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I. Abkürzungsverzeichnis 

 

ARC   Nucleus arcuatus 

AVPV   Nucleus periventricularis anteroventralis 

AS   Aminosäure 

α-MSH   α-Melanozyten stimulierendes Hormon 

bp   Basenpaar 

cDNA   complementary deoxyribonucleic acid 

CUX1   Cut homeobox 1 

DAG   Diacylglycerin  

EAP1   Enhanced At Puberty 1 

ER-α   Estrogenrezeptor α 

ERE   Estrogen-Response-Element 

FSH   Follikel-stimulierendes Hormon 

GABA   γ-Aminobuttersäure 

GnRH    Gonadotropin Releasing Hormon  

GPR   G-Protein gekoppelter Rezeptor 

HHG-Achse  Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse 

IP3   Inositol-1,4,5-triphosphat 

LH   Luteinisierendes Hormon 

MBH   medio-basaler Hypothalamus 

mRNA   messenger ribonucleic acid 

OCT2   Octamer-binding transcription factor 2 

PIP2   Phosphatidylinositolbisphosphat 

POA   Area praeoptica 

POMC   Proopiomelanocortin 

RACE-PCR  rapid amplification of cDNA-ends with polymerase chain reaction 

TSG   Tumor Suppressor Gen 

TSS   Transkriptionsstartstelle 

TTF1   Thyroid Transcription Factor 1 

YY1   Yin Yang 1 

ZNS   Zentrales Nervensystem 
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1. Einleitung 

 

Die Pubertät stellt eine Entwicklungsphase des Lebens dar, die mit einer Reihe anatomischer, 

physiologischer und emotionaler Veränderungen einhergeht, welche zur sexuellen Reifung und 

somit zur Fortpflanzungsfähigkeit führen.  

In den letzten Jahren konnten enorme Fortschritte im Hinblick auf die Erforschung des Beginns 

der Pubertät und dessen auslösende Faktoren erzielt werden.  Es zeigt sich, dass die Regulation 

der Pubertät sowohl auf neuronaler, neuroendokriner und genetischer Ebene  stattfindet. Gene, die 

an der Kontrolle der zeitlichen Koordination der Pubertät beteiligt sind, sind in einem 

hierarchischen Netzwerk miteinander verknüpft und ihre Aktivität wird maßgeblich durch 

epigenetische Mechanismen beeinflusst (Lomniczi und Ojeda, 2016a). Der aktuelle Wissensstand 

soll im Folgenden, mit besonderem Augenmerk auf das KiSS1/KiSS1R-System, kurz 

zusammengefasst werden.  

 

 

1.1. Funktion der Hypothalamus-Hypophysen-Gonadenachse 

 

Von zentraler Bedeutung für den Beginn der Pubertät und die Regulation der Fortpflanzung ist 

das Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH), ein Dekapeptid (Matsuo et al., 1971), welches von 

spezialisierten Neuronen im Hypothalamus synthetisiert wird. Die ca. 1000-2000 GnRH-Neurone 

entstammen der olfaktorischen Plakode und wandern während der 6.-16. Woche der 

Embryonalentwicklung ins Gehirn ein (Schwanzel-Fukuda und Pfaff, 1989, Wray et al., 1989). 

Ihre Zellkörper liegen weit verteilt im medio-basalen Hypothalamus (MBH), die 

neurosekretorischen Axone projizieren in die Eminentia mediana, wo GnRH in den portalen 

Blutkreislauf der Hypophyse freigesetzt wird. Dort induziert GnRH die Freisetzung des Follikel - 

stimulierenden Hormons (FSH) und des luteinisierenden Hormons (LH) aus der 

Adenohypophyse. Die Gonadotropine fördern die Produktion und Sekretion von Sexualhormonen 

und damit die Ausprägung sekundärer Geschlechtsmerkmale, stimulieren die Gametogenese und 

regulieren die normale Reproduktionsfunktion im späteren Leben. Durch Feedback-Mechanismen 

auf allen Ebenen der Hypothalamus-Hypophysen-Gonadenachse (HHG-Achse) entstehen 

regulatorische Kreisläufe. 

Die HHG-Achse ist bei Geburt und in den ersten Lebensmonaten bereits voll funktionsfähig, stellt 

jedoch während der Kindheit ihre Aktivität bis zur Pubertät ein (Boyar et al., 1972). Es ist 

mittlerweile akzeptierte Lehrmeinung, dass für den Beginn der Pubertät eine synchrone, pulsatile 

GnRH-Ausschüttung obligat ist. Diese Sekretionssteigerung der GnRH-Neurone geschieht nicht 

durch eine Erhöhung ihrer intrinsischen Aktivität, sondern durch Änderungen transsynaptischer 

(Kordon et al., 1994; Ojeda und Terasawa, 2002) und glialer (Ojeda et al., 2003) Einflüsse.  

Man geht davon aus, dass es einerseits zur Abnahme transsynaptischer, vorwiegend GABA- und 

opioiderger Inhibition kommt (Terasawa, 1999; Plant, 1994, Ojeda und Skinner, 2006) und 

andererseits der Einfluss aktivierender Neurotransmitter wie Glutamat (Brann und Mahesh, 1997; 

Gay und Plant, 1987) und Norepinephrin (Terasawa et al., 1988; Gearing und Terasawa, 1991) 

zunimmt. 



  Seite 4 

 In den letzten Jahren wurden weitere Komponenten dieses regulatorischen Systems entdeckt. So 

entdeckten Tsutsui und Kollegen im Jahr 2000 in Wachteln ein hypothalamisches Neuropeptid, 

das die Sekretion von GnRH aktiv hemmt, das Gonadotropin-Inhibitor Hormon (GnIH) (Tsutsui 

et al., 2000). In nachfolgenden Studien konnte gezeigt werden, dass GnIH bei Wirbeltieren 

hochkonserviert ist und eine bedeutende Rolle bei der Regulation der Fortpflanzung spielt 

(Tsutsui et al., 2015). Bei Säugetieren entsprechen diesem die Peptide RFRP1 und RFRP3, 

welche zur Superfamilie der RFamide-related Peptides (RFRP) gehören. Sie entfalten ihre 

inhibierende Wirkung direkt über den auf den GnRH-Neuronen exprimierten GPR147-Rezeptor 

(Hinuma et al., 2000; Ducret et al., 2009). 

Eine weitere exzitatorische Komponente kam mit der Entdeckung des Kisspeptins und des 

dazugehörigen Rezeptors KiSS1R hinzu, welcher ebenfalls direkt auf den GnRH-Neuronen 

exprimiert wird (Messager et al., 2005; Seminara et al., 2003; Ojeda und Terasawa, 2002). Auf 

die Funktion von Kisspeptin und die Neuroanatomie der zugehörigen Neurone wird später 

genauer eingegangen. 

Neben diesen transsynaptischen Mechanismen spielen auch gliale Einflüsse eine entscheidende 

Rolle für das Erreichen der Pubertät und die Erhaltung der Fortpflanzungsfähigkeit. Der 

vorwiegend aktivierende Einfluss der Astroglia wird durch Wachstumsfaktoren und 

diffusionsfähige, neuroaktive Substanzen vermittelt und führt sowohl zu einer direkten als auch 

indirekten Stimulation der GnRH-Sekretion (Ojeda et al., 2010). 

In den letzten 20 Jahren wurden die genetischen Hintergründe, die der neuroendokrinen 

Regulation der GnRH-Sekretion zugrunde liegen, umfangreich beforscht. Störungen im 

Pubertätsverlauf konnten auf diverse aktivierende und inaktivierende Mutationen in Genen, die an 

der Kontrolle der Pubertät beteiligt sind, zurückgeführt werden. Hierzu zählen u.a. die Gene, die 

für den GnRH-Rezeptor, Kisspeptin, den Kisspeptin Rezeptor, Neurokinin B und dessen Rezeptor 

codieren (rez. in Lomniczi und Ojeda, 2016a). Durch die bekannten Mutationen lässt sich jedoch 

nur ein kleiner Teil der Pubertätsstörungen erklären. Dies deutet darauf hin, dass weit mehr Gene 

an der Regulation der Pubertät beteiligt sind.  

