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Referat 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Konzentration ausgewählter microRNAs im Serum von 

Patientinnen mit Polyzystischem Ovarsyndrom (PCOS) zu analysieren. Dies erscheint sinnvoll, da es 

sich um eine weit verbreitete, volkswirtschaftlich relevante Erkrankung handelt, deren 

Diagnosekriterien stark umstritten sind. Dazu isolierten wir die RNA aus den Serumproben von 288 

Probandinnen. Im Einklang mit den bestehenden Diagnosekriterien fanden wir bei unseren 

Probandinnen mit der Diagnose PCOS einen signifikant erhöhten LH-Spiegel und LH/ FSH-Quotienten. 

Außerdem war bei den PCOS Patientinnen im Mittelwert das Gewicht deutlich erhöht. Anschließend 

führten wir mit dem Serum von 3 Probandinnen,  die sich hinsichtlich des BMI und der Diagnose 

PCOS unterschieden, Microarray-Analysen durch. Für jede Patientin wurden semi-quantitativ 231 

microRNA bestimmt. Von den insgesamt 44 differentiell exprimierten microRNA  wählten wir 5 (miR-

181, miR-200a, miR-203, miR-375, miR-411) aus, die die stärksten Expressionsunterschiede zeigten 

und in der Literatur Assoziationen zu anderen potentiell für die Entwicklung eines PCOS relevante 

Faktoren, wie Übergewicht, Diabetes oder Granulosazellproliferation, gezeigt hatten.  

Um die gefundenen Unterschiede zu verifizieren, wurden anschließend in der gesamten 

Studienkohorte von 288 Probandinnen (134 mit PCOS, 154 ohne PCOS) quantitative RT-PCR 

Messungen durchgeführt und die Ergebnisse sowohl mit weiteren endokrinologischen Parametern 

als auch mit klinischen Parametern korreliert. Dabei ermittelten wir einen signifikanten 

Zusammenhang zwischen dem BMI und dem Progesteronspiegel, sowie zwischen dem HOMA 

Diabetesindex und der Anzahl der Fehlgeburten. Zur Serum-Konzentration der ausgewählten 

microRNA konnten lediglich Ergebnisse gezeigt werden, die sich nahe der Signifikanzgrenze befinden. 

Zum Beispiel ein Zusammenhang miR-181 und dem HOMA Diabetesindex (rs=0,375, p=0,074, n=24). 

Bei der Analyse der PCOS relevanten Diagnose-Kriterien konnte eine signifikante Korrelation 

zwischen einer erhöhten Serum-Konzentration der miR-200a und einem Hyperandrogenismus in der 

Studienkohorte detektiert werden (p=0,001; Mann-Whitney-U-Test). Weiterhin zeigte sich im Trend 

eine Korrelation zwischen dem Bestehen von Zyklusunregelmäßigkeiten und der Serum-

Konzentration der miR-200a (Mann-Whitney-U-Test: p=0,086). 

Unsere Arbeit zeigt, dass es keine signifikante Korrelation zwischen der Serum-Konzentration der 

miR-181, miR-200a, miR-203, miR-375 oder miR-411 und der Diagnose des PCOS besteht. Allerdings 

konnte eine signifikante Korrelation zwischen der erhöhten Serum-Konzentration der miR-200a und 

Hyperandrogenismus gezeigt werden, die Gegenstand weiterer Forschung sein könnte.  

 

Würl, Wiebke: Expressionsprofile zirkulierender microRNA bei Patientinnen mit polyzystischem 
Ovarsyndrom, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 67 Seiten, 2016 
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1. Einleitung 

 

1.1. Weibliche Infertilität 

Als Fruchtbarkeit wird die Fähigkeit eines Individuums bezeichnet, Nachwuchs zu zeugen. Klinische 

Infertilität ist im Gegensatz dazu definiert als das Ausbleiben einer Schwangerschaft nach 2 Jahren  

ungeschütztem Geschlechtsverkehr (Sauber und Weyerstahl, 2007). Einer Schätzung nach sind 15% 

aller Paare, vor allem in den Industriestaaten, von diesem Problem betroffen (Healy et al., 1994). 

Zusätzlich steigt die Tendenz durch den, zugunsten von anderen Lebensentscheidungen, immer 

später einsetzenden Kinderwunsch (Sauber und Weyerstahl, 2007). Zu sehen ist dies besonders gut 

an den Zahlen des deutschen IVF Registers. Im Jahr 2012 unterzogen sich in der Bundesrepublik 

Deutschland 47.807 Frauen einer Kinderwunschbehandlung, es wurden insgesamt 80.467 Zyklen 

durchgeführt, davon 56.340 mit einer Stimulation. Auf die Stimulation folgend wurden dann in 

11.512 Zyklen eine IVF und 38.462 Zyklen eine ICSI durchgeführt (Blumenauer et al., 2013). Diese 

Aufstellung verdeutlicht, warum die Senkung der Zahl von Unfruchtbarkeit betroffener Paare 

mittlerweile als hohe Priorität bei vielen Gesundheitsorganisationen, wie zum Beispiel „Healthy 

People 2020“, angesehen wird (http://healthypeople.gov).  

Die Ursachen für die Infertilität sind verschiedenster Art. In 30% der Fälle liegt das Problem beim 

Mann und in 50% bei der Frau, kombinierte Probleme bestehen bei etwa 10-20% der Paare (Sauber 

und Weyerstahl, 2007). Wenn man auf die genaueren Auslöser für Einschränkungen auf der 

weiblichen Seite eingeht, dann ist der Grund zu 30% tubar bedingt. Vor allem Adnexitiden durch 

Chlamydien oder Lues oder auch die Endometriose führen zu Verklebungen und schränken die 

Durchgängigkeit der Tube ein. Weitere 5% entfallen jeweils auf vaginale, zervikale und uterine 

Ursachen wie Fehlbildungen, Synechien, Entzündungen im Uterus auch häufig Myome oder auch in 

diesem Fall die Endometriose. Überdies finden sich zu 10% extragenitale Pathologien wie Diabetes, 

Substanzabusus oder psychische Erkrankungen. Ein weiterer wichtiger Aspekt sind die ovariellen 

Ursachen. Diese kommen in 30% der Fälle vor. Betrachtet man sie im Detail, dann ist diese Kategorie 

in sich sehr heterogen. Man unterscheidet hier die hypothalamisch-hypophysäre Ovarialinsuffizienz 

bei Anorexie, Leistungssport und psychischer Belastung, dann die normogonadotrope 

normoprolaktinämische Ovarialinsuffizienz mit oder ohne Menstruation, weiterhin die 

hypergonadotrope Ovarialinsuffizienz bei ovariellen Störungen, dem Ullrich-Turner-Syndrom oder 

Bestrahlungen und die hyperandrogenämische Ovarialinsuffizienz bei adrenogenitalem Syndrom, 

Hyperthecosis ovarii und dem polzystischen Ovarsyndrom (Sauber und Weyerstahl, 2007). Wegen 
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dieses Krankheitsbildes allein wurden 2012 5,21% der IVF und 4,52% der ICSIs durchgeführt 

(Blumenauer et al., 2013). Dies zeigt seine große klinische Relevanz.  

 

1.2. Das polyzystische Ovarsyndrom 

 

1.2.1. Geschichte 

Schon in der Antike waren Frauen mit männlichen sekundären Merkmalen (Escobar-Morreale et al., 

2005) bekannt. Allerdings gab es die erste systematische Beschreibung zur Assoziation von 

hyperandrogenen Symptomen mit  abnormalem Glukosestoffwechsel erst 1921 (Achard et al., 1921). 

Achard et al. betonten dabei besonders das Auftreten von polyzystischen Ovarien bei ihren 

Patientinnen. Aber erst sieben Fälle von Amenorrhoe und beidseitigen polyzystischen Ovarien, die 

1935 von Stein und Leventhal beschrieben wurden, machten das Polyzystische Ovarsyndrom (PCOS) 

zu einer eigenen Entität (Stein et al., 1935; Escobar-Morreale et al., 2005). 

 

1.2.2. Charakteristik 

Das PCOS hat eine Prävalenz von circa 7% bei Frauen im reproduktionsfähigen Alter (Asuncion et al., 

2000) und ist damit eine der häufigsten weiblichen endokrinologischen Störungen. Es ist definiert als 

normogonadotrope, normoöstrogene Anovulation mit hypothalamisch-hypophysärer Dysregulation 

und gehört der WHO-Gruppe 2 der Amenorrhoe an (Laven et al., 2002). 

 Die Erkrankung kann schwerwiegende Auswirkungen im Leben der Patientinnen haben, vor allem  

auf die reproduktive, metabolische und kardiovaskuläre Gesundheit (Ehrmann, 2005). Sie ist ein 

Syndrom der ovariellen Dysfunktion und eine Ausschlussdiagnose (The Rotterdam ESHRE/ASRM-

sponsored PCOS consensus workshop group, 2003). Ihre Haupteigenschaften sind der 

Hyperandrogenismus und die polyzystischen Ovarien (Laven et al., 2002). 

Die für das Syndrom charakteristische chronische Anovulation manifestiert sich als Oligo- oder 

Amenorrhoe und führt zu dysfunktionalen Blutungen und verringerter Fertilität. 

Hautmanifestationen der Hyperandrogenämie sind Akne, Hirsutismus, androgene Alopezie und 

Akanthosis nigrans als Ausdruck der Hyperinsulinämie (Ehrmann, 2005). Häufig sind die betroffenen 

Frauen übergewichtig bis extrem adipös (Ehrmann et al., 1999), wobei die Adipositas die 
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metabolischen und reproduktiven Entgleisungen möglicherweise verschlimmern kann (Ehrmann, 

2005). 

Die Symptome beginnen um die Zeit der Menarche (Frank, 2002), aber ein späteres Erscheinen ist 

durch modifizierte Umweltfaktoren auch möglich, da kein einzelner ätiologischer Faktor für die 

Entstehung der Krankheit verantwortlich ist (Ehrmann, 2005). 

 

1.2.3. Diagnose 

Aufbauend auf das National Institutes of Health (NIH) Treffen in Bethesda, MD 1990 wurde 1999 die 

chronische Anovulation und die klinischen oder biochemischen Zeichen des Hyperandrogenismus 

unter Ausschluss anderer Ätiologien als Diagnosekriterien festgelegt. In Rotterdam wurde 2003 die 

Einigung getroffen, dass bei 2 von 3 korrekten Angaben von Oligo- oder Anovulation, klinischen oder 

biochemischen Zeichen des Hyperandrogenismus und polyzystischen Ovarien, unter Ausschluss 

anderer Ätiologien, die Diagnose gestellt werden kann (The Rotterdam ESHRE/ASRM-sponsored 

PCOS consensus workshop group, 2003).  

Weitere auftretende metabolische Veränderungen (Adipositas, Insulinresistenz, Hyperinsulinämie, 

Dyslipidämie) werden nicht in die Syndromdefinition einbezogen, da noch nicht geklärt ist, in 

welchem Zusammenhang sie zum PCOS stehen (Moran et al., 2009). 

Ausschlussdiagnosen sind die kongenitale adrenale Hyperplasie, 21-Hydroxylase-Defekte, das 

Cushing Syndrom, die Hyperprolaktinämie beziehungsweise das Prolaktinom, die Hypothyreose, die 

Akromegalie, die vorzeitige Ovarinsuffizienz, der hypogonadotrope Hypogonadismus, die einfache 

Adipositas, virilisierende Neoplasien und medikamentenassoziierte Veränderungen (Ehrmann, 2005).  

Trotz dieser genauen Festlegung gibt es Probleme bei der Diagnosefindung. Der Hirsutismus als 

stärkster Indikator für den Androgenüberschuss ist ein sehr subjektives und kaum standardisiertes 

Kriterium (The Rotterdam ESHRE/ASRM-sponsored PCOS consensus workshop group, 2003). Bei der 

Akne als Parameter für den Androgenüberschuss gibt es widersprüchliche Angaben bezüglich der 

genauen Prävalenz (Slayden et al., 2001). Die androgenetische Alopezie gilt als schlechter Marker für 

den Androgenüberschuss, außer bei oligo- oder anovulatorischen Patientinnen (Futterweit et al., 

1988). Bei der laborchemischen Messung der Androgenspiegel ergeben sich die Probleme aus den 

inakkuraten und variablen Labormethoden (Rosner, 1997), der großen Streubreite in der (weiblichen) 

Normalbevölkerung (The Rotterdam ESHRE/ASRM-sponsored PCOS consensus workshop group, 
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2003) und dadurch, dass bei der Erhebung der Normwerte nicht für Alter und BMI angepasst wurde 

(Moran et al., 1999). Auch einzelne LH- und FSH-Messungen haben eine geringe diagnostische 

Sensitivität und sind daher im klinischen Alltag ungeeignet (Ehrmann, 2005).  

Darüber hinaus gibt es weitere Kontroversen über die Rotterdam Kriterien, vor allem über die 

Diagnose bei Frauen ohne Hyperandrogenämie (Azziz, 2006; Frank, 2006). Die Diagnose PCOS kann 

laut Rotterdam Kriterien auch ohne Vorliegen der Hyperandrogenämie gestellt werden. Dafür 

müssen die Ultraschallkriterien von 12 oder mehr Follikel in jedem Ovar, die 2-9 mm Durchmesser 

haben, oder ein erhöhtes Ovarvolumen über 10 ml (van Santbrink et al., 1997; Jonard et al., 2003; 

Abb. 1) erfüllt sein, sowie eine Oligo- bis Anovulation vorliegen.  

Allerdings zeigt sich eine Follikelanzahl über 10 selbst als Zeichen des Androgenexzess. Dasselbe gilt 

für hohe Anti-Müller-Hormonspiegel (AMH), einem in den Granulosazellen gebildeten Peptid 

(Dewailly et al., 2010). Es gibt eine hohe Korrelation zwischen erhöhter Follikelanzahl und AMH-

Spiegel (Pigny et al., 2006). Deshalb wurde der Vorschlag für Oligo- bis Anovulation und 

Hyperandrogenismus als Diagnosevoraussetzung gebracht, wobei AMH-Spiegel und Follikelzahl als 

Surrogatparameter verwendet werden könnten (Dewailly et al., 2010). Diese Idee ergibt sich aus der 

Tatsache, dass die Grenze bei 12 Follikel unter Benutzung von neuer Ultraschalltechnik zu einer 

künstlichen Erhöhung der Prävalenz von polyzystischen Ovarien, vor allem bei Frauen unter 30, führt 

(Duijkers et al., 2009; Johnstone et al., 2010). Das beste Verhältnis aus Sensitivität (81%) und 

Spezifität (93%) wurde bei einer Follikelzahlgrenze von 19 pro Ovar erreicht. Diese Erhöhung des 

Schwellenwertes wird durch die bessere Auflösung der heutigen Ultraschallgeräte erreicht, da jetzt 

auch Follikel unter 2 mm Größe sichtbar sind. Dies sind keine Artefakte, da eine starke Korrelation 

mit dem AMH-Spiegel besteht. Dabei ist das AMH als Marker sogar verlässlicher als die Follikelzahl, 

mit einer Spezifität von 97% und einer Sensitivität von 92% bei einem Grenzwert von 35 pmol/l. 

Außerdem ist eine standardisierte Laborbestimmung besser vergleichbar als der relativ subjektive 

Ultraschall (Dewailly et al., 2011). 

 

1.2.4. Vererbung 

Die polyzystischen Ovarien und der Hyperandrogenismus treten gehäuft bei Verwandten ersten 

Grades (Azziz et al., 2000) auf und werden mit der Insulinresistenz und den metabolischen Störungen 

vererbt (Colilla et al., 2001). Allerdings handelt es sich um eine komplexe multigenetische Störung 

(Ehrmann, 2005) mit Konkordanzraten von 75% in monozygoten Zwillingen und 38% in dizygoten 
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Zwillingen (Diamanti-Kandarakis und Dunaif, 2012). Circa 40% der Schwestern von PCOS Patientinnen 

zeigen selbst den Phänotyp der Hyperandrogenämie (Legro et al., 1998). Es zeigte sich in neueren 

Erhebungen weiterhin eine vermehrte mütterliche statt väterliche Vererbbarkeit der Nüchtern-

Dysglykämie (Kobaly et al., 2014). Die intrauterinen Bedingungen kommen als Grund der vermehrten 

mütterlichen Vererbbarkeit in Frage (Silverman et al., 2014). Es wurden mittlerweile auch 

reproduzierbare Genloci identifiziert, die als vererbbare Faktoren für das PCOS in Frage kommen (Shi 

et al., 2012), zum Beispiel eine Variante im D19S884 Lokus, der sich in Intron 55 des Fibrillin 3 Gens 

befindet und mit erhöhten Nüchterninsulinspiegeln bei betroffenen Frauen und mit defekter 

Insulinprozessierung in den β-Zellen der Brüder der Patientinnen in Zusammenhang steht (Urbanek 

et al., 2007). Des Weiteren konnte ein Polymorphismus des Gens gefunden werden, welches für das 

Sexual Hormon bindende Globulin kodiert. Dieser ist wahrscheinlich selten, wurde aber in PCOS 

Patientinnen bei idiopathischem Hirsutismus und ovariellem Versagen identifiziert (Hogeveen et al., 

2002). Schwierigkeiten bei der weiteren Forschung entstehen vor allem durch die verringerte 

Fruchtbarkeit der Patientinnen und der so geringen Zahl der Kinder, die nachbeobachtet werden 

könnten, dem fehlenden männlichen Phänotyp und der Variabilität der diagnostischen Kriterien 

(Nam Menke and Strauss, 2007).  

