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Referat

Frauen mit Typ-1-Diabetes mellitus sind subfertil und haben ein erhdhtes Friihabortrisiko (Casson et
al., 1997; Lorenzen et al., 1999; Tennant et al., 2014). Eine Ursache dafir ist die fehlende
Insulinwirkung, welche zu einer fehlerhaften embryo-maternalen Kommunikation wahrend der
Frihschwangerschaft fuhrt. In der Praimplantationsphase hat das Endometrium direkten Kontakt
zum Embryo und beeinflusst dessen Wachstum, Differenzierung und Implantation durch die
Sezernierung von Wachstumsfaktoren, wobei Insulin und den Insulin-artigen Wachstumsfaktoren
(IGFs) eine besondere Bedeutung zukommt.

Ziel der Arbeit war es, den Einfluss eines maternalen Insulinmangel-Diabetes auf Faktoren des
Insulin-1GF-Systems und des IGF-bindenden Proteins 1 (IGFBP1) im Endometrium wahrend der
Frihschwangerschaft zu untersuchen. Um weitere durch einen Diabetes mellitus verénderte Faktoren
zu detektieren, wurde im 2. Teil der Arbeit das endometriale Transkriptom durch Next Generation
Sequencing (RNA-Seq) analysiert. Neben dem Diabetes mellitus wurde durch den Vergleich von
graviden und pseudograviden Tieren der Schwangerschaftseffekt untersucht, um neue, fur die
embryo-maternale Interaktion relevante Gene zu identifizieren. Eines dieser Gene ist
Protocadherin 15 (PCDHL15), ein bis dato im Endometrium unbeschriebenes Mitglied der Cadherin-
Familie, welches im 3. Teil dieser Arbeit im Endometrium sowohl des Kaninchens als auch des
Menschen untersucht wurde.

Als diabetisches Schwangerschaftsmodell diente das Kaninchen. Der Diabetes mellitus Typ-1 wurde
experimentell durch Alloxan induziert. Die hyperglyk&mischen Tiere wurden hormonell stimuliert,
die Ovulation ausgeldst, verpaart, am 6. Tag post coitum (p. c.) getdtet und das Endometrium
isoliert. Mit den pseudograviden Tieren wurde mit Ausnahme der Verpaarung identisch verfahren.
Methodisch wurden neben dem Next Generation Sequencing qRT-PCR, Western Blot und
Immunhistochemie angewandt.

Ein Diabetes mellitus hatte im Endometrium gravider Kaninchen keinen Einfluss auf die
Transkription der IGFs, deren Rezeptoren und von LIF. Eine vorbeschriebene Hochregulation der
IGFs im Endometrium konnte lediglich bei den pseudograviden Tieren beobachtet werden.
Allerdings kam es zu einer Abnahme der Transkription des IGFBP1, welches die Bioverfiigbarkeit
der IGFs steuert. Dadurch erhoht sich die Verfiigbarkeit der IGFs im embryo-maternalen Raum, was
als kompensatorischer Mechanismus zur fehlenden Insulinwirkung interpretiert werden kann.

Die RNA-Seg-Analyse ergab 206 durch Graviditat differenziell exprimierte Gene. Diese waren
assoziiert mit Zelladhasion, Glykosylierung, dem TGF-B- und Ostrogen-Signalweg.

Durch einen Diabetes mellitus waren 360 Gene verdndert. Diese waren assoziiert mit Zellstress,
Apoptose, Wachstum, Immunregulation, Zelladhésion, dem p53-, TGF-p- und EGF-Signalweg.

Die immunhistochemische Untersuchung von Protocadherin 15 ergab eine perinukleére Lokalisation
in den Epithelzellen basal gelegener Uterusdriisen. Ein Diabetes mellitus Typ-1 hatte keinen Einfluss
auf PCDH15. In humanen Uterusschnitten zeigte sich eine Zyklusabhéngigkeit der Expression mit
einem Maximum in der Sekretionsphase (Tag 16-18). Die Funktion des PCDH15 ist ungeklért.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass ein maternaler Typ-1-Diabetes mellitus bereits in der Pré-
implantationsphase endometriale Faktoren und damit die embryo-maternale Interaktion beeinflusst.

Gabel, Johannes: ,Einfluss eines experimentell induzierten Typ-1-Diabetes mellitus auf
endometriale Faktoren wahrend der Frilhschwangerschaft am Modell des Kaninchens®,
Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 79 Seiten, 2016
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Einleitung

1.  Einleitung

1.1. Diabetes mellitus und Schwangerschaft

Uber sieben Millionen Menschen leiden in Deutschland an der Volkskrankheit Diabetes mellitus.
Davon sind tiber 90 % von einem Typ-2-Diabetes betroffen, welcher als *Wohlstandskrankheit™ v. a.
im hoheren Lebensalter auftritt. Pathogenetisch kommt es zu einer zunehmenden Insulinresistenz
und einem relativen Insulinmangel, welcher in spateren Krankheitsstadien in einen absoluten
Insulinmangel ibergehen kann. Davon unterscheidet sich der in 5-10 % der Félle auftretende Typ-1-
Diabetes mellitus, welcher sich v. a. im jungen Lebensalter manifestiert. Ursachlich dafir ist meist
eine Autoimmunreaktion mit Zerstorung der pankreatischen p-Zellen und einem daraus
resultierenden absoluten Insulinmangel. Als Risikofaktoren gelten eine genetische Prédisposition
zusammen mit bestimmten Umwelteinflissen, z.B. viralen Infektionen (Coppieters et al., 2012).

In Deutschland gehen 0,76 % der Schwangerschaften mit einem vorbestehenden Diabetes mellitus
der Mutter einher. Dabei handelt es sich in 10-20 % der Falle um einen Typ-2-Diabetes — Tendenz
steigend (S3-Leitlinie ,,Diabetes und Schwangerschaft, AWMEF, 2014). Davon abzugrenzen ist der
Gestationsdiabetes, welcher sich erst im Laufe der 2. Schwangerschaftshélfte durch eine
zunehmende Insulinresistenz der Mutter entwickelt (Kautzky-Willer et al., 1997). Die
Prévalenzzahlen fir den Gestationsdiabetes schwanken zwischen 0,6 % und 22 %, abhangig von der
Studienpopulation, der diagnostischen Methode und der zu Grunde gelegten Grenzwerte (King,
1998; Murgia et al., 2006). Laut Institut fur angewandte Qualitatsférderung und Forschung im
Gesundheitswesen (AQUA) wurde in Deutschland im Jahr 2010 bei 3,7 % der Schwangerschaften
ein Gestationsdiabetes diagnostiziert.

Frauen mit einem vorbestehenden Diabetes mellitus sind subfertil. In Tiermodellen konnte bei
diabetischen Muttern eine verminderte Blastozystenanzahl und eine Entwicklungsverzdgerung der
Embryonen nachgewiesen werden (Vercheval et al., 1990; Beebe u. Kaye, 1991; Ramin et al., 2010).
Bei pseudograviden Tieren filhrte ein Diabetes mellitus zu einem erniedrigten Uterusgewicht, zu
vermindertem uterinen Blutfluss, mangelnder Dezidualisierung und Ausbildung von Spiralarterien
und verringertem Progesteron- und Ostrogen-Serumspiegel (Norambuena et al., 1984; Garris, 1988;
Zakaria et al., 2000). Beim Menschen ist das Friihabortrisiko dreifach erhoht, die Fehlbildungsrate
vierfach erhoht, wobei Herzfehler, Neuralrohrdefekte, Skelettanomalien und Fehlbildungen der
ableitenden Harnwege besonders haufig vorkommen (S3 Leitlinie ,,Diabetes und Schwangerschaft
AWMF 2014; Casson et al., 1997; Lorenzen et al., 1999; Nielsen et al., 2005; Wender-Ozegowska et
al., 2005; Yang et al., 2006). Da die Organogenese wahrend der ersten 8 Schwangerschaftswochen
erfolgt, ist diese Periode besonders vulnerabel gegeniber diabetischen Stoffwechselstérungen
(Temple et al., 2002). Diabetische Frauen sollten deshalb einen Kinderwunsch genau planen und
bereits 3 Monate prakonzeptionell eine Stoffwechseloptimierung vornehmen. (Ray et al., 2001).
Dabei ist ein HbAj.-Zielwert von unter 6,5% anzustreben (S3-Leitlinie ,,Diabetes und
Schwangerschaft”, AWMEF, 2014).
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Perinatal treten bei 45 % der Neugeborenen metabolische Anpassungsstérungen auf. Die Kinder sind
h&ufig makrosom und leiden postnatal an Hypoglykémie, Polyglobulie, Hypocalcidmie und
Hyperbilirubindmie (Cordero et al., 1998). Dadurch erhéht sich die perinatale Mortalitdt um das
3-Fache (Yang et al., 2006). Eine gesteigerte Friihgeburtsrate in Verbindung mit einer gestorten
Surfactantbildung fiihren zu einem hohen Risiko, ein Atemnotsyndrom zu entwickeln (Robert et al.,
1976). Auch langfristig ergeben sich Risiken fur Kinder diabetischer Mdtter. Es steigt die
Wahrscheinlichkeit, selbst einen Diabetes mellitus oder ein Metabolisches Syndrom zu entwickeln
(Clausen et al., 2008).

Um die Risiken fir Mutter und Neugeborenes zu minimieren, ist eine strikte Diabetesbehandlung
anhand definierter Zielparameter vor und wéhrend der Schwangerschaft unumgénglich. Bei einem
vorbestehenden Diabetes mellitus ist die Insulinsubstitution die Therapie der Wahl, wéhrend bei

einem Gestationsdiabetes diatische Maflnahmen meist ausreichen.

1.2, Das Endometrium

1.2.1. Das Endometrium im Verlauf des ovariellen Zyklus

Das Uteruslumen wird von der Gebarmutterschleimhaut (Endometrium) ausgekleidet. Diese besteht
aus einschichtigem Zylinderepithel und Stroma. Es wird zwischen dem Stratum basale (Basalis) und
Stratum functionale (Funktionalis) unterschieden. Wahrend das Str. basale tber den Zyklus hinweg
ein homogenes Erscheinungsbild zeigt, andert sich die Funktionalis hormonabhédngig. Wahrend der
Proliferationsphase fiihrt die FSH (Follikelstimulierendes Hormon)-gesteuerte Ostrogenproduktion
des heranreifenden Follikels zum Aufbau des Str. functionale. Am Tag 14 16st ein
LH (Luteinisierendes Hormon)-Gipfel die Owulation aus und in der darauf folgenden
Sekretionsphase kommt es progesterongesteuert zu sekretorischen Transformation und
Dezidualisierung des Endometriums. Die Funktionalis l&sst sich in das luminale Str. compactum und
das basale Str. spongiosum unterteilen. Zum potenziellen Implantationszeitpunkt des Embryos um
den 21. Zyklustag kommt es zu einem Maximum der Ostrogen- und Progesteronkonzentration. Bei
fehlender Implantation sinkt gegen Ende der Sekretionsphase der Progesteronspiegel ab und das
Endometrium wird abgestofRen (Desquamation). Im Falle einer Befruchtung sichert das vom Embryo
gebildete humane Choriongonadotropin (hCG) die Progesteronproduktion und erhélt damit die

Schwangerschaft aufrecht.

1.2.2. Das Endometrium und der Embryo in der Prdimplantationsphase

Die Praimplantationsphase bezeichnet den Zeitraum von der Befruchtung der Eizelle bis zum Beginn
der Implantation des Embryos. Beim Menschen erreicht der Embryo ca. am 4. Tag der
Schwangerschaft das Cavum uteri und am 6. Tag beginnt die Implantation. In dieser Zeit hat der
Embryo direkten Kontakt zum mutterlichen Endometrium.

Fir Wachstum und Differenzierung des Embryos ist die Wirkung von Wachstumsfaktoren und

Zytokinen notwendig. Dazu gehdren Faktoren des Insulin-IGF-Systems, der EGF (Epidermal
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growth factor)-Familie, der TGF-beta (Transforming growth factor beta)-Familie, LIF (Leukemia
inhibitory factor), FGF (Fibroblast growth factor), PDGF (Platelet-derived growth factor), CSFs
(Colony-stimulating factors) und andere (Brigstock et al., 1989; Schultz u. Heyner, 1993; Kaye u.
Harvey, 1995). Diese Faktoren werden vom Embryo zum groRBen Teil selbst gebildet und wirken
autokrin auf den Embryo selbst und parakrin auf das Endometriumepithel. Friiher ging man davon
aus, dass die embryonale Entwicklung weitestgehend autonom verlaufe, da die Reifung bis zum
Blastozystenstadium in einem Kulturmedium auch in vitro maéglich ist (Whitten u. Biggers, 1968).
Allerdings verlauft die embryonale Entwicklung in vitro entwicklungsverzégert und die Embryonen
sind wachstumsretardiert (Bowman u. McLaren, 1970; Harlow u. Quinn, 1982). Dies verdeutlicht
die Notwendigkeit des uterinen Milieus bei der embryonalen Entwicklung.

Das Endometrium sezerniert parakrine Faktoren in das Uterussekret, stellt endokrine Faktoren aus
dem mitterlichen Blut zur Verfligung (s. Abb. 1; Kane et al., 1997; Hardy u. Spanos, 2002) und
steuert dadurch Wachstum, Differenzierung und Implantation des Embryos (Fazleabas et al., 2004;
Guzeloglu-Kagisli et al., 2009). Umgekehrt beeinflussen auch vom Embryo sezernierte Faktoren

endometriale Prozesse (Fazleabas et al., 2004).
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Abb. 1: Endometriale und embryonale Faktoren in der Praimplantationsphase (Hardy u.
Spanos, 2002)

Dezidualisierung des Endometriums:

In Vorbereitung auf die Nidation erfolgt postovulatorisch und progesterongesteuert ein Umbau des
Endometriums, der in seiner Gesamtheit als Dezidualisierung bezeichnet wird. Dabei kommt es zur
sekretorischen Transformation der uterinen Driisen, zur Einwanderung von uterinen natlrlichen
Killerzellen und zu einem vaskulédren Remodeling (Gellersen et al., 2007; Lash et al., 2010).

Die Dezidua produziert Wachstumsfaktoren und Zytokine, die die embryonale Entwicklung

beeinflussen. Sie spielt eine Rolle bei der Immuntoleranz gegenuber dem genotypisch fremden
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Embryo und steuert die Trophoblasteninvasion (Kliman, 2000). Stérungen der Dezidualisierung
flhren zu Fehlgeburten (Salker et al., 2010).

Morphologisch kommt es zu einer epitheloiden Transformation von endometrialen Stromazellen in
polyploide, sekretorische Dezidua-Zellen (Gellersen et al., 2007). Es wird vermehrt Glykogen und
Fett eingelagert, es kommt zu einer Volumenzunahme und Verdichtung der Zellen mit vermehrtem
Auftreten von Lysosomen und rauem endoplasmatischen Retikulum (Cornillie et al., 1985). Die
interzelluare Kopplung nimmt durch die Bildung von Zell-Zell-Kontakten zu und es entwickeln sich
Spiralarterien.

Wahrend der Dezidualisierung &ndert sich das Genexpressionsmuster umfassend. Bei Ratten konnte
eine Expressionsanderung von 322 Genen nachgewiesen werden (Vallejo et al., 2010). Als
Hauptsekretionsprodukte des dezidualisierten Endometriums und somit als Markerproteine gelten
IGFBP1 und Prolaktin (Irwin et al., 1993). Die Gewebsveranderungen der Dezidualisierung werden
nicht allein durch Progesteron gesteuert. Es sind weitere Faktoren wie Relaxin, hCG (humanes
Choriongonadotropin), LH (Luteinisierendes Hormon) und Prostaglandin E2 notwendig, welche zu

einer Erhdhung der intrazellularen cAMP-Konzentration fiihren (Bartsch et al. 2001).

1.3. Das Kaninchen als diabetisches Reproduktionsmodell

Das Kaninchen (Oryctolagus cuniculus) ist als Modell fiir Reproduktionsprozesse und die friihe
Embryonalentwicklung sehr gut geeignet, da Gastrulation und Plazentation bei Kaninchen und
Mensch weitestgehend vergleichbar sind (Fischer et al.,, 2012). Die relative GrolRe der
Kaninchenembryonen von 2-3 mm im Blastozystenstadium erleichtert das experimentelle Arbeiten.
Weiterhin weist das Kaninchen im WVergleich zu Nagern einen hoheren phylogenetischen

Verwandtschaftsgrad zum Menschen auf (Graur et al., 1996).

1.3.1. Die Praimplantationsphase des Kaninchens

Kaninchen haben zwei getrennte Uteri und Cervices (Uterus duplex). Im Gegensatz zum Menschen
unterliegen sie keinem ovariellen Zyklus. Die Ovulation wird durch die Verpaarung ausgeldst (sog.
induzierte Ovulation). Nach Verschmelzung von Ei- und Samenzelle im Eileiter entsteht die Zygote.
Bis zum 8-Zell-Stadium sind die Blastomeren totipotent. Am Tag 2,5 p. . (post coitum) entsteht die
Morula bestehend aus 32-64 Blastomeren. Um den Tag 3,5 p. c. entsteht die kompaktierte Morula.
Bis zu diesem Stadium bleibt das Volumen im Vergleich zur Zygote konstant. Danach erreicht der
Embryo das Cavum uteri und es entsteht die Blastozyste mit Embryoblast und Trophoblast. Bereits
vor der Implantation wéhrend des 7. Entwicklungstages beginnt mit der Gastrulation die Ausbildung
der 3 Keimblatter. Dieser Vorgang wurde von Viebahn in 5 Stadien eingeteilt (Viebahn et al., 1995).
Die Implantation des Embryos in das Endometrium beginnt am Tag 6,5-6,8 p. c. (Daniel 1964).
Durch das Fehlen eines ovariellen Zyklus unterliegt das Kaninchenendometrium keinen zyklischen
Schwankungen mit einer Desquamation. Allerdings kommt es im Rahmen einer Schwangerschaft

und den damit verbundenen hormonellen Verénderungen bereits vor der Implantation zu
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Veranderungen des Endometriums (Beier u. Beier-Hellwig 1973). Neben der hormonellen Situation
der Mutter hat auch der Embryo selbst, durch Sezernierung parakriner Faktoren oder durch direkten
mechanischen Kontakt, Einfluss auf das Endometrium (Beier u. Kihnel, 1973; Parandoosh et al.,
1995). Um den hormonellen vom embryonalen Einfluss unterscheiden zu konnen, ist es sinnvoll,
neben der Versuchstiergruppe der graviden eine weitere Gruppe mit sog. pseudograviden Tieren
einzufihren. Mit beiden Gruppen wird experimentell identisch verfahren (hormonelle Stimulation
mit PMSG und Ausldsung der Ovulation mit hCG), allerdings unterbleibt bei den pseudograviden
Tieren die Verpaarung. Beide Versuchstiergruppen unterscheiden sich demnach ausschlielich in
dem Vorhandensein bzw. Nichtvorhandensein von Embryonen und sind gute Modelle fur die

Lutealphase der Frau mit einer bzw. ohne eine Konzeption (Fischer et al., 1985; Busch et al., 1986).

1.3.2. Induktion eines experimentellen Diabetes mellitus

Ein experimenteller Diabetes mellitus kann beim Kaninchen mit den Chemikalien Alloxan oder
Streptozotocin induziert werden (Lenzen, 2008). Alloxan wird aufgrund seiner Strukturédhnlichkeit
zu Glukose Uber den GLUT-2 (Glukosetransporter 2) insulinunabhéngig in die pankreatischen -
Zellen aufgenommen (Gorus et al., 1982). Als starkes Oxidationsmittel kommt es hier zur Bildung
von Sauerstoffradikalen (reactive oxygen species (ROS) und damit zur Zerstérung der B-Zellen
(Munday et al., 1993). Obwohl GLUT-2 auch in Leber, Niere und Darm vorkommt, zerstort Alloxan
in den verwendeten Konzentrationen aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit (ca. 1,5 Minuten) und der
grofRen Vulnerabilitdt der p-Zellen gegeniiber ROS nur diese selektiv (Tiedge et al., 1997). Der
daraufhin verdnderte Blutglukosespiegel lasst sich charakteristischerweise in 4 Phasen einteilen
(Tasaka et al., 1988). Etwa 12 Stunden nach Alloxangabe stellt sich eine permanente Hyperglykamie
ein. Nur durch Insulinsubstitution kann eine ketoazidotische Stoffwechsellage, die unbehandelt zum

Tod des Versuchstieres fuhren wirde, verhindert werden.

1.4, Das Insulin-IGF-System

Das Insulin-IGF-System umfasst die Hormone Insulin, die insulindhnlichen Wachstumsfaktoren
IGF1 und IGF2, deren Rezeptoren sowie die IGF-bindenden Proteine IGFBP1 bis IGFBP6. Zu den
Rezeptoren zdhlen der Insulinrezeptor, der IGF1-Rezeptor (IGFLR) und der IGF2-Rezeptor
(IGF2R). Uber das Insulin-IGF-System werden sowohl Stoffwechselprozesse, als auch Proliferation,

Differenzierung und Apoptose gesteuert (Annunziata et al., 2010).

1.4.1. Insulin, IGF1 und IGF2

Das Peptidhormon Insulin wird ausschlieRlich in den p-Zellen des Pankreas gebildet. Es besteht aus
einer A-Kette mit 21 Aminoséduren und einer B-Kette mit 30 Aminosauren. Insulin wird bei hohen
Blutglukosespiegeln ausgeschittet. Glukose wird (ber GLUT-2 (Glukosetransporter 2) in die
pankreatischen B-Zellen aufgenommen und unter ATP-Bildung vollstandig abgebaut. Aquivalent zur

Menge an gebildetem ATP wird Insulin ins Blut freigesetzt.
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Insulin ist das wichtigste anabole Hormon. Es senkt den Blutglukosespiegel, aktiviert die Glykolyse,
die Fettsauresynthese, die Glykogensynthese und die Proteinbiosynthese. Auflerdem hemmt es die
Glykogenolyse und Glukoneogenese. Neben seiner Funktion bei Stoffwechselprozessen ist Insulin
mitogen aktiv und reguliert Wachstum und Differenzierung, was wéhrend der embryonalen
Entwicklung von besonderer Bedeutung ist. Da der Embryo in der Praimplantationsphase nicht zur
Insulinproduktion beféhigt ist, wird Insulin Gber das Uterussekret aus dem systemischen Kreislauf
der Mutter bereitgestellt.

Die insulindhnlichen Wachstumsfaktoren IGF1 und IGF2 sind zu Insulin ca. 50 % sequenzhomolog.
Hauptsyntheseort der endogenen IGFs ist die Leber, wobei fiir IGF1 die Regulation Uber das
Wachstumshormon (GH) erfolgt. Aber auch zahlreiche andere Gewebe produzieren parakrin und
autokrin wirksame IGFs, darunter das Endometrium und die Blastozyste (Murphy et al., 1987;
Thieme et al., 2012).

Wahrend in adulten Geweben die IGF1-Expression berwiegt, dominiert IGF2 in fotalen Geweben
und Serum (Han et al., 1988). Damit gilt es als einer der wichtigsten embryonalen
Wachstumsfaktoren. 1GF2-defiziente M&use kommen wachstumsretardiert zur Welt, wéahrend die
postnatale Entwicklung regelrecht verliuft (DeChiara et al., 1990). Eine Uberexpression von IGF2
dagegen fiihrt zu fetalem Uberwuchs mit einer Symptomatik dhnlich der des Beckwith-Wiedemann-
Syndroms (Sun et al., 1997). In adulten Geweben kommt IGF2 nur noch schwach exprimiert vor mit
einem Maximum im Gehirn (Lund et al., 1986).

IGF1 erreicht den Embryo Uber den endokrinen, parakrinen und autokrinen Weg. In der Blastozyste
erhoht IGF1 die Zellzahl und hat anti-apoptotische Effekte (Valezquez et al., 2009). Mutationen im
IGF1-Gen fuhren zu Wachstumsverzdgerung und mentaler Retardierung (Denley et al., 2005). IGF1-
knock-out-Mé&use sterben meist nach der Geburt. Die lebensféhigen Tiere sind infertil (Butler u.
LeRoith, 2001). Das Geburtsgewicht von IGF1-mutierten Mdusen ist um mehr als 60 % verringert
(Powell-Braxton, 1993).

Im Endometrium werden die IGFs in den Stromazellen, nicht jedoch in den Epithelzellen gebildet
(Zhou et al., 1994). IGF1 hat sein Expressionsmaximum in der spéten Proliferations- und frihen
Sekretionsphase. Es wird tiber Ostrogen gesteuert (Norstedt et al., 1989; Umayahara et al., 1994).
Dagegen wird IGF2 v.a. mittel- bis spatsekretorisch und in der Schwangerschaft gebildet. Damit
spielt es eine Rolle bei der Dezidualisierung und Implantation (Giudice et al. 1993; Han et al., 1996;
Irwin u. Giudice, 1998).