In einem systembiologischen Ansatz wurde ein komplexes, hierarchisch aufgebautes 

Gennetzwerk beschrieben. Durch ihre hohe Interkonnektivität beeinflussen sich diese Gene in 

ihrer Funktion gegenseitig (Lominczi et al., 2013a) (Abb.1, S.52). Trotz unterschiedlicher 

zellulärer Funktionen, ist den übergeordneten Genen dieses Netzwerks gemeinsam, dass sie 

ursprünglich den Tumorsuppressoren zugeordnet wurden. Als zentrale Knotenpunkte stellen sie 

wichtige Regulatoren dar. GnRH und KiSS1 gehören als untergeordnete Gene ebenfalls zu diesem 

Netzwerk (Roth et al., 2007; Ojeda et al., 2010; Lomniczi et al., 2013a).  

Im Verlauf der Pubertät ändert sich zum einen die Aktivität dieser verschiedenen Aktivatoren und 

Repressoren (Lomniczi und Ojeda, 2016a), zum anderen ist bekannt, dass Pubertät und 

Fortpflanzungsfähigkeit sehr stark von internen und externen Milieuänderungen wie 

Ernährungsstatus, Umweltfaktoren, zirkadianem Rhythmus und Hormonstatus abhängig sind 

(Kurian und Terasawa, 2013). Diese Tatsachen legen den Einfluss epigenetischer Kontroll-

mechanismen nahe. 

Obwohl die Erforschung epigenetischer Einflüsse auf die pubertätsregulierenden Gene noch in 

Anfängen steckt, konnten einige Studien deren wichtige Rolle in Bezug auf den Prozess der 
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Pubertät nachweisen (Tomikawa et al., 2012; Lomniczi et al., 2013b; rez. in Kurian und 

Terasawa, 2013; rez. in Semaan und Kauffman, 2013; rez. in Uenoyama et al., 2016). 

So zeigten Kurian und Kollegen an kultivierten GnRH-Neuronen von Rhesusaffen, dass es durch 

Abnahme der DNA-Methylierung an CpG-Inseln in der 5`flankierenden Region des GnRH-Gens 

zu verstärkter Transkription von GnRH kommt. Dieser epigenetische Prozess konnte sowohl 

perinatal als auch zu Beginn der Pubertät nachgewiesen werden (Kurian und Terasawa, 2013), 

beides Zeitpunkte mit erhöhter Aktivität der HHG-Achse.  

Neben DNA-Methylierung konnte auch der Einfluss anderer epigenetischer Mechanismen, wie 

nicht-codierende RNAs und posttranslationale Modifikation der Histone, auf das pubertäts-

regulierende Gennetzwerk nachgewiesen werden (rez. in Lomiczi und Ojeda, 2016a,b). 

Die Vielzahl der an der Regulation der HHG-Achse beteiligten Elemente und Gene bietet, durch 

redundante und kompensatorische Pfade des Systems, die Möglichkeit zur funktionellen Integrität 

im Falle des Funktionsverlustes einer Komponente. Zusätzliche epigenetische Einflüsse erlauben 

eine flexible Anpassung an sich ändernde Ausgangsbedingungen (Lomniczi et al., 2013a). 

Im Folgenden soll das KiSS1/KiSS1R-System und seine entscheidende Schlüsselrolle in diesen 

komplexen Regelkreisen näher beleuchtet werden.  

 

 

1.2 Das KiSS1/KiSS1R-System 

 

1.2.1 Aufbau, Entdeckung und Funktion der Gene 

 

Das KiSS1-Gen liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 1 (Chr1q32.1) (West et al., 1998) und 

besteht aus drei Exonen, wobei der Translationsstart im zweiten Exon liegt 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/gene; www.ensembl.org Gene-ID: 3814; Luan et al., 2007). Es kodiert für 

Prepro-Kisspeptin, einen aus 145 Aminosäuren (AS) bestehenden Precursor. Durch proteolytische 

Spaltung entsteht das Kisspeptin-54 als Hauptpeptid mit einer Länge von 54 AS, welches 

anfänglich unter dem Namen Metastin bekannt wurde (Kotani et al., 2001; Ohtaki et al., 2001; 

Muir et al., 2001). Es wurden weitere Derivate entdeckt und in Abhängigkeit von ihrer Länge 

Kisspeptin-14, Kisspeptin-13 und Kisspeptin-10 benannt (Kotani et al., 2001). Aufgrund ihrer 

strukturellen und funktionellen Ähnlichkeit werden sie in der Literatur meist unter dem Begriff 

Kisspeptin zusammengefasst. Allen gemeinsam ist ein C-terminales Arginin-Phenylalanin-NH2-

Motiv, typisch für die Familie der RF-amid-Peptide (Tena-Sempere, 2006; Yun et al., 2014). 

Initial wurde KiSS1 mRNA in wenig metastasierenden Tumorzellen gefunden und aufgrund dieser 

antimetastatischen Eigenschaft den Tumorsuppressor-Genen zugordnet. Der Name KiSS enthält 

sowohl den Hinweis auf diese Suppressor-Sequenz (SS) als auch auf seinen Entdeckungsort in 

Hershey, Pennsylvania, berühmt für seine Hershey`s Chocolate Kisses (Lee et al., 1996). 

Die Tatsache, dass Kisspeptin in der Plazenta, dem ZNS, einschließlich des Hypothalamus, und in 

geringerer Menge auch in den Gonaden exprimiert wird (Ohtaki et al., 2001; Muir et al., 2001; 

Smith et al., 2005b; Shahab et al., 2005), gibt einen Hinweis darauf, dass es auch in normalen 

Geweben eine physiologische Funktion erfüllt.  

Kisspeptin ist der natürliche Ligand des G-Protein gekoppelten Rezeptors (GPR) KiSS1R (Kotani 

et al., 2001), welcher 1999 von Lee und Kollegen als „orphan receptor“ im Gehirn von Ratten 

http://www.ensembl.org/
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entdeckt wurde. Das Gen für KiSS1R liegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms 19, Chr 

19p13.3, und besitzt 5 Exone (Lee et al., 1999). In älterer Literatur wird der KiSS1R auch als 

GPR54 bezeichnet. Die Expression von KiSS1R scheint weit verteilt, mit maximalen 

Expressionsraten in Plazenta, Gonaden und dem ZNS, einschließlich des Hypothalamus. Es 

konnte gezeigt werden, dass GnRH-Neurone KiSS1R exprimieren (Messager et al., 2005; Irwig 

et al., 2005). 

Nach Bindung von Kisspeptin an seinen Rezeptor kommt es über die Aktivierung der 

Phospholipase C zur Spaltung von Phosphatidylinsositolbisphosphat (PIP2) zu Inositol-1,4,5-

triphosphat(IP3) und Diacylglycerin (DAG). IP3 sorgt für die Freisetzung von Calcium aus dem 

endoplasmatischen Retikulum und damit zur Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration. 

Damit verbunden ist eine Änderung der Permeabilität von Ionenkanälen und die daraus 

entstehende Depolarisation (Kotani et al., 2001; Stafford et al., 2002). Zusätzlich aktiviert DAG 

die Proteinkinase C, was wiederum zur Phosphorylierung verschiedener mitogenaktivierter 

Proteinkinasen (MAPKs) führt. Letzteres scheint stark zellkontextabhängig zu sein, erklärt aber 

zumindest teilweise den antimetastatischen Effekt des KiSS1/KiSS1R-Systems (Pinilla et al., 

2012). 

 

 

1.2.2 Bedeutung des KiSS1/KiSS1R-Systems für die GnRH-Funktion  

 

Der Zusammenhang des KiSS1/KiSS1R-Signalkomplexes mit der Regulation der Fortpflanzung 

und des Pubertätsbeginns wurde im Jahr 2003 von zwei unabhängigen Forschergruppen entdeckt: 

Mutationen in KiSS1R führen beim Menschen zu hypogonadotropen Hypogonadismus (de Roux et 

al., 2003; Seminara et al., 2003), einem Krankheitsbild, dass durch mangelnde hypothalamische 

GnRH-Ausschüttung und nachfolgend mangelnder hypophysärer Gonadotropinsekretion zu 

ausbleibender bzw. verzögerter Geschlechtsreife und verringerter Fortpflanzungsfähigkeit führt. 

In den folgenden Jahren wurden weitere Missense-Mutationen entdeckt, die zu unterschiedlich 

starker Rezeptorinaktivierung führten (Semple et al., 2005; Lanfranco et al., 2005).   