 

1.2.5. Hormonelle Veränderungen 

Fast alle betroffenen Frauen haben eine veränderte Gonadotropinsekretion im Vergleich zu Frauen 

mit einem normalen Menstruationszyklus (Waldstreicher et al., 1988). Bei ihnen ist sowohl das 

luteinisierende Hormon (LH) als auch das Verhältnis zum follikelstimulierenden Hormon (FSH) im 

Vergleich zu den Kontrollen erhöht. Bei 95% war der LH/FSH-Quotient erhöht (Taylor et al., 1997) 

und der LH-Spiegel befand sich bei 60% Studienteilnehmerinnen über der 95. Perzentile (van 

Santbrink et al., 1997).  

Die Thekazellen des Follikels produzieren Androgene als Antwort auf die LH-Stimulation. 

Androstendion als Zwischenstufe kann zu Testosteron umgewandelt werden oder zu Östrogen 

aromatisiert werden (Abb. 2). Folgerichtig reagieren die Thekazellen von Betroffenen auf den 

erhöhten LH/FSH-Quotient mit der vermehrten Androgenproduktion im Vergleich zu gesunden 

Frauen (Nelson et al., 2001). Außerdem stimuliert FSH die Aromataseaktivität in Granulosazellen 

(Abb. 2). Da Frauen mit PCOS einen höheren LH-Spiegel im Vergleich zum FSH-Spiegel haben, werden 

allerdings weniger Androgene in Östrogene umgewandelt (Ehrmann, 2005). 
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Auch eine erhöhte Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH)-Pulsatilität erhöht die LH-Produktion 

(Haisenleder et al., 1991). Deshalb gab es auch die Vermutung einer erhöhten GnRH-Frequenz bei 

PCOS Patientinnen, aber es ist unklar ob ein pathologischer GnRH-Sekretionsmechanismus zugrunde 

liegt oder der niedrige Progesteronspiegel aufgrund der seltenen Ovulation (Ehrmann, 2005) 

ursächlich ist. Dieser könnte die akzelerierte GnRH Pulsatilität verursachen (Eagleson et al., 2000). 

Insulin agiert synergistisch mit LH in der Steigerung der thekalen Androgenproduktion, es inhibiert 

auch die Synthese des sexhormonbindenden Globulins (SHBG), wodurch der Anteil des freien 

Testosterons erhöht wird (Ehrmann, 2005). Die Insulinresistenz verstärkt somit die Symptome des 

PCOS noch weiter.  

 

Abb. 1: Übersicht der hormonellen Veränderungen beim PCOS   

 

1.2.6. Metabolismus 

Das PCOS und das metabolische Syndrom haben die Insulinresistenz als gemeinsamen Faktor 

(Ehrmann, 2005). Teilweise wird das PCOS sogar als geschlechtsspezifische Form des metabolischen 

Syndroms angesehen (National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection, 

Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult Treatment Panel III), 2002). 

Adipositas tritt in 30% der Fälle (Ehrmann, 2005), in manchen Studien sogar in 75% der Fälle auf 

(Azziz et al., 2001). Diese vermehrte (vor allem viszerale) Adipositas geht mit Hyperandrogenämie, 

Insulinresistenz, Glukoseintoleranz und Dyslipidämie einher (National Cholesterol Education Program 
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(NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults 

(Adult Treatment Panel III), 2002). In der Tat weisen 30-40% der Patientinnen eine eingeschränkte 

Glukosetoleranz auf und 10% haben einen manifesten Typ 2 Diabetes mellitus in der vierten 

Lebensdekade (Legro et al., 1999). Tatsächlich zeigen betroffene Frauen sogar dann häufiger eine 

Insulinresistenz als Frauen der Vergleichsgruppen, wenn diese für BMI, fettfreie Körpermasse und 

Körperfettverteilung gematcht wurden (Dunaif et al., 1989). Dunaif et al. (2001) beschreiben eine 

Verminderung der Insulinrezeptorsubstrat assoziierten Phosphatidylinositol-3-Kinase Aktivität bei 

betroffenen Frauen. Dieses Phänomen führt zu einer verminderten Glukoseaufnahme in die Zelle 

trotz adäquater Insulinausschüttung.   

Für die Klassifikation der metabolischen Entgleisungen wurde ein Konsens gefunden. Es ist kein Test 

auf Insulinresistenz für die Diagnose nötig, allerdings sollen adipöse Frauen mit PCOS für das 

metabolische Syndrom gescreent werden. Dafür gibt es folgende Grenzwerte: (1) Taille >88cm, (2) 

Triglyceride ≥150mg/dl, (3) HDL <50 mg/dl, (4) Blutdruck ≥130/≥85 mmHg, (5) Nüchternblutzucker 

110-126 mg/dl und 2-Stunden-OGTT 140-199 mg/dl. Bei drei von fünf zutreffenden Angaben kann die 

Diagnose metabolisches Syndrom gestellt werden (The Rotterdam ESHRE/ASRM-sponsored PCOS 

consensus workshop group, 2003). 

Des Weiteren treten bei Patientinnen Einschränkungen der vaskulären Reagibilität auf, die größer 

sind als dass sie allein mit dem erhöhten Gewicht erklärbar wäre (Kelly et al., 2002). Auch verbessern 

insulinsenkende Therapien die vaskuläre endotheliale Dysfunktion (Paradisi et al., 2003). 

Außerdem haben PCOS Patientinnen ein 30fach höheres Risiko für gestörte Schlafatmung, sogar nach 

Kontrolle auf den BMI (Fogel et al., 2001). 

Weiterhin konnte eine erhöhte Prävalenz von Endometriumhyperplasie und –karzinomen beim PCOS 

(Hardiman et al., 2003) festgestellt werden. Die konstante östrogene Proliferationsstimulation ohne 

den Differenzierungsreiz des Progesteron nach der Ovulation und die Assoziation des Typ 2 

Endometriumkarzinom mit Diabetes und Adipositas (Ehrmann, 2005) scheinen dafür ursächlich zu 

sein. 

 

1.2.7. Therapie 

Orale Kontrazeptiva als Östrogen- Progesteronkombination sind die Standardtherapie gegen 

Hirsutismus und Akne. Das enthaltene Östrogen verringert den LH-Spiegel und stimuliert die 
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Produktion des sexhormonbindenden Globulins (SHBG). Allerdings ist diese Therapie umstritten, vor 

allem wegen der negativen Effekte auf die Insulinresistenz, die Glukosetoleranz, die vaskuläre 

Reagibilität und Störungen in der Koagulation (Ehrmann, 2005). 

Als Mittel der ersten Wahl in der Behandlung der metabolischen Unregelmäßigkeiten verringert 

Metformin die hepatische Glukoseproduktion, weshalb die Insulin- und Testosteronspiegel sinken 

(Ehrmann, 2005). Des Weiteren wurden unter Metformin bei schwangeren PCOS Patientinnen 

seltener ein Gestationsdiabetes (Glueck et al., 2002) und weniger spontane Aborte (Glueck et al., 

2001) beobachtet. 

Unter dem nicht mehr zugelassenen Troglitazon wurden häufigere Ovulationen als unter Placebo 

beobachtet, sowie eine niedrigere Testosteron-Konzentration und eine höhere SHBG-Konzentration 

im Serum gemessen (Azziz et al., 2001). Ähnliche Effekte wurden bei Rosiglitazon (Belli et al., 2004) 

und Pioglitazon (Romualdi et al., 2003) festgestellt. 

Als nichtmedikamentöse Therapie führte auch eine Gewichtsreduktion von 2-7% zu einem 

reduzierten Androgenspiegel und einer verbesserten Ovulationsfunktion (Hoeger et al., 2004). 

 

1.3. MicroRNA 

 

1.3.1. Allgemein  

MicroRNA sind hoch konservierte 9-22 Nukleotide lange, nicht proteinkodierende RNAs, die nur 

0,01% der gesamten RNA-Menge in der Zelle ausmachen. Seit ihrer Entdeckung vor zwanzig Jahren in 

Caenorhabditis elegans (Lee et al., 1993) wurde beschrieben, dass sie mehr als 30% aller 

menschlichen Gene regulieren (Bartel, 2009) und an vielen zellulären Prozessen beteiligt sind.  

 

1.3.2. Entstehung und Bearbeitung   

MicroRNA codieren in der Regel intergenisch und antisense orientiert zu ihren benachbarten Genen 

und besitzen einen eigenen Promoter (Hull and Nisenblat, 2013). Allerdings befinden sich ungefähr 

ein Drittel der microRNA-Gene in Intronregionen, und zwar auf dem codogenen Strang (Rodriguez et 

al., 2004; Baskerville and Bartel, 2005).  
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Die Genese der microRNAs ist ein vielstufiger, komplexer Prozess innerhalb des Nucleus 

beziehungsweise des Zytoplasmas (s. Abb. 2). 

Die primary microRNA (pri-microRNA) werden typischerweise, aber nicht in allen Fällen, von der RNA 

Polymerase II im Zellkern transkribiert, und sie enthalten eine oder mehrere invertierte 

Wiederholungen, die das Substrat für die weitere Prozessierung bilden (Westholm and Lai, 2011).  

Die pri-microRNA wird nah ihrer Haarnadelbasis geschnitten, dies erfolgt im Nukleus durch die RNase 

III Drosha und seinem dsRNA-Bindepartner DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region 8), bekannt als 

Pasha in Wirbellosen (Westholm and Lai, 2011). Durch die Spaltung mittels Drosha bleibt in den 

meisten Fällen eine 55 bis 70 Nukleotide lange precursor microRNA (pre-microRNA), organisiert in 

einer Haarnadelstruktur, zurück (Ruby, Starck et al., 2007), welche einen 2 Nukleotide langen 3‘ 

Überhang aufweist. 

 

Abb. 2: Intrazelluläre microRNA-Prozessierung und –wirkung 

Dieser wird vom Exportfaktor Exportin-5 erkannt (Okada et al., 2009), der die pre-microRNA in das 

Zytoplasma transloziert. Dort angelangt werden die pre-microRNA von der RNase III Dicer und seinem 

dsRNA-Bindepartner TRBP erkannt und geschnitten. Dadurch entstehen um die 22 Nukleotide lange 

gepaarte RNA, die microRNA/microRNA*-Duplex genannt wird, und an jedem Ende einen 

charakteristischen 3‘ Überhang hat (Kim et al., 2009). 
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Der Duplex entwindet sich und die reife microRNA, auch „guide strand“ genannt, bindet an das 

Argonauteprotein im „RNA induced silencing complex“ (RISC) (Hull and Nisenblat, 2013) und entfaltet 

seine Wirkung über Interaktion mit der messengerRNA. Die deaktivierte, an den microRNA-RISC-

Komplex gebundene mRNA akkumuliert im Zytoplasma in p-bodies (processing bodies), wo sie 

gelagert und gegebenenfalls abgebaut wird (Filipowicz et al., 2008). Es gibt allerdings auch 

Anhaltspunkte dafür, dass microRNA-gebundene mRNA wieder aus den p-bodies entlassen und 

translatiert werden kann (Bhattachryya et al., 2006).  

Alternativ können die premicroRNA-Haarnadelstrukturen auch Drosha-unabhängig durch Spleißen 

und „Entzweigen“ mittels des Lariat debranching-Enzyms generiert werden (Ruby et al., 2007; 

Westholm and Lai, 2011). Dieser sogenannte Mirtronpfad kreiert pre-microRNA-Imitate durch 

Spleißen von kurzen Introns mit der Möglichkeit zur Haarnadelbildung. Das initiale gespleißte Intron 

ist nicht linear, sondern bildet ein Lasso bei dem der 3‘ Verzweigungspunkt mit dem 5‘ Ende des 

Introns ligiert wird. Aber nach der Entzweigung durch das Lariat debranching-Enzym kann dann auch 

dieses Produkt eine Haarnadelstruktur annehmen und durch Exportin-5 ins Zytoplasma befördert, 

von Dicer geschnitten und zur Regulation auf Argonauteproteine geladen werden (Ruby, Jan et al., 

2007; Okamura et al., 2007). Die Unabhängigkeit dieses Mirtronpfads von Drosha und DGCR8 wurde 

validiert (Martin et al., 2009).  

 

1.3.3. Wirkung  

Normalerweise hemmen microRNA die Transkription ihrer Ziel-mRNA (targets), aber es gibt auch 

Berichte, wonach die Translation gefördert wird (Vasudevan et al., 2007). Es handelt sich hierbei um 

komplexe Zusammenhänge, denn eine microRNA kann viele Zielgene haben und viele Zielgene 

werden von mehreren microRNA reguliert (Bartel, 2009). Des Weiteren können microRNAs mit 

einem gemeinsamen Zielgen aus einem Gencluster transkribiert werden und so ihre Wirkung 

vervielfachen (Hull and Nisenblat, 2013). MicroRNA und Transkriptionsfaktoren wirken dabei 

gegensätzlich in diesen Kontrollmechanismen, so wird das System sehr eng kontrolliert (Flynt and Lai, 

2008). 

Die Effekte der microRNA variieren zwischen schwacher Repression der Translation der mRNA und 

vollständigem Abbau derselben. Der Grad der Wirkung richtet sich nach der Übereinstimmung 

zwischen den Sequenzen der mRNA und der microRNA (Schrauder et al., 2012). Die genannte 

Translationshemmung wird erreicht durch das Binden des RISC an den 3‘ untranslatierten Bereich der 
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mRNA (Filipowicz et al., 2008), allerdings wurden auch andere Mechanismen beschrieben (Lytle et 

al., 2007).  

Tierische microRNAs können Zielgene regulieren, die nur in 7 Nukleotiden im 3‘-UTR (seed sequence) 

komplementär sind (Lai, 2002; Brennecke et al., 2005; Doench and Sharp, 2004), dadurch erfassen 

microRNA hunderte konservierte Ziele (Bartel, 2009). Auf diese Art und Weise könnte jeder Prozess 

in der Zelle unter Kontrolle von microRNA sein (Westholm and Lai, 2011). 

 

1.3.4. Zirkulierende MicroRNA 

Die extreme Stabilität der zirkulierenden microRNA im Serum, trotz der vielen sie umgebenden 

RNasen, ist die Grundlage ihres Wertes als Biomarker. Sie bietet die Möglichkeit für frühe, nicht 

invasive, sensitive und spezifische Krankheitserkennung (Schrauder et al., 2012). Des Weiteren ist die 

Konzentration von Serum-microRNA reproduzierbar und konsistent zwischen einzelnen Individuen 

(Chen et al., 2008; Mitchell et al., 2008). Außerdem verändern die microRNA-Spiegel im Serum oder 

Plasma sich nicht nennenswert durch Einfrieren, anschließendes Auftauen, kochen oder die 

Bearbeitung bei Zimmertemperatur (Mitchell et al., 2008; Gilad et al., 2008). Deswegen haben viele 

Studien die Präsenz von zirkulierenden microRNA und ihr Potenzial als neue Biomarker vor allem bei 

Krebserkrankungen untersucht. Beispiele dafür sind das Prostatakarzinom (Mitchell et al., 2008), die 

Leukämie (Lawrie et al., 2008), das Pankreaskarzinom (Wang et al., 2009), das Ovarkarzinom (Resnick 

et al., 2009) oder das Mammakarzinom (Heneghan et al., 2010). Die untersuchten microRNA waren 

detektierbar in Vollblut, Plasma und Serum von Karzinompatienten und Kontrollen (Heneghan et al., 

2010). Allerdings waren Konzentration und Ausbeute von small RNA aus Serum größer als aus Plasma 

(van Schooneveld et al., 2012).  

