.
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3.3.1.3 cDNA-Synthese

Mittels reverser Transkriptase wurden 300-1000 ng isolierter mRNA (je nach Zelllinie) in
komplementdare DNA (cDNA) umgeschrieben. Diese RNA-abhangige DNA-Polymerase
generiert mit Hilfe von Primern und dNTPs ein RNA-DNA-Hybrid, welches nach
Denaturierung durch Erhitzen in einen Doppelstrang tberfiihrt wird. Die cDNA-Synthese
erfolgte mit Hilfe des RevertAid First Strang cDNA Synthesis Kit. Der Hybritisierungsansatz
setzt sich folgendermafen zusammen:

300-1000 ng RNA

1 pl random Primer

ad 11 pl nukleasefreies H20.

Das Gemisch wurde 5 min bei 65 °C inkubiert und anschlieRend ziigig auf 4 °C gekihlt, um
eine moglichst effektive Anlagerung der Primer zu generieren.

Anschlielend wurde der folgende Master-Mix hinzugegeben:

4 ul 5x Reaktionspuffer

1,5 pl nukleasefreies H20

2 WMIANTP Mix (10 mM)

1 pl Ribolock RNase-Inhibitor (20 U/ul)

0,5 pl ReverseTranskriptase (200 U/ul)

Fir die Synthese wurde folgendes Programm verwendet (Tabelle 5):

Tabelle 5: Darstellung der Reaktionsschritte der cONA-Synthese

Reaktionsschritt Temperatur Dauer
Primer-annealing 25°C 5 min
cDNA-Synthese 42 °C 60 min
Denaturierung 70 °C 5 min

Anschlielend wurde die cDNA 1:2 mit nukleasefreiem Wasser verdiinnt. Die Lagerung bis zur

weiteren Verwendung erfolgte bei -20 °C.

3.3.1.4 Quantitative Realtime PCR (SyberGreen)

Mittels der quantitativen Realtime PCR kann eine quantitative Expressionsanalyse durchgefiihrt
werden. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBRGreen interkaliert in die sich bildende dsDNA. Nach
jedem Elongationsschritt erfolgt eine Anregung und Messung des entstehenden
Fluoreszenzsignals. Die Intensitdit des Signals entspricht in der exponentiellen Phase
proportional der gebildeten Produktmenge. Zur Auswertung wird der cT-Wert (cycle threshold)

herangezogen. Der cT-Wert ist ein definierter Schwellenwert, bei dem das Fluoreszenzsignal
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erstmals hoher liegt als die Fluoreszenz der Hintergrundaktivitdt. Zur Quantifizierung der
Genexpression wurde die 2"*°"-Methode (Livak und Schmittgen, 2001) relativ zum Referenzgen
GAPDH verwendet. Um ein reines Produkt zu verifizieren, wurde anschlieBend eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt. Dafur wird der Doppelstrang wieder in zwei Einzelstrange
aufgetrennt, dabei wird der Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt und die Fluoreszenz nimmt ab. Bei
einem reinen Produkt kann ein einheitlicher thermischer Ubergang beobachtet werden.

Der MasterMix fiir die SYBR Green gqPCR setzt sich wie folgt zusammen:

5,5 Ul nukleasefreies H20

7,7 Ul SYBR Green

0,5 ul fw Primer (20 uM)

0,5 pl rv Primer (20 uM)

2 ul cDNA

AnschlieRend wurde folgendes Programm genutzt (Tabelle 6).

Tabelle 6: Schritte der Quantitativen Realtime PCR

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Dauer [min] Zykluszahl
Polymeraseaktivierung | 95 5 1
Denaturierung 95 0,5 40
Primer-annealing 58-62 0,5 40
Elongation 72 0,5 40
Schmelzkurve 55-90 1

Zur Auswertung der qPCRs wurde jeweils eine gPCRs mit GAPDH durchgefiihrt und die

Ergebnisse mittels der 2*“T-Methode berechnet.

3.3.2 Protein spezifische Untersuchungen

3.3.2.1 Proteinisolierung

Die Proteinisolation aus Zellpellets erfolgte mittels RIPA-Lysepuffer. Dafuir wurden dem RIPA
Puffer Protease-Inhibitor 1:100 zugesetzt. AnschlieBend wurde das Pellet in 20-30 pl der
Losung resuspendiert. Die Suspension wurde fiir 20 min auf Eis inkubiert. Anschliefend
erfolgte die Zentrifugation bei 13.000 xg und 4 °C fur 10 min. Das Lysat wurde bei -20 °C
gelagert.

Fur die Bestimmung der sezernierten Proteine im Uberstand wurde dieser zentrifugiert und das
Zellpellet entfernt. Ziel war es in beiden Zelllinien die zellulare und sezernierte Form der DPP4
zu untersuchen. Die zelluldre DPP4 war jedoch in der Zelllinie der COV 434 nicht darstellbar.
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3.3.2.2 Quantifizierung des Proteingehalts

Um die Proteinkonzentration zu bestimmen, wurde die Bradford-Methode verwendet. Das
Bradford-Reagenz wurde 1:5 mit Aqua bidest. verdinnt. Zur Messung wurden 199 pul der
Farbelésung und 1 pl Proteinlysat bzw. Uberstand fiir 5 min inkubiert. Die Messung erfolgte
anschliefend fotometrisch bei 595 nm. Die Konzentration wurde mittels Eichgerade aus der

gemessenen Absorption errechnet.

3.3.2.3 Western-Blot

Mittels der SDS-Polyacrylamidgelektrophorese erfolgte die Auftrennung der Proteine nach der
molekularen Masse. Durch Zugabe von Detergenz SDS wurden die Proben denaturiert und
negativ geladen. Im Gel erfolgte die Auftrennung durch elektrischen Strom, wobei kleinere
Proteine eine hohere Laufgeschwindigkeit aufweisen als gréRere. Vor dem Auftragen der
Proben wurden 30 pg Protein auf ein Volumen von 15 pl verdunnt und mit 2 pl
Denaturierungspuffer und 5 pl Laufpuffer versehen und fur 5 min bei 95 °C denaturiert. Es
wurden anschliefend jeweils 22 ul Protein pro Geltasche eines 4-12 %-igen Bis-Tris
Gradientengels aufgetragen. Zusatzlich wurde ein Molekulargewichtsstandard mitgefihrt
(PageRuler Prestained Protein Ladder). Die Elektrophorese erfolgte in 1XMES-Laufpuffer bei
150 V, 85 mA und 4 °C.

Mit Hilfe des ,,Tank-Blot-Verfahrens® wurden die aufgetrennten Proteine auf eine aktivierte
PVDF-Membran (0,45 um Porengrée) ubertragen. Daflir wurde eine Mini-Trans-Blot Cell-
Apparatur (Biorad) verwendet. Die Aktivierung der Membran erfolgte zuvor durch MeOH fiir
1 min. Anschliefend wurde die Membran in Aqua bidest. und Transferpuffer gewaschen. Die
Tank-Blot-Kassette wurde beginnend auf der schwarzen Seite wie folgt im Transferpuffer
liegend aufgebaut: Schwamm, Filterpapier, Bis-Tris-Gel, PVDF-Membran, 2x Filterpapier,
Schwamm. Der Transfer erfolgte in 1x Tranferpuffer bei 150 V, 300 mA und 4 °C fir 1 h
45 min.

Nach dem Transfer wurden die Proteine durch die Farbung mit Ponceau-S dargestellt. Dafiir
wurde die PVDF-Membran fir 5 min in 1 %-iger Ponceau-S Ldsung inkubiert und anschlieRRend
mit Aqua bidest. gewaschen. Die aufgetragene Proteinmenge und die Qualitat des Blots konnten
durch die angefarbten Proteinbanden gepruft werden. Die Entfarbung erfolgte durch das
Waschen mit 1XTBST.

Um unspezifische Bindungen der Antikorper an der PVDF-Membran zu verhindern, wurde
diese fur 20 min in 5 % Magermilchpulver/TBST-Puffer inkubiert. Die verwendeten priméren
Anti-CD26  (ab86806) und  primdren GAPDH-Antikérper wurden mit 5 %
Magermichpulver/TBST-Puffer verdinnt. Der primére Antikorper Anti-CD26 (D6D8K) wurde
in 5 %-BSA verdinnt. Uber Nacht wurde die PVDF-Membran in geeigneter Verdinnung mit
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dem jeweiligen priméren Antikorper unter Schitteln bei 4 °C inkubiert. Zur Entfernung
nichtgebundener Antikorper wurde die Membran am folgenden Tag 3 x fir 15 min mit
1x TBST gewaschen. Zum indirekten Nachweis der Proteine wurde ein sekundérer Antikorper
in geeigneter Verdinnung hinzugegeben und die Membran fir 1 h bei RT inkubiert. Die
verwendeten sekundaren Antikérper Anti-rabbit IgG und Anti-mouse IgG wurden mit 5 %
Magermichpulver/TBST-Puffer verdiinnt. Ungebundene sekundére Antikdrper wurden durch
Waschen (dreimal fir 12 min) entfernt. Die Detektion der Banden erfolgte mittels ECL
Western-Bloting Detection System (GE Health care). Dafur wurden jeweils 300 pl von Lésung
A und B vermischt und die Membran damit fir 1 min benetzt. Der Nachweis der
Chemolumineszenz wurde in der Dunkelkammer mit Hilfe von Rontgenfilm erbracht. Die
belichteten Filme wurden dafiir zuné&chst in Entwicklerlésung getaucht, danach in Aqua bidest.
gewaschen und schliellich in Fixierlésung gegeben. Zum Abschluss wurden die Filme erneut in
Agqua bidest. gewaschen und anschlieBend luftgetrocknet. Fir die nachfolgende Auswertung
wurde der mitgefuhrte Marker auf den Réntgenfilm Ubertragen.

