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Referat und bibliographische Beschreibung

Die Mechanismen der Entstehung des Polyzystischen Ovarsyndroms (PCOS) sind bis heute
unbekannt. In dieser Arbeit sollte deshalb die Relevanz des Enzyms Dipeptidylpeptidase 4 (DPP4),
einem Zielgen bei der Therapie des Diabetes mellitus Typ 2, bei Frauen mit PCOS und unerfilltem
Kinderwunsch analysiert werden. PCOS ist eine der am hdufigsten auftretenden endokrinopathischen
Erkrankungen in Verbindung mit Infertilitat und wird bei etwa 7 % aller Frauen im gebé&rfahigen Alter
diagnostiziert. Die Diagnose erfolgt nach den drei Rotterdam-Kriterien: (1) ovulatorische und
menstruelle Dysfunktion wie Oligo- bzw. Amenorrh6é und/oder (2) polyzystische Ovarien und/oder
(3) das Auftreten eines klinischen oder biochemischen Hyperandrogenismus. Die betroffenen Frauen
zeigen haufige begleitende Erkrankungen wie Adipositas, Insulinresistenz oder Diabetes mellitus
Typ 2. In dieser Arbeit sollte deshalb die DPP4-Konzentration und Aktivitdt im Serum von PCOS-
Patientinnen (n=134) und Nicht-PCOS-Patientinnen (n=154) untersucht werden. Es konnte gezeigt
werden, dass die DPP4-Konzentration und Aktivitdt im Serum von PCOS-Patientinnen signifikant
erhéht war. Frauen mit Hyperandrogenismus und/oder polyzystische Ovarien und/oder
Menstruationsstérungen weisen ebenfalls eine signifikant héhere DPP4-Serumkonzentration oder
Aktivitat auf, unabhangig der Diagnose PCOS. In vitro Untersuchungen in den
Granulosakarzinomzellen KGN zeigten, dass in Anwesenheit von Testosteron und DHT die
DPP4 mRNA-Expression verstarkt induziert wird. Insulin und Glukose zeigten in vitro keinen
Einfluss auf die DPP4 mRNA-Expression. Jedoch konnte eine Erhdhung der ldslichen DPP4-Menge
im Zellkulturiberstand nachgewiesen werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Erhdhung der DPP4-Konzentration und Aktivitat im Serum von PCOS-Patientinnen sowohl durch
erhdhte Mengen maénnlicher Geschlechtshormone (Hyperandrogenismus) als auch durch erhohte
Mengen Insulin und Glukose (Insulinresistenz, Hyperglyk&dmie) hervorgerufen werden konnten. Die
Rolle von DPP4 als ein verbindendes Element zwischen Insulinresistenz, Hyperandrogenismus und

PCOS ist weiter zu untersuchen.

Desweiteren wurde die DPP4-Expressionsregulation durch microRNAs untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass die Expressionsrate der zirkulierenden microRNA miR-22 im Serum mit der DPP4-
Aktivitat bzw. -Konzentration indirekt korreliert ist. In vitro konnte eine direkte microRNA-mRNA.-
Bindung der miR-22 im 3’UTR der DPP4-mRNA nachgewiesen werden. Mittels Mutagenesestudien
konnte der Bereich der komplementdren Basenpaarung identifiziert und bestatigt werden. In vitro
Untersuchungen zeigten zudem, dass eine Uberexpression der microRNA miR-22 die DPP4 mRNA-
Expression in der Granulosakarzinomzelllinie COV 434 um 50 % reduziert. In dieser Arbeit konnte
damit erstmals gezeigt werden, dass die Expression der DPP4 unter anderem durch die miR-22

reguliert werden kann.

Blauschmidt, Sindy: Untersuchungen zur Relevanz der Dipeptidyl-Peptidase 4 fir die weibliche
Reproduktionsendokrinologie bei Frauen mit Polyzystischem Ovar-Syndrom und unerfilltem
Kinderwunsch. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 75 Seiten, 2015
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1 Einleitung

1.1  Weibliche Unfruchtbarkeit

Unfruchtbarkeit bezeichnet das Unvermdgen eines Paares, trotz ungeschiitzten regelméRigen
Geschlechtsverkehres innerhalb eines Jahres schwanger zu werden [20]. Die Ursachen der
Unfruchtbarkeit sind komplex und kénnen medizinischer, psychosozialer oder 6konomischer Natur
sein [65]. Ungewollte Kinderlosigkeit betrifft etwa 10 % der Paare in der westlichen Welt [33]. Bei

50 % der betroffenen Paare spielt weibliche Infertilitdt eine Rolle.

Weibliche Unfruchtbarkeit kann viele medizinische Ursachen haben. Durch sexuell Ubertragbare
Krankheiten, wie der Infektion mit Chlamydia trachomatis, kann es zur Verklebung der Eileiter
kommen [45]. Auch bei Frauen mit Endometriose, einer oft schmerzhaften chronischen Erkrankung,
bei der Gebarmutterschleimhaut-ahnliches Gewebe auflerhalb der Gebarmutterhdhle vorkommt, lasst
sich eine eingeschréankte natiirliche Fertilitdit mit organischen Veranderungen wie Verklebungen der
Eileiter, Adhasionen im Becken und weiteren pathologischen Veranderungen erkldren [12]. Eine
Stérung des hormonellen Gleichgewichtes wirkt sich in den meisten Féllen auf die Fruchtbarkeit aus.
Der Hypothalamus kontrolliert durch die Freisetzung von sogenannten Gonadotropin-Releasing-
Hormonen (GnRH) die Hypophyse, welche einen Einfluss auf die Funktion der Ovarien besitzt [65].
Die Ovarien sind mal3geblich an der Synthese der Geschlechtshormone beteiligt und wichtig fir die
Follikelreifung. Eine der hdufigsten hormonellen Stérungen, sogenannte Endokrinopathien, ist das
Polyzystische Ovar-Syndrom.

1.2  Das Polyzystische Ovar-Syndrom

Das Polyzystische Ovar-Syndrom (PCOS) ist eine der haufigsten weiblichen endokrinen
Erkrankungen und betrifft etwa 5-10 % der Frauen im reproduktiven Alter [4]. 1935 wurde das
Krankheitsbild PCOS erstmals durch Stein und Leventhal in einer Fallserie von 7 Frauen mit
ausbleibender Regelblutung, verstérkter Korperbehaarung und multiplen Zysten an den Eierstocken
beschrieben [87]. Erst 2003 wurden von der European Society of Human Reproduction and
Embryology im Consensus-Meeting in Rotterdam diagnostische Kriterien festgelegt, nach denen bis

heute die Diagnose erfolgt [70].

Die drei Rotterdam-Kriterien, beinhalten: (1) ovulatorische und menstruelle Dysfunktion wie Oligo-
bzw. Amenorrh6 und/oder (2) polyzystische Ovarien und/oder (3) das Auftreten eines klinischen oder
biochemischen Hyperandrogenismus. Mindestens zwei dieser drei Kriterien mussen fiir die Diagnose
erflllt sein. Das wiederum bedeutet, dass der Phanotyp von PCOS-Patientinnen sehr verschieden sein
kann. Bei Frauen mit polyzystischen Ovarien und fehlendem monatlichen Eisprung liegt ebenso ein
PCOS vor wie bei Frauen mit erhohtem Anteil mannlicher Geschlechtshormone im Koérper und daraus

resultierenden UnregelmalRigkeiten ihres monatlichen Zyklus. Desweiteren zeigen viele Betroffene
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begleitende Erkrankungen wie Adipositas, Insulinresistenz oder Diabetes mellitus Typ 2 [75]. Die
negativen Beeintrachtigungen dieser Erkrankung reichen von metabolischen Stérungen Uber
Fertilitdtsproblemen bis hin zu Langzeitrisiken fiir Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Escobar-Morreale
hat PCOS als eine komplexe genetische Erkrankung beschrieben [32]. Zum jetzigen Zeitpunkt konnte
weder ein biochemischer noch genetische Marker identifiziert werden, der sich als Referenz zur
Diagnose des PCOS durch einen einfachen diagnostischen Test eignet [3].

Die Diagnose des PCOS setzt auflerdem voraus, dass andere Erkrankungen der Hirnanhangsdrise, der
Nebenniere, der Eierstocke und der Schilddriise ausgeschlossen werden, die zu einer &hnlichen
Symptomatik fuhren kénnen. Die h&ufigsten Endokrinopathien, die ausgeschlossen werden mdissen,
sind Schilddrusenerkrankungen oder Hyperprolaktindmie. Auch weitaus seltener auftretende
Erkrankungen wie das Cushing-Syndrom, Androgen-sekretierende Tumore oder ein adrenogenitales
Syndrom missen ausgeschlossen werden. Diese Erkrankungen kénnen ebenfalls eine Erhéhung der

Androgenkonzentration im Korper verursachen [3].

1.2.1 Diagnose des PCOS

Eine erhohte Konzentration mannlicher Geschlechtshormone ist ein hdufiges Symptom bei Frauen mit
PCOS und wird als Hyperandrogenismus bezeichnet. Um als einer der 3 Entscheidungskriterien zu
gelten, muss der Hyperandrogenismus klinisch und/oder biochemisch nachweisbar sein. Optisch lasst
er sich bereits diagnostizieren, wenn die Patientinnen an vermehrter Korperbehaarung (besonders
Hirsutismus), Haarausfall oder Akne leiden. Biochemisch kann er unter anderem durch die

Bestimmung der zirkulierenden Menge Testosteron bestatigt werden [3].

Abbildung 1 zeigt ein polyzystisches Ovar im vaginalen Ultraschall. Die Aufnahme wurde
freundlicherweise von Frau Dr. Kaltwaller und Frau Dr. Koller zur Verfugung gestellt.

Um Ovarien als polyzystisch bezeichnen zu kénnen, missen im Ultraschall 12 oder mehr Follikel je
Ovar mit einem Durchmesser zwischen 2 und 9 mm zu sehen sein. Das Volumen der polyzystischen

Ovarien ist stark vergrofRert, ab einem Volumen von ber 10 ml kann ebenfalls die Diagnose bestatigt
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werden [7]. In Abb. 1 ist eine Aufnahme eines vaginalen Ultraschalls zu sehen. Dieser Anblick ist
typisch fir polyzystische Ovarien. Die typische Aneinanderreihung von flissigkeitsgefiillten Follikeln

wird von Experten auch als ,,Perlenschnur bezeichnet.

Storungen des monatlichen Menstruationszyklus sind ein weiteres Diagnosekriterium. Liegt der
Abstand zwischen den Regelblutungen bei 35 Tagen und mehr, spricht man von Oligomenorrhg,
bleibt die Regelblutung Uber 3 Monate und ldnger aus, von sekunddrer Amenorrhd. Damit
einhergehend kommt es bei der Patientin selten oder gar nicht zum Eisprung [92].

Sind zwei der drei Kriterien erfiillt, die sich meist gegenseitig beglinstigen, erfolgt die Diagnose.

1.2.2 Pathogenese des PCOS

Trotz der Erstbeschreibung von Stein und Leventhal vor fast 80 Jahren sind die zugrunde liegenden
Ursachen zur Entwicklung eines PCOS noch nicht vollstandig gekléart. Das PCOS wird zum heutigen
Zeitpunkt als eine komplexe genetische Erkrankung verstanden [32].

Es gibt keinen speziellen Einzelfaktor, der fur die Vielzahl an Symptomen verantwortlich ist, viel
mehr versteht man das PCOS als Krankheitsbild, bei dem sich mehrere endokrinologische Stérungen
gegenseitig beginstigen [29] (Abb. 2).

)
SHBG | ( _,_,ﬂnsulinT
o

Ostrogene

Androgene

./1‘% Androgene

Abbildung 2 Schematische Darstellung der Symptome und beteiligten Organe beim Polyzystischen
Ovar-Syndrom. Ubersicht modifiziert nach Ehrmann [29].

Patientinnen mit PCOS weisen haufig eine Erhdhung des LH-Spiegels auf [93]. Luteinisierendes
Hormon (LH) stimuliert Thekazellen der Ovarien, Androgene zu synthetisieren. Dabei wird
Androstendion in das Steroid Testosteron umgewandelt [29]. In vivo und in vitro Studien zeigten, dass
Thekazellen betroffener Frauen eine verstarkte Testosteronsynthese aufweisen [64, 91]. Zudem leiden
PCOS-Patientinnen hdufig auch an einer Insulinresistenz, die mit erhéhten Insulinkonzentrationen
einhergeht. Insulin stimuliert ebenfalls die Androgensynthese der Thekazellen und die Freisetzung

Insulindhnlicher Wachstumsfaktoren (IGF) [96]. IGF inhibiert das Enzym Aromatase, das fir die
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Umwandlung von Testosteron in Ostrogen verantwortlich ist [30]. Desweiteren inhibiert Insulin die
Expression und Freisetzung des Geschlechtshormon-bindenden Globulins SHBG, wodurch weniger
zirkulierendes Testosteron im Blut gebunden wird und die Menge an freiem, biologisch verfiigbarem
Testosteron ansteigt [6].

Die erhoéhte Konzentration ménnlicher Geschlechtshormone bringt den Menstruationszyklus aus dem
Gleichgewicht und verstérkt die Ausbildung von Oligo- oder Amenorrhd. Der erhdhte LH-Spiegel und
die hohe Testosteronmenge sorgen zudem daftir, dass das Heranreifen von Follikeln und das fir die
Fertilitat wichtigste Ereignis, die Ovulation, gestort ist oder ausbleibt [3, 79].

1.2.3 Behandlung des PCOS

Die Behandlung der betroffenen Frauen unterscheidet sich von Fall zu Fall und ist abhangig von den
jeweiligen Beschwerden. Besteht der Kinderwunsch, wird in erster Linie einen Augenmerk auf die
Wiederherstellung des hormonellen Gleichgewichtes gelegt. Dabei spielt das korperliche
Allgemeinbefinden der Patientin eine groRe Rolle. Uber 50 % der Patientinnen sind (ibergewichtig
oder adipds. Viele Studien belegen, dass Gewichtsverlust durch eine konsequente
Erndhrungsumstellung assoziiert mit korperlicher Ertlichtigung bereits dazu beitragen kann, dass sich
die Regelblutung wieder normalisiert [31].

Stark Ubergewichtige Patientinnen aber auch schlanke PCOS-Patientinnen mit Insulinresistenz oder
Hyperinsulindmie profitieren von der Therapie mit dem Medikament Metformin. Diese Behandlung ist
eine ,,0ff-Label“-Therapie, da die Behandlung eines PCOS mit Metformin auBerhalb dessen
Zulassungsbereiches liegt. Es konnte jedoch in mehreren Studien nachgewiesen werden, dass die
Therapie mit Metformin zu einer Normalisierung des Menstruation bei Frauen mit Oligo- oder
Amenorrhd flihrt [38, 39]. Metformin fordert die Wiederherstellung eines ausgeglichenen
Hormonhaushaltes, unterstiitzt die Senkung eines zu hohen Androgenspiegels und tragt zur

Normalisierung des Menstruationszyklus bei [61, 21].

Zur Steigerung der Ovulationsrate kann Clomiphen-Citrat beitragen. Es steigert die Zahl der
heranreifenden Follikel und bei 75 % der PCOS-Patientinnen kommt es unter Clomiphentherapie zur
Ovulation [3].

Patientinnen mit sehr hohem LH-Spiegel, die durch die bisher genannten Therapieansétze nicht
schwanger geworden sind oder jene die schwanger geworden sind, jedoch zahlreiche friihe
Fehlgeburten erlitten haben, konnen mit Gonadotropinen allein oder in Kombination mit
GnRH-Analoga behandelt werden. Diese Behandlung beruht darauf, das Missverhéltnis zwischen den
Gonadotropinen LH und FSH (Follikelstimulierendes Hormon) auszugleichen. Die Induktion der
Ovulation bei PCOS Patientinnen ist durch FSH-Gabe sehr effektiv, jedoch bedarf es dieser

Behandlung sehr viel Erfahrung, da sich sehr schnell ein Hyperstimulationssyndrom entwickeln kann
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[3]. Dies kann zum einen sehr schmerzvoll fur die Patientinnen sein, da das Ovarvolumen stark

zunimmt, zum anderen steigt das Risiko fur Mehrlingsschwangerschaften stark an [49].

1.2.4 Zusammenhang des PCOS mit anderen metabolischen Erkrankungen

Bis zu 50% der Frauen mit PCOS Patientinnen leiden an Insulinresistenz [25, 32]. Studien belegen,
dass insulinresistente Frauen ein bis zu vierfach erhohtes Risiko besitzen, einen Diabetes mellitus
Typ 2 zu entwickeln [75]. Weiterhin steigt das Risiko flir koronare Herzerkrankungen bei Frauen mit
PCOS stark an [18].

Insulin, freigesetzt aus den [-Zellen des Pankreas, ist beteiligt an der Regulation des
Glukose-Stoffwechsels [25]. Es stimuliert die Glukoseaufnahme vor allem in Muskel, Leber- und
Fettzellen, um die Glukose-Hom@ostase im Korper aufrecht zu erhalten [96]. Bei 30 bis 40 % der
Frauen mit PCOS ist die Glukose-Toleranz gestort, hervorgerufen durch eine Insulin-Resistenz [29].

Eine Insulin-Resistenz entwickelt sich entweder durch eine Hemmung der Insulin-induzierten
Signalkaskade, durch sekretorische Defekte der B-Zellen oder vermehrten B-Zell-Tod [25]. Die
Insulin-Sensitivitat in den Ovarien bleibt jedoch erhalten [25]. So steigert Hyperinsulindmie zum einen
die Androgenproduktion in den Ovarien exzessiv und geht somit mit dem Auftreten eines
Hyperandrogenismus einher [96]. Zum anderen hemmt Hyperinsulindmie die Produktion von SHBG
in der Leber. Dadurch kann weniger freies Testosteron in Korperflissigkeiten gebunden und dessen

biologische Wirkung dadurch gehemmt werden [96].

Seit langem ist bekannt, dass sich aus der Kombination des voranschreitenden Defektes Insulin-
produzierender B-Zellen, einer zunehmenden Insulinresistenz und einer gesteigerten Glukose-

Produktion der Leber ein Diabetes mellitus Typ 2 entwickeln kann [36].

Desweiteren spielt eine Reduktion des Inkretin-Effektes eine grolRe Rolle bei der Ausbildung eines
Diabetes mellitus Typ 2 [36]. Der Inkretin-Signalweg ist an der Regulation der Glukose-Homdostase
beteiligt und reguliert unter anderem die Insulin-Freisetzung [37]. Binnen Minuten nach der Glukose-
haltigen Nahrungsaufnahme werden die Inkretine GLP-1 (Glukagon-ahnliches Peptid-1) und GIP
(Glukoseabhangiges insulinotropes Peptid) aus spezifischen Zellen des Darms freigesetzt und binden
an B-Zell-Rezeptoren [24]. GLP-1 stimuliert die Insulinsekretion aus 3-Zellen und steigert indirekt die
Insulinsensitivitdt sowie Glukoseaufnahme in den Muskel- und Fettzellen. GIP reguliert den

Fettstoffwechsel und verstérkt die Freisetzung von Glukagon, einem Gegenspieler des Insulins [5].

Bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 kann hdufig eine Reduktion des Inkretin-Effektes
beobachtet werden, hervorgerufen durch eine verringerte Freisetzung von GLP-1 aus Darmzellen und

einer beschleunigten Abbaurate des Inkretins [36].

Metformin ist eines der wichtigsten Medikamente zur Behandlung von Diabetes mellitus Typ 2 [24].
Es senkt den Blutzuckerspiegel, indem es auf mehreren Wegen in den Glukose-Stoffwechsel eingreift.
Die Neubildung von Glukose (Glukoneogenese) in der Leber wird gehemmt, so dass weniger Glukose
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ins Blut ausgeschuttet werden kann. Die Muskeln sprechen besser auf Insulin an. Daher kann mehr
Glukose aus dem Blut in die Muskeln geschleust und dort verwertet werden. Im Darm wird der
Ubertritt von Glukose aus der Nahrung ins Blut gehemmt [82].

Neben der Metformintherapie spielen auch Inkretin-basierende Therapien eine Rolle bei der
Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2. Zum einen kdnnen GLP-1 Rezeptor-Agonisten verabreicht
werden, die stabil gegeniber dem GLP-1Abbau sind. Diese kdnnen viele der regulatorischen
Aufgaben von GLP-1 tbernehmen. Zum anderen konnen Inhibitoren eingesetzt werden, die den
Abbau des GLP-1 durch das Enzym Dipeptidyl-Peptidase 4 (DPP4) verhindern [88]. DPP4 ist aus
metabolischer Sicht bis jetzt bereits als Schlusselfaktor bei der Insulinresistenz und der Entwicklung
eines Diabetes mellitus Typ 2 bekannt und sehr gut untersucht. Denn die Regulatoren der Glucose-
Homdostase, GLP-1und GIP sind Substrate der DPP4 [37]. Das Enzym DPP4 setzt die Inkretine als
Substrat in Minutenschnelle um, sodass sie nur fiir sehr kurze Zeit wirken kénnen [73]. Eine Inhibition
der DPP4-Aktivitat ist aus diesem Grund eine der haufigsten Therapiemethoden zur Behandlung der

Insulinresistenz bei Diabetes mellitus Typ 2 [1].

1.3 Dipeptidyl-Peptidase 4

Die Dipeptidyl-Peptidase 4 (DPP4) wurde 1966 von Hopsu-Havu und Glenner erstmals beschrieben
und charakterisiert [50]. Seit der Zulassung von DPP4-Inhibitoren in der Therapie von Diabetes
mellitus Typ 2 riickt DPP4 in den Fokus vieler medizinischer Studien. DPP4-Inhibitoren, sogenannte

Gliptine, sorgen fiir eine Zunahme der Inkretinmenge und foérdern damit die Insulinwirkung [73].