MicroRNA können über die Zellmembran hinweg transportiert werden, im Blutstrom sind sie dann 

zellfrei (Hull and Nisenblat, 2013). Diese zirkulierenden microRNA gibt es in Mikrovesikeln wie 

Exosomen, Mikropartikeln und Apoptosekörperchen, die Schutz vor endogenen RNasen bieten 

(Hunter et al., 2008; Pegtel et al., 2010; Taylor and Gercel-Taylor, 2008; Valadi et al., 2007; Wang et 

al., 2010). Exosomen und Mikropartikel werden durch einwärtsgerichtete Aussprossung der 

Zellmembran um die microRNA herum gebildet, später werden sie durch Verschmelzung der 

Zellmembran an den Blutstrom abgegeben (Kosaka et al., 2010; Pegtel et al., 2010; Wang et al., 

2010). Beobachtet werden diese Mikrovesikel jedoch nicht nur in der Blutbahn, sondern unter 

anderem auch in der Follikelflüssiskeit der Ovarien (Sang et al., 2013). Allerdings verbinden sich über 
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90% der zirkulierenden microRNA mit Plasmaproteinen und Lipoproteinkomplexen (Cortez et al., 

2011), daher rührt auch ihre Stabilität. Bei der Durchführung eines Proteaseverdaus des Plasmas 

werden auch die microRNA abgebaut (Arroyo et al., 2011). High-Density Lipoproteine (Vickers et al., 

2011), die Argonaute2-Komponente des RISC (Arroyo et al., 2011; Turchinovich et al., 2011) und 

Nukleophosmin (Wang et al., 2010) sind einige der Komplexpartner für intravaskuläre microRNA. 

Zirkulierende microRNA können entfernt von ihrem Entstehungsort als interzelluläre Transmitter 

wirken (Valadi et al., 2007). Die Zielzelle nimmt die microRNA dann mittels Endozytose oder durch 

Rezeptorbindung der Transportproteine auf (Hull and Nisenblat, 2013). Die Expressionsprofile der 

mikrovesikulären microRNA korrelieren allerdings nur schlecht mit denen ihrer Ausgangszelle (Valadi 

et al., 2007). Dadurch liegt der Rückschluss nahe, dass bestimmte microRNA ausgewählt werden, um 

entweder in der Zelle zu verbleiben oder abgegeben zu werden (Hull and Nisenblat, 2013). Die 

Vermutung wird auch bestätigt von der Erkenntnis, dass verschiedene Stimuli die Anzahl, 

Zusammensetzung, Freisetzung und Herkunft der Mikropartikel verändern (Pula et al., 2008). 
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2. Zielstellung 

Eine häufige Ursache für weibliche Infertilität ist das Vorliegen eines PCOS. Das PCOS ist mit einer 

Prävalenz von circa 7% bei Frauen im reproduktionsfähigen Alter  eine der häufigsten weiblichen 

endokrinologischen Störungen. Ihre Haupteigenschaften sind der Hyperandrogenismus und die 

polyzystischen Ovarien, charakteristisch ist daneben eine chronische Anovulation, die sich als sich als 

Oligo- oder Amenorrhoe manifestiert und zu verringerter Fertilität führt. Die bisherigen 

Diagnosekriterien des PCOS stammen bereits von 2003 und beinhalten mit den Zeichen des 

Hyperandrogenismus und dem Bild der polyzystischen Ovarien zwei sehr subjektive 

Unterscheidungszeichen. Mit der Untersuchung des Serums der Patientinnen könnte für diese sehr 

häufige und volkswirtschaftlich relevante Erkrankung, die objektivierbare Untersuchung eines leicht 

gewinnbaren Materials etabliert werden. 

Ziel dieser Arbeit war es die Expressionmuster zirkulierender microRNAs bei Patientinnen mit PCOS 

im Vergleich zu einer Kontrollgruppe ohne PCOS zu beschreiben und mögliche differentiell 

exprimierte Kandidaten auszuwählen. Weiterhin sollte die Serum-Konzentration der ausgewählten 

Kandidaten-microRNAs auf Korrelationen zu klinischen und endokrinologischen Parametern der 

Patientinnen der Studienkohorte untersucht werden. Im Detail sollten dabei potentielle 

Korrelationen der Serum-Konzentration der ausgewählten microRNAs mit den Diagnose-Kriterien 

und Charakteristika des PCOS (Diagnose PCOS, Oligomenorrhoe, Zyklusunregelmäßigkeiten, 

polyzystische Ovarien im Ultraschall, Hyperandrogenismus, androgener Phänotyp) analysiert werden.  

 

Im Rahmen dieser Arbeit untersuchten wir folgende Hypothesen: 

1. Es lassen sich differentiell exprimierte microRNA für die Diagnose des polyzystischen 

Ovarsyndroms finden.  

2. Die Expressionsprofile der microRNA miR-181, miR-200a, miR-203, miR-375 und miR-411 

unterscheiden sich signifikant zwischen der Fall-und der Kontrollgruppe. 

3. Es gibt Zusammenhänge zwischen den erhobenen Messdaten und der Serum-Konzentration 

der ausgewählten microRNAs. 

4. Es gibt Zusammenhänge zwischen klinischen Parametern und der Serum-Konzentration der 

ausgewählten microRNAs.  
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3. Material und Methodik  

 

3.1. Material 

 

3.1.1. Geräte 

Bio Photometer     Eppendorf, Hamburg 

Biofuge pico      Heraeus Instruments 

Gefriertruhe      Gram bioline, Vojens, Dänemark 

iCycler™ Thermal Cycler (real-time-cycler)  Bio-Rad, München 

Kühlschrank      Liebherr Profi Line, Biberach an der Riss 

Magnetständer      Ambion Inc., Austin TX, USA 

Pipetten      Eppendorf, Hamburg 

Röntgenfilmkammer     Roth, Karlsruhe 

Sprout™ Tischzentrifuge    Kisker, Steinfurt 

Thermocycler T3000     Biometra, Göttingen 

Vortex Mixer      StarLab, Ahrensburg 

 

3.1.2. Reagenzien 

Ampuwa      Fresenius Kabi, Bad Homburg 

BD-Puffer      Solis Biodyne, Tartu, Estland 

Chloroform      AppliChem, Darmstadt 

DNAse        Qiagen, Hilden 
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Entwickler (Kodak)     Sigma Aldrich, Hamburg 

Ethanol absolut      Sigma Aldrich, Steinheim 

Fixierer (Kodak)      Sigma Aldrich, Steinheim 

HOT FIREPol® DNA Polymerase    Solis Biodyne, Tartu, Estland 

Isopropanol      AppliChem, Darmstadt 

MgCl2       Solis Biodyne, Tartu, Estland 

RDD-Puffer       Qiagen, Hilden 

Reverse Transkriptase     ThermoScientific, Rockford, USA 

Ribolock      ThermoScientific, Rockford, USA 

RNAse-freies Wasser     Qiagen, Hilden 

TaqMan Primer      Applied Biosystems, Darmstadt 

Trizol       Invitrogen, Carlsbad CA, USA 

 

3.1.3.  Puffer und Lösungen 

Hybridisierungspuffer (MicroRNA-Array)  30 ml 5x Hybridization washing buffer  

       120 ml Aqua bidest. 

Detektionspuffer (MicroRNA-Array)   40 ml 5x Detection washing buffer 

       160 ml Aqua bidest. 

Entwickler (MicroRNA-Array)    80 g Entwickler 

       500 ml Aqua bidest. 

Fixierer (MicroRNA-Array)    100 ml Fixiererkonzentrat 

       300 ml Aqua bidest. 
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3.1.4. Kits 

Human MicroRNA-Array I-IV     Signosis Inc., Santa Clara, USA 

RevertAid™ H Minus Strand cDNA Synthesis Kit  ThermoScientific, Rockford, USA 

 

3.1.5. Verbrauchsmaterial 

Einweghandschuhe     Semper Care, Wien, Österreich 

Falconröhrchen      Greiner, Frickenhausen 

Parafilm      Pechiney Plastic Packaging, Chicago IL, USA 

Pipettenspitzen mit Filter    Greiner bio-one, Frickenhausen 

Pipettenspitzen ohne Filter    Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf 

qPCR-Gefäße und Deckel    Thermo Scientific, Rockford, USA 

Reaktionsgefäße 0,5 / 1,5 / 2,0 ml   Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf 

Röntgenfilm Cl-Xposure™ Film    Thermo Scientific, Rockford, USA 

UVette® routine pack (Küvette)    Eppendorf, Hamburg 

peqGOLD PhaseTrap     peqlab, Erlangen    

 

3.1.6. Das Patientenkollektiv 

Die Blutproben für die weiteren Untersuchungen stammen von 288 infertilen Patientinnen. Sie 

wurden in der Zeit von 2010 bis 2013 aus der Kinderwunschsprechstunde des Zentrums für 

Reproduktionsmedizin und Andrologie im Universitätsklinikum Halle (Saale), Direktor: Prof. Behre, 

rekrutiert. Bei 134 von ihnen wurde die Diagnose Polyzystisches Ovarsyndrom gestellt und 154 

erhielten diese nicht. Auch die retrospektiven Angaben zu den klinischen Parametern der 

Patientinnen wurden den Akten der Ambulanz entnommen. 
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Die Proben wurden im Rahmen des durch die Ethikkommission befürworteten Antrags 

„Polyzystisches Ovarsyndrom und weibliche Infertilität“ gesammelt. 

 

3.2. Methodik 

 

3.2.1. Serumherstellung 

Um das Serum zu erhalten wurden mittels Zentrifugation die zellulären Bestandteile abgetrennt, das 

überstehende Serum abgenommen und bei -80°C bis zur Verwendung gelagert. 

3.2.2. RNA-Isolation 

Zur RNA-Isolation wurden 400 μl des gewonnenen Serums nochmals zentrifugiert. Der 

Überstand wurde in ein PhaseTrap-Reaktionsgefäß überführt und mit 750 𝜇l Trizol-Reagenz versetzt. 

Anschließend wurde gevortext und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nun wurde 200 𝜇l 

Chloroform zugesetzt und kräftig für 2 min per Hand geschüttelt. Dann wurde 10 Minuten bei 4℃ 

zentrifugiert, um Phasentrennung zu erhalten. Die wässrige Oberphase wurde vorsichtig 

abgenommen ohne die Interphase zu verletzen und zum Weiterarbeiten in ein neues Reaktionsgefäß 

pipettiert. Danach wurde 45 𝜇l DNAse-Puffer-Lösung (40 𝜇l RDD-Puffer + 5 𝜇l DNase) zugefügt, durch 

Invertieren gemischt und inkubiert. Nach der Zugabe von 500𝜇l lsopropanol wurde gevortext und 

über Nacht bei -20℃ zur RNA-Fällung gelagert. 

Im Anschluss an die 10- minütige Zentrifugation bei 4℃ wurde der Überstand dekantiert und mit 1 

ml 96%igem eisgekühltem Ethanol versetzt. Es wurde ein weiterer Zentrifugationsschritt  

angeschlossen, der Überstand erneut dekantiert und 700 𝜇l 70%iger eisgekühlter Ethanol zugegen. 

Noch einmal wurde zentrifugiert und danach der Überstand möglichst vollständig abgenommen und 

das RNA-Pellet im umgedrehten Tube luftgetrocknet. Nachfolgend wurde das Pellet in 25 𝜇l RNAse-

freiem Wasser gelöst und bei -20°C oder für längere Zeit bei -80°C gelagert.  

 

3.2.3. RNA-Konzentrationsmessung 

Die Konzentration wurde mit einer 1:50 Verdünnung mit RNAse-freiem Wasser am Photometer 

vermessen. Dazu wurde die Extinktion bei 260 und 280 nm Wellenlänge bestimmt. Der Quotient 
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OD260nm/OD280nm bezeichnet den Reinheitsgrad der Probe. Im Idealfall liegt dieser Wert bei 

biologischen Proben zwischen 1,7 und 2,1. 

3.2.4. MicroRNA-Mikrorarray 

Um die microRNA-Konzentrationsprofile im Serum von 3 Patientinnen (1x normalgewichtig, ohne 

PCOS; 1x Adipositas, ohne  PCOS; 1x Adipositas, mit PCOS) zu bestimmen, wurde das Human 

MicroRNA Array von Signosis Inc. verwendet. Hierbei handelt es sich um ein nicht-radioaktives 

Northern-Blot-Verfahren. Zur Durchführung wurden zuerst einfache Verdünnungen des 

Hybridisierungspuffer und des Detektionspuffer, wie in 2.1.3. beschrieben, hergestellt und auf 42°C 

erwärmt. Danach wurde der Ansatz für das Annealing der microRNA mit den Oligonukleotiden wie 

folgt pipettiert: 

  X µl  5µg RNA 

  10 µl Oligo Mix 

  2 µl Array Detection Oligo 

  20 µl Annealing buffer 

  Ad 14 µl Aqua bidest. 

Um X zu berechnen wurde folgende Formel angewandt: 

  𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑓ü𝑟 5μ𝑔 𝑅𝑁𝐴 =
5000𝑛𝑔

𝐶 (
𝑛𝑔

µ𝑙
)

 

Dieser Ansatz wurde im Thermocycler bei 72°C für 5 Minuten und anschließend bei 53°C für 90 

Minuten inkubiert. Währenddessen wurden 5 µl der Beads mit Annealing Puffer gewaschen. 

Anschließend wurde der fertig inkubierte Ansatz mit Bead Binding Buffer und den gewaschenen 

Beads versetzt und bei 37°C für 30 Minuten inkubiert. Danach wurden die Beads mit Bead Wash 

Puffer doppelt gewaschen und der Überstand verworfen. Als nächstes wurden zur Ligation der 

microRNA/Oligonukleotidhybride die Beads mit 50 µl Ligationspuffer  gewaschen und dann mit 20 µl  

desselben Puffers und 5 µl der Ligase versetzt. Die Inkubation erfolgt für 90 Minuten bei 37°C. Als 

nächstes wurde ein weiterer Waschschritt mit 100 µl Bead Washing Buffer durchgeführt. Dann 

wurden 20 µl des Extension-Mixs zur Resuspension der Beads zugegeben. Diese Mixtur wurde wie 

folgt inkubiert: 

  94°C 2 Minuten 

  54°C 1 Minute 
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  72°C 1,5 Minuten 

  94°C 30 Sekunden 

Nun wurden die 20 µl des Extension Mixes in ein neues Reaktionsgefäß übertragen und die Beads 

verworfen. Nach Zugabe von 20 µl Labeling Mix und 1 µl T7 RNA Polymerase wurde für eine Stunde 

bei 37°C inkubiert.  

Die Arraymembranen wurden nun in ein 50 ml Falcon überführt, mit destilliertem Wasser befeuchtet  

und nach dem Verwerfen des Wasser mit 40 ml des Hybridization Buffer für mindestens 30 Minuten 

bei 42°C inkubiert. Der Puffer wurde anschließend dekantiert und durch 4 ml neuen Hybridization 

Buffer ersetzt. Die 40 µl der transkribierten RNA wurden hinzugefügt und die so behandelten 

Membranen über Nacht im Hybridisierungsofen bei 42°C inkubiert.  

Am nächsten Tag wurden die Membranen zweifach mit Hybridization Buffer gewaschen. Danach 

erfolgte die Detektion. 

Die Membranen wurden aus den Falcons entnommen, in ein anderes Gefäß überführt und mit 10 ml 

Detection Buffer abgespült. Unter stetiger Bewegung wurden sie im folgenden Schritt mit 25 ml 

Blocking Buffer geblockt. Anschließend wurde eine Mischung aus 1 ml Blocking Puffer und 15 µl 

Streptavidin-HRP-Konjugat auf die Membranen gegeben und weitere 45 Minuten bei 

Raumtemperatur geschüttelt. Danach wurde der Puffer dekantiert und dreimal für jeweils 10 

Minuten mit 15 ml Detection Buffer gewaschen.  

Nun wurde 1 ml des Detektionsreagenz angemischt und auf die Membranen gegeben. Nach Ablauf 

von 5 Minuten wurden Röntgenfilme in der Dunkelkammer zu unterschiedlichen Zeitpunkte  (0,5, 2 

und 5 Minuten) belichtet. Die belichteten Röntgenfilme wurden anschließend entwickelt und fixiert.  

Mit Hilfe der schematischen Diagramme, die von Signosis Inc. bereitgestellt wurden, wurden die 

Arrays ausgewertet.  

