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1. Zusammenfassung

Durch kérperliche Aktivitat kann bei Patientinnen mit Diabetes mellitus Typ Il (DM Typ 1l) die
glykamische Kontrolle positiv beeinflusst werden. Die dieser Verbesserung zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen sind jedoch noch nicht vollstdndig erforscht.
MicroRNAs (miRNAs), bekannt als wichtige Regulatoren der Proteinexpression, kénnten hier
einen neuen Ansatzpunkt darstellen. Einige miRNAs wurden bereits sowohl mit einer
reduzierten glykamischen Kontrolle (nachgewiesen bei in vivo und/ oder in vitro Studien) als
auch mit einer verénderten Regulation in der Skelettmuskulatur bei DM Typ Il Patientinnen in
Zusammenhang gebracht. In der nachfolgenden Pilotstudie wurde untersucht, ob durch
korperliche Aktivitat (dreimonatiges Ausdauertraining, drei Mal pro Woche bei einer
Herzfrequenz von 70-80% der maximalen Herzfrequenz) bei mannlichen DM Typ Il Patienten
(n=7) diese muskularen miRNAs eine Veranderung in ihrer Menge erfahren. Den Patienten
wurde eine Muskelbiopsie aus dem Musculus vastus lateralis zu drei verschiedenen
Zeitpunkten entnommen (T1= sechs Wochen vor Trainingsbeginn; T2= eine Woche vor
Trainingsbeginn, T3= drei bis vier Tage nach der Trainingsphase). Mittels Echtzeit-PCR
wurden die Level von miRNA-27a-3p, -29a-3p, -29b-3p, -29c¢c-3p, -106b-5p, -135a-5p, -143-
3p, -144-3p, -194-5p und -206 analysiert. Nach statistischer Analyse durch Friedman Test
mit Post-hoc-Tests zeigten die Ergebnisse, dass die Level von miRNA-29b-3p, -29¢-3p und
-135a-5p nach dem Training signifikant reduziert waren (T3 gegeniiber T2 und/ oder T1).
Beim glykierten Hamoglobin (HbAlc) sowie dem HOMA Index kam es zu keinen
signifikanten Veranderungen, jedoch zeigte sich nach dem Training eine Reduktion des
HbAlc Wertes bei sechs von sieben Patienten. Der Rangkorrelationskoeffizient nach
Spearman zeigte signifikante negative Korrelationen zwischen den Leveln von miRNA-29c-
3p, -106b-5p, -144-3p und -194-5p und der kardiorespiratorischen Fitness (VOgzpeak). Die
Ergebnisse implizieren, dass korperliche Aktivitat einen Effekt auf die Regulation der
mMiRNAs im Skelettmuskel bei DM Typ Il Patienten haben kann. Inwiefern hierdurch auch
eine tatsédchliche Veradnderung der klinischen Situation bei DM Typ Il Patienten erzielt

werden kann, erfordert weitere Forschung.



2. Einleitung

2.1. Diabetes mellitus Typ Il

Diabetes mellitus (DM) ist eine globale Gesundheitsbedrohung von der weltweit 573
Millionen Menschen betroffen sind (10,5% der Bevdlkerung). Bis 2023 wird eine Steigerung
auf 643 Millionen (11,2%) und bis 2045 gar auf 783 Millionen (12,2%) erwartet. Gut 90%
leiden unter Diabetes mellitus Typ Il (DM Typ 1) (IDF Atlas). Diabetes mellitus Typ Il (DM
Typ 1) ist eine chronische Erkrankung, die mit einer reduzierten Insulinsensitivitat in
peripheren Geweben einhergeht. Insbesondere Muskelzellen spielen hierbei eine wichtige
Rolle, da sich die postprandiale Insulin- induzierte Glukoseaufnahme hier auf 80-90% belauft
(De Fronzo et al. 1985; Tseng et al. 2010).