1.3.1 Allgemeines

Die DPP4 ist ein Typ Il Transmembranprotein und gehért zur Klasse der Serinproteasen [62]. Es
enthalt ein Signalpeptid, das fur die Translokation vom Ort der Entstehung zum Wirkungsort auf der
Zellmembran notwendig ist. Das Signalpeptid dient gleichzeitig als Membrananker und ermdglicht der
DPP4 ihre Funktion als Rezeptor. Matrixmetalloproteasen (MMP) sind in der Lage, den
extrazellularen Teil der membrangebundenen DPP4 abzuschneiden [72]. DPP4 kommt somit auch
gelost in Korperflussigkeiten (bspw. Serum) vor [53]. DPP4 liegt hauptséchlich als Homodimer vor,
da die Dimerisierung notwendig flir die enzymatische Aktivitat ist, doch sie kann auBerdem auch als
Monomer oder Homotetramer auftreten [17]. Viele Zelltypen exprimieren DPP4, abhdngig vom
jeweiligen Zelltypen und den Rahmenbedingungen, unter denen es exprimiert wird, kann DPP4 sehr
viele verschiedene Funktionen einnehmen [10]. Das Protein kann in 4 Domdnen unterteilt werden:
eine kurze N-terminale zytoplasmatische Domaéne, eine transmembrane Domane, einen flexiblen
Bereich und eine extrazellulare Domane, die sich nochmal aufgliedert in eine hoch glykosylierte,
cysteinreiche und katalytische Region (s. Abb. 3) [73].

14



COO-

[ | Katalytische Region

Cysteinreiche Region —  Extrazellulire Domine

Losliche, zirkulierende DPP4
_'

Hochglykosylierte Region

2% MMP_
"ﬁ)/ X000
E Transmembrane Doméne

Membrangebundene DPP4

~

YR A
} Zytoplasmatische Doméane

Abbildung 3 Schematische Darstellung der priméren Struktur der DPP4. Matrixmetalloproteasen
(MMP) konnen im extrazelluléaren Bereich schneiden und die DPP4 als 16sliche Form freisetzen.
Abbildung modifiziert nach Réhrborn [73].

1.3.2 Nicht-enzymatische Funktionen der DPP4

Die membrangebundene Form von DPP4 kann als Rezeptor fir verschiedene zelluldre Substrate
fungieren und ist somit je nach Zelltyp; auf dem der Rezeptor gebunden ist, an verschiedenen
Signalwegen und zellulare Prozessen beteiligt. Auf Tumorzellen exprimiert kann die DPP4
Plasminogen Typ 2 binden, wodurch unter anderem die Expression einer Matrixmetalloprotease

induziert wird, was bei Tumorzellen in einer Metastasierung resultieren kann [40].

Als ein Rezeptor ist DPP4 auch in der Lage, die Adenosin-Deaminase zu binden. Ist DPP4 ein
Rezeptor auf B- und T-Zellen, ruft diese Bindung eine Aktivierung der T-Zellen hervor und stimuliert
damit die Immunantwort eines Organismus [51]. Desweiteren kann die Bindung der

Adenosin-Deaminase am DPP4-Rezeptor die Proliferation der T-Zellen stimulieren [57].

1.3.3 Enzymatische Funktion der DPP4

Eine weitaus groBere Auswirkung auf zelluldre Signalwege besitzt die DPP4 aufgrund ihrer
proteolytischen Funktion. Sie fungiert membrangebunden auf der Zelloberfliche oder geldst in
Korperflussigkeiten als Peptidase. Peptidasen und Proteasen spielen im Allgemeinen eine
entscheidende Rolle in zellularen Prozessen wie Proteinabbau, Zellmigration, Zellinvasion,

Gewebeerneuerung, Entziindungsreaktionen oder anderen pathologischen Ereignissen [71].

Die DPP4 ist eine Serinprotease, die spezifisch Dipeptide vom N-Terminus ihrer Substrate abspaltet,
die an vorletzter Stelle ein Prolin oder Alanin enthalten [76]. Die Spaltung erfolgt hydrolytisch im

aktiven Zentrum der DPP4, das sich in der katalytischen Region der extrazelluldren Domdne befindet.
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Dort befinden sich die Protease-typischen Aminosauren Serin, Aspartat und Histidin, die auch als
katalytische Triade bezeichnet werden [10]. Die Abspaltung eines Dipeptides flhrt abhangig vom
gespaltenen Substrat zur Aktivierung oder Inaktivierung dessen biologischer Funktion [71]. In Folge
dessen werden verschiedene Signalwege durch die DPP4 an- oder ausgeschalten. Es wurden bereits
zahlreiche Substrate der DPP4 identifiziert, unter ihnen sind Neuropeptide (u.a. Substanz P), Hormone
(Prolaktin), Zyto- und Chemokine (SDF-1a) [2, 97].

1.3.4 Endokrine Effekte der DPP4

Da die membrangebundene DPP4 durch Metalloproteasen von der Zelloberflache abgeschnitten
werden kann, kommt sie auch in geldster Form zirkulierend in Korperfllssigkeiten vor [72]. Es gibt
einige Studien, die zwischen der Menge zirkulierender DPP4 und pathopysiologischen Verénderungen
im Korper einen Zusammenhang nachgewiesen haben. Eine erhohte Menge DPP4 ist assoziiert mit
erhthtem BodymaRindex (BMI), gesteigerter Glukosetoleranz und Insulinresistenz [78]. Lamers und
Kollegen identifizierten DPP4 als neues Adipokin. Sie zeigten, dass die DPP4 autokrine und parakrine
Effekte auf Adipozyten, Makrophagen und Muskelzellen ausubt und sprachen ihr die Bedeutung zu,
die Krankheitshilder Ubergewicht und metabolisches Syndrom zu verkniipfen. Sie zeigten erstmals,
dass DPP4 die Signaltransduktion von Insulin beeinflusst, in dem es in Adipozyten die von Insulin
stimulierte Phosphorylierung des Akt-Proteins negativ beeinflusst. Damit verstarkt es den Effekt der

Insulinresistenz [54].

1.3.5 Effekte der DPP4-Inhibierung

Die Inhibierung der enzymatischen Aktivitat der DPP4 spielt bei der Therapie der Insulinresistenz
eines Diabetes mellitus Typ 2 eine wichtige Rolle. Da die Hauptsubstrate der DPP4 die
Inkretinhormone GLP-1 und GIP sind, verstdrken DPP4-Inhibitoren deren biologische Verfligharkeit
und verlangern die Halbwertszeit der Insulin-Wirkung [73]. Bis heute sind 5 DPP4-Inhibitoren,
sogenannte Gliptine, in Deutschland fiir die Diabetes mellitus Typ 2-Therapie zugelassen. Je nach der
Bindungs- und Inhibierungsart kénnen die Gliptine in drei Klassen unterteilt werden. Zur ersten
Klasse gehdren Saxa- und Vildagliptin. Diese Inhibitoren binden kovalent in der Substratbindestelle
und verhindern somit, dass DPP4 andere Substrate binden kann. Zur zweiten Klasse gehéren Lina-
und Alogliptin. Die Bindung dieser Inhibitoren verursacht eine Konformationsanderung, ebenso wie
Sitagliptin, das zur dritten Klasse gehort [63]. Der Unterschied der DPP4-Inhibierung zur Diabetes
mellitus Typ 2-Therapie mit GLP-1 Substrat-Analoga besteht darin, dass die Inhibierung der DPP4-
Aktivitdt neben der Verstarkung des Inkretin-Effektes auch andere Auswirkungen im Patienten
bewirkt, da die generelle Substratbindung verhindert wird. Im Fettgewebe kann DPP4-Inhibierung zur
VergroRerung von Fettzellen und zu Entziindungsreaktionen fuhren [81]. Im Pankreas stimuliert die
DPP4-Inhibierung die GLP-1-abhé&ngige Insulin-Sekretion [66], die Transkription wvon anti-
apoptotischen Genen wird aktiviert [47] und es konnte auch eine Zunahme der Zellmasse an -Zellen
beobachtet werden [28, 89].
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1.3.6 Regulation der DPP4

Aufgrund der Beteiligung an zahlreichen physiologischen und metabolischen Prozessen im
Organismus kann die Expression der DPP4 auf vielen Ebenen reguliert werden. Dazu zahlt die
Kontrolle der Gen- sowie Proteinexpression, Verdnderung der enzymatischen Aktivitdt oder
Interaktion mit Bindungspartnern [62]. Die Genexpression kann durch die Bindung verschiedener
Transkriptionsfaktoren im  Promotorbereich des DPP4-Gens reguliert werden. Zu den
Transkriptionsfaktoren der DPP4 z&hlen unter anderem TNF-o (Tumor-Nekrosefaktor o), HNF-1
(Hepatozyten-Nuklearer Faktor-1) und NF-xB (Nuklearer Faktor «B) [9]. Es wurde ebenso
beobachtet, dass unter den Stimuli von Entziindungsfaktoren oder Insulin die Menge der in
Korperflissigkeiten zirkulierenden DPP4 zunimmt [54]. Es gibt bereits viele Studien daruber, dass die
Menge zirkulierender DPP4 mit verschiedenen Krankheitsbildern korreliert, jedoch gibt es noch keine
Studien dariiber, wie der Mechanismus reguliert wird, der fiir die Abspaltung der extrazelluléaren
Komponente der DPP4 von der Zelloberflache verantwortlich ist [62]. Desweiteren ist bis jetzt auch
unklar, welches Organ maRgeblich an der Freisetzung zirkulierender DPP4 beteiligt ist. Studien
zeigten bislang, dass die Niere eine eher untergeordnete Rolle zu spielen scheinen. Knochenmark
hingegen scheint eine wichtige Rolle fir die DPP4-Menge im Plasma zu spielen, allerdings ist nicht

klar, welcher aus dem Knochenmark entstammende Zelltyp dafiir verantwortlich ist [62].

Es wird deutlich, dass die DPP4 eine wichtige Rolle in metabolischen und physiologischen Prozessen
im Organismus spielt. Die DPP4 wird als multifunktionales Protein bezeichnet, dass viele
verschiedene Funktionen besitzt, welche abhdngig vom Zelltypen sowie intra- und extrazelluldren

Bedingungen sind [10].

Aufgrund ihrer zentralen Rolle in der Regulation der Insulin-Sekretion und der Tatsache, dass
Insulinresistenz eines der héufigsten Begleitsymptome bei Frauen mit Polyzystischem Ovarsyndrom
und unerfilltem Kinderwunsch ist, stellt sich die Frage, ob die DPP4 eine Relevanz fiir die
Auspragung dieses Krankheitsbild besitzt.
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2 Zielstellung

Das Ziel dieser Arbeit sind Untersuchungen zur Relevanz der Dipeptidyl-Peptidase 4 fiir die weibliche
Reproduktionsendokrinologie bei Frauen mit Polyzystischem Ovar-Syndrom und unerfulltem

Kinderwunsch.

Das Polyzystische Ovar-Syndrom (PCOS) ist eine der haufigsten weiblichen endokrinen
Erkrankungen und betrifft etwa 5 - 10 % der Frauen im reproduktiven Alter. Neben den diagnostisch
relevanten Symptomen (ovulatorische und menstruelle Dysfunktion wie Oligo- bzw. Amenorrho
und/oder polyzystische Ovarien und/oder das Auftreten eines Kklinischen oder biochemischen
Hyperandrogenismus) zeigen die Patientinnen haufig begleitende Erkrankungen wie Adipositas,

Insulinresistenz oder Diabetes mellitus Typ 2.

Die DPP4 spaltet aufgrund seiner enzymatischen Aktivitat Dipeptide von Substraten ab und kann
damit deren biologische Aktivitdit modulieren, in dem diese durch die Spaltung aktiviert oder
inaktiviert und fur den proteolytischen Abbau markiert werden. Da die Substrate ein sehr groRes
Spektrum abdecken, ist die DPP4 an der Regulation vieler metabolischer und physiologischer

Prozesse im Organismus beteiligt.

Die DPP4 ist an der Ausbildung einer Insulinresistenz mafigeblich beteiligt und so stellt sich die
Frage, ob sie ebenfalls eine Relevanz in der Ausbildung des Krankheitsbildes PCOS besitzt.

Dazu soll zunéchst die zirkulierenden DPP4-Mengen im Serum von Frauen ohne PCOS mit denen der
Frauen mit PCOS verglichen werden. Um weitreichendere Aussagen (ber metabolische
Zusammenhé&nge treffen zu konnen, sollen die bestimmten Messwerte der DPP4-Konzentration und
-Aktivitat im Serum statistisch untersucht werden. Daflir sollen weitere klinisch relevante Parameter in

die statistische Auswertung einbezogen werden.

Weiterfiihrend soll die Frage geklart werden, ob PCOS-typische hormonelle Dysbalancen die
Expression der DPP4 in ovariellen Zellen beeinflussen kénnen. Zur Klarung dieser Fragestellung
sollen in vitro in Granulosakarzinomzellen hormonelle Dysbalancen simuliert werden, um

anschlielend die Effekte auf Gen- und Proteinexpression untersuchen zu kénnen.

Eine weitere Regulationsmdglichkeit der Genexpression stellen microRNAs dar. In den letzten Jahren
stieg ihre Bedeutung in der Entwicklung verschiedenster Krankheitshilder. Bis heute gibt es nur
wenige Studien zur Regulation der DPP4-Genexpression durch microRNAs. In dieser Arbeit soll
deshalb die Frage geklart werden, welche microRNAs fiir die Regulation der DPP4-Genexpression in

Frage kommen und ob sich daraus PCOS-relevante Zusammenhénge ergeben.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

0,05% Trypsin-EDTA mit Phenolrot

100 bp DNA Ladder

2-Propanol (70%)
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-R-D-galactosid (X-Gal)
Aceton

Agar

Agarose

Ampicillin

Borsaure

Bromphenolblau

Buffer R (fur Xhol und HindlIl)

DEPC-H20

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat Serva, Heidelberg
dNTP Mix 10 mM total

Dulbecco,s modifiziertes Eagle Medium (DMEM)
ECL Western Bloting Detection Reagents
Essigsaure

Ethanol (96%)

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Fast Digest Buffer (fiir Notl)
Formaldehyd-Ldsung 37% fiir Molekularbiologie
Formamid

Fotales Kélberserum

FUGENE

GelPilot DNA Loading Dye

Gly-Pro p-nitroanilide hydrochloride (DPP4 Substrat)
InterFERIN

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Kodak D-19 Developer

LB Agar, powder (Lennox L Agar)

LB Broth Base, powder (Lennox L Broth Base)®
Magermilchpulver

Maxima SYBR Green gPCR Mastermix
Methanol (100% p.a.)

Natriumacetat fur Molekularbiologie

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
AppliChem, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Fermentas, St Leon Rot
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
BIOLINE, Luckenwalde
Invitrogen, Karlsruhe
GE Healthcare, Miinchen
Merk, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe
Fermentas, St Leon Rot
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Promega, Mannheim
Qiagen, Hilden
Sigma-Aldrich, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon Rot
Sigma-Aldrich, Miinchen

AppliChem, Darmstadt
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Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumphosphat

Natriumpyruvat

Nu Page LDS Sample Buffer (4x)

Nu Page MES SDS Running Buffer flr Bis-Tris Gele (20x)
Nu Page Sample Reducing Agent

Nu Page Transfer Buffer (20x)
NuPage 4-12% Bis-Tris-Gele

Protein Standard 200 mg BSA/ml
SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard

3.1.2 Laborgerate
Analysewaage ABJ
Brutschrank Hera Cell 240i
Elektrophorese-Kammer 40-0911
Inkubator Unimax1011
Magnetrihrer
PCR Thermo-Cycler T3000
Photometer BioPhotometer
Plattenreader Tecan
Power Supplier EPS 301
Sterilbank Herasafe
Realtime-Cycler iCycler
Thermoblock Thermomixer Comfort
Vortexer Vortex IR

XCell SureLock™
Electrophoresis Cell

Mini Trans-Blot® Cell

Western Blot Elektrophorese-Kammer

Western Blot Transfer-Kammer

Zellzahlgeréat Countess
Zentrifugen Centrifuge 5415D
4-5L

3.1.3 Verbrauchsmittel

Gewebekulturflaschen
Einmalhandschuh
Mikropipetten

Petrischalen

Pipetten

Pipettenspitzen
Reaktionsgefale (0,2-2 ml)
Wachstube Phasetrap
Zentrifugationsrohrchen

AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe

Kern&Sohn, Balingen
Thermo Scientific, Bonn
pegLab, Erlangen
Heidolph, Schwabach
IKA-Labortechnik, Staufen
Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Tecan, Grodlig

GE Healthcare, Miinchen
Heraeus, Hanau
Bio-Rad, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Starlab, Hamburg

Invitrogen, Karlsruhe

Biorad, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Sigma, Osterode am Harz

Sigma-Aldrich, Miinchen
Semperit, Wien
Eppendorf, Hamburg
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
pegLab, Erlangen
Greiner, Frickenhausen

20



3.1.4 Enzyme

DNase, RNA-frei

HindllI

HotStarTaq DNA Polymerase

Not |

Proteinase K

RevertAid H Minus Reverse Transkriptase
T4 DNA Ligase

Xho |

3.1.5 Reaktionskits

Big Dye Terminator V1.1

Caspase-Glo 3/7 Assay

CellTiter 96® Non-Radioactive Cell Proliferation Assay
Dual Glo™ Luciferase Assay Systems

Human MicroRNA Array

Miniprep Kits

Mycoplasma PCR Test Kit

QIAquick Gel Extraction Kit (250)

TOPO TA Cloning® Kit (mit pPCR®2.1 vector)

ZR Plasmid Miniprep

3.1.6 Oligonukleotide

Qiagen, Hilden
Fermentas, St Leon Rot
Qiagen, Hilden
Fermentas, St Leon Rot
Serva, Heidelberg
Thermofisher, Dreieich
Fermentas, St. Leon Rot
Fermentas, St. Leon Rot

Applied Biosystems, USA
Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
Signosis, Heidelberg
Zymo Research, Freiburg
AppliChem, Darmstadt
Qiagen, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe
Zymo Research, Freiburg

DPP4 Promotor
Promotor_Xhol_fw

Promotor_Hindlll_rev

DPP4 3‘UTR
3‘UTR_Xhol_fw
3‘UTR_Notl_rev

Mutageneseprimer
miR9_mt_C/T_fw
miR9_mt_C/T _rev
miR22_mt_G/T_fw
miR22_mt_G/T _rev

Sequenzierung
pcR2.1_fw
pcR2.1_rev

Sequenz (5°-3°)

TGATGACTCGAGTTCGATAACTGCACAACCTAGCTACC
TCATCAAAGCTTGATATACCTTGGAAGCTGAGTATCTG

Sequenz (5°-3°)

CTCGAGAGCTGGTATACTGATGAAGACCATGG
GCGGCCGCAGGCACATTTATTAAATGACTGGG

Sequenz (5°-3°)

AAGACTCTAAAGAAATGTAA
TTACATTTCTTTAGAGTCTT
TGAAAGAGTCAGCTTGAAAC
GTTTCAAGCTGACTCTTTCA

Sequenz (5°-3°)

CAGGAAACAGCTATGAC
GTAAAACGACGGCCAG
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pGLA4.10[luc2]_fw
pGL4.10[luc2]_rev
psiCheck2_fw
psiCheck2_rev

GAPDH
GAPDH_fw
GAPDH_rev

CTAGCAAAATAGGCTGTCCC
GCCCTTCTTAATGTTTTTG

TGGTATACTGATGAAGACCATGG
GGCACATTTATTAAATGACTGGG

Sequenz (5°-3°)

CAAGGTCATCCATGACAACTTTG
GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG

Hersteller aller oben genannten Primer: Sigma Aldrich, Taufkirchen

TagMan Sonden
U18 (5x RT; 20x TM)

hsa-miR-9 (5x RT; 20x TM)

reife miRNA Sequenz

CAGTAGTGATGAAATTCCACTTCATTGGTCCGTGTTT
CTGAACCACATGATTTTCTCGGATGTTCTGATG

UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA

hsa-miR-22 (5x RT; 20x TM) AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU
hsa-miR-16 (5x RT; 20x TM) UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG

Hersteller aller oben genannten TagMan microRNA-Sonden: ThermoFisher, Dreieich

Ambion pre-miR Precursor
hsa-miR-9-5p

hsa-miR-22-3p
Negativkontrolle

Sequenz
UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA
AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU
random sequence Pre-miR™ molecule

Hersteller aller oben genannten Ambion pre-miR Precursor: ThermoFisher, Dreieich

Random Primer

3.1.7 Vektoren

psiCHECK™-2
pGL4.10[luc2]
pCR®2.1

3.1.8 Antikorper

primérer DPP4-Antikorper
Anti-CD26 (ab86806)
aus dem Kaninchen

sekundarer Antikorper
Anti-rabbit 1gG
Aus der Ziege

Invitrogen, Karlsruhe

Promega, Mannheim
Promega, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe

1:1000 Abcam

1:5000 CellSignaling
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3.1.9 Zellen

Prokaryoten:  chemisch kompetent

One Shot® TOP10 E. coli

Invitrogen, Karlsruhe

Eukaryoten:  humane Granulosakarzinomzelllinien

COV 434 ECACC Nr. 07071909

ATCC, Wesel

KGN Zellen wurden freundlicherweise von Dr. Jana Ernst zur Verfugung gestellt

3.1.10 Puffer und L6sungen

Zellkulturmedium:

10x TBS (fir Western Blot):

1x TBS-T (fir Western Blot)

LB-Medium:

Néhragar flir Bakterienkulturen:

5x TBE-Puffer:

3.1.11 verwendete Software
Statistische Auswertung
Quantitative Realtime-PCR
TF-Search

TargetScan

PicTar

miRBase

DMEM 500 ml
FKS 50 ml
5 ml Penstrep

NaCl 80,0 g

KCI20g

Na2HPO4 11,6 g

KH2P0O4 2,0 g

— Aqua bidest. auf 1 | auffiillen
— pH auf 7,4 einstellen

10x PBS 100 ml
Agua dest 900 ml
Tween 20 (0,2%) 2 mi

20 g in 11 Aqua bidest. I6sen
— autoklavieren

32 gin 11 Aqua bidest. 16sen
— autoklavieren
Zugabe von Ampicillin (50 pg/ml)

Tris-HCI 54,0 ¢

Borsdure 27,5 g

EDTA (0,5 M, pH 8) 20 ml

— Aqua bidest. auf 1 | auffiillen

SPSS Statistics 20.0 (IBM, Ehningen)

Bio-Rad iQ5 2.1 (Bio-Rad, Minchen)
http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html
www.targetscan.org

pictar.mdc-berlin.de

www.mirbase.org
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3.2 Statistische Methoden

3.2.1 Anlegen einer Blutbank und Ermitteln diagnostischer Parameter

Zur Untersuchung wurden Vollblutproben von Frauen gesammelt, die im Zeitraum von 2010 bis 2013
aus verschiedenen Griinden (u. a. unerfillter Kinderwunsch, Zyklusstérungen, Endometriose) am
Zentrum fur Reproduktionsmedizin und Andrologie behandelt wurden. Zur Separierung des Vollblutes
in Serum und zelluldre Fraktion wurde es bei 900 U/min fur 20 min zentrifugiert. Die Lagerung der
Proben erfolgte bei -80°C. Aus den dazugehorigen Patientenakten wurden relevante diagnostische

Parameter entnommen und in eine anonymisierte Datenbank eingefigt.