14.2. IR, IGF1R und IGF2R

IR und IGF1R

Der Insulinrezeptor (IR) und der IGF1-Rezeptor (IGF1R) gehdren zur Familie der Tyrosinkinasen
und &hneln sich stark in ihrer Struktur. Als Tetramere bestehen sie aus zwei extrazellular gelegenen
a- und zwei transmembrandren B-Untereinheiten. Durch Bindung der Liganden kommt es zur
Autophosphorylierung der B-Untereinheiten und zur Phosphorylierung von Tyrosinresten, welche als

Andockstelle fur weitere Signalmolekile dienen.
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Der Insulinrezeptor kommt in zwei Splicevarianten als IR-A und IR-B vor (Ullrich et al., 1985).
Wahrend tber den IR-B die klassischen metabolischen Funktionen des Insulin gesteuert werden, hat
der hauptsachlich in embryonalen Geweben vorkommende IR-A vor allem mitogene Aktivitat
(Denley et al., 2005). Weiterhin gibt es Hybridrezeptoren: den IR-A/IGF1R und den IR-B/IGF1R
(Bailyes et al., 1997).

Die Liganden des Insulin-IGF-Systems binden mit unterschiedlicher Affinitat an den Insulinrezeptor
und IGF1R (Chao u. D’Amore, 2008, Ubersichtsartikel). An die Insulinrezeptoren bindet Insulin mit
hoher Affinitat, an den IR-A auch IGF2 (Louvi at al., 1997). An den IGF1R binden IGF1 und IGF2
mit hoher Affinitat, Insulin erst bei hohen Konzentrationen (Baudry et al., 2001).

Zum zentralen Vermittler der IR/IGF1R-Wirkung gehdrt der Phosphatidylinositol 3-Kinase/Akt
(P13-Kinase/Akt)-Signalweg. Die  typischen  Stoffwechselwirkungen des Insulins und
antiapoptotische Prozesse werden haupsachlich (iber diesen Signalweg gesteuert (Kulik et al., 1997;
Saltiel u. Kahn, 2001).

Die mitogene Aktivitat von Insulin und IGF wird tber den MAPK/Erk-Signalweg vermittelt,
wodurch Proliferation, Differenzierung und Mitose der Zelle beeinflusst werden (Baserga et al.,
1994; Resnicoff et al., 1995; Surmacz et al., 1995). Vor allem der IGF1R und IR-A vermitteln
dariiber ihre Wirkung.

Sowohl das Endometrium als auch die Blastozyste exprimieren den IR und IGF1R (Rutanen 1998;
Ramin et al., 2010). IGF1R und IGF2R werden im Endometrium Uber den Zyklus hinweg stetig
exprimiert mit einem Anstieg wahrend der Dezidualisierung (Ganeff et al., 2009). Sie kommen v. a.
in den Epithelzellen, weniger im Stroma vor (Zhou et al., 1994).

IR- und IGF1R-knock-out-Mduse kommen wachstumsretardiert zur Welt und sterben unmittelbar
postnatal (Liu et al., 1993; Accili et al., 1996).

IGF2-R:

Der IGF2-Rezeptor (IGF2R) st aus einer langen, extrazelluldaren und einer Kkurzen,

transmembrandren Doméne aufgebaut. Er gehort zur Gruppe der Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren,
welche gebundene Liganden dem lysosomalen Abbau zufiihren (Oka et al., 1985). Neben IGF2 gibt
es weitere Liganden, z.B. LIF (Blanchard et al., 1999), deren Bioverfligbharkeit (ber den IGF2R
gesteuert wird. Dementsprechend bezeichnet man den IGF2R auch als ,,Clearence-Receptor«. Die
Bedeutung dieser Funktion zeigt sich bei mutiertem IGF2R: Es kommt zu fetalem Uberwuchs und
perinatalem Tod (Lau et al., 1994). Daneben scheint der IGF2R in verschiedene G-Protein-
gekoppelte Signalwege einzugreifen und somit z.B. die Zellmigration zu aktvieren (Murayana et al.,
1990; McKinnon et al., 2001).

1.4.3. IGFBP1
Anders als Insulin werden die IGFs durch Bindeproteine stabilisiert. Davon sind sechs verschiedene
Isoformen beim Sduger bekannt (Clemmons et al., 1995). Das im Blut vorherrschende Bindeprotein

ist das IGFBP3 (Baxter, 1994). Es bindet als terndrer Komplex zusammen mit einer sdurelabilen
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Untereinheit (ALS) 90 bis 96 % des IGF1 im Serum. Dadurch erhoht sich dessen Halbwertszeit von
ca. 20 Minuten als freie Form auf 15 Stunden (Guler et al., 1987).

Die IGFs haben eine deutlich hohere Affinitit zu den IGFBP als zum IGF1R. Uber die
Komplexbildung der IGFs mit ihren Bindeproteinen wird die Bioverfligbarkeit der IGFs gesteuert,
denn erst nach proteolytischer Abspaltung des IGFBP kann freies IGF an seine Rezeptoren binden
(Hwa et al., 1999).

Im Endometrium wurden alle sechs IGFBP nachgewiesen (Zhou et al, 1994), wobei fir die parakrine
Verflgbarkeit von IGF das IGFBP1 die groRte Rolle spielt. IGFBP1 kommt ausschlieflich im
stromalen Endometrium vor (Julkunen et al., 1988). Wahrend in der Proliferationsphase kein
IGFBP1 exprimiert wird, kommt es in der Sekretionsphase im Rahmen der Dezidualisierung zu
einem starken Anstieg der Expression mit einem Maximum in der spéten Sekretionsphase und
wahrend der Schwangerschaft. Das IGFBP1 gilt dadurch als Hauptsekretionsprodukt und als
Markerprotein des dezidualisierten Endometriums (Irwin et al., 1993; Zhou et al., 1994; Han et al.,
1996).

IGFBPL1 bindet sowohl IGF1 als auch IGF2. Es steuert deren Verfugbarkeit im embryo-maternalen
Raum und beeinflusst damit sowohl die embryonale Entwicklung als auch Differenzierung und
Dezidualisierung des Endometriums (Ganeff et al., 2009). IGFBP1 enthalt eine sog. RGD-Sequenz,
mit der es an das Integrin 5 beta 1 (Fibrinrezeptor) bindet und somit die Zellmigration stimuliert.
(Jones et al., 1993). Im Endometrium spielt diese Interaktion bei der Migration des Trophoblasten
eine Rolle (Gleeson et al., 2001). IGF-unabhéngige Wirkungen wurden durch Bindung an die
Extrazellularmatrix bzw. an Zelloberflachenrezeptoren beobachtet (Firth u. Baxter, 2002).

Die transkriptionelle Regulation des IGFBP1 erfolgt durch Progesteron (Bell et al., 1991; Gao et al.,
1999) und Insulin. Insulin hemmt die IGFBP1-Transkription Uber Phosphorylierung von FOXO1
und FOXO3 (Forkhead-Box-Protein O) durch die Proteinkinase B (Guo et al., 1999; Hall et al.,
2000; Kim u. Fazleabas, 2004). Beide Transkriptionsfaktoren binden dephosphoryliert am IRE
(Insulin Responsive Element) des IGFBP1-Promotors und aktivieren die Transkription. Nach
Phosphorylierung durch Insulin verlassen FOXO1 und FOXO3 den Kern und die IGFBP1-
Transkription stoppt. Weiterhin wurde eine Regulation tber die IGFs beschrieben. Geringe IGF-
Konzentrationen stimulieren, wahrend hohe IGF-Konzentrationen die IGFBP1-Expression hemmen
(Irwin et al., 1993; Poretsky et al., 1996).

Auch Uber posttranslationale Modifizierung wird die Bioverfugbarkeit des IGFBP1 reguliert. Dazu
gehdren Polymerisation (Sakai et al. 2001) und Proteolyse (Coppock et al., 2004). Einen weiteren
regulatorischen Einfluss hat der Phosphorylierungsstatus des IGFBP1. Dieses kann an drei Serinen
phosphoryliert werden, wodurch 5 Phosphoisoformen existieren. Die vollstdndig phosphorylierte
Form hat eine sechsfach héhere Affinitat zu IGF1 als die dephosphorylierte Form (Jones et al., 1991,
Miell et al.,, 1997; Westwood et al., 1997). Somit senkt phosphoryliertes IGFBP1 die
Bioverflugbarkeit fir IGF1, wahrend durch dephosphoryliertes IGFBP1 sogar eine Erhéhung der
Aktivitdt von IGF1 mdglich ist (Elgin et al., 1987; Jones et al., 1991). Wahrend im
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Erwachsenenkreislauf v. a. das phosphorylierte IGFBP1 vorkommt, dominieren im Kreislauf von
Schwangeren, im Endometrium und in der Amnionflissigkeit wenig- bzw. nichtphosphorylierte
Formen (Westwood et al., 1994; Jones et al., 1991). Auf die Affinitdt zu IGF2 hat der
Phosphorylierungsstatus von IGFBP1 keinen Einfluss (Westwood et al., 1997).

1.5. LIF und LIFR

Leukemia Inhibitory Factor (LIF) ist ein Glykoprotein, welches eine Schllsselrolle bei der
Initiilerung und Erhaltung der Friihschwangerschaft spielt. LIF hat pleiotrope Effekte in vielen
Zellsystemen und steuert Proliferation und Differenzierung (Metcalf, 1992). Vermittelt wird seine
Wirkung Uber den LIF-Rezeptor (LIFR), ein Transmembranprotein, welches ein Heterodimer mit
Glycoprotein 130 (Gp130) bildet. Die LIFR-Signaltransduktion wird (ber verschiedene Signalwege
wie den JAK/STAT-, den MAPK- oder den PI3-Kinase-Weg vermittelt (Duval et al., 2000).

LIF und LIFR werden im Endometrium wahrend des gesamten Zyklus stetig exprimiert. In der
mittleren bis spaten Sekretionsphase, zum Zeitpunkt der Implantation, steigt die Expression stark an.
Das hohe Expressionsniveau bleibt wahrend der Friihschwangerschaft erhalten (Charnock-Jones et
al., 1994; Arici et al., 1995). Die Regulation von LIF im Kaninchen und beim Menschen erfolgt
hauptsachlich Uber Progesteron (Yang et al.,, 1996). Bei LIF-defizienten Mé&usen bleibt die
Dezidualisierung des Endometriums aus und es kommt zu keiner Implantation. Bei einem Transfer
von LIF-knock-out-Blastozysten in Wildtyp-Mause findet eine regelrechte Implantation und
Entwicklung statt (Stewart et al., 1992).

Auch in der Blastozyste werden LIF und LIFR exprimiert (Conquet and Brulet, 1990; Charnok-
Jones et al., 1994; Lavranos et al., 2005). In Mauseblastozysten mit mutiertem LIFR erfolgt die
Implantation zwar regelhaft, es kommt aber zu einer Entwicklungsverzégerung und zum perinatalem
Tod (Ware et al. 1995).

LIF spielt also nicht nur eine wichtige Rolle bei der Implantation, sondern auch bei der embryonalen
Entwicklung danach. Damit ist LIF ein entscheidender Faktor bei der Pathogenese von In- und
Subfertilitdt. Im Uterus von Frauen mit idiopathischer Infertilitat ist LIF verringert (Mikotajczyk et
al. 2003; Wu et al., 2013).

1.6.  Protocadherin 15 (PCDH15)

Die Superfamilie der Cadherine sind calciumabhangige Zelladhésionsproteine. Sie spielen eine Rolle
bei der Zell-Zell-Erkennung, der Signaltransduktion, der Embryogenese und bei der neuronalen
Entwicklung (Takeichi, 1988; Yagi und Takeichi, 2000). Die phylogenetisch altesten Cadherine sind
die Protocadherine, die sich durch ihren Bau von anderen Mitgliedern der Cadherin-Familie
unterscheiden. Mehr als 80 Protocadherine sind derzeit bekannt (Weiner u. Jontes, 2013). Sie
kommen in zahlreichen Geweben vor, mit der stirksten Expression im ZNS (Murcia u. Woychik,
2001; Sano et al., 1993).
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Klassische Protocadherine bestehen aus 6 bis 7 extrazellularen Cadherin-Domanen, einer
transmembrandren Doméne und einer hochkonservierten, spezifischen, zytoplasmatischen Domane,
welche mit dem Zytoskelett interagiert (Suzuki, 1996; Morishita u.Yagi, 2007).

Sie spielen eine essentielle Rolle bei der neuronalen Entwicklung, der Formation des Neuralrohres,
dem Axonwachstum und der Synapsenfunktion (Redies et al., 2012). In Protocadherin 12-
defizienten Mdusen kommt es zu einer Verringerung der Embryonengroe und zu einer Abnahme
von Zelldichte, Vaskularisation und Grof3e der Plazenta (Rampon et al., 2008). Beim Krallenfrosch
(Xenopus) konnte der Einfluss von NF-Protocadherin auf die Formation des Ektoderms wahrend der
Gastrulation und von PAPC (paraxial Protocadherin) auf die Somitogenese nachgewiesen werden
(Bradley et al., 1998; Kim et al., 2000). Auch beim Zebrafisch wird eine Rolle von Protocadherinen
bei Zellmigrationsvorgéngen wéhrend der Gastrulation angenommen (Yamamoto et al., 1998).
Protocadherin 15 wurde bisher in ZNS, Niere, Lunge, Herz und Milz nachgewiesen (Rouget-
Quermalet et al., 2006). Im Endometrium wurde Protocadherin 15 bisher nicht beschrieben.

Im Gegensatz zu anderen Protocadherinen tragt PCDH15 11 extrazellulare Domanen und wird daher
auch als Protocadherin-like-molecule bezeichnet (Nakajima et al., 2001; Alagramam et al., 2001).
Drei Isoformen sind bekannt, welche durch alternatives Splicing entstehen (Ahmed et al., 2003;
Rouget-Quermalet et al., 2006).

Bisher wurde PCDH15 intensiv ausschlielich im Innenohr untersucht. Hier ist es Bestandteil der
Tip-Links, die die Stereozilien der inneren Haarzellen miteinander koppeln. Auch in der Retina wird
Protocadherin 15 exprimiert. Eine Mutation fihrt zum Usher-Syndrom 1F, welches durch
angeborene Taubheit und eine sich im Verlauf des Lebens entwickelnde Retinitis pigmentosa mit

terminaler Blindheit gekennzeichnet ist.

1.7. Next Generation Sequencing (RNA-Seq)

Die Methode der Hochdurchsatzsequenzierung (Next Generation Sequencing (NGS) oder RNA-Seq)
bietet die Mdglichkeit, neue, fur die embryo-maternale Interaktion relevante Gene zu identifizieren.
Mithilfe von RNA-Seq im diabetischen Tiermodell des Kaninchens kdnnen durch einen Diabetes
mellitus veranderte Faktoren detektiert werden. Das Potential von RNA-Seq besteht darin, nicht nur
die verénderten Faktoren aufzulisten, sondern diese in einen biologischen Zusammenhang zu
bringen und beeinflusste Signalwege und biologische Prozesse aufzuzeigen.

Das Next Generation Sequencing beruht auf der Sequenzierung des kompletten Transkriptoms, also
des kompletten Pools an mRNA (messanger Ribonukleinsdure) eines Gewebes. Damit erlaubt es
eine Aussage Uber Quantitat und Gensequenz aller exprimierten Gene (Wang et al., 2009). Pionier
dieser Technik war die Firma Roche mit dem Genome Sequencer (GS) im Jahr 2004. Seitdem
entwickelte sich die Technologie stark weiter mit derzeit 4 Anbietern fiir NGS-Systeme.

Im Vergleich mit den hybridisierungsbasierten Methoden der DNA-Mikroarray-Technologie weist

RNA-Seq eine Reihe von Vorteilen auf:
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1. Die hohe Sensitivitat ermdglicht die Detektion von schwach exprimierten Genen (1 Kopie
pro Zelle).

2. Der hohe dynamische Bereich erlaubt die gleichzeitige Analyse von sehr haufigen und sehr
seltenen Transkripten (Costa et al., 2010).

3. Durch eine hohe Spezifitat lassen sich auch strukturell &hnliche Sequenzen unterscheiden,
was die Detektion von SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) oder posttranskriptionellen
Modifikationen wie alternativem Splicing erméglicht.

Die Nachteile von hybridisierungsbasierten Methoden wie Kreuzhybridisierung, ein hohes
Hintergrundsignal und die Anwendbarkeit nur bei Spezies, deren Genomsequenz bereits bekannt ist,
treten bei RNA-Seq nicht auf (Wang et al., 2009).

Das Prinzip der Detektion aller aktivierten Gene beruht auf der Analyse der gesamten mRNA eines
Gewebes. Vor der eigentlichen Sequenzierung wird fur jedes zu untersuchende Individuum eine
cDNA-Bibliothek aus dem jeweiligen Gewebe erstellt. Dafiir wird mit Hilfe von Oligo-dT-coated
magnetic beads die mRNA mit ihrem Poly-A-Schwanz isoliert, fragmentiert, in cDNA
umgeschrieben und anschlieRend mit einer probenspezifischen Adaptersequenz ligiert. Uber diese
Adaptoren binden die cDNA-Fragmente an die Flowcell-Oberflache und werden amplifiziert, sodass
Cluster von Sequenzen der gleichen Ausgangssequenz entstehen. Bei Verwendung der Illumina-
Technologie entstehen somit pro cDNA-Bibliothek 12,5 Mio. je 76 Bp lange DNA-Sequenzen. Diese
werden als Gemisch sequenziert, wobei spéter die Zuordnung zu den einzelnen Individuen anhand
von kurzen Kodierungssequenzen innerhalb der Adaptersequenzen moglich ist.

Die Sequenzierung erfolgt dhnlich dem Prinzip der Sanger-Kettenabbruchmethode. Jedes Nukleotid
ist mit einem von 4 spezifischen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Bei Einbau eines Nukleotides
stoppt die Polymerase und der abgespaltene Fluoreszenzfarbstoff wird von einem Laser detektiert.
Zur bioinformatischen Auswertung der Daten werden die erhaltenen Sequenzen mit den
genomischen Sequenzen der jeweiligen Spezies aligniert und den entsprechenden Genen zugeordnet.
Die Transkriptmengen verschiedener Versuchsgruppen konnen miteinander verglichen und
differenziell exprimierte Gene biologischen Prozessen bzw. Signalwegen zugeordnet werden.

Die Untersuchungen in dieser Arbeit wurden am Kaninchen durchgefiihrt. Das Genom des
Kaninchens ist seit 2005 entschliisselt (Broard Institute of MIT and Harvard, "Rabbit Genome

Project™).
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1.8.  Zielstellung der Arbeit

Im Rahmen eines Diabetes mellitus Typ-1 kommt es durch das Fehlen von Insulin zu einer Stérung
der embryo-maternalen Kommunikation bereits in der Prédimplantationsphase. Damit einher geht
eine verringerte Fertilitat der Frau. Im Tiermodell konnte eine Verringerung der Embryonenzahl um
40 % sowie eine Entwicklungsverzogerung der Blastozysten nachgewiesen werden (Vercheval et al.,
1990; Beebe u. Kaye, 1991; Ramin et al., 2010).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Einfluss eines maternalen Diabetes mellitus Typ-1 auf
Markermolekile im Endometrium zu untersuchen. Fir die In-vivo-Untersuchung wurde das

diabetische Schwangerschaftsmodell des Kaninchens genutzt. Folgende Ziele wurden verfolgt:

1.) Quantifizierung der Transkriptmenge von Faktoren des Insulin-IGF-Systems (IGF1, IGF2,
Insulinrezeptor (IR), IGF1-Rezeptor (IGF1-R), IGF2-Rezeptor (IGF2-R)) und von LIF bzw.
LIF-Rezeptor (LIFR) im Kaninchenendometrium.

2.) Quantifizierung von IGFBP1 in Endometrium und Blastozysten des Kaninchens.

Genannte Faktoren wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht, da sie eine Schliisselrolle in der
frihen Embryonalentwicklung spielen. Fir einige Faktoren des Insulin-IGF-Systems existieren
bereits Untersuchungsbefunde aus Vorversuchen (Thieme et al., 2012). LIF wurde in die Studie
eingeschlossen, da es als Implantationsfaktor unverzichtbar fir die Initiierung und den Erhalt der

Frihschwangerschaft ist.

3.) Transkriptomanalyse des Kaninchenendometriums durch Next Generation Sequencing —

Einfluss von Graviditat und Diabetes mellitus auf endometriale Faktoren.

Next Generation Sequencing ist eine geeignete Methode, um neue, fiir die embryo-maternale
Interaktion relevante und durch einen Diabetes mellitus veranderte Gene zu identifizieren und in

einen funktionellen Zusammenhang zu bringen.

4.) Charakterisierung von Protocadherin 15 (PCDH15) im Endometrium des Kaninchens und des

Menschen.

Protocadherin 15 wurde in der RNA-Seg-Analyse als ein durch Graviditét stark herunterreguliertes

Gen identifiziert und daher tiefergehend untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1.  Chemikalien, Enzyme, Kits, Oligonukleotide, Antikérper und Software

2.1.1. Chemikalien

Acrylamid

Agar-Agar

Agarose

Alloxan

APES (Aminopropyltriethoxysilan)
a-D-Glucose

Aminocapronsaure

Ampicillin

Ammoniumpersulfat (APS)
B-Mercaptoethanol

BSM I

Bovines Serum Albumin (BSA)
Bradford-Reagenz

Bromphenolblau

Chloroform
Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dithiothreitol (DTT)

DNA-Leiter 100 Bp Gene Ruler
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Domitore SPC

g-Aminocarponsaure
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Eisessig

Ethanol absolut

Ethidiumbromid

Fotales Kalberserum (FKS)
Glycerin

Hé&matoxylin

Hefeextrakt

Histoclear

Histomount

Humanes Choriongonadotropin (hCG)
Insulin Insuman®

Immobilon™ Western Detection Reagents
Isopropanol
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG)
Lantuse

Kalium-Aluminium-Sulfat
Ketanest®

Kochsalzlésung (isotonisch)
Magermilchpulver

Methanol

Natriumacetat

Natriumchlorid
Nitrozellulosemembran
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Oligonukleotide

Paraffin

Paraformaldehyd

Pentobarbital

Serva GmbH, Heidelberg

Carl-Roth GmbH und Co.KG, Karlsruhe
Biozym, Oldendorf

Sigma-Aldrich, Taufkrichen

Merck, Darmstadt

Serva GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Carl-Roth GmbH und Co.KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Serva GmbH, Heidelberg

Biochrom AG, Berlin

Fluka AG, Buchs, Schweiz

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Fluka AG, Buchs, Schweiz

Carl-Roth GmbH und Co.KG, Karlsruhe
WAK-Chemie GmbH, Steinbach/Ts.
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Carl-Roth GmbH und Co.KG, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Janssen Animal Health, Neuss
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Carl-Roth GmbH und Co.KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Carl-Roth GmbH und Co.KG, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin

Serva GmbH, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Carl-Roth GmbH und Co.KG, Karlsruhe
Biozym, Oldendorf

Biozym, Oldendorf

Intervet, UnterschleilRheim

Sanofi Aventis, Miinchen

Millipore, Schwalbach

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Carl-Roth GmbH und Co.KG, Karlsruhe
Sanofi Aventis, Frankfurt am Main
Merck, Darmstadt

Pfizer, Karlsruhe

Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg
FSI GmbH & Co.KG, Zeven

Carl-Roth GmbH und Co.KG, Karlsruhe
Serva GmbH, Heidelberg

Carl-Roth GmbH und Co.KG, Karlsruhe
Amersham Biosciences, Freiburg

Serva GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Penicillin

Pepton

Phosphate buffer solution (PBS) Dulbecco
Ponceau S

Polyvinylalkohol (PVA)

Pregnant Mare Serum Gonadotropin (PMSG)
Random Primer

Reika Kraftfutter

RNAlater®

Salzsdure (36 %)

SM 0671 Prestained Protein ladder
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Tris[hydroxymethyl]-aminomethan (TRIS)
TRIzol Reagent®

Gibco, Karlsruhe

Carl-Roth GmbH und Co.KG, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Intervet, Unterschleilheim

Roche Diagnostics, Mannheim

Reinsdorf Kraftfutterwerk,

Applied Biosystems, Darmstadt
Carl-Roth GmbH und Co.KG, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Roth

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe

Tween® 20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Wasserstoffperoxid Merck, Darmstadt

X-Gal Carl-Roth GmbH und Co.KG, Karlsruhe
Xylencyanol Merck, Darmstadt

Ziegenserum
Zitronenséure

5x Reaktionspuffer

10x PCR-Puffer

2% Rapid Ligation Buffer

2.1.2. Enzyme und Kits

Apal (10 U/uL)

BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
Crimson Taq™ DNA-Polymerase (5 U/mL)
DNA-free™ (DNAse-Treatment & Removal)
Dynabeads® mRNA DirectTM Kit

pGEM-T Vektor Kit

Protease-Inhibitor

Phosphatase-Inhibitor

rRNasin® RNase Inhibitor (40 U/uL)

MESA Blue gPCR® Mastermix Plus for SYBR® Assay

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit |
QiAquick® Gel Extraction Kit (250)

Reverse Transkriptase RevertAid™ H Minus (200 U/uL)

Sacl (10 U/puL)

SYBR® Green

T4 DNA-Ligase (3 U/uL)

2.1.3. Oligonukleotide

Tab. 1: Real Time PCR- und PCR-Primer

Dianova, Hamburg
Merck, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Promega GmbH

Fermentas, St.Leon-Rot

Applied Biosystems, Darmstadt
NEB, Frankfurt

Ambion INC, Austin

Invitrogen, Karlsruhe

Promega GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Fermentas, St. Leon-Rot
Eurogentec, Koln
PegLab Biotechnologie, Erlangen
Qiagen, Hilden

Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot

Biorad, Miinchen

Promega GmbH, Mannheim

Die Annealing-Temperatur fiir alle verwendeten Primer liegt bei 60 °C.