 

3.2.5. MicroRNA-cDNA-Synthese 

 

Zur Quantifizierung der microRNA-Konzentration im Serum mittels qRT-PCR erfolgte zunächst eine 

cDNA-Synthese mittels RevertAid H Minus. Es wurden bei RNA-Konzentrationen unter 200 µg/ml 100 

ng und bei Konzentrationen über 200 µg/ml 200 ng RNA umgeschrieben. Das benötigte Volumen der 

isolierten RNA wurde mit folgenden Formeln berechnet: 

   

  𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑓ü𝑟 100𝑛𝑔 𝑅𝑁𝐴 =
100𝑛𝑔 𝑅𝑁𝐴

𝑐 (µ𝑔/𝑚𝑙)
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oder   𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑓ü𝑟 200𝑛𝑔 𝑅𝑁𝐴 =
200𝑛𝑔 𝑅𝑁𝐴

𝑐 (µ𝑔/𝑚𝑙)
 

 

Als Reaktionsansatz wurde pipettiert: 

   

  3,72 µl RNAse freies Wasser 

  3,3 µl 5x Puffer 

  0,17 µl  dNTPs 

  1,5 µl 5x Primer 

  0,21 µl Ribolock RNAse-Inhibitor 

  0,7 µl reverse Transkriptase 

  X µl RNA (100ng oder 200ng) 

  Ad 14,6 µl RNAse freies Wasser 

 

 

Dieser Mix wurde wie folgt im Thermocycler inkubiert: 

 

  16°C 30 Minuten 

  42°C 30 Minuten 

  85°C 5 Minuten 

 

Die cDNA wurde bei -20°C gelagert. 

 

3.2.6. Quantitative real-time-PCR 

 

Die Analyse der microRNA-Expression erfolgte mittels TaqMan Assay in einer quantitativen Realtime 

PCR. 

Der PCR-Ansatz war wie folgt zusammengesetzt: 

 

  9,4µl destilliertes Wasser 

  1,5µl BD-Puffer 

  1,2µl MgCl2 

  1µl dNTPs 

  0,7µl 20x Primer 
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  0,2µl Taq Polymerase 

  Xµl cDNA 

 

Zum Reaktionsgemisch wurden 400 ng cDNA hinzugefügt. 

Die PCR-Reaktion wurde im real-time Cycler mit folgendem Programm durchgeführt: 

 

1. Zyklus (1x): 95°C 15 Minuten 

2. Zyklus (15x): 95°C 10 Sekunden 

     60°C 15 Sekunden 

3. Zyklus (45x): 95°C 10 Sekunden 

60°C 40 Sekunden 

 

3.2.7. Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software SPSS 20.0 (IBM, Chicago, IL, USA). 

Die statistischen Analysen umfassten bivariate Korrelationen nach Spearman-Rho und nicht-

parametrische Tests (Mann-Whitney-U Test) sowie eine Analysis of variance (einseitige ANOVA). Alle 

Werte p<0,05 wurden als signifikant eingestuft. 

  



 

 
 

22 
 

4. Ergebnisse  

 

4.1. Übersicht der Studienkohorte  

Die Studienkohorte im Rahmen der vorliegenden Promotion bestand aus 288 Probandinnen, die aus 

dem Patientengut des Zentrums für Reproduktionsmedizin und Andrologie des Universitätsklinikums 

der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg rekrutiert wurden. Die Studienpopulation teilt sich in 

eine Gruppe von Patientinnen mit der Diagnose „Polyzystisches Ovarsyndrom“ der 134 

Teilnehmerinnen angehören und eine Kontrollgruppe mit 154 Probandinnen, die nicht an diesem 

Krankheitsbild leiden. 

 

Abb. 3: Verhältnis von PCOS- und Kontrollgruppe 

Der Mittelwert des Alters lag in der PCOS Gruppe bei 28,9 Jahren, der Median bei 29 Jahren. In der 

Kontrollgruppe hingegen belief sich der Mittelwert auf 31,8 Jahre und der Median auf 32 Jahre (s. 

Abb. 4A). Der Mittelwert des Gewichtes lag bei der PCOS Gruppe bei 77 kg, bei der Kontrollgruppe 

hingegen nur bei 66,26 kg. Der Median des Gewichtes belief sich auf 73 kg in der PCOS Gruppe und 

63 kg in der Kontrollgruppe (s. Abb. 4B). Diese Werte ergeben einen Mittelwert des BMI von 27,6 für 

die PCOS Gruppe und von 23,5 für die Kontrollgruppe. Die Frauen in der PCOS Gruppe hatten im 

Mittel 0,75 Schwangerschaften und 0,19 Schwangerschaften während der Therapie. Im Gegensatz 

dazu traten in der Kontrollgruppe 0,88 Schwangerschaften und 0,33 Schwangerschaften während der 

Therapie auf. Der Mittelwert der Anzahl an Fehlgeburten lag bei den PCOS Patientinnen bei 0,4 und 

in der Kontrollgruppe bei 0,38. Der Mittelwert des HOMA-Index lag bei PCOS Patientinnen bei 3,28 

und bei der Kontrollgruppe  bei 2,7.  

PCOS

non-PCOS
53,5 % 46,5 % 
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Abb. 4: Verteilung der Parameter Alter (A) und Gewicht (B) bei Probandinnen mit und ohne PCOS. 

 

Bei einem Teil der Probandinnen wurden Hormonanalysen durchgeführt (s. Abb. 5). Bei 62,7% der 

PCOS Patientinnen wurde der Progesteronspiegel bestimmt, dessen Mittelwert in dieser 

Patientinnengruppe bei 12,5 nmol/l lag. Im Gegensatz dazu wurde bei 40,9% der Probandinnen der 

Kontrollgruppe die Progesteronbestimmung durchgeführt, wobei der Mittelwert hier bei 25,12 

A 

B 
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nmol/l lag. Die Mittelwerte der beiden Gruppen unterscheiden sich hier signifikant mit einem p-Wert 

von p<0,0001 (einfaktorielle ANOVA). Des Weiteren wurde bei 61,7% der PCOS Patientinnen der LH-

Spiegel bestimmt. Der Mittelwert lag hier bei 37,9 U/l. In der Kontrollgruppe wurde bei 25,3% der 

Patientinnen der LH- Spiegel bestimmt, wobei der Mittelwert bei 10,8 U/l lag. Damit unterscheiden 

sich die Mittelwerte der beiden Gruppen mit einem p-Wert von p<0,0001 signifikant voneinander 

(einfaktorielle ANOVA). Außerdem wurden in bei 61,9% in PCOS Gruppe und bei 24% in 

Kontrollgruppe der FSH-Spiegel bestimmt. Dabei lag der Mittelwert der PCOS Gruppe bei 6,1 U/l und 

bei der Kontrollgruppe bei 11,16 U/l. Die Mittelwerte unterscheiden sich bei dieser Bestimmung 

signifikant voneinander bei einem p-Wert von p=0,026 (einfaktorielle ANOVA). Damit liegt der 

Mittelwert des LH/FSH-Quotienten in der PCOS Gruppe bei 1,9 und in der Kontrollgruppe bei 1,09. 

Die Mittelwerte unterscheiden sich damit signifikant voneinander bei einem p-Wert von p<0,0001 

(einfaktorielle ANOVA).  

   

Abb. 5: Darstellung und Verteilung der Ergebnisse der Hormonbestimmungen bei Probandinnen mit 
und ohne PCOS. 
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Zusätzlich wurden bei 57,5% der Teilnehmerinnen mit PCOS der Prolaktinspiegel bestimmt, dessen 

Mittelwert bei 258,9 mU/l lag, wohingegen in der Kontrollgruppe bei 37,7% der Patientinnen diese 

Bestimmung durchgeführt wurde, und der Mittelwert der Ergebnisse bei 271,3 mU/l lag. Eine 

Estradiolspiegelbestimmung wurde in der PCOS Gruppe bei 56,7% der Patientinnen durchgeführt, 

dabei befand sich der Mittelwert bei 453,42 pmol/l. In der Kontrollgruppe wurde die Bestimmung bei 

64,9% der Patientinnen durchgeführt und ergab einen Mittelwert von 504,94 pmol/l. Weiterhin 

wurde auch eine Bestimmung des Anti-Müller-Hormons durchgeführt, in der PCOS Gruppe bei 56,7% 

der Patientinnen und in der Kontrollgruppe bei 64,9% der Patientinnen. Die Mittelwerte bei den 

PCOS Patientinnen lagen bei 5,37 pmol/l und bei den Patientinnen der Kontrollgruppe bei 1,95 

pmol/l. Dies ergibt einen signifikanten Unterschied mit p<0,0001 (einfaktorielle ANOVA).  

 

4.2. Microarray-Untersuchungen- differentiell exprimierte microRNAs 

bei Übergewicht (BMI>25) oder PCOS 

Die Microarrays wurde für drei Patientinnen durchgeführt. Davon war eine (1) normalgewichtig 

(BMI<25), ohne PCOS; die zweite (2) übergewichtig (BMI>25), aber ohne PCOS; und die dritte (3) 

übergewichtig (BMI>25) und mit einer PCOS Diagnose.  

Für jede Patientin wurden 231 verschiedene microRNA und deren Isoformen untersucht, teilweise 

waren diese auf den Arrays zweimal vorhanden und es erfolgte somit eine Doppelbestimmung. 

Beispiel-Abbildungen der Mikroarrays I-IV für die normalgewichtige Patientin ohne PCOS finden sich 

im Anhang.  

Für den Faktor Normalgewicht (BMI<25) wurden 14 microRNA differentiell exprimiert. Es handelt 

sich dabei um let-7e, miR-17-5p, miR-21, miR-28, miR-124a, miR-126, miR-131, miR-143, miR-145, 

miR-181d, miR-185, miR-186, miR-192 und miR-199a*. Jede der genannten microRNA wurde in zwei 

Arrays bestimmt. Die miR-145 wurde auf beiden als differentiell exprimiert bestimmt, die anderen 

waren jeweils nur auf einem der Arrays differentiell exprimiert. 

Für den Faktor Übergewicht (BMI>25) wurden 8 microRNA ermittelt, die differentiell exprimiert 

waren. Diese sind folgende: miR-92b, miR-95, miR-142-3p, miR-183, miR-221, miR-222, miR-296 und 

miR-372. Jede der genannten microRNA wurde in zwei Arrays bestimmt. Es waren alle microRNAs 

jeweils nur auf einem der Arrays differentiell exprimiert. 
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Bei der Patientin der Kontrollgruppe waren im Vergleich zur Patientin mit PCOS 22 microRNA 

auffällig. Es zeigten sich let 7e-5p, miR-9, miR-17-5p, miR-22, miR-23a, miR-30a-3p, miR-126-3p, miR-

148a, miR-155, miR-181a, miR-181b, miR-182, miR-199a, miR-200a, miR-200c, miR-204, miR-216, 

miR-221, miR-222, miR-223, miR-296 und miR-368. Auch jede dieser microRNA wurde doppelt 

bestimmt, davon waren die miR-200a, miR-200c und miR-204 in beiden Bestimmungen differentiell 

exprimiert. Weiterhin überschneidet sich die Bestimmung der differentiellen Expression  von let-7e, 

miR-17-5p und miR-126 auf einem Array mit der des Normalgewichtes und die von miR-221, miR-222 

sowie miR-296 mit der des Übergewichtes. 

Der letzte die Patientinnen unterscheidende Faktor ist das Vorhandensein eines PCOS. Hier konnte in 

den Microarray-Untersuchungen keine microRNA als differentiell exprimiert identifiziert werden. 

 

4.3. Bivariate Korrelationsanalysen der Serum-Konzentration der 

microRNA mit klinischen Parametern der Studienkohorte 

Die bivariate Korrelationsanalyse nach Spearman-Rho wurde verwendet, um mögliche Verbindungen 

zwischen den von uns erhobenen klinischen Messdaten und der microRNA-Konzentration im Serum 

der Patientinnen zu erkennen, aber auch um Assoziationen zwischen der Serum-Konzentration 

einzelner microRNAs oder zwischen klinischen Messdaten zu evaluieren.  

Die microRNA-Messungen wurden bei allen der 288 Probandinnen durchgeführt. Dabei wurden die 

microRNA miR-375 in 93 Probandinnen nachgewiesen, der Mittelwert der CT-Werte betrug 0,0134. 

Die microRNA miR-181 konnte bei 284 Teilnehmerinnen nachgewiesen werden, der Mittelwert der 

CT-Werte betrug 0,0491. Die microRNA miR-200a war bei 272 Probandinnen nachweisbar, mit 

einem Mittelwert der CT-Werte von 0,0018. Die microRNA miR-203 wiederum war bei 93 

Studienteilnehmerinnen nachweisbar, hier mit einem Mittelwert der CT-Werte von 0,0001. 

Außerdem wurde die microRNA miR-411 in 92 Probandinnen nachgewiesen, wobei der Mittelwert 

CT-Werte  0,4338 betrug. 

Weiterhin wurden Daten erhoben zu Alter, Körpergröße, Gewicht, BMI, Alter, Beginn der 

Menstruation, Anzahl der wirklichen Geburten, Anzahl der Fehlgeburten, Anzahl der 

Schwangerschaftsabbrüche, HOMA-Diabetesindex, und Hormonbestimmungen von Progesteron, LH, 

FSH, Estradiol und Prolaktin. Es wurde weiterhin dokumentiert, an welchem Zyklustag die Blutprobe 

entnommen wurde. 
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Hierbei zeigten sich signifikante Korrelation zwischen des BMI und dem Progesteronspiegel (rs=-

0,179; p= 0,030), sowie zwischen dem Zyklustag der Blutentnahme und der Anzahl der wirklichen 

Geburten (rs=-0,175, p=0,021). Außerdem konnte eine signifikante Korrelation zwischen dem 

Ergebnis des HOMA-Index und der Anzahl der Fehlgeburten (rs=0,432; p=0,035) und zwischen dem 

Estradiolspiegel und der Anzahl der wirklichen Geburten (rs=0,181; p=0,031) ermittelt werden. 

Zudem zeigte sich- wie zu erwarten- eine signifikante Korrelation zwischen dem Zyklustag der 

Blutentnahme und den Serumspiegeln von Progesteron (rs=0,267; p=0,003), FSH (rs=-0,370; 

p<0,0001), Estradiol (rs=0,322; p=0,002) sowie des LH/FSH-Quotienten (rs=0,399; p<0,0001) und 

Östradiol und Progesteron untereinander (rs=0,216; p=0,024). 

Zwischen der microRNA-Konzentration im Serum und den klinischen Parametern konnten keine 

signifikanten Zusammenhänge gefunden werden. Es zeigten sich allerdings Korrelationen, die nahe 

der Signifikanzgrenze  von p<0,05 liegen. Die Serum-Konzentration der microRNA miR-181 korrelierte 

im Trend mit dem HOMA Diabetesindex (rs=0,375; p=0,074) und dem Menarche-Alter (rs=-0,109; 

p=0,088). Weiterhin korrelierte im Trend die Serum-Konzentration der microRNA miR-200a und der 

Zyklustag der Blutentnahme (rs=-0,135, p=0,095), der FSH-Spiegel (rs=0,184, p=0,062), der LH/FSH-

Quotient (rs=-0,172; p=0,082) und der Prolaktinspiegel (rs=0,154; p=0,094). Darüber hinaus 

korrelierte im Trend die Serum-Konzentration der microRNA miR-203 und die Körpergröße (rs=0,176, 

p=0,093) sowie das Menarche-Alter (rs=0,183; p=0,094). Ferner korrelierte im Trend die Serum-

Konzentration der microRNA miR-411  und die Anzahl der Fehlgeburten (rs=-0,188; p=0,074) sowie 

der  Progesteronspiegel (rs=0,189; p=0,097). 

Der Vergleich der microRNA-Konzentration im Serum untereinander ergab wiederum signifikante 

Ergebnisse. Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen der Serum-Konzentration der 

microRNAs miR-375 und miR-181 (rs=0,284; p=0,006), sowie zwischen der Serum-Konzentration der 

microRNAs miR-375 und miR-203 (rs=0,390; p<0,001). Des Weiteren ergab sich eine signifikante 

Korrelation zwischen der Serum-Konzentration der microRNAs miR-181 und miR-200a (rs=0,268; 

p<0,001), wie auch zwischen der Serum-Konzentration der microRNAs miR-181 und miR-203 

(rs=0,306; p=0,003). Außerdem konnte eine signifikante Korrelation zwischen der Serum-

Konzentration der microRNAs miR-200a und miR-203 (rs=0,217; p=0,037) wie auch zwischen der 

Serum-Konzentration der microRNAs miR-200a und miR-411 (rs =0,365; p<0,0001) festgestellt 

werden.  
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4.4. Korrelation der microRNA und klinischer Parameter 

Der Mann-Whitney-U-Test wurde verwendet um Unterschiede in der Studienpopulation hinsichtlich 

der Stärke der Expression einzelner microRNAs  in Abhängigkeit von klinischen Parametern deutlich 

zu machen.  