3.2.2 Ethikantrag

Das Forschungsvorhaben ,,Untersuchung molekularer Faktoren der weiblichen Unfruchtbarkeit®
wurde durch die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultit der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg beflirwortet. Alle Patientinnen wurden durch die Arztinnen des Zentrums, Frau
OA Dr. KaltwaRer und Frau Dr. Kéller, aufgeklart und gaben ihre schriftliche Einverstandniserklarung

zur Nutzung ihrer Vollblutprobe fiir wissenschaftliche Untersuchungen.

3.2.3  Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software IBM SPSS Statistics 20.0. Die Einteilung der
Patientinnen in die Gruppen PCOS und Nicht-PCOS erfolgte nach den Rotterdam-Kriterien, welche
2003 durch die European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) festgelegt

wurden.

Um Unterschiede in den Klinischen Parametern besser einschatzen zu kdnnen und ebenso zum
Vergleich der DPP4-Aktivitdt und Konzentration zwischen den Gruppen PCOS und Nicht-PCOS
wurde der Mann-Whitney-U Test angewendet. Eine Signifikanz p < 0,05 wurde als statistisch
signifikant angenommen. Zur Bestatigung der Ergebnisse wurde zusatzlich eine einfache ANOVA

durchgefiihrt. Dies diente der Uberpriifung der Gleichheit zweier oder mehrerer Werteproben.

Die Verteilung der gemessenen DPP4-Aktivitdten und Konzentrationen innerhalb der Gruppen PCOS
und Nicht-PCOS wurde in einer Kastengrafik genannt Box Plot dargestellt. Dabei entspricht der
Kasten dem Bereich, in dem 50 % aller Messwerte der Gruppe liegen. Der Median ist als
durchgehender Strich innerhalb des Kastens eingezeichnet. Dadurch kann gleichzeitig die Streuung
der Messwerte beurteilt werden. Extremwerte werden in dieser Grafik als Kreise oder Sterne

dargestellt.

Zur Beurteilung des Potentials der gemessenen DPP4-Aktivitdt und Konzentration, ein vorhandenes
PCOS anzuzeigen, wurden Receiver Operating Characteristic (ROC)-Kurven erstellt. Zeigen die
Messwerte ein hohes Potential, zwischen PCOS und Nicht-PCOS zu unterscheiden, weicht die
ROC-Kurve signifikant von der Diagonale ab. Die Flache unter der Kurve (AUC: Area under the

Curve) wird zur Beurteilung der Glite des Tests herangezogen. Die Flache kann Werte zwischen 0,5
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und 1 annehmen, wobei ein hoéherer Wert die bessere Gite anzeigt. Die Signifikanz einer AUC

gegenuber der Diagonale wird ebenfalls mit dem Mann-Whitney-U Test bestimmt.

Zur Beschreibung von statistischen Zusammenhdngen von diagnostischen Parametern, sowie den
gemessenen DPP4-Aktivitdten und Konzentrationen und zirkulierenden Mengen microRNA 9 und 22
untereinander wurde die Dbivariate Spearman-Rho Korrelation angewendet. Der ermittelte
Korrelationskoeffizient R ist dabei ein Mal fiir die Korrelation und kann zwischen 0 und 1 liegen. Ein
positiver R Wert zeigt dabei einen direkten Zusammenhang der Variablen, ein negativer R Wert einen
indirekten Zusammenhang der Variablen. Der Spearman-Rho Korrelationskoeffizient ist dabei robust
gegenuber AusreiBern. Eine Signifikanz p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen.

3.3 Analytik im Patientenserum

3.3.1 DPP4-Aktivitats-Bestimmung

Die Bestimmung der Aktivitat erfolgte durch die Messung der Umsetzung des chromogenen
DPP4-Substrates Glycyl-Prolin-4-Nitroanilid. Dafir wurden 20 pl Serum zu 200 pl 0.1 M HEPES
pH 7.4 zugegegeben und gut gemischt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 20 ul Substrat zum
Proben-Puffergemisch gestartet. Uber einen Zeitraum von 15 min wurde die Umwandlung des
Substrates pro Minute bei 37°C mittels Bestimmung der optischen Dichte bei 405 nm gemessen.
Dabei war eine Einheit (1 Unit) der Aktivitat definiert als die Menge Enzym, welche 1 nM Substrat

unter den angegebenen Bedingungen spaltet [77].

3.3.2 DPP4-Konzentrations-Bestimmung

Die Bestimmung der DPP4-Konzentration erfolgte unter Verwendung des Human sCD26 Platinum
ELISA in einer 96-Lochplatte. Zu Beginn wurde die Lochplatte zweimal mit je 400 pl Waschpuffer
gewaschen und anschlieBend ausgeklopft. Vom mitgelieferten Standard sCD26 wurde eine
Verdinnungsreihe auf die Platte gebracht. In die restlichen Ldécher wurden jeweils 20 ul der
Serumproben vorgelegt und anschlieBend mit 80 ul Probenverdiinner 1:5 verdiinnt. Dazu wurde je
50 ul frisch hergestelltes Biotinkonjugat gegeben. Die Platte wurde mit einer Klebefolie abgedichtet
und 3 h bei 100 U/min und Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert. Im Anschluss wurde die
Folie entfernt, die Lochplatte im Ganzen ausgeschiittet und vier Mal mit jeweils 400 pl Waschpuffer
gewaschen. Anschlielend wurde je Loch 100 pl frisch hergestellte Streptavidin/HRP-L&sung
hinzugefugt, wieder mit Folie abgedichtet und fur 1 h bei 100 U/min und Raumtemperatur auf einem
Schittler inkubiert. Im Anschluss wurde die Folie entfernt, die Lochplatte im Ganzen ausgeschittet
und vier Mal mit jeweils 400 ul Waschpuffer gewaschen. Zur Messung wurde je Loch 100 pl
Substratldsung eingebracht. Nach einer Inkubationszeit von 10 min im Dunklen bei Raumtemperatur
erfolgte die Zugabe von jeweils 100 pl Stop-Ldsung, um die Substratumwandlung abzustoppen.

AnschlieBend erfolgte sofort die Messung der Absorption bei 450 nm sowie zur Referenz bei 620 nm.
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Anhand der mitgeflihrten Verdinnungsreihe des Standards konnte eine Eichgerade erstellt werden, mit

welcher die genaue Konzentration der DPP4 im Serum der einzelnen Patientinnen errechnet wurde.

3.3.3 RNA-Isolation aus Serum mittels Trizol-Chloroform-Extraktion

Die Isolation der zirkulierenden RNA und microRNA aus dem Serum der Patientinnen erfolgte mittels
Trizol/Chloroform-Extraktion. Dazu wurden 750 pl Trizol-Reagenz und 400 pl Serum in ein Wachs-
enthaltendes Reaktionsgefal pipettiert. Nach der Zugabe von 200 pl Chloroform wurde die Probe fiir
15 s kraftig geschittelt, um alle Komponenten gut miteinander zu vermischen. Zur Phasentrennung
wurde die Probe anschliefend bei 4°C und 13000 U/min fiir 15 min zentrifugiert. Die wassrige obere
Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal tberfihrt. Zu dieser Phase
wurde ein Gemisch aus 35 pl RD-Puffer und 5 pl DNase hinzugegeben, vorsichtig gemischt und fur
15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend erfolgte die Fallung der RNA sowie microRNA
unter Zugabe von 500 pl Isopropanol Uber Nacht bei -20°C. Die geféallte RNA/microRNA wird bei
4°C und 13000 U/min fur 10 min abzentrifugiert, der Uberstand wird verworfen. Das erhaltene
RNA/microRNA-Pellet wird zweimal mit 1 ml eiskaltem Ethanol gewaschen, gevortext und
anschlieRend bei 4°C und 7500 U/min fir 5 min erneut pelletiert. Der Uberstand wird danach jeweils
verworfen. Nachdem das Pellet vollstdndig getrocknet ist, wurde es in 25 pl Aqua bidest. geldst. Die
Lagerung erfolgte kurzzeitig bei -20°C, langfristig bei -80°C.

3.3.4 RNA-Konzentrationsbestimmung
Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte photometrisch. Dazu wurden die Proben verdlnnt
(1:50) und die Extinktion bei 260 nm und 280 nm gemessen. Der Konzentrationsbestimmung wurde

folgender Richtwert zu Grunde gelegt: 1 ODyg0nm entspricht 40 ug RNA/ml

Die Reinheit der Praparation wurde anhand des Quotienten aus OD 2¢0nm/ODa2gonm beurteilt. Bei hoher

Reinheit sollte dieser zwischen 1,8 und 2 liegen.

3.3.5 microRNA cDNA-Synthese
Die reverse Transkription von 400 ng Gesamt-RNA, isoliert aus Serum, erfolgte mit 200 U
»RevertAid H Minus Reverse Transkriptase“ (Thermofisher) und den microRNA-spezifischen

Stemloop TagMan™ Primern.

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen:

3,72 pl Nuklease-freies Wasser

3,30 ul 5x Reaktionspuffer

0,17 ul dNTPs

1,50 pl 20x Stemloop TagMan"™Primer

0,20 pl Ribolock

0,70 pl RevertAid H Minus Reverse Transkriptase
4,00 pl RNA-Verdunnung (100 ng/pl)
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Die microRNA-cDNA-Synthese wurde unter folgenden Standardbedingungen durchgefiihrt:

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

Die Lagerung der synthetisierten cDNA erfolgte bei -20 °C.

3.3.6 Quantitative Realtime PCR (TagMan™)
Alle PCR-Reaktionen wurden mit den Komponenten der Hotfire-Pol (Solis Biodyne) durchgefiihrt.

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen:

9,4 ul Nuklease-freies Wasser

1,5 ul 10x Puffer B

1,2 l MgCI2 (25 mM)

1,0 pl dNTPs (100 mM)

0,7 ul 5x Primer TagMan™ Primer
0,2 ul HotStart Tag Polymerase

1,0 ul spezifische microRNA-cDNA

Die quantitative Realtime PCR wurde unter folgenden Standardbedingungen durchgefihrt:

1.Schritt 95°C 15 min

2.Schritt 95°C 20s

3.Schritt 58°C 30s

4.Schritt 72°C 2 min

5.Schritt Schritt 2-4 65x wiederholen
6.Schritt 72°C 10 min

Als Referenz-microRNA diente microRNA 16. Diese zeigte sich unabhangig von der PCOS-Diagnose
als nahezu konstant exprimiert. Zur Auswertung wurde 2”(-AACt) der einzelnen Proben nach der
Methode von Livak und Schmittgen berechnet. Die ermittelten Expressionsdaten wurden anschlielend

ebenfalls mittels SPPS statistisch ausgewertet.

3.3.7 Nachweis zirkulierender microRNAs im Serum mittels MicroRNA Array

Dieser Human MicroRNA Array von Signosis wurde im Rahmen der Doktorarbeit von Wiebke Wiirl
durchgefuhrt nach Herstellerangaben durchgefuihrt, die detektierten Hybridisierungsmuster wurden
selbststandig ausgewertet und bildeten die Grundlage der microRNA-mRNA-Bindungsstudien dieser
Arbeit.

Das Prinzip beruht darauf, dass zirkulierende microRNAs (ber Ligation selektiert, mittels T7-

Polymerase amplifiziert und anschlieBend tber Hybridisierung auf einer Membran gebunden werden.

Die Detektion der hybridisierten microRNAs erfolgte durch einen Nachweis der Chemolumineszenz

mittels Rontgenfilm in der Dunkelkammer.
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3.4  Zellbiologische Methoden

3.4.1 Zellkultivierung

Die verwendeten Granulosakarzinomzelllinien wurden im Brutschrank bei 37°C, 5 % (v/v) CO, und
maximaler Luftfeuchtigkeit in mit 10 % FKS, 2 mM GlutaMAX™ und 1% Penstrep versetzten
DMEM Medium kultiviert.

Das Passagieren der adhdrent wachsenden Monokulturen erfolgte zweimal wdochentlich, um eine
konstante subkonfluente Kultur (60-70 % Zelldichte) zu erhalten. Dafur wurde das verbrauchte
Medium entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. Nach Inkubation mit 0,05 % Trypsin fiir 5 min
bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von DMEM abgestoppt, die abgeltsten Zellen in ein
Zentrifugationsrohrchen Gberfihrt und bei 5 min bei 1000 U/min abzentrifugiert. Das erhaltene
Zellpellet wurde in Medium resuspendiert, die Lebendzellzahl ermittelt und zur Weiterkultivierung in

geeigneter Verdiinnung in eine neue Zellkulturflasche Gberfihrt.

Zur Kryokonservierung wurden 4x10° Zellen in 1,8 ml Gefriermedium aufgenommen (Medium mit
20 % DMSO) und in ein 2 ml Gefrierrohrchen Uberfiihrt. Die Langzeitlagerung erfolgte in flussigem
Stickstoff.

Zur Rekultivierung kryokonservierter Zellen wurde der Inhalt eines Gefrierréhrchens rasch bei 37°C
aufgetaut und in Medium aufgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen 5 min bei 1000 U/min
pelletiert und in frischem Medium aufgenommen und erneut zentrifugiert, um das fiir die Zellen
toxische DMSO zu entfernen. Das Pellet wurde in 3 ml Medium aufgenommen und in eine
Zellkulturflasche tberfuhrt. In regelmaRigen Abstdnden wurden alle Zelllinien unter Verwendung des

Mycoplasma PCR Test Kit (AppliChem) auf Mykoplasmen getestet.

Die Bestimmung der Anzahl lebender Zellen in einer Einzelzellsuspension erfolgte mit Hilfe eines
Zellzéhlgeréates. Hierfur wurde das Zellpellet nach dem Trypsinieren in ausreichend Medium sehr gut
resuspendiert. 10 ul der Zellsuspension wurden mit 10 pl Trypanblau gemischt, 10 pl dieses
Gemisches wurden in eine Zdhlkammer pipettiert und gezéhlt. Das Gerét gibt stets die Gesamt-, die

Lebend- und die Totzellzahl an. Es wurde immer mit der Lebendzellzahl gearbeitet.

3.4.2 Einstreuen der Zellen in verschiedene Zellkulturgefalie

Je nach Versuchsansatz wurden die Zellen in unterschiedliche Kulturgeféde eingebracht. Zur
einfachen Kultivierung wurden Zellen in 25-75cm? Kulturflaschen gehalten. Fir Versuche zur
RNA-Isolierung erfolgte die Kultivierung in 6-Lochplatten. Alle weiteren Tests zur Analyse der

Zytotoxizitat, Apoptose oder Luziferaseexpression erfolgten in 96-Lochplatten.
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Tabelle 1 Ubersicht KulturgefiRe und dazugehérende eingestreute Zellzahl

Zellzahl COV 434 Zellzahl KGN Volumen
96-Lochplatte 2x10° 1x10° 200 pl
6-Lochplatte 1,6x10° 0,8x10° 3ml
25 cm? Kulturflasche  1,6x10° 0,8x10° 5 ml

343
Zur Untersuchungen des Einflusses der Steroidhormone Testosteron und Dihydrotestosteron (DHT),

Behandlung der Zellen

sowie Insulin und Glucose auf die DPP4-Expression der Granulosakarzinomzellen COV 434 und
KGN fiir 72 h mit jeweils drei verschiedenen Hormonkonzentrationen behandelt. In Tab. 2 ist eine

Ubersicht der genutzten Konzentrationen dargestellt.

Tabelle 2 Ubersicht Behandlung der Zellen
Substanz Testosteron DHT Insulin Glucose
(ca=100 pM) (ca=100 pM) (ca=100 NnM) (ca=1 M)
[nM] [nM] [nM] [mM]
Ce 10 50 100 1 25 50 0,5 10 25 | 5 50 100
Vsubstanz [H] 1 5 10 01 25 5 50 1000 2500]|50 500 1000
VMedium Ad 10 ml

ca: Ausgangskonzentration; cg: Endkonzentration; DMSO: Lésungsmittelkontrolle

3.4.4  Transfektion von Vektoren

Die Transfektion der selbstgenerierten Luziferase-Plasmide mit gewlnschtem Insert erfolgte mit Hilfe
des Transfektionsreagenz FUGENE (Promega) in einer 96-Lochplatte. Pro Loch wurde eine definierte
Zahl Zellen in Kultivierungsmedium eingestreut und fiir 24 h anwachsen lassen. VVor der Transfektion
wurde das Medium abgenommen und damit auch nicht angewachsene Zellen entfernt. Anschlief3end

werden je Loch 100 pl serumfreies Medium vorgelegt.

Das Protokoll microRNA-mRNA-
Der

psiCheck2™ Luziferasevektor enthalt sowohl das Gen der Renillafly Luziferase mit dem zu

der Promotorstudien unterscheidet sich von dem der

Bindungsstudien dahingehend, dass unterschiedliche Vektorsysteme verwendet werden.

untersuchenden inserierten DPP4-3‘UTR als auch das konstitutiv exprimierte Gen der Firefly
Luziferase, deren Lumineszenzwerte zur Normierung verwendet werden. Der pGL4.10[luc2]
Luziferasevektor enthélt nur das Gen der Firefly Luziferase mit dem zu untersuchenden inserierten
DPP4-Promotor. Deshalb muss pGL4.74[hRIuc/TK] als zweiter Luziferasevektor mit dem konstitutiv

exprimierten Gen der Renillafly Luziferase in einem Verhaltnis von 1:50 kotransfiziert werden.

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen:

0,11 pg Plasmid-DNA (psiCheck2™ oderpGL4.10[luc2]:pGL4.74[hRIuc/TK]=50:1)
5,20 pl serumfreies Medium
0,30 pl FUGENE Transfektionsreagenz.
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Dieser Ansatz wurde vorsichtig gemischt und zur Komplexbildung fur 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliefend wurden 5 pul des Komplexes in 100 pl vorgelegtes serumfreies Medium
pipettiert. Wurde ein gréfReres Volumen vorgelegt, wurde der Einfachansatz entsprechend angepasst.

3.4.5 Transfektion von microRNA

Die Transfektion der precursor microRNAs 9, 22 und Negativmimik erfolgte mit der
Transfektionsreagenz INTERFERIn (Polyplus). Fur microRNA-mRNA-Bindungsstudien erfolgte die
Transfektion in 96-Lochplatten im Anschluss an die Vektortransfektion, zur Untersuchung der Effekte
auf DPP4-mRNA und Proteinexpression erfolgte sie in 6-Lochplatten. Pro Loch wurde eine definierte
Zahl Zellen in Kultivierungsmedium eingestreut und fur 24 h anwachsen lassen. Vor der Transfektion
wurde das Medium abgenommen und damit auch nicht angewachsene Zellen entfernt. AnschlieRend
wird je Loch eine definierte Menge serumfreies Medium vorgelegt.

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen:

96-Lochplatte: 6-Lochplatte:

0,0875 pl 4,0 pl microRNA [fir 25 nM]

ad 50 pl ad 376 pl serumfreies Medium

2,0 ul 20 pl INTERFERIn Transfektionsreagenz

Dieser Ansatz wurde vorsichtig gemischt und zur Komplexbildung fur 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde das gesamte Volumen des Komplexes in vorgelegtes serumfreies
Medium pipettiert. Wurde ein groReres Volumen vorgelegt oder sollte eine andere Konzentration zu

microRNAs transfiziert werden, wurde der Einfachansatz entsprechend angepasst.

3.4.6 Zellviabilitatstest
Der Sulforhodamin B (SRB)-Assay bringt Aufschluss dartiiber, ob die durchgefiihrte Behandlung der
Zellen (bspw. Transfektion oder Hormonbehandlung) einen zytotoxischen Effekt auf die Viabilitat der

Zellen verursacht. Der Zytotoxizitatstest erfolgt in einer transparenten 96-Lochplatte.

Die Zellen werden in definierter Zellzahl eingestreut und vorkultiviert. Nach 24 h wird das Medium
entfernt und die Zellen werden fir weitere 72 h mit den zu untersuchenden Substanzen oder pre-
microRNA mimics inkubiert. Zum Abstoppen der Behandlung wird das Medium abgenommen, die
Zellen in 200 pl kalter 10 %-iger Trichloressigsdure fiir 1 h bei 4°C fixiert, anschlieBend 5 mal im
Eiswasser gewaschen und die Platte danach gut trocken geklopft. Die vitalen Zellen werden fur 10 min
mit 100 pl 4,4 %-iger SRB-Ldsung bei Raumtemperatur angefarbt. Danach wird die Uberstehende
stark farbende Losung mit 1 %-iger Essigsdure gut aus der Lochplatte ausgespult und am Ende die
Platte wieder gut trocken geklopft. Die gefarbten Zellen trocknen anschlielend entweder (ber Nacht
bei Raumtemperatur oder 1 h bei 37°C. Zum Auflésen werden die getrockneten Zellen in 300 pl
Tris-Puffer (20 nM, pH 10) 30 min bei 37°C geschuttelt (180 rpm). Anschlielend wird die Extinktion

bei 540 m am Plattenreader gemessen.
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3.4.7 Zellproliferationstest

Der Assay bringt Aufschluss daruber, ob die durchgefiihrte Behandlung der Zellen (bspw.
Transfektion oder Hormonbehandlung) einen Effekt auf das Proliferationsverhalten der Zellen
verursacht. Der Zellproliferationstest erfolgt in einer transparenten 96-Lochplatte.