Primer Strang- Basen- f o Produkt- gRT-PCR-
spezifitit  anzahl Sequenz 5'->3 lange [Bp] System
rab forward 22 TTCTCTATTACACAGCCCAAGG 104 StepOne
LIF reverse 18 GTGGCGTTGAGTTTGCTG P
rab forward 20 TCGGAAGCGAGAATGGATTA 229 StepOne
LIFR reverse 20 CACTGCTTCCCTCACAGACA P
rab forward 24 TGGTGGATGCTCTTCAGTTCGTGT 237 StepOne
IGF1 reverse 24 GCTGATACTTCTGAGTCTTGG GCA P
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rab forward 21 TGGAAGAACTTGCCCACGGAG

IGF2 reverse 20 GCTGCATTGCTGCTTACCGC 286 StepOne
rab forward 21 CCCAAGCTCACGGTCATCACTG 347 StepOne
IGF1-R reverse 20 ATGGGCTTCTCCTCCAAGGTCC p

rab forward 20 ACCGACTACCTGCTGCTGTT 112 StepOne
IR reverse 20 TGACCAGCGCATAGTTGAAG

rab forward 22 CGGCATGGCAACCTGTATGACC 197 StepOne
IGF2-R reverse 22 TGTCGATGGTCGGGCAGATGTC p

rab forward 20 TTCCACTTGATGGCCTCTTC 247 i05
IGFBP1 reverse 20 ACGTCTCACACTGCTTGCTG

rab forward 19 GCCGCTTCTTCTCGTGCAG 144 StepOne
GAPDH reverse 24 ATGGATCATTGATGGCGACAACAT iQ5

2.1.4. Antikorper

Goat-anti-mouse, labelled Polymer, HRP-konjugiert

Goat-anti-mouse-1gG, HRP-konjugiert
Mouse-anti-human B-Aktin, monoclonal
Mouse-anti-human IGFBP1, WH0003484M1
Mouse-anti-human IGFBP1, sc-25257
Mouse-anti-human PCDH15, sc-377235

2.1.5. Software

BioCaptMW

BZ image analysis application

BZ 8100 observation application
DAVID Bioinformatics Resources 6.7

Fusion-CAPT-Steuerungs- und Analyse-Software
Generunner

SigmaPlot® 11

StepOne™ Software

Zotero 3.0.8

2.2. Versuchstiere

Dako, Hamburg

Dianova, Hamburg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg

Vilber Lourmat, Eberhardzell
Keyence GmbH, Neu-Isenburg
Keyence GmbH, Neu-Isenburg
National Institute of Allergy and
Infectious Diseases, Bethesda (USA)
Peglab, Erlangen

Hastings Software, Inc, N.Y. (USA)
Systat Software GmbH, Erkrath
Applied Biosystems, Darmstadt
Center for History and new Media,
Fairfax (USA)

Bei den Versuchstieren handelte es sich um geschlechtsreife New Zealand ZiKa Hybrid-Kaninchen

mit einem Korpergewicht von 3,5 bis 4,5 kg. Die Tiere wurden von dem Zichter R. Krieg aus

Niederwiinsch (Sachsen-Anhalt) bezogen.

2.2.1. Versuchstierhaltung

Die Tiere wurden in Einzelkéfigen in den Raumen des ZMG (Zentrum fir medizinische

Grundlagenforschung) bei einem Hell-Dunkel-Rhythmus von je 12 h gehalten. Wasser stand ad

libitum zur Verfugung, als Futter diente handelsiibliches Trockenfutter (Reika Kraftfutter). Nach

einer Eingewdhnungsphase von drei Wochen wurden die Tiere in vier Gruppen eingeteilt und geman

dem Schema in Abb. 2 behandelt.
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| EingewShnungsphase |

T $ 3 3

Pseudogravid Pseudogravid Gravid Gravid

‘=

Kontrolle Diabetes Kontrolle Diabetes

PMSG-Injektion |

1§ 1 ~

hCG-Injektion hCG-Injektion und
Verpaarung

4 3§ 3 3 =~

Entnahme von
Organentnahme Organen und
Embryonen

Alloxan- Alloxan-
behandlung behandlung
o 8 o

Abb. 2: Ablauf Kaninchenversuch
(PMSG= Pregnant Mare Serum Gonadotropin, hCG= humanes Choriongonadotropin)

2.2.2. Versuchsgruppen

1. Pseudogravide Tiere ohne Diabetes mellitus ~ (Pseudogravid Kontrolle)
2. Pseudogravide Tiere mit Diabetes mellitus (Pseudogravid Diabetes)
3. Gravide Tiere ohne Diabetes mellitus (Gravid Kontrolle)
4. Gravide Tiere mit Diabetes mellitus (Gravid Diabetes)

2.2.3. Alloxanbehandlung

Ein experimentell induzierter Diabetes mellitus wurde durch die Injektion der Chemikalie Alloxan
hervorgerufen. Nach einem Futterentzug tber 16 Stunden wurden die Tiere mit Dormitor® i.m.
(0,25mg/kg Korpergewicht; Wirkstoff: Medetomidine) und Ketanest® i.m. (15 mg/kg
Korpergewicht; Wirkstoff: Ketamin) sediert und analgesiert. Nach 10 Minuten wurde die
Alloxanlésung (120 mg/kg Korpergewicht in mindestens 10ml PBS gelost) tber die Vena
auricularis lateralis als Bolus verabreicht und anschlieBend mit 10ml physiologischer
Kochsalzlésung nachgespult. Zur Vorbeugung von Hypoglyk&mien wurde den Tieren nach weiteren
10 Minuten 50 mL 27,5 %ige Glukoseldsung in die Bauchfalte appliziert. In den folgenden 24
Stunden erfolgte eine intensive Uberwachung der Tiere mit regelmaRigen Blutzuckerkontrollen Es
standen trockenes Brot und 5 %ige Glukoseldsung ad libitum zur Verfugung. Kam es wéahrend dieser
Zeit trotzdem zu Hypoglykdmien < 2,8 mmol/l, so wurden zuséatzlich weitere 20mL 27,5 %ige
Glukoselésung (s.c.) oder 10 mL 5 %ige Glukoselésung (i. v.) verabreicht. Nach ca. 24-48 Stunden

stellte sich eine stabile hyperglykdmische Stoffwechsellage ein.
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2.2.4. Einstellung eines hyperglykamischen Blutzuckerspiegels

Alle Kaninchen wurden téglich in 2 Intervallen von je 3 Stunden gefiittert. Den diabetischen Tieren
wurde zusatzlich viermal am Tag Insulin gespritzt und zweimal téglich der Blutzucker gemessen
(siehe Abb. 3). Ziel war die Einstellung auf einen Blutzuckerwert zwischen 14 und 25 mmol/l. VVor
jeder Futterperiode wurde den Tieren orientierend an den Blutzuckerwerten der vorherigen Tage
kurzwirksames Humaninsulin (Insuman Rapid®) in die Nackenfalte verabreicht. Nach jeder
Futterperiode wurde mit Blut aus der Vena auricularis laterlis der Blutzucker bestimmt und davon
ausgehend Insulin (Insuman Rapid®) gespritzt. Zusétzlich wurde Uber Nacht das langwirksame
Insulinanalogon Lantus® s.c. verabreicht. Die Kontrolltiere unterlagen dem gleichen Futterregime
wie die diabetischen Tiere. Bei allen Kaninchen wurde tdglich das Gewicht und die gefressene
Futtermenge dokumentiert.

7.00 10.00 15.00 18.00
Wasser ad libitum
Futter Futter
Insuman Rapid® BZ-Messung Insuman Rapid® BZ-Messung
Insuman Rapid® Insuman Rapid®

Lantus ©

Abb. 3: Tagliches Behandlungsschema der diabetischen Kaninchen (BZ=Blutzucker)

2.2.5. Verpaarung

Zur Unterstiitzung der Follikelreifung wurden den Tieren vier Tage vor der Verpaarung 110 Units
(U) PMSG (Pregnant mare serum gonadotropin) s.c. verabreicht. Die Verpaarung erfolgte mit zwei
fertilen Bocken. AnschlieBend wurden zur Auslosung der Owvulation 75U hCG in die Vena
auricularis laterlis appliziert. Mit den pseudograviden Tieren wurde, bis auf das Unterlassen der
Verpaarung, ebenso verfahren. Am Tag 6 post coitum (p. c.) wurden die Kaninchen durch die
Injektion einer Uberdosis Pentobarbital (100 mg/kg Koérpergewicht gelost in warmem PBS) getotet
und durch die Eréffnung der Karotiden entblutet.

2.3.  Gewinnung von Blastozysten und Endometrium

Auf einer semisterilen Arbeitsbank wurden nach Entfernung des Mesometriums die Embryonen mit
sterilfiltriertem Spilmedium aus dem Uterus ausgespult und zweimal in frischem Spulmedium
gewaschen. Die Keimscheiben der 6 Tage alten Blastozysten wurden anschliefend mikroskopisch
beurteilt und dem entsprechenden Gastrulationsstadium zugeordnet (Viebahn et al., 1995; Fischer et
al., 2012). Nach zweimaligem Waschen in PBS-Puffer wurden die embryonalen Hiillen (Gliolemma
und Neozona) in 0,05 % Polyvinylalkohol (PVA in PBS) mechanisch entfernt und die Blastozysten
in PBS bei -80 °C gelagert (Fischer et al., 1991).
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Spulmedium (pH 7,2-7.4):

Basal synthetic medium Il (BSM I1) 7,64 g/l
NaHCO; 2,11 g/l
Penicillin 0,06 g/l
Streptomycin 0,15 g/l
Glucose 1,80 g/l
NaCl 1,00 g/l
CuSQO,4 x 5H,0 100 pl/1
Bovine serum albumine (BSA) 1,00 g/l
PBS-Puffer: 9,55 g PBS Dulbecco in 1 L Aqua dest.

Die Uteri wurden antimesometrial erdffnet und das Endometrium mit einem scharfen Skalpell vom
Myometrium abgeschabt. Von jedem Organ wurden sowohl Protein- als auch RNA-Proben
gesammelt. Die Proteinproben wurden sofort in flissigem Stickstoff tiefgefroren, wohingegen die
RNA-Proben, nach RNase-Inaktivierung durch 1ml RNAlater® (Applied Biosystems), zunachst fur
24 h im Kihlschrank und im Anschluss bei -80 °C lagerten.

2.4, Molekularbiologische Methoden

2.4.1. RNA-Isolierung aus Endometrium

Die RNA-Extraktion aus dem Endometrium erfolgte mit TRIzol Reagent® (Invitrogen). Sie
entspricht im Wesentlichen der Single step-Methode nach Chomczynski und Sacchi (1987). Nach
Zugabe von 1 ml TRIzol Reagent® wurde das Gewebe mittels Ultraturax homogenisiert und 0,2 ml
Chloroform hinzugefiigt. Durch Zentrifugation tiber 15 Minuten bei 13000 rpm und 4 °C erfolgte die
3-phasige Auftrennung des Gemisches. In der unteren und mittleren Phase sammelten sich Proteine
und DNA, in der oberen, wéssrigen Phase RNA. Diese wurde in ein neues Tube uberfihrt und die
enthaltene RNA mit einem Volumenanteil Isopropanol gefallt. Nach 15-min(tiger Inkubation bei
Raumtemperatur und Zentrifugation bei 13000 rpm tiber 15 Minuten wurde der Uberstand verworfen
und das Pellet zweimal mit je 1 mL 70 %igem Ethanol gewaschen. AnschlieRend wurde das Pellet
vakuumgetrocknet und in 50 bis 150 pLL DEPC Aqua dest. geldst.

DEPC Aqua dest.:
0,1 % Diethylpyrocarbonat wird in Aqua dest. Uber Nacht unter Riihren inkubiert und anschlieBend

zweimalig autoklaviert. DEPC Aqua dest. inaktiviert RNasen.

2.4.2. RNA-Isolierung aus Kaninchenblastozysten

Die Isolation der mRNA aus Blastozysten erfolgte mit dem Dynabeads® mRNA Direct™ Kit
(Invitrogen). Dynabeads sind magnetische Polysterolperlen und verfugen Uber kovalent an die
Oberflache gebundene Oligo(dT)-Reste, die an den Poly-A-Schwanz der mRNA binden. Die in PBS
bei -80 °C gelagerten Blastozysten wurden fur 10 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert und das
Uiberschiissige PBS abgenommen. Die Embryonen wurden in 150 puL Lysis-Puffer resuspendiert und
bei Raumtemperatur auf einem Schittler fir 10 Minuten inkubiert. In dieser Zeit wurden die
Dynabeads mit Hilfe des Magnetic Particle Concentrator (Dynal MPC®) zweimal mit Bindepuffer

gewaschen. Pro Embryo wurden 13 uL. Dynabeadssuspension dazugegeben. Die Suspension wurde
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jeweils zweimal mit 100 uL Puffer A und dreimal mit 100 uL Puffer B im Magnetic Particle
Concentrator gewaschen. Der Uberstand wurde abgenommen und 11 pL nukleasefreies Aqua dest.
zugegeben. Durch Erhitzen auf 65 °C fur 3 Minuten wurden die Oligo(dT),s-Reste der Dynabeads
von der mRNA entfernt. Um ein erneutes Binden der mRNA an die Dynabeads zu verhindern,
wurde der Uberstand mit Hilfe des Magnetic Particle Concentrator in ein neues 0,5mL
Reaktionsgefal tberfuhrt.

Lysepuffer Bindepuffer Waschpuffer A Waschpuffer B

LiCl (8 M) 6,25 mL 12,5mL 1,88 mL 1,88 mL
EDTA (0,5 M) 2mL 0,4mL 0,2mL 0,2mL
TRIS(ImM, pH 7,5) 10mL 2mL 1mL 1mL
SDS (10 %) 10 mL - 1mL -

DTT (0,1 M) 05mL - - -

Agua dest. ad 100 mL ad 100 mL ad 100 mL ad 100 mL

2.4.3. Konzentrationsmessung von RNA und DNA

Die Konzentrationsmessung von Polynukleotiden erfolgte am Spektrophotometer (NanoVue™,
General Electric) bei einer Wellenldnge von 260 nm. Die Konzentration [ug/mL] errechnet sich aus
der Absorption des UV-Lichtes, multipliziert mit dem Extensionsfaktor 40 fir RNA und 50 fir
dsDNA. Zusétzlich wurde der Absorptionsquotient der optischen Dichte fiir A=260 durch A=280
gebildet. Dieser Wert gibt Aufschluss Uber den Proteingehalt und sollte bei reiner RNA bzw. DNA
zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Zur Qualitatskontrolle der isolierten RNA wurden 0,5 pg derselben auf

ein 1,2 %iges Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.

2.4.4. DNA-Verdau
Um nach der RNA-Isolation verbliebene genomische DNA zu beseitigen, wurde die DNA

enzymatisch Verdaut:

RNA 10 pg
10-fach DNase | Puffer 2,5uL
rDNase | 2 uL
RNasin® RNase-Inhibitor 0,5uL
DEPC Aqua dest. ad 30 uL

Nach Inkubation tber 30 Minuten bei 37 °C wurde dem Ansatz 2,5 pLL DNase-Inhibitor hinzugefugt.
Nach Zentrifugation bei 13000 rpm fir 1,5 Minuten wurde der nun DNA-freie Uberstand in ein
neues Tube Uberfuhrt. Zur Qualitatskontrolle wurden 0,5 pg der RNA auf ein 1,2 %iges Agarosegel
aufgetragen und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Weiterhin wurde der Erfolg des DNA-Verdaus
durch eine PCR auf das Referenzgen GAPDH Uberprift.

2.45. cDNA-Synthese aus endometrialer RNA
Zu 3 g der isolierten RNA wurde 1 uL. Random Primer zugemischt und dieser Ansatz mit DEPC
Aqua dest. auf 12,5 uL aufgefiillt. Nach Inkubation bei 65 °C (ber 5 Minuten wurde folgender

Ansatz hinzupipettiert:
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5x Puffer 4 uL

RNAse-Inhibitor 0,5puL

10 mM dNTP 2puL

Reverse Transkiptase (200 U/uL) 1 uL

Daraufhin durchliefen die Proben folgendes Programm im Thermocycler:

10 min 25°C

60 min 42 °C

10 min 70°C

Die entstandene cDNA-L6sung wurde mit Aqua dest. auf 100 uL. Gesamtvolumen verdiinnt. Bei
erfolgreicher cDNA-Synthese zeigte sich nach einer PCR auf GAPDH und gelelektrophoretischer
Auftrennung eine Bande bei 150 Bp.

2.4.6. cDNA-Synthese aus RNA von Blastozysten

Es wurde die gesamte isolierte mMRNA der Blastozysten eingesetzt.

10x PCR-Puffer (Mg?**-frei) 2uL
MgCI2 (50 mM) 2ulL
dNTP-Mix (10 mM) 2uL
Random Primer (50 pM) luL
Superscript 11 (200 U/uL) 0,5uL
RNase-Inhibitor (400 U/uL) 0,2 uL
DEPC Agqua dest. 1,3uL

Die Reverse Transkriptase-Reaktion erfolgt im Thermocycler unter folgenden Bedingungen:

1) 10min25°C
1) 60min42°C
1) 4min99°C

Der Ansatz wurde mit 80 uL. DEPC Aqua dest. auf 100 uL aufgefiillt.

2.4.7. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) vervielféltigt einzelne DNA-Abschnitte.

25 ul-Ansatz: (1 L DNA + 24 uL. Mastermix)

DNA luL
Aqua dest. nucleasefrei 17,375 uL
10x PCR-Puffer S5uL
dNTP-Mix (10 mM) 0,5uL
Primer forward (10 pM) 0,5puL
Primer reverse (10 uM) 0,5puL
Crimson TagTM DNA-Polymerase (5 U/mL) 0,125 puL

Je nach Ergebnis der PCR wurden die Primer- und DNA-Menge variiert. Der Ansatz durchlief im

Thermocycler abhé&ngig von der Produktlange folgendes Programm:

PCR-Produkt < 250 Bp PCR-Produkt > 250 Bp
3 min 1) Denaturierung/Initialisierung 94 °C 3 min
15s 1) Denaturierung 94 °C 60s
15s 1)) Primer-Annealing 60 °C 60s
15s IV.)  Elongation 72 °C 60s
39-fache Wiederholung ab Schritt 11.)
10 min V) terminale Elongation 72 °C 10 min

VI)  Pause4°C
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2.4.8. Quantitative Real Time PCR (QRT-PCR)

Wiahrend mit der PCR qualitative, bestenfalls semiquantitative Aussagen maglich sind, erlaubt die
Real Time PCR absolut- und relativ-quantitative Aussagen. Dies wird durch DNA-interkalierende
Farbstoffe wie SYBR® Green ermdglicht. Nach jedem Zyklus wird die Fluoreszenz des SYBR®
Green gemessen, welche linear mit der Menge an Doppelstrang-DNA ansteigt. Der Cr-Wert
(threshold cycle) beschreibt den Zyklus, bei dem die Fluoreszenz erstmalig Giber einen bestimmten
Schwellenwert steigt. Er liegt im exponentiellen Bereich der Amplifikationskurve. Um absolut-
guantitative Aussagen treffen zu kdnnen, wurde als Referenz eine Verdiinnungsreihe mit einem
Plasmidstandard (siehe Kap. 2.5.7.) eingesetzt, welcher die Ziel-DNA in definierter Menge enthielt
(10"-10® Molekiile in 10er Potenzschritten). Um Konzentrationsunterschiede einzelner Proben
auszugleichen, wurde als interner Standard das housekeeping Gen GAPDH mitbestimmt. Fir jeden
Ansatz erfolgte eine Schmelzpunktanalyse. Die Messungen erfolgten in Doppelbestimmung und es
wurden nur Differenzen des C+-Wertes Kleiner 0,5 akzeptiert. Pro Reaktion wurden 3 uL. cDNA und

17 pL Real Time-Mastermix eingesetzt.

Real Time-Mastermix:

1.) Mastermix Plus fir SYBR® Assay 10 uL
2.) Aqua dest. 6 uL

3.) Primer forward 0,5uL
4.) Primer reverse 0,5uL

Die gRT-PCR-Messungen erfolgten an verschiedenen Geraten:

1.) iQ5 Real Time Detection System 2.) StepOnePlus™ Real-Time System
5 min 1) 95 °C Denaturierung/Initialisierung 5 min
20 sec 1) 95 °C Denaturierung 10 sec
30 sec 1) 60 °C Primer-Annealing 15sec
40 sec IV.)  72°C Elongation 20 sec

39fache Wiederholung ab Schritt 11.)

VI1.) Erstellen einer Schmelzkurve von 55 bis 90 °C in 0,5 K Intervallen
Die Auswertung der Messdaten erfolgte nach der vergleichenden Ct-Methode (AACt-Methode) oder
nach der Molekiilwertmethode. Bei der AACt-Methode werden die Ct-Werte nach Subtraktion von
den entsprechenden GAPDH-Ct-Werten direkt miteinander verglichen. Sie ermdglicht relative
Aussagen zur Genexpression. Bei der Molekulwertmethode kann durch die Standardkurve auf die
absoluten Molekilzahlen riickgeschlossen werden. Die Molekiilzahl des Zielgens wird zur GAPDH-

Molekilmenge ins Verhaltnis gesetzt.

2.4.9. Gelelektrophoretische Auftrennung von RNA und DNA

Bei der GroRentrennung von Polynukleotiden in Agarosegelen ist die Laufstrecke im elektrischen
Feld proportional zum Logarithmus der Fragmentlange. Nukleinsduren > 1000 Bp wurden in 1-
1,2%igen Agarosegelen, Fragmente < 1000 Bp in 1,8-2,0 %igen Gelen aufgetrennt. Die Agarose
wurde mit 1xTAE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht, Ethidiumbromid (50 ug/mL) hinzugefigt
(3 uL/100 mL) und in Gelschlitten gegossen. Durch einen Kamm wurden die Geltaschen geformt.
Nach dem Auftragen der DNA bzw. RNA mit 5 uL 6xLadepuffer erfolgte die Auftrennung mit
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1xTAE-Laufpuffer unter einer Spannung von 50-120 V. Als Referenz wurde ein 100 Bp-DNA-
Marker mitgefiihrt. Die Fluoreszenz des Nukleinsdure-interkalierenden Ethidiumbromids wurde

unter UV-Licht von einer Videokamera und der BioCaptMW Software dokumentiert.

6x Ladepuffer (100 mL):

Glycerin 30 mL

Bromphenolblau 0,25¢g

IXTAE-Puffer 70 mL

Aaqgarosegel: 10x TAE-Puffer:

Agarose 1,2-209 Tris 48,49
IXTAE-Puffer 100 mL Eisessig 1149
Ethidiumbromid (50 pg/ml) 3puL EDTA (0,5M, pH 8,0) 20,0 mL

2.5. Klonierung von PCR-Fragmenten

Zur Herstellung eines DNA-Standards fur die qRT-PCR wurde das Gen-spezifische DNA-Fragment
in ein Plasmid kloniert, amplifiziert, isoliert und anschlieBend quantifiziert. Ausgehend von einer

definierten Anzahl spezifischer DNA-Molekile wurde eine Verdinnungsreihe erstellt.

2.5.1. Isolierung von PCR-Fragmenten aus dem Agarosegel

Das zu klonierende DNA-Fragment wurde in einer PCR mit doppeltem Ansatz (50 uL) amplifiziert
und anschlieend auf einem 1,8 bis 2,0 %igen Agarosegel gelelektrophoretisch aufgetrennt. Unter
UV-Licht wurde die entsprechende Bande mit dem Skalpell ausgeschnitten und mithilfe des
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) die enthaltene DNA isoliert.

2.5.2. Ligation des PCR-Produktes
Das PCR-Produkt wurde in den pGEMT-Vektor (Promega) ligiert.

Ligationsansatz:

DNA-Fragment 8uL
PGEMT-Vektor (50 ng/uL) luL
T4 DNA-Ligase (1 U) luL
2x Rapid Ligation Puffer 10 uL

Inkubation des Ansatzes 1 Stunde bei Raumtemperatur.