Kiss1r knock-out Mäuse zeigten die gleichen Charakteristika wie betroffene Patienten, was auf 

die hochkonservierte Rolle dieses Signalkomplexes in der Reproduktionskontrolle von 

Säugetieren hindeutet (Funes et al., 2003; Seminara et al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass 

das Antwortverhalten der Hypophyse auf exogenes GnRH erhalten blieb und es, sowohl bei 

Mäusen als auch beim Menschen, zu einer adäquaten Ausschüttung von LH und FSH kam 

(Seminara et al., 2003).  

Auf der anderen Seite führt eine aktivierende Mutation von KiSS1R zu zentraler Pubertas praecox 

(Teles et al., 2008). 

Kisspeptin nutzt ausschließlich den KiSS1R als Zielrezeptor. Dies zeigt die Tatsache, dass Kiss1 

knock-out Mäuse ein positiv auf Kisspeptin-Administration ansprachen, während dies bei Kiss1r 

null Mäusen nicht der Fall war (Lapatto et al., 2007).  

Kisspeptin ist ein sehr starker Stimulator für die Gonadotropin-Sekretion. Dies konnte in einer 

Vielzahl von Studien an verschiedenen Säugetierarten, einschließlich dem Menschen, gezeigt 

werden (Shahab et al., 2005; Han et al., 2005; Gottsch et al., 2004; Matsui et al., 2004; 

Thompson et al., 2004; Castellano et al., 2005; Dhillo et al., 2005).  



  Seite 7 

So führte die zentrale und periphere Gabe von Kisspeptin bei Versuchstieren sowohl vor als auch 

nach Beginn der Pubertät zu einer Aktivierung der HHG-Achse (Shahab et al., 2005; Han et al., 

2005; Gottsch et al., 2004; Matsui et al., 2004; Thompson et al., 2004). Durch zentrale 

Verabreichung von Kisspeptin konnte bei untergewichtigen Tieren die Pubertätsentwicklung 

wiederhergestellt (Navarro et al., 2004a) und bei weiblichen Ratten ein vorzeitiger 

Pubertätsbeginn ausgelöst werden (Castellano et al., 2005). Der stimulatorische Effekt des 

Kisspeptins wird durch eine direkte Aktivierung des, auf den GnRH-Neuronen exprimierten, 

KiSS1R hervorgerufen. Dies belegen Experimente, in denen die Sekretionssteigerung von LH und 

FSH durch Kisspeptin bei gleichzeitiger Gabe eines GnRH-Antagonisten ausblieb (Gottsch et al., 

2004; Matsui et al., 2004). Die Aktivierung der GnRH-Neurone durch KiSS1 geschieht im 

Wesentlichen auf zwei Wegen: erstens durch eine Erhöhung der KiSS1-Expressionsmenge und 

zweitens durch eine zunehmende Sensitivität der GnRH-Neurone auf Kisspeptin (Han et al., 

2005). 

Trotz seiner zentralen Rolle konnte gezeigt werden, dass scheinbar auch für das KiSS1/KiSS1R-

Systems, wenn auch in begrenztem Maße, Kompensationsmechanismen bestehen. So erreichten 

weibliche Mäuse, bei denen die KiSS1-Neuronen in einer frühen Entwicklungsphase abladiert 

wurden, eine normale Pubertät und waren fertil. Bei späterer, akuter Ablation war dies nicht der 

Fall (Mayer und Boehm, 2011). 

Am Rande sei erwähnt, dass der Effekt von Kisspeptin auf die Gonaden und dessen 

physiologische Bedeutung noch als unzureichend erforscht und insgesamt eher gering 

zusammengefasst werden kann (Pinilla et al., 2012). Auch die Funktion während der 

Schwangerschaft ist noch unklar, obwohl beide Gene in Plazentagewebe in hohen Mengen 

exprimiert werden (Seminara et al., 2008). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Identifizierung der Rolle des KiSS1/KiSS1R-

Systems, das Verständnis um die Regulationsmechanismen der Pubertät und der Fortpflanzungs-

fähigkeit revolutioniert hat. Es hat eine wichtige, regulierende Aufgabe und trägt entscheidend zur 

Integration zentraler und peripherer Einflüsse bei. Dies soll im nächsten Abschnitt näher 

beleuchtet werden. 

 

 

1.2.3 Neuroendokrine Funktion von Kisspeptin und der KiSS1-Neuronen 

 

Um die neuroendokrine Funktion des KiSS1/KiSS1R-Systems besser verstehen zu können, lohnt 

sich ein Blick auf die neuroanatomische Verteilung der KiSS1-Neurone und den sich daraus 

ergebenden Besonderheiten (Abb.2, S. 53). 

Bereits 2005 konnten mittels in-situ-Hybridisierung in Nagern zwei Hauptpopulationen von 

KiSS1-Neuronen im Hypothalamus identifiziert werden (Smith et al., 2005a,b), zum einen im 

Nucleus arcuatus (ARC) und zum anderen im Bereich um den Nucleus periventricularis 

anteroventralis (AVPV), welcher sich als Kontinuum bis in den rostralen Bereich des 3. 

Ventrikels fortzusetzen scheint (Clarkson et al., 2006; Herbison et al., 2008). 

Dass diese KiSS1-Neuronenpopulationen unterschiedliche funktionelle Bedeutung haben, wird 

durch folgende Zusammenhänge deutlich: Es konnte gezeigt werden, dass die synchronisierte 

Aktivierung der ARC-KiSS1-Neurone hauptverantwortlich für die pulsatile LH-Freisetzung ist, 
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wobei LH als Surrogatparameter für GnRH zu sehen ist (Han et al., 2015; Beale et al., 2014). Des 

Weiteren exprimieren ARC-KiSS1-Neurone neben Kisspeptin die Neurotransmitter Dynorphin 

(Dyn) und Neurokinin B (NKB) und deren dazugehörige Rezeptoren, was zu dem Vorschlag 

führte, diese Neuronengruppe KNDy zu nennen (Lehman et al., 2010). Das freigesetzte NKB 

bindet an andere ARC-KiSS1-Neurone und stimuliert dort die zusätzliche Freisetzung von 

Kisspeptin. Durch den inhibitorischen Effekt des periodisch und phasenverschoben sezernierten 

Dynorphins, entsteht ein oszillatorisches Kisspeptin-Sekretionsmuster, welches aktuell als Teil 

des „Pulsgenerators“ betrachtet wird (Wakabayashi et al, 2010; Navarro et al., 2011; Lomniczi 

und Ojeda, 2016b). 

Die AVPV-KiSS1-Neurone sind nicht an der pulsatilen GnRH-Freisetzung beteiligt und nehmen 

erst später Einfluss auf die pubertäre Entwicklung (Clarkson et al., 2010). Ihre Hauptaufgabe liegt 

in der Estrogen-abhängigen Verstärkung der GnRH-Aktivität und damit der Generierung des 

zyklischen, präovulatorischen Anstiegs der Gonadotropine bei erwachsenen, weiblichen 

Individuen (Clarkson et al., 2009a; Pinilla et al., 2012). 

Ihre Funktion spiegelt sich auch in einem geschlechtsspezifischen Dimorphismus wieder, was 

bedeutet, dass weibliche Tiere eine deutlich höhere Anzahl dieser Neuronen haben als männliche 

(Clarkson et al., 2009b; Kauffman et al., 2007). Ob ein solcher Dimorphismus auch für die ARC-

Population existiert, wird aktuell kontrovers diskutiert (rez. in Herbison, 2015).  

Verantwortlich für diesen und andere geschlechtsspezifische Differenzierungsvorgänge im Gehirn 

ist ein perinataler Testosteronanstieg bei männlichen Individuen (Morris et al., 2004; Kauffman et 

al., 2007; Homma et al., 2009). Es konnte gezeigt werden, dass dieser Vorgang ebenfalls 

Kisspeptin abhängig ist. So führte eine gezielte Deletion des KiSS1R an GnRH-Neuronen von 

männlichen Mäusen zu einem signifikant geringeren perinatalen Anstieg an Testosteron im 

Vergleich zum Wildtyp mit nachfolgender fehlerhafter sexueller Differenzierung des Gehirns 

(Clarkson et al., 2014).  