Die Zellen werden in definierter Zellzahl eingestreut und vorkultiviert. Nach 24 h wird das Medium
entfernt und die Zellen werden fir weitere 72 h mit den zu untersuchenden Substanzen oder
pre-microRNA mimics inkubiert. Zum Messen der proliferierenden Zellen wird der CellTiter 96®
Non-Radioactive Cell Proliferation Assay von Promega verwendet. Zu Beginn der Messung werden in
jedes Loch 15 pul Dye-Solution pipettiert und die Platte fiir weitere 4 h bei 37 C inkubiert.
AnschlieBend werden 100 pl Solubilization/Stop-Ldsung dazupipettiert. Der dabei entstehende
Farbumschlag durch Bildung eines Formazan-Produkts wird bei 570 nm photometrisch am Tecan

Plattenreader gemessen. Eine Referenzmessung erfolgte zusatzlich bei 650 nm.

3.4.8 Zelltod-Test
Der Caspase-Glo 3/7 Assay von Promega bringt Aufschluss darlber, ob die durchgefiihrte Behandlung
(bspw. Transfektion oder Hormonbehandlung) einen Einfluss auf die Apoptoserate der Zellen hat.

Der Apoptose-Assay erfolgt in einer weillen 96-Lochplatte. Die Zellen werden in definierter Zellzahl
eingestreut und vorkultiviert. Nach 24 h wird das Medium entfernt und die Zellen werden fiir weitere
72 h mit 200 pyl Substanzhaltigen oder pre-microRNA mimics-haltigem Medium inkubiert. Zum
Messen der Caspase 3 und 7 -Aktivitat wird das Substrat nach Herstellerangaben frisch aufgeldst,
davon 50 pl pro Loch pipettiert und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgt die

Messung der Lumineszenz am Tecan Plattenreader.

3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 Proteinnachweis im Zellkulturiberstand mittels Western Blot

Das Enzym DPP4 kommt sowohl membranstandig als auch geldst in Koérperflissigkeit vor. Der
Proteinnachweis im Zellkulturiiberstand dient dazu, Ergebnisse der in vitro Untersuchungen besser mit
den in vivo im Serum gefundenen Zusammenhédngen vergleichen zu kdnnen. Der Nachweis von
DPP4-Protein im Zellkulturiiberstand erfolgte mit dem monoklonalen Primarantikérper Anti-CD26
von Abcam (1:1000) und dem Sekund&rantikorper Anti-Maus von Thermofisher (1:1500). In jedem
Versuch wurde die gleiche definierte Menge Zellen in der gleichen definierten Menge Medium
kultiviert. Zum Proteinnachweis wurde je 1, 2, 5 oder 10 pl Zellkulturiiberstand von jeder Probe flr

den Western Blot eingesetzt.

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte in 4-12 % igen Bis-Tris-Acetat-Gelen
(Invitrogen). Als Laufpuffer wurde 1x MES-Puffer verwendet (Invitrogen). Der Zellkulturiiberstand
wurde mit 6,25 pl 4x LDS-Probenpuffer (Invitrogen) und 2,5 pl Proben-reduzierendem Agenz (10x,

Invitrogen) versetzt und mit Aqua bidest. auf ein Volumen von 20 ul aufgefillt. Die Proben wurden
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fir 5 min bei 95°C denaturiert und anschlieBend auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte
1 h bei 200V und 4°C in einer XCell Sure Lock Electrophoresis Cell-Apparatur (Invitrogen). Zur
GréRenbestimmung wurde ein Protein-Molekulargewichtsstandard (PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, Invitrogen) mitgefiihrt. Nach dem Gellauf wurden die aufgetrennten Proteine durch die
Tank-Blot Methode unter Nutzung einer Mini Trans-Blot® Cell-Apparatur (Biorad) auf eine
PVDF-Membran (0,45 pum Porengrofle, Millipore) iibertragen. Die Membran wurde fiir 10s in
Methanol aktiviert, in Aqua bidest. gewaschen und in 1x Transferpuffer vorinkubiert. Die Geltaschen
des Bis-Tris-Gels wurden vorsichtig abgetrennt. Auf die schwarze Seite der Tank-Blot-Kassette wurde
ein in Transferpuffer getrankter Schwamm, ein Stiick Filterpapier, das Bis-Tris-Gel, die
PVDF-Membran, gefolgt von Filterpapier und Schwamm luftblasenfrei geschichtet. Der Transfer
erfolgte bei 300 mA fir 3 h bei 4°C.

Zur Abséttigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran 1 h bei Raumtemperatur in 2 %
Milchpulver-TBST unter leichtem Schitteln inkubiert. AnschlieBend wurde der Primarantikorper
Anti-CD26 in 1:1000 in 2 % Milchpulver-TBST verdinnt und die Membran in 5 ml Gber Nacht bei
4°C unter leichtem Schutteln inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran dreimal 15 min mit TBST
gewaschen. Der entsprechende, mit Meerrettich-Peroxidase konjungierte, Sekundarantikdrper
Anti-Hase wurde ebenfalls in 2 % Milchpulver-TBST 1:5000 verdiinnt und die Membran 60 min unter
leichtem Schitteln bei Raumtemperatur inkubiert. Vor der Detektion musste die Membran erneut
dreimal 15 min mit TBST und einmal 15 min mit TBS gewaschen werden. Zur Detektion der
Proteinbanden wurde ECL Western Blotting Detection System (GE Health care) verwendet. Zur
Entwicklung wurden die Losung A und B 1:1 miteinander vermischt und die Membran fir 1 min
damit benetzt. Nachdem die Substratlosung gut abgetropft war, konnte der Nachweis der
Chemolumineszenz mittels Rontgenfilm in der Dunkelkammer erfolgen. Die belichteten Filme wurden
zum Sichtbarmachen der Nachweisbanden zuerst in Entwicklungslésung getaucht, anschliefend in
Agua bidest. gut gewaschen und zum Schluss in Fixierlosung getaucht. Nach abschlieRendem Spiilen

mit Aqua bidest. wurden die Filme getrocknet und ausgewertet.

Zur Untersuchung der Effekte wurde zusatzlich die DPP4-Aktivitat im Zellkulturuberstand bestimmt.
Die Messung dazu erfolgte wie in 4.2.1 beschrieben mit dem Unterschied, dass fur die Bestimmung
der Aktivitat im Zellkulturiberstand 60 pl Probe und 160 pul HEPES-Puffer verwendet wurde.

3.5.2  mRNA-Nachweis

Zur Untersuchung der Effekte auf die DPP4-mRNA Expression wurde eine definierte Zellzahl je
Versuch in eine 6-Lochplatte mit 5 ml Medium eingestreut. Am néchsten Tag wurde das Medium
abgenommen und damit nicht angewachsene Zellen entfernt. AnschlieRend wurden die Zellen mit
substanzhaltigem Medium fir 72 h oder mit pre-microRNA mimics-haltigem Medium fir 48 h
inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand fir den Proteinnachweis abgenommen, die Zellen mit

kaltem PBS gewaschen und mit dem Zellschaber geerntet. Anschlieend wurden die Zellen bei
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1000 U/min fur 5 min pelletiert. Das Pellet wurde in 1 ml Trizol resuspendiert und anschlieflend
erfolgte die RNA-Isolation mittels Trizol-Chloroform-Extraktion. AbschlieRend wurde die RNA-

Konzentration bestimmit.

3.5.3 cDNA-Synthese
Die reverse Transkription von 1 pg Gesamt-RNA, isoliert aus Zellen, erfolgte mit 200 U ,,RevertAid

H Minus Reverse Transkriptase® (Thermofisher).
Der preannealing-Mix setzt sich wie folgt zusammen:

10 ul RNA-Verdinnung (100 ng/ug)
1ul Random Primer (100 uM)
Der Mix wurde bei 65°C fiir 5 min inkubiert. AnschlieRend wurde zugefigt:

4,0 ul 5x Reaktionspuffer

2,0 pl dNTPs (100 mM)

0,5 ul Ribolock

0,7 ul RevertAid H Minus Reverse Transkriptase

Fur die Synthese wurde das folgende Programm gewahlt:

1.Schritt 25°C 10 min
2.Schritt 55°C 60 min
3.Schritt 85°C 5 min

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

3.5.4 Quantitative Realtime PCR (SYBR® Green)
Alle PCR-Reaktionen wurden mit den Komponenten der Hotfire-Pol (Solis Biodyne) durchgefihrt.

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen:

7,5 ul SYBR® Green Mix
5,5 ul Nukleasefreies Wasser
05ul je Primer fw/rev

1,0 ul cDNA

Fir die Synthese wurde das folgende Programm gewahlt:

1.Schritt 95°C 10 min

2.Schritt 95°C 10s

3.Schritt 60°C 20s

4.Schritt 72°C  30s

5.Schritt Schritt 2-4 45x wiederholen
6.Schritt Schmelzkurve
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Als Referenzgen diente die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). Diese zeigte sich
unabhangig von der Behandlung der Zellen als nahezu konstant exprimiert. Zur Auswertung wurde
2"(-AACt) der einzelnen Proben nach der Methode von Livak und Schmittgen berechnet.

3.5.,5 Reportergenstudien

Sowohl fiir die Promotorstudien als auch fur die microRNA-mRNA-Bindungsstudien wurden die
verwendeten Vektoren selbst generiert. Mittels spezifischer Primerpaare wurde aus Kontroll-DNA der
gesamte Promotorbereich (2000 bp vor Startcodon) oder der gesamte 3’UTR (gesamtes Exon 25 der
mMRNA) des DPP4-Gens amplifiziert. Die Vorwarts-Primer enthielten dabei stets zusétzlich eine
Restriktionsschnittstelle fir Xhol, die Ruckwarts-Primer eine Restriktionsschnittstelle  fir
Notl(3°'UTR) bzw. Hindlll (Promotor). Diese waren nach der Amplifikation im PCR-Produkt
enthalten. Nach der Aufreinigung wurden die Produkte in denpCR®2.1-Vektor ligiert. Dies ist
notwendig, um anschliefend einen optimalen Restriktionsverdau mit den Enzymen Xhol und
Notl/HindIIl durchfilhren zu kénnen. Die Zielvektoren psiCheck2™ oder pGL4.10[luc2] wurden
ebenfalls mit diesen Enzymen verdaut. Dadurch war eine Ligation der gewiinschten Inserts mit der
richtigen Orientierung (5°-3°) gesichert. Mittels Sequenzierung wurde die erfolgreiche Generierung
von Vektoren mit gewiinschtem Insert bestétigt. Diese wurden in einem grofReren MaRstab in E.coli

vervielfaltigt und anschlieBend fir die Reportergenstudien eingesetzt.

3.5.6 Amplifikation des gewiinschten Inserts mittels PCR
Alle PCR-Reaktionen wurden mit den Komponenten der Hotfire-Pol (Solis Biodyne) durchgefiihrt.

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen:

9,1l Nukleasefreies Wasser
1,5ul 10x Puffer B

1,2 ul MgCI2 (25 mM)

1,0 ul dNTPs (100 mM)

0,5 ul je Primer (20 uM)

0,2 ul HotStartTagPolymerase

Dem Reaktionsansatz wurde jel ul cDNA hinzugefiigt. Die Amplifikation der verschiedenen Bereiche

erfolgte im PCR Thermo-Cycler nach folgenden Programmen:

Promotorbereich: 3’UTR Bereich:

1.Schritt 95°C 15 min

2.Schritt 95°C 20s 95°C 20s
3.Schritt 66°C 30s 63°C 30s
4.Schritt 72°C  1min 72°C 30s
5.Schritt Schritt 2-4 35-40x wiederholen
6.Schritt 72°C 10 min

7.Schritt 4°C Kihlung
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Die ideale Annealing-Temperatur wurde mittels Gradienten-PCR zuvor ermittelt. Die Synthesezeit

wurde in Abhangigkeit von der zu erwartenden Produktgrolie variiert.

3.5.7 Agarose-Gelelektrophorese

Die Darstellung der Amplifikate erfolgte mittels einer Agarose-Gelelektrophorese. In Abhangigkeit
von der zu erwartenden Fragmentlange wurden 1-2%-ige Agarosegele (jeweils in 100 ml
0,5x TBE-Puffer versetzt mit 5 ul Ethidiumbromid [10 mg/ml]) angefertigt. Die Elektrophorese
erfolgte in Gelkammern der Firma peqLab mit 0,5x TBE-Laufpuffer. Es wurden jeweils 15 ul
PCR-Produkt mit 1 pl Bromphenolblau gemischt und auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung
erfolgte bei 120 V. Nach dem Gellauf erfolgte die Detektion der Banden mittels UV-Licht. Zur
Grolkenbestimmung der PCR-Produkte diente die Auftragung einer 100 bp DNA-Leiter.

3.5.8 Aufreinigung der PCR-Produkte aus Agarose-Gel

Fir die Aufreinigung der Amplifikate aus dem Agarosegel wurden die Banden von Interesse mit
einem sterilen Skalpell ausgeschnitten. Es wurde darauf geachtet, dass die Gele nur eine mdglichst
geringe Zeit dem UV-Licht ausgesetzt sind, um keine DNA-Verdnderungen zu induzieren.
AnschlieBend erfolgte die Reinigung unter Verwendung des QiaQuick Gelextraktionskits (Qiagen).
Zuerst wurde das Gelstiick in 450 ul QG-Puffer verflissigt, in dem es fur 10 min auf 50°C erhitzt
wurde. Danach wurden 150 ul Isopropanol hinzugefligt, gut gevortext und das Gemisch anschlieRend
auf eine Sdule gegeben. Durch Zentrifugation der Sdule fir 1 min bei 20000 U/min durchwanderte das
Gemisch die Sdule, wobei die PCR-Produkte aufgrund ihrer negativen Ladung in der S&ule gebunden
wurden. Die S&ule wurde anschlieRend zweimal mit 350 pl PE-Puffer fur 1 min bei 10000 U/min
gespult. Nachdem die S&ule trocken zentrifugiert wurde, erfolgte die Elution der gereinigten PCR-

Produkte mit 25 pl nukleasefreies Wasser.

3.5.9 Ligation in den pcR2.1-Vektor

Die Ligation der PCR-Produkte erfolgte unter Verwendung des TOPO-TA-Cloning Kits (Invitrogen).
Der fiir die Klonierung genutzte pPCR®2.1-Vektor enthielt Gberhdangende T-Enden, die eine direkte
Ligation mit dem PCR-Produkt erlauben, welches durch die HotStart Tag Polymerase in der PCR
tberhédngende A-Enden erhielt. Zusatzlich ist eine Topoisomerase am Vektor gebunden, welche diesen
offen h&lt und nach Zugabe der Salzldsung sofort mit dem Einbau des gewiinschten Inserts beginnt,

ohne dass eine Zugabe von T4-Ligase notig ist.

Fur jeden Klonierungsansatz wurden 4 pl gereinigtes PCR-Produkt mit 1 pl Salzldsung und 1 pl
pCR®2.1-TOPO TA Vektor vorsichtig vermischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.

3.5.10 Transformation in E.coli

Fir jede Transformation wurde ein 100 ul Aliquot chemisch kompetenter E. coli Zellen (TOP10,

Invitrogen) auf Eis aufgetaut. Die Bakterien wurden mit 2 ul des Ligationsansatzes vorsichtig

vermischt und 15 min auf Eis inkubiert. Zur DNA-Aufnahme wurden die Zellen einem 30s
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andauerndem Hitzeschock von 42°C ausgesetzt und anschlieBend sofort auf Eis abgekihlt. Nach
Zugabe von 250 ul S.0.C Medium (Kitkomponente der TOP10-Zellen) wurde der Ansatz fiir 1 h bei
37°C unter leichtem horizontalem Schiitteln (200 U/min) inkubiert. 50 ul des Transformationsansatzes
wurden auf vorgewédrmten Selektionsagarplatten ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Die Selektion positiver Transformanden erfolgte durch Zugabe von 50 ug/ml Ampicillin in den
Selektionsagar und bei Verwendung des pCR®2.1-Vektors wurde zusatzlich eine Blau/Weil3-
Selektion unter Verwendung von X-Gal (40 pg/ml) durchgefiihrt.

3.5.11 Ubernachtkultur

Zur Analyse positiver Transformanden wurden weille Einzelkolonien mit einem sterilen Zahnstocher
gepickt und in einen bereits vorbereiteten PCR-Ansatz Uberfuhrt. Nach Amplifikation der
Plasmid-DNA und anschlieRender Agarose-Gelelektrophorese wurden Kolonien, die das gewinschte
Insert enthielten, zur Anzucht von Ubernachtkulturen genutzt. Daftr wurden 5 pl LB-Medium mit 5 pl
Ampicillin (100 mg/ml) versetzt und die Spitze des Zahnstochers eingebracht, mit welcher zuvor die
in Frage kommende Einzelkolonie beriihrt wurde. Uber Nacht erfolgt dann die Vermehrung der
transformierten Bakterien bei 37°C unter leichtem Schiitteln (200 U/min).

3.5.12 Plasmidisolation

Die erhaltene Ubernachtkultur wurde 10 min bei 4.000 U/min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und aus dem erhaltenen Zellpellet erfolgte die Plasmidisolation unter Verwendung des
Miniprep Kits (ZymoResearch). Das Pellet wurde in 200 pl P1-Puffer gelost und in ein geeignetes
Reaktionsgefél (berfuhrt. Es erfolgte die Zugabe von 200 pl P2-Puffer zum Aufschluss der
Zellwénde. Nach mehrmaligem Invertieren erfolgte die Zugabe von 400 pl gekihltem P3-Puffer.
AnschlieBend wurde erneut griindlich invertiert, ein Farbumschlag zeigt an, wenn alles gut vermischt
ist. Es folgt das Pelletieren der Zellreste durch Zentrifugation fiir 30 s bei 13000 U/min. Der Uberstand
wurde auf eine Saule gegeben. Durch Zentrifugation der Sdule fiir 1 min bei 13000 U/min
durchwanderte das Gemisch die Sdule, wobei die Plasmid-DNA aufgrund ihrer negativen Ladung in
der Saule gebunden wurde. Die Saule wurde anschlieBend zweimal mit 200 pl Waschpuffer fiir 1 min
bei 13000 U/min gespllt. Nachdem die Séule trocken zentrifugiert wurde, erfolgte die Elution der

gereinigten PCR-Produkte mit 25 ul nukleasefreies Wasser.

3.5.13 DNA-Konzentrationsbestimmung
Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte photometrisch. Dazu wurden die Proben verdinnt
(2:50) und die Extinktion bei 260 nm und 280 nm gemessen. Der Konzentrationsbestimmung wurde

folgender Richtwert zu Grunde gelegt: 1 ODgonm entspricht 50 ng DNA/ml

Der Quotient aus ODygonm/ODagonm €rlaubt eine Aussage lber die Qualitdt der DNA-Préparation
bezlglich eventueller Proteinverunreinigungen. Bei hoher Reinheit liegt der Quotient zwischen 1,8
und 2.
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3.5.14 Sequenzierung

Zur Uberprifung der inserierten DPP4-Genabschnitte erfolgte die Sequenzierung der generierten
Vektoren mit Hilfe spezifischer Primer unter Nutzung des BigDye™ Terminator Sequencing Kits 1.1
(Applied Biosystems).

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen:

1,5l 5x Sequenzierpuffer

1,0 ul BigDye™ Sequencing Mix
1,0 ul spezifischer Primer (10 pM)
5,5 ul Nukleasefreies Wasser

1,0 ul Plasmid-DNA

Die Sequenzierreaktion lief in 0,5 ml Reaktionsgefalen im Thermal-Cycler Tetrad2 (Biorad) nach

folgendem Programm ab:

1.Schritt 96°C 1 min

2.Schritt 96°C10s

3.Schritt 50°C5s

4.Schritt 60°C 4 min

5.Schritt Schritt 2-4 25x wiederholen
6.Schritt 4°C Kiihlung

AnschlieBend erfolgte die Fallung des Sequenzierproduktes unter Vermeidung direkter
Lichteinstrahlung auf die Reaktionsgefale. Jedem Ansatz wurden 2 pul 125 mM EDTA, 2ul 3 M
Natriumacetat und 50 ul 96%-iger Ethanol zugegeben, gevortext und fiir 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die gefallte DNA wurde anschlieRend fur 20 min bei 4°C und 6000 U/min abzentrifugiert.
Nach Abnahme des Uberstandes und Waschen des Pellets mit 70 ul 70 %-igem Ethanol wurde 10 min
bei 4°C und 6000 U/min zentrifugiert. Nach vorsichtigem Abpipettieren des Ethanols wurde das Pellet
ca. 10 min bei 80°C im Thermocycler getrocknet. Die Analyse der Proben erfolgte am Zentrum fir
Medizinische Grundlagenforschung der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg durch Frau Dr.

Darmer und Herrn Dr. Christov unter Nutzung eines ABI Prism DNA-Sequencers.

3.5.15 Restriktionsverdau mit Xhol und Notl

Um den 3°UTR des DPP4 Gens in den Zielvektor psiCheck2™ zu klonieren, erfolgte nacheinander der
Restriktionsverdau mit Xhol und Notl, da beide Enzyme unterschiedliche Pufferbedingungen
benotigen, um optimal arbeiten zu kénnen. Zuerst erfolgte der Verdau sowohl des Insert-enthaltendem
pCR®2.1-Vektors als auch des Zielvektoren psiCheck2™ mit Xhol fiir 3 h bei 37°C.