Die Auswertung und Quantifizierung der erhaltenen Western Blots erfolgte mit Hilfe von
ImageJ. Dafur wurden die Blots eingescannt und die Farbintensitat mittels Kurve dargestellt.
Die Flache unter der Kurve wurde berechnet und relativiert. Bei der Darstellung der Proteine im
Uberstand wurde die Ponceau-S-Farbung zum Vergleich herangezogen und bei zellularen
Proteinen GAPDH-BIots.

3.4 Analytik in Patientenserum
3.4.1 DPP4-Konzentrationsbestimmung

Unter Verwendung des HumansCD26 Platinum ELISA wurde die DPP4-Konzentration der
Serumproben in einer 96-Wellplatte ermittelt. Zuerst wurde die Platte mit jeweils 250 pl Wash-
Puffer gewaschen. Mit Hilfe des mitgelieferten Standards sCD26 wurden zwei
Verdinnungsreihen auf der Platte erstellt. Zusétzlich wurden zwei Felder mit dem gelieferten
Blank gefllt. Die Proben wurden 1:5 verdiinnt und jeweils als Duplikat aufgetragen. Zu jedem
Well wurden 50 pl frisch hergestelltes Biotin-Konjugat gegeben. Die Platte wurde flr 3 h unter
Schitteln (150 rpm) bei RT inkubiert. Danach wurde die Platte ausgeschttet und 4x mit jeweils
250 ul Wash-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde zu jedem Well 100 pl frisch hergestelltes
Streptavidin/HRP-L6sung hinzugefiigt. Die folgende Inkubation erfolgte bei RT unter Schiitteln
(150 rpm) fir 1 h. Im Anschluss wurde die Platte ausgeschuttet und 4x mit 250 pl Wash-Puffer
gewaschen. Fir die Messung wurden in jedes Well 100 ul Substratlésung hinzugegeben. Nach
einer 10-mindtigen Inkubation im Dunkeln wurden jeweils 100 pl Stopplosung zugefihrt. Die

Messung erfolgte unmittelbar nach dem Abstoppen der Reaktion bei 450 nm sowie 620 nm als

25



Referenz. Mit Hilfe der Standard-Verdinnungsreihen konnte eine Eichgerade erstellt und die

einzelnen Konzentrationen berechnet werden.

3.4.2 DPP4-Aktivitatsbestimmung

Mit Hilfe des DPP4-Activity Assay Kits wurde die Aktivitdt von DPP4 in den Patientenproben
gemessen. Daflir wurde eine Verdunnungsreihe des AMC Standard aufgetragen. Anschliel3end
wurden die Proben mit 10 pl Assay Puffer inkubiert. Fir die Blanks wurde zu den Proben 10 pl
DPP4-Inhibitor hinzugegeben. Nach 10-mindtiger Inkubation bei 37 °C unter Schiitteln wurde
das mitgelieferte Substrat H-Gly-Pro-AMC 1:20 mit Assay-Puffer verdinnt und den Wells
hinzugegeben. Fur die Messung wurde eine Anregungsstrahlung mit 360 nm verwendet und die
Emission bei einer Wellenldnge von 460 nm gemessen. Die Messung erfolgte fiir 25 min aller
5 min. Mit Hilfe der Standards wurde eine Eichkurve erstellt. Von den Patientenwerten wurden
die Blankwerte abgezogen. Anschliefend wurden von den Finalwerten die Initialwerte
abgezogen. AnschlieRend wurden diese mit der Standardkurve verglichen. Fur die Berechnung
der Aktivitat wurden aulerdem die Verdiinnung, die Reaktionszeit und das Gesamtvolumen mit

einbezogen. Die Aktivitat wurde in microunits/ml angegeben.

3.5 Statistische Methoden

Zur Auswertung der molekularbiologischen Methoden wurde der T-Test verwendet. Dabei
wurden die Werte jeweils mit der Ldsungsmittelkontrolle verglichen, um einen mdglichen

Einfluss des Losungsmittels auszuschlielen. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 festgelegt.

Mit Hilfe der Software IBM SPSS Statistics 20.0. erfolgte die statistische Auswertung der
Patientenproben.

Zur Einschatzung des Zusammenhangs zwischen DPP4-Konzentration und DPP4-Aktivitat
sowie bekannten Diagnosen wurde der Mann-Whitney-U Test angewendet.

Aulerdem wurde ein einfacher ANOVA durchgefiihrt, um die Gleichheit zweier oder mehrerer
Werteproben zu gewéhrleisten.

Die gewonnenen Verteilungen der DPP4-Konzentrationen und -Aktivitdten wurden in
Kastengrafiken, PlotBoxes, dargestellt.

Der dargestellte Kasten entspricht dabei 50 % der Werte und der durchgehende Strich entspricht

dem Median. Extremwerte werden in der PlotBox als Kreise dargestellt.

26



4 Ergebnisse

4.1 Regulation der DPP4 unter Androgen- und Ostrogeneinfluss

Neben polyzystischen Ovarien und Oligo- bzw. Amenorrhd ist Hyperandrogenismus ein Teil
der Definition des PCOS. Deswegen wurde eine mdgliche Regulation der DPP4 durch
Testosteron bzw. Dihydrotestosteron untersucht. AuRerdem wurde untersucht, ob Ostrogen eine
Veranderung der DPP4-Expression bewirkt. Die Analyse wurde auf mRNA- und Proteinebene
durchgefihrt.

4.1.1 Androgeneffekte auf die Expression der DPP4-mRNA

Zur Darstellung der DPP4-mRNA-Expression wurde die RNA nach 24, 48 und 72 h isoliert, in
cDNA umgeschrieben und durch die quantitative Realtime-PCR ausgewertet. In der Abbildung
3 wird jeweils die relative Verdnderung der mRNA-Expression im Vergleich zur

Losungsmittelkontrolle DMSO dargestellt.

E100nM E100
ES0nM ESO0
E10nM E10 *
DHT 50 nhM * DHT 50 **
DHT 25 nM * DHT 25
OHT 1 nM DHT1 *
W KGN WCOV 434
T100nM T100 **
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relative DPP4 Expression relative DPP4 Expression

Abbildung 3: DPP4-mRNA-Expression in den Zelllinien KGN (A, nken = 4) und der COV 434
(B, Ncov 434 = 4), t = 24 h unter Stimulation mit Testosteron, DHT oder Estradiol, t- Test: * p<
0,05, ** p< 0,01, Abkirzungen: T-Testosteron; DHT-Dihydrotestosteron; E-Estradiol

Es konnte beobachtet werden, dass in der Zelllinie KGN die DPP4-mRNA-Expression unter
Testosteronbehandlung auf das 1,5 bis 2,6fache steigt. Ein &hnlicher Effekt ist bei der
Behandlung mit Dihydrotestosteron zu beobachten. Bei der Behandlung mit 25 nM (p = 0,029)
und 50 nM (p = 0,036) Dihydrotestosteron ist dieser Effekt signifikant. In der Zelllinie der
COV 434 kommt es unter hoher Testosteronwirkung innerhalb der ersten 24 h zu einer
signifikanten Steigerung der DPP4-Expression. Bei einer Testosteron-Konzentration von 50 nM
steigt die DPP4-mRNA-Expression signifikant auf das 1,5fache (p = 0,035). Unter Stimulation
mit Dihydrotestosteron steigt die DPP4-mRNA-Expression in der COV 434 signifikant
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(DHT 1 nM p = 0,048; DHT 50 nM p = 0,004) auf das 1,4 bis 2fache im Vergleich zur
Losungsmittelkontrolle. Estradiol wirkt sich in geringer Konzentration (10 nM, p = 0,042)

steigernd auf die DPP4-Expression aus, in hoherer Konzentration (100 nM) dagegen hemmend

(0,2fache Expression).
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Abbildung 4: DPP4-mRNA-Expression in der Zelllinie der KGN (A, nggn = 4) und der COV
434 (B, Ncov 432 = 4), t = 48 h unter Stimulation mit Testosteron, DHT oder Estradiol, t- Test: *
p< 0,05, ** p< 0,01, Abkiirzungen: T-Testosteron; DHT-Dihydrotestosteron; E-Estradiol

Nach 48-stlindiger Behandlung der Zellen mit Testosteron, Dihydrotestosteron oder Estradiol

lassen sich in keiner der beiden Zelllinien signifikante Verénderungen in der DPP4-mRNA-

Expression ausmachen.
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Abbildung 5: DPP4-mRNA-Expression in der Zelllinie der KGN (A, nken = 4) und der COV
434 (B, Ncov 434 = 4), t = 72 h unter Stimulation mit Testosteron, DHT oder Estradiol, t- Test: *
p< 0,05, ** p< 0,01, Abkiirzungen: T-Testosteron; DHT-Dihydrotestosteron; E-Estradiol
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Nach 72 h sieht man eine 2,4fache Steigerung der DPP4-Expression unter Testosteroneinfluss
und eine Steigerung auf das 2,2fache durch Dihydrotestosteron in der Zelllinie der KGN. Ein
Einfluss durch Estrogen ist nicht zu beobachten.

