Untersuchungen zum Einfluss endometrialer
Claudin3- und Claudin10-Defizienz auf die
Implantation und Embryoentwicklung anhand

von Knockout-Mausmodellen

Inaugural-Dissertation
zur
Erlangung des Doktorgrades
Dr. rer. nat.

der Fakultat fir Biologie
an der
Universitat Duisburg-Essen

vorgelegt von
Susanne Grund

aus Castrop-Rauxel

April 2021



o UNIVERSITAT
DEUS ISSEBNU R G
ucFUnIiico

universitats
Ub | bibliothek

Duisburg-Essen Publications online

Diese Dissertation wird via DUEPublico, dem Dokumenten- und Publikationsserver der
Universitét Duisburg-Essen, zur Verfiigung gestellt und liegt auch als Print-Version vor.

DOI: 10.17185/duepublico/74919
URN: urn:nbn:de:hbz:464-20211108-142415-1

Alle Rechte vorbehal ten.

Die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Experimente wurden am Institut far

Anatomie des Universitatsklinikums Essen durchgefihrt.

1. Gutachter: Prof. Dr. Ruth Grimmer
2. Gutachter: Prof. Dr. Alexandra Gellhaus
Vorsitzender des Prufungsausschusses: Prof. Dr. Andrea Vortkamp

Tag der mindlichen Prifung: 07.09.2021


https://duepublico2.uni-due.de/
https://duepublico2.uni-due.de/
https://doi.org/10.17185/duepublico/74919
https://nbn-resolving.org/urn:nbn:de:hbz:464-20211108-142415-1

Science is simply the word we use to describe a method of

organising our insatiable curiosity

- Tim Minchin



Inhaltsverzeichnis

ADKUIrZUNGSVEIZEICNNIS .ooiiiiiiiiiiieeeeeeee 8
ADDIIdUNGSVErZEICNNIS .o 10
TabellenNVerzZEICNNIS ... 12
L BN @ITUNG -ttt 13
1.1 Mechanismen zur Etablierung einer Schwangerschaft..............cccccccviiiiiiii i, 13
1.1.1 Der rezeptive Uterus und die Embryoimplantation in Mensch und Maus .............. 13
1.1.2 DezZIAUAIISIEIUNG ...uue e e e e et e e e e e e e e e ae e e e e e 17

1.1.3 Die Differenzierung des Trophoblasten und die friihe Plazentation in der Maus ...19

7 T | o1 010 Tod (o] o R 21
1.2.1 Aufbau und Funktion der Tight JUNCHONS...........ccovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 21
1.2.2 ClAUINEG ..ottt 25
2 N @ T [ S [ o 4 o | Tt 0 29

1.2.4 CldnKO-Mausmodelle zur Aufklarung der Claudin-Funktionen und deren Rolle in der
L=V 0] o o 1= 31

1.3 Die Bedeutung von TJ-Proteinen im zyklischen Endometrium sowie in der

SChWANGEISCNAT ... 33
2. ZIBISBIZUNG ..ttt e 36
3. Material Und MENOTEN ......coiiiiie e 38

O 1V = (=T = TP P PRSP PPPPPPPPPPPPP 38

3.1.1 VerbrauChSMAaterial ...........oouuiiiiiiiee e 38
3.1.2 Chemikalien und REAJENZIEN .......ouuuiiii e e e e e eeeees 39
00 I 3 £ P SSEPPPPPPN 40
TN O 1= - = PSPPI 40

G TNt R U |1 = USRS 41
G = 1 o o = o 1 42
3.2.1 Tierexperimentelle ArDEItEN ...........u e 42
3.2.1.1 Versuchstiere und Tierhaltung ..........ooouuiiiii e 42
3.2.1.2 Zucht der MauSStAMME .........cooviiiiiiiiiiii e 43
3.2.1.3 Gewichtsbestimmung postnataler und adulter Tiere...........ccccovvvvvviiiiiiinnnnnnn. 43



3.2.1.4 Terminierte Verpaarung und PIug-ChecK .............cooeeiiiiiiiiiiiiicie e, 44

3.2.1.5 ZyKIUSDESHIMMUNG ... .ceeiiieeiiiee e e e et e e e e e e eanaaa s 44
3.2.1.6 Ultraschalluntersuchungen an der Maus ..............ciieeiiieeeiieeiiiiiie e, 45
3.2.1.7 GeWEDEENINANME.......oiiiiiiiii e 45
3.2.2. HistologisChe MEthOUEN ........ccooiiiiiiie e e e e e eaanes 46
3.2.2.1 Anfertigung von Gewebeschnitten............cccovviiiiii 46
3.2.2.2 HAmatoxylin-EoSIiN-FarbuNng............cccoiiiiiiii 47
3.2.2.3 Immunfluoreszenzfarbung............cooovviiiiiiii 48
3.2.2.4 MIKIOSKOPIE......cceiiiiieiieeee e 50
3.2.3. Molekularbiologische Methoden ... 50
I T N 1= T aTo 4 o115 (=T £ T RO 50
3.2.3.2 TranskriptoOmManalySe........ccuuiuiiiii i 52
31202 SEALISTIK. ... 53
O e o T=T o] =YY= PSP 54

4.1 Lokalisation des Cldn3-Proteins im zyklischen Endometrium und bei der Plazentabildung
LI =T YA I T £ TSR 54

4.1.1 Lokalisation von Cldn3 im zyklischen Endometrium.............ccooeeiiiiiieeeen 54

4.1.2 Lokalisation von Cldn3 in der Dezidua und in der Plazenta der frihen

SCNWANGEISCNAT. ... e 55

4.1.3 Lokalisation von Cldn3 in der Dezidua der reifen Plazenta der spaten

SCNWANGEISCNATT. ... e 56
4.2 Untersuchungen zur Rolle von endometrialem Cldn3 in einem Cldn3KO-Mausmodell59

4.2.1 Nachweis des endometrialen Cldn3-Knockouts mittels Immunfluoreszenzfarbungen

4.2.2 Auswirkung der Cldn3-Deletion auf die Fertilitat ..., 60

4.2.3 Einfluss der Cldn3-Deletion auf die Implantation, Dezidualisierung und

EMDBryoentWiCKIUNG .......ee e 63
4.2.3.1 Die Cldn3-Deletion beeintrachtigt Dezidualisierung und Trophoblastinvasion 63
4.2.3.2 Beeintrachtigigung der friithen Plazentation durch Cldn3-Deletion.................. 67

4.2.3.3 Die Cldn3-Deletion beeintréchtigt das Embryowachstum, nicht jedoch die reife

(A F= VA=) o] = PP 68



4.2.3.4 Untersuchung des Schwangerschaftsverlauf der Cldn3KO-Tiere mittels

URFASCRAUL. ... e 70
4.2.3.5 Einfluss der Cldn3-Deletion auf die Vaskularisierung der Dezidua.................. 72
4.2.4 Cldn4 als mogliches kompensatorisches Protein in Cldn3KO-Mausen ................. 75
4.2.4.1 Cldn4 im zyklischen Endometrium von Cldn3KO- und WT-Mausen............... 76

4.2.4.2 Cldn4-Expression wahrend der Implantation und Plazentabildung in Cldn3KO-
UNG WT=MEBUSEN ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 77

4.2.5 Differentielle Genregulierung in der Dezidua der Cldn3KO-Mé&use im Vergleich zur

4.3 Untersuchungen zur Rolle von Cldn10 in einem Endometrium-spezifischen KO-

Y= TE ] g T o (= | PP PP P PP PPPPPPPPPPPON 85
4.3.1 Expression von Cldn10 im zyklischen Endometrium...........ooooveiiiiiiieeeeeen 85

4.3.2 Erzeugung des Knockouts durch Einkreuzung des Cre-Gens in die gefloxte Cldn10-

Y= TE ] T L= PP PP PP PP PPPPPPPPPPPPN 86
4.3.3 Nachweis des Endometrium-spezifischen KnoCKouts ..., 89
4.3.4 Reproduktionseffizienz der CIAN10KO-MEUSE .........cevvvviiiieeeiiieeiiiiaee e eee e 93

D DISKUSSION L.t 98
5.1 MAUSMOEIIE ...ttt e e e e e e e e e 98
5.2 Auswirkungen der Cldn3-Deletion auf die Reproduktion ............ccccceeeeiiiiiiiiiiiineneeen., 100

5.2.1 Cldn3-Expression im zyklischen Endometrium und in der Schwangerschaft bei WT-

Y EoTU <] o E PP UPPPTTR 100
5.2.2 Auswirkungen der Cldn3-Deletion auf die Fertilitat .................ocooiiiiiiinn i, 102

5.2.3 Auswirkung der Cldn3-Deletion auf die Dezidualisierung und Trophoblastinvasion

.................................................................................................................................... 108
5.2.5 Cldn3-Deletion hat keinen Einfluss auf die Vaskularisierung der Dezidua .......... 109
5.2.6 Cldn4 als mdgliches kompensatorisches Protein in Cldn3KO-Mausen. ............... 110

5.2.7 Differentielle Genregulierung in der Dezidua der Cldn3KO-Mause im Vergleich zur
LA I Y = 10 £ S PP PPPT PPN 112

5.3 Auswirkungen einer endometrialen Cldn10-Deletion auf die Reproduktion ............... 116



5.3.1 Erzeugung eines Endometrium-spezifischen Cldn10-Knockouts mittels des Cre-lox-

01 (=1 2 PP PP PPPPPPRN 116
5.3.2 Einfluss der Cldn10-Deletion im Endometrium auf die Fertilitat........................... 117

Yol o1 (V1S3 (0] [0 =T £ U Vo 120
6. ZUSAMMENTASSUNG ...coiiiiiiiiiei e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e earaans 122
S 101011 >V USSP 123
8. LIteraturVerZEICINIS .......oi i 124
0. AN BN e 137
PUBD ITKAEIONMEIN ...t 142
DN S AU ..ttt 143
LI ENSTAUT ..t 144
[ G- TV g o SRR 145



Abkurzungsverzeichnis

BMP

bp

bTJ
CAM
CEACAM
Cldn
CPE

Da

DNA
dpc

EC

ER

FGF
FHHNC
FOXO
HB-EGF
HE

HH

Hox

ICM

g
IGFBP
ihh

I

Jam

Klk

LIF
MAGUK
MAP kinase

marvel

MDCK
MET

bone morphogenetic protein

Basenpaar

bicellular tight junction

cell adhesion molecule
carcinoembryonic antigen-related adhesion molecules
Claudin

Clostridium perfringens Enterotoxin
Dalton

Desoxyribonukleinsaure

days post coitum

ectoplacental cone, Ektoplazentarkonus
estrogen receptor, Ostrogenrezeptor
fibroblast growth factor
Hypomagnesiamie-Hyperkalziurie-Nephrokalzinose
forkhead box O1