2.2. Korperliche Aktivitat bei DM Typ Il
Regelmafige korperliche Aktivitat spielt eine Schliisselrolle in der Behandlung von DM Typ II
Patientinnen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass durch koérperliches Training eine
Verbesserung der glykamischen Kontrolle erzielt werden kann (Chudyk and Petrella, 2011).
Die hier zugrunde liegenden molekularen Mechanismen sind jedoch noch nicht vollstandig

geklart.

2.3. MiRNAs als Regulatoren der Insulinsensitivitat bei DM Typ II

In einigen Studien konnte nachgewiesen werden, dass microRNAs (miRNAs) in einem
direkten Zusammenhang mit der Regulation der Insulinsensitivitat in peripheren Geweben
stehen (Mohamed et al, 2014; Bork- Jensen et al. 2015; Dahlmans et al. 2016) . Insgesamt
wurden bisher 1800 menschliche miRNAs gefunden, die Einfluss auf 30% aller Gene
austiben (Esau et al. 2006; He et al. 2007; Takanabe et. al. 2008). MiRNAs sind wichtige
Regulatoren der Proteinexpression. Sie werden im peripheren Gewebe exprimiert, kénnen
systemisch zirkulieren und auch Einfluss auf andere Zielgewebe ausiiben, die sie erreichen
(,cross-talk®) (Krutzfeld and Stoffel, 2006). MiRNAs sind nicht kodierende RNAs, die viele
zellulare Prozesse auf post- transkriptioneller Ebene durch Basenpaarung mit messenger
RNAs (MRNASs) regulieren (Bartel, 2004, 2009).

2.4. Einfluss von Ausdauertraining auf muskulare miRNAs bei DM Typ I
Die vorliegende Studie untersucht den Effekt von regelmaRiger korperlicher Belastung
(Ausdauertraining) auf die Level von miRNA -27a-3p, -29a-3p, -29b-3p, -29c¢c-3p, -106b-5p, -
135a-5p, -143-3p, -144-3p, -194-5p und -206. Diese korrelieren alle negativ mit der
glyk&mischen Kontrolle und sind in den Muskeln von DM Typ Il Patientinnen dysreguliert,

wie vorherige Studien gezeigt haben (Gallagher et al., 2010; Jordan et al., 2011; Karolina
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et al., 2011; Zhang et al., 2013, 2017; Latouche et al., 2016; Zhou et al., 2016; Dahlmans
et al., 2017).

2.5. Fragestellungen und Ziel der Arbeit
Primare Fragestellung:
Welchen Einfluss hat ein moderat- intensives Ausdauertraining auf die muskuldaren miRNA
Level, die in Zusammenhang mit der Insulinsensitivtat/ glykamischen Kontrolle bei DMTyp II-

Patienten stehen?

Sekundére Fragestellungen:
Wie wirkt sich ein moderat- intensives Ausdauertraining auf die kardiorespiratorische Fitness
(gemessen als: VO2 max) der DM Typ Il Patienten aus?

Wie wirkt sich das Training auf die Insulinsensitivitat/ glykamische Kontrolle (gemessen als
HOMA Index und HbA1c) der DM Typ Il Patienten aus?

Welchen Einfluss hat das Training auf das Lipidprofil (gemessen als Triglyceride,
Cholesterin, HDL, LDL) bei den Patienten?

Besteht ein Zusammenhang zwischen den muskularen miRNA Leveln, der Insulinsensitivitat/

glykdmischen Kontrolle und der kérperlichen Fitness der Patienten?

Ziel der Arbeit:

Ziel der Arbeit ist es, herauszufinden, ob koérperliche Aktivitat (hier: Ausdauertraining) einen
Einfluss auf die Level muskularer miRNAs bei DM Typ Il Patientinnen hat. Es werden
mMiRNAs analysiert, deren Einfluss auf die Insulinsensitivitat/ glykdmischen Kontrolle bereits
nachgewiesen wurde und die bei DM Typ Il Patientinnen dysreguliert sind. Die Studie leistet
damit einen Beitrag zur Erforschung trainingsadaptierter molekularer Adaptationen, die bei

der Bekampfung von DM Typ Il eine Rolle spielen.
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3. Material und Methoden