Die klinischen Parameter, nach denen ausgewertet wurde, waren (1) das Vorliegen der Diagnose 

PCOS, die (2) Oligomenorrhoe, die  (3) erfüllten Ultraschallkriterien eines PCOS, der  (4) androgene 

Phänotyp, der (5) Hyperandrogenismus und (6) bestehende Zyklusunregelmäßigkeiten. 

Für die Kriterien der Diagnose PCOS und der Oligomenorrhoe zeigten sich keine signifikanten 

Korrelationen zur Serum-Konzentration der microRNAs miR-375, miR-181, miR-200a, miR-203 oder 

miR-411.  

 

Tabelle 1: Nichtparametrische Tests zur Assoziation zwischen der Serum-Konzentration der 
untersuchten microRNAs und der klinischen Diagnose eines PCOS. Angegeben sind die p-Werte des 
Mann-Whitney-U-Tests (MWU). 

PCOS miR-375 miR-181 miR-200a miR-203 miR-411 

P (MWU) 0,292 0,404 0,951 0,681 0,662 

 

Tabelle 2: Nichtparametrische Tests zur Assoziation zwischen der Serum-Konzentration der 
untersuchten microRNAs und dem Vorliegen einer Oligomenorrhoe. Angegeben sind die p-Werte des 
Mann-Whitney-U-Tests (MWU). 

Oligomenorrhoe miR-375 miR-181 miR-200a miR-203 miR-411 

P (MWU) 0,582 0,425 0,343 0,812 0,542 

 

 

Bei der nicht-parametrischen Korrelationsanalyse nach Mann-Whitney-U zwischen dem Vorliegen 

der Ultraschallkriterien des PCOS  und der Serum-Konzentration der analysierten microRNAs konnte 

hinsichtlich der microRNA miR-181 eine Assoziation nahe der Signifikanzgrenze ermittelt werden 

(MWU: p=0,136). Detektiert werden konnte eine im Mittel leicht erhöhte Serum-Konzentration der 

miR-181 bei Patientinnen mit dem Nachweis von polyzystischen Ovarien im Ultraschall (s. Abb. 6). 
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Tabelle 3: Nichtparametrische Tests zur Assoziation zwischen der Serum-Konzentration der 
untersuchten microRNAs und dem Vorliegen der Ultraschallkriterien eines PCOS (US PCOS). 
Angegeben sind die p-Werte des Mann-Whitney-U-Tests (MWU). Farbig markiert ist eine Assoziation 
in Umgebung der Signifikanzschwelle. 

US PCOS miR-375 miR-181 miR-200a miR-203 miR-411 

MWU 0,493 0,136 0,727 0,411 0,842 

 

 

Abb. 6: Box-Plot der Serum-Konzentration der miR-181 im Zusammenhang mit dem Vorliegen von 
Polycystischen Ovarien im Ultraschall (p=0,136; Mann-Whitney-U Test)  

 

 

Weiterhin zeigte sich eine Assoziation im Trend für den Vergleich des Vorliegens eines androgenen 

Phänotyps und die Serum-Konzentration der microRNA miR-203 (MWU: p=0,135). Bei Patientinnen, 

die einen androgenen Phänotyp aufwiesen, war die Serum-Konzentration der miR-203 im Mittel 

leicht niedriger als Patientinnen ohne androgenen Phänotyp (s. Abb. 7). 
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Tabelle 4: Nichtparametrische Tests zur Assoziation zwischen der Serum-Konzentration der 
untersuchten microRNAs und dem Vorliegen eines androgenen Phänotyps. Angegeben sind die p-
Werte des Mann-Whitney-U-Tests (MWU). Farbig markiert ist eine Assoziation an der 
Signifikanzschwelle. 

Androgener Phänotyp miR-375 miR-181 miR-200 miR-203 miR-411 

MWU 0,908 0,221 0,695 0,135 0,703 

 

 

 Abb. 7: Box-Plot der Serum-Konzentration der miR-203 im Zusammenhang mit dem Vorliegen eines 
androgenen Phänotyps (p=0,135; Mann-Whitney-U Test)  

 

Bei der nicht-parametrischen Korrelationsanalyse nach Mann-Whitney-U zwischen dem Vorliegen 

eines Hyperandrogenismus und der Serum-Konzentration der analysierten microRNAs zeigen 

Patientinnen mit Hyperandrogenismus im Mittel eine signifikant höhere Serum-Konzentration der 

microRNA miR-200a als die Patientinnen ohne Hyperandrogenismus (MWU: p=0,001; s. Abb. 8).  
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Tabelle 5: Nichtparametrische Tests zur Assoziation zwischen der Serum-Konzentration der 
untersuchten microRNAs und dem Vorliegen eines Hyperandrogenismus. Angegeben sind die p-
Werte des Mann-Whitney-U-Tests (MWU). Farbig markiert ist eine Assoziation an der 
Signifikanzschwelle. 

Hyperandrogenismus miR-375 miR-181 miR-200a miR-203 miR-411 

MWU 0,829 0,602 0,001 0,814 0,785 

 

 

Abb. 8: Box-Plot der Serum-Konzentration der miR-200a im Zusammenhang mit dem Vorliegen eines 
Hyperandrogenismus (p=0,001; Mann-Whitney-U Test)  

 

Eine weitere Korrelation, die einen Trend zur Signifikanz zeigt, kann zwischen dem Vorliegen von 

Zyklusunregelmäßigkeiten und der Serum-Konzentration der microRNA miR-200a (MWU: p=0,086) 

detektiert werden. Dabei haben Patientinnen mit Zyklusunregelmäßigkeiten eine mit Mittel 

niedrigere Serum-Konzentration der miR-200a (s. Abb. 9). 
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Tabelle 6: Nichtparametrische Tests zur Assoziation zwischen der Serum-Konzentration der 
untersuchten microRNAs und dem Vorliegen eines Hyperandrogenismus. Angegeben sind die p-
Werte des Mann-Whitney-U-Tests (MWU). Farbig markiert ist eine Assoziation an der 
Signifikanzschwelle. 

Zyklusunregelmäßigkeiten miR-375 miR-181 miR-200a miR-203 miR-411 

MWU 0,398 0,795 0,086 0,925 0,963 

 

 

Abb. 9: Box-Plots der Serum-Konzentration der miR-200 im Zusammenhang mit dem Vorliegen von 
Zyklusunregelmäßigkeiten (p=0,086; Mann-Whitney-U Test)  

 

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Serum-Konzentration der miR-200a signifikant mit einem 

Hyperandrogenismus in der untersuchten Studienkohorte assoziiert ist, wobei die mittlere Serum-

Konzentration der miR-200a bei Patientinnen mit Hyperandrogenismus im Mittel erhöht ist.  

Zwischen der Serum-Konzentration der untersuchten microRNAs miR-375, miR-181, miR-200a, miR-

203 und miR-411 in und den weiteren für das PCOS charakteristischen klinischen Diagnosekriterien 

konnten keine signifikanten Korrelationen festgestellt werden. Darüber hinaus ist die Serum-
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Konzentration der untersuchten microRNAs zwischen den Patientinnen mit und denen ohne PCOS in 

der Studienkohorte nicht signifikant verändert. 
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5. Diskussion 

 

5.1. Klinische und endokrinologische Parameter der untersuchten 

Studienkohorte 

Die Kohorte unserer Studie, welche insgesamt aus 288 Probandinnen besteht, die sich in 134 

Patientinnen mit PCOS und 154 Kontrollprobandinnen aufteilt, nimmt sich vergleichsweise groß aus. 

Andere Arbeitsgruppen, die auch zirkulierende microRNA im Zusammenhang mit dem PCOS 

untersuchten, forschten an Kohorten mit 12 Patientinnen und 12 Kontrollen (Murri et al., 2013) oder 

jeweils 18 Teilnehmern in jeder Gruppe (Ding et al., 2015). Selbst die Studie von Long und Kollegen 

(Long et al., 2014) kommt mit einer Gesamtkohorte von 136 Probandinnen nur auf knapp 50% 

unserer rekrutierten Patientinnen. Dies wiederum zeichnet unsere Arbeit aus, macht unsere 

Ergebnisse valide und unsere statistische Auswertung zuverlässiger als die der anderen Studien. 

Lediglich die Studie von Zhao und Kollegen untersuchte eine ähnlich große Kohorte von 384 PCOS 

Patientinnen, bei denen allerdings nur 100 in Fällen die Serum-Konzentration der Kandidaten-

microRNAs (miR-16, miR-30c, miR-92a, miR-146a, miR-191, miR-212, miR-223, miR-451) bestimmt 

wurde (Zhao et al., 2015). In dieser Studie wurden jedoch zirkulierenden microRNA zur Prädiktion 

eines ovariellen Hyperstimulationssyndroms analysiert und keine Kontrollgruppe von Nicht PCOS 

Patientinnen involviert.   

Der Mittelwert des Alters lag in der PCOS Gruppe bei 28,9 Jahren, in der Kontrollgruppe hingegen bei 

31,8 Jahren. Der mittlere BMI betrug 27,6 für die PCOS Gruppe und 23,5 für die Kontrollgruppe. Der 

Mittelwert des HOMA-Index lag bei den PCOS Patientinnen bei 3,28 und bei Probandinnen der 

Kontrollgruppe bei 2,7. 

Für das Alter der PCOS Patientinnen sind die Mittelwerte der vergleichbaren Studien ähnlich der 

unsrigen. Long und Kollegen (Long et al., 2014) gaben dabei 26,6 Jahre, Murri und Kollegen (Murri et 

al., 2013) dagegen 29 Jahren an. Unsere Kontrollpatientinnen sind mit einem mittleren Alter von 31,8 

Jahren geringfügig älter als die der anderen Studien (Long et al.: 27,9 Jahre, Murri et al.: 27 Jahre). 

Dies kann darin begründet sein, dass unsere Kontrollpatientinnen auch aus der 

Kinderwunschsprechstunde des Zentrums für Reproduktionsmedizin und Andrologie rekrutiert 

wurden und in einigen Fällen die reproduktive Beeinträchtigung durch ein höheres Alter begründet 

sein könnte. Ob dies allerdings einen Effekt auf unsere Erhebungen hat, bleibt spekulativ. 
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Bezüglich des Gewichtes waren die Patientinnen unserer Kontrollgruppe im Mittel schlanker als die 

PCOS Patientinnen. Dies ist identisch bei der Studie von Long und Kollegen (BMI PCOS: 25,9, BMI 

Kontrollen: 22,4; Long et al., 2014) und bei der Studie von Ding und Kollegen (BMI PCOS: 29.1/ 31.5, 

BMI Kontrollen: 23.5/ 22.7; Ding et al., 2015) und deckt sich mit den Charakteristiken des PCOS.  

Weiterhin kongruent mit den Eigenschaften des PCOS ist der bei den Patientinnen erhöhte HOMA-

Diabetesindex. Dieser fand sich auch bei der Studie von Ding und Kollegen (2015, PCOS: 2.9/ 3.1, 

Kontrollen: 1.5/ 1.3; Ding et al., 2015). Auffällig ist dabei, dass in unserer Studienkohorte der HOMA-

Index bei den PCOS Patientinnen zwar höher lag, aber auch unsere Kontrollpatientinnen im Mittel 

einen Wert aufwiesen, der bei einigen Patientinnen eine Insulinresistenz sehr wahrscheinlich macht. 

Dies bleibt bei unseren weiteren Erhebungen bezüglich des Diabetes und der Insulinresistenz zu 

berücksichtigen.  

Der Mittelwert des Progesteronspiegels lag in der Gruppe der PCOS Patientinnen bei 12,5 nmol/l. Im 

Gegensatz dazu lag der Mittelwert in der Kontrollgruppe bei 25,12 nmol/l. Die Mittelwerte der 

beiden Gruppen unterscheiden sich hier signifikant mit einem p-Wert von p<0,0001. In den 

thematisch mit unserer Studie vergleichbaren Untersuchungen wurde der Progesteronspiegel nicht 

bestimmt, aber in einer Studie, die sich mit den hormonellen Faktoren des PCOS befasst, wurde ein 

signifikant höherer Progesteronwert bei den Kontrollen ermittelt  (Fakhoury et al., 2012, Progesteron 

in nmol/L, Fälle: 3.1, Kontrollen: 3.8, p-Wert 0,002). 

Für die PCOS Patientinnen lag der Mittelwert des LH-Spiegels bei 37,9 U/l, in der Kontrollgruppe 

dagegen lag er bei 10,8 U/l. Damit unterscheiden sich die Mittelwerte der beiden Gruppen mit einem 

p-Wert von p<0,0001 signifikant voneinander. Auch der FSH- Spiegel variierte signifikant zwischen 

den Gruppen (p=0,026), wobei der Mittelwert der Fallgruppe bei 6,1 U/l und der Kontrollgruppe bei  

11,16 U/l lag. Damit unterscheidet sich auch der LH/FSH-Quotient mit einem p-Wert von p<0,0001 

signifikant zwischen den Gruppen. Auch Long und Kollegen bestimmten in ihrer Studie für ihre 

Probandinnen LH und FSH. In der Fallgruppe wurde das LH mit 9,78 U/l und das FSH mit 6,1 U/l 

bestimmt. In der Kontrollgruppe lag der LH-Wert bei 6,85 U/l und der FSH-Wert bei 6,5 U/l (Long et 

al., 2014). Mit einem p-Wert von 0,046 für die LH-Bestimmung und 0,019 für die FSH-Bestimmung 

sind die Bestimmungen auch hier signifikant und unterstützen unsere Ergebnisse. Da die 

Diskrepanzen zwischen unserer Fall- und Kontrollgruppe größer sind als die der zitierten Studie, 

unterstreicht dies noch die Relevanz unserer weiteren diesbezüglichen Untersuchungen.   

Weiterhin lag der Prolaktinspiegel in der PCOS Gruppe im Mittel bei 258,9 mU/l, wohingegen in der 

Kontrollgruppe 271,3 mU/l bestimmt wurden. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu denen 
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anderer Arbeitsgruppen, da sowohl Long et al. (Prolaktin: Fälle 37,39 ng/ml oder 1,03 mU/l; 

Kontrollen 11,96ng/ml oder 0,33 mU/l; p=0,031; Long et al., 2014), als auch Fakhoury et al. (Prolaktin 

(mU/l), Fälle: 21.3, Kontrollen: 19.2, p=0.46; Fakhoury et al., 2012) in der Fallgruppe höhere 

Messwerte als in der Kontrollgruppe bestimmt haben. Dies könnte daran liegen, dass bei uns nur 

57,5% der Teilnehmerinnen mit PCOS und in Gruppe 2 nur bei 37,7% der Patientinnen der 

Prolaktinspiegel bestimmt wurde, wodurch unsere Ergebnisse bezüglich des Prolaktins 

möglicherweise an Validität einbüßen.  

Eine Östradiolspiegelbestimmung wurde in der PCOS Gruppe bei 56,7% der Patientinnen 

durchgeführt, dabei befand sich der Mittelwert bei 453,42 pmol/l. In der Kontrollgruppe wurde die 

Bestimmung bei 64,9% der Patientinnen durchgeführt und ergab einen Mittelwert von 504,94 

pmol/l. Mit einem p-Wert von 0,604 sind die Unterschiede der beiden Gruppen nicht signifikant. 

Auch bei Fakhoury et al. unterschieden sich die beiden Gruppen nicht signifikant voneinander 

(Östradiol (pmol/l), Fälle: 100.1, Kontrollen: 96.2, p= 0.67; Fakhoury et al. 2012). Bei Long und 

Kollegen hingegen findet sich ein signifikanter Unterschied mit einem höheren Östrogenwert  bei den 

PCOS Patientinnen (Östradiol (pg/ml), Fälle: 77,1, Kontrollen: 32,9, p= 0,029; Long et al., 2014). Die 

Ergebnisse in unserer Studienkohorte könnte eventuell mit einer Bestimmung bei weiteren 

Patientinnen klarer dargestellt werden. 