In der Zelllinie der COV 434 ist unter Testosteroneinfluss eine 2,2 bis 2,5fache Expression zu
beobachten. Durch Dihydrotestosteron wird die Expression bis auf das 2,9fache gesteigert. Ein
Einfluss der Lésungsmittelkontrolle ist im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zu allen drei

untersuchten Zeitpunkten nicht auszumachen.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die DPP4-mRNA-Expression unter Testosteronstimulation in
den beiden Zelllinien leicht steigt, besonders in hoher Konzentration ist dies bei den COV 434
zu sehen. Unter DHT-Stimulation ist in beiden Zelllinien eine signifikant verstarkte DPP4-
mMRNA-Expression in den ersten 24 h zu erkennen. Unter Estradioleinfluss sinkt die Expression
tendenziell ab, dies ist besonders nach 72 h zu erkennen. Auffallig ist, dass nach 24 und 72 h die
gleichen Tendenzen zu erkennen sind, wahrend nach 48 h keine Tendenzen zu beobachten sind.

Wobei die Tendenzen nach 72 h nicht mehr signifikant sind.

4.1.2 Androgeneffekte auf die DPP4-Proteinexpression

Zur Untersuchung der Regulation der DPP4-Expression auf Proteinebene wurden die Zellen

nach 48 h geerntet, die Proteine isoliert und anschlielend Western-Blots durchgefihrt.

kba KD TDHTE K D T DHTE

1 100
16 1 70
1,4 -
1,2 1
14
mCov 434
08 -
c kDa
06 K D TDHTE KD T DHTE
70
04 1 -
i 100 =
,2 70 .
-
1 I B B LT ——
K TI00nM  DHTSONM  E100nM |

Abbildung 6: A (Darstellung der DPP4-Expression im Verhaltnis zu DMSO der COV 434 im
Uberstand, Referenz Ponceau Farbung, Ncov 434 = 2, t = 48 h), B (Western Blot der DPP4-
Expression im Uberstand der COV 434), C (Ponceau Farbung des Uberstandes der COV 434),
t-Test: * p< 0,05, ** p< 0,01, Abkirzungen: K -Kontrolle, D - DMSO, T - Testosteron, DHT -
Dihydrotestosteron, E - Estrogen)
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Nach Stimulation der Zellen mit Testosteron und Dihydrotestosteron lasst sich keine eindeutig
veranderte Expression des DPP4-Proteins im Uberstand nachweisen. Auch unter Estradiol

konnte keine signifikante Anderung der DPP4-Protein-Expression gezeigt werden.
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Abbildung 7: A (Darstellung der DPP4-Expression im Verhaltnis zu DMSO der KGN im
Uberstand, Referenz Ponceau Farbung, ngey = 2, t = 48 h), B (Western Blot der DPP4-
Expression im Uberstand der KGN), C (Ponceau Farbung des Uberstandes der KGN), t-Test: *
p< 0,05, ** p< 0,01, Abkilrzungen: K - Kontrolle, D - DMSO, T - Testosteron, DHT -
Dihydrotestosteron, E - Estrogen)

Im Uberstand der KGN lasst sich eine 1,6fach gesteigerte DPP4-Expression unter Testosteron
und eine 1,5fach gesteigerte Expression unter Dihydrotestosteron nachweisen.
Die DPP4-Expression unter der Behandlung mit Estrogen ist gegentiber der Behandlung mit

Testosteron und Dihydrotestosteron verringert.
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Abbildung 8: A (Darstellung der zelluldaren DPP4-Expression im Verhéltnis zu DMSO der
KGN, Referenz GAPDH, nxgn = 2, t = 48 h), B (Western Blot der zelluldren DPP4-Expression
der KGN), C (Western Blot der zellularen GAPDH-Expression der KGN), t-Test: * p< 0,05, **
p< 0,01, Abkirzungen: K - Kontrolle, D - DMSO, T - Testosteron, DHT - Dihydrotestosteron, E
- Estrogen

Bei der Untersuchung der zelluldren Proteine in der KGN konnte keine signifikante

Veranderung der Expression der DPP4 beobachtet werden.

Im Uberstand ist bei der COV 434 unter Testosteron und Dihydrotestosteron kein Anstieg der
DPP4 zu erkennen. Im Gegensatz dazu konnte im Uberstand der KGN eine gesteigerte DPP4-
Expression unter Testosteron und Dihydrotestosteron gezeigt werden. In der Untersuchung des
zelluldren DPP4 kann keine sichere Tendenz ausgemacht werden.

4.2 Regulation der DPP4 durch metabolische Veranderungen

In diesem Arbeitspunkt sollten die durch das PCOS auftretenden endokrinen und metabolischen
Verénderungen untersucht werden, um eine mdogliche Regulation auszuschlieffen und so den
Zusammenhang zwischen Androgenregulation und DPP4-Expression zu starken. Im Weiteren
sollte geschaut werden, ob Medikamente, die zur Behandlung des assoziierten Diabetes mellitus
Typ Il eingesetzt werden, in vitro einen Einfluss auf die DPP4-Expression haben. Dafiir wurden
Metformin und Sitagliptin ausgewahlt. Die verwendeten Metforminkonzentrationen orientieren
sich an in vitro Versuchen mit Lungenkarzinomzellen (Ashinuma et al., 2012; Yousef, Tsiani,
2017).

Die verwendeten Sitagliptinkonzentrationen orientieren sich ebenfalls an bereits in vitro

verwendeten Konzentrationen (Lin, Lin, 2016).
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4.2.1 Effekte auf die DPP4-mRNA-EXxpression

Fur die Analyse der RNA wurden die Zellen nach 24, 48 und 72 h geerntet, die RNA isoliert,
diese in cDNA umgeschrieben und durch die quantitative Realtime-PCR ausgewertet. In den
nachfolgenden Abbildung 9 wird die nfache mRNA-Expression der DPP4 der einzelnen
Behandlungen zur DMSO-Ldsungsmittelkontrolle dargestellt.
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Abbildung 9: DPP4-mRNA-Expression in der Zelllinie der KGN (A, nken = 4) und der COV
434 (B, Ncov 434 = 4), t = 24 h unter Stimulation mit Insulin oder Glukose, t- Test: * p< 0,05, **
p< 0,01, Abkirzungen: In - Insulin, Glu - Glukose

Nach 24 h ist weder in der COV 434 noch in der KGN eine verénderte DPP4-Expression durch

metabolische Verénderungen zu erkennen.
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Abbildung 10: DPP4-mRNA-Expression in der Zelllinie der KGN (A, nken = 4) und der COV
434 (B, Ncov 434 = 4), t = 24 h unter Stimulation mit Sitagliptin oder Metformin, t- Test: * p<
0,05, ** p< 0,01, Abkirzungen: Gli - Sitagliptin, Me - Metformin
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Durch die Gabe von Sitagliptin konnte in der KGN eine signifikante Hemmung auf das 0,4fache
beobachtet werden (Gli 10 nM, p = 0,036).
Die Expression von DPP4 in der COV 434 wurde durch Metformin stark gesteigert (p = 0,012).
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Abbildung 11: DPP4-mRNA-Expression in der Zelllinie der KGN (A, nken = 4) und der COV
434 (B, Ncov 434 = 4), t = 48 h unter Stimulation mit Insulin oder Glukose, t- Test: * p< 0,05, **
p< 0,01, Abkirzungen: In - Insulin, Glu - Glukose

Nach 48 h ist in beiden Zelllinien durch induzierte Hyperglykédmie bzw. Hyperinsulindmie keine
Veranderung der DPP4-Expression zu beschreiben.
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Abbildung 12: DPP4-mRNA-Expression in der Zelllinie der KGN (A, nken = 4) und der COV
434 (B, Ncov 434 = 4), t = 48 h unter Stimulation mit Sitagliptin oder Metformin, t- Test: * p<
0,05, ** p< 0,01, Abkurzungen: Gli - Sitagliptin, Me - Metformin

In der Zelllinie der KGN ist wiederum eine signifikante Hemmung der DPP4 durch Sitagliptin
auf das 0,5fache zu beschreiben (Gli 50 nM p = 0,013). Durch die Gabe von Metformin steigt
die DPP4-Expression in den COV 434 wie auch nach 24 h stark an (Me 20 nM p = 0,014).

33



A B

In25nM In25nM H
In10nM In10nM —
In5nM In5nM
KGN WCOV 434
Glu 100mM H Glu 100mM
Glu 50mm Glu 50mm
Glu5mmM Glu5mmM
t T T T | T T T T |
a 1 2 3 4 a 1 2 3 4 5 6
relative DPP4 Expression relative DPP4 Expression

Abbildung 13: DPP4-mRNA-Expression in der Zelllinie der KGN (A, nken = 4) und der COV
434 (B, Ncov 434 = 4), t = 72 h unter Stimulation mit Insulin oder Glukose, t- Test: * p< 0,05, **
p< 0,01, Abkirzungen: In - Insulin, Glu - Glukose

Auch nach 72 h zeigt sich in beiden Zelllinien keine veranderte DPP4-Expression durch

Glukose oder Insulinveranderungen.
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Abbildung 14: DPP4-mRNA-Expression in der Zelllinie der KGN (A, nken = 4) und der COV
434 (B, Ncov 434 = 4), t = 72 h unter Stimulation mit Sitagliptin oder Metformin, t- Test: * p<
0,05, ** p< 0,01, Abkirzungen: Gli - Sitagliptin, Me - Metformin

Nach 72 h zeigt weder Sitagliptin noch Metformin einen Einfluss auf die DPP4-Expression der
KGN. In der Zelllinie der COV 434 ist eine Steigerung der DPP4-Expression unter Metformin
10mM zu erkennen.