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen:

1 pl/3ul psiCheck2™ / Insert-enthaltender pCR®2.1-Vektor
6 ul/4upl Agua bidest.
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1l Puffer R

2 pl Xhol
Nach Aufreinigung der geschnittenen Plasmide mittels Agarose-Gelelektrophorese erfolgte nach der
Isolation aus dem Gel anschlieRend der schnelle Restriktionsverdau mit FD Notl fiir 5 min bei 37°C.

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen:

1 pl/ 2ul psiCheck2™ / Insert-enthaltender pCR®2.1-Vektor
15 ul Agua bidest.

2 ul 10x Fast Digest Puffer

1l Fast Digest Notl

Nach Aufreinigung der geschnittenen Plasmide mittels Agarose-Gelelektrophorese erfolgte die

Isolation aus dem Gel.

Um den Promotorbereich des DPP4-Gens in den Zielvektor pGL4.10[luc2] zu klonieren, erfolgte ein
Doppelverdau mit Xhol und Hindlll, da beide Enzyme fiir die optimale Aktivitat denselben Puffer
benotigen. Der Doppelverdau erfolgte fiir 2 h bei 37°C.

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen:

5,0 ul pGL4.10[luc2] / Insert-enthaltender pCR®2.1-Vektor
2,0 ul Puffer R

4,0 ul Agua bidest.

1,5 ul Xhol

1,5ul Hindlll

Nach Aufreinigung der geschnittenen Plasmide mittels Agarose-Gelelektrophorese erfolgte die

Isolation aus dem Gel.

3.5.16 Ligation in Luziferase-Vektoren
Durch den zweifachen Restriktionsverdau mit Xhol und Notl bzw. Hindlll wurden spezifische Enden
am gewunschten Insert und den Zielvektoren erzeugt, was ein Zusammenfligen mittels Ligase in der

richtigen Orientierung (5° nach 3°) ermdglicht.

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen:

2 ul Agqua bidest.

1ul doppelt verdauter Zielvektor psiCheck2™ oderpGL4.10[luc?]
4 ul doppelt verdautes Insert (3’UTR oder Promotor)

2 ul 10x T4-Ligationspuffer

1l T4-Ligase

Die Ligation des gewiinschten Inserts in den jeweiligen Zielvektor erfolgt fiir 30 min bei 22°C.
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AnschlieRend erfolgt die Transformation der Vektoren in E.coli Topl0 Zellen. Zur Analyse positiver
Transformanden wurden Ubernachtkulturen angelegt und deren Plasmid-DNA isoliert. Mittels
Sequenzierung wurde die erfolgreiche Generierung von Vektoren mit gewiinschtem Insert bestatigt.
Diese wurden in einem groReren MaRstab in E.coli vervielféltigt und anschlieBend fur die
Reportergenstudien eingesetzt.

3.5.17 Mutagenese

Mittels des Quik Change Site-Directed Mutagenesis Kit von Agilent wurde in die putative microRNA-
Bindestelle eine gezielte Punktmutation eingefugt. Die spezifischen Mutagenese-Primer wurden so
gewabhlt, dass sie in einem Bereich von 10 Nukleotiden vor und hinter der Bindestelle binden und eine
der 6 Nukleotiden aus der Bindestelle gegen eine andere Base ausgetauscht wurde. Die Mutagenese
folgt dem einfachen Prinzip einer PCR.

Der Einfachansatz setzte sich wie folgt zusammen:

19,75 pl Aqua bidest.
2,50 pl 10x Puffer
0,75 pl Quick-Solution Reagenz
0,50 pl dNTPs
0,50 pl je spezifische Mutageneseprimer (20 uM)
0,50 pl QC-Lightning-Enzym
0,50 l Wildtypvektor psiCHECK™-2[3"UTR-wt]

Die Mutagenese-Reaktion lief nach folgendem Programm ab:

1.Schritt 95°C 2 min

2.Schritt 95°C 20s

3.Schritt 60°C 10s

4.Schritt 47,2°C (miR-9) 4 min oder
57,2°C (miR-22) 4 min

5.Schritt Schritt 2-4 25x wiederholen

6.Schritt 68°C 5 min

Nach erfolgter Mutagenese-Reaktion wurden die Ansatze auf Eis auf 37°C abgekdihlt. Anschlielend
wurde dem Ansatz sofort je 1pl Dpnl Restriktionsenzym zugefiigt, die Losung vorsichtig
resuspendiert und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Dpnl verdaut methylierte DNA, welche in
diesem Fall das Ausgangs-Plasmid ohne Mutation ist. Diese wird dabei aus dem Ansatz entfernt,
sodass nach dem Verdau nur noch Plasmide enthalten sind, welche die Punktmutation in der
Bindestelle tragen. Diese wurden in einem gréReren Malstab in E.coli vervielfaltigt, mittels
Sequenzierung wurde die erfolgreiche Punktmutation tberpruft. Anschlieend konnten diese Plasmide

ebenfalls fiir die Reportergenstudien eingesetzt werden.
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3.5.18 Dualer Reportergen-Assay

Mit Hilfe eines dualen Reportergen-Assays kann untersucht werden, ob Substanzen die Expression des
Zielgens beeinflussen. Der verwendete psiCHECK™-2 Vektor bietet die Moglichkeit, RNA
Interferenz durch microRNAs zu untersuchen. Dafiir wurde die 3’UTR-Region des DPP4 Gens nach
dem Reportergen Renillafly Luziferase in eine Multiple Klonierungsstelle vor dem Stop-Codon
kloniert. Initiiert die untersuchte microRNA RNA Interferenz gegen den 3°’UTR Bereich, flihrt dies zur
Spaltung und nachfolgenden Degradation der fusionierten mRNA. Die Messung der Abnahme der
Renillafly Luziferase Aktivitat ist ein geeigneter Indikator des RNA Interferenz Effektes.

Der Expressionsvektor pGL4.10[luc2]enthélt keinen eigenen Promotor, sodass die Promotorregion
des DPP4-Gens in die Multiple Klonierungsstelle des Firefly Luziferase Reportergens eingebracht
wurde. Die Messung der Zunahme der Firefly Luziferase Aktivitat ist ein geeigneter Indikator fur die

transkriptionsférdernde Wirkung der untersuchten Substanzen.

Im ersten Schritt wurden pro Loch je 2x10° COV 434 Zellen in eine weilRe 96-Lochplatte (Greiner)
eingestreut. Nach 24 h wurden die Zellen mit den Luziferasevektoren transfiziert, fir die microRNA-
MRNA-Bindungsstudie erfolgte zusatzlich eine Kotransfektion der pre-microRNA mimics. Fir die
Promotorstudien erfolgte im Gegensatz dazu 24 h nach der Vektortransfektion flir weitere 24 h eine
Behandlung mit den zu untersuchenden Substanzen. Abschlielend wurde die Luziferase-Aktivitat 24 h

nach der jeweiligen Behandlung gemessen.

Die Lumineszenzmessung erfolgte unter Verwendung des Dual Glo™ Luciferase Assay Systems
(Promega) am Plattenreader infinite M200 (Tecan). Zundchst wurde eine Substratlosung
(Dual Glo™ Luciferase Reagent) zur Messung der Firefly Luziferase-Aktivitat hergestellt und 50 pl je
Loch auf die Zellen gegeben. Die Lumineszenzmessung erfolgte nach einer Inkubationszeit von
15min bei Raumtemperatur. Nach Beendigung der Messung wurden 50 ul einer zweiten
Substratlésung (Dual Glo™ Stop&Glo® Reagent) pro Loch dazugegeben, welches gleichzeitig ein
Inhibitor der Firefly Luziferase und ein Substrat firr die Renillafly Luziferase darstellt. Nach einer
Inkubationszeit von 15 min wurde die Renillafly Luziferase-Aktivitat gemessen. Die beiden Werte

wurden dann in Beziehung gesetzt, um den relativen Wert der Luziferase-Aktivitat zu bestimmen.
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4 Ergebnisse

Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit war, ob Patientinnen mit polyzystischem Ovarsyndrom eine
veranderte DPP4-Expression aufweisen und wodurch Abweichungen hervorgerufen werden kénnten.
Das Forschungsvorhaben ,,Untersuchung molekularer Faktoren der weiblichen Unfruchtbarkeit“
wurde durch die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg beflirwortet. Zur Untersuchung der Fragestellung wurden zundchst Blutproben von

Patientinnen des Zentrums flir Reproduktionsmedizin und Andrologie gesammelt und aufgearbeitet.

Mittels eines antikdrperbasierten Nachweisverfahrens (ELISA) wurde die DPP4-Konzentration
bestimmt. In einem anderen Verfahren der photometrischen Detektion des Substratumsatzes wurde die
DPP4-Aktivitat im Serum der Patientinnen ermittelt. Alle anderen zur Auswertung hinzugezogenen
klinischen Parameter wurden im Rahmen der &rztlichen Behandlung ermittelt und aus den

Patientenakten entnommen.

4.1 Zusammensetzung der Studienkohorte

Es wurden Blutproben von 288 Patientinnen des Zentrums fiir Reproduktionsmedizin und Andrologie

gesammelt. Die relevanten klinischen Parameter fir statistische Untersuchungen sind in Tab. 3

zusammengefasst.
Tabelle 3 Klinische Parameter
Nicht-PCOS PCOS
n Median n Median
Alter [y] 154 (100%) 134 (100%)
32,00 29,00
Gewicht [kg] 152 (98,7%) 132 (98,5%)
63,00 73,00
BMI[kg/m?] 152 (98,7%) 132 (98,5%)
22,31 25,90
HOMA 7 (4,5%) 17 (12,7%)
2,00 2,24
Progesteron [nmol/I] 63 (40,9%) 84 (62,7%)
21,50 3,00 falaiel
LH[U/] 39 (25,3%) 83 (61,9%)
6,00 11,24 faleie
FSH [U/1] 37 (24,0%) 83 (61,9%)
5,43 6,10 *
LH/FSH Ratio 37 (24,0%) 83 (61,9%)
1,09 1,90 faleie
Prolaktin [mU/1] 58 (37,7%) 77 (57,5%)
246,00 240,00
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Estradiol [pmol/l] 100 (64,9%) 76 (56,7%)

504,94 453,42
AMH [pmol/l] 100 (64,9%) 76 (56,7%)
1,67 4,19 Fkk
DPP4 Aktivitat [nmol/(1*s)] 154 (100%) 134 (100%)
486,93 536,87 Fkk
DPP4 Konzentration [ng/ml] 154 (100%) 134 (100%)
506,78 560,44

ANOVA: *P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,0001

Um sicher zu gehen, dass das erstellte Kollektiv die wissenschaftlich bereits im Zusammenhang mit
der Diagnose PCOS publizierten Fakten reprasentiert, werden zundchst die allgemeinen klinischen
Parameter betrachtet. PCOS-Patientinnen zeigen eine teils hoch signifikante Erhéhung des LH-
Spiegels, der FSH-Menge und des AMH-Wertes, jedoch geringere Estradiol- und Progesteron-Werte
im Vergleich zu Kinderwunschpatientinnen ohne PCOS.

Die Diagnose erfolgte durch Frau OA Dr. KaltwaRer und Frau Dr. Koller nach den Rotterdam-
Kriterien, welche 2011 durch die European Society of Human Reproduction and Embryology
(ESHRE) festgelegt wurden.

411 PCOS-Patientinnen haben ein erhdéhtes DPP4-Serumlevel
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Abbildung 4 Box Plots. Das untere und obere Ende der Box zeigt das 5. sowie 95. Perzentil, die
mittlere Bande den Median. Extremwerte sind als Kreise und Sterne dargestellt. Vergleich der [A]
DPP4-Aktivitat und [B] DPP4-Konzentration im Serum von PCOS- und Nicht-PCOS-Patientinnen.

Die statistische Analyse der Daten zeigte eine Erhdhung der DPP4 Menge um 10 % im Serum von
PCOS Patientinnen (Mann-Whitney-U P <0.0001; ANOVA P <0.0001). Die mittlere DPP4-
Serumaktivitit (Abb. 4A) der PCOS Patientinnen liegt bei 536,87 + 120,30 nmol/(I*s) (n=134) und
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Nicht-PCOS Patientinnen bei 486,93 = 92,67 nmol/(I*s) (n=154). Ein ebenso auffalliger Unterschied
zeigt sich fur die DPP4-Serumkonzentration (Abb. 4B), auch wenn er statistisch nicht signifikant ist
(Mann-Whitney-U P = 0.082; ANOVA P = 0.028). Die mittlere DPP4-Serumkonzentration der PCOS
Patientinnen liegt bei 560.44 +228.87 ng/ml und (n=134) und Nicht-PCOS Patientinnen bei
506.78 £ 169.95 ng/ml (n=154).

Die Analyse mdglicher Ursachen fir die unterschiedliche DPP4-Menge zwischen den Gruppen zeigt,
dass Ubergewicht allein keine signifikante Assoziation zur erhohten DPP4-Expression darstellt
(Tab. 4).

Tabelle 4 Aktivitdt und Konzentration der DPP4 im Serum abhéngig vom BMI

DPP4 Aktivitat [nmol/(1*s)]  DPP4 Konzentration [ng/ml]

NichtPCOS BMI<29 n = 135 48450 18740
BMI>30 n=16 a71,50 P =0.560 4910 P=0621

PCOS BMI<29 n=86 52350  _ _ 569,54 _ _
BMI>30 n=45 51800 F 094 50553 P = 0085

Als néchstes soll untersucht werden, ob eines der Rotterdam-Kriterien den Unterschied der DPP4-
Menge besonders hervorruft. Daflir wurden die Gruppen fir die statistischen Tests nach den einzelnen
Rotterdam-Kriterien aufgeteilt (Tab. 5). Die DPP4-Aktivitdt und Konzentration war beim Auftreten
der einzelnen Symptome ebenso stark erhoht, in den meisten Fallen waren diese Unterschiede hoch

signifikant.

Tabelle 5 Aktivitat und Konzentration der DPP4 im Serum abhangig von Rotterdam-Kriterien

DPP4 Aktivitat [nmol/(1*s)] DPP4 Konzentration [ng/ml]

Polyzystische ja  n=107 529,00 565,52
Ovarien nein  n=158 478,75 P <0,0001 47372 P =0.008
Oligomenorrho ja n =147 507,00 536,70

nein  n=122 483,00 P=0,004 497,00 P=0,611
Hyperandro- ja n=239 531,00  _ 586,30 _ _
genismus nein  n=177 486,00 P=0,002 467,80 P=0,001

4.1.2 Zusammenhange mit weiteren klinischen Parametern
Zur Untersuchung von Korrelationen zwischen der gemessenen DPP4-Aktivitat und Konzentration
sowie Kklinischer Parameter wurde die Methode nach Spearman-Rho genutzt. Der

Korrelationskoeffizent R sowie dazugehérende Signifikanzwerte sind in Tab. 6 dargestellt.

Es zeigt sich eine hoch signifikante Korrelation zwischen der DPP4-Menge im Serum der Patientinnen
und dem AMH-Wert. Kein Zusammenhang zeigte sich hingegen zum LH:FSH-Quotienten, einem
zuverlassigen Indikator fur das PCOS. Progesteron- und Prolaktinmenge der Patientinnen korrelierte

indirekt mit der DPP4-Menge, jedoch nicht signifikant.
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Tabelle 6 Bivariate Korrelation nach Spearman-Rho

DPP4 Aktivitat [nmol/(I*s)] DPP4 Konzentration [ng/ml]

Spearman-Rho n R P n R P

AMH 179 0,257  <0,0001 175 0,146 0,054
Estradiol 143 -0,055 0,518 133 -0,094 0,280
HOMA 24 0,737  <0,0001 23 0,460 0,027
LH/FSH 120 0,068 0,458 108 -0,016 0,866
Progesteron 149 -0,138 0,094 138 -0,155 0,069
Prolaktin 137 -0,123 0,153 127 -0,157 0,078

4.1.3 DPP4-Menge im Serum als Indikator fir PCOS-Diagnose?

Die Receiver Operating Characteristic (ROC) analysiert, welche diagnostische Giite die Bestimmung
der DPP4-Menge im Serum fir die Diagnose des PCOS besitzt. Die dazu gehdrigen Flachen unter der
Kurve (AUC) sind in Tab. 7 zusammengefasst. Es zeigt sich, dass die alleinige Bestimmung der
DPP4-Aktivitat oder -Konzentration im Serum von Patientinnen kein aussagekréftiger Test ist, um ein
PCOS zu diagnostizieren (AUC 0.561, P =0.082), obwohl ein signifikanter Anstieg der DPP4-Menge

im Serum von PCOS-Patientinnen ermittelt werden konnte (Abb. 4).

Der AMH-Wert im Serum von PCOS-Patientinnen ist ebenso hoch signifikant erhoht und korreliert
zudem nach Spearman-Rho sehr stark mit dem DPP4-Serum Level. Die statistische ROC-Analyse
zeigt, dass das Serumlevel von AMH als Diskriminator dienen kann, um PCOS Patientinnen sehr gut
von Nicht-PCOS-Patientinnen zu unterscheiden (AUC 0.827, P < 0.0001).

Tabelle 7 Receiver Operating Characteristics (ROC)

DPP4 Aktivitat [nmol/(1*s)] DPP4 Konzentration [ng/ml] AMH [pmol/l]
AUC 0,609 0,561 0,827
P 0,002 0,082 < 0,0001

4.2 Einfluss der PCOS-typischen hormonellen Dysbalance auf DPP4-Expression

Im Mittelpunkt dieser Versuche steht die Fragestellung, ob die bei PCOS typischerweise
vorkommenden hormonellen  Dysbalancen  (Hyperandrogenismus, Hyperinsulindmie  oder
Hyperglykamie) die in vivo nachgewiesene erhéhte DPP4-Menge im Serum von PCOS-Patientinnen
verursachen. Dafiir werden in vitro die Granulosakarzinomzelllinien COV434 und KGN fiir 72h mit
verschiedenen Konzentrationen Testosteron, Dihydrotestosteron (DHT), Insulin oder Glucose

inkubiert. AnschlieRend wird der Einfluss auf die DPP4-Protein - bzw. mRNA-Expression untersucht.

4.2.1 Einfluss der Steroidhormone Testosteron und DHT auf DPP4-Proteinexpression
Da in den vorangegangen statistischen Analysen die zirkulierende Form der DPP4 untersucht wurde,
sollte auch die in vitro Analyse des Einflusses der Hormone auf die DPP4-Proteinexpression im

Zellkulturiberstand untersucht werden. Der Nachweis von DPP4-Protein im Zellkulturtiberstand
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erfolgte mit dem monoklonalen Primérantikdrper Anti-CD26 von Abcam (1:1000) und dem
Sekundarantikorper Anti-Maus von Thermofisher (1:1500) (Abb.5). AuRerdem wurde in den
Zellkulturiiberstanden die DPP4-Aktivitat mittels eines Verfahrens der photometrischen Detektion des
Substratumsatzes bestimmt (Abb. 6). Die erwartete Bandengrofle fiir den Nachweis von DPP4 mit
dem Anti-CD26 Antikorper von Abcam liegt bei 88 kDa. Treten kleinere Banden ober- und unterhalb
der erwarteten Produktbande auf, handelt es sich laut Herstellerangaben um Modifikationen des
Zielproteins.

Die Testosteronbehandlung der COV434 Zellen fuhrt unabhangig von der eingesetzten Konzentration
zu einer leichten Abnahme der Proteinmenge und Aktivitdt des DPP4-Proteins im Vergleich zur
DMSO-behandelten Kontrolle. Die Behandlung der Zellen mit der biologisch aktiven Form des
Testosteron, DHT, zeigt eine leichte Zunahme der Proteinmenge im Zellkulturliberstand, die
gemessene DPP4-Aktivitat hingegen ist unabhangig von der Konzentration geringer im Vergleich zur
DMSO-behandelten Kontrolle. Die KGN-Zellen zeigen nach der Behandlung mit einer sehr hohen
Testosteronkonzentration sowie durch Behandlung mit der aktivierten Form DHT eine Zunahme der

DPP4-Proteinmenge im Zellkulturiiberstand. Dies zeigt sich auch in der Messung der DPP4-Aktivitat.

Testosteron[nh]  DHT [nM]

ub DMSO 10 50 100 1 25 50
- " '.g"’.. . .

COV434

100
70
55

KGN

Abbildung 5 Western Blot. Nachweis von ca 88 kDa groRen DPP4-Protein im Zellkulturiiberstand. Es
wurden je 2 ul Probe aufgetragen. (ub-unbehandelte Kontrolle; DMSO-Lésungsmittelkontrolle)
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Abbildung 6 Relative DPP4-Aktivitdt im Zellkulturiberstand der Granulosakarzinomzelllinien
COV434 und KGN (t-Test, n=9; * p<0,05).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass ein in vitro simulierter Hyperandrogenismus zu
leichten Anderungen der freigesetzten DPP4-Menge in den Zellkulturtiberstand filhrt. Dabei reagieren
die beiden Granulosazelllinien KGN und COV434 nicht homogen. Wéhrend die DPP4-Aktivitat im
Uberstand der COV434-Zellen unverandert bleibt oder eher sinkt, nimmt sie im Uberstand der KGN-
Zellen durch Steroidbehandlung signifikant zu.

4.2.2 Einfluss der Steroidhormone Testosteron und DHT auf DPP4-mRNA-Expression

Es soll eine magliche transkriptionelle Regulation der DPP4 mRNA-Expression durch die Behandlung
der Granulosakarzinomzellen mit den Steroidhormonen untersucht werden. Dafilir wird die RNA nach
72 h isoliert, in cDNA transkribiert und die DPP4 mRNA-Expression mit Hilfe einer quantitativen
Realtime PCR ermittelt (Abb. 7).
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Abbildung 7 Quantitative Realtime-PCR. Darstellung der n-fachen DPP4-mRNA-Expression
beziiglich der DMSO-Ldsungsmittelkontrolle (t-Test, n=9; * p<0,05).
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Es wird deutlich, dass die DPP4 mRNA-Expression in den KGN-Zellen mit steigender
Hormonkonzentration um das zwei- bis vierfache zunimmt. Die mMRNA-Expression in den COV434-
Zellen hingegen nimmt nach Behandlung mit 10 nM Testosteron oder 1 bzw. 25 nM DHT zun&chst
ab, steigt jedoch nach Behandlung mit supraphysiologischen Hormonkonzentrationen ebenfalls leicht

an.