Heparin-binding EGF-like growth factor
Hematoxylin-Eosin

Hedghog

Homoobox

inner cell mass

Immunglobulin

insulin-like growth factor-binding protein
Indian hedgehog

Interleukin

junction adhesion molecule

kallikrein (related peptidase)

leukemia inhibitory factor

membrane associated guanylate kinase
mitogen-activated protein kinase

MAL and related proteins for vesicle trafficking and membrane
linking

Madin-Darby canine kidney-Zellen
mesemchymal-epithelial transition



MLCK

MW

NISCH

OAP1

PBS

pc

PDZ
PDZ-Domane

Pgof
PKA
PKC
Plac
Plet
PR
PRL
Psg

RIF
RNA
SD
SDZ
TAMP
TER
TGC

TJ

tTJ
uNK
WNK
YAP
ZNS/PNS
ZO
ZONAB

myosin light chain kinase

Mittelwert

Neonatales Ichtyose-Sklerosierende-Cholangitis
outer surface protein-assosiated protein 1
phosphate buffer saline

post coitum

primary decidual zone, primare Dezidua

Post synaptic densioty protein, Drosophila disc large tumor
suppressor, zonula occludens-1 protein domain
placental growth factor

Proteinkinase A

Proteinkinase C

placenta specific protein

placenta expressed transcript

progesterone receptor, Progesteronrezeptor
Prolaktin

pregnancy specific glycoprotein, Schwangerschafts-spezifisches
Glykoprotein

recurrent implantation failure

Ribonukleinsaure

Standardabweichung

secondary decidual zone, sekundare Dezidua
tight junction associated marvel proteins
transepithelial resistance, transepithelialer Widerstand
trophoblast giant cell, Trophoblastriesenzelle
tight junction

tricellular tight junction

uterine naturliche Killerzellen

with no lysine kinase

Yes-associated protein

zentrales/peripheries Nervensystem

zonula occludens

Z0O-1 associated nucleic acid binding protein



Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Embryoimplantation bei Maus und MensCh. ... 16
Abb. 2: Schematische Darstellung der am Aufbau von Tight-Junctions beteiligten Proteine. 24
Abb. 3: Molekulare Struktur der Clauding. ..........coooeeiiiiiiiiiee e e 27
Abb. 4: Immunfluoreszenzfarbungen fur Cldn3 an Endometriumgewebe von WT-M&usen in
unterschiedlichen Phasen des OStrUSZYKIUS. ............ccueiveiieriieieiie it 55
Abb. 5: Immunfluoreszenzfarbungen fur Cldn3 an Implantationskammern von WT-Mausen
ZUM ZEPUNKE 10,5 TPC. .o 57
Abb. 6: Immunfluoreszenzfarbungen fur Cldn3 an Plazentagewebe von WT-Mausen zum
ZEIPUNKE 17,5 APC. .. it e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e eatrbaaaaeaaeas 58
Abb. 7: Immunfluoreszenzfarbungen fur Cldn3 an Endometriumgewebe von WT-Mausen (a-
(o) V] aTo @ o [aTe] (@ RV - TU Y=t o [ (o ) TP 60
Abb. 8: Darstellung der Fertilitatsparameter von Cldn3KO-Mausen im Vergleich zu WT-
(00 11 0] 1= o T 62
Abb. 9: Postnatale Gewichtsentwicklung (a) und Gewichte adulter Tiere (b) von Cldn3KO- im
VergleiCh ZU WT-MEUSEN. ......ccooeiiiiiiii e e e s e e e e e e e e e et e s e e e e e e e eeaatbaaaaeaaeeesnees 62

Abb. 10: Anzahl und Gewichte der Implantationskammern von Cldn3KO-Mausen im Vergleich

zu WT-Mausen an Tag 6,5 PC UNA 8,5 PC...cceeeeeieiiieeeeeeeeeeeeee e 64
Abb. 11: Histologische Untersuchung der Implantationskammern von Cldn3KO- im Vergleich
ZU WT-MAUSEN 8N TaAg 8,5 PC. .. eeiiiieiiiiiei ettt ettt e e e e e e 66
Abb. 12: Histologische Untersuchung der Implantationskammern von Cldn3KO- im Vergleich
ZU WT-MAUSEN 8N Tag 10,5 PC. oiiieiiiiiiie ettt e e e e e e nn e e e 68
Abb. 13: Histologische Untersuchung der Plazenten von Cldn3KO- im Vergleich zu WT-
Mausen an Tag 14,5 pc (a, b) und 17,5 PC (C, d). corrreerreiieiiiee e 69

Abb. 14: Gewichte der Embryonen und korrespondierenden Plazenten von Cldn3KO- im
Vergleich zu WT-M&USEN an Tag 17,5 PC..cvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 70
Abb. 15: Ultraschalluntersuchungen von Implantationskammern zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Schwangerschaft von Cldn3KO- im Vergleich zu WT-Mausen.................... 71
Abb. 16: Immunfluoreszenzfarbungen fur Cldn3 und CD31 an Implantationskammern von WT-
Mausen zum Zeitpunkt 10,5 PC. .. .o eeiiieieiiiee e 73
Abb. 17: Immunfluoreszenzfarbungen fir Cldn3 und CD31 an Plazentagewebe von WT-
Mausen zum ZeitpunKE 17,5 PC. .. o ieeiieieiiiiee e 74
Abb. 18: Immunfluoreszenzfarbungen fir CD31 an Implantationskammern von WT- und
Cldn3KO-Mausen zum Zeitpunkt 8,5 APC. ... iiiiiiiiiiiiie e 75
Abb. 19: Immunfluoreszenzfarbungen fur Cldn4 an Endometriumgewebe von WT- (a-h) und

Cldn3KO-Mausen (i-p) in unterschiedlichen Phasen des OstruszykIus.............cccccuveeveenen. 77

10



Abb. 20: Immunfluoreszenzfarbungen fir Cldn4 an Implantationskammern von WT- und

CldN3KO-MEAUSEN AN 8,5 APC. ..uuuiieeeiiiieiiiiii e e e e e et e e e e e e e e et e e e e e e e e eaereaaaaas 78
Abb. 21: Immunfluoreszenzfarbungen fir Cldn4 an Implantationskammern von WT-(a,c) und
Cldn3KO-(b,d) Mausen an 10,5 dPC. ...ccuuvuuiiiiiieeeieeecee e e e e e e 79
Abb. 22: Immunfluoreszenzfarbungen fur Cldn4 in Plazentagewebe von WT- (a) und Cldn3KO-
Y E U Y=t oI (o) I= L I S Yo | Lo 80

Abb. 23: Gesamtzahl regulierter Gene und Darstellung der in der Cldin3KO-Maus regulierten
GENE @IS VOICANO PIOL. ...ttt 81

Abb. 24: Immunfluoreszenzfarbungen fir Cldn10 an Endometriumgewebe von Wildtyp

Mausen in unterschiedlichen Phasen des OStruszyKIUS. .............ccceoveiieieecieiie i, 86
Abb. 25: Etablierung der Genotypisierung hinsichtlich des ,flox“- und Cre-Gens. ................. 87
Abb. 26: Kreuzungsschema zur Generieung einer Endometrium-spezifischen Cldn10KO-Maus
(L Ta O == s TR 88
Abb. 27: Verteilung der Genotypen bei der Zucht der Cldnl0KO-Mause und
Geschlechterverteilung in der Fa-Generation. ................uuuuuuuiiumimiiiiiiiiiiiiiiiiiienieneeeeeeeeeeeeeeeees 89

Abb. 28: Immunfluoreszenzfarbungen fur Cldn10 an Endometriumgewebe von WT-Mausen

(a-b) und ClANLOKO-MAUSEN (C-0). ...uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb ennneee 90
Abb. 29: Immunfluoreszenzfarbung fir Cldn10 an Gewebe von Implantationsstellen an Tag
6,5 pc von WT- (a, ¢) und Cldn10KO-Mausen (b, d).......cooooriiiiiiiiiiiieeeeceee e, 91
Abb. 30: Immunfluoreszenzfarbungen fur Cldn10 an Kolongewebe von WT-Méausen (a-b) und
CldNL1OKO-MEUSEN (Co0)...eeeeiiiiiiiieeee e e e e e e et s e e e e e e e e e e e et eeeeaeeesassta e s e eeaaeeseessannaans 92
Abb. 31: WurfgroRen der Cldn10KO-Mause und entsprechender Kontrollen......................... 94
Abb. 32: Uteri der Cldn10KO-Mause und WT-Kontrollen zu verschiedenen Zeitpunkten der
friihen Schwangerschaft von 5,5 dpc bis 8,5 dPC......c.ooviiiiiiiiiie e 95
Abb. 33: Schwangerschaftsraten der Cldn10KO-Méause im Vergleich zu den WT-Kontrollen.
............................................................................................................................................. 96
Abb. 34: Histologische Untersuchung der Implantationskammern von Tag 5,5 pc bis 8,5 pc
von Cldn10KO- im Vergleich zu WT-MAUSEN. .........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 97

11



Tabellenverzeichnis

Tab. 1: Liste der CldnKO-Mausmodelle und deren assoziierte humane Krankheitsbilder. ....33
Tab. 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien. ...........cooii i 38
Tab. 3: Verwendete Chemikalien und Reagenzien. ... 39
Tab. 4: Verwendete kommerzielle KitS. ......coovrieiiiiiiii e e 40
Tab. 5: VEerwendete GEIALE. .......ccooiiiiiiiiiii et e e e e e e e e e e e e eaneaa e eeeeas 40
Tab. 6: Mausstamme und ihre Herkunft. ... 43
Tab. 7: Liste der verwendeten Primar- und SekundarantikOrper. ..o, 49
Tab. 8: PCR-Anséatze zur Genotypisierung der Mause mithilfe des Gewebe-PCR-Kit Extract-
I Y T o SN 51
Tab. 9: Primersequenzen zur Genotypisierung der MAUSE. ......cccoeeevivveiiiiiiiieeeeeeeiiie e 51
Tab. 10: PCR-Programm zur GENOtYPISIEIUNG. ...uvuueiieeeeeieeiiiiiiie e e e eeeeeettine s e e e e e e eanraaa e e e e 52
Tab. 11: Darstellung der jeweils 20 starksten hoch- bzw. herunterregulierten Gene in der
Cldn3KO-Maus im Vergleich Zu WT-MaUS. ..........oouiiiiiiiii i 82
Tab. 12: Auflistung einer Auswahl an regulierten Genen in der Dezidua der Cldn3KO-Maus.
............................................................................................................................................. 83
Tab. 13: Auflistung der in dem Transkriptom-Assay enthaltenen und untersuchten Claudine.
............................................................................................................................................. 84
Tab. 14: Gesamtliste der differenziell regulierten Gene in der Dezidua der Cldn3KO-Maus im
Vergleich ZUur WT-MaAUS. ........cooiiiiiiiii e 137

12



Einleitung

1. Einleitung

Fur die erfolgreiche Etablierung einer Schwangerschaft stellt die Implantation des
Embryos in das maternale Gewebe einen der ersten kritischen Schritte dar. Hierdurch
wird der direkte Kontakt zwischen Embryo und Endometrium hergestellt, der zur
Ausbildung einer engen Symbiose zwischen dem kindlichen und mditterlichen
Organismus flihrt, bei der eine Vielzahl zeitlich und raumlich prazise regulierter
Mechanismen auf struktureller und molekularer Ebene stattfinden missen. In der
Anpassung an diese Herausforderungen besitzt das Endometrium auf3ergewdhnlich
plastische Eigenschaften. Im Rahmen des hormonellen Zyklus erfahrt es drastische
physiologische Umstrukturierungen, die das Endometrium in einen rezeptiven Zustand
bringen, der die Embryoimplantation ermdglicht. Wahrend der Implantation reguliert
das endometriale Stroma die Trophoblastinvasion und versorgt den Embryo mit
Nahrstoffen. Einhergehend mit der strukturellen Verdnderung des Endometriums
findet eine wesentliche Anderung der Zusammensetzung der Zell-Zellkontakte im
endometrialen Epithel und Stroma statt, welche einen wichtigen Beitrag zur
Etablierung und Aufrechterhaltung der Schwangerschatft leistet. Fehlregulationen bei
diesen Prozessen kdnnen zu einer gestorten Implantation und einer fehlerhaften
Ausbildung der Plazenta fuhren, was schwerwiegende Folgen fur Mutter und Kind

haben kann.