Des Weiteren sind KiSS1-Neurone an der Feedback-Regulation von Sexualhormonen beteiligt. 

Dabei zeigen beide Neuronengruppen ein gegensätzliches Antwortverhalten (Smith et al., 

2005a,b). KiSS1-Neuronen im AVPV reagieren auf Estrogen mit zunehmender Kiss1 Expression. 

Bei Nagern zeigte sich, dass in der Embryonalphase und zur Geburt in dieser Subgruppe keine 

Kiss1 Expression stattfindet, diese aber während der Pubertät stetig zunimmt (Semaan und 

Kauffman, 2013). Der stimulatorische Einfluss des Estrogens auf die AVPV-Kiss1-Neuronen 

ermöglicht ihnen die Generierung des präovulatorischen LH-Anstiegs (Semaan und Kauffman, 

2013). 

Im Gegensatz dazu ist die Expression von Kiss1 in den ARC-KiSS1-Neuronen bereits in der 

Embryonalentwicklung und zur Geburt nachweisbar (Desroziers et al., 2012). Unter dem Einfluss 

von Estrogen kommt es im ARC zu sinkenden Expressionsmengen von Kiss1 (Smith et al., 

2005a,b). Auf diese Weise sind die ARC-KiSS1-Neurone an der Vermittlung des negativen 

Feedbacks der Sexualhormone auf die GnRH-Sekretion beteiligt (Semaan und Kauffman, 2013). 

Nachgewiesen wurde dies an gonadektomierten Versuchstieren (Navarro et al., 2004b). So konnte 

durch beidseitige Gonadektomie bei männlichen wie weiblichen Ratten eine konstante Erhöhung 

von Kiss1 mRNA provoziert werden, die einen parallelen Verlauf zur LH-Konzentration zeigte. 

Durch Gabe von Sexualhormonen konnte dieser Effekt wieder aufgehoben werden. Wie oben 

erwähnt, zeigt die Neuronenpopulation des AVPV ein gegensätzliches Verhalten. Hier führt die 
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Gonadektomie bei Mäusen zu einer Zunahme der Kiss1 mRNA Expression, welche sich nach 

Gabe von Sexualhormonen wieder reduziert (Smith et al., 2005a,b).  

Die Estrogenwirkung wird in beiden Neuronengruppen durch den von ihnen exprimierten 

Estrogenrezeptor alpha (ERα) vermittelt (Smith et al., 2005b). Die bidirektionale Wirkung des 

Estrogen-ERα-Komplexes scheint durch einen Estrogen-Response-Element-(ERE)-abhängigen 

Signalweg im AVPV und einen ERE-unabhängigen im ARC zustanden zu kommen (Uenoyama et 

al., 2016; Gottsch et al., 2009; Huijbregts und de Roux, 2010). 

Auch an der Integration von Informationen über metabolische Lage und Ernährungsstatus, welche 

einen entscheidenden Einfluss auf den Beginn der Pubertät und die Fortpflanzungsfähigkeit 

haben, ist Kisspeptin beteiligt. Bekannt ist, dass GnRH-Neurone keine (Cunnimgham et al., 1999) 

und KiSS1-Neurone nur in geringem Maße Leptin-Rezeptoren exprimieren (Smith et al., 2006; 

Donato et al., 2011).  

Es konnte gezeigt werden, dass der permissive Effekt von Leptin über einen Leptin  α-

Melanozyten stimulierendes Hormon (α-MSH)  Kisspeptin  GnRH-Signalweg vermittelt 

wird (Manfredi-Lozano et al., 2016). Dabei führte die zentrale Stimulation von im ARC 

gelegenen Proopiomelanocortin (POMC)-Neuronen bei Nagern zu einer Aktivierung der HHG-

Achse. Die direkte Beteiligung der KiSS1-Neuronen an diesem Signalweg wurde durch zentrale 

Blockade der α-MSH-Repzetoren MC3/4R nachgewiesen. Dies führte in den ARC-KiSS1-

Neuronen zu einer Abnahme der Kiss1-Expression und zu einem verzögerten Eintritt der Pubertät. 

Die Kiss1-Expressionsmenge im AVPV blieb währenddessen unverändert (Manfredi-Lozano et 

al., 2016). 

All diese Ergebnisse veranschaulichen, dass das KiSS1/KiSS1R-System eine entscheidende Rolle 

sowohl bei der zeitlichen Koordinierung des Pubertätsbeginns als auch bei der Erhaltung der 

Fortpflanzungsfähigkeit hat. Im nächsten Abschnitt soll auf Mechanismen der KiSS1-

Expressionskontrolle eingegangen werden.  

 

 

1.3 Mechanismen der KiSS1-Expressionskontrolle 

 

1.3.1 Epigenetische Regulation des KiSS1-Gens 

 

Auch wenn es nicht unmittelbarer Gegenstand dieser Arbeit ist, soll die epigenetische Kontrolle 

des KiSS-1 hier kurz Erwähnung finden, wobei lediglich auf die beiden besser erforschten und 

synergistisch arbeitenden Mechanismen der DNA-Methylierung und der posttranslationalen 

Modifikation der Histone eingegangen werden soll. Auch hierbei müssen ARC- und AVPV-

KiSS1-Neurone getrennt betrachtet werden. 

Lomniczi und Kollegen untersuchten den Einfluss epigenetischer Mechanismen an weiblichen 

Ratten während des Übergangs von juveniler zu pubertärer Phase (Lomniczi et al., 2013b). Dabei 

konnten sie nachweisen, dass die DNA-Methylierung der Promotorregionen von Eed und Cbx7 

während dieser Phase zunimmt.  Eed und Cbx7 sind zwei Gene aus der Polycomb-Silencing-

Gruppe (PcG) und werden in den ARC-KiSS1-Neuronen exprimiert. Die aufgrund der DNA-

Methylierung verringerte Expressionsmenge von Cbx7 und Eed führt wiederum zu steigender 

Kiss1-Expression. Dieser Mechanismus der Reduktion des repressiven Einflusses des PcG auf die 
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Kiss1-Expression konnte nur für den MBH (ARC), nicht jedoch für den POA (AVPV) 

nachgewiesen werden (Lomniczi et al., 2013b).  

Direkte DNA-Methylierung des Kiss1-Promotors scheint, zumindest bei Ratten, in beiden 

Neuronengruppen keine signifikante Rolle während der pubertären Entwicklung zu spielen 

(Tomikawa et al. 2012; Lomniczi et al., 2013b). Interessanterweise ist der repressive Einfluss von 

DNA-Methylierung auf den humanen KiSS1-Promotor im Rahmen der Tumorbiologieforschung 

nachgewiesen (Cebrian et al.,2011; Moya et al., 2013). Die im humanen Promotor methylierten 

CpG-Inseln sind im Kiss1-Gen von Nagern nicht vorhanden (Seeman und Kauffman, 2013), 

sodass eine Beteiligung der DNA-Methylierung an der Kontrolle der Pubertät beim Menschen 

nicht ausgeschlossen werden kann. 

Des Weiteren ändert sich der Chromatinstatus des Kiss1-Promotors während der pubertären 

Entwicklung (Lomniczi et al., 2013b). So nehmen aktivierende Modifikationen wie die 

Acetylierung und Trimethylierung des Histon3 (H3K9,14ac und H3K4me3) zu. Interessanter-

weise kommt es erst im späteren Verlauf der Pubertät, genauer während des präovulatorischen 

LH-Anstiegs, zur Abnahme reprimierender Histonenmodifikationen wie H3K27me3. Die 

Existenz bivalenter Histonenmodifikationen in enger räumlicher Nähe am Kiss1-Promotor 

unterstützt die These, dass die Promotoraktivität je nach eingehenden Informationen beeinflusst 

werden kann (Lomniczi et al., 2013b). 

Auch Estrogen spielt im Zusammenhang mit epigenetischer Regulation eine wichtige Rolle. 