4.2.3 Einfluss der Substanzen Insulin und Glukose auf DPP4-Proteinexpression

Die Analyse des Einflusses von Insulin und Glukose auf die DPP4-Proteinexpression soll im
Zellkulturtiberstand der Granulosakarzinomzellen COV434 und KGN nach 72 stundiger simulierter
Hyperinsulindmie bzw. Hyperglykdmie untersucht werden. Der Nachweis von DPP4-Protein im
Zellkulturtiberstand erfolgte ebenso mit dem monoklonalen Primarantikdrper Anti-CD26 von Abcam
(1:1000) und dem Sekundarantikérper Anti-Maus von Thermofisher (1:1500) (Abb. 8). Zudem wurde
in den Zellkulturiiberstdanden die DPP4-Aktivitat mittels eines Verfahrens der photometrischen
Detektion des Substratumsatzes bestimmt (Abb. 9).

kDa Insulin [nh] Glucose [mh]
ub 0,5 10 50 5 50 100
100 — — S
55
70 - B
55
i

Abbildung 8 Western Blot. Nachweis von ca 88 kDa DPP4-Protein im Zellkulturiiberstand. Es
wurden je 2 ul Probe aufgetragen. (ub-unbehandelte Kontrolle)

Die DPP4-Proteinmenge im Zellkulturiiberstand der COV434- und KGN-Zellen verandert sich mit
steigender Insulinkonzentration etwas, die DPP4-Aktivitat im Uberstand der KGN-Zellen bleibt
jedoch konstant, im Uberstand der COV434 nimmt sie ab. Eine Behandlung mit Glukose zeigt
unabhdngig wvon der Konzentration eine Zunahme der Proteinmenge der COV434-
Zellkulturiiberstdnde. Die Aktivitat ist bei einer Behandlung mit 5 mM bzw. 50 mM Glukose ebenfalls
erhoht, im supraphysiologischen Konzentrationsbereich sinkt sie hingegen ab. Im Gegensatz dazu
zeigt die Glukose-Behandlung der KGN-Zellen unabhéngig von der Konzentration eine Abnahme der
DPP4-Aktivitat, obwohl die Proteinmenge dhnlich wie bei den COV434-Zellen zunimmt.
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Abbildung 9 Relative DPP4-Aktivitat im Zellkulturliberstand der Granulosakarzinomzelllinien
COV434 und KGN (t-Test, n=9; * p<0,05).

4.2.4  Einfluss der Substanzen Insulin und Glukose auf DPP4-mRNA Expression

Im Gegensatz zur Proteinexpression zeigt die Untersuchung der DPP4 mRNA-Expression in
COV434-Zellen mittels quantitativer Realtime-PCR keine Veranderung unabhangig der eingesetzten
Konzentrationen Insulin oder Glucose. Auch in den KGN-Zellen bleibt die Expressionsrate nahezu

konstant.
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Abbildung 10 Quantitative Realtime-PCR. Darstellung der n-fachen DPP4-mRNA-Expression
beziiglich der unbehandelten Kontrolle (t-Test, n=9; * p<0,05).

4.25 Untersuchungen zur Promotorregulation mittels Luziferase-Reportergen-Assay

Es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung der Granulosazellen mit den Steroidhormonen
Testosteron und DHT zur Steigerung der DPP4-mRNA-Expression fihrt. Unter Zuhilfenahme eines
Transkriptionsfaktor-Suchprogrammes TFSearch konnten in silico jedoch keine kanonischen

Androgenrezeptor-Bindestellen in der Promotorregion des DPP4-Gens identifiziert werden. Deshalb
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soll mittels Luziferase-Reportergen-Assay die Frage geklart werden, ob die Steroidhormone die

Genexpression uber die Wechselwirkung mit der Promotorregion bewirken. Daflr wurde die fast

2000 bp lange Promotorsequenz in ein passendes Vektorsystem kloniert. Das enthaltene Luziferasegen

wird demzufolge transkribiert, wenn die Hormone eine DPP4-Promotor aktivierende Wirkung

besitzen. Ein Anstieg des durch Luziferaseaktivitdt verursachten Lumineszenzsignals Kkorreliert

deshalb mit der Wirkung des Hormons auf die DPP4-Promotorregion.

Die Plasmide konnten in COV434-Zellen erfolgreich eingebracht werden, sodass die Promotorstudien

in dieser Zelllinie durchgefiihrt werden.

300 300

250 250 - -
200 * 200
5 150 S 150
100 100
50 4 50
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0 10 50 | 100 0 1 25 50

Testosteron [nM] DHT [nM]
BCOV 434 BCOV 434
Abbildung 11 Luziferase-Reportergenassay. Relative Lumineszenz nach

Steroidhormonen Testosteron und DHT (t-Test, n=9; * p<0,05).
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Abbildung 12 Luziferase-Reportergenassay. Relative Lumineszenz nach Behandlung mit Insulin oder
Glukose (t-Test, n=9; * p<0,05).
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Lumineszenzsignales nach 48 stiindiger Inkubation der Zellen mit den Steroidhormonen Testosteron
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und DHT oder Glucose. Mit steigender Insulin-Konzentration nimmt die Promotorstimulation ab
(Abb. 12).

4.2.6  Zellbiologische Effekte der Hormonbehandlung

Ziel der Untersuchungen ist es, den Einfluss der Hormonbehandlung auf die Viabilitat und das
Proliferations- sowie Apoptoseverhalten der Zellen zu untersuchen. Zur Bestimmung der
Zellviabilitatsrate wurde ein Sulforhodamin B (SRB) —Assay durchgefuhrt, welcher auf der Anfarbung
lebender Zellen beruht. Bei zu Beginn identisch eingestreuten Zellzahlen kann bei einer Anderung der
Farbintensitat auf eine Verénderung der Zahl vitaler Zellen geschlossen werden. Die Bestimmung der
Proliferationsrate erfolgte Uber die Messung eines Farbumschlages hervorgerufen durch
Substratspaltung in metabolisch aktiven Zellen. Das Apoptoseverhalten der Zellen wurde untersucht,
in dem das Verhdltnis der Aktivitat der Caspasen 3 und 7 ermittelt wurde.
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Abbildung 13 Effekte der Steroidhormone auf Viabilitat, Proliferations- und Apoptoseverhalten der
Granulosazellen (t-Test, n=9; * p<0,05).

50



Die Behandlung mit Testosteron beeintréchtigte Viabilitdt und Proliferationsverhalten der
Granulosazellen nicht, eine konzentrationsunabhdngige Abnahme der Apoptoserate konnte jedoch
detektiert werden (Abb. 13). Die aktivierte Form DHT senkt die Vitalitdt der COV434-Zellen, auch

eine verminderte Proliferationsrate ist zu erkennen. Das Apoptoseverhalten nimmt jedoch nicht zu,

sondern sinkt mit steigender Konzentration ebenfalls leicht. Die KGN-Zellen hingegen zeigen eine
deutlich verminderte Apoptoserate, mit steigender Konzentration wird dieser Effekt aber wieder
schwécher. Das Proliferationsverhalten der KGN-Zellen veréndert sich nicht, die Viabilitdt nimmt nur
in Anwesenheit geringer DHT-Konzentration zu, bei héheren DHT-Konzentrationen zeigt sich kein
Unterschied zu den unbehandelten Zellen.

Die Behandlung der Zellen mit Insulin (Abb. 14) zeigt eine konzentrationsabhangige positive Wirkung
auf die Viabilitdit der COV434-Zellen. Gleichzeitig steigt auch die Proliferationsrate durch die
Behandlung mit Insulin stark an. Bei den KGN-Zellen konnte ebenfalls ein positiver, wenn auch nicht
so starker Effekt auf die Viabilitat detektiert werden, die Proliferation der Zellen bleibt jedoch

unveréndert. Die Apoptoserate nimmt bei beiden Zelllinien abhangig von der Insulinkonzentration ab.
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Abbildung 14 Effekte von Insulin auf Viabilitat, Proliferations- und Apoptoseverhalten der
Granulosazellen (t-Test, n=9; * p<0.,05).

Glukose bewirkt in den Granulosazellen eine entgegengesetzte Wirkung im Vergleich zu Insulin
(Abb. 15). Die Viabiliat beider Zelllinien nimmt mit steigender Glukosekonzentration immer stérker
ab, ebenso sinkt die Proliferationsrate. Glukose steigert das Apoptoseverhalten der Zellen, wobei fiir
die KGN-Zellen ein viel starkerer Effekt eintritt als bei COV434-Zellen.
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Abbildung 15 Effekte von Glukose auf Viabilitat, Proliferations- und Apoptoseverhalten der
Granulosazellen (t-Test, n=9; * p<0,05).

Zusammenfassend konnten in vitro Simulationsversuche zeigen, dass eine hohe Konzentration der
Steroidhormone Testosteron und DHT eine Zunahme der DPP4-mRNA Expression hervorrufen kann.
Im Zellkulturtiberstand war ebenso eine Anderung der DPP4-Proteinmenge und Aktivitat detektierbar.
In Promotorstudien zeigte sich schlieBlich, dass die Steroidhormone einen direkten Einfluss auf die
Promotoraktivierung zu haben scheinen, auch wenn in silico Studien zu Folge keine direkte

Bindungsregion im Promotorbereich nachweisbar war.

In  Promotorstudien zeigte die Behandlung mit Glucose ebenso eine Verstarkung der
Promotoraktivitat. Erstaunlicherweise war jedoch kaum eine Steigerung der mRNA-Expression zu
verzeichnen, obwohl im Zellkulturiiberstand beider Zelllinien eine erhdhte DPP4-Proteinmenge
nachgewiesen werden konnte. Eine Behandlung mit Insulin bewirkt im Vergleich dazu die wenigsten
Veranderungen in mRNA- oder Proteinexpression. Promotorstudien bestatigen, dass Insulin kaum
einen Einfluss auf die Aktivitat des DPP4-Promotors zeigt.

4.3 Untersuchungen zu putativen microRNA Regulatoren der DPP4-Expression

Im Mittelpunkt dieser Versuche steht die Fragestellung, ob die DPP4-Expression méglicherweise einer
Regulation durch microRNAs unterliegt und ob eben diese an der Zunahme der DPP4-Konzentration

und Aktivitat im Serum von PCOS-Patientinnen beteiligt sein kdnnten.

Zunéchst war das Ziel der Untersuchungen, microRNAs zu identifizieren, die als potentielle
Regulatoren der DPP4-Expression in Frage kommen. Dazu erfolgte in silico die Auswahl in Frage
kommender microRNAs mit potentieller Bindestelle im 3°-UTR-Bereich des DPP4-Gens mit Hilfe 3
verschiedener Datenbanken (TargetScan, Pictar und miRBase). In einem anschlielenden micro Array
konnten fiir die microRNAs hsa-miR-9 und hsa-miR-22 Expressionsunterschiede im Serum von

PCOS-Patientinnen und Nicht-PCOS-Patientinnen nachgewiesen werden. Mittels quantitativer
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Realtime-PCR wurde die Expression dieser microRNAs im Serum aller Patientenproben untersucht.
Zusétzlich erfolgten in vitro mRNA-microRNA-Bindungsstudien, um Aussagen Uber eine mogliche
microRNA-Regulation zu erhalten.

4.3.1 Ildentifikation putativer microRNA-Regulatoren der DPP4-Genexpression

Zur ersten Analyse der microRNA-Expressionsmuster im Serum von PCOS-Patientinnen im Vergleich
zu Nicht-PCOS-Patientinnen wurde ein kommerzieller microRNA micro-Array durchgefiihrt. Die
Dots zeigen dabei immer in Doppelbestimmung einen Nachweis spezieller microRNAs und werden

nach einem Muster nach Herstellerangaben entsprechend ausgewertet.

Gleichzeitig erfolgte in silico die Auswahl von microRNAs mit potentieller Bindestelle im 3‘-UTR-
Bereich des DPP4-Gens mittels der microRNA-Datenbanken miRanda, TargetScan und Pictar. In
Tabelle 8 sind die potentiellen Bindestellen der beiden ausgewahlten microRNAs 9 und 22 dargestellt.
MicroRNA 9 war im Serum der PCOS-Patientin viel starker exprimiert, wahrend microRNA 22 im
microArray nicht nachgewiesen werden konnte. In weiterfiihrenden Untersuchungen soll die

Expression dieser beiden microRNAs im Serum des gesamten Kollektivs analysiert werden.

=Hei =

Abbildung 16 Ausschnitt aus microRNA-microArray Membran. Nachweis von im Serum
zirkulierenden microRNAs.

Tabelle 8 microRNAs mit putativer Bindestelle im DPP4 3°UTR

Datenbanken Bereich in
. . Target Seed-Sequenz DPP4-mRNA
Pictar miRanda Scan (3‘UTR)
9 9 9 3 AGUAUGUCGAUCUAUUGGUUUCU 3487-3493
22 22 22 3 UGUCAAGAAGUUGACCGUCGAA 3632-3638

4.3.2 Untersuchung zur Korrelation der microRNA- und DPP4-Expression im Serum

Mittels quantitativer Realtime-PCR soll die Expression der microRNAs 9 und 22 im Serum aller
Patientenproben untersucht werden. Dazu erfolgte mittels Trizol/Chloroform-Féllung die Extraktion
der microRNAs aus dem Serum. Diese wurden anschlieBend mit Hilfe des TagMan-Systems in cDNA
transkribiert und mittels quantitativer Realtime-PCR die Expressionsrate im Serum analysiert. Als
Referenz-microRNA diente microRNA 16. Diese zeigte sich unabhangig von der PCOS-Diagnose als
nahezu konstant exprimiert. Die ermittelten Expressionsdaten wurden anschliefend ebenfalls mittels

SPPS statistisch ausgewertet.
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Tabelle 9 Bivariate Korrelation nach Spearman-Rho

DPP4 Aktivitat [nmol/(I*s)] DPP4 Konzentration [ng/ml]
Spearman-Rho n R P n R P
microRNA 22 277 -0,137 0,022 266 -0,207 0,001
microRNA 9 277 -0,034 0,572 266 0,065 0,288

Fur die Expression der miR-22 kann ein signifikanter indirekter Zusammenhang mit der gemessenen
DPP4-Konzentration bzw. DPP4-Aktivitdt im Serumgezeigt werden (Tab. 9). Fur die Expression der
miR-9 trifft dies hingegen nicht zu.

Es zeigt sich kein signifikanter Expressionsunterschied der im Serum zirkulierenden microRNAS
zwischen PCOS-Patientinnen und Nicht-PCOS-Patientinnen.

4.3.3 microRNA-mRNA-Bindungsstudien mittels Luziferase-Reportergen-Assay

Ein Luziferase-Reportergen-Assay soll Aufschluss dartber bringen, ob die microRNAs tatséchlich an
die in silico gefundenen Bindesequenzen binden und dadurch die DPP4-Expression regulieren kdnnen.
Dazu wurden Plasmide generiert, die nach dem Renillafly Luziferase-Gen den gesamten DPP4 3°'UTR
enthalten. Durch Mutagenese wurde zusatzlich entweder an der microRNA 9 Bindestelle oder
microRNA 22 Bindestelle jeweils eine Base verandert. Somit wurden insgesamt 3 Plasmide fir die
Bindungsstudien generiert und sind wie folgt bezeichnet: Wildtyp 3’UTR - wt; Mutation in
Bindestelle der microRNA 9 - 9mtl; Mutation in Bindestelle der microRNA 22 - 22mtl. Ist die
Bindestelle mutiert, sollte ein Binden der microRNA nicht stattfinden und dadurch eine Aufhebung

des reprimierenden Effektes zu beobachten sein. In Abbildung 17 ist die relative Lumineszenz

dargestellt.
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Abbildung 17 Luziferase-Reportergenassay in COV434.Relative Lumineszenz nach Zugabe von
microRNA 9 oder microRNA 22 (t-Test, n=9; * p<0,05). (wt-Wildtyp; mtl-1 Mutation in
Bindestelle)
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Das Renillafly Luziferasegen wird ber einen T7-Promotor konstitutiv exprimiert und enthalt jeweils
den Wildtyp bzw. mutierten 3°’'UTR des DPP4-Gens.Durch Zugabe der microRNAs 9 und 22 zum
Wildtyp 3’UTR (wt) nimmt die Lumineszenz um etwa 15 bis 20% signifikant ab. Ist die Bindestelle

mutiert, zeigt sich keine Lumineszenzabnahme.

Damit konnte gezeigt werden, dass die microRNAs 9 und 22 an den 3°’UTR der DPP4-mRNA binden

konnen und dass die in silico ermittelten Bindesequenzen in vitro bestatigt werden konnten.

4.3.4 Einfluss der microRNAs auf DPP4-mRNA Expression

Mittels Luziferase-Reportergen-Assay konnte eine direkte microRNA-Bindung an dem 3’UTR der
DPP4-mRNA nachgewiesen werden. In weiterfiihrenden Expressionsanalysen soll untersucht werden,
ob die microRNAs in vitro als Regulatoren der mMRNA-Expression fungieren.

Dazu wurden die COV434 und KGN Zellen mit 25 nM Vorlaufer microRNA behandelt. Nach
48 Stunden erfolgte die RNA-Isolation und cDNA-Synthese. Eine mdgliche transkriptionelle
Regulation der mRNA wurde mittels quantitativer Realtime-PCR untersucht (Abb. 18). Mittels
Western Blot soll untersucht werden, ob eine Regulation der DPP4 Expression auch auf translationaler
Ebene nachweisbar ist. Der Nachweis von DPP4-Protein im Zellkulturiiberstand erfolgte ebenso mit
dem monoklonalen Primérantikorper Anti-CD26 von Abcam (1:1000) und dem Sekundérantikorper
Anti-Maus von Thermofisher (1:1500) (Abb. 19).
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Abbildung 18 Quantitative Realtime-PCR. Darstellung der relativen DPP4-mRNA-Expression
bezuglich der mit negativ-mimic behandelten Kontrolle (t-Test, n=9; * p<0,05).
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In den COV434 Zellen nahm die DPP4 mRNA-Expressionsrate nach Behandlung mit microRNA 22
signifikant um fast 50% ab, in den KGN-Zellen sank sie auch signifikant um etwa 10 %. Der Effekt
der microRNA 9 war in den Granulosazelllinien hingegen nicht homogen. Wahrend die Expression in
den COV434 Zellen abnahm, nahm sie in den KGN-Zellen signifikant stark zu.

4.3.5 Einfluss der microRNAs auf DPP4-Protein Expression

Da mittels quantitativer Realtime PCR-Analyse ein regulierender Effekt der microRNA22
nachgewiesen werden konnte, soll nun auch die DPP4-Proteinmenge im Zellkulturiiberstand der
COV434 tberpruft werden.

Im Western Blot I&sst sich eine leichte Reduktion der DPP4-Proteinmenge nach Behandlung mit
microRNA 22 vermuten. Jedoch nur bei einer minimalen Auftragungsmenge von 1 pul

Zellkulturiiberstand und einer sehr geringen Belichtungszeit von 3 Sekunden.

kDa Ko negmi miR9 miR22

100+ 'ﬂ--

70 -

55 -

Abbildung 19 Western Blot. Nachweis von ca 88 kDa DPP4-Protein im Zellkulturiiberstand der
COV434 Zellen. Es wurde je 1 pul Probe aufgetragen. Belichtungszeit 3 Sekunden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die microRNA 9 und 22 an der 3’UTR DPP4 mRNA
bindet. Bei Anwesenheit der microRNA 22 erfolgte eine Reduktion der DPP4-Expression in den
Granulosakarzinomzelllinien COV 434 und KGN. Diese in vitro gewonnenen Ergebnisse bieten eine
mdogliche Erklarung fur den in vivo statistisch ermittelten indirekten Zusammenhang von microRNA-
Menge und DPP4-Menge im Serum der Patientinnen.
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5 Diskussion

Das Polyzystische Ovarsyndrom (PCOS) ist eine der haufigsten weiblichen endokrinen Erkrankungen
und betrifft etwa 5-10 % der Frauen im reproduktiven Alter [4]. 2003 wurden von der European
Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) diagnostische Kriterien festgelegt, nach
denen die Diagnose erfolgt [70]. Die Rotterdam-Kriterien beinhalten: (1) ovulatorische und
menstruelle Dysfunktion wie Oligo- bzw. Amenorrhd und/oder (2) polyzystische Ovarien und/oder
(3) das Auftreten eines klinischen oder biochemischen Hyperandrogenismus. Desweiteren zeigen die
Betroffenen begleitende Erkrankungen wie Adipositas, Insulinresistenz oder Diabetes mellitus Typ 2
[75]. Escobar-Morreale hat PCOS als eine komplexe genetische Erkrankung beschrieben [32]. Zum
jetzigen Zeitpunkt konnte weder ein biochemischer noch genetische Marker identifiziert werden, der
sich als Referenz zur Diagnose des PCOS durch einen einfachen diagnostischen Test eignet [3].
Generell sollte ein potentielles Referenzgen mit der Steroidsynthese, der Follikulogenese sowie dem

Insulin- und Glukose-Stoffwechsel in Verbindung gebracht werden kénnen [32].