2.5.3. Transformation des Ligationsansatzes in kompetente Bakterienzellen

Fir die Transformation wurden 100 uL kompetente Escherichia coli XL-1 blue Bakterien zum
Ligationsansatz hinzugefligt. Nach 20 Minuten auf Eis erfolgte die Transformation im Wasserbad
bei 42 °C Uber 45 Sekunden. AnschlieBend wurde 400 uL LB-Medium hinzugefigt und 30 Minuten
im Schittler inkubiert. Daraufhin wurden verschiedene Mengen (50 uL, 100 pL) kompetenter Zellen

auf Agarplatten ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C bebritet.
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Herstellung der Agarplatten:

400 mL LB-Medium wurden vor dem Autoklavieren 159 Agar zugesetzt. Nach Erhitzen in der

Mikrowelle wurde zu 400 mL LB-Medium folgendes hinzugefligt:

1.) Ampicillin (50 mg/mL) 4mL
2.) IPTG (Isopropylthio-p-D-Galactosid): 200 mg/mL in Aqua dest. 80 uL
3.) X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galactosid): 20 mg/mL in DMF 800 pL
LB-Medium: Pepton 10g

Hefeextrakt 59

NaCl 10g

Aqua dest. ad 1L

pH-Werteinstellung mit 4 M NaOH auf pH 7,5

2.5.4. Selektion rekombinanter Bakterien und Plasmidisolation

Da der pGEMT-Vektor Ampicillinresistenzgene enthélt, iiberleben nach Zugabe von Ampicillin zum
Agar-Néahrboden nur Bakterien mit erfolgreicher Transformation. Wahrend Bakterien ohne Insertion
in die Polylinkerregion des Plasmids blau erscheinen, kommt es bei erfolgreicher Rekombination zur
Verschiebung des Leserasters im lacZ-Gen der multiple cloning site des Vektors. Daraufhin wird das
Enzym B-Galaktosidase nicht mehr komplementiert und die Spaltung von X-Gal in Galaktose und
den blauen Farbstoff 5-Bromo-4-Chloro-3-Indol unterbleibt, woraufhin die Zellen wei3 erscheinen.
Weille Kolonien wurden in 5 mL LB-Medium mit Ampicillin (0,1 mg/mL) Uber Nacht bei 37 °C
kultiviert. Davon wurden 2mL in ein neues Tube Uberfiihrt und 10 Minuten bei Raumtemperatur
und 13000 rpm zentrifugiert. Die weitere Plasmidisolation erfolgte mit dem Protokoll von peqGOLD

Plasmid Miniprep Kit (Peglab) nach dem Prinzip der alkalischen Lyse.

2.5.5. Plasmidverdau

Zur Kontrolle der Klonierung wurde das Plasmid mit den Restriktionsenzymen Apal und Sacl
verdaut. Das entstehende DNA-Fragment enthélt die klonierte DNA-Sequenz und Anteile des
Polylinkers. Nach Inkubation des Verdaus Uber 1h bei 37 °C wurde das Plasmid auf einem
1,8 %igen Agarosegel aufgetrennt und unter UV-Licht detektiert.

Plasmidverdau-Ansatz:

Apal (10 U/uL) 0,5uL
Sacl (10 U/uL) 0,5uL
Puffer B+ 1,0 ul
Aqua dest. 5,0 uL
Plasmid-DNA 3,0 ul

2.5.6. Sequenzierung
Um den Klonierungserfolg und die Spezifitat des DNA-Standards zu tberprifen, wurde das Plasmid
mit dem BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit sequenziert:

Sequenzierungsansatz:

BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing 2,0 uL
BigDye® Terminator v1.1 v3.1 5x Sequencing buffer 1,5uL
T 7.2. Primer (5 pM) 0,5 uL
Aqua dest. 4,0 uL
Plasmid 2,0 uL
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Die Sequenzierung erfolgte im Thermocycler mit folgendem Programm:

1) 1 min 96 °C Denaturierung/Initialisierung
1) 10 sec 96 °C Denaturierung
1) 15sec 55 °C Primer-Annealing
IV.)  4min 60 °C Elongation
25-fache Wiederholung ab Schritt 1
V) Pause 4°C

Das enthaltene Sequenzierungsprodukt wurde aufgereinigt: Nach Zugabe von luL 3M
Natriumacetat pH5,2 und 40puL 96 %igem Ethanol wurde 30 min bei 13000 rpm und 4°C
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die weitere Aufreinigung erfolgte zweimal mit 150 uL
70 %igem Ethanol und zwanzig- bzw. zehnminitiger Zentrifugation bei 13000 rpm und 4 °C. Nach
Trocknung des Pellets in einem Rotations-Vakuum-Konzentrator erfolgte die automatisierte
Auftrennung im Zentrum fiir Medizinische Grundlagenforschung (ZMG) der Medizinischen Fakultét
am Gerat ABI 3100 Genetic Analyzer C (Applied Biosystems). Die erhaltene Sequenz wurde Uber

das Programm BLASTN (Basic Local Alignment Search Tool) mit der Ausgangssequenz verglichen.

2.5.7. Herstellung eines Plasmidstandards

Zur Erstellung einer Standardkurve fir die gRT-PCR wurde eine Plasmid-Verdinnungsreihe
hergestellt. Dazu wurde die Konzentration des Plasmids (Messung der DNA-Konzentration) im
Spektrophotometer ermittelt. Anhand dieser Konzentration, der Molaritat des Plasmids inkl. Insert
und der Avogadro-Konstante wurde die Anzahl der Plasmide pro pL Stammlésung errechnet und
daraufhin eine Verdiinnungsreihe von 10” bis 10° Molekiilen in 10er Potenzschritten pro 3 pL Aqua
dest. erstellt. Nur bei einer Effizienz (=Amplifikationsrate im exponentiellen Bereich) des

Plasmidstandards von >85 % in der gRT-PCR wurde er fiir weitere Analysen genutzt.

2.6. Proteinchemie

2.6.1. Proteinextraktion aus Endometrium

Zu dem in 1ml RNAlater® aufgenommenem Endometrium wurde Folgendes zugegeben:

1.) RIPA Puffer 757 uL
2.) Phosphatase-Inhibitor (2 uL/100 plL) 100 pL
3.) Protease-Inhibitor (2 uL/100 pL) 143 ulL
RIPA-Puffer:
10x PBS 20 mL
Nonidet (NP40) 1mL
Na-Desoxycholat 0,59
Aqua dest. ad1L

Die Homogenisierung erfolgte nach Zugabe von 10 Keramikkugeln mit Precylles tiber 15 Sekunden.
Danach inkubierten die Proben 30 min auf Eis, um anschliefend 20 min bei 13000 rpm und 4 °C
zentrifugiert zu werden. Der Uberstand wurde in ein neues GefaR uberfiihrt und die

Proteinkonzentration wurde gemessen.
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2.6.2. Proteinquantifizierung
Bei der Proteinquantifizierung nach Bradford bindet der Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250

(CBBG) an Proteine und andert dabei sein Absorptionsmaximum.

Ansatz: 1.) Aqua dest. 800 L
2.) Proteinldsung lulL
3.) Bio-Rad Protein Assay 200 puL

Nach Inkubation fir 5min bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 595nm im
Spektrophotometer gemessen. Eine Ansatzprobe ohne Protein diente als Referenz. Nach
Mittelwertbildung der Doppelbestimmungen wurde die Proteinkonzentration anhand einer
Standardkurve errechnet, welche vorher mit bekannten Konzentrationen von BSA in RIPA erstellt

wurde.

2.6.3. Proteintrennung durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Durch Bindung an SDS tragen Proteine negative Ladungen proportional zu ihrer MolekilgroRe.
Weiterhin denaturiert SDS die Proteine nach Reduktion durch Mercaptoethanol. Durch
AbstoRungskrafte der negativen Ladungen werden die Proteine in ihrer Primarstuktur gehalten, was
eine Auftrennung nach der Molekiilmasse ermdglicht. Das SDS-Polyacrylamidgel besteht aus einem
Sammel- und einem Trenngel, welche im Verhdltnis 1:4 in vorgefertige Kassetten (Invitrogen)
gegossen werden. Durch einen Kamm werden die Geltaschen geformt. Die Polymerisation des
Acrylamid wird durch TEMED (N,N,N*,N*-Tetramethylethylendiamin) und 10 % APS katalysiert.

Herstellung eines Polyacrylamidgels:

Sammelgel 4 % Trenngel 12 %
2,5mL Agua dest. 3,3mL

1,0mL 30 % Acrylamid 4,0 mL

1,0mL 1M Tris pH 6,8 0OmL

0OmL 1,5M Tris pH 8,8 2,5mL

40 uL 10 % SDS 100 uL

40 puL 10 % APS 100 pL

4ul TEMED 4ulL

Das Polyacrylamidgel wurde in eine Xcell SureLock Gelelektrophoresekammer (Invitrogen)
eingesetzt, der Kamm wurde entfernt und sowohl die Kammern als auch die Geltaschen mit 1x
Laemmli-Puffer gefillt.

Elektrophoresepuffer (10x Laemmli):

Tris/HCI (250 mM) 30,25¢
Glycin (2,5 M) 144,25¢g
SDS (10 %) 10,00¢g
Aqua dest. ad1L

Vorbereitung der Proteinproben:

In der Regel wurden 25 pg Protein aufgetrennt. Dazu wurde Aqua dest. und 5x Ladepuffer auf ein
Gesamtvolumen von 20-40 uL hinzugefiigt und die Proteine bei 70 °C flir 10 min denaturiert.
AuBRerdem wurde ein GréRenmarker (SM0671, Fermentas) aufgetragen. Wéhrend das Sammelgel ca.
30 min unter einer Spannung von 120V lief, wurde beim Trenngel die Spannung fiir ca. 90 min auf
170V erhoht.
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5x SDS-Ladepuffer:

Glycerin 25mL
TRIS-Puffer (1 M, pH 6,8) 15,62 mL
B-Mercaptoethanol 5mL

SDS 5¢g
Bromphenolblau 2549

Aqua dest. ad 1000 mL

2.6.4. Western Blot

Im Western Blot werden die Proteine des Polyacrylamidgels durch elektrische Spannung auf eine
Nitrozellulose-Membran Ubertragen. Dazu wird eine gekiihlte Kammer aufgebaut (Abb. 4). Die
durch SDS negativ geladenen Proteine wandern in Richtung Anode und bleiben auf dem Weg
dorthin aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen an der Nitrozellulosemembran héngen. Das
in den Transferpuffern enthaltene Methanol dient als Aktivator der Proteinbindungsstellen auf der
Membran. Der Blot dauerte bei 150mA 2h. Danach wurden die Proteinbanden auf der

Nitrozellulosemembran durch Ponceaurot S angefarbt, um den Erfolg des Blottings zu Uberprifen.

Kathode (-)

3xFilter in Transferpuffer 1
2xFilter in Transferpuffer 2

3xFilter in Transferpuffer 3

Anode (+)

Abb. 4: Schema einer Western Blot-Kammer

Tab. 2: Zusammensetzung der Western Blot-Transferpuffer

Transferpuffer 1 Transferpuffer 3 Transferpuffer 3
Tris 36,69 (0,3M) 39 (23 mM) 39 (23 mM)
Methanol (100%) 200 mL 200 mL 200 mL
Aminocapronsaure - - 5,29 (40 mM)
Aqua dest. ad 1L ad 1L ad1L

2.6.5. Hybridisierung von Proteinen mit Antikdrpern

Zum Abblocken unspezifischer Proteinbindungsstellen dienten entfettetes Milchpulver, Bovines
Serumalbumin (BSA) oder Fetales Kalberserum (FKS). Nach dem Blocken fur eine Stunde bei
Raumtemperatur wurde Uber Nacht mit dem Primérantikdrper im Kihlschrank inkubiert und

daraufhin 3x10min mit TBST gewaschen. Der mit einer horseradish Peroxidase konjugierte
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Sekundarantikorper inkubierte 1 h bei Raumtemperatur, danach wurde 3x10 min mit TBST und

anschlieend 2x5 min mit TBS gewaschen.

TBS-Puffer: TBST (Tween20/TBS):
Tris (1,5M pH 7,5) 10 mL Tris (1,5M pH 7,5) 10 mL
NaCl 589 NaCl 58¢
Agua dest. adlL Tween 20 1mL
Aqua dest. adlL
Tab. 3: Verwendete Antikdrper
Primér- . . . Sekundar- .
antikorper Spezies  Blockierung Verdunnung Hersteller antikorper Verdinnung
. _ . . 1:20000
hﬁrq:;n Maus 3% 1.33(‘)(3/8 . Sl Antllgl\éaus LSk
IGEBP1 FKS/TBST FKS/TBST Aldrich (Dianova) Mll%rép;*ver/
Anti- 5% 11000In - qunte Anti-Mause 129000
. 5% in3%
human Maus  Milchpulver/ Milchpulver/ Cruz IgG Milchpulver/
IGFBP1 TBST TBST (Dianova) TBST
Anti- 5% 1:200000n . Anti-Maus- 1i:r‘]‘2°09°
human Maus  Milchpulver/ 3% Algrich IgG VHi uli/er/
B-Aktin TBST BSA/TBST (Dianova) TBpST
Anti- 504 1:1000 in Anti-Maus- 1:20000
. 5% Santa in 3%
human Maus  Milchpulver/ . IgG .
PCDH15 TBST Milchpulver/ Cruz (Dianova) Milchpulver/
TBST TBST

2.6.6. Proteindetektion

Die an den Sekundarantikorper konjugierte HRP (horseradish peroxidase) oxidiert den Farbstoff
Luminol. Die Intensitat der entstehenden Chemielumineszenz ist proportional zur Proteinmenge. Die
Bildentwicklung erfolgte nach Herstellerprotokoll mit dem Immobilon™ Western Detection
Reagent (Millipore). Die Detektion der Chemielumineszenz erfolgte am Fusion FX7™ Multi-
Imagingsystem (Peglab). Je nach Bandenstarke wurde die Belichtungszeit automatisch eingestellt
bzw. manuell nachkorrigiert. Die quantitative Auswertung erfolgte mit der Fusion-Software
(Peglab). Uber die Starke des emittierten Lichtes wurde die relative Proteinmenge abgeleitet und
diese wiederum zur B-Aktin-Menge ins Verhaltnis gesetzt.

2.7. Immunhistochemische Methoden

Um die Expression von Protocadherin 15 im Endometrium zu lokalisieren, wurden

immunhistochemische Untersuchungen an Uteri des Kaninchens und Menschen durchgefihrt.

2.7.1. Anfertigung von Gewebsschnitten
Die isolierten Uteri wurden fur 24 h in Bouin-Ldsung fixiert und anschlieend in 70 %igem Alkohol
gelagert. Nach folgendem Protokoll wurden die Gewebe automatisiert in Paraffin eingebettet:

aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 80 %, 90 %, 96 %), 2x Isopropanol und 2x Xylol fir jeweils eine
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Stunde. Anschliefend wurden am Mikrotom 5pum dicke Gewebsschnitte angefertigt und auf

Obijekttrager platziert.

2.7.2. Humane Uterusschnitte

Die humanen Uterusschnitte sind im Rahmen der Promotion von Dr. med. Gregor Seliger am Institut
flir Anatomie und Zellbiologie der MLU Halle-Wittenberg angefertigt worden und standen fir diese
Arbeit zur Verfligung. Das Patientengut stammte aus der Klinik fiir Gyndkologie und aus der Klinik
fur Geburtshilfe und Reproduktionsmedizin des Universitatsklinikums Halle aus den Jahren 1994-
1998. Nach Beriicksichtigung der Klinischen Einschlusskriterien konnten 86 Uteri gewonnen
werden. Dazu zéhlten das Alter der Frauen zwischen 20 und 45 Jahren, der Ausschluss von
Blutungsanomalien in den letzten 3 Monaten und von Hormongaben im letzten Jahr. Weiterhin
durften keine klinischen Diagnosen vorliegen, welche einen Einfluss auf die Physiologie des
Endometriums haben kdnnten.

Die Gewebe wurden durch Hysterektomie (91 %) oder Abrasio (9 %) gewonnen. Die haufigsten
Indikationen fur den Eingriff waren: Uterus myomatosus (54 %), Descensus uteri (23 %),
Endometriose (5%) und Zervixkarzinom (5%). Der Zyklustag wurde anhand histologischer
Kriterien von 2 Untersuchern einfach verblindet ermittelt. Es wurden nur Préparate einbezogen, in
denen der histologisch ermittelte und der aus klinischen Angaben berechnete Zyklustag nicht mehr
als einen Tag voneinander abwichen (Dissertation Gregor Seliger, 2001; Kiichenhoff et al., 1999).

2.7.3.  Immunhistochemische Detektion

Nach Inkubation der Gewebeschnitte Uber Nacht bei 60 °C erfolgte die Entparaffinierung mit
HistoClear und die Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe (Isopropanol, 90 %, 80 %,
70 %, 50 %, 30 %, destilliertes Wasser, PBST). Zum Abblocken endogener Peroxidasen wurde mit
3 % H,0O,/Methanol in Dunkelheit inkubiert und anschlieend 3x5 Minuten in PBST gewaschen. Die
Blockierung freier Epitope erfolgte mit 10 % Ziegenserum fir 1 Stunde bei Raumtemperatur. Der
Primérantikorper (mouse anti-PCDH15) inkubierte in einer Konzentration von 1:250 in 1%
PBS/BSA (iber Nacht bei 4 °C. Die Negativkontrollen wurden stattdessen nur mit 1% PBS/BSA
behandelt. Nach dem Waschen (3x5 Minuten) wurde der Sekundérantikdrper (anti mouse labelled
Polymere horseradish Peroxidase (DAKO)) in einer Verdlinnung 1:2 mit PBS flir 1h bei
Raumtemperatur hinzugegeben. Nach nochmaligem Waschen (3x5 Minuten) erfolge die Detektion
mit Diaminobenzidin (DAB), welches nach Oxidation durch die Peroxidase ein braunes Prézipitat
bildet. Nach Ausbildung eines kréftigen Prézipitates unter Sichtkontrolle am Mikroskop wurde die
Reaktion in Leitungswasser abgestoppt und ggf. die Kerne mit Hdmalaun nach Mayer fiir 5 Minuten
gegengefarbt. In einer aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Gewebeschnitte dehydriert und
anschliefend mit Histomount eingedeckt.

Die Immunreaktion wurde lichtmikroskopisch mit dem Biozero Fluoreszenzmikroskop BZ 8100
dokumentiert und die Bilder mit der Software BZ image analysis und BZ 8100 observation

application aufgenommen, bearbeitet und ausgewertet.
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PBST-Puffer: PBS-Puffer:

PBS Dulbecco 9,559 PBS Dulbecco 9,559
Tween 20 1mL

dest. H,O ad 1000 mL dest. H,O ad 1000 mL
Héamalaun nach Mayer:

Héamatoxylin 1g

Ethanol (absolut) 10 mL

dest. H,O ad 1000 mL

Natriumiodat 0,17¢g

Kalium-Aluminium-Sulfat 509

2.7.4. Immunhistochemische Quantifizierung

Die PCDH15-Expression wurde in den humanen Unterusschnitten fiir verschiedene Zyklustage am
Lichtmikroskop quantifiziert. Dazu wurde die Stirke der Prézipitation (SI: staining intensity —
O=kein Signal, 1=schwaches Signal, 2=mittleres Signal, 3=starkes Signal) getrennt fiir Str. basale
und Str. functionale (in der 2. Zyklushalfte unterteilt in Str. spongiosum und Str. compactum) und
Stroma beurteilt. Aus dem Produkt der SI-Mittelwerte und der Anzahl der positiven Zellen (POPC:
Percentage Of Positive Cells - 0=0%, 1=1-10%, 2=11-50 %, 3>50 %) wurde ein absoluter, die
PCDH15-Expression reprasentierender Wert ermittelt.

2.8.  Statistische Auswertung

Zur statistischen Analyse der Daten dienten die Programme Microsoft Excel sowie SigmaPlot®11
(Systat Software). Die zweifaktorielle Varianzanalyse (zweifaktorielle ANOVA) war bei allen
Untersuchungen mit zwei unabhéngigen Variablen — Diabetes mellitus und Graviditat — der
statistische Test der Wahl. Sie vergleicht die Varianz der Messwerte zwischen den Gruppen mit der
Varianz innerhalb der Gruppen und ermittelt somit, ob sich die Gruppen signifikant unterscheiden.
Dahingegen wurde der t-Test, welcher auf dem Vergleich von Mittelwerten zweier Stichproben
beruht, bei Analysen mit nur einer unabhangigen Variable angewendet. Das Signifikanzniveau
wurde als Irrtumswahrscheinlichkeit p angegeben mit p kleiner 5% (*= p<0,05), p kleiner 1%
(**=p<0,01) und p kleiner 0,1% (***=p<0,001). Die Mittelwerte der Messung wurden als
Mittelwert + Standardfehler (MW+SEM) angegeben. Als Symbole wurden auflerdem verwendet:
n=Zahl der Versuchsgruppen, N=Zahl der unabhangigen Versuche.
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2.9. Next-Generation-Sequencing (NGS)

2.9.1. Probengenerierung

Die RNA-Isolierung aus den Kaninchenendometrien erfolgte ebenfalls mit TRIzol ((Invitrogen)
(sieht Kap. 2.4.1). Um Verunreinigungen der RNA auszuschlielen, wurden folgende Grenzwerte bei
der UV-Messung festgelegt: fiir das 260 nm:230 nm-Verhéltnis > 2,1; fir das 260 nm:280 nm-
Verhdltnis < 2,0. Zur Qualitatskontrolle der RNA wurde eine Analyse durch den Agilent
Bioanalyzer 2100 (Type G2939A) an der Klinik fir Herz-Thorax-Chirurgie des
Universitatsklinikums Halle durchgefiihrt. Die RNA integrity numbers (RIN) der Proben schwankte
zwischen 9,1 und 10.

Die anschlieende RNA-Féllung erfolgte mit 1/10 Volumen 3 M Na-Acetat pH 5,2 und 1 VVolumen
Isopropanol fur 30 Minuten bei -20°C. Nach Zentrifugation (30 Minuten, 4°C, 13000
Umdrehungen) wurde zweimalig mit 70 % Alkohol gewaschen und zwischenzeitlich zentrifugiert
(30 Min., 4 °C, 13000 Umdrehungen). Das RNA-Pellet wurde nach Zugabe von 1 mL 70 % Alkohol
auf Trockeneis gelagert.

2.9.2. Sequenzierung

Im Laboratory for Functional Genome Analysis (LAFUGA) der Ludwig-Maximilian-Universitat-
Minchen unter Leitung von Dr. rer. nat., Dr. vet. med. habil. Stefan Bauersachs erfolgte nach der
cDNA-Synthese die Sequenzierung mit dem Illumina Genome Analyzer lIx. Dazu wurden 16

Mulitplex-RNA-Seg-Libraries auf 7 Lanes verteilt und als Gemisch sequenziert.

2.9.3. Datenauswertung

Ebenfalls LAFUGA erfolgte die Alignierung der Sequenzen mit dem Kaninchengenom. Datensatze
mit quantitativen Aussagen zu allen im Endometrium exprimierten Sequenzen wurden in Form von
Excel-Tabellen zur Verfligung gestellt. Zur weiteren Analyse der Daten wurden die Kaninchen-Gen-
IDs in humane Gen-1Ds umgeschrieben. Dazu wurde ein Algorithmus genutzt, welcher auf einem
BLAST-Vergleich zwischen den Reference Sequence (RefSeq)-Transkripten von Kaninchen und
Menschen beruht.

Eine Sortierung der Gene nach Signifikanzniveau und fold change (FC) erfolgte iber Microsoft
Excel. Zur Zuordnung von Genen zu funktionellen Begriffen und zu deren Clusterbildung diente das
freie Web-Programm DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery).
Dabei wurden nur Gene mit einem p-Wert kleiner 0.1 und einem fold change gréfer 1.5 bzw. kleiner
0.67 bertcksichtigt. Als Referenz (background) diente die Gesamtheit der in der RNA-Seq
sequenzierten Transkripte des Kaninchens, welche in humane Gen-IDs umgeschrieben werden
konnten (8703 Gene).
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3.  Ergebnisse

Um den Einfluss eines Diabetes mellitus und einer Schwangerschaft auf das Kaninchenendometrium
zu Uberprifen, wurde am Tag 6 p.c. gewonnenes Endometrium von vier verschiedenen

Versuchstiergruppen miteinander verglichen:

1. gravid - Kontrolle
2. gravid - Diabetes mellitus
3. pseudogravid - Kontrolle
4. pseudogravid - Diabetes mellitus

3.1.  Transkriptmengen von IGF1 und IGF2 im Kaninchenendometrium

3.1.1. Quantifizierung von IGF1 mittels gRT- PCR
Die IGF1-Transkriptmenge war bei den pseudograviden, diabetischen Kaninchen ca. 3fach héher als

bei den graviden Tieren und entsprechenden Kontrollen (Abb. 5).
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/1 Diabetes mellitus

Abb. 5

IGF1-Transkriptmenge im Endometrium
des Kaninchens am Tag 6 p.c. in
201 1 Abhéangigkeit von Diabetes mellitus und
25 Graviditat.

Die mRNA-Menge wurde mittels qRT- PCR
ermittelt. Die Anzahl der Versuchstiere pro
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IGF1-mRNA-Menge pro 1000 Molekiile GAPDH

51 Gruppe wurde in die Diagrammséulen

10 eingetragen. Die Ergebnisse sind als
MW+SEM mit  *p<0,05; **n<0,01;

1 ‘0 , ***n<0,001 dargestellt.