Letztlich fand auch eine Bestimmung des Anti-Müller-Hormons (AMH) statt. Die Mittelwerte lagen 

bei den PCOS Patientinnen bei 5,37 pmol/l und bei den Patientinnen der Kontrollgruppe bei 1,95 

pmol/l. Dies ergibt einen signifikanten Unterschied mit einem p-Wert von <0,0001 und entspricht 

auch den Erhebungen von Roth et al. (Anti-Müller Hormon (ng/dl), Fälle: 6.5, Kontrollen: 2.9; Roth et 

al., 2014). Damit finden sich unsere Ergebnisse bestätigt.  

 

5.2. Korrelation der endokrinologischen und klinischen Daten 

In der Korrelation unserer klinischen Daten sahen wir einen negativen Zusammenhang zwischen dem 

BMI und dem Progesteronspiegel (rs=-0,179, p=0,030). Dies bestätigen auch Yeung et al., die bei 

übergewichtigen Frauen einen 15% geringeren Progesteronspiegel fanden. Sie sehen die Ursache im 

generell bei adipösen Frauen verringerten LH-Spiegels während des Zyklus und in der Lutealphase 

(Yeung et al., 2013).  
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Außerdem konnten wir eine Assoziation zwischen dem Ergebnis des HOMA-Index und der Anzahl der 

Fehlgeburten (rs =0,432, p=0,035) detektieren. Zu diesem Ergebnis kamen auch Ispasoiu et al. Sie 

untersuchten das Nüchterinsulin und den HOMA-Index als Parameter für die Insulinresistenz bei 

Patientinnen mit habituellen Aborten und fanden deutlich höhere Werte für beide Parameter in ihrer 

Fallgruppe (Ispasoiu et al., 2013). Die Mechanismen hinter dieser Beobachtung sind vielschichtig. 

Zum einen ist die Insulinresistenz häufig assoziiert mit Hyperkoagulabilität, verminderter Fibrinolyse 

und der erhöhten Expression inflammatorischer Zytokine (Jakubowicz et al., 2004). Diese Faktoren 

schaffen zusammen, auch plazentar, ein thrombogenes Milieu und erhöhten so das Risiko für 

Fehlgeburten (Glueck et al., 1999). Zum anderen spielt die Insulinresistenz eine Rolle im ovariellen 

Androgenexzess und erhöht so das Risiko für Fehlgeburten durch einen erhöhten Testosteronspiegel 

(Ispasoiu et al., 2013). Dieser Mechanismus spielt natürlich für unsere Fragestellung in Bezug auf das 

Polyzystische Ovarsyndrom eine besonders große Rolle.   

Weiterhin entdeckten wir einen Zusammenhang zwischen dem Östradiolspiegel und der Anzahl der 

Geburten (rs=0,181, p=0,031). Diese Problematik wurde in der Literatur bereits viel diskutiert, vor 

allem im Hinblick auf die Kriterien für eine in vitro Fertilisation. So fanden Barton et al. (2010) mehr 

reife Oozyten und eine höhere Embryonenanzahl bei Patientinnen mit höherem Östrogenspiegel. 

Auch Ziomkiewicz et al. brachten einen niedrigeren Östrogenspiegel mit geringeren 

Schwangerschaftsraten in Verbindung (Ziomkiewicz et al., 2008). Für die tatsächliche Geburtenanzahl 

allerdings sahen Zavy et al. bei der IVF nach Kontrolle für die Embryonenqualität keinen Effekt des 

Östrogenspiegels (Zavy et al., 2014). So bleibt diese Beobachtung weiterhin kontrovers. Vor allem der 

Unterschied zwischen einer natürlichen Schwangerschaft und der IVF könnte diesbezüglich noch 

beleuchtet werden. 

 

5.3. MicroRNA- Microarrays im Serum von PCOS Patientinnen 

Unsere Microarrays wurden mit dem Serum von drei Patientinnen durchgeführt. Diese unterschieden 

sich voneinander hinsichtlich ihrer Konstellation bezüglich der Faktoren Gewicht und Diagnose eines 

PCOS. Es wurden für jede Patientin 231 verschiedene microRNA untersucht.  

In Bezug auf den Faktor Normalgewicht wurden 14 microRNA differentiell exprimiert. Dies sind 

microRNA let-7e, miR-17-5p, miR-21, miR-28, miR-124a, miR-126, miR-131, miR-143, miR-145, miR-

181d, miR-185, miR-186, miR-192 und miR-199a*. Davon waren die miR-185 und miR-186 

vermindert exprimiert, der Rest hingegen zeigte eine verstärkte Serum-Konzentration. Die miR-145 
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war als einzige microRNA in der Doppelbestimmung differentiell exprimiert, die anderen microRNAs 

jeweils nur in einer Einfachbestimmung.  

Bei den übergewichtigen Probandinnen wurden 8 microRNA ermittelt, die alle bei diesen 

Patientinnen vermehrt exprimiert wurden. Diese waren die miR-92b, miR-95, miR-142-3p, miR-183, 

miR-221, miR-222, miR-296 und miR-372, die alle ebenfalls in einer Einfachbestimmung differentiell 

exprimiert waren.  

Auch andere Arbeitsgruppen haben bereits versucht mittels Microarrays microRNA zu ermitteln, die 

mit dem Gewicht der Probanden korrelieren. Meerson und Kollegen haben ebenfalls Individuen der 

höchsten und niedrigsten Gewichtsgruppe ihrer Studienpopulation verglichen. Nach der Anpassung 

der Ergebnisse nach Alter und Geschlecht zeigten sich bei ihnen die miR-221, miR-193a-3p und miR-

193b-5p bei Adipositas vermehrt exprimiert (Meerson et al., 2013).  Mit unseren Ergebnissen stimmt 

hierbei nur die miR-221 überein. Dies könnte entweder begründet sein in der hohen Relevanz dieser 

microRNA, aber im Gegenteil dazu auch im unterschiedlichen Setting der Untersuchungen. Meerson 

und Kollegen untersuchten in ihrer Studie 9 adipöse Patienten und 10 Kontrollen, außerdem gehören 

alle ihre Probanden zum Volksstamm der Pima-Indianer und sie untersuchten keine Serumproben, 

sondern Biopsien aus subkutanem Bauchfett (Meerson et al., 2013). 

Auch im subkutanen Fettgewebe untersuchten Martinelli und Kollegen verschiedene microRNA. In 

deren Studie waren die miR-10b_MM2, miR-30d, miR-132, miR-150, miR-181a, miR-200a*, miR-299-

5p, miR-326, miR-342-3p, miR-376a, miR-432*, miR-498, miR-519d, miR-586, miR-606, miR-611, miR-

629*, miR-636, miR-642, miR-646 und miR-663 differentiell exprimiert bei 17 von 20 

Übergewichtigen im Vergleich zu den Kontrollen (Martinelli et al., 2010). Bei 20 von 20 adipösen 

Probanden waren lediglich die microRNAs miR-150, miR-498 und miR-519d hochreguliert,  während 

die miR-371-3p_MM2 und miR-659 herunterreguliert waren (Martinelli et al., 2010). Diese 

Ergebnisse zeigen keinerlei Überschneidung zu den unsrigen. 

In einer weiteren Studie wurde das omentale Fettgewebe adipöser und schlanker Probanden 

untersucht. Laut Microarray waren hier die miR-122, miR-17–5p, miR-132, miR-143, miR-145 

verschieden exprimiert, wobei die miR-17–5p und die miR-132 bei adipösen Patienten geringer 

exprimiert vorlagen. Es wurden insgesamt 10 Gewebeproben analysiert (Heneghan et al., 2011). Wir 

sind zu den gleichen Ergebnissen bezüglich der  miR-17-5p gekommen. Auch die miR-143, miR-145 

sind in unseren Erhebungen auffällig gewesen, sie korrelierten bei uns aber im Gegenteil verstärkt 

mit niedrigerem Gewicht und nicht mit der Adipositas. Diese Erkenntnisse unterstützen die 

Ergebnisse von Klöting et al. (2009), dass die miR-17-5p entgegengesetzt mit dem BMI korreliert. 



 

 
 

39 
 

Zusammen sprechen diese Studienergebnisse für eine weiter reichende Bedeutung der miR-17-5p in 

Bezug auf die Adipositas und liefern hier eventuell sogar einen neuen Ansatz für Therapieforschung.   

Im Sinne der fehlenden Diagnose eines PCOS waren 22 microRNA auffällig. Es zeigten sich let-7e-5p, 

miR-9, miR-17-5p, miR-22, miR-23a, miR-126-3p, miR-148a, miR-155, miR-181a, miR-181b, miR-182, 

miR-199a, miR-200a, miR-200c, miR-204, miR-216, miR-221, miR-222, miR-223, miR-296 und miR-368 

vermehrt exprimiert und die miR-30a-3p vermindert exprimiert. Von diesen wurden die miR-220a, 

miR-200c und miR-204 doppelt differentiell nachgewiesen. Weiterhin überschneiden sich die 

Bestimmung von let-7e, miR-17-5p und miR-126 mit der des Normalgewichtes und die von miR-221, 

miR-222 sowie miR-296 mit der des Übergewichtes. Dies hebt zusätzlich die mögliche Bedeutung der 

miR-17-5p hervor. 

Für den Faktor PCOS konnte keine differentiell exprimierte microRNA nachgewiesen werden.  

Ding et al. untersuchten auch Serumproben, jedoch von 9 Patientinnen und 9 Kontrollen, hinsichtlich 

potenziell für das PCOS relevanter zirkulierender microRNA. In ihren Microarrays zeigten sich die 

folgenden microRNA verstärkt exprimiert: let-7i-3p, miR-25, miR-27b, miR-125, miR-371, miR-449, 

miR-638, miR-3665, miR-4463, miR-4490 und miR-5706; und diese microRNA verringert exprimiert: 

let-7c, miR-29a-3p, miR-124-3p und miR-128 (Ding et al., 2015). Dabei zeigen sich keine 

gemeinsamen Ergebnisse zwischen den Analysen dieser Arbeitsgruppe und unserer Untersuchung. 

Dies könnte an deren größerer Probandinnenzahl für die Arrays liegen, da sich weitere Faktoren wie 

das Alter oder der BMI sowie die Rekrutierung der Patientinnen nicht nennenswert voneinander 

unterscheiden. Weiterführende Forschungen sind nötig, um die Diskrepanz zwischen den 

unterschiedlichen Ergebnissen aufzuklären.  Sørensen und Kollegen weisen auf den interessanten 

Aspekt hin, dass viele PCOS Patientinnen vor oder während der microRNA-Analyse bereits IVF-

Behandlungen oder Metformin erhalten haben und dies zu einer Verfälschung der Ergebnisse führen 

könnte (Sørensen et al., 2014).  

Auch Long und Kollegen untersuchten Serumproben. Sie verwendeten die Sera von  PCOS 

Patientinnen und 5 Kontrollen. Dabei konnten sie 8 hochregulierte microRNAs, miR-16, miR-19a, 

miR-24, miR-30c, miR-106b, miR-146a, miR-186 und miR-222 und eine herunterregulierte microRNA, 

miR-320, finden (Long et al., 2014). Zu unseren Ergebnissen gibt es nur eine Überschneidung 

bezüglich der miR-222, allerdings ist bei Long et al. diese microRNA bei Patientinnen mit PCOS stärker 

exprimiert, in unseren Untersuchungen jedoch vermindert. Dieser Kontrast könnte darin begründet 

sein, dass bei Long et al. die analysierten Serumproben gepoolt wurden und bei uns jedes Serum 

einzeln untersucht wurde, zudem könnten aber auch ethnische Faktoren eine Rolle spielen.  
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Insgesamt ist festzustellen, dass sich unsere Microarray-Ergebnisse zur Analyse von zirkulierenden 

microRNAs im Serum von PCOS Patientinnen von den Ergebnissen der anderen Studien- sowie die 

Ergebnisse der anderen Studien untereinander - stark unterscheiden. Dies liegt mit hoher Sicherheit 

an den stark unterschiedlichen Studiensettings und an Unterschieden in der verwendeten Methodik, 

verdeutlicht aber in jedem Fall den Bedarf nach einer Standardisierung der Messmethoden sowie 

nach weiterführender Forschung auf dem Gebiet. 

Auch andere Körperflüssigkeiten wurden im Kontext des PCOS auf differentiell exprimierte microRNA 

untersucht. Roth et al. analysierten die Follikelflüssigkeit von jeweils 4 PCOS Patientinnen und 4 

Kontrollen. Sie fanden 29 bei Patientinnen mit PCOS verstärkt exprimierte microRNA, die miR-9, miR-

18b, miR-32, miR-34a, miR-34c-5p, miR-122, miR-125a-3p, miR-133a, miR-134, miR-135a, miR-138, 

miR-142-5p, miR-143, miR-146a, miR-186, miR-214, miR-223, miR-224, miR-383, miR-409-5p, miR-

486-3p, miR-489, miR-509-5p, miR-510, miR-532-5p, miR-539, miR-627, miR-642, miR-888 (Roth et 

al., 2014). Von diesen microRNA zeigen die miR-9 und die miR-223 entgegengesetzte Ergebnisse. In 

unseren Microarray- Untersuchungen sind sie im Serum der Kontrollpatientin verstärkt exprimiert, 

bei Roth et al. in der Follikelflüssigkeit der PCOS Patientinnen. Allerdings waren die PCOS 

Patientinnen in der Studie von Roth et al. mit einem Mittelwert von 33,1 Jahren wesentlich älter als 

unsere Patientinnen mit einem Mittelwert von 28,9 Jahren (Roth et al., 2014). Weiterhin verweisen 

Roth et al. auf eine Studie von da Silveira et al., in der Follikularflüssigkeit von Stuten 

unterschiedlichen Alters unterschiedliche microRNA-Expressionsmuster detektiert wurden (da 

Silveira et al., 2012). Der Effekt des Alters sollte auch hier berücksichtigt werden. Außerdem wurde 

durch uns eine andere Methodik als durch Roth et al. verwendet. Diese beiden Aspekte vermindern 

die Vergleichbarkeit der Studienergebnisse.  

 

Tabelle 7: Übersicht über bisherige Studien zur Expression zirkulierender microRNAs bei PCOS 
Patientinnen (modifiziert nach Sørensen et al., 2014). 

microRNA Detektiert in… Expression 

in PCOS 

Referenz 

miR-27b Blut ↑ Murri et al., 2013 

miR-30c Serum ↑ Long et al., 2014 

miR-93 Serum ↑ Sathyapalan et al., 2015 

miR-103 Blut ↑ Sirotkin et al., 2009; Murri et al., 2013 

miR-21 Blut, Follikelflüssigkeit ↑ Murri et al., 2013; Diez-Fraile et al., 2014 
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miR-135a Follikelflüssigkeit, Serum, 

Plasma 

↑ Sirotkin et al., 2009; Roth et al., 2014 

miR-146a Follikelflüssigkeit, Serum ↑ Sirotkin et al., 2009; Sang et al., 2013; 

Long et al., 2014 

miR-155 Serum, Follikelflüssigkeit ↑ Sirotkin et al., 2009; Murri et al., 2013 

miR-223 Serum, Follikelflüssigkeit ↑ Sathyapalan et al., 2015; Roth et al., 

2014 

miR-320 Serum, Follikelflüssigkeit ↓ Sang et al., 2013; Long et al., 2014;  

miR-9 Follikelflüssigkeit ↑ Roth et al., 2014 

miR-18b Follikelflüssigkeit ↑ Roth et al., 2014 

miR-132 Follikelflüssigkeit ↓ Sang et al., 2013; Sirotkin et al., 2009 

miR-222 Follikelflüssigkeit ↑ Sang et al., 2013; Long et al., 2014 

miR-383 Follikelflüssigkeit ↑ Roth et al., 2014 

 

Zusammenfassend lässt sich konstatieren, dass die Microarray-Analysen in unserer und in anderen 

Studien eine Vielzahl verschiedener differentiell exprimierter microRNA im Serum von PCOS 

Patientinnen zeigten (s. Tabelle 7), wodurch sich die Notwendigkeit ergibt, diese detaillierter zu 

charakterisieren und im Zusammenhang mit der Pathogenese und dem klinischen Bild des PCOS zu 

analysieren. 

 

5.4. Spezifische Untersuchung einzelner differentiell regulierter 

microRNAs im Serum von PCOS Patientinnen 

Die Korrelation der von uns untersuchten microRNA-Expressionen untereinander brachte signifikante 

Ergebnisse. Unter anderem zeigte sich diese zwischen der Serum-Konzentration der microRNA miR-

375 und miR-181 (rs=0,284, p=0,006), sowie zwischen der Serum-Konzentration der microRNA miR-

375 und miR-203 (rs=0,390, p<0,001) ein signifikanter Zusammenhang.  