Aus den Diagrammen wird ersichtlich, dass Glukose und Insulin keinen Einfluss auf die DPP4-
Expression auf mRNA-Ebene besitzt. Metformin hat nur bei Behandlung der COV 434 einen
steigernden Einfluss auf die mMRNA der DPP4 gezeigt. Sitagliptin zeigt in den KGN einen

hemmenden Einfluss auf die DPP4-mRNA-Expression.
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4.2.2 Effekte auf die DPP4-Proteinexpression

Fur die Analyse wurden die Proteine nach 48-stlindiger Behandlung gewonnen und im Western-

Blot untersucht.
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Abbildung 15: A (Darstellung der DPP4-Expression im Verhaltnis zu DMSO der COV 434 im
Uberstand, Referenz Ponceau Farbung, Ncov 434 = 2, t = 48 h), B (Western Blot der DPP4-
Expression im Uberstand der COV 434), C (Ponceau Farbung des Uberstandes der COV 434),
t- Test: * p< 0,05, ** p< 0,01, Abkirzungen: K - Kontrolle, G - Glukose, | - Insulin, M -
Metformin, Gli - Sitagliptin

Im Uberstand der COV 434 konnte keine verdnderte Expression der DPP4 durch die

verschiedenen Behandlungen detektiert werden.
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Abbildung 16: A (Darstellung der DPP4-Expression im Verhaltnis zu DMSO der KGN im
Uberstand, Referenz Ponceau Farbung, ngen = 2, t = 48 h), B (Western Blot der DPP4-
Expression im Uberstand der KGN), C (Ponceau Farbung des Uberstandes der KGN), t- Test: *
p< 0,05, ** p< 0,01, Abkiirzungen: K - Kontrolle, G - Glukose, I - Insulin, M - Metformin, Gli
- Sitagliptin
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Nach 48 h konnen im Uberstand der KGN keine signifikanten Unterschiede der DPP4-
Expression durch die Behandlung von Glukose, Insulin, Metformin oder Sitagliptin dargestellt

werden.
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Abbildung 17: A (Darstellung der zellularen DPP4-Expression im Verhdltnis zu DMSO der
KGN, Referenz GAPDH, nken = 2, t = 48 h), B (Western Blot der zelluldren DPP4-Expression
der KGN), C (Western Blot der zelluldren GAPDH der KGN), t- Test: * p< 0,05, ** p< 0,01,
Abkiirzungen: K - Kontrolle, G - Glukose, I - Insulin, M - Metformin, Gli - Sitagliptin

Bei der Analyse der zelluldren DPP4 der KGN fallt auf, dass durch die unterschiedlichen
Behandlungen mit Glukose, Insulin, Metformin und Sitagliptin keine Verénderung der DPP4-

Expression nachweisbar ist.

Auf Proteinebene ist keine Verdnderung der DPP4-Expression durch Hyperglykdmie,

Hyperinsulindmie, Metformin oder Sitagliptin zu beobachten.

4.3 Analyse der Promotoraktivitat der DPP4 durch 5"-Aza-2-Desoxycytidin

Durch die Behandlung mit 5°-Aza-2-Desoxycytidin (5"-Aza) besteht die Mdglichkeit
inaktivierte Gene zu reexpremieren. Durch die Hemmung der DNMT1 kommt es zu einem
passiven Methylierungsverlust durch Zellteilung. Um eine gentigende Anzahl von Zellteilungen
zu gewahrleisten, wurden die Zellen jeweils nach 72 h analysiert. Zur Ermittlung der
verwendeten Konzentrationen wurde ein Vorversuch durchgefuhrt, um keine zytotoxische

Konzentration zu verwenden.
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4.3.1 Analyse der mRNA-Expression von DPP4 nach 5°-Aza-2-Desoxycytidin-
Behandlung

Aus den nach 72 h geernteten Zellen wurde die RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und
mittels quantitativer Realtime-PCR analysiert. Das folgende Diagramm zeigt die relative

Expression der DPP4 im Vergleich zur DMSO-L&sungsmittelkonzentration.
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Aza 50 pM ** Aza 50 pM
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Abbildung 18: DPP4-mRNA-Expression in der Zelllinie der KGN (A, nken = 3) und der COV
434 (B, Ncov 43s = 3), t = 72 h unter Stimulation mit 5°-Aza, t- Test: * p< 0,05, ** p< 0,01

Bei einer Behandlung von 10 uM (p = 0,032) und 50 uM (p = 0,009) 5°-Aza ist bei der KGN
nach 72 h eine signifikante Steigerung der DPP4-Expression auf das 1,6 bis 2,3fache zu
beobachten, bei der Behandlung mit 100 uM 5°-Aza ist eine Steigerung auf das 1,8fache zu

erkennen.

Bei der Analyse der COV 434 fallt auf, dass ab einer Konzentration von 50 uM 5°-Aza eine
Steigerung der Expression auf mMRNA-Ebene erkennbar ist. Die Behandlung mit 50 uM 5-Aza
hat eine Steigerung auf das 1,1fache und die Behandlung mit 100 pM 5°-Aza eine Steigerung
auf das 1,4fache zur Folge.

4.3.2 Analyse der DPP4-Proteinexpression nach 5-Aza-2-Desoxycytidin-
Behandlung

Fir die Untersuchung wurden die Zellen nach 72 h geerntet und die Proteine aus dem Zellpellet

bzw. dem Uberstand isoliert. AnschlieRend wurde der Western Blot durchgefiihrt.
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Abbildung 19: A (Darstellung der DPP4-Expression im Verhaltnis zu DMSO der COV 434 im
Uberstand, Referenz Ponceau Farbung, Ncov 434 = 3, t = 72 h), B (Western Blot der DPP4-
Expression im Uberstand der COV 434), C (Ponceau Fiarbung des Uberstandes der COV 434),
t- Test: * p< 0,05, ** p< 0,01, Abkirzungen: K - Kontrolle, D - DMSO, Aza — 5°‘-Aza-2-
Desoxycytidin, 10; 50; 100 = 10; 50; 100 uM 5”-Aza-2-Desoxycytidin

Die Expression der im Uberstand der COV 434 befindlichen DPP4-Proteine nimmt unter 5°-
Aza Behandlung zu. Unter der Behandlung mit 50 uM 5”-Aza ist die starkste Steigerung auf das
1,7fache zu beobachten.
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Abbildung 20: A (Darstellung der DPP4-Expression im Verhdltnis zu DMSO der KGN im
Uberstand, Referenz Ponceau Farbung, nkgny = 3, t = 72 h), B (Western Blot der DPP4-
Expression im Uberstand der KGN), C (Ponceau Farbung des Uberstandes der KGN), t- Test: *
p< 0,05, ** p< 0,01, Abkilrzungen: K - Kontrolle, D - DMSO, Aza — 5-Aza-2-Desoxycytidin,
10; 50; 100 = 10; 50; 100 uM 5”-Aza-2-Desoxycytidin

Bei Analyse des Uberstandes der KGN fillt auf, dass die DPP4-Expression durch die
Behandlung mit 5°-Aza steigt. Durch die Behandlung mit 50 uM 5°-Aza steigt diese auf das
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1,2fache. Unter der Behandlung mit 100 pM 5°-Aza steigt die DPP4-Expression auf das
2,0fache.
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Abbildung 21: A (Darstellung der zelluldren DPP4-Expression der KGN, Referenz GAPDH,
Nken = 2, t = 72h), B (Darstellung der zelluldaren DPP4-Expression im Verhaltnis zu DMSO der
KGN, Referenz GAPDH, nkgn = 2, t = 72 h), C (Western Blot der zelluldren DPP4-Expression
der KGN), D (Western Blot der zellularen GAPDH-Expression der KGN), t- Test: * p< 0,05, **
p< 0,01, Abkirzungen: K - Kontrolle, D - DMSO, Aza 100 uM = 100 pM 5°-Aza-2-
Desoxycytidin, 5"-Aza — 5"-Aza-2-Desoxycytidin

Bei der Auswertung der zelluldaren DPP4 wird deutlich, dass durch die Behandlung mit 5"-Aza
die Expression der DPP4 signifikant steigt. Im Vergleich zur Ldsungsmittelkontrolle DMSO
steigt die DPP4-Expression auf das 29fache.