3.1. Study Design

Muscle biopsy samples from a previously conducted study were used for the miRNA
analyses. The study has been approved by the Ethics Committee of the German Sport
University Cologne. The study is registered in the German Clinical Trials Register (DRKS,
clinical trial registration number: DRKS00022052). The protocol conformed to the provisions
of the Declaration of Helsinki. Written informed consent was obtained from all subjects. The
study has already been described in other papers of the working group (Brinkmann et al.,
2017a,b, 2019). The study design is shown in Figure 1. Subjects underwent a medical
check-up before participating in the study. A non-conventional study design was used for the
study due to ethical reasons. The subjects’ data were analyzed 6 weeks pre-intervention
(T1), 1 week pre-intervention (T2) and 3—4 days post-intervention (T3). The time period from
T1 to T2 was used as a control period to detect possible time-dependent variations in the
measured variables without the impact of physical training. In contrast to a conventional two-
group design with a passive control group, this study design does not require the
involvement of subjects who are inactive for the full duration of the study and who cannot
improve their health by participating in the study. At T1, T2 and T3, venous blood was
collected from the patients after a 12-h overnight fast and before medication intake in the
early morning. Thereafter, a muscle sample was obtained from the M. vastus lateralis. A few

days later, an endurance performance test was applied.
Passive control Intervention @
T 1 period T2 period Of-O T3

6 weeks 3 months

Diagnostic battery at T1/T2/T3

-blood donation
-muscle biopsy
-physical performance test

Figure 1: Study design
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3.2. Subjects

All patients were recruited via a newspaper advertisement. Seven overweight/obese [body
mass index (BMI): 31.2 + 2.1 kg/m?] and untrained (no regular exercise during the last 3
years) T2DM men (age: 61 + 10 years) without insulin treatment participated in the study
(Table 1). The duration of T2DM was 5 * 7 years. All subjects were free of severe diabetic
complications (e.g., nephropathy, neuropathy, and retinopathy) and/or any other severe
cardiovascular diseases. Four patients had well-controlled arterial hypertension. Five of the
patients took anti-diabetic drugs, four took anti-hypertensive drugs, two took anti-
hyperlipidemic/anti-hypercholesterolemia drugs, and four took other drugs (anti-

hypothyroidism-drugs, anti-allergic drugs, anti-platelet drugs).

Table 1: Patients’ fitness data and results from blood analysis.

Variable T1 T2 T3 Overall T1- T2- T1-
(6 weeks (1 week (post- significance: T2: T3: T3:
pre-training) pre- training) p-value p- p- p-

training) value value value

WHO test: 133 129 175 0.006 1.000 0.018 0.042

maximal + 34 +19 + 27

workload

[W] (n=6)

V O2zpeak 23.99 25.10 29.32 0.042 1.000 0.130 0.063

[mlI/min/kg] *3.21 +2.78 +4.85

(n=6)

Plasma 7.4 7.45 6.6 0.158 / / /

glycated +1.8 +2.2 +0.3

hemoglobin

(HbAlc)

[%]

Homeostatic 7.3 6.9 6.6 0.565 / / /

model +3.1 4.2 +3.38

assessment

for insulin

resistance

(HOMA-IR)

index

Body mass  31.17 30.83 30.94 0.368 / / /

index +2.07 221 +2.87

[kg/m?]
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Variable T1 T2 T3 Overall T1- T2- T1-

(6 weeks (1 week (post- significance: T2: T3: T3:
pre-training) pre- training) p-value p- p- p-
training) value value value
Serum 198 207 200 0.895 / / /
fasting +54 +49 +55
triglycerides
[mo/dl]
Serum 216 224 222 0.156 / / /
fasting total +47 +39 +40
cholesterol
[mo/dl]
Serum 151 157 133 0.018 1.000 0.023 0.098
fasting low- +43 + 32 + 38
density
lipoprotein
(LDL)
[mo/dl]
Serum 48 50 48 0.565 / / /
fasting +8 +6 +5
high-density
lipoprotein
(HDL)
[mo/dl]

Values are means = SD. Bold values indicate significance.