Tomikawa und Kollegen zeigten, dass die präovulatorische Zunahme an Estrogen zu einer 

vermehrten H3-Actetlyierung am Kiss1-Promotor der AVPV-Neuronen und konsekutiv zu 

steigenden Mengen an Kisspeptin führte (Tomikawa et al., 2012). Im Gegensatz dazu führte 

Estrogen zu einer Deacetylierung von H3 am Kiss1-Promotor in den ARC-Neuronen. Diese 

bidirektionale Wirkung lässt sich auf unterschiedliche Chromatin-Konformation des Kiss1-Gens 

zurückführen. Durch Estrogen kommt es im ARC und im AVPV zu unterschiedlichen Formen der 

Chromatin-Schleifenbildung (Tomikawa et al., 2012; Goto et al., 2015), die wiederum die 

Bildung aktivierender oder reprimierender Komplexe begünstigten. So ist auch die oben bereits 

erwähnte unterschiedliche ERE-Abhängigkeit des Kiss1-Promotors im ARC und im AVPV 

teilweise zu erklären (Uenoyama et al., 2016).  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass mit Pubertätsbeginn der repressive Einfluss der PcG-

Gene abnimmt und sich der Chromatinstatus von Inhibierung zu Aktivierung verschiebt (Lomniczi 

et al., 2016b). 

 

 

1.3.2 Regulation durch verschiedene Transkriptionsfaktoren 

 

Neben der epigenetischen Kontrolle hat auch die Regulation durch übergeordnete, 

transkriptionelle Faktoren einen wichtigen Einfluss auf die KiSS1-Expression. 

Ojeda und Kollegen schlugen 2006 in einem systembiologischen Ansatz vor, dass es sich bei 

KiSS1 und KiSS1R um untergeordnete Gene handelt, die in einem hierarchisch aufgebauten 

Netzwerk durch übergeordnete, zentrale Gene auf transkriptioneller Ebene reguliert werden 

(Ojeda et al., 2006). 
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Tatsächlich konnte durch high-throughput DNA Arrays bei Ratten und Rhesusaffen der Beweis 

für die Existenz eines solchen Netzwerkes, welches die Pubertät auf einer übergeordneten Ebene 

zu regulieren scheint, geführt werden (Roth et al., 2007). Es wurde gezeigt, dass zum Zeitpunkt 

der Pubertät die Expression einiger Gene im Hypothalamus deutlich zunimmt, wobei eine 

bestimmte Gruppe überpräsentiert war. Diese erfüllen zwar unterschiedliche zelluläre Funktionen, 

gemeinsam ist ihnen jedoch, dass sie initial den Tumorsuppressor-Genen (TSG) zugeordnet 

wurden. Computeranalysen ergaben, dass die Kontrolle dieser Gene in einem Netzwerk 

hierarchisch arrangiert ist und durch einige zentrale, scheinbar übergeordnete Gene reguliert wird 

(Roth et al., 2007). KiSS1 gehört, als untergeordnetes Gen ebenfalls zu diesem Netzwerk (Ojeda 

et al., 2010) (Abb.1, S.52). 

In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass TTF1(Mastronardi et al., 2006), EAP1 (Heger et 

al., 2007) und OCT2 (Ojeda et al., 1999) als nicht-TSG-Gene an der transkriptionellen Kontrolle 

der Pubertät beteiligt sind.  

Weitere Computeranalysen konnten nicht nur starke Interaktionen dieser nicht-TSG mit dem oben 

erwähnten Netzwerk zeigen, sondern erbrachten Hinweise, dass zumindest TTF1 und OCT2 

diesem sogar übergeordnet sind (Roth et al., 2007). 

Aus diesen Überlegungen ergeben sich Kandidatengene für die transkriptionelle Kontrolle von 

KiSS1. Auf der einen Seite sind dies TTF1 und EAP1, als Vertreter der nicht-TSG und auf der 

anderen Seite zwei Gene des TSG-Netzwerkes, YY1 und CUTL1 (in neuerer Literatur CUX1). 

TTF1 (Transcription Factor 1) gehört zur Familie der NKX Homeoboxgene (Civitareale et al., 

1989; Guazzi et al., 1990) und steuert unter anderem die Entwicklung des Dienzephalons (Kimura 

et al., 1996). Postnatal bleibt die TTF1 Expression besonders in den Hirnarealen, die die Pubertät 

und die Fortpflanzungsfähigkeit kontrollieren, erhalten (Lee et al., 2001). Durch in situ 

Hybridisierung konnte dies auch für KiSS1-Neurone nachgewiesen werden (Mastronardi et al., 

2006).  

TTF1 bindet und transaktiviert den GnRH-Promotor, aber unterdrückt die Transkription des 

Preproenkephalin-Gens (Lee et al., 2001), welches eine inhibierende Wirkung  auf die GnRH-

Neurone ausübt (Ojeda und Skinner, 2006). 

In späteren Studien konnte gezeigt werden, dass es durch konditionelle Deletion des Ttf1-Gens in 

hypothalamischen Neuronen bei Mäusen zu einem verzögerten Pubertätsbeginn und einer 

verminderten Reproduktionsfähigkeit kommt (Mastronardi et al., 2006). 

EAP1 (Enhanced At Puberty 1) ist ein intronloses Gen, welches auf dem Chromosom 14q24.3 

liegt und ursprünglich als C14ORF4 bezeichnet wurde (Rampazzo et al., 2000). Heger und 

Kollegen konnten 2007 die Expression dieses Gens mittels DNA-Mikroarrayuntersuchungen im 

Gehirn sich entwickelnder weiblicher Rhesusaffen nachweisen und zeigen, dass diese zu Beginn 

der Pubertät deutlich anstieg, was zur Umbenennung des Gens führte (Heger et al., 2007). EAP1 

kodiert für ein nukleäres Protein mit einer dualen, promotorabhängigen, transkriptionellen 

Aktivität. So führt EAP1 zur Aktivierung des GnRH-Promotors und, wie auch TTF1, zur 

Hemmung des Preproenkephalin-Promotors (Heger et al., 2007). Versuche mit small-interference 

RNA demonstrierten, dass eine erniedrigte Expression von Eap1 zu einem verzögerten 

Pubertätsbeginn, einer gestörten Zyklusfunktion und erniedrigten Gonadotropin- und 

Estrogenspiegeln bei weiblichen Ratten führte (Heger et al., 2007). 
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CUX1 (Cut homeobox 1, auch bekannt als CCAAT displacement protein CDP) ist ein 

konserviertes Homeoboxgen und kodiert für einen Transkriptionsfaktor (Xu und Li, 2016). Dieser 

kann, abhängig vom zellulären Kontext, zur Aktivierung oder zur Repression der Transkription 

führen (Dufort und Nepveu, 1994; Superti-Furga et al., 1989; Valarche et al., 1993; Harada et 

al., 2008; Kim et al., 1997). Auch die, durch proteolytische Spaltung entstehenden, Isoformen 

p200 und p110 scheinen diesen dualen Charakter zu teilen (Sansregret und Nepveu, 2008; Goulet 

et al., 2002). Ein Verlust der Cux1-Genfunktion führte bei männlichen Mäusen zu einer schweren 

Einschränkung der Fortpflanzungsfähigkeit (Luong et al., 2002). 

YY1 (Yin Yang 1) ist ein ubiquitär vorkommender Transkriptionsfaktor (Gordon et al., 2006), der 

zum Polycomb-Silencing-Komplex gehört (Schwartz und Pirrotta, 2007). Er hat die Fähigkeit, 

Transkription zu initiieren, zu aktiveren oder zu unterdrücken, immer abhängig vom Kontext, in 

dem er bindet. Dies kann über direkte oder indirekte Aktivierung oder Repression mit oder ohne 

Bindung von Co-Faktoren geschehen. YY1 spielt eine fundamentale Rolle bei normalen 

biologischen Prozessen wie Embryogenese, Replikation, Zelldifferenzierung und –proliferation 

(Gordon et al., 2006). 

 

 

1.4 Zielsetzung  

 

Die zentrale Bedeutung des KiSS1 für die Kontrolle der Pubertät und den Erhalt der 

Fortpflanzungsfähigkeit ist hinreichend belegt. Auch konnten in den letzten Jahren viele 

Erkenntnisse sowohl bezüglich der Physiologie der neuroendokrinen Funktionen von Kisspeptin 

als auch der Neuroanatomie der KiSS1-Neurone gewonnen werden. Über die transkriptionelle 

Kontrolle des KiSS1-Gens im Hypothalamus und deren Zusammenhänge mit dem Zeitpunkt des 

Pubertätsbeginns ist wenig bekannt.  