Durch die Behandlung mit 5"-Aza nimmt die Proteinexpression von DPP4 bei der COV 434 im
Uberstand zu, besonders bei einer Behandlung mit 50 M 5°-Aza. Im Uberstand der KGN ist
die Steigerung der DPP4-Expression sowohl bei 50 uM als auch bei 100 uM deutlich. Die
zelluldre DPP4-Expression der KGN steigt durch 5°-Aza Behandlung signifikant.
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4.4 Auswertung der Patientenproben

Durch die Untersuchung der Serumproben von Patientinnen und Patienten der
Kinderwunschsprechstunde sollten DPP4-Aktivitdt und -Konzentration zwischen Patientinnen
mit PCOS und Patientinnen ohne PCOS sowie zwischen Frauen und Mannern verglichen
werden.

AuBlerdem sollte ein moglicher Zusammenhang zwischen der DPP4-Aktivitdt und -
Konzentration und der Implantationswahrscheinlichkeit und der Wahrscheinlichkeit einer

erfolgreichen Schwangerschaft untersucht werden.

4.4.1 Beschreibung der Kohorte

Die Serumproben der Patientinnen wurden zwischen 2010 und 2013 im Zentrum fir
Reproduktion und Andrologie im Universitatsklinikum Halle (Saale) gesammelt. AnschlieRend
wurde eine Gruppierung anhand der diagnostizierten Erkrankungen vorgenommen und eine
anonymisierte Datenbank erstellt.

Insgesamt wurden Proben von 103 Patientinnen untersucht. Davon haben 29 Frauen keine
bekannte Diagnose, die mit einer reduzierten Fertilitdt in Zusammenhang steht.

11 Patientinnen der Kohorte haben die Diagnose PCOS, und 11 PCOS und eine weitere
Erkrankung. Diese 22 Patientinnen wurden als eine Gruppe in die Auswertung aufgenommen.
Die Anzahl der Patientinnen mit Endometriose betrdgt in dieser Kohorte 20, zusétzlich haben 7
Patientinnen die Diagnose Endometriose und eine weitere Erkrankung.

21 Patientinnen dieser Kohorte wiesen eine Tubenpathologie auf.

Unter dem Aspekt ,,Sonstiges“ wurden Erkrankungen gruppiert, die nicht direkt auf die
Fertilitdtsorgane zuriickfihren sind. Unter anderem sind Gerinnungsstérungen sowie psychische

Erkrankungen zu nennen.

4.4.2 Zusammenhang Aktivitat und Konzentration

Fur die klinische Bedeutung der DPP4 fiir Kinderwunschpatientinnen stellen die Konzentration
und die Aktivitat entscheidende Parameter dar. In einer Pearson Korrelation kann eine negative
Korrelation dieser Parameter gezeigt werden (r = -0,25). Die Korrelation ist auf dem Niveau

von 0,05 zweiseitig signifikant.

4.4.3 Korrelation zwischen Aktivitat, Konzentration und Alter

Das Alter ist ein entscheidender Faktor fir die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen
Konzeption. In einer Pearson Korrelation kann eine positive Korrelation zwischen Alter und der

DPP4-Aktivitat im Serum gezeigt werden (r = 0,20). Die Korrelation ist auf dem Niveau von
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0,05 zweiseitig signifikant. Des Weiteren kann eine leicht negative Korrelation zwischen dem
Alter und der DPP4-Konzentration gezeigt werden (r= -0,07). Diese Korrelation ist nicht

signifikant.

4.4.4 Aktivitdt und Konzentration bei Frauen und Mannern
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Abbildung 22: Darstellung der DPP4-Aktivitit [uU/ml] in Abhédngigkeit vom Geschlecht,
weiblich (n = 103), méannlich (n = 63)

Der Median der DPP4-Aktivitat ist bei Frauen mit 16,3 pU/ml niedriger als bei Mannern mit
17,7 pU/ml.
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Abbildung 23: Darstellung der DPP4-Konzentration [ng/ml] in Abh&ngigkeit vom Geschlecht,
weiblich (n = 103), méannlich (n = 63)
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Der Median der DPP4-Konzentration liegt bei Frauen bei 607 ng/ml und bei Mé&nnern bei
458 ng/ml. Damit liegt der Zentralwert bei Frauen hoher als bei Mé&nnern.

Es lassen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der DPP4-Serumaktivitdt und
Serumkonzentration nachweisen. Tendenziell liegen jedoch die DPP4-Konzentrationen bei

Frauen und die Aktivitatslevel bei Mannern hoher.

445 Aktivitat und Konzentration in Abhangigkeit  von der
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Abbildung 24: Darstellung der DPP4-Aktivitdt [uU/ml] in Abhdngigkeit von der Diagnose

In Abbildung 24 wird deutlich, dass es keine signifikanten Unterschiede der DPP4-Aktivitat in
Abhangigkeit von der Diagnose gibt. Der hochste Durchschnitt wurde bei Patientinnen mit
PCOS gemessen, dieser betrdgt 15,7 pU/ml. Die Aktivitit der Vergleichsgruppen lag bei
15,5uU/ml fir Patientinnen ohne bekannte fertilitdtseinschrdnkende Erkrankung, 14,9 pU/ml
bei Patientinnen mit Endometriose und 15,1 pU/ml in der Gruppe der Patientinnen mit
Tubenpathologien.

In einzelnen Mann-Whitney-U-Tests zeigten sich keine signifikanten Unterschied zwischen der
Aktivitat von PCOS-Patientinnen (Mgang= 49,20) und Patientinnen ohne bekannte Diagnose
Mgang = 50,42), Tubenpathologien (Mgang= 52,56) und Endometriose (Mgang = 47,14), p = 0,93.
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Abbildung 25: Darstellung der DPP4-Konzentration [ng/ml] in Abhangigkeit von der Diagnose

Durch die Abbildung 25 wird verdeutlicht, dass es zwischen den verschiedenen Diagnosen
keinen signifikanten Unterschied der DPP4-Konzentrationen gibt. Bei Patientinnen mit PCOS
wurde im Durchschnitt eine Konzentration von 595,9 ng/ml gemessen. Dieser Wert liegt unter
denen der Vergleichsgruppen: Patientinnen ohne bekannte fertilitdtseinschrankende Diagnose
(734,0 ng/ml), Patientinnen mit bekannten Tubenpathologien (715,3 ng/ml) sowie
Endometriose-Patientinnen (8,51,2 ng/ml). Die Berechnung eines Mann-Whitney-U-Tests ergab
folgende Rénge : Patientinnen ohne bekannte Diagnose (Mgang = 49), PCOS-Patientinnen (Mgang
= 40,92), Patientinnen mit einer bekannten Tubenpathologie (Mgang = 52,56), von Endometriose
betroffene Patientinnen (Mgang = 54,05), p =0,41. In dem untersuchten Patientinnenkollektiv
konnte kein signifikanter Unterschied der DPP4-Serumaktivitdt und —konzentration in

Abhangigkeit verschiedener fertilitatseinschrankender Erkrankungen aufgezeigt werden.
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4.4.6 Aktivitat und Konzentration im Zusammenhang mit dem Outcome

Schwangerschaft
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Abbildung 26: Darstellung der DPP4-Aktivitdt [uU/mlI] in Abhéangigkeit vom Outcome
Schwangerschaft

In der untersuchten Kohorte wurden in der Zeit zwischen 2010 bis 2013 29 Patientinnen
schwanger, das entspricht einem Anteil von 28,1 %. In der Abbildung 26 wird die Aktivitéat der
Patientinnen in Abh&ngigkeit vom Outcome Schwangerschaft dargestellt. Die durchschnittliche
Aktivitat bei Patientinnen, die schwanger wurden, liegt bei 16,1 uU/ml. Im Vergleich dazu liegt
der Durchschnitt bei nicht schwanger gewordenen Patientinnen mit 14,9 pU/ml leicht niedriger.
Bei der Durchfiihrung des Mann-Whitney-U-Tests ergab sich kein signifikanter Unterschied
zwischen Patientinnen, die schwanger wurden (Mgang = 45,74) und Patientinnen, welche nicht

schwanger wurden (Mgang = 42,24), p = 0,53.
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Abbildung 27: Darstellung der DPP4-Konzentration [ng/ml] in Abhangigkeit vom Outcome
Schwangerschaft.
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Die durchschnittliche Konzentration liegt bei Patientinnen, welche schwanger wurden, mit
746,4 ng/ml hoher als bei Patientinnen, welche nicht schwanger wurden (598,8 ng/ml).

Die Berechnung des Mann-Whitney-U-Tests ergab keinen signifikanten Unterschied der
Konzentration von DPP4 bei Patientinnen, welche schwanger wurden (Mgang = 41,55) und

Patientinnen, welche nicht schwanger wurden (Mgang = 43,83), p = 0,681.
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Abbildung 28: Darstellung der DPP4-Aktivitdt [uU/mlI] in Abhéangigkeit vom Outcome
Schwangerschaft bei PCOS-Patientinnen

VVon den Patientinnen mit PCOS, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, stellte sich
bei 10 eine Schwangerschaft ein. Die durchschnittliche Aktivitat liegt bei Patientinnen, welche
schwanger wurden, mit 16,1 pU/ml hoher als bei Patientinnen, welche nicht schwanger wurden
(15,4 pU/ml). Im Mann-Whitney-U-Test stellt sich kein signifikanter Unterschied im Bezug auf
die DPP4-Aktivitat zwischen Patientinnen, welche schwanger wurden (Mgang = 11,40) und

Patientinnen, welche nicht schwanger wurden (Mgang = 10,64), p=0,78, dar.
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Abbildung 29: Darstellung der DPP4-Konzentration [ng/ml] in Abhéngigkeit vom Outcome
Schwangerschaft bei PCOS-Patientinnen.