1.1 Mechanismen zur Etablierung einer Schwangerschaft

1.1.1 Der rezeptive Uterus und die Embryoimplantation in Mensch und Maus

Die Gebarmutterschleimhaut (Endometrium) setzt sich aus endometrialen
Stromazellen, luminalen und glanduléren Epithelien, Immunzellen und Endothelzellen,
die die Vaskulatur des Endometriums bilden, zusammen. Unter gesunden
physiologischen Umstanden durchlauft das Endometrium unter der hormonellen
Kontrolle von Progesteron und Ostrogen eine zyklische Remodellierung (de Ziegler et
al., 1998; Gellersen und Brosens, 2014). In der meisten Zeit des Zyklus ist das

Endometrium nicht rezeptiv und eine Blastozystenimplantation ist nicht mdglich. Dies
13



Einleitung

kann nur in einem relativ kurzen Zeitraum geschehen, der als Implantationsfenster
(implantation window*) bezeichnet wird. Beim Menschen beginnt diese rezeptive
Phase am neunten Tag nach der Ovulation und dauert zwischen drei und funf Tagen
an (Wilcox et al., 1999). In der Maus ist das Implantationsfenster kiirzer und dauert
weniger als 24 Stunden an, beginnend an Tag 4,5 pc (Gellersen und Brosens, 2014;
H. Wang und Dey, 2006). Nach diesem Zeitraum ist eine Implantation der Blastozyste
nicht mehr madglich (Cha und Dey, 2014). Transplantationsexperimente konnten
zeigen, dass die Blastozyste in eine Vielzahl von Geweben implantieren kann, in den
Uterus jedoch nur bei korrekter hormoneller Vorbereitung des Gewebes oder
Beschadigung des luminalen endometrialen Epithels (Cowell, 1969; Fawcett et al.,
1947; Kirby, 1963). Bei Frauen, die sich einer Fruchtbarkeitsbehandlung mit
kunstlicher Befruchtung unterziehen, wird vermutet, dass das Fehlschlagen der
Embryoimplantation (recurrent implantation failure, RIF) an einer fehlerhaften
Synchronisierung des Embryos und des rezeptiven Uterus liegt (C. T. Valdes et al.,
2017). Hierbei scheint die Regulation der Lange des Implantationsfensters durch

Ostrogen ein wichtiger Faktor zu sein (Ma et al., 2003).

Auch wenn sich die physiologischen Vorgange bei der Implantation im Menschen und
in der Maus in gewissen Punkten unterscheiden, ist das grundlegende Prinzip sehr
ahnlich. Im Rahmen einer hormonell gesteuerten physiologischen und molekularen
Umstrukturierung des Endometriums wird das Gewebe auf die Implantation des
Embryos vorbereitet. Diese Schritte sind essenziell fir die erfolgreiche Etablierung
einer Schwangerschaft und diese zu verstehen tragt dazu bei, Komplikationen in der
Schwangerschaft oder in der assistierten Reproduktion entgegenzuwirken. Die frihen
Vorgange bei der Implantation des Embryos kdnnen allerdings beim Menschen aus
ethischen Grinden nicht untersucht werden. Hier fungiert die Maus aufgrund ihrer
Ahnlichkeit zum Menschen als guter Modellorganismus.

In Mausstudien konnten einige Signalmolekile identifiziert werden, die als autokrine,
parakrine und juxtakrine Faktoren agieren, die die uterine Rezeptivitat regulieren (H.
Wang und Dey, 2006): Hierbei stellen Ostrogen und Progesteron die Hauptfaktoren
dar, die sowohl in der Maus als auch im Menschen eine Schltsselrolle spielen (Ozturk
und Demir, 2010). Deren Effekte werden im Endometrium hauptsachlich durch die

nuklear lokalisierten Rezeptoren ERa und PRA und PRB vermittelt (Couse und

14



Einleitung

Korach, 1999; Mulac-Jericevic et al., 2000). Als wichtiger Faktor wurde auch die
Expression des Zytokins LIF (leukemia inhibitory factor) postuliert, das bei der
Implantation zunachst in den uterinen Drusen exprimiert wird, und das dann spezifisch
an Tag 4 pc in Stromazellen, die die Blastozyste umgeben, induziert wird (Song et al.,
2000; Stewart et al., 1992). Ebenso konnten die Homéobox-Proteine HoxalO und
Hoxall in den Stromazellen wahrend der rezeptiven Phase gefunden werden (Hsieh-
Li et al., 1995; Satokata et al., 1995). Eine Beteiligung der HH(hedgehog)-, WNT- und
BMP(bone-morphogenetic-protein)-Signaltransduktionswege an der Herstellung der

uterinen Rezeptivitat konnte ebenfalls gezeigt werden (H. Wang und Dey, 2006).

Der Implantationsprozess wird sowohl beim Menschen als auch bei der Maus in drei
Abschnitte unterteilt (Enders und Schlafke, 1969): Die Apposition, bei der sich die
Blastozyste unter Bildung von lockeren Bindungen am luminalen Epithel anlagert, die
Adhasion, bei der festere Bindungen gebildet werden und die Invasion des Embryos,
bei der das Epithel iberwunden wird und der Trophoblast in das endometriale Stroma
einwachst.

Beim Menschen adhériert der polare Trophoblast an das Uterusepithel und penetriert
durch das Epithelium in das darunterliegende Stroma (Aplin und Ruane, 2017; Fisher
und Damsky, 1993). Die aul3eren Trophoblastzellen verschmelzen zum
Synzytiotrophoblasten, die inneren bilden den Zytotrophoblasten (Turco und Moffett,
2019).

Bei der Maus positioniert sich die Blastozyste auf der antimesometrialen Seite des
Uterus, wobei an den voraussichtlichen Implantationsstellen der Wnt/[3-Signalweg
aktiviert wird, welcher notwendig fur die Implantation ist (Mohamed et al., 2005). Das
luminale Epithel schlie3t sich um die Blastozyste und bildet so die
Implantationskammer. Fur diese ,closure reaction®, die auch blastozystenunabhangig
in scheinschwangeren Tieren stattfinden kann (H. Wang und Dey, 2006), sind
Mitglieder der Familie der SMAD-Proteine essenziell (Rodriguez et al., 2016). Die
Epithelzellen, die mit dem Trophektoderm in Verbindung stehen, unterlaufen einige
Stunden nach der Adh&sion den Prozess der Apoptose oder wie neuere Studien
zeigen der Entose (Enders und Schlafke, 1969; Li et al., 2015; Parr und Parr, 1989).
Die Epithelzellen, die nicht mit dem Trophektoderm in Verbindung stehen, kommen mit
den gegeniberliegenden Epithelzellen der Implantationskammer in Kontakt und gehen

ein oder zwei Tage spater ebenfalls durch Apoptose zugrunde (Joswig et al., 2003;
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Welsh und Enders, 1991a). Die muralen Trophoblastzellen differenzieren zu primaren
Trophoblastriesenzellen (trophoblast giant cells, TGCs), die mit dem Stroma des
Endometriums in Kontakt treten und dieses invadieren (Bevilacqua et al., 2014).

Diese Prozesse bei der Adhéasion und frihen Embryoimplantation von Maus und

Mensch sind schematisch in Abb. 1 dargestellt.

b Jaminale Trophektoderm
Epitheizellen

a

luminales
Endometnum-
epithel

o|o|o|Oo|o|o|o|Oo|O

d

Trophektoderm

£ L)) apoptotische
— Epithelzellen

luminales Endometriumepithel
primarer Synzytiotrophoblast

Abb. 1: Embryoimplantation bei Maus und Mensch. Bei der Maus umschlie3t das luminale Epithel nach der
Apposition die Blastozyste und bildet die Implantationskammer (a). Die Epithelzellen, die mit dem Trophoblasten in
Berlihrung kommen, gehen innerhalb eines Tages zugrunde (b). AnschlieRend invadieren Trophoblastriesenzellen
in das Endometrium (c). Beim Menschen adhariert die Blastozyste punktuell an das luminale Epithel (d), es bildet
sich die trophoblastic plate (e), und der Trophoblast invadiert durch das Epithel in das darunterliegende Stroma (f).
Verandert nach Aplin und Ruane (2017).

Auf molekularer Ebene konnten einige Molekule identifiziert werden, die an der
Apposition, bzw. Adhasion der Blastozyste beteiligt sind, von denen einige Beispiele
folgend genannt werden sollen.

Einige Vertreter der CAM (cell adhesion molecules)-Proteine spielen eine wichtige
Rolle bei der Implantation. Eine Vielzahl von Integrinen konnte im humanen luminalen
und glandularen Epithel nachgewiesen werden (Klentzeris et al., 1993; Lessey et al.,
1992), wobei einige eine hormonell regulierte zyklische Abhangigkeit zeigen (Achache
und Revel, 2006; Lessey et al., 1994), und auch im humanen Trophoblasten sind
Vertreter der Integrine exprimiert (J. Wang und Armant, 2002). Dem Integrin aV33 wird
eine besondere Wichtigkeit zugeschrieben, da dessen Inhibition bzw. Knockdown in
vitro und in vivo zu einer Reduktion der Embryoadhdasion fuhrt (lllera et al., 2000;
Kaneko et al., 2011) und dessen veranderte Expression mit ungeklarter

Unfruchtbarkeit assoziiert wird (Tei et al., 2003). Neben Integrinen werden auch L-
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Selektin und E-Cadherin im rezeptiven Endometrium, bzw. im Trophoblasten
exprimiert (H. Wang und Dey, 2006).

Es wird vermutet, dass der Trophinin-Tastin-Bystin-Komplex, welcher in letzter
Konsequenz nach Bindung im Trophektoderm ein Proliferationssignal und im Epithel
Apoptose auslosen soll, einer der entscheidenden Mechanismen der
Trophoblastenadhasion sein soll (Aplin und Ruane, 2017; Tamura et al., 2011).
Trophinin wird im murinen Trophoblasten und im humanen rezeptiven Uterus
exprimiert, jedoch fuhrt ein Trophinin-Defizit nicht zur Unfruchtbarkeit (Nadano et al.,
2002).

Weitere fir die Embryoimplantation essenzielle Molekiile stammen aus der Familie der
Zytokine (LIF, IL-6 und IL-1) und der Prostaglandine (Achache und Revel, 2006).

1.1.2 Dezidualisierung

Ein wesentlicher Prozess bei der Etablierung der Schwangerschaft ist die
Dezidualisierung des endometrialen Stromas. Der Dezidua werden eine Reihe von
Funktionen zugesprochen, wie den Embryo mit Wachstumsfaktoren und Zytokinen,
die seine Entwicklung unterstitzen, zu versorgen, seine Invasion zu kontrollieren und
ihn immunregulatorisch vor der maternalen Immunabwehr zu schitzen (Ramathal et
al., 2010).