Ziel dieser Dissertation war es, die Promotorregion des KiSS1-Gens durch funktionelle Analysen 

genauer zu untersuchen. Die dabei gestellten Zielsetzungen lassen sich wie folgt zusammenfassen: 

 

Arbeit 1: 

1. Identifizierung der Transkriptionsstartstelle (TSS) durch experimentelle Untersuchung der 

5`flankierenden Region als Voraussetzung für funktionelle Analysen 

2. Identifizierung, Klonierung und funktionelle Analyse der putativen Promotorregion in 

neuronalen und nicht-neuronalen Zelllinien 

3. Überprüfung des Einflusses der übergeordneten Transkriptionsfaktoren TTF1, EAP1, 

CUX1 und YY1 auf die Promotoraktivität durch funktionelle Analysen 

 

Arbeit 2: 

4. Nachweis der Bedeutung der TTF1-Bindungsstelle für die KiSS1-Promotoraktiviät durch 

gerichtete Promotormutagenese mit anschließender funktioneller Analyse 
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2. Originalarbeiten 

 

2.1 Arbeit 1: Transcriptional regulation of the human KiSS1 gene 

 

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Klonierung der putativen Promotorregion und 

experimentelle Identifizierung der Transkriptionsstartstelle des KiSS1-Genes. Die funktionelle 

Analyse des Promotors erfolgte in nicht-neuronalen und neuronalen Zelllinien mittels Dual-

Luciferase-Reporter-Assays. Es wurde sowohl der Kernpromotor identifiziert als auch dessen 

basale Aktivität bestimmt. Anschließend wurde das Antwortverhalten bei Anwesenheit der oben 

genannten Transkriptionsfaktoren untersucht.  

Mittels Chromatin-Immunopräzipitationsassay (ChIP) wurde die Rekrutierung der 

Transkriptionsfaktoren an den KiSS1-Promotor im Zellmodell nachgewiesen. 

 

 

2.2 Arbeit 2: Deletion of the Ttf1 Gene in Differentiated Neurons Disrupts Female 

Reproduction without Impairing Basal Ganglia Function 

 

Hauptanliegen dieser Arbeit war es, die Beteiligung von TTF1 an der Kontrolle des 

Pubertätsbeginns und der Fortpflanzungsfähigkeit zu untersuchen. Es wurde für die Deletion des 

Ttf1-Gens ein konditionelles knock-out Mausmodell gewählt, da konventionelle knock-out Mäuse 

tot geboren werden (Kimura et al., 1996). Zusammenfassend lässt sich sagen, dass diese Tiere 

eine normale Entwicklung und eine normale Morphologie und Funktion der Basalganglien hatten, 

jedoch eine verspätete Pubertät und eine reduzierte Fortpflanzungsfähigkeit zeigten.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch die Wirkung von TTF1 auf den KiSS1-Promotor getestet. 

Durch gerichtete Mutagenese einer bzw. beider vermuteten TTF1-Bindungsstellen im klonierten 

Promotorkonstrukt und anschließender funktioneller Analyse mittels Dual-Luciferase-Reporter-

Assays konnte die funktionelle Bedeutung der TTF1-Bindung an den Promotor untermauert 

werden. 
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3. Diskussion und aktueller Bezug 

 

In dieser Dissertation wurde die transkriptionelle Kontrolle des KiSS1-Gens und seine 

Verknüpfung mit regulierenden, übergeordneten Genen des von Roth et al. beschriebenen TSG-

Netzwerkes näher untersucht (Roth et al., 2007). 

Für eine präzise Analyse der regulierenden Elemente der KiSS1-Transkription ist die 

Identifikation der genauen TSS wichtig. Wir konnten experimentell die TSS -153 bis -156 bp 

upstream des Startkodons ATG festlegen, was sich mit der in silico Vorhersage deckt 

(NM_002256). Die 5´ Region von dieser Stelle enthält promotortypische Elemente wie eine 

TATA-Box, GC-reiche Regionen und zahlreiche Transkriptionsfaktor-Bindungsmotive. Die 

Abwesenheit von anderen Transkriptionsprodukten lässt die Aussagen zu, dass zumindest im 

menschlichen Plazentagewebe nur eine TSS vorhanden ist. 

Zum Zeitpunkt unserer Untersuchungen war nicht bekannt, ob es eventuell spezies- oder 

gewebeabhängig alternative TSS gibt. Es konnte nachgewiesen werden, dass im MBH von 

Mäusen und Affen, im Hypothalamus von Menschen und in der Area praeoptica (POA) von 

Ratten eine einzige TSS genutzt wird, wobei sich die Länge des nicht translatierten, ersten Exons 

speziesabhängig unterscheidet (Castellano et al., 2014). Dies deckt sich mit unserem Ergebnis 

und dem anderer Studien (Tomikawa et al., 2012; West et al., 1998; Huijbregts und de Roux, 

2010; Ota et al., 2004). 

Interessanterweise wurde im Gebiet des MBH (ARC) von Ratten eine zusätzliche, alternative 

TSS2 nachgewiesen, deren Promotor andere Eigenschaften hat als der der Haupt-TSS1. Die 

Kiss1-Expressionsmenge ausgehend von TSS2 ist insgesamt niedrig und nicht durch Estrogen 

beeinflussbar. Die funktionelle Bedeutung dieser alternativen TSS2 ist aktuell noch ungeklärt 

(Castellano et al., 2014). 

Die höchste Basalaktivität konnten wir im kürzesten der von uns klonierten Promotorkonstrukte 

nachweisen. Dies könnte dafür sprechen, dass transkriptionsverstärkende Elemente eher proximal 

zur TSS liegen, während hemmende distaler lokalisiert sind. 

Die funktionelle Analyse der Promotorregion in Anwesenheit verschiedener, wahrscheinlich 

übergeordneter Transkriptionsfaktoren ergab ein sehr komplexes, teilweise scheinbar 

widersprüchliches Bild. Es verdeutlicht jedoch erneut, dass die Expression von Kisspeptin einer 

empfindlichen Balance aus aktivierenden und inhibierenden Einflüssen unterliegt. 

EAP1 zeigte in unseren Versuchen einen moderat inhibierenden Effekt auf den KiSS1-Promotor, 

was im Hinblick auf die Tatsache, dass EAP1 zu Beginn der Pubertät verstärkt exprimiert wird, 

interessant ist (Heger et al., 2007). Die Bedeutung dieser inhibierenden Wirkung bleibt 

spekulativ, ebenso ob sich EAP1 womöglich in Gegenwart von Bindungspartnern, die spezifisch 

in KiSS1-Neuronen exprimiert werden, anders verhält. Auch die funktionellen Unterschiede der 

beiden KiSS1-Neuronengruppen sollten bei weiterführenden Studien Beachtung finden. Es konnte 

für EAP1 gezeigt werden, dass es in manchen Zellen Teil eines Repressionskomplexes ist, der die 

Transkription nachgeschalteter Gene supprimiert. So stellt EAP1 womöglich einen Inhibitor 

untergeordneter Repressoren dar (Yeung et al., 2011; Pinilla et al., 2012). 

In einer neueren Studie wurde der Einfluss von Eap1 auf Kiss1 in weiblichen Ratten untersucht 

(Li und Li, 2017). Eap1 wurde mittels lentiviral-vermittelter RNA-Interferenz in seiner 

Expression gestört und die Versuchstiere in drei Entwicklungsstadien auf Pubertätszeichen und 
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die Expression von Gnrh mRNA und Kiss1 mRNA untersucht. Die Tiere zeigten eine verzögerte 

Pubertät und eine verminderte Expression von Gnrh mRNA zu Beginn der Pubertät. Die 

Expression von Kiss1 zeigte währenddessen keinen Unterschied zwischen einzelnen Gruppen und 

stieg im Laufe der Entwicklung bei allen Tieren an. Li et al. schlossen daraus, dass das 

KiSS1/KiSS1R-System nicht an der regulatorischen Wirkung von EAP1 beteiligt ist. 