I gravid pseudogravid

3.1.2. Quantifizierung von IGF2 mittels qRT- PCR

Unter dem Einfluss von Diabetes mellitus kam es bei den graviden Tieren zu keiner signifikanten
Anderung der IGF2-Transkriptmenge. Bei den pseudograviden Tieren zeigte sich ein fast vierfacher
Anstieg der Transkription. Bei den Kontrolltieren exprimierten gravide Tiere IGF2-mRNA ca.

dreifach so stark wie pseudogravide (Abb. 6).
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3.2.  Transkriptmengen von IR, IGF1R und IGF2R im Kaninchenendometrium

3.2.1. Quantifizierung des IR mittels gRT-PCR

Bei den graviden und pseudograviden Kaninchen hatte die Induktion eines Diabetes mellitus keinen
signifikanten Einfluss auf die IR-Transkriptmenge. Pseudogravide Tiere exprimierten den IR starker
als gravide Tiere (Abb. 7).
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3.2.2. Quantifizierung von IGF1R mittels qRT-PCR
Im Endometrium des Kaninchens hatten Diabetes mellitus und Graviditat keinen signifikanten
Einfluss auf die IGF1R-Transkriptmenge (Abb. 8).
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3.2.3. Quantifizierung des IGF2R mittels gRT-PCR

Ein Diabetes mellitus hatte bei den graviden und pseudograviden Tieren Kkeinen signifikanten

Einfluss auf die IGF2R-Transkriptmenge. Pseudogravide Tiere exprimierten mehr IGF2R als

gravide Tiere (Abb. 9).
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Abb. 7

IGF2R-Transkriptmenge im Endome-
trium des Kaninchens am Tag 6 p.c. in
Abhéangigkeit von Diabetes mellitus und
Graviditat.

Die mRNA-Menge wurde mittels gRT-PCR
ermittelt. Die Anzahl der Versuchstiere pro
Gruppe wurde in die Diagrammséulen
eingetragen. Die Ergebnisse sind als
MW+SEM  mit  *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001 dargestellt.

3.3.  Quantifizierung von IGFBP1 in Endometrium und Blastozysten des Kaninchens

3.3.1. Quantifizierung von IGFBP1 im Kaninchenendometrium mittels gRT- PCR

Bei den graviden Tieren verringerte sich die IGFBP1-Transkriptmenge durch einen Diabetes

mellitus auf ca. die Halfte. Ahnliches zeigte sich auch bei den pseudograviden Tieren ohne
signifikant zu sein. Graviditat hatte keinen Einfluss auf die IGFBP1-Transkription (Abb. 10).
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IGFBP 1-Transkripte pro 1000 Molekiile GAPDH

Abb. 8

IGFBP1-Transkriptmenge im  Endome-
trium des Kaninchens am Tag 6 p.c. in
Abhéngigkeit von Diabetes mellitus und
Graviditat.

Die mRNA-Menge wurde mittels qRT-PCR
ermittelt. Die Anzahl der Versuchstiere pro
Gruppe wurde in die Diagrammséulen
eingetragen. Die Ergebnisse sind als MW+SEM
mit *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 dargestelit.

3.3.2. Quantifizierung von IGFBP1 im Endometrium mittels Western Blot

Die Quantifizierung des IGFBP1 auf Proteinebene war nicht méglich. Zwei gegen humane Epitope
gerichtete Antikorper wurden intensiv getestet ohne eine spezifische Bande fiir IGFBP1 detektieren

zu konnen.

33



Ergebnisse

3.3.3. Quantifizierung von IGFBP1 in Kaninchenblastozysten mittels gRT-PCR
In den Kaninchenblastozysten zeigte sich stadienubergreifend kein Einfluss eines Diabetes mellitus
auf die IGFBP1-Expression (Abb. 11).
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3.4. Die Transkriptmengen von LIF und LIFR im Kaninchenendometrium

3.4.1. Quantifizierung von LIF mittels gRT- PCR
Im Endometrium des Kaninchens hatten ein maternaler Diabetes mellitus und die Graviditat keinen

signifikanten Einfluss auf die LIF-Transkriptmenge (Abb. 12).
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3.4.2. Quantifizierung von LIFR mittels gRT- PCR
Im Endometrium des Kaninchens hatten ein maternaler Diabetes mellitus und Graviditat keinen
Einfluss auf die LIFR-Transkription (Abb. 13).
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3.5.  Transkriptomanalyse des Kaninchenendometriums durch RNA-Seq

In die Transkriptomanalyse des Endometriums mittels RNA-Seq wurden 16 Individuen, aufgeteilt
auf 4 Gruppen, eingeschlossen. Allerdings war die RNA-Qualitét nicht in allen Fallen ausreichend,
sodass die Gruppe der diabetischen, graviden Tiere vollstandig entfiel, wéahrend die Anzahl der
Versuchstiere in anderen Gruppen dezimiert wurde (Abb. 14). Aufgrund dessen war ein
Diabeteseffekt ausschlieRlich bei den pseudograviden Kaninchen und ein Graviditatseffekt
ausschlieBlich bei den Kontrolltieren auswertbar.

Kontrollen
Gravide

Graviditdtseffekt

Diabetes mellitus Kontrollen
Pseudogravide Pseudogravide
a4 Diabeteseffekt 2

Abb. 12: Anzahl der durch RNA-Seq auswertbaren Tiere pro Versuchsgruppe

3.5.1. Erfassung des endometrialen Transkriptoms durch RNA-Seq

Durch die Sequenzierung wurden 34926 verschiedene Transkripte erfasst. Bei ca. einem Drittel der
Sequenzen war es moglich, sie einem annotierten Gen des Kaninchengenoms zuzuordnen. Die
Auswertung der RNA-Seg-Daten basierte auf der Zuordnung differenziell exprimierter Gene zu
funktionellen Begriffen (z. B. GO-Terms). Biologisch zusammenhéngende funktionelle Begriffe
wurden zu Clustern (annoation cluster) zusammengefasst. Die Analyse erfolgte durch das Webtool
DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery). Zur Prozessierung der
Daten war es notwendig, die Gen-IDs des Kaninchens in humane Gen-1Ds umzuschreiben und einen
Vergleichsparameter (background) zu definieren. Tabelle 4 fasst die Vorgehensweise und die
resultierenden bewertbaren Sequenzen der RNA-Seg-Analyse zusammen. Letztendlich gingen
22,4% aller RNA-Seg-Transkripte in die Auswertung durch DAVID ein. Als hoch- bzw.
herunterreguliert wurden Gene mit einem p-Wert<0.1 und einem fold change gréRer 1,5 bzw. kleiner
0,76 festgelegt.

Tab. 4: Anzahl der durch RNA-Seq erfassten Gene im Kaninchenendometrium

Anzahl der Gene
(% zur Gesamtmenge)

Durch RNA-Seq erfasste Sequenzen 34926
... davon im Kaninchengenom annotierte Gene 11467 (33 %)
... und in humane Gen-ID umschreibbar 8703 (24,9 %)
... davon durch DAVID erkannte Gene (background) 7824 (22,4 %)
Diabetes mellitus ~ Graviditét
... davon hochregulierte Gene 166 (2,1 %) 102 (1,3 %)
... und herunterregulierte Gene 194 (2,5 %) 104 (1,3 %)

DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery)
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3.5.2.  Zuordnung durch Graviditat veranderter Gene zu funktionellen Begriffen

Durch den Einfluss des Embryos waren im Endometrium 206 Gene differenziell exprimiert, wobei
die Menge der hoch- und herunterregulierten Gene annéhernd gleich war (siehe Tab. 4).

Durch  DAVID konnten verédnderte  Gene funktionellen  Begriffen  verschiedener
Klassifikationssysteme wie z. B. Gene Ontology (GO) zugeordnet werden. Zur Auswahl der zu
berticksichtigenden Klassifikationssysteme wurden die DAVID-internen Voreinstellungen genutzt
(http://david.abce.nciferf.gov/list.jsp). Daraus ergaben sich 72 funktionelle Begriffe fur durch
Graviditat hochregulierte Gene und 69 funktionelle Begriffe fur herunterregulierte Gene.
Berlicksichtigt wurden funktionelle Begriffe mit mindestens 2 verdnderten Genen mit p<0.1.
Biologisch nahestehende funktionelle Begriffe wurden in Clustern (Annotation cluster)
zusammengefasst und diese und nach ihrem Signifikanzniveau (enrichment score (ES)) geordnet.

Tabelle 5 zeigt die Cluster funktioneller Begriffe, welche durch eine Graviditat verandert waren.

Tab. 5: Ausgewdhlte Annotation cluster fir durch eine Graviditat beeinflusste Gene des
Kaninchenendometriums

Cluster hochregulierter Gene mit Darstellung ausgewéhlter funktioneller Begriffe ES
1.) disulfide bond (16, 2.6); glycoprotein (22, 1.7) 2,41
2.) membran (39, 1.4); transmembran (28, 1.4) 1,53

3.) glycoprotein metabolic process (6, 4.5); glycoprotein biosynthetic process (5, 4.7);

glycosylation (4, 4.6) 1,50

4.) cell adhesion (6, 2.6); basolateral plasma membrane (7, 4.4), extracellular region part
(7,6.0)

Cluster herunterregulierter Gene mit Darstellung funktioneller Begriffe

1.) glycoprotein (29, 2.2); signal (20, 2.2); secreted (11, 3.1); extracellular region (13, 2.5) | 3,15
2.) glycoprotein (29, 2.2); intrinsic to membrane (34, 1.4) 3,14
3.) calcium ion binding (10, 2.8); calcium (7, 2.4) 1,41

1,46

ES (enrichment score): Mittelwert der p-Werte der functional terms eines Clusters (-log10-Skala).
Es wurden nur annotation cluster mit ES-Werten>1,3 beriicksichtigt. Die Werte in Klammern der
functional terms geben die Anzahl der Gene und den fold change an. Der fold change vergleicht die
Anzahl der verénderten Gene eines funktionellen Begriffs mit der der Referenzgruppe (background).
Classification stringency: medium; p-Wert der functional terms < 0.1

3.5.3. Einfluss der Graviditat auf Signaltransduktionswege
Die Graviditat hat Einfluss auf 3 Signaltransduktionswege bei der Analyse aller durch Schwanger-
schaft veranderten Gene in der Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)-Database.

Tab. 6: Durch Graviditét beeinflusste Signaltransduktionswege

Signalweg Gen (Z?P V\?e-rt
1. S-phase kinase-associated protein 1 0,53
TGF-beta 2 hone morphogenetic protein 6 0,57

signaling 3. cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (p15, inhibits CDK4) 0,37 ¢ 0055
4. inhibitor of DNA binding 1, dominant negative helix-loop- 0,34

pathway  helix protein
5. inhibitor of DNA binding 2, dominant negative helix-loop- 6,47
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helix protein
6. latent transforming growth factor beta binding protein 1 1,67
1. calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase 1,79
(MAGUK family)
o ) 2. claudin 1 0,13
tight junction 3 erythrocyte membrane protein band 4.1-like 1,9 0031
4. myosin, heavy chain 9, non-muscle 3,37
5. protein kinase C, epsilon 2,23
6. symplekin 1,91
CARMI1and 1 coactivator-associated arginin methyltransferase 1 0,17
Reg:tlfotéoe?l Of 5 glutamate receptor interacting protein 1 062 0,089
Receptor 3 huclear receptor interacting protein 1 1,61

FC (fold change), G (Gravid), P (Pseudogravid)

3.5.4. Zuordnung durch Diabetes mellitus verédnderter Gene zu funktionellen Begriffen

Durch den Einfluss des Diabetes mellitus waren im Endometrium 360 Gene differenziell exprimiert,
davon 166 Gene hoch- und 194 Gene herunterreguliert.

Durch DAVID konnten verdnderte  Gene funktionellen  Begriffen  verschiedener
Klassifikationssysteme wie z. B. Gene Ontology (GO) zugeordnet werden. Zur Auswahl der zu
berticksichtigenden Klassifikationssysteme wurden die DAVID-internen Voreinstellungen genutzt
(http://david.abce.ncifcrf.gov/list.jsp). Daraus ergaben sich 32 funktionelle Begriffe fur durch
Diabetes mellitus hochregulierte Gene und 197 funktionelle Begriffe fir herunterregulierte Gene.
Berlicksichtigt wurden funktionelle Begriffe mit mindestens 2 verdnderten Genen mit p<0.1.
Biologisch nahestehende funktionelle Begriffe wurden in Clustern (Annotation cluster)
zusammengefasst und diese und nach ihrem Signifikanzniveau (enrichment score (ES)) geordnet.

Tabelle 6 zeigt die Cluster funktioneller Begriffe, welche durch Diabetes mellitus verandert waren.

Tab. 7: Ausgewdhlte Annotation cluster fir durch Diabetes mellitus beeinflusste Gene des
Kaninchenendometriums

Cluster hochregulierter Gene mit Darstellung ausgewéhlter funktioneller Begriffe ES
1.) stress response (4, 6.3); response to unfolded protein (5, 5.5) 1,87
2.) ion transport (12, 2.3); calcium channel activity (3, 7.8) 1,54
Cluster herunterregulierter Gene mit Darstellung ausgewahlter funktioneller Begriffe

1.) signal (39, 2.3); receptor (18, 2.5); glycoprotein (49, 2.0); membrane (62, 1.2); 388
extracellular space (12, 3.5) ‘
2.) immunglobulin domain (8, 4.1); cell adhesion (9, 3.2); 1,96
3.) positive regulation of apoptosis (13, 2.3); regulation of cell death (18, 1.8) 1,79
4.) intrinsic to plasma membrane (17, 2.0); plasma membrane part (28, 1.4) 1,75
5.) response to vitamin A (4, 13); response to nutrient (5, 3.2) 1,66
6.) positive regulation of secretion (4, 5.4); positive regulation of transport (6, 3.0) 1,56
7.) regulation of growth (9, 2.5); cell growth (4, 4.5) 1,55
8.) growth factor activity (4, 5.5); positive regulation of cell differentiation (6, 2.8) 1,54
9.) ribosome (8, 2.2); translational elongation (5, 3.2) 1,45
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10.) cell migration (8, 2.9); localization of cell (8, 2.7); pattern binding (4, 4.0) 1,43
11.) regulation of immune effector process (4, 5.4); regulation of leukocyte mediated 135
immunity (3, 8.2) ‘

12.) positive regulation of biosynthetic process (15, 1.9); positive regulation of gene 135

expression (13, 1.8); positive regulation of transcription (12, 1.7)

ES (enrichment score): Mittelwert der p-Werte der functional terms eines Clusters (-log10-Skala).
Es wurden nur annotation cluster mit ES-Werten>1,3 beriicksichtigt. Die Werte in Klammern der
functional terms geben die Anzahl der Gene und den fold change an. Der fold change vergleicht die
Anzahl der veranderten Gene eines funktionellen Begriffs mit der der Referenzgruppe (background).
classification stringency: medium; p-Wert der functional terms < 0.1

3.5.5. Einfluss eines Diabetes mellitus auf Signaltransduktionswege
Ein Diabetes mellitus hat Einfluss auf 2 Signaltransduktionswege bei der Analyse aller durch
Diabetes mellitus veranderten Gene in der Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG).

Tab. 8: Durch einen Diabetes mellitus beeinflusste Signaltransduktionswege

. FC p-
Signalweg Gen D/IK Wert
1. checkpoint kinase 1 0,63
p53 signaling  2- MDM2 oncogene, E3 ubiquitin protein ligase 0,61
3. cytochrome ¢, somatic 040 15E-2
pathway o
4. etoposide induced 2.4 0,66
5. thrombospondin 1 0,31
1. bone morphogenetic protein 6 0,64
TGF-beta 2. inhibitor of DNA binding 1, dominant helix-loop-protein 7,48
signaling 3. thrombospondin 1 0,31 7 8E-2
4. thrombospondin 3 0,38
pathway .
5. transforming growth factor, beta I11 0,42
6. zinc finger, FYVE domain containing 16 0,60

FC (fold change), G (Gravid), P (Pseudogravid), FE (fold enrichment)

3.5.6. Einfluss eines Diabetes mellitus auf Proteine mit EGF-ahnlichen Doméanen
Unter den durch einen Diabetes mellitus verénderten Genen war eine erhdhte Anzahl von EGF-
ahnlichen Doménen tragenden Proteinen herunterreguliert.

Tab. 9: Durch Diabetes mellitus beeinflusste, EGF-dhnliche Doménen tragende Proteine

p-Wert FC D/IK
betacellulin 4,70E-3 0,16
fibrillin 1 3,37E-5 0,38
heparin-binding EGF-like growth factor 2,51E-6 0,14
low density lipoprotein-related protein 2 2,70E-7 0,31
thrombospondin 1 6,39E-2 0,31
thrombospondin 3 5,50E-3 0,38
versican 1,03E-3 0,56

FC (fold change); D (Diabetische Tiere); K (Kontrolltiere)
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Ergebnisse

3.6.  Quantifizierung des Protocadherin 15 (PCDH15) im Kaninchenendometrium

Bei Auswertung der RNA-Seqg-Daten fiel das Protocadherin 15 mit einer 5,8-fachen
Herunterregulation der Transkriptmenge durch Graviditat auf und wurde aufgrund dessen zur
weitergehenden Analyse ausgewahlt. Die Verifikation der RNA-Seg-Daten durch gRT-PCR zeigte
ebenfalls eine abnehmende Transkriptmenge durch Graviditdt sowie eine zunehmende Expression
durch Diabetes mellitus (Teller, 2013).

3.6.1. Quantifizierung von PCDH15 mittels Western Blot
Ein Diabetes mellitus und Graviditat hatten keinen signifikanten Einfluss auf die PCDH15-
Proteinmenge (Abb. 15).

Kontrolle gravid Diabetisch gravid
A) 100kDA
PCDH15 7OKDA
55kDA
B)

s Kontrolle Abb. 15: PCDH15-Proteinmenge im

C— Diabetes Endometrium des Kaninchens am Tag 6
p. c. in Abhangigkeit von Diabetes mellitus
und Graviditat.

Nachweis des PCDH15 im Western Blot (A)
mit  anschlieBender densitometrischer
Auswertung der relativen Proteinmenge (B).
N Diese wurde zu der jeweiligen B-Aktin-
L Menge ins Verhéltnis gesetzt. Die Anzahl der
Versuchstiere pro Gruppe wurde in die
Diagrammséulen eingetragen. Als Standard
2] diente eine Proteinprobe von MCF7-Zellen,
welche gleich 1 gesetzt wurde und anhand
14 derer die relative Auswertung der PCDH15-
T |12 4 P Proteinmenge erfolgte. Darstellung  als
MW+SEM mit *p<0,05 und **p<0,01.

PCDH15-Proteinmenge relativ zu MCF7-Standard

gravid pseudogravid

3.7. Lokalisierung von PCDH15 im Kaninchenendometrium durch IHC

Protocadherin 15 wurde auf Uterusquerschnitten des Kaninchens immunhistochemisch dargestellt.
Es zeigte sich eine ausschlieRlich epitheliale Expression mit einer intensiven Markierung basal
gelegener Driisenzellen und einer Abnahme der Féarbungsintensitét nach luminal. PCDH15 war im

Zytoplasma streng perinukledr lokalisiert. Die Zellmembran zeigte keine Farbung.

3.7.1. Immunhistochemische Detektion von PCDH15 in Abhéngigkeit von Diabetes mellitus
und Graviditat

Am Tag 6 der Schwangerschaft zeigte sich im Kaninchenendometrium durch eine visuelle

mikroskopische Bewertung kein signifikanter Einfluss von Diabetes mellitus und Graviditat auf

Lage und Verteilung des PCDH15 (Abb. 16).
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Abb. 13: Immunhistochemische Detektion von PCDH15 im Endometrium des Kaninchens
am 6. Tag p. c. in Abhangigkeit von Diabetes mellitus und Graviditat.

A, B, C, D, E: Uterusquerschnitt als Ubersichtsaufnahme; a, b, ¢, d, e: 40fache VergréRerung mit
Héamalaun gegengeférbt; Die Detektion von PCDH15 erfolgte mit DAB (braune Farbung). Fir jede
der Gruppen wurden Endometrien von mind. 6 verschiedenen Tieren beurteilt und représentative
Ausschnitte dokumentiert.

3.7.2.  Immunhistochemische Detektion von PCDH15 im Verlauf der Schwangerschaft des
Kaninchens
Um die Dynamik der PCDH15-Expression im Verlauf der Schwangerschaft beurteilen zu kénnen,
wurden immunhistochemische Schnitte der Schwangerschaftstage 3 bis 8 p. c. angefertigt. Wahrend
der Praimplantationsphase der Tage 3 bis 6 kam es zu einer Zunahme der H6he des Endometriums.
PCDH15 zeigte in diesem Zeitraum ein konstantes Expressionsmuster mit einem maximalen Signal
in den Epithelzellen der basal gelegenen endometrialen Driisen und einer Abnahme nach luminal.
Wiéhrend der Implantationsphase kam es an den Tagen 7 und 8 im Rahmen der Dezidualisierung zu
einem vollstandigen Verschwinden des PCDH15 aus den dezidualisierten Epithelzellen. Die basal

gelegenen, nicht dezidualisierten Driisen waren weiterhin PCDH15-positiv.
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Abb. 14: Immunhistochemische Darstellung von PCDH15 im Kaninchenendometrium

der Tage 3 bis 8 der Schwangerschaft.

Es sind ausschliellich Gewebsschnitte nicht-diabetischer Tiere dargestellt. Die Detektion von
PCDH15 erfolgte mit DAB (braune Féarbung). Bei den Bildern A, a, B, b, ¢, d, e, f sind die Kerne
mit Hamalaun (blaue Férbung) gegengefarbt. Fir jede der Gruppen wurden Endometrien von mind.
2 verschiedenen Tieren beurteilt und représentative Ausschnitte dokumentiert.
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3.8. Lokalisierung von PCDH15 im humanen Endometrium durch IHC

Im humanen Endometrium konnte die Proteinexpression von PCDH15 nachgewiesen werden.
PCDH15 war in allen Schichten des epithelialen Endometriums und vereinzelt in stromalen Zellen

detektierbar. Wie im Kaninchen war auch im humanen Model PCDH15 perinukleér lokalisiert.

3.8.1. Quantifizierung von PCDH15 im humanen Endometrium durch IHC im Verlauf des
weiblichen Zyklus

Um die Dynamik der endometrialen PCDH15-Expression im Verlauf des weiblichen Zyklus zu
untersuchen, wurde PCDH15 auf humanen Uterusschnitten verschiedener Zyklustage
immunhistochemisch dargestellt und lichtmikroskopisch quantifiziert (sieche Abb. 18, Tbl. 10). Es
zeigte sich ein zyklusabhédngiger Verlauf der PCDH15-Expression mit einem Maximum an den
Tagen 16 bis 18. In der friihen Proliferations- (Tag 6) bzw. spaten Sekretionsphase (Tag 26) wurde
kein PCDH15 exprimiert (siehe Abb. 19).

Ubersicht Detailaufnahme Tag
A a
6
10.0um
© 200.0um N7
L |
B b
18
‘ 200.0um g \ /
& — > NG > 20.0um

3

Abb. 15: Immunhistochemische Detektion von PCDH15 im humanen Endometrium in
Abhéngigkeit vom Zyklustag der Frau.

Dargestellt ist exemplarisch Tag 6 (A, a), an dem kein PCDH15 exprimiert wurde, und Tag 18 als
Tag mit der maximalen PCDH15-Expression. A, B: Ubersichtsaufnahmen in 2-facher VergroRerung;
a, b: Ausschnitt in 40-facher VergroRerung; Die Detektion von PCDH15 erfolgte mit DAB (braune
Féarbung).
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Tab. 10: Relative PCDH15-Proteinmenge im humanen Endometrium in Abhangigkeit vom
Zyklustag und der Lokalisation im Gewebe

Die Signalstarke (SI: staining intensity) wurde am Lichtmikroskop visuell beurteilt. Eine relative
Mengenbewertung erfolgte durch die Einteilung der Férbungsintensitdten in O=kein Signal,
1=schwaches Signal, 2=mittleres Signal, 3=starkes Signal. Der Anteil positiver Zellen
(POPC=percentage of positive cells) wurde eingeteilt in: 0=0%, 1=1-10 %, 2=11-50 %, 3>50 %.
Aus den SI-Werten von Basalis, Funktionalis und Stroma wurde der Mittelwert gebildet und dieser
mit dem POPC-Wert multipliziert.

0 0 0
1 1
0 1

1

2

N BN B B N

3421 3 2 3 2 2,5 7,5
7292 1 2 2 1 1,5 45
3632 1 1 1 1 1 3
6152 1 1 1 1 1

3782 1 1 1 1 1

2042 1 1 2 2 1,5

3372 0 0 1 0 0,25 0,25
4732 2 1 1 0 1 2
6842 1 1 1 1 1 1
8632 0 0 0 0 0 0
4171 1 1 1 1 1 2
2962 1 0 1 1 0,75 0,75

Zt.: Zyklustag, Nr.: Nummer, Str.: Stratum, sp.: spongiosum, comp.: compactum
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1 - o0 L M

PCDH15-Proteinexpression (S| x POPC)

T T T T T T . 1
0 2 4 6 8 0 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Zyklustage

Desq. Proliferationsphase Sekretionsphase
Abb. 16: Immunhistochemische Quantifizierung der PCDH15-Proteinexpression im humanen
Endometrium in Abh&ngigkeit vom Zyklustag der Frau
Die PCDH15-Proteinexpression als quantitativer Wert ergibt sich aus der Signalstéarke (Sl: staining
intensitiy) und der Anzahl der positiven Zellen (POPC: percentage of positive cells). Die Einzelwerte
wurden in Tab. 10 erfasst. Desq.: Desquamationsphase
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4. Diskussion

Fur die erfolgreiche Entwicklung des Embryos wéhrend der Prdimplantationsphase und zur
Koordinierung der Implantation bedarf es der engen Kommunikation zwischen Embryo und
Endometrium. Diese erfolgt tiber endokrin, parakrin und autokrin wirksame Faktoren (Brigstock et
al., 1989; Kaye u. Harvey, 1995; Kane et al., 1997; Hardy u. Spanos, 2002).