Für eine Co-Regulation von miR-375 und miR-181 finden sich in der Literatur bisher keine Hinweise. 

Über die Ursachen und eventuelle Bedeutung dieser Beobachtung könnten weitere Studien Klarheit 

bringen. 



 

 
 

42 
 

In Bezug auf die Korrelation von miR-375 und miR-203 konnte in einer anderen Studie die 

verminderte Expression dieser beiden microRNA in Endometriomen im Vergleich zu gesundem 

Endometrium nachgewiesen werden (Hawkins et al., 2011). Außerdem zeigten Madhavan et al., dass 

diese beiden, zusammen mit 6 weiteren microRNA, bei Mammakarzinompatientinnen mit 

zirkulierenden Tumorzellen verstärkt exprimiert sind (Madhavan et al., 2012). Madhavan und 

Kollegen analysierten, wie in unserer Studie, zirkulierende microRNA-Expressionsmuster. Dieser 

Umstand macht ihre Beobachtungen in der Interpretation unserer Resultate besonders interessant. 

Allerdings wurden weder in dieser, noch in unserer Studie, Mechanismen zur Co-Regulation 

spezifischer zirkulierender microRNA untersucht. Auch dies könnte Gegenstand weiterer Studien 

sein.   

Des Weiteren fanden wir eine Korrelation zwischen der Expression der microRNA miR-181 und miR-

200a (rs=0,268, p<0,001). Estella et al. zeigten, dass die miR-181, miR-200a und miR-183 während der 

Dezidualisierung der Plazenta herunterreguliert sind (Estella et al., 2012). Ihre Studien ergaben auch, 

dass sich diese microRNAs in einem genomischen cluster lokalisiert sind. Sie sehen dies als mögliche 

Begründung für die gemeinsame Expression und deren stark ähnliche Sequenzen.  

Auch für die microRNA miR-181 und miR-203 fanden wir eine signifikante Assoziation (rs=0,306, 

p=0,003), die bisher nur in Bezug auf den GABA-A-Rezeptor beschrieben wurde. Beide microRNAs 

sollen - zusammen mit der miR-216 - die Expression des GABA-A-Rezeptor posttranskriptionell 

regulieren (Zhao et al., 2012). 

Außerdem konnten wir eine gemeinsame Expression der microRNA miR-200a und miR-203 (rs=0,217, 

p=0,037) feststellen. Diese wurde auch von Wagner et al. beschrieben, die eine Inhibition dieser und 

anderer microRNA mit dem verbesserten Ansprechen auf die photodynamische Therapie beim 

Gallengangkarzinom in Verbindung brachten (Wagner et al., 2014). Ferner wurde auch der Verlust 

dieser beiden microRNA in Melanommetastasen im Vergleich zum Primärtumor beobachtet (van 

Kempen et al., 2012). 

Des Weiteren fanden wir auch zwischen der Expression der microRNA miR-200a und miR-411 eine 

Korrelation (rs=0,365, p<0,0001), die allerdings in der Literatur bisher auch noch nicht beschrieben 

wurde.  

Zusammenfassend ist zu sagen, dass bisher wenig Forschung zur Co-Regulation verschiedener 

zirkulierender microRNA und deren Mechanismen stattgefunden hat. Dies könnte Gegenstand 

weiterer Studien sein und neue Erkenntnisse zu krankheitsassoziierten microRNA, auch in Bezug auf 
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das polyzystische Ovarsyndrom, erbringen. Auch Sørensen und Kollegen  empfehlen, die Forschung 

vermehrt an microRNA-Familien durchzuführen, da dies eher dem physiologischen Vorkommen der 

microRNA entspricht (Sørensen et al., 2016).  

 

5.5. MicroRNA miR-181 

Dunaif et al. (1997) beschrieben den follikulären Wachstumsarrest und die gehemmte 

Granulosazellproliferation als charakteristisch für das polyzystische Ovarsyndrom. In anderen 

Untersuchungen wurde ein Zusammenhang zwischen der erhöhten Expression von miR-181 in den 

Granulosazellen und der verminderten Proliferation derselben gezeigt (Sirotkin et al., 2010). Dies 

bestätigten auch Zhang et al. (2013) mit der Erkenntnis, dass die miR-181a bei Patientinnen mit PCOS 

verringert in präantralen und antralen Follikeln im Vergleich zu primären Follikeln exprimiert wird 

und die Proliferation der Granulosazellen sowie die ovarielle Follikelentwicklung über Suppression 

des Aktivinrezeptors IIa Expression in Mäusen (Zhang et al., 2013) hemmt.  

Im Gegensatz dazu untersuchten wir die Expression der microRNA miR-181 nicht lokal, sondern in 

der zirkulierenden Form. Wir konnten keine signifikanten Zusammenhänge zwischen dem 

Serumniveau und potentiell mit der ovariellen Funktion in Zusammenhang stehenden Parametern 

wie Gewicht, BMI, Alter zu Beginn der Menstruation, Anzahl der wirklichen Geburten, Anzahl der 

Fehlgeburten,  Hormonbestimmungen von Progesteron, LH, FSH, Estradiol und Prolaktin, 

Oligomenorrhoe, androgenem Phänotyp, Hyperandrogenismus und bestehenden 

Zyklusunregelmäßigkeiten finden. Es stellte sich lediglich eine schwache Korrelation zwischen der 

microRNA miR-181 und dem Menarche-Alter (rs=-0,109, p=0,088) heraus.  

Die Diskrepanz zwischen diesen widersprüchlichen Ergebnissen könnte in der Tatsache begründet 

sein, dass der Serumspiegel der microRNA nicht notwendigerweise im Zusammenhang zur Expression 

in den Ovarialzellen steht. Dies bestätigten auch Long et al. (2014) mit der Feststellung, dass bei ihrer 

Analyse von zirkulierenden microRNA im Serum von PCOS Patientinnen die meisten im 

Ovarialgewebe differentiell exprimierten microRNA im Serum nicht verändert waren. Sie führen 

diese Erkenntnis auf das fehlende Wissen zu den Zusammenhängen wie, warum und welche 

microRNA ins Serum gelangen, zurück.  

Des Weiteren wird die miR-181a durch oxidiertes LDL hoch reguliert. Dieses spielt eine wichtige Rolle 

bei der Atherosklerose und aktiviert dendritische Zellen in diesem Zusammenhang (Choi et al., 2009). 
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Die miR-181a verhindert diesen Prozess, indem sie die Oberflächenantigenexpression 

proinflammatorischer Marker hemmt und das Verhältnis der Zytokine verschiebt (Wu et al., 2012). 

Auch bei der Genexpression in der akuten myeloischen Leukämie korreliert das Level von miR-181a 

mit der inflammatorischen Antwort (Havelange et al., 2011). Gleichermaßen ist die miR-181a in 

abdominalen und zirkulierenden Makrophagen gleichzeitig mit inflammatorischen Stimuli erhöht, 

was mit der frühen Phase der Inflammation kohärent ist und für die homöostatische Regulation der 

Immunantwort spricht (Xie et al., 2012). Diese These stützt auch die Tatsache, dass die miR-181a/b 

direkt auf einen Koaktivator von TNF α abzielt, der die negative Feedbackreaktion inflammatorischer 

Stimuli in Leberepithelzellen steuert (Zhao et al., 2012). Weiterhin geht auch der Diabetes mellitus 

mit einer schwachen chronischen inflammatorischen Reaktion einher (Joussen et al., 2004) und unter 

antidiabetischer Therapie mit Rosiglitazon senkt sich auch der miR-181a-Spiegel (Xie et al., 2012). 

Dieser Aspekt ist besonders relevant für den Zusammenhang mit dem polyzystischen Ovarsyndrom, 

da bei den Patientinnen die Diabetesprävalenz erhöht ist und unter Therapie mit Rosiglitazon die 

Ovulationsraten stiegen. Alles in allem ist die miR-181 als neuer Biomarker für inflammatorische 

Krankheiten vorstellbar (Xie et al., 2012).  

Unsere Untersuchung zeigt lediglich eine positive Tendenz für den Zusammenhang zwischen der 

microRNA miR-181 und dem HOMA Diabetesindex (rs=0,375, p=0,074), aber kein signifikantes 

Ergebnis. Dies könnte auch an den unterschiedlichen Ausgangsmaterialien zur Bestimmung liegen 

und die Schlussfolgerung zulassen, dass in der zirkulierenden Form die Korrelation nicht stark genug 

ist, damit die microRNA miR-181 als neuer Biomarker fungieren kann. Es könnte aber auch spekuliert 

werden, dass bei der chronischen Inflammation, die der Diabetes mellitus und das Übergewicht 

darstellen, die Effekte auf den Serumspiegel nicht für einen signifikanten Zusammenhang ausreichen, 

wie es vielleicht bei einer fulminanten akuten Infektion der Fall wäre.  

Des Weiteren konnten wir für die Ultraschallkriterien des PCOS hinsichtlich der microRNA miR-181 

ein Ergebnis nahe der Signifikanzgrenze ermitteln (MWU: p=0,136). Zu diesem Kriterium gibt bisher 

noch keine anderen Untersuchungen, sodass nur Mutmaßungen angestellt werden können in wie 

weit diese Beobachtung trotzdem relevant sein könnte. Eventuell könnte auch hier die Kontroverse 

über die Ultraschallkriterien eine Rolle spielen, nämlich, dass es seit Einführung der Kriterien starke 

Verbesserungen in der Ultraschalltechnik gab und deshalb jetzt mehr Follikel detektiert werden 

können, was zu einer künstlichen Erhöhung der Prävalenz von polyzystischen Ovarien, vor allem bei 

Frauen unter 30, führt (Duijkers et al., 2009; Johnstone et al., 2010). Würden die Kriterien wie von 

Dewailly et al. (2011) vorgeschlagen, angepasst, dann würde es zu diesen vielleicht einen 

signifikanten Zusammenhang zur microRNA miR-181 geben. 
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5.6. MicroRNA miR-200a, -c 

Die Resultate unser Erhebungen im Zusammenhang mit der microRNA miR-200a stehen alle im 

Zusammenhang mit dem Hormonstatus der Patientinnen. Es zeigen sich Ergebnisse nahe der 

Signifikanzgrenze zwischen der microRNA miR-200a und dem Zyklustag der Blutabnahme (rs=-0,135, 

p=0,095), dem FSH-Spiegel (rs=0,184, p=0,062), dem LH/FSH-Quotienten (rs=-0,172, p=0,082) und 

dem Prolaktinspiegel (rs=0,154, p=0,094). Des Weiteren unterscheiden sich in unserer 

Studienkohorte die Patientinnen mit Hyperandrogenismus in Bezug auf die Expression der microRNA 

miR-200a signifikant von denen, die dieses Kriterium nicht erfüllen (MWU: p=0,001), wobei eine 

erhöhte Serum-Konzentration der miR-200a mit dem Vorliegen eines Hyperandrogenismus assoziiert 

ist. Eine weitere Korrelation, die der Signifikanz nahe kommt, ist die zwischen dem Bestehen von 

Zyklusunregelmäßigkeiten und der Serum-Konzentration der microRNA miR-200a (MWU: p=0,086).  

Lin et al. (2015) zeigten, dass die miR-200a in den Ovarien von Frauen mit PCOS, Insulinresistenz und 

Hyperandrogenismus differentiell exprimiert wird, wobei eine um das 1,88fach signifikant verstärkte 

Expression der miR-200a in der Patientinnengruppe nur im Microarray detektiert, in den folgenden 

qRT-PCR jedoch nicht bestätigt werden konnte (Lin et al., 2015). Lin et al. diskutieren als Ursache 

dafür zum einen ihre geringe Kohortengröße von 18 Probandinnen, zum anderen die 

unterschiedlichen Androgenspiegel derselben. Die in dieser Studie erzielten Ergebnisse stimmen mit 

den unsrigen im Kern überein. Die von uns nachgewiesene höhere Serum-Konzentration der miR-

200a im Zusammenhang mit dem Vorliegen eines Hyperandrogenismus zeigte sich als signifikant in 

der untersuchten Studienkohorte von 288 Patientinnen.  

In der Literatur findet sich zu anderen hormonellen Veränderungen lediglich eine Beschreibung der 

microRNA miR-200a bezogen auf den Progesteronspiegel im Myometrium unter der Geburt. Hierbei 

wurde eine verstärkte Expression der miR-200-Familie bei Mäusen und Menschen entdeckt, dieser 

Effekt wird verursacht über einen Abfall der Progesteronkonzentration und führt zur einer 

vermehrten Transkription kontraktionsassoziierter Gene (Renthal et al., 2010). Weiterhin führt die 

Erhöhung der miR-200a im Myometrium von Gebärenden zum vermehrten Progesteronabbau, eine 

Progesteronbehandlung wiederum senkt den miR-200a Spiegel bei Mäusen (Williams et al., 2012).  

In Bezug auf relevante Aspekte des Polyzystischen Ovarsyndroms finden sich zwei weitere 

interessante Forschungsschwerpunkte zur microRNA miR-200a.  
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Zum einen konnten Belgardt et al. durch Inhibition der miR-200-Familie ein gesteigertes β-

Zellüberleben beobachten, sowie eine Steigerung der miR-200a in den Inselzellen von Diabetikern 

und belegten einen Schutz vor oxidativem Stress und DNA- Schäden in den β-Zellen durch eine miR-

200a Inhibition (Belgardt et al., 2015). 

Zum anderen wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen die Bedeutung der miR-200a bei der Appetit-

und Nahrungsaufnahmeregulation erforscht. Die Gabe eines Leptinantagonisten bei neugeborenen 

Ratten führte zur vermehrten Insulinresistenz und zum erhöhten miR-200a Spiegel im Hypothalamus 

(Benoit et al., 2013). Gezielt erzeugtes Übergewicht führte zur erhöhten hypothalamischen miR-200a 

Expression, die sich unter Leptintherapie wieder normalisierte. Außerdem konnte durch eine 

Inhibition der miR-200a im Hypothalamus von Mäusen eine Gewichtsreduktion und eine gesteigerte 

Insulinsensitivität erreicht werden (Crepin et al., 2014). Auch in anderen Geweben, wie der Leber 

(Dou et al., 2013) und im weißen Fettgewebe von übergewichtigen Mäusen (Chartoumpekis et al., 

2012) konnte eine differentielle Expression der miR-200a gezeigt werden.  

Zu den Faktoren Gewicht, BMI und HOMA Diabetesindex wurde von uns allerdings kein 

Zusammenhang nachgewiesen. Die aktuelle Studienlage deckt sich folglich nicht mit unseren 

Erkenntnissen. Dies könnte daran liegen, dass in diesen Studien die miR-200a lokal vermessen wurde 

und in unserer Studie in der zirkulierenden Form oder daran, dass die untersuchte Spezies nicht die 

Gleiche ist. In jedem Fall deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass die miR-200a eine Bedeutung 

bezüglich des Hormonprofils beim Polyzystischen Ovarsyndrom haben könnte. Weitere 

Untersuchungen wären vor allem für die LH-, FSH- und die Androgenexpression  der Patientinnen 

und den zu Grunde liegenden Mechanismen interessant, da diese Veränderungen besonders relevant 

für das PCOS sind.  

 

5.7. MicroRNA-203 

Die microRNA miR-203 spielt als Tumorsuppressor eine große Rolle bei der Erforschung 

pathophysiologischer Zusammenhänge vieler Tumorentitäten. In vielen Studien wurde die microRNA 

miR-203 als herunterreguliert beschrieben, zum Beispiel in squamösen Karzinomen des Kopf-

Halsbereiches (Yuan et al., 2011), in Larynxkarzinomen (Bian et al., 2012), in gastrischen B-

Zelllymphomen (Craig et al., 2011), in malignen hämatopoetischen Erkrankungen (Bueno et al., 

2008), im Kolonkarzinom (Li et al., 2011), im Prostatakarzinom (Viticchiè et al., 2011) und im 

Melanom (Noguchi et al., 2012). Außerdem gingen geringere Spiegel im Cervixkarzinom mit mehr 
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Lymphknotenmetastasen einher und eine Transfektion von Cervixkarzinomzellen mit miR-203 

Imitatoren ergab eine Wachstumsinhibition (Zhao et al., 2013). Im gleichen Sinn konnte eine 

verminderte Expression in Gliomzellen im Vergleich zum normalen Hirngewebe festgestellt werden. 