Eine regelrechte Ausbildung der Dezidua ist zudem der Grundstein flr die Entwicklung
der Plazenta und deren Anschluss an die maternale Vaskulatur und somit fir die
Erndhrung des Embryos im weiteren Verlauf der Schwangerschaft (Plaisier, 2011;
Watson und Cross, 2005; Welsh und Enders, 1987, 1991b)

Die Dezidualisierung ist ein Prozess, der sowohl beim Menschen als auch in der Maus
stattfindet und in beiden Organismen vergleichbare Funktionen erfillt. Eine fehlerhafte
Dezidualisierung kann in beiden Organismen zu einer beeintrdchtigen Implantation,
einer Wachstumsretardierung des Embryos und einer fehlerhaften Ausbildung der
Plazenta fuhren, was oft fatale Folgen flr Mutter und den sich entwickelnden Fotus
hat. Auch hier dient die Maus daher als ein guter Modellorganismus flr

Untersuchungen an der Dezidua in vivo.

Beim Menschen wird der Prozess der Dezidualisierung bzw. die Pré&-Dezidualisierung
(Rock und Bartlett, 1937) humaner endometrialer Stromazellen bereits post-

ovulatorisch in der Sekretionsphase unter dem Einfluss vom Progesteron auch ohne
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die Anwesenheit einer Blastozyste initiiert, und bildet sich zu Beginn einer
Schwangerschaft durch den Kontakt mit dem frihen Embryo vollstandig aus
(Gellersen und Brosens, 2014). Die hormonelle Regulation erfolgt Uber die
Steroidhormonrezeptoren, die als Transkriptionsfaktoren fur eine Reihe von Genen
wirken, die fur die Dezidualisierung von Bedeutung sind. An Mausmodellen wurde
untersucht, welche downstream aktivierten Gene von Progesteron und Ostrogen einen
Einfluss auf die Dezidualisierung haben kdnnen. Zum einen zeigen PR-Knockout-
Mause den Phanotypen eines nicht-rezeptiven Uterus, der bei artifizieller
Dezidualisierung keine Reaktion zeigt (Conneely et al., 2001; Lydon et al., 1995). ERa-
Knockout-Mause hingegen zeigen einen unterentwickelten Uterus, der eine
Blastozystenadhasion nicht unterstutzt (Lubahn et al., 1993). Einige downstream
regulierte Gene, die eine Rolle bei der Dezidualisierung spielen, sind beispielsweise
der Transkriptionsfaktor C/EBP3, Hoxal0 und -11, BMP2, Wnt4, Ihh (indian hedghog)
und COUP-TFIl (Ramathal et al., 2010). Einige Regulatoren, die nicht priméar unter
dem Einfluss von Progesteron wirken, sind FoxO1 (forkhead box O1), welches fur
Induktion der Dezidualmarker Prolaktin und IGFBP-1 wichtig ist (J. J. Kim et al., 2005)
und die Interleukine 1l-11 bzw. dessen Rezeptor II-11Ra (Ramathal et al., 2010). Eine
weitreichende Zusammenstellung an Genen und Molekilen, die an der
Dezidualisierung beteiligt sind, finden sich in K. Y. Lee et al. (2007) und Gellersen und
Brosens (2014).

Die Dezidualisierung der murinen Stromazellen startet erst mit der Adhasion des
Trophoblasten an Tag 4,5 pc, initiiert durch Signale des Trophektoderms, die Uber das
luminale Epithel an das Stroma weitergeleitet werden (S. Zhang et al., 2013). Die
Stromazellen, die den Trophoblasten umgeben, bilden die primare Dezidua (primary
decidual zone, PDZ), die eine sehr kompakte und avaskulare Zellschicht darstellt und
als erste Schutzbarriere fiir den Embryo angesehen wird (Enders und Schlafke, 1969;
Mori et al., 2016; Rogers et al., 1983). Die Zellen der PDZ sind hochproliferativ und
entwickeln im Laufe der Differenzierung eine Polyploidie, was letztendlich zur
Apoptose fuhrt und vermutlich die Lebensspanne der Deziduazellen reguliert, um eine
spatere Ausbreitung der Plazenta zu erméglichen (Ramathal et al., 2010). An Tag 5,5
pc ist die Differenzierung der PDZ abgeschlossen und die sekundare Dezidua
(secondary decidual zone, SDZ), die den Embryo und die PDZ umschliel3t, beginnt

sich vom antimesometrialen zum mesometrialen Pol hin zu differenzieren (Mori et al.,
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2016). Die SDZ zeigt ab Tag 5,5 pc einen lockereren Zellverband und ist von kleineren
GefalRen durchzogen. Im weiteren Verlauf der Implantation wird die Dezidua in die
antimesometriale und mesometriale Dezidua unterteilt. Ab Tag 7,5 pc ist die
mesometriale Dezidua von groReren Blutgefa3en durchzogen und bildet somit die
Grundlage fur den spateren Anschluss der embryonalen Versorgung an die maternale
Blutzirkulation. Die antimesometriale Dezidua degeneriert im Zuge der Plazentation
und bildet ungefahr ab Tag 10,5 pc nur noch eine diinne Schicht, die den Embryo auf

antimesometrialer Seite umgibt.

Endometriale Stromazellen weisen eine fibroblastenartige Morphologie auf. Im Zuge
der Dezidualisierung &ndern sie ihre Morphologie in grof3e, runde und multinukleare
Zellen, die reich an Glykogen und Lipiden sind (Mori et al., 2016).

Es wird postuliert, dass es sich bei der Dezidualisierung um einen Prozess der
mesenchymal-epithelialen Transition (MET) handelt, die sich anhand von
Markermolekilen wie E- und N-Cadherin, snail, Vimentin und Zytokeratin beobachten
lasst (X. H. Zhang et al., 2013). Auch die Expression diverser Zell-Zellkontaktproteine

in der Dezidua bietet einen Anhaltspunkt fur diese These (Grund und Grimmer, 2018).

1.1.3 Die Differenzierung des Trophoblasten und die friihe Plazentation in der Maus

Zum Zeitpunkt der Implantation, an Tag 4,5 pc, besteht der murine Embryo aus drei
Anteilen, dem Trophoblasten, dem primitiven Endoderm und dem Epiblasten. Zu
diesem Zeitpunkt beginnt die Differenzierung des Trophektoderms, wobei die Zellen
des polaren Trophektoderms, die in Kontakt mit der inneren Zellmasse (ICM) stehen,
und der murale Trophoblast unterschiedliche Zelltypen formen. Das murale
Trophektoderm differenziert zu den primaren oder muralen Trophoblastriesenzellen
(m-TGCs), die durch Projektionen durch das luminale Epithel in das Stroma invadieren
(Dickson, 1963). TGCs sind grof3e, polyploide aber mononukleére, sekretorische
Zellen, die den Prozess der Endoreduplikation durchlaufen, was eine vielfache
Replikation der DNA ohne anschliel3ende Mitose darstellt (Hu und Cross, 2010). Das
polare Trophektoderm proliferiert unter dem Einfluss von FGF4 und dem nodal-
Signaltransduktionsweg der ICM und bildet Stammzellen, die spater weitere Zelltypen
des Trophoblasten ausbilden (Rai und Cross, 2014). Die Proliferation des polaren
Trophoblasten ist zundchst nach innen zur Blastozyste hin gerichtet und bildet das

extraembryonische Ektoderm, bis die anhaltende Proliferation ab Tag 7,5 pc dazu
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fuhrt, dass sich das Wachstum in Richtung mesometriale Seite des Endometriums
ausweitet. Diese Zellpopulation bildet den Ektoplazentarkonus (Rai und Cross, 2014).
Dieser wird als der invasive Teil des Trophoblasten gesehen und beinhaltet
verschiedene Zellpopulationen, die sich grob in die inneren und aufReren Zellen
einteilen lassen, wobei die inneren Zellen weiter proliferieren und undifferenziert
bleiben. Diese Zellen tragen spater zur Entwicklung des Spongiotrophoblasten bei
(Bevilacqua et al., 2014). Die &auf3eren Zellen des Ektoplazentarkonus bilden
sekundare Trophoblastriesenzellen aus, die mit der Dezidua kommunizieren und
wichtig sind fur die Aufnahme von Nahrstoffen, Interaktionen mit der Dezidua,
Sezernierung regulatorischer Hormone, Angiogenese und Immunregulation der
maternalen Immunabwehr (Bevilacqua et al., 2014). Insgesamt gibt es verschiedene
Subpopulationen an TGCs, die sich zu unterschiedlichen Zeitpunkten und aus
unterschiedlichen embryonalen Geweben differenzieren und von essenzieller
Bedeutung bei dem Anschluss des embryonalen an den maternale Kreislauf sind (Hu
und Cross, 2010), was in etwa ab Tag 10,5 pc geschieht.
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1.2 Tight Junctions

In héheren Organismen ist es notwendig, zur Aufrechterhaltung der physiologischen
Funktionen eine Kompartimentierung einzelner biologischen Einheiten vorzunehmen.
Dieses wird durch Epithelien, Endothelien und Mesothelien gewahrleistet. Um eine
effektive Diffusionsbarriere, aber auch einen gezielten Transport von Molekulen durch
die verschiedenen Kompartimente zu ermdglichen, bilden die Zellen verschiedene
Zell-Zellkontakte aus, die sich in ihrer Beschaffenheit und Funktion unterscheiden. Zu
diesen Zell-Zellkontakten gehdren Tight junctions (TJ), Adherens junctions,
Desmosomen und Gap junctions (Garcia et al., 2018). Diese verschiedenen
Kontaktsysteme tragen wesentlich zur Aufrechterhaltung der Zellpolaritat in
Epithelzellen, deren Stabilitdt und Integritat, und der Regulation des parazellularen
Transports bei, was einen betrachtlichen Einfluss auf die Physiologie und
Umstrukturierung von Geweben und deren Homdgostase hat. Im Folgenden sollen der
Aufbau und die Funktion einer Gruppe dieser Kontakte, namlich der TJ, nadher

beschrieben werden.

1.2.1 Aufbau und Funktion der Tight Junctions

Tight junctions (TJ) rickten mit der Entwicklung der Elektronenmikroskopie ins Licht
der Aufmerksamkeit und wurden erstmals durch elektronenmikroskopische Analysen
von Epithelien als Fusionspunkte in den Zellmembranen benachbarter Zellen
beschrieben und zonulae occledentes genannt (Farquhar und Palade, 1963). Schon
damals vermutete man, dass diese Zellverbindungen die parazellulare Passage von
Molekulen regulieren bzw. verhindern, und dass es sich um ein dichtes Netz aus
Transmembranproteinen handelt (Claude und Goodenough, 1973; Staehelin, 1974),
wobei die Anzahl der Strdnge und die Komplexitat der Netzwerke mit der Dichtigkeit
der Barriere assoziiert wurde (Claude, 1978). In den letzten Jahren wurden immer
mehr Erkenntnisse Uber den Aufbau und die Funktion der TJ gewonnen und deren
Wichtigkeit und Einfluss auf die Physiologie von Geweben, Homdoostase und
Gewebsumstrukturierungen erkannt.