3.3. Training Intervention

Endurance training (cycling or exercising on an elliptical crosstrainer) was performed three
times a week on non-consecutive days for 3 months. The training intensity was ~70-80% of
the subject’s peak heart rate based on the endurance performance test conducted prior to
the training period. The training was supervised by professional sports coaches. The time of
the training bouts was gradually increased in the first 7 weeks from 20 to 50 min. In weeks 8—
12, the duration was held constant. A 5-min warm-up and a 5-min cool-down were performed

during each training session.

3.4. Physical Performance Diagnostics
A symptom-limited cycling step test (WHO, 1968) was performed using the World Health
Organization protocol (25 + 25 W every 2 min). In case of muscular exhaustion, angina
pectoris, ischemia, paleness, cyanosis, arrhythmia, respiratory insufficiency, hypertension
(systolic blood pressure > 250 mmHg or diastolic blood pressure > 115 mmHg), aberration,
dizziness and/or coordination problems, the test was stopped. Spirometric measurements

were carried out using the “ZAN 600 USB” system (nSpire Health, Longmont, Colorado,
14



United States). The highest O, consumption measured during exercise (60 s average value)

was defined as peak oxygen uptake (VO2peak).

3.5. Blood Analysis
Glucose, triglycerides, total cholesterol and lipoprotein levels were determined using the
Cobas Mira analyzer (Hoffmann La Roche AG, Basel, Switzerland). Insulin and glycated
hemoglobin (HbAlc) levels were determined in an external laboratory (Labor Dr.
Wisplinghoff, Cologne, Germany). The homeostatic model assessment for insulin resistance
(HOMA-IR) index was calculated as follows: (insulin [pU/mI] * glucose [mg/dl])/405.

3.6. Muscle Biopsy Procedure

Skeletal muscle tissue was obtained from the M. vastus lateralis of the T2DM men by a
needle biopsy (Evans et al., 1982). The muscle tissue sample was immediately placed in

cryotubes, frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C until further analysis.

3.7. Selection of miRNAs

Micro-RNAs were selected through a literature search in PubMed. miRNAs that were found
to be linked to insulin resistance/poor glycemic control (with evidence from in vivo or
experimental in vitro cell model studies) and dysregulated in the skeletal muscle of T2DM

patients (up-regulated or down-regulated) were selected for further analyses.

3.8. miRNA Isolation and Quantification

mMiRNA isolation and profiling were performed similarly to the protocol used in the paper
of Dahlmans et al. (2017). Total RNAs were extracted from muscle samples using the
miRNeasy Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany). cDNAs were then synthesized using the
MIRCURY LNA RT Kit (Qiagen). The premix of cDNAs, miRCURY LNA SYBR Green PCR
Master Mix (Qiagen) and RNase-Free Water (Qiagen) was then added to predesigned 96-
well Pick & Mix-miRCURY LNA miRNA Custom PCR Panels (Qiagen), according to the
manufacturer’s guidelines. Finally, cDNAs were amplified using the “Stratagene Mx3005P”
PCR system (Agilent Technologie, Santa Clara, California, United States). All samples were
analyzed in duplicate. The x-fold change in the expression of a miRNA was calculated using
the 2-AAct — method (Livak and Schmittgen, 2001). In repeated measurements, the values
reflect changes from the baseline value (T1 values were set 1 = 100%). In correlation
analyses, the values reflect the x-fold level of a miRNA in relation to the mean level of that
mMiRNA in all subjects (the mean value was set 1 = 100%). Data of each sample were
normalized to the mean of the expression values of miRNA-423-3p, SNORD48 and U6
SnRNA.
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3.9. Sample Size
Because of the pilot nature of this study, a formal sample size calculation a priori based on
the results of other studies was not performed. Biopsy samples from a former study have
been used for analyses. Their number was limited. It is important to note that the
participation rate in muscle biopsy studies is usually low due to possible experience of pain
during the biopsy procedure and, in particular, when more than one biopsy is performed (as

in the present study: three biopsies per person).