Welche Bedeutung die Ergebnisse von Li et al. im Gesamtkontext haben, ist noch nicht endgültig 

erklärt. Zum einem nutzen sie in dieser Studie lediglich AVPV-KiSS1-Neurone, welche sich in 

ihrer Physiologie deutlich von ARC-KiSS1-Neuronen unterscheiden. Dies lässt die Möglichkeit 

offen, dass EAP1 in diesem Kontext eine regulatorische Wirkung auf KISS1 haben könnte (Li und 

Li, 2017). Zum anderen konnten wir in unserer Arbeit sowohl eine Ko-Expression von Eap1 in 

KiSS1-Neuronen im MBH (ARC) von Ratten nachweisen, als auch die Bindung von EAP1 an die 

Promotorregion von KiSS1. Es ist offensichtlich, dass weitere Untersuchungen nötig sind, um 

diesen Punkt suffizient zu klären. 

TTF1 zeigte einen stimulierenden Effekt auf die KiSS1-Promotoraktivät. Damit konnten wir 

Teilergebnisse aus Arbeit 2 bestätigen. Dort wurde außerdem durch gerichtete Mutagenese 

gezeigt, dass für die transaktivierende Wirkung von TTF1 ein Bindungsmotiv -100bp bis -109bp 

von der TSS nötig ist. Es wurde auch die zweite TTF1-Bindungsstelle -1010bp bis -1019bp 

deletiert, ohne dass sich das Ergebnis signifikant unterschied. Die Tatsache, dass die distal 

gelegenere Bindungsstelle von untergeordneter Bedeutung zu sein scheint, unterstützt die oben 

erwähnte These, dass die transaktivierenden Elemente des KiSS1-Promotors eher proximal zur 

TSS liegen.  

Überraschenderweise konnte dieser stimulierende Effekt nur in der nicht-neuronalen Zelllinie 

nachgewiesen werden und blieb in GT1-7 Zellen aus. Obwohl es sich bei diesen um eine murine 

Hypothalamuszelllinie handelt (genauer GnRH-Neurone), bleibt zu diskutieren, ob für die 

transaktivierende Wirkung auf den KiSS1-Promotor Co-Aktivatoren nötig sind, welche in 

GripTiteMSR 293 Zellen (einer humanen, embryonalen Nierenzelllinie) und womöglich auch in 

KiSS1-Neuronen exprimiert werden. Die physiologische Bedeutung der Interaktion von TTF1 

und dem KiSS1-Promotor wird durch folgende Ergebnisse untermauert: i. Konditionelles Ttf1SynCre 

Knock-out führt bei Mäusen zu einer verminderten Expression von Ttf1 mRNA im MBH. Als 

Folge davon ist auch die Kiss1-Expressionsmenge im MBH reduziert und die Versuchstiere 

zeigen eine verzögerte Pubertät (Arbeit 2), ii. Durch in situ Hybridisierung konnte die Expression 

von Ttf1 in KiSS1-Neuronen nachgewiesen werden (Arbeit 2), iii. TTF1 bindet an den KiSS1-

Promotor (Arbeit 1). 

Obwohl wir bei unseren Betrachtungen davon ausgingen, dass es sich bei TTF1 und EAP1 um 

nicht-TSGs handelt, wurde nachfolgend gezeigt, dass beide Gene an der Tumorbiologie beteiligt 

sind (Winslow et al., 2011; Yeung et al., 2011). In Anbetracht dieser Informationen gehen wir, bei 

aktuellem Wissensstand davon aus, dass diese Gene ein eigenständiges Modul innerhalb des TSG 

Netzwerks bilden (Lomniczi et al., 2013a). 

Für CUX1 konnten wir eine divergente, transkriptionelle Aktivität der beiden Isoformen 

bestätigen (Goulet et al., 2002; Sansregret und Nepveu, 2008). Während p-200 im nicht-

neuronalen Zellmodell aktivierend wirkt, zeigt sie in GT 1-7 Zellen eine eingeschränkte 

inhibierende Wirkung. Die p-110 Form agiert in beiden Zelllinien als Repressor. Zwar konnten 

wir zeigen, dass KiSS1-Neurone CUX1 exprimieren, jedoch ist, aufgrund fehlender 
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Isoformenspezifität der Antikörper, eine Diskriminierung zwischen p-200 und p-110 

immunhistochemisch nicht möglich. Auch die Frage wie CUX1 die Expression von Kisspeptin in 

KiSS1-Neuronen beeinflusst, bleibt offen. 

Die Ergebnisse für YY1 waren  ebenfalls zellmodellabhängig. In GripTiteTM293 MSR hatte YY1 

einen repressiven Einfluss auf die Promotoraktivität, in GT 1-7 blieb diese unbeeinflusst. Auch 

hier stellt sich die Frage, welchen transregulatorischen Effekt YY1 in KiSS1-Neuronen bietet, da 

auch für diesen Transkriptionsfaktor eine duale, zellspezifische Wirkung beschrieben wurde 

(Gordon et al., 2006). 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass wir in unserer Arbeit den vermuteten 

transregulatorischen Einfluss der von uns ausgewählten Kandidatengene auf den KiSS1- Promotor 

experimentell nachweisen konnten. Die genaue Interaktion in der Kontrolle einzelner Gene 

innerhalb des TSG-Netzwerkes ist nicht vollständig geklärt und womöglich auch abhängig vom 

Entwicklungsstadium (Lomniczi et al., 2013a). 

In späteren Untersuchungen wurde beobachtet, dass der EAP1-Promotor der gleichen dualen 

Transkriptionskontrolle unterliegt, wobei TTF1 aktivierend und YY1 und CUX1 supprimierend 

wirken. Außerdem scheint EAP1 sich via negativer Auto-Feedback-Schleife selbst zu hemmen 

(Mueller et al., 2012). Dies weist erneut auf die hohe Interkonnektivität in der Regulation dieser  

zentralen transregulierenden Gene hin. 

Es kann in diesem Rahmen nur erwähnt werden, dass sich die aktuellen wissenschaftlichen 

Bemühungen zunehmend mit den übergeordneten Regulatoren der Pubertät beschäftigen. Auf 

Grundlage des oben beschriebenen TSG Netzwerkes wird von einem Regulationskomplex mit 

drei Ebenen, bestehend aus Repression-Repression-Aktivierung, ausgegangen (Abb.3, S.54). 

Pubertätsaktivierende Gene wie Kiss1 oder Tac3 (codiert für Neurokinin B) stellen dabei die 

unterste Stufe der Kaskade dar. Auf diese nehmen in der nächsten Stufe diverse Aktivatoren wie 

TTF1 und CUX1 oder Repressoren wie der Polycomb-Silencing-Komplex Einfluss. Die 

Repressoren haben scheinbar nicht nur einen regulierenden Effekt auf die pubertätsaktivierenden 

Gene, sondern auch auf deren Aktivatoren. Die dritte Ebene besteht aus Genen, die hemmend auf 

die Repressoren wirken. Nach aktueller Meinung nimmt ihr Einfluss zu Beginn der Pubertät zu, 

wodurch der auf den pubertätsaktivierenden Genen lastende inhibierende Tonus aufgehoben wird. 

Zu diesen gehört unter anderem die Familie der POK Gene. Es handelt es sich hierbei um 

transkriptionelle Repressoren mit einer N-terminalen BTB/POZ-Domäne und einer C-terminalen 

Zinkfinger-Domäne vom Krüppel-Typ. 

Die Gene der verschiedenen Regulationsstufen sind stark miteinander verknüpft. Zusätzlich 

finden auf allen Ebenen dieses Regulationskomplexes Veränderungen durch epigenetische 

Mechanismen statt (rez. in Lomniczi et al., 2013a,b; rez. in Lomniczi und Ojeda, 2016a,b).  

Die Fortschritte im Verständnis der genetischen und epigenetischen Hintergründe, die zur 

Regulation der Pubertät beitragen, bieten zum einen ein besseres Verständnis der Wirkweise von 

endokrin wirksamen Substanzen aus der Umwelt (sogenannten endokrinen Disruptoren), welche 

die pubertäre Entwicklung verändern können (Mueller und Heger, 2014; Franssen et al., 2014). 

Zum anderen ergeben sich daraus möglicherweise Behandlungskonzepte für Patienten mit 

Pubertätsstörungen. 
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Pubertät ist ein Prozess, bei dem der Körper eine Reihe anatomischer, physiologischer und 

emotionaler Veränderungen erlebt, die zur sexuellen Reifung und somit zur Fortpflanzungs-

fähigkeit führen. Der zeitlich koordinierte Ablauf und die Kontrolle darüber sind entscheidend für 

die Erhaltung einer Art. 