TJ stellen die am apikalsten gelegenen Zell-Zellkontakte in Epithelzellen dar und
befinden sich an den lateralen Membranen angrenzender Zellen. Die schon frih

postulierte Barrierefunktion der TJ stellte sich als hoch komplex heraus. So sind TJ
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nicht nur Diffusionsbarrieren, sondern regulieren spezifisch die parazellulare Passage
von Molekulen, abhangig von ihrer Grof3e und Ladung (,gate function) (Anderson und
Van ltallie, 2008). Zum anderen erhalten sie die Polaritat und Organisation von
(Epithel-)Zellen aufrecht, indem sie durch ihre Verankerung in der Zellmembran eine
Barriere bilden, die andere Membrankomponenten daran hindert, sich vom apikalen
Pol der Zelle zum basalen Pol zu bewegen (,fence function®) (Diamond, 1977). Neben
der Barrierefunktion sind TJ durch ihre intrazellularen Anteile an Signalkaskaden
beteiligt, die die Dynamik des Zytoskeletts, den Vesikeltransport, die Proteinsynthese
und die Zellproliferation beeinflussen (Harder und Margolis, 2008). Bisher wurden 40
unterschiedliche Proteine identifiziert, die an dem Aufbau der TJ beteiligt sind, wobei
die genaue Zusammensetzung der TJ stark an die physiologischen Anforderungen der
Gewebe angepasst ist (Van Itallie und Anderson, 2006). Dabei lassen sich die TJ-
Proteine in zwei Gruppen aufteilen:

1. Transmembranproteine, welche uber den interzellularen Spalt den Kontakt zu
benachbarten Zellen herstellen und so die selektive Permeabilitdtsbarriere schaffen.
Die Hauptkomponenten dieser Transmembranstrange sind zum einen drei Vertreter
der MARVEL (MAL and related proteins for vesicle trafficking and membrane linking)
domain Proteine Occludin, Tricellulin und marvelD3 (Zihni et al., 2016), die auch unter
dem Begriff TJ associated marvel proteins (TAMP) zusammengefasst werden (Raleigh
et al.,, 2010), und zum anderen die Claudine, die aufgrund ihrer Relevanz fir die
vorliegende Arbeit in Kapitel 1.2.2 genauer betrachtet werden. Diesen Proteinen ist
gemein, dass sie vier Transmembrandoménen besitzen und zwei extrazellulare
Schleifen aufweisen, C- und N-Terminus befinden sich auf der cytosolischen Seite.
Occludin (von lat. occludere, abschlieRen) wurde zum ersten Mal als Komponente der
TJ von Furuse et al. in der Hihnerleber identifiziert (Furuse et al., 1993). Occludin ist
in einer Vielzahl an Geweben, wie den Speicheldriisen, den Sertoli-Zellen, der Niere,
der Haut, der Leber, dem Oesophagus, und auch in Zellen der Blut-Hirn-Schranke
exprimiert und wird u.a. durch Phosphorylierung von Serin/Threonin und Tyrosin
reguliert (Feldman et al., 2005). Das C-terminale Ende von Occludin ist in der Lage an
die junctional plaque Proteine ZO-1, ZO-2 und ZO-3 zu binden (Furuse et al., 1994;
Itoh et al., 1999b) und den basolateralen Transport eines Reporterproteins, sowie den
Prozess der Endozytose zu regulieren (Matter und Balda, 1998). Andere

Bindungspartner sind, indirekt oder direkt, Proteine der JAM-Familie, sowie das relativ
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kirzlich entdeckte JEAP und CLMP (Feldman et al., 2005). Occludin ist somit an der
Barrierebildung der TJ und an der Erhaltung der Zellpolaritat von Epithelien beteiligt.
Ein weiterer Vertreter der MARVEL domain Proteine ist Tricellulin (auch marvelD2
genannt). Tricellulin hat die Besonderheit, speziell, aber nicht ausschlieflich, in den TJ
an den Kontaktpunkten dreier Epithelzellen (trizellulare TJ, tTJ, im Gegensatz zu den
bizellularen TJ, bTJ) exprimiert zu sein (Ikenouchi et al., 2005). Dabei tragen sowohl
das C-terminale als auch das N-terminale Ende des Tricellulin zu seiner Lokalisierung
in tTJs Uber die Ausbildung von Homodimeren mit sich selbst und Heterodimeren mit
Occludin bei (Westphal et al., 2010).

MarvelD3 wurde in Ko-Lokalisation mit Tricellulin und Occludin gefunden und
identifiziert. Es wird vermutet, dass marvelD3 nicht an der Herstellung der TJ beteiligt
ist, jedoch einen Einfluss auf deren lonenpermeabilitat besitzt (Steed et al., 2009). Die
Funktionen der drei Proteine der TAMP-Familie scheinen zum einen diverse
Uberlappungen aufzuweisen und sich gegenseitig zu kompensieren, jedoch zeigt
jedes der drei Proteine distinkte Funktionen. Beispielsweise konnte fir marvelD3
gezeigt werden, dass es im Gegensatz zu Occludin und Tricellulin nicht direkt an ZO-
1 binden kann (Raleigh et al., 2010).

Neben den TAMP und den Claudinen gehéren auch Proteine aus der Familie der
Immunglobuline (Ig-type) zu den Transmembranproteinen der TJ. Einen grof3en Tell
dieser Proteine bilden die JAMs (junctional adhesion molecules). Diese durchziehen
die Membran im Gegensatz zu den TAMP nur einmal. JAMs werden in Epithelien und
Endothelien einer Vielzahl von Geweben exprimiert, aber auch in Leukozyten, Zellen
des mannlichen Reproduktionstraktes, Fibroblasten und im ZNS und PNS (Kummer
und Ebnet, 2018). Zu der Gruppe der JAM gehoéren JAM-A, JAM-B, JAM-C und die
etwas entfernter verwandten JAM4 und JAM-L (Hirabayashi et al., 2003; Moog-Lutz et
al., 2003). Die JAM-Proteine konnen untereinander homo- und heterophile
Interaktionen eingehen, aber auch mit Integrinen oder junctional plague Proteinen wie

Z0O-1 interagieren (Gonzalez-Mariscal et al., 2003; Kummer und Ebnet, 2018).

2. Zytosolische Proteine, auch junctional plaque components genannt, die sowohl mit
den transmembranen Komponenten der TJ, als auch mit F-Aktin und Mikrotubuli
interagieren und zur Regulierung von zelluldren Signalwegen beitragen. Sie fungieren
somit als Adapterproteine, die Protein-Protein Interaktionen ermoglichen (Zihni et al.,

2016). Hierbei kann zwischen Proteinen, die eine bzw. mehrere PDZ-Domanen
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enthalten, und Proteinen, die keine PDZ-Domane enthalten, unterschieden werden
(Gonzalez-Mariscal et al., 2003). Die PDZ-Domane ist wichtig fur das Clustering und
Verankern der Transmembranproteine (E. Kim et al., 1995), sodass Proteine, die
mehrere PDZ-Domanen besitzen, als Gerlist fungieren, um Proteine des Zytoskeletts
und der Signaltransduktion zusammenzubringen.

Ein prominenter Vertreter der PDZ-Domanen-enthaltenden Proteine sind die ZO-
Proteine (zonula occludens). Sie gehodren zu der Familie der MAGUK-Proteine
(membrane associated guanylate kinase) und beinhalten die Isoformen ZO-1, ZO-2
und ZO-3. Diese Proteine binden an Claudine, JAMs und Occludin und kdnnen so als
regulatorische Schalter fur die Ligandenbindung fungieren und zur TJ-Bildung und
Signaltransduktion beitragen (Zihni et al., 2016). Proteine der TJ, die keine PDZ-
Doméane besitzen sind beispielsweise Cingulin, welches mit den ZO- und JAM-
Proteinen sowie F-Aktin interagiert, Symplekin oder die Rab-Proteine (Gonzalez-
Mariscal et al., 2003).

Eine Ubersicht der verschiedenen TJ-Proteine und ihre Assoziationen untereinander
istin Abb. 2 gezeigt.

MARVEL
domain
proteins

Claudins —

BVES

JAMs —

and other —
lg-type
adhesion
proteins

Abb. 2: Schematische Darstellung der am Aufbau von Tight-Junctions beteiligten Proteine. Verandert nach
Zihni et al. (2016).
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1.2.2 Claudine

Die Familie der Claudine stellt die gr63te Proteinfamilie der TJ-Proteine dar. Bislang
wurden im Menschen 26 und in der Maus 27 Isoformen identifiziert (Zihni et al., 2016),
in Spezies wie dem Pufferfisch sogar 56 (Loh et al., 2004). Claudin-Homologe konnten
auch in Invertebraten inklusive C.elegans und Drosophila gefunden werden (Asano et
al., 2003; Wu et al., 2004). Die ersten Claudine, Cldnl und Cldn2, wurden von der
Arbeitsgruppe um Furuse 5 Jahre nach dem Fund von Occludin charakterisiert und
nach dem lateinischen Wort fir ,schlieRen®, claudere, benannt (Furuse et al., 1998).
Ein Grund fur die Ausbildung der Vielfalt innerhalb der Claudinfamilie kénnen
Genduplikationen sein, da, obwohl die Gene fir Claudine Gber das Genom verteilt sind
und sogar auf den Sexualchromosomen vorkommen, einige Claudingenpaare sehr
eng beieinander liegen, so beispielsweise Cldn3 und -4, Cldn6 und -9 und Cldn8 und
-17 (Kollmar et al., 2001; Lal-Nag und Morin, 2009). Von einigen Claudinen ist bekannt,
dass sie Splice-Varianten aufweisen, die zu einer unterschiedlichen Funktion der
Claudine fihren konnen. Cldn5, -10, -14, -18 und -19 haben jeweils zwei Varianten,
von allen anderen Claudinen ist nur eine Form bekannt. Auch die Anzahl der Introns
variiert von null (beispielsweise Cldn3, -4, -8 und -17) bis zu vier Introns (Cldn15, -16
und -19) (Lal-Nag und Morin, 2009).

In den letzten Jahrzehnten gab es einige verschiedene Herangehensweisen, Claudine
in Gruppen zu unterteilen. Zum einen haben verschiedene Publikationen Claudine
unter Berlcksichtigung der Spezies nach ihrer phylogenetischen Verwandtschaft
eingeteilt. Dabei teilten Krause et al. die Claudine in zwei Gruppen: die nah verwandten
,klassischen“ Claudine (Cldn1-10, -14, -15, -17 und -19) und die unterschiedlicheren
,hicht-klassischen® Claudine (Cldn11-13, -16, -18 und -20-24) (Krause et al., 2008).
Andere phylogenetische Gruppierungen haben die Claudine in acht Subgruppen (A-
H) und vier Clustern (I-1V) geteilt (zur Ubersicht s. Gunzel und Fromm (2012)). Mit
wachsender Einsicht in die Funktion der Claudine gewinnt die funktionelle Einteilung
in ,abdichtende“ Claudine und porenbildende Claudine, bzw. Claudine mit diverser

oder ungeklarter Funktion, an Relevanz (Gunzel und Fromm, 2012).