3.10. Statistical Analyses
Data are presented as mean values * standard deviations (SD). The “SPSS” program (v.
24.0, SPSS Incorporation, Chicago, lllinois, United States) was used for statistical analyses.
Non-parametric (rank-based) hypotheses tests were performed throughout, as normality of
continuous data distributions seemed to be questionable (skewness, outliers). The Friedman
analysis of variance (ANOVA) was used for repeated measurements (T1-T2-T3). If found
statistically significant, implemented post-hoc tests for pairwise comparisons were conducted
(values of p were corrected for multiple testing with the Bonferroni correction method). In
addition, Spearman’s correlation analysis was used to study the relationship between two
variables. If found statistically significant, Spearman’s rank correlation coefficient rho was

calculated. Significance was considered at p < 0.05.
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4. Ergebnisse

4.1. Effects of the Training on the Patients’ Physical Fithess and Blood
Variables

The T2DM patients’ endurance capacity (maximal workload during the WHO step test)
improved significantly from pre- to post-training (T3 vs. T1 and T2; Table 1). The Friedman
ANOVA also revealed an overall statistical significance for peak oxygen uptake (VOazpeak),
while post-hoc tests failed significance. One patient did not take part in the physical fithess
diagnostics at T1 due to an acute infection. Glycemic control (glycated hemoglobin: HbAlc)
and HOMA-IR index did not change significantly over time. However, it might be important to
note that the HbAlc value was reduced in six of the seven patients at T3 vs. T2. Low-density
lipoprotein (LDL) was reduced significantly from pre- to post-training (T3 vs. T2). However,
post-hoc tests did not indicate significance for T3 vs. T1. There were no significant changes
in BMI, triglycerides, total cholesterol or high-density lipoprotein (HDL) levels.

4.2. Effects of the Training on the Patients’ miRNA Levels
Friedman ANOVA and post-hoc-tests revealed that miRNA-29b-3p and miRNA-29¢-3p levels
were significantly reduced at T3 vs. T2 and T1 (miRNA-29b-3p: T3 vs. T2: -45%, T3 vs. T1:
-42%; miRNA-29¢c-3p: T3 vs. T2: -46%, T3 vs. T1: —=39%). The levels of miRNA-135a-5p
were significantly reduced at T3 vs. T1 (-63%), but not vs. T2 (Table 2 and Figure 2).
Levels of miRNAs-27a-3p, —29a-3p, —106b-5p, —143-3p, —144-3p, —-194-5p, and -206 did

not change as a result of the training.

Table 2: Skeletal muscle miRNA levels [relative expression of each miRNA: x-fold change
to the baseline value (T1)] in the T2DM patients pre- and post-training.

mMiRNA T1 T2 T3 Overall T1- T2- T1-
(6 weeks (1 week (post- significance: T2: T3: T3:
pre- pre- training) p-value p- p- p-
training)  training) value value value

miRNA-27a-3p 1.00 1.39 1.27 0.156 / / /

+0.00 +0.39 +1.11

miRNA-29a-3p 1.00 1.11 0.63 0.066 / / /
+0.00 +0.34 +0.33
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MiRNA

T1
(6 weeks
pre-

training)

mMiRNA-29b-3p 1.00

+0.00

mMiRNA-29¢c-3p 1.00

+0.00

miRNA-106b- 1.00

Sp

+0.00

miRNA-135a-  1.00
5p (n=5) +0.00

mMiRNA-143-3p 1.00

+0.00

miRNA-144-3p 1.00

+0.00

mMIiRNA-194-5p  1.00

+0.00

miRNA-206 1.00

Values are means + SD. Bold values

18
16 .
14
12 -

08
06
04
0.2

x-fold change

+0.00

miRNA-29b-3p

1r

T2
(1 week
pre-

training)

1.06
+0.28

1.13
+ 0.36

2.49
+3.63

0.83
+0.41

1.40
+0.85

591
+12.31

1.66
+1.53
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Figure 2: Skeletal muscle miRNA levels in the type 2 diabetes mellitus (T2DM) patients pre-
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4.3. Associations Between miRNA Levels, Glycemic Control/Insulin

Sensitivity and Physical Fitness Among the Patients

Spearman’s rank correlation analyses were performed with all values from all time points
(T1, T2, and T3 miRNA values with the respective corresponding HbAlc, HOMA-IR index or

VOazpeak Values). Analyses showed no significant associations between the miRNA levels and

HbAlc values or HOMA-IR index values, while significant negative associations between the
levels of miIRNA-29c-3p, miRNA-106-5p, and miRNA-144-3p or of miRNA-194-5p and
VOgpeak Values (determined during the WHO step test) were found (Table 3 and Figure 3).