Voraussetzung für eine normale pubertäre Entwicklung ist die pulsatile Sekretion von GnRH aus 

den gleichnamigen Neuronen im Hypothalamus. Diese untersteht einer Vielzahl  regulatorischer 

Einflüsse auf hormoneller, transsynaptischer, glialer und genetischer Ebene. Eine entscheidende 

Schlüsselrolle hat hierbei Kisspeptin, das prozessierte Genprodukt des KiSS1-Gens. Es stimuliert, 

über Bindung  an seinen zugehörigen Rezeptor KiSS1R, die Freisetzung von GnRH. Loss-of-

function-Mutationen im KiSS1- oder im KiSS1R-Gen führen zum klinischen Bild des 

hypogonadotropen Hypogonadismus. Die neuroendokrine Funktion des Kisspeptins und die 

Neuroanatomie der KiSS1-Neurone waren in den letzten Jahren Gegenstand intensiver 

Forschungen.  

Über die transkriptionelle Kontrolle des KiSS1-Gens ist indes wenig bekannt. Es wurde postuliert, 

dass KiSS1 Teil eines hierarchisch angeordneten Netzwerkes aus tumorassoziierten Genen ist, 

welches maßgeblich an der Regulation der Pubertät und dem Erhalt der Fortpflanzungsfähigkeit 

beteiligt ist. Diese Gene zeichnen sich durch eine hohe Interkonnektivität aus. Durch in silico 

Computeranalysen konnten Kandidatengene, die einen möglichen transregulatorischen Einfluss 

auf KiSS1 haben, identifiziert werden. Von besonderem Interesse für diese Arbeit waren die 

Transkriptionsfaktoren TTF1, EAP1, CUX1 und YY1. 

Ziel dieser Arbeit war es, die 5´-flankierende Region des KiSS1-Gens genauer zu charakterisieren 

und auf die Funktionalität des KiSS1-Promotors und dessen Regulierbarkeit durch übergeordnete 

Transkriptionsfaktoren zu untersuchen.  
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Nach experimenteller Verifizierung der Transkriptionsstartstelle mittels 5´-RACE-PCR und       

5´-nested-PCR aus humanem Plazentagewebe wurden KiSS1-Promotorkonstrukte verschiedener 

Längen in einen Reportervektor kloniert. Es folgte die transiente Transfektion in eine neuronale 

(GT1-7) und eine nicht-neuronale Zelllinie (GripTiteTM293 MSR). Anschließend wurden sowohl 

die Promotorbasalaktivitäten in den beiden Zelllinien, als auch die Promotoraktivität in 

Anwesenheit der einzelnen Transkriptionsfaktoren mittels Dual-Luciferase-Reporter-Assays 

analysiert. 

Um die Bedeutung der Bindung von TTF1 an die putative Promotorregion nachzuweisen, wurden 

konsekutiv die proximale und distale Bindungsstelle durch gerichtete Mutagenese deletiert und 

funktionell analysiert.  

Ob für den transregulatorischen Effekt eine Bindung der Transkriptionsfaktoren an den Promotor 

nötig ist, wurde mittels Chromatin-Immunpräzipitation-Assay untersucht.  

Durch Immunohistofluoreszenzfärbungen sollte gezeigt werden, ob KiSS1-Neurone EAP1, CUX1 

und YY1 exprimieren. 

Die Ergebnisse dieser Dissertation lassen sich wie folgt zusammenfassen: 

 KiSS1 besitzt, zumindest in menschlichem Plazentagewebe, eine einzelne TSS -153bp bis 

-156bp upstream des ATG-Startcodons. Dies deckt sich mit der in silico Vorhersage 

(NM_002256). 

 Die Promotorbasalaktivität ist im kürzesten Promotorfragment am höchsten und nimmt 

mit zunehmender Länge ab. Dies deutet darauf hin, dass aktivierende Elemente eher 

proximal zur TSS und inhibierende eher distal lokalisiert sind. 

 Der KiSS1-Promotor wird von TTF1 und der p200-Isoform des CUX1 aktiviert. 

 Zur Transaktivierung des KiSS1-Promotors durch TTF1 wird dessen proximale 

Bindungsstelle benötigt. 

 Der KiSS1-Promotor wird vom EAP1, YY1 und CUX-p110 inhibiert. 

 Der Einfluss der Transkriptionsfaktoren scheint zellkontextabhängig zu sein. 

 Für die vier Transkriptionsfaktoren konnte eine Bindung am KiSS1-Promotor mittels 

ChIP-Assay nachgewiesen werden. 

 Die In-situ-Hybridisierung erbrachte eine Ko-Expression der Transkriptionsfaktoren in 

KiSS1-Neuronen des MBH. 

 

Die hier vorgelegte Arbeit stützt auf experimentelle Weise die postulierte Annahme, dass KiSS1 

als Teil eines pubertätsregulierenden Netzwerkes durch übergeordnete Gene kontrolliert wird. Es 

konnte gezeigt werden, dass diese Regulation durch direkte Beeinflussung der Promotoraktivität 

stattfindet.  

Es zeigte sich aber auch, dass die Expression von Kisspeptin in vivo durch eine empfindliche 

Balance zwischen aktivierenden und inhibierenden Elementen gesteuert wird. Die inkongruenten 

Ergebnisse der Reporter-Assays in den beiden unterschiedlichen Zellmodellen, weisen auf einen 

zellkontextabhängigen Einfluss der Transkriptionsfaktoren auf den KiSS1-Promotor hin. Weitere 

Analysen in Bezug auf noch nicht identifizierte coregulatorische Elemente erscheinen sinnvoll. 
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II. Anlagen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1: Das Netzwerk aus Tumorsuppressor-Gene, welche an der Regulation der Pubertät 

beteiligt sind. Aufgrund des Vernetzungsgrades der Transkriptionsfaktoren (TF) CUX1, p53, 

YY1, USF2 und vMAF wird davon ausgegangen, dass diese zentrale Knotenpunkte des 

Netzwerkes darstellen. Es besteht eine enge funktionelle Verbindung mit anderen, die Pubertät 

regulierenden TFs (TTF1, EAP1 und OCT2). Untergeordnete Gene, die eine aktivierende Wirkung 

auf die GnRH-Sekretion und damit die pubertäre Entwicklung haben, sind in der Peripherie des 

Netzwerkes in weißen, Repressoren in schwarzen Ovalen dargestellt. Gene in grauen Ovalen, 

kodieren für Proteine, die an der epigenetischen Repression beteiligt sind. Zwischengeschaltete 

Gene wie die Transkriptionsfaktoren SASH1, FOXP1 und STAT6 sind in weißen Rechtecken 

dargestellt. KiSS1 stellt in diesem Netzwerk, trotz seiner zentralen Rolle bei der transsynaptischen 

Stimulation der GnRH-Sekretion, ein untergeordnetes Gen dar (nach Lomniczi und Ojeda, 2016a).  

Die Darstellung dieses Netzwerkes beruht auf Computeranalysen aus high-throughput DNA-

Arrays (Roth et al., 2007). 
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Abb. 2: Vereinfachtes Modell der Rolle der KiSS1-Neurone in der Steuerung der GnRH 

Sekretion. Andere regulierende Einflüsse auf die GnRH-Neurone wurden aus didaktischen 

Gründen weggelassen. T = Testosteron, E2 = Estrogen, Dyn = Dynorphin, NKB = Neurokinin B, 

Kp = Kisspeptin, POMC = Proopiomelanocortin, α-MSH = α-Melanozyten stimulierendes 

Hormon (nach Tena-Sempere, 2006; Pinilla et al., 2012). 
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Abb. 3: Vereinfachtes Modell des Regulationskomplexes, bestehend aus den an der 

transkriptionellen Kontrolle der Pubertät beteiligten Genen.  Details im Text S.41.  

POK = Transkriptioneller Repressor mit einer N-terminalen BTB/POZ-Domäne und einer C-

terminalen Zinkfinger-Domäne vom Krüppel-Typ. Die hier erwähnten Gene, stehen 

stellvertretend für die große Vielzahl derer, die an der Pubertätsregulation beteiligt sind 

(vereinfacht nach Lomniczi und Ojeda, 2016a). 
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