Durch einen Diabetes mellitus kommt es zu einer mdtterlichen Subfertilitat, welche sich bereits in
der Praimplantationsphase durch eine embryonale Entwicklungsverzdgerung und eine verminderte
Blastozystenanzahl duBert (Vercheval et al., 1990; Beebe u. Kaye, 1991; Ramin et al., 2010).
Ursache dafir ist eine gestdrte embryo-maternale Kommunikation, bedingt durch die diabetische
Stoffwechsellage und die fehlende Wirkung des Wachstumsfaktors Insulin.

4.1. Die Faktoren des Insulin-IGF-Systems

Insulin stimuliert als Wachstumsfaktor die Proliferation, Entwicklung und Proteinsynthese des
Embryos (Harvey u. Kaye, 1988; Rao et al., 1990). Allerdings kann Insulin vom
Préaimplantationsembryo nicht selbst gebildet werden (Ramin et al., 2010), weshalb es Uber das
Endometrium aus dem mitterlichen Kreislauf bereitgestellt werden muss. Im Rahmen eines
experimentell induzierten Diabetes mellitus kommt es im Kaninchen zu einer Abnahme der Insulin-
Serumkonzentration um 85 %. In der Blastozyste ist kein Insulin mehr nachweisbar, es kommt zum
vollstédndigen Erliegen der Insulinwirkung im Embryo (Ramin et al., 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob ein Diabetes mellitus weitere endometriale Faktoren
des Insulin-IGF-Systems in Bezug auf die embryo-maternale Kommunikation verandert. Durch die
Expression von IGF1 und IGF2 in endometrialen Stromazellen werden einerseits endometriale
Prozesse, durch die Sezernierung in den embryo-maternalen Raum gleichzeitig auch embryonale
Prozesse wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose gesteuert. (Kaye u. Harvey, 1995; Heyner,
1997; Watson et al., 1999).

Tab. 11: Vergleich erhobener Expressionsdaten (Transkriptmengen) von Faktoren des
Insulin-1GF-Systems im Endometrium diabetischer Kaninchen.

J. Gabel, Dissertation M. Schindler, hi |
(vorliegende Arbeit) Diplomarbeit T 'eg(‘)elgt al.,

Gravid Pseudogravid 2009

IGF1 = 1 = o

IGF2 = 1 = + 4

IR = = =]
IGFIR = = !
IGF2R = = =

= gleich, | geringer, 1 hoher, 11 stark erhoht im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren
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4.1.1. IGF1lund IGF2
IGF1 wirkt als Ostrogen-Mediator auf mitogene und anti-apoptotische Prozesse im Endometriums
wahrend der Proliferationsphase (Giudice et al., 1993). Dagegen steuert IGF2 mit seinem
Expressionsmaximum wahrend der Sekretionsphase endometriale Prozesse im Rahmen der 2.
ZyKlushélfte (Giudice et al., 1993; Ganeff et al., 2009).
In der Blastozyste erhoht IGFL die Zellzahl und wirkt anti-apoptotisch (Velazquez et al., 2009;
Ramin et al., 2010). Sowohl eine IGF1- als auch eine IGF2-Nullmutation sind im Mausmodell mit
dem Leben vereinbar, allerdings fiihren sie zu intrauteriner Wachstumsretardierung und einer hohen
perinatalen Mortalitit (DeChiara et al., 1990; Liu et al., 1993; Powell-Braxton et al., 1993).
Im Rahmen eines mutterlichen Diabetes mellitus sinkt die Serumkonzentration des IGF1 durch
verminderte Bildung in der Leber (Bhaumick et al., 1986; Thieme et al., 2012). Gleichzeitig kommt
es in Praimplantationsembryonen diabetischer Kaninchen kompensatorisch zu einer deutlichen
Steigerung sowohl der IGF1- als auch der IGF2-Expression (Thieme et al., 2012). Dazu passend
konnten im Nabelschnurblut von Kindern diabetischer Mutter erhdhte 1GF1-Konzentrationen
gemessen werden, was potentiell fir die Makrosomie von Neugeborenen diabetischer Mitter
verantwortlich gemacht wird (Roth et al., 1996; Sun et al., 1997). Die lokale Uberexpression der
IGFs in embryonalen Geweben bei einer systemischen Herunterregulation wird als
kompensatorischer Mechanismus zur fehlenden Insulinwirkung angesehen (Thieme et al., 2012).
Auch im Endometrium diabetischer Kaninchen wurde von Thieme und Koautoren eine Erhéhung
der Transkriptmenge von IGF1 und IGF2 um das 11- bzw. 13-fache beschrieben (Thieme et al.,
2012), und dies als kompensatorischer Mechanismus zur fehlenden Insulinwirkung interpretiert. In
der vorliegenden Arbeit konnte dieser Effekt ausschlielich bei den pseudograviden Tieren bestatigt
werden. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse der graviden Tiere und die Beobachtungen von
Schindler (2009), bei denen kein Effekt eines Diabetes mellitus auf die IGFs festgestellt wurde. Der
Kontakt des Embryos zum Endometrium scheint demnach einen Einfluss auf die endometriale IGF-
Expression zu haben und sich durch einen hemmenden Effekt auszuwirken.
Zum Einfluss eines Diabetes mellitus auf die IGF-Expression im Endometrium wurden in der
Literatur unterschiedliche Effekte beschrieben:
e Im Endometrium nicht-gravider Nager zeigte sich kein Einfluss eines Diabetes mellitus auf
IGF1 (Murphy, 1988; Manabe et al., 2013).
e Bei pseudograviden Mausen kam es durch einen Diabetes mellitus sogar zu einer Abnahme
der IGF-Transkriptmengen, wéhrend die Proteinmengen konstant blieben. (Zakaria et al.,
2007, 2009).
Die Abweichungen der IGF-Transkriptionsdaten erklaren sich moglicherweise aus der Generierung
des Untersuchungsmaterials. Die Messungen im Endometrium wurden an verschiedenen
Versuchstieren unterschiedlicher Tierversuchswiederholungen vorgenommen. Es bedarf weiterer

Untersuchungen, um eine abschlieBende Aussage zu den IGFs im Endometrium treffen zu kénnen.
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Zum direkten Nachweis auf Proteinebene schlage ich deshalb einen ELISA auf IGF1 und IGF2 im

Uterussekret als Untersuchungsmethode vor.

4.1.2. IGF1R und Insulinrezeptor

Der IGF1R und der IR vermitteln mitogene, proliferative und anti-apoptotische Signale. Durch einen
Diabetes mellitus kommt es in Blastozysten diabetischer Mutter zu einer Abnahme der Transkript-
und Proteinmengen von IGF1R und IR (Ramin et al., 2010). Als Ursache daflr wird die Erhéhung
des IGF1 in der Blastozyste angesehen, welches den IGF1R und IR negativ reguliert (Thieme et al.,
2012). Die durch einen Diabetes mellitus kompensatorisch erhdhten IGFs in der Blastozyste kdnnen
ihre volle Wirkung aufgrund mangelnder Rezeptoren demnach nicht entfalten.

Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass eine Herunterregulation des IGF1R durch hohe IGF1-
Spiegel zur Apoptoseinduktion in den Blastozysten fiihrt (Chi et al., 2000; Ramin et al., 2010). Von
der Blastozyste gebildete IGFs, welche parakrin in den embryo-maternalen Raum sezerniert werden,
sind moglicherweise fur die niedrigeren IR-Transkriptmengen im Endometrium gravider im
Vergleich zu pseudograviden Kaninchen verantwortlich.

Im Endometrium werden IGF1R und IR hauptséchlich in den Epithelzellen exprimiert. Im Rahmen
der Dezidualisierung kommt es progesterongesteuert zu einer Zunahme der Expression (Ganeff et
al., 2009). Vom Embryo wird IGF2 in hohen Konzentrationen an der Oberflache exprimiert. IGF2
interagiert mit dem epithelialen IGF1R und IR-A und kdénnte damit die Implantation beeinflussen
(Han et al., 1996; Irwin et al., 1999).

Ein maternaler Diabetes mellitus hat, anders als in der Blastozyste, keinen Effekt auf den IGF1R und
den IR im Endometrium. Dazu im Widerspruch stehen Daten von Schindler, in denen eine Abnahme
der IGF1R-Transkriptmenge auf ca. die Halfte beschrieben wird, ohne den Effekt auf Proteinebene

belegen zu kénnen (Schindler, 2009).

413. IGF2R

Der IGF2R steuert die Bioverfiigbarkeit von IGF2. Mutationen filhren zu einer (berschieflenden
IGF2-Wirkung, was mit fetalem Uberwuchs und perinatalem Tod einhergeht (Lau et al., 1994).

In der Blastozyste diabetischer Kaninchen kommt es zu einer Zunahme der IGF2R-Expression
(Schindler, 2009) und damit zu einer abnehmenden IGF2-Wirkung. Dies konnte ursdchlich flr die
Entwicklungsverzdgerung diabetischer Embryonen sein (Ramin et al., 2010).

Im Endometrium dagegen hat ein Diabetes mellitus keinen Effekt auf den IGF2R. Allerdings kommt
es zu einer Abnahme der IGF2R-Expression bei graviden im Vergleich zu pseudograviden Tieren.
Die Prasenz des Embryos hemmt also die IGF2R-Expression im Endometrium, wodurch die

Bioverfligbarkeit von IGF2 im embryo-maternalen Raum ansteigt.
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4.1.4. 1GFBP1

IGFBP1 ist das Hauptsekretionsprodukt des dezidualisierten Endometriums mit einem
Expressionsmaximum in der spaten Sekretionsphase und der Schwangerschaft (Irwin et al., 1993;
Zhou et al., 1994)

FOXO ist der Hauptregulator der IGFBP1-Transkription (Guo et al., 1999; Hall et al., 2000; Kim u.
Fazleabas, 2004). Durch Phosphorylierung von FOXO1 und FOXO3 verlassen diese das IRE
(Insulin Responsive Element) des IGFBP1-Promotors und die Transkription stoppt. Insulin hemmt
die IGFBP1-Expression uber Phosphorylierung von FOXO1 und FOXO3. Ein Insulinmangel fihrt
demnach zu einer Erhéhung des IGFBP1 im Serum von Typ 1-Diabetikern (Fowelin et al., 1994;
Frystyk et al., 1999).

Im Endometrium des Kaninchens dagegen zeigen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eine Abnahme
der IGFBP1-Transkriptmenge unter Insulinmangel. Gibt es im Endometrium also andere
Mechanismen, die die Expression von IGFBP1 regulieren? Nicht nur Insulin, auch die
verzweigtkettige Aminosdure L-Leucin steuert FOXO1. Bei In-vitro-Stimulationsversuchen mit L-
Leucin kommt es zu einem Anstieg des phosphorylierten FOXO1 (p-FOXO1), (Girke,
unverdffentlicht). Gleichzeitig konnten im Kaninchen unter diabetischen Bedingungen erhohte L-
Leucin-Spiegel im Serum der Mutter, im Uterussekret und in der Blastozystenhdhlenfliissigkeit
nachgewiesen werden (Gurke et al., 2015). Eine durch L-Leucin vermittelte Zunahme von p-FOXO1
stellt einen Erkl&rungsansatz fur die unter diabetischen Bedingungen herunterregulierte IGFBP1-
Transkription im Endometrium dar.

Eine Abnahme der IGFBP1-Transkriptmenge im Endometrium filhrt zu einer erhdhten
Bioverflgbarkeit der IGFs im Endometrium und im embryo-maternalen Raum. Dies flhrt, v. a.
durch eine Erhéhung der IGF2-Verfligbarkeit, zu einer Beeinflussung der Differenzierung und
Dezidualisierung des Endometriums (Giudice et al., 1993; Rutanen et al., 1998; Fowler et al., 2000).
Ein Anstieg freier IGFs im embryo-maternalen Raum verstarkt Wachstum, Proliferation und anti-
apoptotische Prozesse des Embryos (Herrler et al.,, 1998; Spanos et al.,, 2000). Eine
Herunterregulation der IGFBP1-Transkription durch einen Diabetes mellitus kann als
kompensatorischer Mechanismus zur fehlenden Insulinwirkung angesehen werden.

Weiterhin scheint das endometriale IGFBP1 eine wichtige Rolle bei der Implantation des Embryos
zu spielen. Dieser exprimiert an seiner Oberflache hohe Konzentrationen von IGF2, welches tber
die Interaktion mit endometrialen Rezeptoren die Invasion des Trophoblasten reguliert. IGFBP1
drosselt die IGF2-Verfligbarkeit und hemmt damit den Implantationsvorgang (Han et al., 1996;
Irwin u. Giudice, 1998; Irwin et al., 1999). Andererseits bindet IGFBP1 mit seiner RGD-Sequenz an
das a5B1-Integrin (Fibrinrezeptor) und stimuliert damit die Migration des Trophoblasten (Jones et
al., 1993; Gleeson et al., 2001). IGFBP1 greift also in den Implantationsprozess mit aktivierenden
und hemmenden Signalen ein. Stérungen der Trophoblasteninvasion scheinen in der Pathogenese der

Préeklampsie eine Rolle zu spielen. Im Serum betroffener Frauen wurden deutlich erhéhte IGFBP1-
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Konzentrationen gemessen (Irwin et al., 1999; Giudice et al., 1997). Ob ein maternaler Diabetes
mellitus den Implantationsvorgang beeinflusst, ist bisher kaum untersucht worden.

IGFBP1 ist als ,,Wéchter der IGFs“ entscheidend fiir die embryonale und fetale Entwicklung.
Zwischen der maternalen Serumkonzentration des IGFBP1 und dem Geburtsgewicht besteht eine
negative Korrelation (Fowler et al., 1999). Erhéhte IGFBP1-Spiegel sind mit intrauteriner
Wachstumsretardierung und Plazentainsuffizienz assoziiert (Giudice et al. 1997, Watson et al. 2006).
Anhand der Expressionsdaten des IGFBP1 ist anzunehmen, dass ein maternaler Diabetes mellitus
Uber das endometriale IGF-IGFBP1-System Einfluss auf die embryonale Entwicklung hat. Um die
Rolle des IGFBP1 abschlieend bewerten zu kdnnen, sind Proteinuntersuchungen notwendig. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden 2 gegen humane IGFBP1-Epitope gerichtete Antikorper im Western
Blot fur Untersuchungen am Kaninchenmodell getestet. Allerdings waren die humanen Antikorper
flir Kaninchengewebe nicht geeignet.

Weiterhin muss bei der Betrachtung der Rolle des IGFBP1 dessen Phosphorylierungsstatus beachtet
werden. Phosphorylierte Formen haben eine héhere Affinitat zu IGF1 als dephosphorylierte Formen
(Jones et al., 1991; Miell et al, 1997). Das WVerhéltnis zwischen phosphoryliertem zu
dephosphoryliertem IGFBP1 ist ein guter Pradiktor fur das fetale Outcome (lwashita et al., 1998;
Gibson et al., 1999). Bei wachstumsverzogerten Feten ist das Verhéltnis entsprechend hoch. Durch
einen Diabetes mellitus steigen sowohl die nichtphosphorylierte als auch die phosphorylierte Form
des IGFBP1 im Serum gleich stark an (Gibson et al. 1999).

In  der vorliegenden Arbeit gelang der Nachweis der IGFBP1-Transkription in
Kaninchenblastozysten. In den Blastozysten anderer Spezies wurde das IGFBP1 bisher nicht
detektiert (Rutanen et al., 1998; Watson et a., 1999). Dagegen Kkonnten in
Praimplantationsembryonen des Rindes beispielsweise die IGF-bindenden Proteine 2-5
nachgewiesen werden. (Winger et al., 1997; Watson et al., 1999). Ein Diabetes mellitus beim
Kaninchen hatte keinen Einfluss auf die IGFBP1-Expression im Gesamtembryo. Eine getrennte

Untersuchung flir Embryoblast und Trophoblast steht noch aus.

42. LIFundLIFR

Im Kaninchenendometrium hat ein mitterlicher Diabetes mellitus keinen Einfluss auf die Expression
von LIF bzw. LIFR. Als wichtiger Implantationsfaktor wird LIF Uber Progesteron gesteuert mit
einem Maximum der Expression um den Implantationstermin herum (Arici et al., 1995; Yang et al.,
1996). Durch einen Diabetes werden die Progesteron-Serumspiegel der Mutter nicht oder nur
marginal verandert (Botta et al., 1984; Stewart et al., 1989). Die bisherigen Untersuchungen zeigen,
dass die Subfertiliat diabetischer Frauen nicht Uber das endometriale LIF-System vermittelt wird.

Zwischen graviden und pseudograviden Tieren gibt es keinen Unterschied der LIF- und LIFR-
Expression. Der unmittelbare Kontakt zwischen Blastozyste und Endometrium wirkt demnach nicht

regulatorisch auf LIF.
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Auch in der Blastozyste werden LIF und LIFR exprimiert und haben hier proliferative Effekte
(Conquet and Brulet 1990; Lavranos et al., 1995). In LIFR-defizienten Mduseblastozysten kommt es
zu einer Entwicklungsverzogerung und zum perinatalen Tod (Ware et al. 1995). Ein Diabetes
mellitus hat in der Blastozyste des Kaninchens keinen Einfluss auf die LIF-Expression. Fir den
LIFR konnte lediglich in Stadium 2-Blastozysten ein Anstieg der Transkription durch Diabetes
mellitus nachgewiesen werden. (Schindler M., Pendzialek M.; unverdffentlicht). Anhand der
Transkriptionsdaten scheint auch in der Blastozyste das LIF-System nicht Mediator der durch
Diabetes mellitus bedingten Wachstumsretardierung zu sein.

Als Mannose-6-Phosphat-Rezeptor fiihrt der IGF2R neben IGF2 auch LIF dem lysosomalen Abbau
zu (Blanchard et al., 1999). Da der IGF2R unter diabetischen Bedingungen in der Blastozyste erhdht
ist (Schindler, 2009), ware eine erniedrigte LIF-Proteinmenge in der Blastozyste zu erwarten.
Allerdings ist die physiologische Relevanz des LIF-Abbaus Uber den IGF2R noch weitestgehend

unklar.

4.3. RNA-Seq des Endometriums

Die Entwicklung von Hochdurchsatzverfahren zur RNA-Sequenzierung hat die Analyse von
Transkriptionsdaten  revolutioniert und ermdglicht die ganzheitliche Erfassung von
Expressionsanderungen (Wang et al., 2009; Costa et al., 2010). Die Herausforderung der Technik
besteht in der Analyse der resultierenden Datenmenge und der Erfassung der biologischen Relevanz
der Ergebnisse.

Neben den zahlreichen Vorteilen der Methode (siehe Kap. 1.7.) gibt es eine Reihe von Limitationen,
auf die im Folgenden eingegangen werden soll: Das Endometrium ist ein Mischgewebe, bestehend
aus zahlreichen Zelltypen wie luminalen und glanduldren Epithelzellen, Stromazellen,
Endothelzellen, Immunzellen etc.. Die Genexpression in den einzelnen Zelltypen unterscheidet sich,
wodurch von Transkriptionsdnderungen im Mischgewebe nicht auf Veranderungen in den einzelnen
Zelltypen geschlossen werden kann.

Weitere Limitationen ergeben sich aus der Gewebegewinnung: Das Abkratzen des Endometriums
erfolgte interindividuell an verschiedenen Stellen des Uterus. Weiterhin zeigten sich regelhaft
geringe Blutbeimengungen. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass vereinzelt auch myometriale
Zellen gewonnen wurden. Aulerdem enthielten die Uteri eine unterschiedliche Anzahl an
Blastozysten, was einen Einfluss auf endometriale Faktoren hat, die durch den direkten Kontakt zur
Blastozyste gesteuert werden.

Die RNA-Qualitat einzelner Proben war mangelhaft, was zum Wegfall der Gruppe der gravid-
diabetischen Tiere und zur Dezimierung anderer Versuchsgruppen fihrte. Deshalb war ein
Diabeteseffekt nur unter den pseudograviden, ein Graviditatseffekt nur unter den Kontrolltieren
untersuchbar. Aus den geringen Gruppenstarken (2, 3 bzw. 4 Tiere pro Gruppe) ergaben sich
niedrige Signifikanzen fur verédnderte Gene, wodurch das Signifikanzniveau auf p<0,1 angehoben

werden musste, um eine représentative Anzahl verénderter Gene zu erhalten. Dies flhrt zu einem
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vermehrten Einschluss von falsch-positiven Genen. Ferner gab es Gene mit recht hoher Streuung der
Ergebnisse, welche das Signifikanzniveau nicht erreichen und damit als falsch-negative Gene aus
der Analyse herausfielen.
Problematisch ist weiterhin, dass nur ca. ein Drittel der Sequenzen einem Gennamen des Kaninchens
zuzuordnen waren. Davon gingen weitere 25 % durch Umschreiben in humane Gene-IDs verloren
und weitere 10% der Gene wurden durch das zur Auswertung benutzte Programm DAVID
(Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) nicht erkannt. All das fiihrte
dazu, dass nur 22,4 % der durch RNA Seq erfassten Sequenzen in die Auswertung eingingen.
Die RNA-Seg-Daten wurden mittels gqRT-PCR verifiziert (Teller, 2013), wobei 5 Gene mit je 3 zu
vergleichenden Versuchsgruppen getestet wurden und bei 3 Genen die Ergebnisse von RNA-Seq
und qRT-PCR Ubereinstimmten.
Der Vergleich der RNA-Seg-Daten mit den Transkriptionsdaten aus dem ersten Teil der Arbeit
zeigte folgendes:
= Die Gensequenzen fur IGF1, IGF2, LIF und LIFR des Kaninchens waren zum
Untersuchungszeitpunkt noch unbekannt, weshalb dafiir keine RNA-Seg-Daten vorliegen.
= Fir die Gene IGF1R, IGF2R und IR stimmten die RNA-Seg-Daten mit den qRT-PCR-
Daten aus dem erstem Teil der Arbeit liberein.
= Die Herunterregulation von IGFBP1 durch Diabetes mellitus konnte in der RNA-Seq nicht
bestatigt werden.

4.3.1. RNA-Seq des Endometriums — Graviditatseffekt

Durch den Vergleich gravider Tiere mit pseudograviden Tieren lasst sich der direkte Einfluss des
Embryos auf die Genexpression im Endometrium untersuchen. Da gravide und pseudogravide Tiere
die gleiche hormonelle Vorbehandlung erhielten, unterscheiden sich beide Gruppen ausschlie8lich
durch den direkten embryo-endometrialen Kontakt und die Sezernierung von parakrinen Faktoren
durch den Embryo.

Der embryonale Einfluss bedingt im Kaninchenendometrium die differenzielle Expression von 206
Genen (2,4% aller Gene; Einschlusskriterien: p<0.1, fold change >1.5 bzw. <0.67), wobei sich
hoch- und herunterregulierte Gene weitestgehend die Waage halten (102 vs. 104 Gene).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Next-Generation-Sequencing-Analyse zum embryonalen
Einfluss auf die Genexpression im Endometrium zum ersten Mal im Kaninchen durchgefihrt. In
zahlreichen anderen Spezies erfolgten vergleichbare Untersuchungen bereits (Bauersachs et al.,
2006; Klein et al., 2006; Hess et al., 2007; Samborsky et al., 2013). Darin sind durch Graviditat
hochregulierte Gene mit proinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen und angiogenetischen
Faktoren assoziiert (Hess et al., 2007). Neben Immunregulation werden Prozesse wie Zelladhésion,
Zellmotilitat, Zellproliferation, Mitose, Apoptose, Signaltransduktion und Proteolyse beeinflusst.

Herunterregulierte Gene sind in ihrer Funktion deutlich divergenter und lassen sich weniger
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biologischen Prozessen zuordnen. Héaufig sind sie mit Extrazellularmatrix und Zytoskelett assoziiert
(Bauersachs et al., 2006; Klein et al., 2006; Samborski et al., 2013).

Tabelle 12 zeigt eine Liste von Genen, die sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch in
vergleichbaren Studien an anderen Spezies durch Graviditat verandert sind. Fir 2 Gene fand sich
eine Ubereinstimmung der Expressionsanderung mit 2 weiteren Studien: Es handelt sich um die 2
durch Graviditdt hochregulierten Tumorsuppressorgene SAMDS9 (sterile alpha motif domain
containing 9), (FC=2,7), (Ma et a., 2014) und ST7 (suppression of tumorigenicity 7), (FC=2,0),
(Zenklusen et al., 2001).

Tab. 12: Vergleich verschiedener Studien zum embryonalen Einfluss auf das Endometrium
mit Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
Dargestellt sind Gene, welche sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch in einer bzw. zwei
weiteren Studien differentiell exprimiert sind. Die Gene sind mit Gennamen des HGNC (HUGO
Gene Nomenclature Committee) dargestellt.