Significant rank-based correlations were not observed for the levels of miRNAs-27a-3p,
-29a-3p, —29b-3p, —-135a-5p, —143-3p, or —206 with VOzpeak Values.

Table 3: Rank correlations between miRNA levels and cardiovascular fithess in the T2DM

patients

MiRNA

miRNA-27a-3p
miRNA-29a-3p
miRNA-29b-3p
miRNA-29¢c-3p
miRNA-106b-5p
miRNA-135a-5p (n = 19)
miRNA-143-3p
miRNA-144-3p
miRNA-194-5p
miRNA-206

VOZpeak

Significance:
p-value

0.086
0.062
0.339
0.006
0.023
0.576
0.930
0.023
0.048
0.454

Bold values indicate significance

Correlation coefficient rho

—0.595
—-0.507

—0.507
—0.447
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Figure 3: Significant rank-based correlations between miRNA levels and cardiovascular

fitness (VOazpeak). Spearmans’ correlation coefficients and trendlines were calculated.
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5. Diskussion

5.1. Einfluss korperliche Aktivitat auf miRNA Level und Zusammenhang
mit kardiorespiratorischer Fitness

Die Studie zeigt, dass sich regelméaRige korperliche Aktivitat (hier moderat-intensives
Ausdauertraining) vorteilhaft auf die Regulation einiger muskularer miRNAs, die, wie andere
Studien gezeigt haben, in einer negativen Korrelation mit der glykdmischen Kontrolle bei DM
Typ Il Patienten stehen, auswirkt. So waren die Level von miRNA-29b-3p, miRNA-29¢-3p
und MiRNA-135a-5p in den Muskeln der DM Typ Il Patienten nach Training signifikant
herunterreguliert.
Die Datenanalyse zeigt des Weiteren, dass bei vier der untersuchten miRNAs - miRNA-29c¢-
3p, -106b-5p, -144-3p und -194-5p - ein signifikanter negativer Zusammenhang mit der
kardiorespiratorischen Fitness (gemessen am VO2 max) besteht.
Diese Ergebnisse konnen als positiver Einfluss von Sport auf die miRNAs und die
Gesundheit von Patienten mit DM Typ Il gewertet werden.

Drei der vier miRNAs, die mit der VO2 max korrelieren (miRNA-106b-5p, -144-3p und -194-
5p) anderten sich jedoch in der Studie nicht signifikant durch das Training.

Dies kann durch die Dauer des Trainings erklart werden. Moéglicherweise war diese zu kurz
um eine Veradnderung im Bereich dieser miRNAs zu bewirken.

Andersherum zeigen die Ergebnisse, dass zwei der untersuchten miRNAs (miRNA-29b-3p
und -135a-5p) durch das Training herunterreguliert werden, jedoch in keinem signifikanten
Zusammenhang mit der kardiorespiratorischen Fitness stehen. Dies lasst sich
mdoglicherweise am ehesten mit der hohen interindividuellen Variabilitdt der miRNA Level bei

den einzelnen DM Typ |l Patienten erklaren, bei dhnlichem Fitnesszustand.

Inwieweit andere Trainingsarten die Ergebnisse beeinflussen, bleibt offen. In zuklnftigen
Studien kann es sicher sinnvoll sein, verschiedene Trainingsarten (Ausdauer- vs.

Krafttraining; kombiniertes Ausdauer/ Krafttraining) miteinander zu vergleichen.