In Abbildung 29 wird deutlich, dass es keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Konzentrationen bei PCOS-Patientinnen gibt, die schwanger geworden sind und denen, die
nicht schwanger geworden sind. Im Durchschnitt liegt die Konzentration bei Patientinnen,
welche schwanger wurden bei 591,6 ng/ml und bei Patientinnen, welche nicht schwanger
wurden bei 598,8 ng/ml. Im Mann-Whitney-U-Test ergaben sich folgende Werte: Patientinnen,
welche schwanger wurden (Mgang = 10,60), Patientinnen, welche nicht schwanger wurden
(Mgang = 10,60), p = 0,78. Es zeigt sich, dass in unserem Patientinnenkollektiv kein
Zusammenhang zwischen DPP4-Serumkonzentration und —aktivitat und der Wahrscheinlichkeit

einer Schwangerschaft nachweisbar ist.
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4.4.7 Aktivitat und Konzentration im Zusammenhang mit dem Outcome Abort
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Abbildung 30: Darstellung der DPP4-Aktivitat [uU/ml] in Abhéngigkeit vom Outcome Abort

In der beschriebenen Kohorte kam bei 29 Patientinnen eine Schwangerschaft zu Stande, davon
erlitten 6 Patientinnen einen Abort. Das entspricht einem Anteil von 21 %.

In der Abbildung 30 wird deutlich, dass es keinen signifikanten Unterschied zwischen
stattgehabten Abort und erfolgreicher Schwangerschaft im Bezug auf die DPP4-Aktivitat gibt.
Durchschnittlich liegt die DPP4-Aktivitat bei Patinnen mit stattgehabtem Abort mit 17,0 uU/ml
hoher als bei Patientinnen mit einer erfolgreichen Schwangerschaft und der Geburt von
mindestens einem Kind (15,7 pU/ml). Der Mann-Whitney-U-Test ergab folgende Werte:
stattgehabter Abort (Mgang = 20,38), erfolgreiche Schwangerschaft (Mgang = 14,48), p =0,11.
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Abbildung 31: Darstellung der DPP4-Konzentration [ng/ml] in Abhéngigkeit vom Outcome
Abort.
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Bei der Analyse der DPP4-Konzentrationen von Patientinnen mit stattgehabten Abort und
erfolgreicher Schwangerschaft kann kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
Durchschnittlich haben Patientinnen mit stattgehabtem Abort eine Konzentration wvon
861,8 ng/ml und Patientinnen mit einer erfolgreichen Schwangerschaft im Durchschnitt eine
Konzentration von 729,4 ng/ml. Im Mann-Whitney-U-Test ergibt sich fur Patientinnen mit
stattgehabten Abort ein mittlerer Rang von 18,25 und bei Patientinnen mit erfolgreicher
Schwangerschaft ein mittlerer Rang von 15,22, p = 0,42. Es zeigt sich, dass in unserem
Patientinnenkollektiv kein Zusammenhang zwischen DPP4-Serumkonzentration und —aktivitat

und dem Risiko fur einen Abort im Verlauf der Schwangerschaft existiert.
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5 Diskussion

5.1 Regulation der DPP4 unter Androgen- und Ostrogeneinfluss

Nach der Definition der ESHRE ist ein Kriterium fur die Diagnose PCOS der
Hyperandrogenismus. Ziel dieser Untersuchung ist es den Einfluss von Androgenen und
Estrogen auf die Expression der DPP4 zu beleuchten, um ein weiteres Verstandnis des
Pathomechanismus und verschiedener Wechselwirkungen zu erlangen. Durch die Behandlung
mit Testosteron und Dihydrotestosteron konnte eine Steigerung der DPP4-Expression in beiden
Zelllinien gezeigt werden. Eine andere Arbeitsgruppe konnte im Tiermodell zeigen, dass eine
Testosteronexposition ~ wéhrend  der  Schwangerschaft  eine  Dysregulation  des
Glukosestoffwechsels und eine erhohte DPP4-Aktivitat bedingt (Usman, Olatunji, 2021). Trotz
geringerer Konzentration von Dihydrotestosteron war der Einfluss auf die Expression teilweise
genau so groR, teilweise sogar ausgepragter, als bei Testosteron, was darauf schlieen l&sst, dass
auch in diesem Zusammenhang Dihydrotestosteron der aktivere Metabolit ist. Durch die
beobachteten Verdnderungen lasst sich ein Feedback-Mechanismus vermuten. Beim PCOS
bewirkt unter anderem eine erhdhte Insulinkonzentration eine erhohte Androgenkonzentration.
Die erhdhte Androgenkonzentration steigert die Expression der DPP4 und vermindert so die
Wirkung von GLP-1 und GIP. Durch den reduzierten Inkretineffekt wird die
Insulinausschiittung vermindert und wirkt so einer Hyperinsulindmie entgegen. Um diese These
zu starken, sind weitere Untersuchungen notwendig.

Wie bereits beschrieben, wirkt sich Estradiol nach 24 h in geringer Konzentration steigernd auf
die DPP4-Expression aus und in hoheren Konzentrationen hemmend. Diese Tendenz zeigt sich
in beiden Zelllinien jedoch ohne Signifikanz. Dieser Einfluss zeigt sich auf mMRNA-Ebene nur in
den ersten 24 h, was auf eine kurzfristige Regulation bei Konzentrationsanderung schlieen
lasst. Die Werte nach 48 bzw. 72 h weisen eine breite Streuung auf. Eine Modulation der DPP4-
Expression bei PCOS durch Estradiol scheint daher weniger relevant als der Einfluss der
Androgene.

Auf Proteinebene konnten die auf mRNA vermuteten Zusammenhdnge leider nicht
abschlieRend bestétigt werden. Wie bereits beschrieben, kann DPP4 als Transmembranprotein
oder in léslicher Form vorliegen. Aus diesem Grund wurde die Expression im Uberstand,
vermuteter Weise der 16slichen Form der DPP4, und in der zellgebundenen Form der DPP4, als
Transmembranprotein, gesondert untersucht. Es konnte die erhdhte Expression der DDP4 durch
Dihydrotestosteron und Testosteron im Uberstand gezeigt werden. Um dieses noch einmal

deutlicher zu zeigen, braucht es weitere Versuche ber ggf. langere Zeitrdume als 48 h.
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5.2 Regulation der DPP4 durch metabolische Veranderungen

Im vorhergehenden Kapitel konnte eine Regulation der DPP4-Expression durch Androgene
aufzeigt werden. Um diesen Zusammenhang zu starken, wurden weitere mdgliche
Einflussfaktoren auf die DPP4-Expression untersucht. Es besteht die Méglichkeit, dass auch die
metabolischen Verénderungen des PCOS, wie Hyperglykdmie und Hyperinsulinismus, einen
Einfluss auf die Regulation der DPP4-Expression haben.

Durch die durchgefiihrten Experimente konnte gezeigt werden, dass weder eine erhohte
Glukosekonzentration, noch eine erhéhte Insulinkonzentration einen Einfluss auf die Expression
der DPP4 haben. Dieses Ergebnis zeigt sich sowohl auf der mRNA-Ebene als auch bei der
Untersuchung der Proteine. Diese Ergebnisse decken sich mit denen einer anderen
Arbeitsgruppe, welche ebenfalls zeigten, dass Insulin die Expression von DPP4 nicht verandert
(Larmers et al., 2011). Dadurch wird eine Regulation durch diese metabolischen Einfliisse
unwahrscheinlich.

Verschiedene Autoren propagieren den Einsatz von DPP4-Hemmern als Behandlungsoptionen
bei PCOS-Patientinnen (Kabel et al., 2017; Oztiirk et al., 2019; Daneshjou et al., 2021). Die
durchgefiihrten Experimente untersuchen, ob dieser neuen therapeutischen Option, eine
maogliche Regulation der DPP4-Expression durch Sitagliptin.

Es zeigte sich, dass die Verwendung von Sitagliptin bereits eine Hemmung der DPP4-
Expression auf mRNA-Ebene bewirkt. In der Literatur wurde der Wirkmechanismus von
Sitagliptin durch die Interaktion mit dem aktiven Zentrum der DPP4 beschrieben (Rohrborn et
al., 2015). Eine andere Studie konnte zeigen, dass Sitagliptin die Expression von Aromatase
reguliert (Lin, Wang, 2021). Die von Lin und Wang beschriebenen Beobachtungen legen die
Vermutung nahe, dass Sitagliptin mdglicherweise verschiedene Wirkmechanismen aufweist.
Die Daten dieser Arbeit legen nahe, dass auch die Hemmung der DPP4 nicht nur durch die
Interaktion mit dem aktiven Zentrum, sondern mdglicherweise durch verschiedene
Wirkmechanismen erreicht wird.

Eine weitere Therapieoption mit good-clinical-practise bei der Behandlung von PCOS-
Patientinnen ist Metformin.