Hochregulierte Gene Herunterregulierte Gene
. L . Ubereinstim- Ubereinstim-
Uberelnstlrgtrlrjléjir;g mit einer mung mit zwei Ubereinstimmung mit einer Studie mung mit zwei
Studien Studien

SPATA13®  HSPA4L* SAMD9%* CDCAT7L! SNCA?® -

MT1L NEBL* ST734 DNAH11* SOX6°

MMD?® PDE4D* ARHGAP24° Cl7orf62*

FEN1® RAB27B* ATP6V1H® cpvL®, ID1*

DUSP4* RNF152* cycs® ELACT® FRAS1*
FERMT1*  TSPAN12* PTGER2® METRNL*

SMARCA?2® MAMO1*

= Bauersachs et al., 2006 (Rind); = Klein et al., 2006 (Rind); °= Hess et al., 2007 (Human);
*= Samborski et al., 2013 (Schwein)

Bei Bauersachs u. Wolf (2012) wurden 29 Gene gefunden, welche sowohl in Rind, Schwein, als
auch Pferd durch eine Graviditét hochreguliert sind. Davon finden sich 2 Gene in der vorliegenden
Studie wieder:
e RASEF (RAS and EF-hand domain containing), (FC=1,8), ein Protoonkogen, welches am
Membrantransport der Zelle beteiligt ist (Oshita et al., 2013).
e NR4A3 (nuclear receptor subfamily 4, group A, member 3), (FC=8,5), ein Mitglied der
Steroidhormonrezeptor-Familie.
Die geringe Trefferquote der Ubereinstimmung veranderter Gene mit anderen Spezies ist entweder
durch eine hohe Spezifitdt der Genexpression des Kaninchens und/oder durch die reduzierte

Probenanzahl der Versuchsgruppen (siehe Kap. 3.5) bedingt.

4.3.2.
Durch Graviditat hochregulierte Gene codieren Uberdurchschnittlich haufig flr Membranproteine,

Durch Graviditat veranderte Genexpression

darunter Zelladhasionsmolekiile, Glykoproteine und an Glykosylierungsprozessen beteiligte

Faktoren. Herunterregulierte Gene sind in ihrer Funktion divergenter und codieren
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Uberdurchschnittlich haufig fir Glykoproteine, fiir extrazelluldar sezernierte Proteine und flr

calciumbindende Proteine.

Glykosylierung:
Unter den hochregulierten Genen sind 4 an Glykosylierungsprozessen beteiligte Transkripte zu

finden. In den nachfolgenden Ausflihrungen werden der Genname nach HGNC (HUGO Gene
Nomenclature Committee) und der fold change (FC) angegeben: STEGALNAC3 (FC=2.5), STT3B
(FC=1.6), ALG12 (FC=2.6) und LDLR (FC=3.7).

Das endometriale Epithel tragt abhéngig vom Differenzierungsstadium an seiner Oberflache eine
Glykokalyx. Ihr wird eine Rolle bei der Erkennung und Implantation des Embryos zugeschrieben
(Aplin, 1991; Jones u. Aplin, 2009). Eine verdnderte Glykosylierung wurde in Fallen von
idiopathischer Infertilitat und haufigen Fehlgeburten beobachtet (Graham et al., 1990; Serle et al.,
1994; Hey et al., 1995).

Zelladhésion:

Endometriale Zelladh&sionsmolekile vermitteln die Anheftung des Embryos an das luminale Epithel
und steuern den Implantationsvorgang (Aplin 1997; Kimber u. Spanswick et al., 2000).

Durch Graviditdt waren unter dem GO-Term ,.cell adhesion®“ 6 Gene hochreguliert: COL7Al
(FC=6,1), LAMA3 (FC=3,7), NID2 (FC=1,6), NEDD9 (FC=2,6), SYMPK (FC=1,9), FERMT1
(FC=2,6). Bei den ersten drei Faktoren handelt es sich um Basalmembranbestandteile. LAMA3
kodiert fur die alpha-3-Untereinheit des Laminin 5. Dieses beeinflusst Adh&sion, Migration und
Organisation von Zellen wahrend der embryonalen Entwicklung (Hamill et al., 2010; Kariya u.
Miyazaki, 2004). NID2 spielt eine Rolle bei der spéteren Organentwicklung. Nidogen 1- und
2-defiziente Mduse sterben perinatal durch pulmonale und kardiale Insuffizienz (Bader et al., 2005).
Das Zelladhédsionsmolekil NEDD9 beeinflusst verschiedene Signalwege und ist in die Steuerung
von Migration, Invasion, Zellzyklus und Apoptose involviert (Kong et al., 2011; Zhong et al., 2012).
SYMPK beeinflusst Bau und Funktion von tight junctions (Chang et al., 2012) und FERMT1 bindet

an Integrine und steuert damit Zellproliferation und Migration (Kiriyama et al., 2013).

4.3.3. Durch Graviditat beeinflusste Signalwege
Durch den Graviditatseffekt werden 3 Signaltransduktionswege beeinflusst (siehe Kap. 4.3.3.):
e Der tight junction-Signalweg, wobei die starke Herunterregulation von Claudin 1 (FC=0,13)
besondere Erwéhnung verdient.
e Der TGF-B- Signalweg mit agonistischen als auch antagonistischen Effekten.

e Der Ostrogen-Signalweg mit hemmenden Effekten.

Tight junction-Signalweqg:

Tight junctions kontrollieren den parazelluléren Transport von Wasser, lonen und Molekilen. Sie
beeinflussen die Zusammensetzung des Uterussekretes und den Implantationsvorgang. AuRerdem

induziert der semiallogene Embryo zum Schutz vor dem miitterlichen Immunsystem die Expression
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von tight junctions in Deziduazellen. (Wang et al., 2004).

Im Kaninchen sind 6 Bestandteile bzw. regulatorisch wirkende Proteine des tight junction-
Signalweges veréndert (siehe Liste der Gene: Tab. 6 (Kap. 3.5.3.)), davon ist CLDN1 (Claudin 1)
das einzig herunterregulierte Gen (FC=0,13). Als membrandurchspannendes Protein vermittelt es
direkt die Zell-Zell-Adhésion der tight junctions. Eine Herunterregulation durch den Embryo in der
Periimplantationsphase kdnnte zu einer veranderten Zusammensetzung des Uterussekretes mit darin
enthaltenen Wachstumsfaktoren fihren oder in Vorbereitung auf die folgende Implantation
interpretiert werden.

Die Bedeutung der 5 hochregulierten Gene ist noch weitestgehend unklar. Fir Symplekin, protein
kinase C epsilon und erythrocyte membrane protein band 4.1-like 2 wurde eine Interaktion mit ZO-
Proteinen (Zonula occludens-Protein) beschrieben, welche als Bindeglieder zwischen den
membranéren Claudinen/Occludin und dem Zytoskelett stehen und gleichzeitig Signaltransduktion
vermitteln (Mattagajasingh et al., 2000; Chang et al., 2012; Mitic u. Anderson, 1998). Die protein
kinase C, epsilon phosphoryliert ZO-2 und hemmt dieses damit (Avila-Flores et al., 2001).

TGF-B-Signalweg:
Die Mitglieder der TGF-B-Superfamilie haben pleiotrope Effekte auf die friihe Entwicklung des

Embryos, auf die Rezeptivitat/Dezidualisierung des Endometriums und die embryonale Implantation
(Hogan, 1996; Godkin u. Dore, 1998; Jones et al., 2006, Guzeloglu-Ksyisli et al., 2009). TGF-3
wirkt antiproliferativ und zellteilungshemmend. Es induziert Differenzierung und Apoptose. Im
Kaninchenendometrium sind 6 Faktoren des TGF-B-Signalweges differenziell exprimiert (siehe
Liste der Gene: Tab. 6 (Kap. 3.5.3.)), wobei sich sowohl TGF-B-agonistische als auch -
antagonistische Effekte ergeben.

BMP6 (bone morphogenetic protein 6) gehort zu den Liganden der TGF-B-Superfamilie und ist
durch den Embryo herunterreguliert (FC=0,57). Neben ihren Effekten auf die Osteogenese spielen
die BMPs eine wesentliche Rolle in friihen embryonalen Entwicklungsprozessen wie Gastrulation,
Achsenformation und Mesodermentwicklung (Hogan et al., 1996; Faure et al., 2000) und steuern die
Dezidualisierung des Endometriums (Stoikos et al., 2008; Kodama et al., 2010).

Zu den Effektormolekilen des TGF-B-Signalweges gehéren die TGF-B-antagonistisch wirkenden
IDs (inhibitor of DNA binding). Diese unterdriicken Differenzierungsprozesse und wirken
proliferativ durch Inaktivierung des zellzyklushemmenden Retinoblastom-Proteins (Benezra et al.,
1990). Durch den Embryo kommt es im Endometrium des Kaninchens zum Abfall der ID1-
Transkripte (FC=0,34) und zum Anstieg des ID2 (FC=6,47). In der Maus dagegen kommt es im
luminalen Epithel an der Implantationsstelle zu einer Hochregulation von ID1 (Hong et al., 2010),
was eine Rolle bei der Implantation vermuten lasst.

Weiterhin ist CDKN2B (cyclin-dependent kinase inhibitor 2B), auch bekannt als p15,
herunterreguliert (FC=0,37). Dieses bildet Komplexe mit CDK4 (cyclin dependent kinase) und
CDKG®6 und versetzt die Zelle in den G1-Zellzyklusarrest. Eine Herunterregulation wirkt demnach

proliferationsfordernd auf Endometrium und Embryo.
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Das Protein SKP1 ((S-phase kinase-associated protein 1), FC=0.53) ist an der Ubiquitinylierung von
Proteinen beteiligt und markiert sie so fir den Abbau im Proteasom. Neben zellzyklussteuernden
Proteinen wird auch der Abbau von Faktoren des TGF-B-Signalweges (z. B. SMAD-Proteine)
reguliert (Bai et al., 1996; Izzi u. Attisano, 2004).

LTBP1 (latent transforming growth factor beta binding protein 1) bildet terndre Komplexe mit
TGF-p und steuert damit dessen Faltung, Sekretion sowie die Bindung an die Extrazellularmatrix
(Dabovic et al., 2002; Rifkin, 2005). Durch eine Hochregulation im Endometrium (FC=1,67) wird
die TGF-B-Bioverfugbarkeit beeinflusst.

Ostrogen-Signalweg:

Durch den Embryo sind 3 Kofaktoren bzw. regulatorische Proteine des Ostrogen-Signalweges
differenziell exprimiert, die zu einer Abschwachung des Ostrogen-Signals filhren: GRIP1, CARM1
und NRIP1 (siehe Tab. 6 Kap. 3.5.3.).

Das herunterregulierte GRIP1 (glutamate receptor interacting protein 1), (FC=062), auch SRC-2
genannt, ist ein Coaktivator am Steroidrezeptor, welcher mit nukledren Rezeptoren interagiert und
durch Acetylierung/Methylierung bestimmter Promotorregionen transkriptionell aktiv wird (Xu u.
Li, 2003). GRIP1 beeinflusst neben dem Ostrogen- auch den Progesteron- und BMP-Signalweg.
Eine GRIP1-Defizienz fuhrt zu gestorter Dezidualisierung und Implantation (Mukherjee et al., 2006;
Fernandez-Valdivia et al., 2007).

Das ebenfalls herunterregulierte CARM1 (coactivator-associated arginine methyltransferase 1),
(FC=0,17) nimmt (iber die Methylierung von Koaktivatoren und Histonen Einfluss auf die Ostrogen-
Rezeptor-abhéngige Transkription, hemmt Zellproliferation und induziert Differenzierung (Torres-
Padilla et al., 2007; Frietze et al., 2008; Wu et al., 2009).

Das hochregulierte NRIP1 (nuclear receptor interacting protein 1), (FC=1,61) reguliert als
Korepressor vieler nukledrer Rezeptoren deren transkriptionelle Aktivitdt herunter (L Horset et al.,
1996; Treuter et al., 1998). Bei NRIP1-defizienten Mausen bleibt die Ovulation aus und es zeigen
sich Fettstoffwechselstérungen und Untergewicht (White et al., 2000; Leonardsson et al., 2004).

Die Veranderungen aller 3 Faktoren des Ostrogen-Signalweges fiihren funktionell zu einer Senkung
der Ostrogen-Wirkung. Beim Affen und der Maus konnte gezeigt werden, dass Ostrogen fiir die
Dezidualisierung des Endometriums und Implantation des Embryos nicht notwendig ist (Ghosh et
al., 1994; Paria et al., 1999). Beim Nager konnen Oltropfen die Dezidualisierung des Endometriums
induzieren, was mit der Herunterregulation endometrialer Ostrogenrezeptoren einhergeht
(Parandoosh et al., 1995). Mdglicherweise spielt im Kaninchen ein ahnlicher Mechanismus eine
Rolle.

4.3.4. RNA-Seq des Endometriums — Diabeteseffekt
Durch einen Diabetes mellitus sind 360 Gene (4% aller Gene) differenziell exprimiert
(Einschlusskriterien: p<0.1, fold change >1.5 bzw. <0.67). Mitursdchlich flr die héhere Anzahl

differenziell exprimierter Gene im Vergleich zum Graviditatseffekt (206 Gene) ist eine grofere
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Gruppenstarke der diabetischen Tiere und damit verbunden héhere Signifikanzniveaus (Vergleich
von 2 versus 4 Tieren beim Diabeteseffekt, Vergleich von 2 versus 3 Tieren beim Graviditatseffekt).
Durch einen Diabetes mellitus sind 166 Gene hoch- und 194 Gene herunterreguliert. Fur die
herunterregulierten Gene konnten wesentlich mehr funktionelle Begriffe (197) und annotation
cluster (12) gefunden werden als fur die hochregulierten Gene (32 bzw. 2). Ein Diabetes mellitus

wirkt sich demnach eher hemmend auf die Genexpression im Endometrium aus.

4.3.5. Durch Diabetes mellitus hochregulierte Gene

Unter dem GO-Term ,,stress response befanden sich 4 Hitzeschockproteine (HSP): HSPH1 (heat
shock 105kDa/110kDa protein 1, FC=1,75); HSPB1 (heat shock 27kDa protein 1, FC=1,84);
HSPA1A (heat shock 70kDa protein 1A, FC=2,77); HSPA4L (heat shock 70kDa protein 4-like,
FC=1,52).

Hitzeschockproteine werden unter Stresssituationen wie Temperatur, oxidativem Stress, viralen
Infektionen etc. ausgeschiittet und fungieren als Chaperone, welche die Faltung von neu
translatierten bzw. fehlgefalteten Proteinen steuern. Weiterhin hemmen sie Proteinaggregation,
greifen in das Ubiquitinylierungssystem ein und steuern Apoptose sowohl mit hemmenden als auch
aktivierenden Signalen (Sreedhar u. Csermely, 2004).

Eine Zunahme der HSPs im Endometrium ist Ausdruck einer durch den Diabetes mellitus bedingten
Stresssituation. Die diabetische Hyperglykdmie als Stresssignal fuhrt zur Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) wund zur Zunahme wvon HSPs (Hall und Martinus, 2013).
Hitzeschockproteine werden auch in Verbindung mit Insulinresistenz gebracht, wobei erhéhte HSP-
Spiegel zu einer Verbesserung des Insulin-signalings fitlhren (Chung e al., 2008; Simar et al., 2012).
Eine Zunahme der HSPs im Endometrium konnte damit einen Kompensationsmechanismus zum
diabetischen Insulinmangel darstellen. Allerdings sind hohe HSP-Level in der Schwangerschaft
diabetischer Mutter mit fetalen Malformationen und geringem Geburtsgewicht assoziiert (Saito et
al., 2013).

HSPs werden auch nach extrazelluldr sezerniert, wo sie eine Rolle bei der interzelluldren
Kommunikation spielen (De Maio u. Vazquez, 2013). Dementsprechend kénnten die endometrialen

HSPs Einfluss auf die embryonale Entwicklung nehmen.

4.3.6. Durch Diabetes mellitus herunterregulierte Gene

Die herunterregulierten Gene codieren fiir Zelladh&sionsmolekile, proapoptotische Faktoren,
Vitamin-A-Stoffwechsel, Wachstum und Immunregulation (siehe unten). Weiterhin sind 45
Transmembranproteine (23 %) herunterreguliert, davon tberdurchschnittlich viele Rezeptorproteine
(18, FC=2,5). Auch Glykoproteine (49, FC=2,0) und Signalpeptide (39, FC=2,3) sind
Uberdurchschnittlich  stark reprasentiert. Weitere GO-Terms sind assoziiert mit der
Herunterregulation wvon Genen flir Proteinsynthese, Transkription, Zellmigration und

Sekretionsvorgange.
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Zelladhésionsmolekiile:

Zelladhasionsmolekile in der Periimplantationsphase vermitteln die Anheftung des Embryos an das
uterine Epithel. Sie garantieren auf der einen Seite die Integritat der epithelialen Barriere und steuern
auf der anderen Seite die Invasion des Embryos (Aplin, 1997; Kimber u. Spanswick, 2000). Die
Implantation ist ein kritischer Vorgang im Laufe einer Schwangerschaft, bei dem 30-70 % der
Embryonen verloren gehen (Kennedy, 1997). Eine gestorte Implantation durch verdnderte
Zelladhasionsmolekile kann zur Subfertilitat diabetischer Frauen beitragen.

Unter dem GO-Term , cell adhesion” befanden sich 9 herunterregulierte Faktoren: THBS1
(FC=0,31), THBS3 (FC=0,38), CD44 (FC=0,56), COL4A3 (FC=0,52), DPP4 (FC=0,53), CTNND2
(FC=0,35), CADML1 (FC=0,59), PVR (FC=0,48), PVRL3 (FC=0,49).

Thrombospondine (THBS) sind Oberflachenproteine, welche Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktionen vermitteln. Fir THBS1 sind antiangiogenetische Effekte, die Aktivierung von
Apoptose und die Hemmung von Proliferation und Migration beschrieben worden (Rastinejad et al.,
1989; Guo et al., 1997).

CD44 wird im Kaninchen um den Implantationszeitpunkt herum auf dem epithelialen Endometrium
und an der Blastozystenoberflache exprimiert (Hohn et al., 1995; Campbell et al., 1995). Durch
fehlende CD44-Wirkung kommt es zu einer Stérung der Implantation (lllera et al., 2004).

DPP4 (dipeptidyl-peptidase 4) ist eine Exopeptidase, welche neben ihrer Funktion als
Zelladhasionsmolekiil bestimmte Proteine spaltet und somit inaktiviert. DPP4-Inhibitoren
vermindern den Abbau von GLP-1 (Glucagon-like Peptid 1) und werden als neue orale
Antidiabetika eingesetzt. Die starke endometriale Expression von DPP4 periimplantér lasst auf eine
Rolle bei der Implantation schlieen (Shimomura et al., 2006). In der Maus filhren DPP4-Hemmer
zum Abort (Hildebrandt et al., 2001).

Apoptose:
In zahlreichen Geweben wurde eine Zunahme apoptotischer Prozesse im Rahmen eines Diabetes

mellitus beschrieben. Mitverantwortlich dafuir sind proinflammatorische Zytokine und die Bildung
von AGEs (advanced glycation endproducts), (Graves et al., 2006; van den Oever et al., 2010). Im
Endometrium diabetischer Kaninchen lassen sich anhand der RNA-Seqg-Daten jedoch keine
proapoptotischen Prozesse ableiten. Unter dem GO-Term ,, positive regulation of apoptosis* waren
13 differenziell exprimierte Gene zu finden: CEBPB (FC=0,61), CD44 (FC=0,56), TIAM1
(FC=0,64), APBB1 (FC=0,50), CADM1 (FC=0,59), COL4A3 (FC=0,52), DUSP1 (FC=0,29), EI24
(FC=0,66), FOX03 (FC=0,58), NUPR1 (FC=0,25), RPS3A (FC=0,63), TGFB3 (FC=0,42), UBC
(FC=0,59). Da diese als proapoptotisch eingestuften Faktoren im Kaninchenendometrium allesamt
herunterreguliert sind, waére ein antiapoptotischer Effekt zu wvermuten. Hyperglykdmische
Stoffwechselsituationen werden in der Literatur sowohl fir pro- als auch flr antiapoptotische

Prozesse verantwortlich gemacht (Moley et al., 1998; Ramakrishnan et al., 2011).
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Vitamin A-Stoffwechsel:

Unter dem GO-Term ,,response to vitamin A” befanden sich 4 differenziell exprimierte Gene: RBP4
(FC=0,64), CD44 (FC=0,56), DUSP1 (FC=0,29), LRP2 (FC=0,31).

Vitamin A ist in der friihen Embryonalentwicklung essentiell bei der Gastrulation, bei Ausbildung
der Korperachse und des Neuralrohres (Ribes et al., 2009). Ein Vitamin A-Mangel fihrt zu
zahlreichen Organfehlbildungen (Wilson et al., 1953). Dem Embryo wird das lipophile Vitamin A
hauptséchlich Gber das Transportprotein RBP4 (retinol binding protein 4) zur Verfiigung gestellt
(Quadro et al., 2005). Bei Typ 1-Diabetikerinnen ist der Plasma-RBP4-Spiegel erniedrigt, bei Typ 2-
Diabetikerinnen erhoht (Lu et al., 2000; Wolf, 2007), was eine Regulation ber Insulin nahelegt.
Durch einen maternalen Diabetes mellitus kommt es im Kaninchenendometrium zur Senkung der
RBP4-Transkripte und damit zu einer geringeren Verfligbarkeit von Vitamin A im embryo-
maternalen Raum. Dies konnte miturséchlich sein fiir die verzdgerte Gastrulation diabetischer

Blastozysten (Ramin et al., 2010).

Wachstum:

Ein maternaler Diabestes hat Einfluss auf Wachstumsprozesse des Uterus. So konnten bei
pseudograviden Tieren durch Diabetes mellitus ein erniedrigtes Uterusgewicht, ein geringerer
uteriner Blutfluss, mangelnde Dezidualisierung und eine verminderte Ausbildung von Spiralarterien
nachgewiesen werden (Norambuena et al., 1984; Garris, 1988; Zakaria et al., 2000).

Unter dem GO-Term “regulation of growth* fanden sich 9 das Wachstum beeinflussende Faktoren,
darunter 6 wachstumshemmende (NDN (FC=0,34), APBB1 (FC=0,50), DCBLD2 (FC=0,61), EI24
(FC=0,66), GPC3 (FC=0,25), NPR1 (FC=0,51)) und 3 wachstumsférdernde Proteine (HBEGF
(FC=0,14), CD44 (FC=0,56), RBP4 (FC=0,64)). Ein maternaler Diabetes mellitus beeinflusst
Wachstumsprozesse im Kaninchenendometrium sowohl mit aktivierenden als auch hemmenden

Signalen.

Immunregulation:

30 bis 40 % der Zellen des dezidualisierten Stromas im Endometrium sind Leukozyten, davon der
groRte Teil uterine Natural Killer (NK)-Zellen. Diese spielen eine wichtige Rolle bei Initiierung und
Erhalt der Schwangerschaft, indem sie Angiogenese und Trophoblasteninvasion steuern und zu einer
Toleranz des maternalen Immunsystems gegentiber dem semiallogenen Embryo filhren (Hanna et
al., 2006; Lash et al., 2010).

Unter dem GO-Term ,,regulation of immune effector process” fanden sich 4 durch einen Diabetes
mellitus herunterregulierte Transkripte: RBP4 (FC=0,64), CADM1 (FC=0,59), PVR (FC=0,48) und
DPP4 (FC=0,53).

RBP4 aus dem Vitamin A-Stoffwechsel (siehe Erklarung oben) greift in zahlreiche
immunregulatorische Prozesse ein. Ein Mangel fiihrt zu einer verminderten NK-Zell-Aktivitat und
zu Immundefizienz (Stephensen, 2001; Jiang et al., 2007).

CADML (cell adhesion molecule 1) und DPP4 (dipeptidyl-peptidase 4) sind an der Reglation von T-
Zellen beteiligt (Giangreco et al., 2012; Ohnuma et al., 2008). PVR (poliovirus receptor) ist ein
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Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie. Es bindet an verschiedene NK-Zell-Rezeptoren und
vermittelt sowohl aktivierende als auch hemmende Signale (Stanietsky u. Mandelboim, 2010).
Eine durch einen Diabetes mellitus verursachte, immunologische Fehlregulation kann zu Stérungen

der Implantation, der nutritiven Versorgung des Embryos und der Immuntoleranz fiihren.

4.3.7. Durch Diabetes mellitus beeinflusste Signalwege

Durch einen Diabetes mellitus werden der p53- und der TGF-B-Signalweg beeinflusst.

p53-Signalweq:
p53 als wichtigster Tumorsuppressor fiihrt bei Stresssignalen und daraus resultierenden DNA-

Schéden die Zelle in den Zellzyklus-Arrest bzw. die Apoptose. Im Kaninchenendometrium wirkt
sich ein Diabetes mellitus auf den p53-Signalweg mit aktivierenden und hemmenden Signalen aus.
Es sind flinf Faktoren des p53-Signalweges durch einen Diabetes mellitus herunterreguliert (siehe
Liste der Gene: Tab. 8 (Kap. 3.5.5.)):

Der wichtigste Inhibitor des p53 ist MDMZ2. p53 wird konstitutiv von der Zelle gebildet und bei
Abwesenheit von Stresssignalen durch MDM2 ubiquitinyliert und abgebaut. Eine Senkung des
MDMZ2 (FC=0,61) fuhrt damit zu einer erhohten Verfigbarkeit von p53.