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob sich die zirkulierende DPP4-Menge im Serum
von PCOS-Patientinnen und Nicht-PCOS Patientinnen unterscheidet. Die DPP4 spielt in der
Regulation des Insulin- und Glukose-Stoffwechsels eine wichtige Rolle [73]. Um zu untersuchen, ob
die DPP4 einen mdoglicher Verknlpfungspunkt der metabolischen und reproduktiven Prozesse
darstellen konnte, wurde die Aktivitat und Konzentration der DPP4 im Serum von 288 Patientinnen
(134 PCOS-Patientinnen und 154 Nicht-PCOS Patientinnen) bestimmt. Lamers et al. beschrieben eine
basale DPP4-Serumkonzentration von 200 bis 600 ng/ml [54]. In dieser Arbeit zeigte sich ein
Konzentrationsbereich von 330 bis 780 ng/ml in beiden Gruppen. Jedoch ist die mediale
Serumkonzentration der DPP4 bei PCOS-Patientinnen signifikant hoher als bei Nicht-PCOS-
Patientinnen. Die DPP4 Serumaktivitdt war ebenfalls in PCOS-Patientinnen signifikant erhoht.
Unabhéngig von der PCOS-Diagnose waren DPP4-Konzentration und Aktivitdt bei Frauen mit
Hyperandrogenismus und/oder polyzystische Ovarien und/oder Menstruationsstérungen signifikant
erhdht. Dass eine hohere Menge ménnliche Geschlechtshormone eine Erhéhung der DPP4-Aktivitat
im Serum beglinstigt, zeigt eine Studie von Durinx et al., in der die DPP4-Serum-Aktivitat im Serum
von Mannern und Frauen ohne hormonelle Therapien (Kontrazeption oder Hormonersatz) verglichen
wurde [26].

Im Gegensatz zu anderen Studien [54, 52] zeigte sich in dieser Arbeit kein Zusammenhang zum
BodymaRindex (BMI) der Patientinnen. In der Literatur wird beschrieben, dass das Alter [58] und die
Medikation mit Anti-Diabetes-Therapeutika wie zum Beispiel Metformin [34] die DPP4 Aktivitét
beeinflussen kann. Dies kdnnten mdgliche Griinde dafir sein, dass in dieser Studie kein Unterschied in
der DPP4-Aktivitat von leichten, normalgewichtigen und ubergewichtigen Patientinnen zeigte. Kirino
et al. beschreiben, dass es schwierig ist, aus den bisherigen Studien eine Beziehung zwischen DPP4-

Aktivitdt und der Menge Blutglukose und BMI zu definieren. Zum einen sind die Ergebnisse der
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einzelnen Studien untereinander kontrovers und die untersuchten Patienten haben unterschiedliche
klinische Hintergriinde, welche in den Studien nicht beachtet wurden [52]. Kirino und sein Team
zeigten erstmals in einer Patientengruppe von 165 gesunden jungen Mannern und Frauen ohne
Medikation, dass die DPP4-Aktivitdt im Plasma hoch signifikant mit dem BMI korreliert [52].
Desweiteren wurde DPP4 als Adipokin identifiziert und als potentieller Verknupfer von Ubergewicht
und metabolischen Syndrom diskutiert [54]. Bis zu diesem Zeitpunkt gibt es keine Studien dartber,
die untersucht haben, ob DPP4 eine Rolle bei der Ausbildung des PCOS spielen kénnte. DPP4 ist aus
metabolischer Sicht bis jetzt bereits als Schlisselfaktor bei der Insulinresistenz und der Entwicklung
eines Diabetes mellitus bekannt und sehr gut untersucht. Denn die Regulatoren der Glukose-
Homdbostase, GLP-1 (Glukagon-ahnliches Peptid-1) und GIP (Glukoseabhdngiges insulinotropes
Peptid), sind Substrate der DPP4 [37]. Zur Behandlung von Diabetes mellitus gibt es eine Reihe von
Medikamenten, die zusatzlich zur herkdbmmlichen Metformin-Therapie verabreicht werden [24]. In
dieser Studie erhielten 68 % der PCOS Patientinnen Metformin, obwohl nur die Halfte von ihnen
tatsdchlich an Diabetes mellitus leiden oder erblich vorbelastet sind. Metformin wird in der PCOS
Therapie haufig als Medikament eingesetzt, obwohl dies auBRerhalb seines Zulassungsbereiches liegt.
Doch es konnte in mehreren Studien nachgewiesen werden, dass die Metformingabe zu einer
Normalisierung des Menstruationszykluses bei Frauen mit Oligo- oder Amenorrhd flhrt [38, 39].
Metformin fordert die Wiederherstellung eines ausgeglichen Hormonhaushaltes, unterstiitzt die
Senkung eines zu hohen Androgenspiegels und tragt zur Normalisierung des Menstruationszykluses
bei [61, 21]. Der niedrige Progesteron-Wert der PCOS-Patientinnen im Vergleich zu Nicht-PCOS-
Patientinnen weist deutlich darauf hin, dass die meisten PCOS-Patientinnen keinen nattrlichen
Monatszyklus haben. Progesteron wird am Ende des Monatszyklus nach dem Eisprung vom
Gelbkorper verstarkt produziert und soll den weiblichen Korper unter anderem auf eine magliche
Schwangerschaft vorbereiten [60]. Kommt es zu keiner Befruchtung und Einnistung der Eizelle, wird
der Gelbkorper abgebaut und der Progesteron-Wert fallt wieder ab. AnschlieBend setzt die
Monatsblutung ein [60]. Haufig bleibt bei PCOS-Patientinnen der Eisprung aus, wodurch kein
Gelbkorper entsteht und somit auch kein Progesteron gebildet wird. Es ist anzumerken, dass in der
Nicht-PCOS-Gruppe Frauen zusammengefasst wurden, die in unterschiedlichen Stadien ihres Zyklus
sind. Der tatsachliche mediale Progesteron-Wert am Zyklusende kann durchaus noch vielfach héher

sein, als der angegebene Wert in Tab. 3.

Auch wenn bis jetzt noch kein eindeutiger diagnostischer Marker fiir PCOS gefunden wurde, werden
im klinischen Alltag diagnostische Parameter wie beispielsweise der AMH-Wert zusatzlich zur
Diagnose mittels Rotterdam-Kriterien zu Rate gezogen. Das Anti-Mdiller-Hormon wird von
Granulosazellen heranreifender Follikel freigesetzt und korreliert stark mit der Antralfollikel-Anzahl
[27]. Mit zunehmendem Alter nimmt die Zahl der Antral-Follikel und somit auch der AMH-Spiegel ab
[80]. In dieser Arbeit zeigte sich wie auch in anderen Studien eine signifikante vierfache Erhdhung des

Serum-AMH Spiegels in PCOS Patientinnen [55, 90]. Es kann ausgeschlossen werden, dass dieser

58



Unterschied altersbedingt ist, da das Durchschnittsalter der beiden Gruppen mit 29 Jahren (PCOS) und
32 Jahren (Nicht-PCOS) nicht stark voneinander abweicht. Dewailly et al. publizierten bereits 2010,
dass ein erhohte AMH Serumspiegel sehr typisch fir PCOS Patientinnen ist und sprach sich dafiir aus,
dies mit in die Reihe der diagnostischen Kriterien aufzunehmen, um die Zahl der Fehldiagnosen
(Falschpositive und Falschnegative Diagnosen gleichermalen) zu verringern [23].

Es zeigte sich in der statistischen Analyse dieser Arbeit nach Spearman-Rho ein hoch signifikanter
positiver Zusammenhang zwischen dem AMH-Spiegel und der DPP4-Aktivitat sowie Konzentration
im Serum aller Patientinnen unabhéngig von der Diagnose. Aus der Literatur ist dazu bis heute keine
Studie verdffentlicht. Der statistische Test zur Beurteilung des Potentials des AMH-Serumspiegels,
auf ein vorhandenes PCOS hinzuweisen, zeigte mit einem AUC von 0,8 deutlich die Tauglichkeit des
Hormons als Marker fir PCOS-Diagnose. Die Flache kann Werte zwischen 0,5 und 1 annehmen,
wobei ein héherer Wert die bessere Glite anzeigt, zwischen positiven und negativen (falschpositiven
bzw. falschnegativen) Diagnosen zu unterscheiden. Die gemessene DPP4-Aktivitat bzw.
Konzentration zeigte mit einer AUC von 0,6 nur eine schwache diagnostische Relevanz fiir einen
geeigneten Marker. Bezliglich des signifikanten Zusammenhanges zwischen DPP4-Menge und dem
AMH-Spiegel im Serum sowie der Tatsache, dass PCOS-Patientinnen eine signifikant hohere
DPP4-Menge im Serum aufzeigen, sollte die DPP4 bei der Aufklarung des Mechanismus des PCOS

im Rahmen dieser Arbeit dennoch weiter untersucht werden.

Im Anschluss an die klinische statistische Studie stellte sich die Frage, wodurch der erhéhte DPP4-
Serumspiegel in Frauen mit PCOS hervorgerufen wird. Da die Betroffenen zumeist an einem
hormonellen Ungleichgewicht leiden, sollten in vitro die verschiedenen PCOS-typischen Symptome
simuliert werden. Fir die Untersuchungen wurden die Zelllinien COV 434 und KGN verwendet.
Diese humanen Zellen entstammen aus hochgradigen Granulosazelltumoren des Ovars, wobei die der

Ursprungstumor der COV 434 Zellen bereits metastasiert war, der der KGN-Zellen noch nicht [48].

Es ist bekannt, dass Androgene eine wichtige Rolle in der Entwicklung und Funktion der Ovarien
spielen [79]. Sen und Hammes zeigten mit einem knockout Mausmodell, in dem das
Androgenrezeptor-Gen deaktiviert war, dass die Ovulationsrate abnahm, was unter anderem die
Fertilitdt der weiblichen Mause beeintréchtigte. Desweiteren stellten sie fest, dass die Oozytenreifung
nach Stimulation mit Androgenzugabe ausblieb [79]. Ebenso wird angenommen, dass Androgene fur
das stagnierende Follikelwachstum in PCOS-Patientinnen mit polyzystischen Ovarien verantwortlich
sind, welches aus einem Hyperandrogenismus hervorgehen kann [41, 29]. Es sind bis jetzt nur wenige
Gene im Ovar bekannt, die tber die Aktivierung des Androgenrezeptors durch Androgene reguliert

werden [95]. Unter anderem wird dariiber die Expression des FSH-Rezeptors verstérkt [94].

Es ist weiterhin bekannt, dass Testosteron die Aromatase-Expression in Granulosazellen (ber
Stimulation des Promotors verstérkt [35, 46, 95]. Der molekulare Wirkmechanismus der Androgene

ist schon seit langem bekannt und gut untersucht. Ein Teil des Testosterons wird durch eine
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Steroid-5a-Reduktase in das stirkere Androgen DHT umgewandelt, beide Androgene interagieren mit
dem intrazelluldren Androgenrezeptor [14, 15]. Dieser Komplex kann eine Expressionssteigerung oder
Hemmung Androgen-responsiver Gene hervorrufen, in dem er an Androgen-responsive Elemente
(ARE) in deren Promotorbereich bindet [16].

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob ein fur PCOS typischer Hyperandrogenismus und damit
verbunden die erhthte Steroidkonzentration die Erhéhung der DPP4-Menge im Serum von PCOS-
Patientinnen hervorrufen koénnte. Zur Simulation eines Hyperandrogenismus wurden die
Granulosakarzinomzellen COV 434 und KGN mit verschiedenen Konzentrationen der
Steroidhormone Testosteron und Dihydrotestosteron inkubiert. Die Effekte auf die DPP4-mRNA
Expression wurden im Isolat der zellularen RNA untersucht. Der Einfluss auf die Proteinexpression
sollte am Gehalt der DPP4-Menge im Zellkulturiiberstand untersucht werden. Dies ermdglicht einen
besseren Vergleich in vivo ermittelter Zusammenhdnge mit in vitro gemessenen Daten.

Untersuchungen in diesem Zusammenhang sind aus der Literatur nicht bekannt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Behandlung der Granulosazellen mit Androgenen eine
Steigerung der DPP4-mRNA-Expressionrate hervorruft. Dabei reagierten die KGN-Zellen bereits in
der Anwesenheit physiologischer Konzentrationen Testosteron und DHT mit einer Verdopplung der
Expressionsrate. Wurden die Zellen mit hoheren Konzentrationen Steroide behandelt, stieg die DPP4-
Expressionsrate sogar um das 3 bis 4,5-fache. In den COV 434 Zellen stieg die Expression nur unter
Behandlung mit supraphysiologischen Konzentrationen Testosteron und DHT leicht an. Betrachtet
man die Menge freigesetztes DPP4 im Zellkulturtberstand der Granulosakarzinomzellen, lasst sich
keine Zunahme in dieser GroRenordnung feststellen. Es scheint, dass nur die Behandlung mit der
biologisch aktiveren Form DHT eine leichte Zunahme der Proteinmenge im Uberstand der beiden
Zelllinien COV 434 und KGN hervorruft. Untersucht man die dazugehérige Aktivitat der DPP4, zeigt
sich auch hier fir die KGN-Zellen eine erhohte DPP4-Aktivitat im Zellkulturiiberstand nach
Behandlung der Zellen mit supraphysiologischen Konzentrationen DHT. Im Uberstand der COV 434
Zellen veranderte sich die Aktivitdt der DPP4 im Uberstand kaum, die Behandlung mit DHT
verursachte sogar eine leichte Abnahme. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Androgene
prinzipiell einen stimulierenden Effekt auf die DPP4-Genexpression haben. Wie stark dieser
ausgepragt ist, scheint abhéngig von den Eigenschaften der verwendeten Granulosakarzinomzelllinien

Zu sein.

Es stellte sich anschlieRend die Frage, ob diese Effekte durch eine direkte Stimulation des
DPP4-Promotors durch die Androgene hervorgerufen werden. Dazu wurden Luziferase-Reportergen-
Studien durchgefiihrt. Dafur wurde ein Fragment in einen Luziferase-Expressionsvektor kloniert,
welches den fast 2000 bp langen Promotorbereich des DPP4-Gens kodiert. Das Prinzip des Assay
besteht darin, dass das Luziferasegen nur dann exprimiert werden kann, wenn der kiinstlich eingefiigte

DPP4-Promotor aktiviert wird. Im Versuch zeigte sich eine Verdopplung des Luminseszenzsignals
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durch die Zugabe von DHT, bei einer Behandlung mit Testosteron stieg die Lumineszenz um das 1,5
fache an. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der DPP4-Promotor durch Testosteron, etwas
stérker noch durch DHT aktiviert werden kann. In silico konnte zunachst kein Motiv eines Androgen-
responsiven Elementes gefunden werden. Moglicherweise bindet der Androgen-Rezeptor-Komplex
nur schwach, doch da er im Uberschuss vorliegt, reicht diese schwache Bindung vielleicht aus, um die
Transkription zu verstarken. Ob es vielleicht doch Bindungsmotive gibt und in welchem Bereich des
DPP4-Promotors diese liegen, kénnte untersucht werden, wenn man einzelne Promotorfragmente
untersucht. Dabei ware zu erwarten, dass nur dann eine Anderung des Lumineszenzsignals auftritt,
wenn ein Bereich des Promotors im Luziferase-Expressionsvektor enthalten ist, der die Bindestelle
enthélt. Untersucht man viele kleine Promotorfragmente, lieBe sich der Bereich der Bindestelle

genauer lokalisieren.

Ein signifikanter Anteil der PCOS-Patientinnen leidet auch an Insulinresistenz [25, 32]. Insulin,
freigesetzt aus den B-Zellen des Pankreas, ist beteiligt an der Regulation des Glukose-Stoffwechsels
[25]. Es stimuliert die Glukoseaufnahme vor allem in Muskel, Leber- und Fettzellen, um die Glukose-
Homdostase im Korper aufrecht zu erhalten [96]. Ist die Insulin-Toleranz gestort, entweder durch
defekte Insulinrezeptoren oder durch defekte B-Zellen [25], entwickelt sich eine Insulin-Resistenz.
Diese wiederrum stort die Glukose-Toleranz, wie es in 30 bis 40 % der Frauen mit PCOS der Fall ist
[29]. Die Insulin-Sensitivitét in den Ovarien bleibt jedoch erhalten [25]. So steigert Hyperinsulindmie
zum einen die Androgenproduktion in den Ovarien exzessiv und geht somit mit dem Auftreten eines
Hyperandrogenismus einher [96]. Zum anderen hemmt Hyperinsulindmie die Produktion von SHBG
(Sexualhormon-bindendes Globulin)in der Leber. Dadurch kann weniger freies Testosteron in
Korperflussigkeiten gebunden und dessen biologische Wirkung weniger gehemmt werden [96]. Wie
bereits erwéhnt ist DPP4 aus metabolischer Sicht bis jetzt bereits als Schliisselfaktor bei der
Insulinresistenz und der Entwicklung eines Diabetes mellitus bekannt und sehr gut untersucht. Denn
die Inkretinhormone GLP-1 und GIP sind einerseits hauptverantwortlich fir die Regulation der
Insulinsekretion und andererseits selbst Substrate der DPP4 [37]. Das Enzym DPP4 baut Inkretine,
also GLP-1 und GIP, normalerweise in Minutenschnelle ab. So kénnen diese nur fur sehr kurze Zeit
wirken [73]. Eine Inhibition der DPP4-Aktivitdt ist aus diesem Grund eine der hdufigsten

Therapiemethoden zur Behandlung der Insulinresistenz bei Diabetes mellitus [1].

Es gibt bereits Untersuchungen uber die Regulation der DPP4-Genexpression durch Insulin und
Glukose. Versuche in der Kolonkarzinomzelllinie CaCo-2 zeigten eine negative Korrelation der
DPP4-Expression und den Glukosekonzentrationen, mit denen die Zellen behandelt wurden [42]. Eine
weitere Untersuchung zeigte diesen Zusammenhang in Adipozyten [22]. Das Team um Lamers
beschrieb einerseits erstmals die DPP4 als Adipokin, welches eine Bedeutung fur die Verbindung von
Ubergewicht und metabolischem Syndrom haben kénnte. Andererseits zeigten sie eine Zunahme der

DPP4-Menge im Uberstand kultivierter Adipozyten nach Behandlung der Zellen mit Insulin [54].
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In dieser Arbeit sollte untersucht werden, wie Insulin und Glukose die DPP4-Expression in den
Granulosakarzinomzelllinien COV 434 und KGN regulieren. Dazu wurden die Zellen mit
verschiedenen Konzentrationen Insulin und Glukose behandelt. Die Effekte auf die DPP4-mRNA
Expression wurden im Isolat der zellularen RNA untersucht. Der Einfluss auf die Proteinexpression
sollte am Gehalt der DPP4-Menge im Zellkulturuberstand untersucht werden.

Weder Insulin noch Glukose induzierte eine nennenswerte Veranderung der DPP4 mRNA-Expression
in den Granulosazellen. Im Gegensatz zur Steroidbehandlung reagierten die Zelllinien einheitlich.
Allerdings konnte im Zellkulturtiberstand der COV 434 und KGN Zellen eine Erh6hung der I6slichen
DPP4-Menge nach Behandlung mit Glukose nachgewiesen werden. Im Uberstand der COV 434
konnte zudem eine erhdhte DPP4-Aktivitat detektiert werden, im Uberstand der KGN-Zellen nahm die
Aktivitat hingegen leicht ab. Die Zunahme der DPP4-Menge im Uberstand widerspricht den Daten der
Studien von Gu et al. und Das et al., die eine Abnahme der DPP4-Expression durch Glukose
beobachtet haben [22, 42]. Dieser Unterschied kdnnte auf die verwendeten Zelllinien zurlick geflhrt
werden. Wahrend die vorangegangenen Studien in Kolonkarzinomzellen und differenzierten
Adipozyten durchgefuhrt wurde, sind die Zellmodelle dieser Arbeit Granulosazellen. Zellmodell-
unabhéngig kann jedoch der Luziferase-Reportergen-Assay betrachtet werden. Hierfur wurde derselbe
DPP4 Promotor-Fragment enthaltende Luziferase-Expressionsvektor verwendet, wie in den Studien
der Steroidhormone. Die Zugabe von Insulin stimuliert nur in geringer Konzentration die
Promotoraktivitat. Mit steigender Konzentration sinkt die Lumineszenz, somit auch die Aktivitét des
Promotors. Glukose stimuliert konzentrationsunabhangig im Vergleich zu Insulin leicht die

Promotoraktivitét.

Neben den Untersuchungen des Einflusses PCOS-typischer Symptome auf die DPP4-Genexpression

soll auch der Einfluss auf die Granulosazellen untersucht werden.

Die Behandlung der COV 434 und KGN Zellen mit Testosteron zeigt einen anti-apoptotischen Effekt
in den Granulosakarzinomzelllinien COV 434 und KGN. Dies ergénzt Studien von Ono et al., in der
gezeigt wurde, dass Testosteronmangel mit der Apoptose von COV 434 Granulosazellen einhergeht
[67]. Die aktivierte Steroidform DHT wirkte anti-apoptotisch auf KGN-Zellen, hat jedoch keinen
Einfluss auf deren Proliferationsverhalten. Die Proliferationsrate und Viabilitdt von COV 434 Zellen
nimmt in Anwesenheit von DHT hingegen ab, ein Effekt auf das Apoptoseverhalten wurde nicht
detektiert. Untersuchungen in Ratten-Granulosazellen zeigten, dass eine Hemmung der
Zellproliferation durch DHT dadurch vermittelt wird, dass es unter anderem die Cyclin D2 mRNA-
Expression reprimiert [68]. Cyclin D2 ist ein positiver Zellzyklusregulator, eine Reduktion fiihrt zur
Blockierung des Zellzyklus im Stadium der G1/S-Phase. Dadurch kann die Zelle nicht in die DNA-
Replikationsphase ubergehen. Da fiir eine erfolgreiche Follikelreifung und Ovulation das Wachstum
der Granulosazellen wichtig ist, konnten die pathophysiologischen Bedingungen eines

Hyperandrogenismus an der Ausbildung polyzystischer Ovarien mitverantwortlich sein.
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Je hoher die Konzentration war, mit der COV 434 Zellen inkubiert wurden, stieg auch die
Proliferationsrate der Zellen. Auf die Proliferation von KGN-Zellen hatte Insulin keinen Einfluss. Ein
zunehmend anti-apoptotischer Effekt wurde bei beiden Zelllinien mit steigender Insulinkonzentration
beobachtet. Der Literatur ist zu entnehmen, dass den Insulindhnlichen-Wachstumshormonen IGF-1
und IGF-2 bereits eine Beteiligung an der Induktion mitogener und anti-apoptotischer Signalwege
nachgewiesen werden konnte [59].