5.2. Zusammenhang miRNAs und Insulinsensitivitat/ glykdmische
Kontrolle

Ungeachtet dessen, dass bei den ausgewahlten miRNAs ein Einfluss auf den

Glukosestoffwechsel in vorherigen Studien angenommen wurde, zeigt die Datenanalyse

keine signifikante Korrelation zwischen den miRNAs und der Insulinsensitivitat (HOMA-

Index) sowie der glykamischen Kontrolle (HbAlc). Allerdings muss hier auf die kleine

Stichprobe der Studie hingewiesen werden. Madoglicherweise ist eine Signifikanz der
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Ergebnisse zu erwarten, sobald ein grof3eres Probandenkollektiv mit einer gréReren

Streuweite in den korrelierten Werten eingeschlossen wird.

Die Ergebnisse zeigen allerdings, dass bei sechs der sieben untersuchten Probanden der
HbAlc Wert nach dem Training gesunken ist. Ein Einfluss der Regulation der ausgewéahlten
miRNAs auf die glykédmische Kontrolle kann daher auf jeden Fall nicht ausgeschlossen

werden.

In zuklUnftigen Studien kann es zusatzlich noch sinnvoll sein, weitere Untersuchungen zur
Bestimmung der Insulinsensitivitat/glykdmischen Kontrolle (bspw. oraler Glukosetoleranztest

(OGTT) oder hyperglykamischer Glukose-Clamp-Test) hinzuzufligen.

5.3. Eine miRNA...unzahlige Targets
Bereits nachgewiesen wurde der Einfluss von miRNAs auf die Expression vieler
verschiedener Zielgene (Esau et al. 2006; He et al. 2007; Takanabe et. al. 2008). In der
Datenbank miRDB (microRNA Target Prediction Database; https.//mirdb.org ) lassen sich
alle bisher erkundeten Ziele der entsprechenden miRNAs finden (MRNAs der aufgefuhrten
Gene).

mi':DB

Choose one of the following search options:

Search by miRNA name
Human v [Go | [[Clear |

Search by gene target

Human v | Gene Symbol ~ [[6o || Clear |

miRDB is an online database for miRNA target prediction and functional annotations. All the targets in miRDB were predicted by a bicinformatics tool, MirTarget, which was developed by
analyzing thousands of miRNA-target interactions from high-throughput sequencing experiments. Common features associated with miRNA binding and target downregulation have been
identified and used to predict miRNA targets with machine learning methods. miRDB hosts predicted miRNA targets in five species: human, mouse, rat, dog and chicken. Users may also
provide their own sequences for custom target prediction using the updated prediction algorithm. In addition, through combined computational analyses and literature mining, functionally
active miRNAs in humans and mice were identified. These miRNAs, as well as associated functional annotations, are presented in the FuncMir Collection in miRDB. As a recent update, miRDB
presents the expression profiles of hundreds of cell lines and the user may limit their search for miRNA targets that are expressed in a cell line of interest. To facilitate the prediction of
miRNA functions, miRDB presents a new web interface for integrative analysis of target prediction and Gene Ontology data.

Abbildung 4: Datenbank miRDB

Exemplarisch fur miRNA29c-3p, deren Level sich in der vorliegenden Studie nach
regelmaRiger korperlicher Aktivitat signifikant vermindert haben, zeigten sich 1034 Zielgene,
bzw. Gene von Ziel-mRNAs der miRNAs. Dies unterstreicht sehr deutlich, wie weit sich die

Wirkungsbreite der miRNAs zu erstrecken vermag.
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There are 1034 predicted targets for hsa-miR-29c-3p in miRDB.