Allen Claudinen gemein ist die grundlegende Proteinstruktur. Claudine besitzen ein
Molekulargewicht von 22-27 kDa und zahlen wie bereits erwahnt zu den
Transmembranproteinen der TJ. Sie weisen vier hydrophobe

Transmembrandomanen, zwei extrazellulare Schleifen, wobei die erste gréRRer ist als
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die zweite, und zytosolisch lokalisierte C- und N-Termini auf (Turksen und Troy, 2004).
Die erste extrazellulare Schleife beinhaltet etwa 52 Aminosauren und zeigt unter den
verschiedenen Claudinen eine hohe Variabilitéat in der Sequenz der Aminosauren,
wobei zwei hoch konservierte Zysteine vermutlich Disulfitbricken bilden, um so die
Stabilitat zu erh6hen. Ebenfalls enthalt die erste extrazellulare Schleife geladene
Aminosauren, die zu der lonenselektivitit der TJ-Barriere, bzw. deren
lonenkanalfunktion beitragen (Colegio et al., 2002; Van Itallie und Anderson, 2006),
wobei sich ein experimenteller Austausch der extrazellularen Domé&nen von
verschiedenen Claudinen sowohl auf den transepithelialen Widerstand (TER) als auch
auf die lonenselektivitat auswirkt, und die erste extrazellulare Doméne allein fur diese
lonenselektivitat zustandig ist (Colegio et al., 2003; Furuse et al., 2001).

Die zweite extrazellulare Doméne beinhaltet 16-33 Aminosduren und ist vermutlich far
die Oligomerisation von Claudinen innerhalb einer Zelle und somit fiir die regelrechte
Ausbildung des TJ-Strangs verantwortlich (Gupta und Ryan, 2010). Konservierte
Aminosauresequenzen sind in der zweiten extrazellularen Domane nur schwer
auszumachen (Krause et al., 2008).

Der intrazellulare C-Terminus von Claudinen zeigt ebenfalls eine hohe Varianz unter
den einzelnen Claudinen. Die letzten zwei Aminosauren fungieren als PDZ-binding-
Doméane, mit denen Claudine an Proteine des junctional plaque Komplexes, wie
beispielsweise ZO-1, -2 und -3 binden konnen (ltoh et al., 1999a). Uber diese
Interaktion soll das Bindeglied zwischen parazellularem Transport und intrazellularer
Signaltransduktion geschaffen werden. Der strukturelle Aufbau der Claudine wird in
Abb. 3 gezeigt.
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Abb. 3: Molekulare Struktur der Claudine. Claudine bestehen aus vier Transmembrandoménen (TM1-4) und
zwei extrazelluldaren Schleifen (EL1-2). N- und C-Terminus liegen cytosolisch, wobei der C-Terminus eine PDZ-
binding-Doméane besitzt. Verandert nach Lal-Nag und Morin (2009).

Die Epithelien vieler Gewebe weisen ein sehr spezifisches Expressionsmuster von
Claudinen auf. Dabei kbnnen in einer Zelle mehrere Claudine exprimiert sein, wobei
die Expression einzelner Claudine auf einen bestimmten Zelltyp beschrankt oder
ubiquitar sein kann. Beispiele fur Claudine, die in vielen Geweben vorkommen, sind
Cldnl (z.B. Epidermis, distales Nephron, Gallenbalse, Ovarpeithel,
Choroidplexusepithel), Cldn2 (z.B. Krypten des Darmes, proximaler Tubulus,
Ovarepithel, Innenohr) oder Cldn7 (diverse Darm- und Nephronsegmente).
Andererseits ist die Expression von Cldn5 typisch fur Endothelzellen und die
Expression von Cldn6 beispielsweise auf embryonale Gewebe beschrankt (Krause et
al., 2008). Fiur eine umfassende Ubersicht der Claudin-Expression in den
verschiedenen Organen und Geweben s. Turksen und Troy (2004).

Die Komposition der Claudine bedingt stark die Permeabilitat und Dichtigkeit der TJ.
Das wird u.a. dadurch herbeigeftihrt, dass Claudine untereinander verschiedene Arten
von Interaktionen eingehen konnen. Zum einen konnen Claudine homophile
Bindungen eingehen, bei denen sich Claudine gleicher Art zusammenlagern, zum
anderen heterophile Bindungen, bei denen sich unterschiedliche Claudine

zusammenlagern (Gupta und Ryan, 2010). Hinzu kommt, dass diese Bindungen
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innerhalb einer Zelle (cis) oder zwischen zwei benachbarten Zellen (trans)
eingegangen werden konnen und dass sich Claudine in diesen beiden Konfigurationen
unterschiedlich verhalten kénnen. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
Cldn1, -2 und -3 in der cis-Konfiguration miteinander interagieren konnten, in der trans-
Konfiguration Cldn3 mit Cldn1 und -2 interagieren konnte, Cldn1 und -2 untereinander
jedoch nicht (Furuse et al., 1999; T. S. Lim et al., 2008). In vielen Studien konnten
Interaktionen verschiedenster Claudine gezeigt werden (zur Ubersicht s. Giinzel und
Fromm (2012)). Auch wenn das Gesamtbild der Bindungsaffinitdten der Claudine
untereinander noch liickenhaft ist, zeichnet sich jedoch ab, dass die Vielfalt der
Interaktionen der Claudine wesentlich die Struktur und Funktion von Geweben und
Zellen beeinflussen. Der Zusammenhang zwischen der Claudinzusammensetzung
und der Funktionalitat der Gewebe wird besonders deutlich im Gewebe von Darm und
Niere, wo die unterschiedlichen Segmente der Organe flr verschiedene Funktionen
verantwortlich sind und jedes Organsegment ein sehr spezifisches Set an Claudinen
exprimiert (Amasheh et al., 2011).

Wie bereits erwahnt kénnen Claudine funktional in verschiedene Gruppen eingeteilt
werden. Die Funktion einer Reihe von Claudinen konnte in verschiedenen
transfizierten Zellmodellen und Knockout-Mausmodellen als eindeutig abdichtend und
barrierebildend beschrieben werden. Zu diesen Claudinen gehéren Cldn1, -3, -5, -11,
-14 und -19. Anderen Claudinen, wie Cldn2, -10a und -10b, -15 und -17, konnte
hingegen eine eindeutige porenbildende Funktion zugewiesen werden. Die
Funktionsbeschreibungen der tbrigen Claudine sind entweder inkonsistent oder noch
nicht vorhanden (Giinzel und Fromm, 2012).

Die Expression von Claudinen sowie deren abdichtende und porenbildende Funktion
in den verschiedensten Geweben sind sehr dynamisch, um auf physiologische
Gegebenheiten in den Organen schnell reagieren zu kdnnen. Dies tritt vor allem im
Hinblick darauf auf, dass Claudine in einigen sehr plastischen Geweben exprimiert
sind, die starken physiologischen Schwankungen unterworfen sind, wie Niere, Darm
oder Endometrium. Das wird beispielsweise angedeutet durch die kurze Halbwertszeit
von Cldn4, die bei etwa 4 Stunden liegt (Van Itallie et al., 2004). Die Regulation von
Claudinen wird auf posttranslationaler Ebene oft durch Phosphorylierung erreicht.
Phosphorylierungsstellen fir die Proteinkinase C (PKC), Proteinkinase A (PKA), MAP-

Kinase, Threonine/Serine Kinase WNK4 (with no lysine kinase), sowie die MLCK
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(myosin light chain kinase) konnten am C-Terminus von Claudinen gefunden und
charakterisiert werden (Gunzel und Fromm, 2012). Hierbei bestimmt der
Phosphorylierungsstatus einzelner Aminosauren (oftmals des C-Terminus)
beispielsweise den Einbau der Claudine in die TJ (Tanaka et al., 2005).
Phosphorylierung findet beispielsweise durch die Proteinkinase A bei Cldn3 und -5
statt (D'Souza et al., 2005; Soma et al., 2004), Cldnl bis -4 werden ebenfalls durch
WNK4 phosphoryliert (Yamauchi et al., 2004). Neben der Phosphorylierung scheint
auch die S-Acylierung, bzw. Palmitoylierung ein méglicher Regulationsmechanismus
fur Claudine zu sein. Bei Cldnl14, bei dem vier Bindungsstellen am C-Terminus
identifiziert wurden, ist eine Palmitoylierung der zwei konservierten Zysteine

notwendig, um das Protein erfolgreich in den TJ zu verankern (Van lItallie et al., 2005).

1.2.3 Cldn3 und Cldn10

In dieser Arbeit wird der Fokus auf die beiden Claudine Cldn3 und -10 gelegt. Diesen
Claudinen werden unterschiedliche Funktionen zugesagt. Wahrend Cldn3 zu den
barriereformenden und abdichtenden Claudinen gezahlt wird (Milatz et al., 2010),
bildet Cldn10 ladungsselektive lonenkanéle (Krug et al., 2012).

Das Cldn3-Protein umfasst 220 Aminosauren beim Menschen und 219 Aminosauren
bei der Maus. Die Lokalisierung des Proteins im Genom unterscheidet sich bei Mensch
und Maus. Wéhrend das humane Cldn3 auf Chromosom 7 liegt, ist es bei der Maus
auf Chromosom 5 lokalisiert. Cldn3, wie auch das strukturverwandte Cldn4, besitzt nur
ein Exon und keine Introns.

Sowohl in der Maus als auch im Menschen wird Cldn3 ubiquitar exprimiert und wurde
in einer Vielzahl von Geweben gefunden, darunter in den Epithelien von Leber und
dem Gastrointestinaltrakt, dem Corneaepithel, dem Duktusepithel des Pankreas,
Niere, Gallenblase, Innenohr, der Epidermis der Haut und in der Lunge (Turksen und
Troy, 2004). Nicht nur in Epithelien, sondern auch in Endothelien ist Cldn3 exprimiert
und hat einen signifikanten Anteil an der Regulation der TJ-Permeabilitéat in der Blut-
Hirn-Schranke (Wolburg et al., 2003).

Cldn3 kann mehrere Typen von Interaktionen eingehen. Es kann beispielsweise
homophile Bindungen mit sich selbst, oder heterophile Bindungen mit Cldn1, -2 und 5,

aber nicht mit Cldn4 eingehen (Daugherty et al., 2007).
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Die Vermutung, dass Cldn3 eine barriereformende Komponente der TJ ist, wird durch
einige Studien gestutzt. So konnte in mit humanem Cldn3 transfizierten MDCK 1l Zellen
ein Anstieg des parazellularen Widerstands (R!) und korrelierend eine Verringerung
der Permeabilitat der Monolayer-Zellschicht fir Molektle der GroRe 332 Da und 4 kDa
beobachtet werden. Die Uberexpression von Cldn3 in diesen Zellen hatte auRerdem
eine Veranderung der TJ-Strangstruktur zufolge (Milatz et al., 2010). Ein Knockdown
von Cldn3 MKN28-Zellen, einer gastrointestinalen Adenokarzinomzelllinie, fihrte zu
einer Verringerung des Rt (Hashimoto et al., 2008). Mit humanem Cldn3 transfizierte
murine Fibroblastenzellen (NIH/3T3) und humane Lungenepitehlzellen (IB3.1) zeigten
einen tendenziell erhohten RY, wohingegen die Uberexpression in NIH/3T3-Zellen
keinen Effekt auf die Permeabilitdt hatte, in IB3.1-Zellen hingegen einen negativen
Effekt (Coyne et al., 2003). Eine Auswirkung der Cldn3-Uberexpression auf die

Wasserdurchlassigkeit konnte nicht beobachtet werden (Milatz et al., 2010).