Glukose bewirkt in den Granulosazellen genau entgegengesetzte Effekte wie Insulin. Die Viabilitat
beider Zelllinien sinkt zunehmend mit steigender Konzentration. Glukose steigert zudem das
Apoptoseverhalten der Zellen, wobei die pro-apoptotische Wirkung in KGN-Zellen stérker ausgeprégt
war als bei COV 434-Zellen. Laut Literatur kann Glucose sowohl pro- als auch anti-apoptotische
Signalwege in Zellen beeinflussen. Die jeweilige Wirkung ist scheinbar Zelltyp-abhangig. Studien mit
primaren humanen Zellen aus dem Pankreas zeigten ebenfalls eine Apoptose-Induktion nach
Behandlung der Zellen mit Glukose [56]. Die Arbeit von Maedler et al. zeigte, dass die
pro-apoptotische Wirkung in den Zellen durch eine Hochregulation des Fas-Rezeptors verursacht
wird, einem Mitglied der Familie der sogenannten ,Todesrezeptoren“. Untersuchungen in
Schaf-Granulosazellen hingegen zeigten eine Zunahme der Zellzahl nach Inkubation der Zellen mit
Glucose fur 8 Tage [11]. In Studien Uber die Oozytenreifung wurden ebenfalls hemmende und
fordernde Wirkung auf die Reifung selbst beobachtet. Zum einen ist Glukose fir eine
Hormoninduzierte Reifung notwendig, jedoch konnte unter bestimmten Kultivierungsbedingungen
beobachtet werden, dass erhohte Glukosemengen die Reifung von Maus-Oozyten unterdriicken
konnen [13, 19].

Eine vollig andere Art der Gen-Expressionsregulation kann durch microRNA-Bindung am 3’UTR von
mRNAs erfolgen. MicroRNAs sind kurze, endogene, nicht kodierende Einzelstrang-RNA Molekiile,
die durch komplementire Basenpaarung an den 3’UTR einer Ziel-mRNA binden kdnnen, wodurch es
sowohl zur Inhibierung der Translation als auch zur Destabilisierung der mRNA kommen kann [8,
86]. Es gibt bereits viele Studien, welche die Expression von microRNAs in verschiedenen
Komponenten des Ovars untersuchen [86], unter anderem auch in Granulosazellen [83]. Es existieren
zudem bereits einige Untersuchungen zur Bedeutung der microRNAs fir die Ausprdgung der
pathophysiologischen Symptome eines PCOS. So wurden microRNAs identifiziert, die negativ mit
dem Testosteronspiegel der PCOS-Patientinnen korrelieren [84] oder mit dem Auftreten einer
Insulinresistenz einhergehen [74]. Aus diesem Grund sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob die
erhthte DPP4-Expression im Serum von PCOS-Patientinnen durch DPP4-spezifische microRNAs
hervorgerufen werden konnte. Mittels Computertechnik-gestiitzter Untersuchungen konnten einige
potentielle microRNAs identifiziert werden, die eine komplementire Bindung im 3’UTR der DPP4-
MRNA eingehen kénnten. Doch in der Literatur gibt es zu keiner dieser microRNAs Studien uiber eine
mogliche Beteiligung an der Regulation der DPP4-Expression. In einem anschliefenden micro Array

wurde die Expression vieler verschiedener microRNAs im Serum einer PCOS-Patientin und Nicht-
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PCOS-Patientin untersucht. Es zeigte sich ein stark verandertes microRNA-Expressionsmuster im
Serum der PCOS-Patientin. Gestlitzt durch diesen micro Array wurden die beiden microRNAs miR-9
und miR-22 fir weiterfihrende in vitro Untersuchungen ausgewahlt. Fir diese beiden microRNAs
konnte sowohl eine putatitve mogliche Bindestelle im 3’UTR der DPP4-mRNA, als auch ein
verandertes Expressionsmuster im micro Array nachgewiesen werden. AnschlieBend wurden von allen
288 Patientinnen die zirkulierenden microRNAs miR-9 und miR-22 aus dem Serum isoliert. Mittels
quantitativer Realtime-PCR erfolgte die Bestimmung der jeweiligen Expressionsrate im Serum
bezogen auf die Referenz-microRNA 16. Diese zeigte sich in allen Proben unabhéngig von der
jeweiligen Diagnose als nahezu konstant exprimiert. Zudem beschrieb die Gruppe um Song et al. die
microRNA miR-16 als geeignetes Referenzgen fur die microRNA-Analyse im Serum [85].

Die statistische Analyse der ermittelten Daten zeigte einen signifikanten indirekten Zusammenhang
zwischen der zirkulierenden microRNA miR-22 und der im Serum gemessenen DPP4-Aktivitat sowie

Konzentration. Eine Korrelation zum Auftreten eines PCOS konnte nicht nachgewiesen werden.

Der Zusammenhang zwischen zirkulierender miR-22 und DPP4-Menge im Serum kdnnte ein erster
Hinweis auf eine mdgliche microRNA-Regulation der DPP4-Expression durch die microRNA miR-22
sein. Dieser Zusammenhang wurde in Luziferase-Reportergen-Studien néher untersucht. Dazu wurde

der gesamte 3’UTR der DPP4-mRNA in einen geeigneten Luziferase-Expressionsvektor kloniert.

Der verwendete psiCHECK™.-2 Vektor bietet die Méglichkeit, RNA Interferenz durch microRNASs zu
untersuchen. Durch einen dem Luziferasegen vorangeschalteten T7-Promotor wird die fusionierte
MRNA konstitutiv exprimiert. Initiiert die untersuchte microRNA RNA Interferenz gegen den 3’UTR
Bereich, fihrt dies zur Spaltung und nachfolgenden Degradation der fusionierten mRNA. Die
Messung der Abnahme der Luziferase Aktivitdt ist ein geeigneter Indikator des
RNA Interferenzeffektes.

Es konnte eine signifikante Lumineszenzabnahme durch die Behandlung der Zellen mit miR-22
nachgewiesen werden, unabhéngig von der eingebrachten microRNA-Konzentration. Dies ist ein
deutliches Zeichen dafir, dass die DPP4-mRNA ein Zielgen fiir die microRNA miR-22 darstellt. Zur
Uberpriifung, in welchem Bereich die microRNA-Bindung am 3’UTR stattfindet, wurde in den in
silico ermittelten Bereich fiir eine komplementére Basenpaarung an einer Stelle eine Punktmutation
eingeflgt. In diesem Fall kam es zu keiner Lumineszenzabnahme trotz Anwesenheit erhdhter Mengen
microRNA. Dies bestétigt, dass es sich bei der in silico ermittelten Bindestelle um eine tatsachliche
Bindestelle der microRNA miR-22 im 3’UTR der DPP4-mRNA handelt. Da in silico nur dieser eine
Bereich fur eine komplementére Basenpaarung identifiziert wurde und ausschlieBlich eine
Punktmutation ausreichte, um den RNA Interferenzeffekt aufzuheben, kann angenommen werden,
dass es sich um die einzige Bindestelle der microRNA miR-22 im 3’UTR der DPP4-mRNA handelt.

Anderenfalls hatte der Interferenzeffekt nicht nahezu vollstandig aufgehoben werden kénnen.
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In weiterflhrenden Expressionsstudien wurde der RNA-Interferenzeffekt der microRNA mir-22 auf
die intrazellulare DPP4-Expression in den Granulosazelllinien COV 434 und KGN untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass die DPP4-mRNA Expression durch eine Behandlung der COV 434 Zellen
mit miR-22 um tber 50 % reduziert war. In den KGN-Zellen konnte ebenfalls eine Reduktion
nachgewiesen werden, auch wenn diese nicht so stark ausgeprégt war. Auch im Zellkulturiiberstand
von COV 434 Zellen konnte eine leichte Reduktion der DPP4-Menge detektiert werden.

Untersuchungen der microRNA miR-9 zeigte in den Luziferase-Reportergen-Studien ebenfalls einen
RNA-Interferenzeffekt auf die fusionierte mRNA. Dieser Effekt konnte durch das Einfuigen einer
Punktmutation in den in silico ermittelten Bereich flr eine komplementare Basenpaarung jedoch nicht
vollstdndig aufgehoben werden. Dies l&sst vermuten, dass sich neben der untersuchten Bindestelle
noch weitere komplementére Bereiche im 3’UTR der DPP4-mRNA befinden. In silico konnten jedoch
keine zusatzlichen Bereiche identifiziert werden. Interessanterweise zeigte die statistische Analyse der
Expressionsdaten der zirkulierenden microRNA miR-9 und der im Serum gemessenen DPP4-Aktivitat
sowie Konzentration keinen Zusammenhang, obwohl eine microRNA-mRNA-Bindung in vitro
nachgewiesen werden konnte. Mehr Aufschluss iber mogliche RNA-Interferenzeffekte der microRNA
miR-9 auf die intrazellulare DPP4-Expression sollten in vitro Untersuchungen in den
Granulosazelllinien COV 434 und KGN liefern. Hier zeigten sich Uberraschenderweise kontrare
Effekte auf die DPP4-mRNA-Expression in den verschiedenen Granulosazelllinien. In COV 434
Zellen fiihrte die Behandlung mit miR-9 ebenfalls zu einer Reduktion der DPP4-mRNA Expression,
wenngleich der reduzierende Effekt der microRNA miR-22 stérker war. In den KGN Zellen hingegen
sorgte die Behandlung mit miR-9 fiir eine starke Zunahme der DPP4-mRNA Expressionsrate.

In dieser Arbeit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass DPP4 ein Zielgen fur die microRNA
miR-22 darstellt. Eine 50 % -ige Reduktion der DPP4-mRNA Expression lasst vermuten, dass die
microRNA auch intrazellulér eine Rolle in der Regulation der DPP4-Expression spielen konnte.

Pandey und Picard zeigten mit dhnlichen Experimenten, dass die Estrogenrezeptor o (ERa )-mRNA
ein direktes Zielgen der microRNA miR-22 darstellt. Eine Uberexpression der miR-22 in
Brustkarzinomzellen fiihrte durch die miR-22 induzierte Degradation der Rezeptor-mRNA zu einer
verringerten  ERa-abhéngigen  Zellproliferation [69]. In  weiteren Studien wurde eine
miR-22-Expression mit einer Hemmung der Zellproliferation in Verbindung gebracht [98, 44]. In
diesen Studien wurde der miR-22 eine biologische Bedeutung in der Tumorentstehung [98] und
Herzfunktionalitat zugesprochen [44]. Es ware somit durchaus mdglich, dass die microRNA miR-22

aus pathophysiologischer Sicht auch eine Bedeutung in der Auspragung eines PCOS spielt.

Die micro-RNA miR-9 hat eine Bindestelle im 3’UTR des Transkriptionsfaktors NF-xB und reguliert
dessen mRNA- und Proteinexpression negativ [43]. Im DPP4-Promotorbereich  sind
Konsensussequenzen fiir diesen Transkriptionsfaktor nachgewiesen worden [9]. Dies konnte

maoglicherweise einen indirekten regulierenden Einfluss auf die DPP4-Expression haben.
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6 Zusammenfassung

Endokrinopathische Erkrankungen sind die hé&ufigste Ursache fur weibliche Infertilitit. Das
Polyzystische Ovarsyndrom (PCOS) ist eine der am hé&ufigsten auftretenden endokrinopathischen
Erkrankung und wird bei etwa 7 % aller Frauen im geb&rfahigen Alter diagnostiziert. Die Diagnose
erfolgt nach Vorgaben der Européischen Gesellschaft humaner Reproduktion und Embryologie
(ESHRE), den Rotterdam-Kriterien: (1) ovulatorische und menstruelle Dysfunktion wie Oligo- bzw.
Amenorrhd und/oder (2) polyzystische Ovarien und/oder (3) das Auftreten eines klinischen oder
biochemischen Hyperandrogenismus. Molekulare Mechanismen zur Entstehung des PCOS sind bis
heute jedoch unbekannt. Die betroffenen Frauen zeigen zudem hdufige begleitende Erkrankungen wie
Adipositas, Insulinresistenz oder Diabetes mellitus Typ 2. In dieser Arbeit wurde die Relevanz des
Enzyms Dipeptidylpeptidase 4, einem Zielgen bei der Therapie von Diabetes mellitus, bei Frauen mit
PCOS und unerfiilltem Kinderwunsch analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass die DPP4-Menge im
Serum von PCOS-Patientinnen signifikant erhoht war. Frauen mit Hyperandrogenismus und/oder
polyzystische Ovarien und/oder Menstruationsstérungen haben ebenfalls eine signifikant hohere
DPP4-Serumkonzentration oder Aktivitat, unabhangig der Diagnose PCQOS. In vitro Untersuchungen
in Granulosakarzinomzellen COV 434 und KGN zeigten, dass erhdhte Mengen Testosteron und DHT
die DPP4 mRNA-Expression steigern, in dem sie den Promotor aktivieren. Erhéhte Mengen Insulin
und Glukose zeigten in vitro keinen Einfluss auf die DPP4 mRNA-Expression. Jedoch konnte eine
Erhéhung der 16slichen DPP4-Menge im Zellkulturiiberstand nachgewiesen werden.

Es gibt Studien, die belegen, dass das PCOS, Hyperandrogenismus oder auch Diabetes mellitus Typ 2
die Expression zirkulierender microRNAs beeinflussen. MicroRNAs sind kurze, endogene, nicht
kodierende Einzelstrang-RNA Molekiile, die durch komplementére Basenpaarung an den 3’UTR einer
Ziel-mRNA binden kdnnen, wodurch es sowohl zur Inhibierung der Translation als auch zur
Destabilisierung der mRNA kommen kann. Klinische Analysen dieser Arbeit zeigten, dass die
Expressionsrate der zirkulierenden microRNA miR-22 mit der DPP4-Aktivitat bzw. Konzentration im
Serum indirekt im Zusammenhang stehen. In vitro konnte eine direkte microRNA-mRNA-Bindung
der miR-22 im 3’UTR der DPP4-mRNA nachgewiesen werden. Mittels Mutagenesestudien konnte der
Bereich der komplementdren Basenpaarung identifiziert und bestatigt werden. In vitro
Untersuchungen zeigten zudem, dass eine Uberexpression der microRNA miR-22 die DPP4 mRNA-
Expression in der Granulosakarzinomzelllinie COV 434 um 50 % reduziert. In dieser Arbeit konnte
damit erstmals gezeigt werden, dass die Expression der DPP4 unter anderem durch die miR-22

reguliert werden kann.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Erhéhung der DPP4-Menge im Serum von PCOS-
Patientinnen sowohl durch erhéhte Mengen mannlicher Geschlechtshormone (Hyperandrogenismus)
als auch durch erhéhte Mengen Insulin und Glukose (Insulinresistenz, Hyperglykdmie) hervorgerufen
werden konnten. Damit konnte die DPP4 ein verbindendes Element zwischen Insulinresistenz,

Hyperandrogenismus und PCOS darstellen.
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8

Thesen

Die Diagnose des PCOS erfolgt nach den Rotterdam-Kriterien: (1) owvulatorische und
menstruelle Dysfunktion wie Oligo- bzw. Amenorrhé und/oder (2) polyzystische Ovarien
und/oder (3) das Auftreten eines klinischen oder biochemischen Hyperandrogenismus.
Desweiteren zeigen die Betroffenen begleitende Erkrankungen wie Adipositas,
Insulinresistenz oder Diabetes mellitus Typ 2.

Die Dipeptidylpeptidase 4 (DPP4) spielt in der Regulation des Insulin- und Glukose-
Stoffwechsels eine wichtige Rolle. DPP4-Inhibitoren werden bereits erfolgreich in der

Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 angewendet.

Die DPP4-Konzentration und Aktivitat ist bei Frauen mit Hyperandrogenismus und/oder

polyzystische Ovarien und/oder Menstruationsstdrungen signifikant erhoht.

In vitro Untersuchungen zeigten, dass erhohte Mengen ménnlicher Geschlechtshormone,
Testosteron und DHT (Hyperandrogenismus) die DPP4 mRNA-Expression steigern, in dem

sie den Promotor aktivieren.

In vitro Untersuchungen zeigten, dass erhéhte Mengen Insulin und Glucose (Insulinresistenz,
Hyperglykdmie) die DPP4 mRNA-Expression nicht beeinflussen. Jedoch konnte eine

Erhéhung der 16slichen DPP4-Menge im Zellkulturiiberstand nachgewiesen werden.

In vivo konnte ein signifikanter indirekter Zusammenhang zwischen der Serumkonzentration

und Aktivitat der DPP4 und der im Serum zirkulierenden microRNA miR-22 gezeigt werden.
In vitro Untersuchungen bestatigten eine direkte microRNA-mRNA-Bindung der miR-22 im
3’UTR der DPP4-mRNA. Mittels Mutagenesestudien konnte die in silico identifizierte

Bindestelle in vitro bestétigt werden.

In vitro Untersuchungen zeigten, dass eine Uberexpression der microRNA miR-22 die DPP4

MRNA-Expression in der Granulosakarzinomzelllinie COV 434 um 50 % reduziert.

75



Lebenslauf

Persodnliche Informationen

Name Sindy Blauschmidt, geb. Pelka
Geburtsdatum/-ort 13.09.1987 in Rochlitz
Familienstand verheiratet, eine Tochter (*2013)

Staatsangehorigkeit  Deutsch

Ausbildung

09/1998 - 07/2006 Martin-Luther-Gymnasium, Hartha
Allgemeine Hochschulreife

10/2006 - 09/2011 Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
Diplomstudiengang Biochemie
Vertiefungsrichtung Molekulare Medizin, Pathobiochemie

04/2011 - 09/2011 Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
Institut flir Pathologie, AG PD Dr. Frank Bartel
Diplomarbeit

10/2011 - heute Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg und
Universitatsklinikum Halle, Zentrum fiur Reproduktionsmedizin und
Andrologie, Prof. Dr. Hermann M. Behre
Promotionsstudium

Tatigkeit

10/2011 - heute Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg und
Universitatsklinikum Halle, Zentrum fir Reproduktionsmedizin und
Andrologie, Prof. Dr. Hermann M. Behre
Wissenschaftliche Mitarbeiterin

Sindy Blauschmidt, Dieskau, den 17. November 2015

76



8.1.1 Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erkl&re ich, dass mir die Promotionsordnung der Medizinischen Fakultat der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg bekannt ist, ich die Dissertation selbst angefertigt habe und alle von mir
benutzten Hilfsmittel, personlichen Mitteilungen und Quellen meiner Arbeit angegeben sind. Bei der
Auswahl und Auswertung des Materials und Erstellung des Manuskripts haben mich folgende
Personen unterstitzt: Univ.-Prof. Dr. med. Hermann M. Behre und Dr. Thomas Greither. Die Hilfe
eines Promotionsberaters wurde nicht in Anspruch genommen und Dritte haben weder unmittelbar
noch mittelbar geldwerte Leistungen von mir fur die Arbeit erhalten, die im Zusammenhang mit dem
Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen. Ich habe die gleiche, eine in wesentlichen Teilen &hnliche

oder eine andere Abhandlung nicht bei einer anderen Hochschule als Dissertation eingereicht.

Sindy Blauschmidt, =~ Dieskau, den 17. November 2015

Erklarung tber frihere Promotionsversuche

Hiermit erklare ich, dass bei mir keine friiheren Promotionsversuche vorliegen.

Sindy Blauschmidt, Dieskau, den 17. November 2015

77



Danksagung

Diese Arbeit wurde am Zentrum fiir Reproduktionsmedizin und Andrologie der Medizinischen
Fakultdt der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg angefertigt. Ich mochte mich bei allen
bedanken, die mich wéhrend der Zeit der Durchfiihrung und Anfertigung dieser Dissertationsschrift
unterstutzt haben.

Bei Herrn Univ.-Prof. Dr. Hermann M. Behre méchte ich mich recht herzlich fur die Mdglichkeit
bedanken, diese Arbeit in seiner Arbeitsgruppe durchfiuhren zu kénnen. Desweiteren méchte ich mich
fur seine Diskussionsbereitschaft und sein Interesse an den in dieser Arbeit behandelten Themen

bedanken.

Ein ganz besonderer Dank gilt auch Herrn Dr. Thomas Greither, der mich stets bei Problemen und
Fragestellungen in diesem interessanten und vielseitigen Thema unterstiitzt hat und immer zu
ausflhrlichen und inspirierenden Diskussionen bereit war. Durch ihn wurde ich zum selbststandigen

und eigenverantwortlichen wissenschaftlichen Denken und Arbeiten angeleitet und angeregt.

Fir die groBe Unterstitzung beim Sammeln der Blutproben und der damit verbundenen
Aufklarungsgespriche mit den Patientinnen mochte ich mich bei Frau OA Dr. KaltwaRer und Frau
Dr. Kéller recht herzlich bedanken. Desweiteren mdchte ich mich bei ihnen und Dr. Seliger fir

Anmerkungen und Verbesserungsvorschlége zu dieser Arbeit bedanken.

Fir die technische Unterstiitzung bei der photometrischen Bestimmung der DPP4-Aktivitit méchte ich
Frau Sobisch recht herzlich danken.

Frau Dr. Darmer mochte ich fir ihre herzliche Art und die Hilfsbereitschaft bei nicht-gelingen-

wollenden Sequenzanalysen danken.

Weiterhin mdchte ich mich bei Maria Giebler, Matthias Kraus und allen anderen Kollegen des FG05
EO1 fir die angenehme Arbeitsatmosphare im Laboralltag bedanken.

Meinen Freunden danke ich fir die wunderbaren gemeinsamen Studienjahre, das Zuhdren, die

motivierende Worte und aufbauende Gespréche.

Mein herzlichster Dank gilt meinem Mann und meiner Tochter, sowie meinen Eltern und meiner
Schwester. Thre aufbauenden und Mut machenden Worte, motivierende Gesprache und ihr Interesse an
meiner wissenschaftlichen Arbeit trugen einen groen Teil dazu bei, dass diese Arbeit eingereicht

werden kann.

78