In den Versuchen zeigte sich in der Zelllinie der COV 434 eine Expressionssteigerung der
DPP4 durch Metformin. Dieser Zusammenhang war besonders auf Ebene der mRNA
aufzuzeigen. Die Beobachtung der DPP4-Expression auf Proteinebene konnte die Ergebnisse
leider nicht reproduzieren. Fir das genauere Verstandnis sind weitere Beobachtungszeitpunkte
neben den bereits untersuchten 48 h notwendig. Bisher zeigte keine Studie einen
Zusammenhang zwischen der DPP4-Expression und Metformin. Dagegen wurde beschrieben,

dass Metformin die DPP4-Aktivitat im Serum verdndern kann. In verschiedenen Experimenten
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verringerte Metformin konzentrationsabhéngig die endogene Plasmaaktivitat der DPP4 bei
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 (Nargis, Chakrabarti, 2018).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine mdgliche Einflussnahme von Metformin auf die DPP4
und damit den Inkretineffekt.

Einschrankend muss erwadhnt werden, dass fiir unsere Versuche suprapharmakologische
Konzentrationen (>1 mM) verwendet wurden, welche im klinischen Setting nicht anzutreffen
sind. Es gilt die klinisch relevanten Konzentrationen (50-100 pM) weiter zu untersuchen und so
ggf. die dargestellten Ergebnisse zu bestétigen (LaMoia, Shulman, 2021).

Trotz unserer Untersuchungen und verschiedener Beobachtungen durch andere Arbeitsgruppen
scheint der komplexe Wirkungsmechanismus noch nicht abschlieBend verstanden worden zu
sein.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine Regulation der DPP4-Expression bei PCOS-
Patientinnen durch die bestehenden metabolischen Verdnderungen unwahrscheinlich ist.
Sitagliptin, als Vertreter der DPP4-Hemmer, und Metformin zeigen jeweils einen leichten

Einfluss auf die DPP4-Expression, was noch unbekannte Wirkmechanismen vermuten lasst.

5.3 Regulation der DPP4 durch 5"-Aza-2-Desoxycytidin

In verschiedenen Studien konnte durch die Verwendung von Zellkulturen und Tiermodellen
eine erhohte DPP4-Expression bei PCOS gezeigt werden. Es sind jedoch weitere
Untersuchungen notwendig, um diese Ergebnisse zu verifizieren. Wenige Untersuchungen
beschéftigen sich mit dem Methylierungszustand der entsprechenden Genabschnitte.

Durch die Behandlung mit 5 -Aza-2-Desoxycytidin wird ein passiver Methylierungsverlust
wahrend der Zellteilung bewirkt. Durch die Hypomethylierung konnte eine signifikante
Steigerung der DPP4-Expression beobachtet werden. Daraus kann abgeleitet werden, dass die
Regulation der DPP4-Expression unter anderem epigenetisch erfolgt und ein Verlust der
Methylierung eine Expressionssteigerung bedingt. Eine negative Assoziation des
Methylierungsgrades und der DPP4-Expression auf mRNA-Ebene wurde auch in einer anderen
Studie, welche sich mit der Analyse viszeralen Fettgewebes schwer adipdser Patientinnen
beschaftigt, beschrieben (Rohrborn et al., 2015). Durch die beschriebenen Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass die DPP4-Expression auf Ebene der mRNA und auf der Ebene der
Proteine nachweisbar ist. Die verstarkte Proteinexpression der DPP4 ist sowohl im Uberstand
als auch zellular erkennbar. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die Regulation sowohl
die membrangebundene als auch die l6sliche Form der DPP4 betrifft. Interessant werden
genauere Beobachtungen sein, welche externen Substanzen und Umstdnde das

Methylierungsmuster beeinflussen.
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54 Analyse der Konzentration und Aktivitit von DPP4 im Serum von

Kinderwunschpatientinnen

Im Weiteren beschéftigt sich diese Arbeit mit dem Zusammenhang der DPP4-Konzentration
und -Aktivitdt im Serum von Kinderwunschpatientinnen unter der Fragestellung einer
mdoglichen Relevanz der DPP4 als Biomarker und einer méglichen Behandlungsindikation.

Ein weiteres Ziel ist der Vergleich der DPP4-Aktivitat und -Konzentration zwischen
Kinderwunschpatientinnen mit verschiedenen fertilitatseinschrénkenden Erkrankungen sowie

einen Vergleich zwischen Kinderwunschpatientinnen und Kinderwunschpatienten darzustellen.

5.4.1 Zusammenhang zwischen Aktivitat und Konzentration und Alter

Der Zusammenhang zwischen der Aktivitdt und Konzentration der DPP4 ist noch nicht
abschlieBend geklart. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es bei
Kinderwunschpatientinnen eine leichte negative Korrelation zwischen Konzentration und
Aktivitat gibt. Die Korrelation von DPP4-Aktivitdt und -Konzentration wurde bereits im
Zusammenhang mit metabolischen Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Hypertonie und
Adipositas untersucht. In einer Studie die DPP4 im Zusammenhang mit Diabetes mellitus,
Hypertonie und chronischer Nierenerkrankung untersuchte, konnte keine Korrelation zwischen
Aktivitdt und Konzentration gezeigt werden (Nistala, Savin, 2017). Eine andere Studie
beschreibt eine positive Relation zwischen der Aktivitit und der Konzentration der DPP4. Dabei
beschreibt die Studie, dass bei der Behandlung naiver Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 die
Plasma DPP4-Konzentrationen sowie die enzymatische Aktivitat hoher als bei gesunden
Kontrollprobanden waren (Nargis, Chakrabarti, 2018).

Diese vielfaltigen Ergebnisse verschiedener Studiengruppen legen den Riickschluss nahe, dass
weitere, noch unbekannte Einfliisse, auf die Aktivitat und Konzentration der DPP4 einwirken.

In dieser Arbeit wird beschrieben, dass zwischen dem Alter und der DPP4-Aktivitat eine
positive Korrelation bestehen konnte. In einer anderen Arbeit wurde durch eine multiple
Regressionsanalyse gezeigt, dass die DPP4-Aktivitat im Alter abnimmt (Durinx et al., 2001).
Bei all diesen Betrachtungen sind die Kohorten genauer zu unterscheiden. Flr diese
Berechnungen wurden nur die Proben der Patientinnen verwendet. In den beschriebenen
Studien von Nistala et Savin und Nargis et Chakrabart sowie Durinx et al. dagegen waren
sowohl Frauen als auch Manner eingeschlossen. Vermuten lasst sich eine

geschlechterabhangige Korrelation.
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5.4.2 Vergleich zwischen den Aktivitatsleveln und Konzentrationen von Mannern

und Frauen

Bei Verdacht auf eine geschlechterabhéngige Korrelation ist es interessant die Verteilung der
DPP4-Konzentration und -Aktivitdt bei Méannern und Frauen zu unterscheiden. Dabei wird
deutlich, dass die Aktivitat der DPP4 im Median bei Mannern hoher liegt als bei Frauen und die
Konzentration dagegen bei Frauen leicht hoher als bei Mannern liegt. In der Kohorte dieser
Arbeit zeigten sich diese Zusammenhénge nicht als signifikant. Eine Limitation dieser Arbeit ist
die geringe Probandenanzahl. Durinx et al. konnten durch ihre Untersuchungen zeigen, dass die
Aktivitat der DPP4 bei Frauen niedriger als bei Mannern ist, dabei wurden insgesamt 481
Probanden untersucht (Durinx et al., 2001). Eine weitere Arbeitsgruppe konnte bestétigen, dass
die DPP4-Aktivitat bei M&nnern héher als bei Frauen ist (Chiara et al., 2020) Es liegt nahe, dass
geschlechterspezifisch verschiedene Faktoren, wie zum Beispiel Sexualhormone, die Aktivitét

und damit die Korrelation von Aktivitat und Konzentration beeinflussen.

5.4.3 Aktivitat und Konzentration in Abhangigkeit  von der
fertilitatseinschrankenden Diagnose

Wie bereits beschrieben, ist das Alter ein fertilitatsbeschrénkender Faktor. Die DPP4-Aktivitét
ist signifikant positiv mit dem Alter korreliert. Die DPP4-Konzentration dagegen negativ.
Neben dem Alter kénnen verschiedene fertilitatseinschrankende Erkrankungen einen unerfillten
Kinderwunsch bedingen. Die Darstellung der Konzentrationen und Aktivitaten der DPP4 im
Bezug zu den einzelnen Diagnosen zeigt keine signifikanten Ergebnisse. Die DPP4-Expression
scheint bei allen Patientinnen mit eingeschrankter Fertilitdt &hnlich ausgeprégt zu sein.
Allerdings zeigen sich ein erhdhter Durchschnitt der Aktivitat und ein verringerter Durchschnitt
der Konzentration bei PCOS-Patientinnen.

Eine Studie, die sich mit dem Einfluss der DPP4 auf den Zellzyklus bei Granulosazellen
beschéftigt, konnte eine Erhéhung des DPP4-Spiegels bei PCOS-Patientinnen nachweisen und
propagiert eine Hemmung dieser als eine neue Behandlungsmdglichkeit fiir das PCOS und
damit verbundene Ko-Morbiditéten (Lin, Wang, 2021).