Cldn10 existiert im Gegensatz zu Cldn3 in zwei verschiedenen Splice-Varianten,
Cldn10a und Cldn10b, von denen jeweils noch andere Subvarianten in Mensch und
Maus gefunden werden konnten (Gunzel et al., 2009; Van lItallie et al., 2006). Die
Splice-Varianten entstehen durch alternative Nutzung entweder des Exons 1a oder 1b.
Das Gen fur Cldn1l0 liegt im Menschen auf Chromosom 13, in der Maus auf
Chromosom 14, das Protein umfasst ca. zwischen 200 und 230 Aminosauren.

Die Expression und Funktion von Cldn10 héngen stark von der Isoform ab. Wéahrend
Cldn10b in vielen Geweben nachgewiesen werden konnte, darunter am
prominentesten im proximalen Tubulus und dem dicken aufsteigenden Ast der Henle
Schleife in der Niere (Breiderhoff et al., 2012; Van ltallie et al., 2006), scheint die
Expression von Cldn10a auf die Niere begrenzt zu sein (Milatz, 2019; Van Itallie et al.,
2006)

Die Splice-Varianten von Cldn1l0 weisen Unterschiede in der ersten
Transmembrandomé&ne und in der ersten extrazellularen Schleife auf. Wie bereits
beschrieben bedingt die Aminosduresequenz bzw. die Ladung der darin befindlichen
Aminosauren der ersten extrazellularen Schleife die Ladungsselektivitat des durch
manche Claudine geformten lonenkanals.

Cldn10a besitzt sieben positiv und nur eine negativ geladene Aminosaure in der ersten
extrazellularen Schleife, womit es vermutlich als Anionenkanal fungiert (Milatz, 2019).

Die Expression von Cldnl10a in wenig permeablen MDCK C7-Zellen resultierte in einer
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Verringerung des transepithelialen Widerstands sowie einer Erh6hung der
Permeabilitdt von NOs. im Gegensatz zu dem des Anionenpyruvat, was vermuten
lasst, dass Cldnl10a die Anionenpraferenz moduliert (Glnzel et al., 2009).

Die erste extrazellulare Schleife von Cldn10b beinhaltet vier positive und finf negativ
geladenen Aminoséauren. In den meisten Zellkulturmodellen, in denen eine Cldn10b
Expression induziert wurde, konnte eine Verringerung des TER gemessen werden, die
auf einer erhdhten Praferenz von Natriumionen gegenuber Chloridionen basierte.
Weitere Charakterisierungen fuhrten zu der Erkenntnis, dass der von Cldn10b
geformte Kationenkanal eine Praferenz fur monovalente Kationen gegenuber
divalenten Kationen besitzt (Glnzel et al., 2009; Milatz, 2019).

1.2.4 CldnKO-Mausmodelle zur Aufklarung der Claudin-Funktionen und deren Rolle in
der Pathologie

Viele Studien zur Aufklarung der Funktion von Claudinen werden in vitro durchgefihrt.
Dabei werden oftmals Zelllinien, wie verschiedene Vertreter der MDCK-Zellinie
(Madin-Darby canine kidney) oder Caco-2-Zellen (isoliert aus humanem Kolon-
Adenokrazinom) verwendet, die unter bestimmten Kulturbedingungen epitheliale
Verbande bilden und Zellkontakte ausbilden (Volpe, 2011). Ebenfalls kdnnen
epitheliale Zelllinien wie beispielsweise die humane Atemwegsepithelzelllinie IB3.1
verwendet werden (Coyne et al., 2003). Der Vorteil dieser in vitro-Modelle ist, dass
zum einen native Zellen untersucht werden kénnen, zum anderen durch Transfektion
eine Uberexpression oder durch Knockdown eine Unterexpression der Claudine
hervorgerufen werden kann.

Wahrend hier die reine Funktion der Proteine untersucht werden kann, ist deren Rolle
in physiologischen Systemen jedoch viel komplexer, und die Auswirkungen von Uber-
und Unterexpression auf die Gewebe, Organe und den ganzen Organismus kann in in
vitro-Modellen nicht hinreichend eingeschéatzt werden. Daher ist es unerlasslich, die
Funktion der TJ-Proteine in vivo zu untersuchen, wofur in den letzten Jahren mit
zunehmender Verfugbarkeit von Mechanismen zur genetischen Manipulation eine
Vielzahl von Knockout-Mausmodellen erzeugt wurde. Ebenfalls ist es moglich, mit
diesen Mausmodellen Krankheiten des Menschen zu simulieren, bei denen
Mutationen oder Fehlfunktionen von Claudinen beteiligt sind. Im Folgenden sollen

einige Beispiele genannt werden:
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Die Deletion zweier Nukleotide des Cldn1-Gens, die zu einer Frameshift-Mutation mit
vorgezogenem Stopp-Codon fuhren, fuhrt zur Ausbildung des NISCH (Neonatales
Ichtyose-Sklerosierende-Cholangitis)-Syndrom, bei dem ein Cldn1-Defizit in der Leber
und in der Haut vorliegt (Hadj-Rabia et al., 2004). Cldn1-defiziente Mause zeigen einen
erhohten Wasserverlust durch eine defekte Hautbarriere und versterben innerhalb der
ersten 24 Stunden (Furuse et al., 2002). Cldn1l tragt also wesentlich zur Bildung der
Hautbarriere und Integritat der TJ der Haut bei.

Cldn5 ist ein Hauptbestandteil in den TJ der Blut-Hirn-Schranke (Itoh et al., 1999a).
Cldn5-defiziente Mause sterben innerhalb der ersten 24 Stunden aufgrund einer
erhohten Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke fur kleine wasserlosliche Molekule
(Nitta et al., 2003). Mutationen des Cldn9-Gens wurden in Patienten mit erblich
bedingter autosomal rezessiver Taubheit gefunden, was zu einer Dislokation des
Proteins und somit zu nicht funktionalen TJ fuhrte. Die fehlerhafte Ausbildung der TJ-
Barriere beeintrachtigte die peri- und endolymphatische lonenkomposition (Sineni et
al., 2019). Auch diverse Mutationen des Cldn14-Gens konnten mit Beeintrachtigungen
des Horvermdgens in Verbindung gebracht werden (K. Lee et al., 2012). Wéahrend
Cldn9KO-Mause durch Verlust der Haarsinneszellen taub waren (Nakano et al., 2009),
verloren Cldn14-defiziente Mause das Horvermdgen in der dritten Lebenswoche (Ben-
Yosef et al., 2003).

Tab. 1 zeigt eine Zusammenfassung von KO-Mausmodellen zur Untersuchung der

Funktion der Claudine und deren assoziierten Krankheiten.
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Tab. 1: Liste der CldnKO-Mausmodelle und deren assoziierte humane Krankheitsbhilder.

Claudin Phanotyp des KO-Modells Quelle assoziierte humane Krankheit Quelle
Cldnl Wasserverlust durch defekte (Furuse et al., | Neonatales Ichtyose-Sklerosierende- (Hadj-Rabia
Hautbarriere 2002) Cholangitis(NISCH)-Syndrom et al., 2004)
Cldn5 erh6hte Permeabilitat der Blut-Hirn- (Nitta et al.,
Schranke fir kleine Molekiile 2003)
Cldn7 Geschwirbildung der Magenmukosa (Ding et al.,
und Entziindung 2012)
Cldn9 Taubheit (Nakano et erblich bedingte autosomal rezessive (Sineni et al.,
al., 2009) Taubheit 2019)
Cldn10 Polyurie, Polydipsie, (Breiderhoff et | HELIX-Syndrom (Hadj-Rabia
Hypermagnesiamie durch KO im TAL al., 2012) et al., 2018)
Cldn11 Beeintrachtigung der Spermatogenese, (Gow et al.,
Verminderte Leitgeschwindigkeit im 1999)
ZNS
Taubheit (Gow et al.,
2004)
Cldn14 Taubheit (Ben-Yosef et | erblich bedingte autosomal rezessive (K. Lee et
al., 2003) Taubheit al., 2012)
Cldn16 Hyperkalzurie, Hypomagnesiémie (Will et al., Hypomagnesiamie-Hyperkalziurie- (Yamaguti et
2010) Nephrokalzinose(FHHNC)-Syndrom al., 2015)
Cldn19 Barrieredefekt der Schwann-Zellen (Miyamoto et | Hyperkalzurie, Hypomagnesiamie, (Konrad et
al., 2005) Nephrokalzinose al., 2006)
renaler Verlust von Magnesium und (Hou et al.,
Calcium 2009)

1.3 Die Bedeutung von TJ-Proteinen im zyklischen Endometrium sowie in der

Schwangerschaft

Das Endometrium ist eines der plastischsten Gewebe des Organismus. Unter

hormoneller Kontrolle erfahrt es regelmallig eine drastische Umstrukturierung auf

morphologischer und molekularer Ebene, bei der es zum einen in den rezeptiven

Zustand gebracht wird, um sich auf eine mdgliche Schwangerschaft vorzubereiten,

und zum anderen im Falle einer Befruchtung die Implantation des Embryos reguliert

und fur dessen Versorgung zustandig ist. Einhergehend mit diesen strukturellen und

funktionellen Verédnderungen konnten in den letzten Jahren Veranderungen der

Struktur und Zusammensetzung von Zell-Zellkontakten beobachtet werden, um die an
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das Endometrium gestellten Anforderungen zu erfillen (Grund und Grimmer, 2018).
Die differenzielle Regulation von TJ-Proteinen bzw. Claudinen konnte sowohl fiir den
Menschen als auch fir die Maus bzw. die Ratte nachgewiesen werden. Im
menschlichen Endometrium konnten bisher Cldnl, -2, -3, -4, -5 und -7 nachgewiesen
werden. Dabei konzentrierte sich die Expression hauptséchlich auf das glandulare
Epithel, eine Lokalisation der Claudine im luminalen Epithel konnte nicht oder nur
schwach nachgewiesen werden (Buck et al., 2012; Gaetje et al., 2008; Pan et al., 2007,
Sobel et al.,, 2006). Dagegen konnte in vitro und in vivo keine Expression von
Claudinen in endometrialen Stromazellen nachgewiesen werden (Someya et al.,
2013). Hinsichtlich der Regulierung dieser Claudine wahrend des Menstruationszyklus
beim Menschen gibt es widersprichliche Beobachtungen. Wahrend in einer Studie
keine Regulation von Cldn1l- und -5, aber eine erhéhte Expression von Cldn3, -4 und
-7 wahrend der Mitte der Sekretionsphase im Vergleich zur Proliferationsphase und
frihen Sekretionsphase berichtet wurde (Gaetje et al., 2008), konnten andere
Arbeitsgruppen keine Regulation von Cldn3 und -4 nachweisen (Buck et al., 2012; Pan
et al., 2007; Pan et al., 2009). In der Maus konnte bislang eine Expression von Cldn1,
-3, -7 und -10 nachgewiesen werden (Liang et al., 2013; Schumann et al., 2015; X.
Wang et al., 2004), jedoch wurde bisher nur fur die Ratte eine zyklische Regulierung
von Claudinen im Ostruszyklus berichtet. Dabei konnte keine Claudin-Expression
wahrend des Metdstrus nachgewiesen werden, jedoch eine basale/apikale
Lokalisationsverschiebung von Cldn1, -3, -5 und -7 im luminalen Epithel der anderen
Ostrusphasen (Mendoza-Rodriguez et al., 2005).