Die Herunterregulation der anderen 4 Faktoren wirkt sich hemmend auf den p53-Signalweg aus. Die
checkpoint kinase 1 (CHEK1) ist ein zentrales Kontrollprotein, welches die Zelle in den Zellzyklus-
Arrest fuhrt. Als Serin/Threonin-Kinase phosphoryliert es zahlreiche Effektorproteine, darunter auch
p53, was zu dessen Aktivierung fiihrt (Ranuncolo et al., 2008). Uber Aktivierung der Caspase 9
wirken das p53-Effektorprotein EI24 und das Atmungskettenprotein Cytochrom c¢ proapoptotisch
(Lehar et al., 1996; Jiang et al., 2013). Thrombospondin 1 wirkt als Zelladhasionsmolekiil
aktivierend auf Apoptose und hemmend auf Proliferation und Zellmigration (Rastinejad et al., 1989;
Lawler u. Lawler, 2012).

Wiéhrend sich im Kaninchenendometrium ein Diabetes mellitus mit aktivierenden und hemmenden
Signalen auf den p53-Signalweg auswirkt, wird in anderen Geweben vor allem eine Aktivierung
beschrieben (Kane u. Greenhalgh, 2000; Rosso et al., 2006). Neben der Apoptoseregulation hat p53
wahrend der Reproduktion weitere Funktionen: Es aktiviert die Expression des
Schwangerschaftshormons hCG und des Implantationsfaktors LIF. p53-defiziente Mause sind
demzufolge subfertil (Hu et al., 2007; Sohr u. Engeland, 2011).

TGF-B-Signalweq:

Der TGF-B-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der Dezidualisierung des Endometriums, bei

der Implantation und bei der friihen Embryonalentwicklung (Godkin u. Dore, 1998; Jones et al.,
2006, Guzeloglu-Ksyisli et al., 2009). TGF- wirkt antiproliferativ und zellteilungshemmend, es
induziert Differenzierung und Apoptose.

Durch einen Diabetes mellitus sind 6 Faktoren im Kaninchenendometrium differenziell exprimiert
(siehe Liste der Gene: Tab. 8 (Kap. 3.5.5.)), was sich in allen Féllen hemmend auf den TGF-f-
Signalweg auswirkt. Darunter befinden sich 2 Liganden der TGF-Superfamilie: BMP6 und TGF-B3
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(zu BMP6 siehe Kap. 4.3.3.). TGF-B wird von endometrialen Driisen ins Uterussekret abgegeben
(Omwandho et al., 2010). TGF-B3 dient als Wachstumsfaktor in der friihen Embryonalentwicklung
(Lim et al., 1993; Nowak et al., 1999). TGF-p3-defiziente M&use entwickeln Fehlbildungen (Koo et
al., 2001; Diinker u. Krieglstein, 2002).

Die IDs (inhibitor of DNA binding) haben eine TGF-B-antagonistische Wirkung (siehe Kap. 4.3.3.).
Durch einen Diabetes mellitus ist ID1 stark hochreguliert (FC=7,48). Dagegen haben das
herunterregulierte Thrombospondin 1 und 3 einen aktivierenden Effekt auf TGF-B (Ribeiro et al.,
1999; Murphy-Ullrich u. Poczatek, 2000). Das Zinkfinger-Protein FYVE domain containing 16
(Endofin) wirkt Uber die Phosphorylierung bestimmter Smad-Proteine aktivierend sowohl auf den
TGF-p- als auch den BMP-Signalweg (Chen et al., 2007; Shi et al., 2007).

Eine Stérung des  TGF-B-Signalweges kann miturséchlich far diabetische
Schwangerschaftskomplikationen wie mangelnde Dezidualisierung, Implantationsstérungen und

embryonale Fehlbildungen sein.

4.3.8. Durch Diabetes mellitus veréanderte, EGF-ahnliche Domanen tragende Proteine

Durch einen Diabetes mellitus sind 7 EGF-dhnliche Doménen tragende Faktoren herunterreguliert
(Liste der Gene siehe Tab. 9 Kap. 3.5.6.). Zur EGF-Familie selbst gehtren nur 2 der Faktoren
(HBEGF und BTC). Diese binden an den EGF-Rezeptor (EGFR), welcher als Tyrosinkinase
Proliferation, Differenzierung und Zellwachstum reguliert.

HBEGF (heparin-binding EGF-like growth factor) ist durch einen Diabetes mellitus stark
herunterreguliert (FC=0,14). Es wird maximal um den Implantationszeitpunkt herum im luminalen
Epithel des Endometriums und im Bereich der Anheftungsstelle der Blastozyste exprimiert (Das et
al.,, 1994; Yoo et al.,, 1997). Daraus ergeben sich wichtige Funktionen des HBEGF bei der
Dezidualisierung (Chobotova et al., 2005), der Implantation und der friihen Embryonalentwicklung.
Neben dem EGFR bindet HBEGF Heparansulfat-Proteoglykan, welches auf der Oberflache der
Blastozyste exprimiert wird (Raab et al., 1996). Auerdem stimuliert HBEGF in endometrialen
Epithelzellen die Expression der Implantationfaktoren LIF, HOXA-10 und B3-Integrin (Lessey et al.,
2002). Beide Mechanismen verdeutlichen die Funktion des HBEGF bei der Anheftung und
Implantation des Embryos. HBEGF kommt neben der transmembranéren auch als sezernierte Form
vor. Es dient als wichtiger Wachstumsfaktor in der frihen Embryogenese (Martin et al., 1998).

Auch der EGFR-Ligand Betacellulin (BTC) ist stark herunterreguliert (FC=0,16). Sein
Expressionsprofil &hnelt dem des HBEGF, weshalb auch BTC eine Rolle bei der Steuerung der
endometrialen Rezeptivitat zugeschrieben wird (S K Das et al., 1997).

Alle weiteren EGF-ghnliche Domdnen tragenden Proteine sind nicht in der Lage, den EGFR direkt
zu aktivieren, allerdings wurden fiir Versican und Thrombospondin 1 eine indirekte Aktivierung des
EGFR-Signalweges beschrieben (Du et al., 2010; Liu et al., 2009).

Im Rahmen einen maternalen Diabetes mellitus kommt es zu einer Stérung des endometrialen EGF-
Systems. Dies kann miturséchlich sein fiir eine mangelnde endometriale Rezeptivitét, fir Stérungen

der Implantation und friihen Embryonalentwicklung.
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44, Protocadherin 15 im Endometrium

Die Untersuchungen an Protocadherin 15 (PCDH15) ergaben sich aus den Ergebnissen der RNA-
Seg-Daten des Endometriums, in denen sich eine 5,8-fache Herunterregulation der Transkriptmenge
durch Graviditat zeigte. Um die differenzielle Expression und biologische Funktion im Endometrium
aufzuklaren, wurde PCDH15 im Kaninchenmodell und in humanen Uterusschnitten untersucht.

In der vorliegenden Arbeit gelang erstmals der Nachweis von PCDH15 im Endometrium sowohl auf
Transkriptions- als auch auf Proteinebene. Wahrend die Cadherine im Endometrium und ihre Rolle
bei der Rezeptivitat und Implantation bereits gut untersucht sind (Horne et al., 2002; Singh u. Aplin,
2009), waren Protocadherine bisher kaum im Fokus der Forschung. Lediglich Protocadherin 12 und
17 wurden im Endometrium bereits beschrieben (Rampon et al., 2005; Sherwin et al., 2008).

Im Kaninchenendometrium zeigte sich weder im Western Blot noch in der Immunhistochemie ein
Einfluss von Graviditat bzw. Diabetes mellitus auf die PCDH15 Expression. Die Ergebnisse stehen
somit im Widerspruch zu den Transkriptionsdaten der RNA-Seq und verdeutlichen die Relevanz der
Bestétigung der RNA-Seq-Daten auf Proteinebene.

Immunhistochemisch zeigte sich sowohl im humanen als auch im Kaninchenmodell eine
Lokalisation des PCDH15 streng perinukleédr. Dies verwundert, da die Mitglieder der Cadherin-
Familie typischerweise in der Zellmembran lokalisiert sind. Allerdings wurden auch in HeLa-Zellen
(Datenblatt sc-377235, Santa Cruz) sowie in den inneren Haarzellen eine perinukledre Lage des
PCDH15 beschrieben (Senften et al., 2006; Xiong et al., 2012).

Im Kaninchenendometrium konnte im Rahmen der Implantation des Embryos an Tag 7 und 8 p. c.
und der damit einhergehenden Dezidualisierung ein vollstandiges Verschwinden des PCDH15 aus
den Drusenzellen des Str. functionale nachgewiesen werden. Lediglich die nicht dezidualisierten
Epithelzellen des Str. basale blieben positiv flir PCDH15.

In humanen Uterusschnitten zeigte sich eine Zyklusabhangigkeit der PCDH15-Expression mit einem
Maximum in der Sekretionsphase am Tag 16-18 des weiblichen Zyklus.

Uber die biologische Bedeutung des PCDH15 im Endometrium lasst sich derzeit nur spekulieren:
Aufgrund der perinukledren Lage scheint PCDH15 keine Zell-Zell-Adhasion zu vermitteln. Dagegen
wurde fur Protocadherine die Steuerung verschiedener Signaltransduktionswege beschrieben
(Heggem u. Bradley, 2003; Haas et al., 2005; Redies et al., 2005). Die Dynamik der PCDH15-
Expression wéhrend des weiblichen Zyklus und der Implantation des Embryos lassen eine Rolle des
PCDH15 bei der Dezidualisierung des Endometriums und der embryonalen Implantation vermuten.
Weiterhin kommt PCDH15 als sekretorische Form vor (Rouget-Quermalet et al., 2006) und konnte
damit im Uterussekret direkt Einfluss auf den Embryo nehmen. Wéhrend der Embryonalentwicklung
ist fur einige Protocadherine bekannt, dass sie Zellmigration und Gewebsmorphogenese beeinflussen
(Yamamoto et al., 1998; Bradley et al., 1998; Kim et al., 2000).

Mutationen im PCDH15-Gen filhren zum seltenen Usher-Syndrom 1F, einem Krankheitshild,
welches mit Taubheit und Blindheit der Patienten einhergeht. Auswirkungen auf die weibliche

Fertilitat wurden bisher nicht beschrieben.
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5.  Zusammenfassung

Far die embryonale Entwicklung in der Praimplantationsphase und eine erfolgreiche Implantation ist
eine komplexe embryo-maternale Kommunikation notwendig. Das Endometrium stellt Nahrstoffe
und Hormone aus dem mutterlichen Kreislauf zur Verfiigung und steuert Uber die Sezernierung
parakriner Faktoren die embryonale Frilhentwicklung. Ein maternaler Typ-1-Diabetes mellitus fihrt
durch die fehlende Insulinwirkung zu einer Storung dieser embryo-maternalen Kommunikation.
Dies korreliert mit einer Subfertilitat diabetischer Frauen (Casson et al., 1997; Tennant et al., 2014).
In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb der Einfluss eines experimentell induzierten Typ-1-
Diabetes mellitus auf endometriale Faktoren am Modell des Kaninchens untersucht. Zuséatzlich
wurde der embryonale Einfluss auf das Endometrium durch den Vergleich von graviden und
pseudograviden Tieren analysiert.

1. Einfluss von Diabetes mellitus und Graviditat auf Faktoren des Insulin-IGF- und LIF-Systems
im Endometrium:

e Bei graviden Tieren hatte ein Diabetes mellitus keinen Einfluss auf die IGF1- und IGF2-
Transkription. Bei pseudograviden Tieren kam es durch einen Diabetes mellitus zu einem ca.
3- bzw. 4-fachen Anstieg der Expression.

e Ein Diabetes mellitus hatte keinen Einfluss auf die Expression des IGF1R, IGF2R und IR.
Pseudogravide Kaninchen exprimierten den IR und IGF2R starker als gravide Tiere.

e Durch einen Diabetes mellitus kam es zu einer Herunterregulation der IGFBP1-Expression im
Endometrium. Daraus lasst sich eine erhéhte Bioverfigbarkeit der IGFs im embyo-maternalen
ableiten. Auch in den Kaninchenembryonen wurde IGFBP1 exprimiert.

o Auf die Transkription von LIF und LIFR im Endometrium hatten die Faktoren Diabetes
mellitus und Graviditét keinen Einfluss.

Im 2. Teil der Arbeit wurde das Transkriptom des Kaninchenendometriums mittels Next Generation
Sequencing untersucht. Durch den Vergleich gravider, pseudogravider und diabetischer Tiere
wurden neue, fir die embryo-maternale Interaktion relevante Gene und durch einen Diabetes
mellitus beeinflusste Faktoren identifiziert.

e Durch die RNA-Seg-Analyse wurden ca. 35 000 verschiedene Transkripte quantitativ erfasst.
Davon gingen ca. 7 800 Sequenzen (22,4 %) in die Analyse durch DAVID ein.

o Der Vergleich der RNA-Seg-Daten mit den Transkriptionsdaten aus dem ersten Teil der Arbeit
zeigte folgendes: Fir IGF1R, IGF2R und IR stimmten die RNA-Seg-Daten mit den gRT-PCR-
Daten Uberein. Fur IGF1, IGF2, LIF und LIFR lagen keine RNA-Seg-Daten vor. Die
Herunterregulation von IGFBP1 durch Diabetes mellitus konnte in der RNA-Seq nicht
bestatigt werden.

Einfluss der Graviditat

e Durch den Einfluss des Embryos waren 206 Gene differenziell exprimiert, davon waren etwa
gleich viele Gene hoch- bzw. herunterreguliert. Hochregulierte Gene kodierten

Uberdurchschnittlich  haufig fir Membranproteine, darunter Zelladh&sionsmolekiile,
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Glykoproteine und an Glykosylierungsprozessen beteiligte Faktoren. Herunterregulierte
Gene waren in ihrer Funktion divergenter und kodierten Uberdurchschnittlich hdufig fur
Glykoproteine, fiir nach extrazellular sezernierte und Calcium-bindende Proteine. Der
Vergleich mit Studien &hnlichen Designs zeigte eine geringe Trefferquote der
Ubereinstimmung veranderter Gene mit anderen Spezies.

Durch den Embryo wurden hauptséchlich 3 Signaltransduktionswege beeinflusst:

Verandert waren je 6 Faktoren des tight junction-Signalweges, mit starker Herunterregulation
von Claudin 1 (FC=0,13), und des TGF-B-Signalweges, wobei sich fir diesen sowohl
agonistische als auch antagonistische Effekte ergaben. Ebenso verandert waren 3 Faktoren des

Ostrogen-Signalweges mit jeweils hemmendem Einfluss.

Einfluss eines maternalen Diabetes mellitus

Durch einen Diabetes mellitus waren 360 Gene differenziell exprimiert, davon 166 hoch- und
194 herunterreguliert. Hochregulierte Gene lieBen sich der Kategorie "stress response”,
herunterregulierte Gene den Kategorien Zelladhdsion, proapoptotische Faktoren, Vitamin-A-
Stoffwechsel, Wachstum und Immunregulation zuordnen.

Durch einen Diabetes mellitus wurden folgende Signaltransduktionswege beeinflusst:

Der p53-Signalweg wird sowohl gehemmt als auch aktiviert, bekanntester Vertreter ist
MDM2 (FC=0,61). Der TGF-B-Signalweg wird durch die Regulation von TGF-p3 (FC=0,42)
und BMP6 (FC=0,64) inhibiert. Der EGF-Signalweg wird gehemmt durch HBEGF (FC=0,14)
und Betacellulin (FC=0,16).

3. Die Auswertung der RNA-Seg-Daten ergab flir Protocadherin 15 (PCDH15) eine

Herunterregulation um das 5,8-Fache durch Graviditat, weshalb fiir dieses Gen funktionelle

Untersuchungen im Tiermodell und beim Menschen durchgefuhrt wurden:

PCDH15 wurde auf Transkriptions- und Proteinebene erstmalig im Endometrium
nachgewiesen. Das Protein ist in den Driusenepithelien perinukleér lokalisiert.

Im Kaninchenendometrium konnte im Rahmen der Implantation des Embryos an Tag 7 und 8
p. c. immunhistochemisch ein vollstdndiges Verschwinden des PCDH15 aus den Driisenzellen
des Str. functionale nachgewiesen werden. Lediglich die nicht-dezidualisierten Epithelzellen
des Str. basale blieben positiv.

In humanen Uterusschnitten zeigte sich immunhistochemisch eine Zyklusabhangigkeit der

PCDH15-Expression mit einem Maximum des Signals in der Sekretionsphase am Tag 16-18.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die RNA-Seqg-Technologie fur quantitative

Genexpressionsanalysen in der Reproduktionsmedizin eine aussagekréftige Methode ist. Das Ziel,

neue Gene und funktionelle Zusammenhange zu finden, wurde teilweise erreicht. Einschrdnkungen

ergeben sich durch die limitierte Anzahl der Versuchsgruppen und methodische Ausfélle.

Aus der Gruppe der differentiell exprimierten Gene wurde Protocadherin 15 detailierte analysiert

und funktionell untersucht. Mit PCDH15 konnte ein neuer endometrialer Graviditatsfaktor gefunden

und fir die Frau verifiziert werden.
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Thesen

7. Thesen

1. Ein maternaler Typ-1-Diabetes mellitus fihrt zu einer verénderten endometrialen
Genexpression. Daraus resultiert eine gestérte embryo-maternale Kommunikation, welche eine
der Grunde fir die bei diabetischen Mittern bekannte Subfertilitat sein kann.

2. Anders als in der Blastozyste, hat ein maternaler Diabetes mellitus im Endometrium gravider
Kaninchen auf die Faktoren des Insulin-IGF-Systems (IGF1, IGF2) und deren Rezeptoren (IR,
IGF1-R und IGF2-R) keinen Einfluss.

3. Als kompensatorischer Mechanismus zur fehlenden Insulinwirkung ist die IGFBP1-
Transkription im Endometrium diabetischer Kaninchen herunterreguliert. Dies erhoht die
Bioverfligbarkeit der IGFs im embryo-maternalen Raum.

4. Auch die Blastozyste des Kaninchens exprimiert IGFBP1. Im Unterschied zum Endometrium
hat ein Diabetes mellitus in der Blastozyste keinen Einfluss auf die IGFBP1-Transkription.

5. Ein maternaler Diabetes mellitus fuhrt nicht zu Verdnderungen des Implantationsfakors LIF
und dessen Rezeptors LIFR im Endometrium.

6. Die Analyse des Transkriptoms durch Next Generation Sequencing ist eine geeignete Methode,
um quantitative Aussagen zu den Transkriptionsmengen aller in einem Gewebes exprimierten
Gene treffen zu koénnen. Die Aussagekraft der vorliegenden Untersuchung wird durch den
niedrigen Prozentsatz von in die Auswertung eingegangenen Transkripten (22,4 %) und durch
den geringen Umfang der Vergleichsgruppen eingeschrénkt.

7. Bereits die Anwesenheit des Embryos fiihrt in der Praimplantationsphase des Kaninchens zu
Verdnderungen der endometrialen Genexpression. Der Vergleich von graviden und
pseudograviden Tieren ergab 206 differenziell exprimierte Gene. Davon betroffen sind
Glykosylierungsprozesse, Zelladhasionsmolekiile und Faktoren des TGF-B- und Ostrogen-
Signalweges.

8. Next Generation Sequencing ist eine geeignete Methode, um neue, durch einen Diabetes
mellitus beeinflusste Gene im Endometrium zu detektieren: Es wurden 360 Gene durch einen
Diabetes mellitus differenziell exprimiert. Die Uberwiegend herunterregulierten Gene waren
assoziiert mit Zelladh&sion, Apoptose, Wachstum und Signalwegen wie p53, TGF-f und EGF.

9. Erstmalig gelang der Nachweis von Protocadherin 15, einem Mitglied der Cadherin-Familie, im
humanen und im Kaninchenendometrium. PCDH15 ist in den basal liegenden Uterusdriisen
streng perinukledr lokalisiert. Beim Menschen erfolgt die Expression zyklusabhangig mit einem
Maximum der Expression in der Sekretionsphase (Zyklustag 16-18). Beim Kaninchen kommt
es im Rahmen der Implantation zu einem vollstdndigen Verschwinden des PCDH15 aus dem
Str. functionale. Die Ergebnisse lassen eine Funktion des PCDH15 bei der Dezidualisierung des
Endometriums und der embryonalen Implantation vermuten. Als sezernierte Form in das
Uterussekret erscheint auRerdem eine Rolle bei der Praimplantationsentwicklung des Embryos

maglich.

79



LEBENSLAUF

Persénliche Daten

Geburtsdatum
Geburtsort
Adresse
Familienstand

Schulausbildung

1995 - 1999
1999 - 2007

Studium

10/2008-12/2015

August 2010
November 2015
11/2014-10/2015

Praktika

02/2010-03/2013

Marz 2013

02-06/2014

Sonstiges

07/2007-05/2008
seit 04/2011

10/2011-09/2014

Johannes Gabel

23.03.1989

Schlema/Sa.

Martha-Brautzsch-Str.1, 06108 Halle/Saale
ledig

Grundschule Aue-Zelle

Clemens-Winkler-Gymnasium Aue

Studium der Humanmedizin an der MLU Halle-
Wittenberg

1. Staatsexamen der Humanmedizin (Note: 1,0)
2. Staatsexamen der Humanmedizin (Note: 1,0)

Praktisches Jahr in den Fachern Inneren Medizin,
Chirurgie und Anéasthesie

Famulaturen in den Bereichen: Notaufnahme,
Neurologie, Radiologie, Innere Medizin,
Gynékologie und Geburtshilfe, Orthopadie und
Anaésthesie/Intensivmedizin

Teilnahme am ,Lehrgang Tropenmedizin“ am
Universitatsklinikum Jena

Aufenthalt in Kamerun und Arbeit bei der
Entwicklungshilfeorganisation ,,Ascovime*

Auslandsaufenthalt in Australien: ,,work and travel*

Doktorand am Institut fir Anatomie und
Zellbiologie der MLU Halle/Wittenberg unter
Leitung von Prof. Dr. med. Dr. agr. Bernd Fischer

Stipendiat des Deutschlandstipendiums



Selbststandigkeitserklarung

Ich erklare hiermit, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzulédssige Hilfe Dritter und ohne
Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Die aus anderen Quellen direkt
oder indirekt ibernommenen Daten und Konzepte sind unter Angabe der Quelle gekennzeichnet.

Ich versichere, dass ich fir die inhaltliche Erstellung der vorliegenden Arbeit nicht die entgeltliche
Hilfe von Vermittlungs- und Beratungsdiensten (Promotionsberater oder andere Person) in Anspruch
genommen habe. Niemand hat von mir unmittelbar oder mittelbar geldwerte Leistungen fiir Arbeiten

erhalten, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen.

Halle/Saale, den

Erklarung tber friihere Promotionsversuche

Die Arbeit wurde bisher weder im In- noch im Ausland in gleicher oder &hnlicher Form einer

anderen Priifungsbehdrde vorgelegt.

Halle/Saale, den




Danksagung

Die Arbeit wurde am Institut fir Anatomie und Zellbiologie der Medizinischen Fakultat der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg angefertigt. Ich méchte mich bei allen bedanken, die zum
Gelingen der Arbeit beigetragen haben.

Prof. Dr. med. Dr. agr. Bernd Fischer danke ich fiir die Mdglichkeit, meine Doktorarbeit in seiner
Arbeitsgruppe anfertigen zu dirfen. Herzlichen Dank auch fiir seine Unterstiitzung bei der

Bewerbung um das Deutschlandstipendium.

Mein besonderer Dank gilt Frau PD Dr. rer. nat. Anne Navarrete-Santos. Ein Laborpraktikum bei ihr
machte mich neugierig auf das wissenschaftliche Arbeiten und veranlasste mich dazu, meine
Promotion in ihrer Arbeitsgruppe anzufertigen. Danke fiir die Hilfe bei der Auswahl des Themas,
das immer offene Ohr bei Problemen und Fragen, die vielen konstruktiven Gesprache und die sehr

gute Betreuung die ganze Arbeit hindurch.

Ebenso danke ich Dr. rer. nat. Stefan Bauersachs des ,,Laboratory For Functional Gene Analysis*
der Ludwig-Maximilian-Universitat Miinchen fiir die fruchtbare Kooperation und die Bereitstellung

der Next-Generation-Sequencing-Daten.

Danken mdchte ich auch fir die unerschopfliche Unterstiitzung im Labor. Vor allem Sabine
Schrétter und Michaela Kirstein haben mir durch ihre Geduld die Grundlagen der Laborforschung

beigebracht. Ihr kritisches Auge verhalf mir zur nétigen Sorgfalt bei meiner Arbeit.

Danke auch an den Rest der Arbeitsgruppe — Dr. Maria Schindler, Jacqueline Giirke, Mareike
Pendzialek, Dr. Sunje Fischer, Dr. Elisa Hauke und Janine Teller — fur die Unterstiitzung im Labor

und die zahlreichen Verbesserungsvorschlége.

Vielen Dank auch an meine Eltern, die mich das gesamte Studium hindurch finanziell und mental

unterstitzten, und an meine Freunde, die meine Studienzeit unvergesslich werden lief3en.