In einer anderen Studie konnte eine erhéhte DPP4-Expression bei PCOS-Patientinnen im
Vergleich zu anderen Patientinnen mit fertilitatseinschrankenden Erkrankungen gezeigt werden
(Blauschmidt et al., 2017). Eine Arbeitsgruppe behandelte die Frage, ob die DPP4-Aktivitét bei
Frauen mit PCOS im Vergleich zu gesunden Probandinnen erhoht ist. Sie konnten zwischen
beiden Studiengruppen keinen signifikanten Unterschied ausmachen. Die Studie ist jedoch
durch die geringe Teilnehmeranzahl mit 30 PCOS Patientinnen und 28 gesunden Probandinnen
limitiert (Braga et al., 2018).
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Eine Studie, die sich mit den Aktivitatsleveln der DPP4 bei verschiedenen
fertilitdtseinschrdnkenden Erkrankungen beschéftigte zeigt, dass die DPP4-Aktivitat bei
Patientinnen mit PCOS signifikant hoher als bei Patientinnen ohne PCOS liegt. Bei einer
genaueren Untersuchung konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der DPP4-Aktivitat
bei PCOS Patientinnen mit und ohne Insulinresistenz gezeigt werden. Tendenziell zeigten
PCOS Patientinnen mit Insulinresistenz hdhere DPP4-Aktivitatslevel (Abolghasemi et al.,
2022).

Eine mogliche Erklarung fir diese unterschiedlichen Studienergebnisse ist das heterogene
Erscheinungsbild dieser Erkrankung. Eine weitere mogliche Erklarung liegt in der Heterogenitat
der einzelnen Studien, die sich im Umfang, den klinischen Ein- und Ausschlusskriterien sowie
technischen und analytischen Methoden unterscheiden. AulRerdem wurde in den Arbeiten nicht
auf die mogliche Einflussnahme des Zyklus geachtet. In dieser Arbeit wurden explizit Proben
von Patientinnen am achten Zyklustag analysiert.

Die Limitation der in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrten Untersuchungen besteht darin, dass
die Gesamtaktivitit bzw. —konzentration der DPP4 bestimmt wurde. In anderen Studien wurde

explizit die 16sliche bzw. membrangebundene Form untersucht (Lin et al., 2019).

54.4 Aktivitat und Konzentration im Zusammenhang zum Outcome

Schwangerschaft und Abort

In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen Aktivitat und Konzentration der DPP4 und
dem Outcome einer erfolgreich zustande gekommenen Schwangerschaft untersucht. Zum einen
wurden alle Patientinnen analysiert, um eine generelle Tendenz auszumachen. Es zeigte sich,
dass die negative Korrelation von Konzentration und Aktivitat aufgehoben scheint. Allerdings
sind diese Ergebnisse nicht signifikant und die KohortengrélRe ist eingeschrankt. Im Weiteren
wurde ein genaueres Augenmerk auf die PCOS-Patientinnen gelegt. Der Anteil an Patientinnen
mit PCOS, die schwanger wurden, liegt bei 40 %. Das beschreibt einmal mehr den zentralen
Stellenwert des PCOS in der Reproduktionsmedizin. Eine eindeutige Tendenz der DPP4-
Konzentration oder -Aktivitdt konnte in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Eine
Arbeitsgruppe berichtete in einer interessanten Studie von dem Einfluss der Hemmung der
membrangebundenen DPP4 in der frihen Schwangerschaft als wichtigen Behandlungsansatz
bei wiederholten Implantationsschwierigkeiten (Dolanbay et al., 2016).

Fertilitdtseinschrankende Erkrankungen setzen zum einen die Konzeption herab, verringern
zusétzlich in anderen Fallen den Anteil einer erfolgreichen Schwangerschaft bis zur Geburt und
erhéhen die Anzahl von Aborten. Der Anteil von Aborten betrug bei allen Patientinnen 21 %.
Auf eine Unterscheidung der Aborte nach bekannter Diagnose wurde auf Grund der geringen

Kohorte verzichtet. Die negative Korrelation von Konzentration und Aktivitat ist hier nicht
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nachweisbar. Auch zeigt sich kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Aktivitdt oder
Konzentration der DPP4. Es konnte gezeigt werden, dass zwischen der DPP4-Aktivitat bzw. der
DPP4-Konzentration und einem Abortrisiko kein Zusammenhang besteht. Eine Einschrdnkung
dieser Aussage ist durch den Umstand gegeben, dass bei wenigen Aborten der Kohorte eine
genaue Ursache bekannt ist. Mdgliche Ursachen fiir Spontanaborte sind erhdhtes mutterliches
Alter, elterliche chromosomale Aberration, endokrine und immunologische Dysregulationen.
Einige Studien beschreiben ein erhdhtes Risiko fir Spontan- bzw. Friihaborte bei Patientinnen
mit PCOS (Louwers, Laven, 2020). Es gibt jedoch auch Falle in denen keine Ursache gefunden
wird (Laisk et al., 2020). Der Einfluss des PCOS auf Spontanaborte ist schwer auszumachen, da
es manigfaltige Ursachen haben kann. Die DPP4 scheint in der hier beschriebenen Kohorte
keinen Einfluss auf das Zustandekommen einer Schwangerschaft oder das Statthaben eines

Abortes zu haben.
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6 Zusammenfassung

Eine héufige endokrine Pathologie der Frau stellt das PCOS dar. Laut ESHRA definieren die
folgenden Kriterien das PCOS: (1) Kklinischer oder biochemischer Hyperandrogenismus, (2)
Oligo- oder Amenorrhoe und (3) polycystische Ovarien in der Sonographie. Zur
Diagnosestellung missen zwei der Kriterien bestétigt werden und Erkrankungen, welche ein
ahnliches Bild hervorrufen, ausgeschlossen werden. Deswegen und auf Grund verschiedener
assoziierter Erkrankungen und Stoffwechselstérungen ist das PCOS ein sehr heterogenes
Krankheitsbild.

In dieser Arbeit wurde die Relevanz und Regulation der DPP4 bei Patientinnen mit PCOS
untersucht

Durch die Behandlung von Granulosakarzinomzellen der KGN und COV 434 Zelllinien mit
Testosteron und Dihydrotestosteron konnte eine Steigerung der mRNA- und Proteinexpression
der DPP4 nachgewiesen werden.

Die PCOS typischen metabolischen Veranderungen, Hypergykédmie und Hyperinsulindmie
zeigten in vitro keinen Einfluss auf die Expression der DPP4. In dieser Arbeit konnte eine
verringerte  mMRNA-Expression der DPP4 durch Sitagliptin gezeigt werden. Durch die
Behandlung der Granulosakarzinomzellen mit Metformin konnte eine Erhohung der mRNA-
Expression der DPP4 in vitro aufgezeigt werden.

Ein passiver Methylierungsverlust in den Zellen der KGN und COV 434 geht mit einer
gesteigerten DPP4-Expression auf mMRNA- und Proteinebene einher und lasst eine epigenetische
Regulation der DPP4 vermuten.

Klinische Analysen dieser Arbeit zeigten keine Unterschiede in den Aktivitdten und
Konzentrationen der DPP4 im Serum von Kinderwunschpatientinnen mit unterschiedlichen
fertilitatseinschrankenden Erkrankungen. Die DPP4-Konzentration und -Aktivitat ist nach den
hier beschriebenen Analysen weder mit dem Outcome Schwangerschaft noch einem erhéhtem
Abortrisiko assoziiert.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die DPP4-Expression durch Geschlechtshormone,
besonders Androgene, reguliert wird. Ein Einfluss metabolischer Veranderungen auf die
Expression der DPP4 ist nach den Untersuchungen dieser Arbeit zu vernachlassigen. Durch die
hier beschriebenen Untersuchungen zeigt sich, dass die DPP4 ein Schlisselenzym sowohl im
Insulinstoffwechsel als auch im endokrinen System des PCOS ist.

Zwischen den verschiedenen fertilitdtseinschrénkenden Erkrankungen der
Kinderwunschpatientinnen der hier beschriebenen Kohorte konnte kein signifikanter
Unterschied der Aktivitdten und Konzentrationen der DPP4 gezeigt werden, sodass auch ein
Einfluss der DPP4 auf andere fertilitatseinschrankende Erkrankungen angenommen werden

kann.
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Thesen

(1) Dipeptidyl-Peptidase 4 (DPP4) ist ein Enzym mit regulatorischer Funktion unter anderem
bei der Glukose-Homdostase. Eine verédnderte DPP4-Serumaktivitdt und -konzentration beim
Polycystischen Ovarsyndrom (PCOS) ist in einigen Studien gezeigt worden.

(2) Testosteron und Dihydrotestosteron stimulieren in vitro die Expression der DPP4 auf
MRNA- und Proteinebene in den Granulosakarzinomzelllinien COV434 und KGN.

(3) Die Simulation der beim PCOS haufigen metabolischen Verdnderungen Hyperglyk&mie und

Hyperinsulinamie zeigen in vitro keine Effekte auf die DPP4-mRNA- und Proteinexpression.
(4) Eine Hypomethylierung des DPP4-Promoterbereichs bei der Zelllinie KGN erhoht die
Expression der DPP4-mRNA in vitro und ist ein moglicher Regulationsmechanismus der DPP4

beim PCOS.

(5) Die DPP4-Konzentration und  -Aktivitit im  Serum der  untersuchten

Kinderwunschpatientinnen ist nicht mit dem Eintreten einer Schwangerschaft assoziiert.

(6) Die DPP4-Konzentration und  -Aktivitdt im  Serum der untersuchten

Kinderwunschpatientinnen ist nicht mit einem erhéhten Abortrisiko assoziiert.
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