Hier korrelierte der miR-203 Spiegel invers zum Tumorgrad nach WHO und positiv mit der 

Überlebenszeit (He et al., 2013).  

Außerdem handelt es sich bei der miR-203 unter anderem um eine hautspezifische miR, die eine 

Rolle in der epidermalen Differenzierung spielt (Lena et al., 2008; Yi et al., 2008). Genauer gesagt 

findet man die miR-203 verstärkt exprimiert in den nichtteilenden Zellen und nur gering exprimiert in 

den sich teilenden Zellen der Suprabasalschicht. Außerdem stoppt eine Induktion von miR-203 die 

Proliferation der Epidermis. Des Weiteren besteht ein Einfluss auf den Zellzyklus und zwar auf das 

Verlassen desselben. Eine ausgedehnte Induktion von miR-203 über 72 Stunden bei Keratinozyten in 

der Zellkultur  führt zu einem permanenten Verlust der proliferativen Kapazität (Jackson et al., 2013). 

Zusätzlich ist die miR-203 erhöht in Haut mit psoriatischen Läsionen und kann direkt die Expression 

proinflammatorischer Zytokine in Keratinozyten regulieren (Primo et al., 2012). 

Neuere Forschungen haben auch einen Zusammenhang zwischen der microRNA miR-203 und 

Faktoren der Adipositas und dem Typ II Diabetes mellitus offen gelegt.  

Die Entdeckung von aktivem braunen Fettgewebe in Erwachsenen (Nedergaard et al., 2007) förderte 

eine neue Möglichkeit der Therapie der Adipositas durch Erhöhung des Energieverbrauchs 

(Nedergaard and Cannon, 2010) zu Tage. Interessanterweise entstehen braune Adipozyten in 

weißem Fettgewebe nach Kälteexposition oder β-adrenerger Stimulation (Himms-Hagen et al., 1994). 

Die microRNA miR-203 wurde dabei als eine der 10 microRNA beschrieben, die auf die meisten Gene 

zur Entwicklung und Wachstum des braunen Fettgewebes in Mäusen abzielt (Kim et la., 2014), und 

konnte auch in menschlichem braunen Fettgewebe nachgewiesen werden (Güller et al., 2015). 

Des Weiteren beschreiben Chartoumpekis et al. (2012) die miR-203 herunterreguliert im weißen 

Fettgewebe adipöser Mäusen nach hochkalorischer Diät. Dies ist die erste Beschreibung der murinen 

miR-203 im Zusammenhang mit Übergewicht. Diese Studie sieht die Bedeutung der miR-203 in der 

Zelldifferenzierung, da microRNA, die während der Adipogenese erhöht exprimiert sind, in der 

Übergewichtsentwicklung meist herunterreguliert vorliegen (Xie et al., 2009).  

Außerdem konnten Nesca et al. (2013) eine vermehrte Apoptose von humanen und den β-Zellen von 

Ratten nach Herunterregulierung von miR-203 beobachten. 
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Unsere Ergebnisse zur microRNA miR-203 zeigen keinen Bezug zu den Resultaten bisheriger Studien. 

Zu den für das PCOS relevanten Faktoren die bereits beschrieben wurden, nämlich das Übergewicht 

und der Diabetes mellitus, konnten wir keine Korrelation feststellen. 

Die von uns beobachteten Zusammenhänge zwischen der Serum-Konzentration der microRNA miR-

203 und der Körpergröße der Patientinnen (rs=0,176, p=0,093), sowie des Menarche-Alters (rs=0,183, 

p=0,094) und dem androgenen Phänotyp (MWU: p=0,135) wurden in der Literatur noch nicht 

beschrieben und bedürfen deswegen weiterer Forschung zur Klärung ihrer Bedeutung und 

eventueller Zusammenhänge zu bisherigen Forschungsergebnissen. 

 

5.8. MicroRNA miR-375 

Die miR-375 spielt eine Rolle als pankreasspezifische microRNA, die die glukoseabhängige 

Insulinausschüttung der β-Zellen durch direkte Hemmung der Insulinexozytose verringert (Poy et al., 

2004). Sie erhält außerdem die normale β-Zellmasse und die Glukosehomöostase. In diesem Sinne 

führte eine Inhibition von miR-375 bei adipösen Mäusen zu einer Proliferation der β-Zellen und mehr 

Insulin mRNA. Während miR-375 Knockout Mäuse Hyperglykämie und verringerte Anzahl von β-

Zellen zeigten und später dann schweren Diabetes mellitus entwickelten (Poy et al., 2009). Weiterhin 

korreliert die miR-375 Expression positiv mit dem Ausmaß von Amyloidablagerungen in den 

Pankreasinseln und negativ mit der Anzahl der β-Zellen und der Mitochondriendichte in  denselben. 

Bei allen der drei Kriterien handelt es sich um Marker für das Ausmaß der Inselzellschädigung (Zhao 

et al., 2010). Ferner können durch eine Deletion von Dicer während der Pankreasentwicklung zu 

schweren Schäden an allen Zellarten des Pankreas provoziert werden (Lynn et al., 2007), während ein 

Knockout von miR-375 zu Defekten in der Entwicklung der Pankreasinseln führt (Kloosterman et al., 

2007).  

Des Weiteren ist das Expressionsniveau der miR-375 während der Differenzierung von Adipozyten 

erhöht, sie induziert die Differenzierung von Adipozyten und stimuliert die Genexpression von 

adipogenen Markern (Ling et al., 2011).  

Beiden Wirkungsbereiche dieser microRNA berühren Aspekte, die auch in der Charakteristik von 

Patientinnen mit polzystischem Ovarsyndrom eine Rolle spielen. Denn sowohl die Prävalenz von 

Diabetes mellitus als auch von Adipositas ist in diesem Kollektiv im Vergleich zu Normalbevölkerung 

erhöht.  
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Higuchi et al. (2015) schlagen weiterhin die microRNA miR-375 als einen neuen Biomarker für den 

Typ II Diabetes vor. In ihrer Studie fanden sie die microRNA im Serum signifikant erhöht im Vergleich 

zur Kontrollgruppe. 

Trotz dieser scheinbar eindeutigen Studienlage, die Zusammenhänge zu wichtigen Aspekten des 

Polyzystischen Ovarsyndroms zeigt, konnte in unserer Studie kein relevantes Ergebnis erhoben 

werden. Korrelationen zwischen dem Serum-Konzentration der miR-375 und dem Gewicht, dem BMI 

sowie dem HOMA Diabetesindex, zeigten keine Verknüpfung.  

Obwohl diese Ergebnisse widersprüchlich erscheinen, fanden Latreille et al. (2015) heraus, dass in 

Mäusen nur 1% der zirkulierenden microRNA miR-375 aus β-Zellen stammt. Der übrige Teil 

entstammt  wahrscheinlich den neuroendokrinen Zellen der Lunge, des Gastrointestinaltrakts, der 

Schilddrüse und den Nebennieren. Der Plasmalevel der microRNA miR-375 in der von Latreille und 

Kollegen untersuchten Patientenkohorte mit Diabetes mellitus Typ 2 war nicht signifikant erhöht. 

Latreille et al. spekuliert, dass dies an den Unterschieden des BMI der Probandinnen der 

unterschiedlichen Studien liegt. Bei erhöhtem BMI steigt die glomeruläre Filtrationsrate an und die 

zirkulierenden microRNA werden vermehrt renal ausgeschieden (Bosma et al., 2004; Chagnac et al., 

2003; Neal et al., 2011). Da der Mittelwert des BMI unserer Patientinnen mit PCOS bei 27,6 liegt und 

sich damit zwischen dem der beiden anderen Studien bewegt (Latreille et al.: 31,6, Higuchi et al.: 

25,9), und wir keine Daten zur renalen Funktion der Probandinnen erhoben haben, lässt sich über die 

Wirkung dieses Effekts nur spekulieren. Da der BMI unserer Patientinnen aber überdurchschnittlich 

hoch ist, könnte die Vermutung des Zusammenhangs mit der glomerulären Filtrationsrate auch hier 

zutreffen und die Bedeutung der microRNA miR-375 als Serummarker des Diabetes mellitus damit 

verringern.  

Diese Schlussfolgerung wird auch gestützt durch die Ergebnisse von Nesca et al. (2013), die in ihrem 

Diabetesmodell in Mäusen keinen Unterschied in der Expression der microRNA miR-375 in den 

Inselzellen ihrer Versuchstiere finden konnten und damit dieser microRNA keine Bedeutung bei der 

Entstehung des Diabetes zuschreiben. 

 

5.9. MicroRNA miR-411 

In unserer Untersuchung konnte ein Zusammenhang zwischen der microRNA miR-411 und der Anzahl 

der Fehlgeburten festgestellt werden, auch wenn dieser nicht signifikant ausfiel (rs=-0,188, p=0,074). 
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Bisher wurden zu diesem Zusammenhang keine Studien durchgeführt. Allerdings wurde eine 

Korrelation zwischen der verringerten Expression der microRNA miR-411 im plazentaren Gewebe und 

dem Auftreten einer Präeklampsie von Zhu et al. (2009) nachgewiesen. Diese Beobachtung wurde 

von Xu et al. (2014) dahingehend spezifiziert, dass eine Suppression der microRNA miR-411-Spiegel 

sowohl in Zellen der Chorion-als auch der Basalplatte bei Patientinnen mit schwerer Präeklampsie zu 

verzeichnen ist.  

Unsere Ergebnisse unterstützen die Erkenntnisse der anderen Arbeitsgruppen, obwohl die Spiegel 

der microRNA im Serum der von uns untersuchten Frauen nicht für einen signifikanten Effekt 

ausreichten. Mutmaßlich könnte das am unterschiedlichen Forschungsmaterial oder daran liegen, 

dass unserem Kollektiv keine schwangeren Patientinnen angehören, womöglich wäre der Effekt bei 

diesen Frauen viel stärker ausgeprägt. 

Die Relevanz für das Polyzystische Ovarsyndrom ergibt sich dadurch, dass die Präeklampsie eine 

wichtige Ursache für Fehlgeburten (Cartwright et al., 2010) darstellt und bei schwangeren 

Patientinnen mit PCOS vermehrt vorkommt (Boomsma et al., 2006). Diese Beziehung macht die 

microRNA zu einer potentiell relevanten microRNA, vor allem für schwangere Patientinnen mit PCOS.  

Ferner konnten  wir eine Verbindung zwischen der microRNA miR-411 und dem 

Serumprogesteronspiegel (rs=0,189, p=0,097) unserer Patientinnen feststellen, dieser 

Zusammenhang wurde in der Literatur bis jetzt noch nicht beschrieben. Das Ergebnis ist insofern 

interessant, wenn auch nicht signifikant, als das der Progesteronspiegel bei PCOS Patientinnen, sogar 

nach Gewichtsanpassung, niedriger ist als in der gesunden Kontrollgruppe (Fakhoury et al., 2012). 

Bisher ist noch nicht geklärt ob hierfür ein pathologischer GnRH- Sekretionsmechanismus zugrunde 

liegt oder der niedrige Progesteronspiegel aufgrund der seltenen Ovulation (Ehrmann, 2005) vorliegt. 

Vielleicht könnte es hier einen Ansatzpunkt für weitere Untersuchungen zwischen der microRNA 

miR-411 und der Ovulation und ihren Mechanismen geben.  

Die miR-411 stammt aus dem Lokus 14p32.31, der viele tumorsuppressive microRNA trägt (Lavon et 

al., 2010). Sie wurde damit übereinstimmend als vermindert im Serum von Brustkrebspatientinnen 

erkannt. Hier zeigten Frauen mit unbehandeltem metastasiertem Tumor die geringsten Expression, 

wobei sich der Spiegel unter einer Therapie normalisierte (van Schooneveld et al., 2012). Auch in 

Ovarkarzinomzellen wird die microRNA miR-411 geringer exprimiert als in gesunden Ovarzellen (Kim 

et al., 2014). Diese in der Literatur beschriebenen Zusammenhänge zeigen das Potential dieser 

microRNA,  bei unklaren ovariellen Raumforderungen als Klärung der Differentialdiagnose zwischen 

Zysten und malignen Befunden in Zukunft als Serummarker zu dienen.   
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6. Zusammenfassung 

 

Das Polyzystische Ovarsyndrom ist eine der häufigsten Ursachen für weibliche Unfruchtbarkeit  in 

den entwickelten Ländern. Durch die Infertilitätsdiagnostik und -therapie bekommt es eine große 

psychologische als auch finanzielle Bedeutung für die Betroffenen. 

Ziel dieser Arbeit war es die Expressionsmuster zirkulierender microRNAs bei Patientinnen mit PCOS 

im Vergleich zu einer Kontrollgruppe ohne PCOS zu beschreiben und mögliche differentiell 

exprimierte Kandidaten auszuwählen. Die Relevanz dieser Untersuchungen ergibt sich auch daraus, 

dass die aktuelle Definition des PCOS bis jetzt sehr subjektive und umstrittene Kriterien beinhaltet.  

Zur Umsetzung unserer Zielstellung isolierten wir RNA aus den Serumproben von 288 Probandinnen, 

von denen 134 zur Fallgruppe und 154 zur Kontrollgruppe gehörten. Zur Ermittlung potentiell 

relevanter microRNA führten wir bei 3 Patientinnen Microarray Untersuchungen durch und 

selektierten dann aus den 44 in den Microarrays differentiell exprimierten microRNA anhand der 

vorhandenen Literaturbefunde  5 microRNA (miR-181, miR-200a, miR-203, miR-375 und miR-411) zur 

weiteren Untersuchung. Zur Validierung der bisher gefunden Expressionsunterschiede führten wir 

quantitative real-time-PCR Messungen durch und korrelierten diese Ergebnisse dann mit für das 

polyzystische Ovarsyndrom relevanten klinischen Messdaten und Parametern. 

Wir ermittelten in unserer Studienkohorte signifikante Korrelationen zwischen dem BMI und dem 

Progesteronspiegel (rs=-0,179, p=0,030), sowie zwischen dem HOMA Diabetesindex und der Anzahl 

der Fehlgeburten (rs=0,432, p=0,035). Des Weiteren fanden wir mehrere signifikante Korrelationen 

der Serum-Konzentration verschiedener microRNAs untereinander. Bezüglich des Zusammenhangs 

der microRNA mit den klinischen Charakteristika und Messwerten unserer Patientinnen zeigten wir 

eine signifikante Korrelation zwischen der erhöhten Serum-Konzentration der miR-200a dem 

Vorliegen eines Hyperandrogenismus (MWU: p=0,001).  

Um die von uns gefundenen Ergebnisse genauer verstehen zu können und mehr Erkenntnisse zu den 

kausalen Zusammenhängen zu erlangen sind weitere Untersuchungen in diesem vielfältigen 

Forschungsgebiet nötig.   
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8. Thesen 

 

1. Bei der Untersuchung des Expressionsprofils von 231 microRNAs in drei Patientinnen wurden 

44 differentiell exprimierte microRNA in Microarrays ermittelt. 

2. Es wurden die microRNA miR-181, miR-200a, miR-203, miR-375 und miR-411 zur weiteren 

Untersuchung mittels quantitativer RT-PCR ausgewählt. Zur Verifikation der 

Expressionsunterschiede zwischen Patientinnen mit und ohne polyzystisches Ovarsyndrom 

wurden die Serumproben von 288 Patientinnen untersucht. 

3. Es zeigten sich Korrelationen nahe der Signifikanzgrenze zwischen der Serum-Konzentration 

der microRNA miR-181 und dem HOMA Diabetesindex, der microRNA miR-200a und dem 

LH/FSH-Quotienten sowie dem Prolaktinspiegel, der microRNA miR-203 und dem Menarche-

Alter sowie zwischen der microRNA miR-411 und der Anzahl der Fehlgeburten. 

4. Es zeigten sich Korrelationen nahe der Signifikanzgrenze zwischen der Serum-Konzentration 

der microRNA miR-181 und den Ultraschallkriterien des PCOS, dem Vorliegen eines 

androgenen Phänotyp und der Serum-Konzentration der microRNA miR-203 sowie dem 

Bestehen von Zyklusunregelmäßigkeiten und der Serum-Konzentration der microRNA miR-

200a.  

5. Es konnte eine signifikante Korrelation zwischen der erhöhten Serum-Konzentration der miR-

200a und dem Vorliegen eines Hyperandrogenismus in den Patientinnen der Studienkohorte 

gezeigt werden (p=0,001, Mann-Whitney-U-Test). 

6. Weitere Studien sind nötig um die kausalen Zusammenhänge und die klinische Relevanz 

unserer Ergebnisse zu klären. 
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