'I'Daertgaeislt T:;ﬁit Lac';]g;t miRNA Name |Gene Symbol(Gene Description

Details 1 100 hsa-miR-29¢-3p COL5A3 collagen type V alpha 3 chain

Details 2 100 hsa-miR-29¢c-3p COoL5A1 collagen type V alpha 1 chain

Details 3 100 hsa-miR-29¢c-3p TETL tet methylcytosine dioxygenase 1

Details 4 100 hsa-miR-29c-3p HBP1 HMG-box transcription factor 1

Details 5 100 hsa-miR-29¢c-3p EBN1 fibrillin 1

Details 6 100 hsa-miR-29¢-3p ATAD2B [ATPase family, AAA domain containing 2B

Details 7 100 hsa-miR-29¢c-3p TET3 tet methylcytosine dioxygenase 3

Details 8 100 hsa-miR-29c-3p coL3A1 collagen type III alpha 1 chain

Details 9 99 hsa-miR-29¢c-3p DOTIL DOT1 like histone lysine methyltransferase

Details 10 99 hsa-miR-29¢c-3p COL11A1  |collagen type XI alpha 1 chain

Details 11 99 hsa-miR-29¢-3p DNMT3A  |DNA methyltransferase 3 alpha

Details iz 99 hsa-miR-29¢-3p PI15 peptidase inhibitor 15

Details 13 99 hsa-miR-29¢c-3p BRWD3 bromodomain and WD repeat domain containing 3
Details 14 99 hsa-miR-29¢c-3p HAS3 hyaluronan synthase 3

Details 15 Q9 hsa-miR-29c-3p NEXMIF neurite extension and migration factor

Details 16 99 hsa-miR-29¢-3p NSD1 nuclear receptor binding SET domain protein 1
Details 17 99 hsa-miR-29¢-3p KMTS5C lysine methyltransferase 5C

Details 18 99 hsa-miR-29¢c-3p NAVI neuron navigator 3

Details 19 99 hsa-miR-28c-3p NAV1 neuron navigator 1

Details 20 29 hsa-miR-29c-3p ADAMTSS  |ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 9
Details 21 99 hsa-miR-29¢c-3p SESTD1 SEC14 and spectrin domain containing 1

Details 22 98 hsa-miR-29¢-3p TMEM169 [transmembrane protein 169

Details 23 98 hsa-miR-29¢c-3p COL19A1  |collagen type XIX alpha 1 chain

Details 24 98 hsa-miR-29c-3p ADAMTSE  |[ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 6
Details 25 a8 hsa-miR-29¢c-3p SMS spermine synthase

Details 26 o8 hsa-miR-29¢c-3p NAV2 neuron navigator 2

Details 27 98 hsa-miR-29¢-3p ERCC6E ERCC excision repair 6, chromatin remodeling factor
Details 28 98 hsa-miR-29¢-3p IGF1 insulin like growth factor 1

Abbildung 5: Zielgene miRNA 29c¢-3p

Die Suche hat gezeigt, dass miRNA 29c-3p innerhalb der Insulinkaskade Einfluss auf die
Komponenten PIK3R1 (Phosphoinositide-3-Kinase Regulatorische Untereinheit 1) sowie
AKT 2 (Serin/ Threonin Kinase 2) austbt und deren Expression blockieren konnte. Damit
liegt die Vermutung nahe, dass durch die Erniedrigung der Level dieser miRNA durch Sport
letztlich eine Verbesserung der Insulinsignalkaskade resultiert und mehr Glukose in den
Muskel aufgenommen werden kann, wodurch eine Verbesserung der glykamischen Kontrolle

moglich wird.

Auf der anderen Seite macht die enorme Wirkungsbreite der miRNAs jedoch auch deutlich,
dass bspw. bei einer gezielten medikamentésen Beeinflussung der miRNAs mit enormen
Nebenwirkungen gerechnet werden muss. So wirde ein Medikament, welches bspw. die
0.9g. MiRNA 29c¢-3p herunterreguliert, nicht nur auf die Komponenten der Insulinkaskade
Einfluss ausiiben, sonderen auch die weiteren 1032 Targets beeinflussen und damit auf

unzéhlige Korperprozesse- mit ungeahnten Folgen- einwirken.

5.4. Schlussfolgerung
Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass regelmaRige korperliche Aktivitat (Ausdauertraining)
offenbar einen Einfluss auf die Level einiger muskularer miRNAs bei DM Typ Il Patienten
hat. Dies zeigt, dass miRNAs moglicherweise zukinftig als neue Regulatoren der
glykédmischen Kontrolle eine wichtige Rolle bei der weiteren Erforschung der zugrunde

liegenden molekukularen Adaptationen der Erkrankung DM Typ Il spielen kénnten.
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