Zu Beginn der Interaktion des Embryos mit dem Endometrium konnten Claudine
sowohl im endometrialen Epithel als auch in der sich bildenden Dezidua in Nagern
gefunden werden. Cldnl und -4 konnten in Ko-Lokalisation mit ZO-1 in der Ratte in
apikaler Konzentration von Tag 1-6 pc in der lateralen Membran von endometrialen
Epithelzellen mit einem starken Anstieg der Expression an Tag 6 pc gefunden werden
(Nicholson et al., 2010; Orchard und Murphy, 2002). Die Expression von Cldn7 nimmt
hingegen von Tag 1 pc an ab, bis es zum Zeitpunkt der Implantation nicht mehr
vorhanden ist (Poon et al., 2013). In Mausen sind zum Zeitpunkt der Implantation
Cldn3, -7 und -10 im luminalen Epithel (Cldn3 und -7) und im glandularen Epithel
(Cldn10) lokalisiert, wobei es hier zu intrazellularen Lokalisationsverschiebungen vom
basalen zum apikalen Pol der Zelle kommt (Liang et al., 2013; Schumann et al., 2015).

Obwohl das Stroma im zyklischen Endometrium keine Claudinproteine aufweist, wird
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die Expression der Claudine in der Dezidua in den ersten Stadien der
Schwangerschaft interessanterweise zeitlich differenziert induziert. So konnte von
unserer Arbeitsgruppe eine Induktion von Cldn1l0 ab Tag 4,5 pc in murinen
Deziduazellen der PDZ nachgewiesen werden, die sich mit der Bildung der
sekundaren Dezidua fortsetzte, sowie eine Induktion von Cldn3 ab Tag 6,5 pc in der
sekundaren Dezidua (Schumann et al., 2015).

Diese zeitlich und rdumlich sehr differenzierte Regulation der Claudine wahrend der
Etablierung einer Schwangerschaft legt einen grol3en Beitrag der Proteine bei den
funktionellen und strukturellen Anpassungen des Endometriums an die Anforderungen
der Schwangerschaft nahe. Jedoch ist deren spezifische Funktion fir die Etablierung
und den Erhalt der Schwangerschaft bisher unbekannt.
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2. Zielsetzung

In den letzten Jahren konnte eine Vielzahl an Studien die Relevanz von Zell-
Zellkontakten, u.a. der Claudine, bei vielen physiologischen und pathologischen
Prozessen darstellen. Auch im Hinblick der Funktionsaufklarung der Claudine konnten
viele neue Erkenntnisse gewonnen werden. Bei den drastischen Veranderungen des
Endometriums wahrend der Schwangerschaft wurde die Wichtigkeit der Anpassung
der TJ-Zusammensetzung an die Anforderungen einer Etablierung der
Schwangerschaft immer deutlicher. Hier konnten in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe
die Claudine 3, 7 und 10 zum Zeitpunkt der Embryoimplantation an Tag 4,5 pc im
luminalen und glandularen Epithel des murinen Endometriums nachgewiesen werden.
Zudem zeigte sich eine zeitlich und rdumlich préazise regulierte Induktion von Cldn3
und -10 in den endometrialen Stromazellen wahrend der Dezidualisierung (Schumann,
2015). Uber die Funktion dieser Claudine fir die Schwangerschaft ist jedoch wenig
bekannt.

Daher sollte in der hier vorliegenden Arbeit zum einen anhand eines Knockout-
Mausmodells die Auswirkung einer Cldn3-Deletion auf die Fertilitdt der Tiere
untersucht werden. Dabei sollten Fertilititsparameter wie  Wurfgrof3en,
Geschlechterverteilungen und zyklische Aktivitat des Endometriums Uberpruft werden.
Des Weiteren sollte die Auswirkung dieser Deletion auf die regelrechte Bildung der
Dezidua, sowie auf die Embryoimplantation, die Plazentation und die
Embryoentwicklung mit Hilfe von histomorphologischen und immunhistochemischen
Methoden analysiert werden. Da bereits bekannt ist, dass Cldn3-defiziente Mause fertil
sind (Kooij et al., 2014), sollte ein weiteres Ziel dieser Arbeit sein, die Expression des
strukturverwandten Cldn4 als méglichen kompensatorischen Mechanismus fur das
Fehlen von Cldn3 zu untersuchen. Mithilfe von Transkriptomanalysen sollen zusatzlich
differenzielle Genexpressionen in der Dezidua der Cldn3KO-Maus aufgezeigt werden,
um so potenzielle Molekile zu identifizieren, auf deren Regulation die Deletion von
Cldn3 einen Einfluss hat.

Neben dem Cldn3 sollte auch erstmalig die Funktion des endometrialen Cldn10 fir die
Reproduktion untersucht werden. Da globale Cldn10KO-Mause nicht tberlebensféahig
sind, sollte in dieser Arbeit ein Mausmodell erzeugt werden, dass einen

Endometriums-spezifischen Knockout von Cldn10 besitzt. Dazu wurde das Cre-lox-
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System verwendet und eine ,gefloxte” Cldn10-Mauslinie mit einer Cre-Mauslinie
gekreuzt, bei der das Gen fir die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des
Progesteronrezeptor-Promotors  steht. Nach erfolgreicher Herstellung einer
konditionalen Cldn10KO-Maus sollte diese Maus im Hinblick auf ihre Fertilitat
untersucht werden. Da noch keine Daten uber die Auswirkung eines Endometrium-
spezifischen Knockouts von Cldn10 existierten, war bislang unklar, ob diese Mause
fertil sind.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verbrauchsmaterial

Alle hier nicht gesondert aufgefiihrten Verbrauchsmaterialien, wie Pipettenspitzen,
Handschuhe, Kuvetten, ReaktionsgefalRe, Wageschalen etc., sowie Einstreu flr die

Kafige und Zubehor fur die Tierhaltung wurden in Standard-Laborqualitat bezogen.

Tab. 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterial Firma

Deckglaschen (versch. GroRRen) Engelbrecht, Ederminde, D
Einbettformen Macro Roth, Karlsruhe, D
Einbettkassetten Roth, Karlsruhe, D
Einmalskalpelle Servoprax, Wesel, D
Macrosette Einbettkassette Simport Scientific

Objekttrager (76x26 mm) Engelbrecht, Ederminde, D
Tierkéfige (Typ Blue-Line) Tecniplast, Hohenpeil3enberg, D
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3.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Alle hier nicht gesondert aufgefiihrten Chemikalien und Reagenzien wurden von den

Firmen Sigma-Aldrich, Merck oder Carl Roth in Analysequalitat bezogen.

Tab. 3: Verwendete Chemikalien und Reagenzien.

Chemikalien und Reagenzien

Firma

Aceton

Agarose

Borsaure

Citronensaure

DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)
DPBS

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
Enthaarungscreme

Eosin Y disodium salt

Ethanol absolut

Ethanol, 96 %

Fluoromount-G®
Formaldehydlésung 37 %

GelRed®

GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder
Isopropanol

Methanol

Paraplast Tissue Embedding Medium
PBS, pH7,4

RNaseZap™

Shandon™ Instant Hematoxylin Kit
Shandon™ Xylene Substitute

Shandon™ Xylene Substitute
Mountant
Tissue-Tek ® O.C.T.™ Compound

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Honeywell Riedel-de Haen
Biozym Scientific
Sigma-Aldrich

Carl Roth
Sigma-Aldrich

PAN Biotech
Sigma-Aldrich

Pilca

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Apotheke Universitatsklinikum Essen
Southern Biotech
Carl Roth

Biotium

Thermo Scientific
Carl Roth

J.T. Baker

Mc Cormick Scientific
Gibco™

Merck

Thermo Scientific
Thermo Scientific

Thermo Scientific

Sakura Finetek™

Sigma-Aldrich
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3.1.3 Kits

Tab. 4: Verwendete kommerzielle Kits.

Kit Firma Produktnummer
Extract-N-AMp™ Tissue PCR Kit Sigma-Aldrich XNAT2-1KT
RNeasy® Mini Kit Qiagen 74104
Affymetrix Clariom™ S Assay, mouse Applied Biosystems™ 902930
3.1.4 Gerate

Tab. 5: Verwendete Gerate.

Gerat Typ Firma

Binokular SMZ1270 Nikon

Feinwaage ABJ-NM/ABS-N Kern

Heizblock ThermoStat plus Eppendorf
Homogenisator Ultra TurraxT10 basic IKA

Image Analyzer Chemidoc™ Bio-Rad

Kryostat CM3050 Leica
(Fluoreszenz-)Mikroskop DM4000 B Leica
(Fluoreszenz-)Mikroskop EclipseNi Nikon

Mikrotom RM2235 Leica

pH Meter SevenExcellence™ Mettler Toledo
photometer Biophotometer Eppendorf
Thermocycler T3000 biometra
Ultraschallgeréat Vevo®2100 Visualsonics, Fujifilm
Waage 5009/0,01 ¢ Dipse

Zentrifuge 5415 R Eppendorf
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3.1.5 Puffer

Citratpuffer: 2,1 g/l (0,21% (w/v))

89 mM
89 mM
2 mM

Citronensaure, pH6
Tris

Borsaure (H3BOs3)
EDTA
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3.2 Methoden

3.2.1 Tierexperimentelle Arbeiten
3.2.1.1 Versuchstiere und Tierhaltung

Die Tierhaltung und Zucht der fur diese Arbeit verwendeten Mause erfolgte im
Zentralen Tierlabor des Universitatsklinikums Essen. Hier wurden die Tiere in einem
12h/12h hell-dunkel Rhythmus in sterilen, individuell belifteten (IVC) Kafigen des Typs
Blue-Line (Tecniplast) bei konstanter Temperatur von 22 + 1 °C und einer
Luftfeuchtigkeit von 55 +* 10% unter pathogenfreien Bedingungen gehalten. Die
Versuchstiere erhielten Zugang zu standardisiertem Futter und Wasser ad libitum. Als
Enrichment wurde den Mausen Zellstoff und Hauschen zur Verfigung gestellt. Die
Tiere wurden zweimal pro Woche in saubere Kéafige tberfuhrt.

Alle genetisch modifizierten Mausstamme, die in dieser Arbeit verwendet wurden,
beruhen auf dem genetischen Hintergrund des C57/BI6-Stamms, der hier als
Wildtypkontrolle definiert wurde. Die C57/BlI6-Mause wurden im Zentralen Tierlabor
des UK Essen gezichtet. Zusatzlich wurde eine Cldn3KO-Maus verwendet, die
freundlicherweise von Prof. Dr. Miiller, Klinik fir Padiatrie m. S. Nephrologie, Charité
Berlin, zur Verfugung gestellt wurde (fir Informationen zur Generierung dieses
Stamms s. Schréder, (2013)). Die Cldn3KO-Mause wurden homozygot gezlchtet. Im
Gegensatz zu den in dieser Arbeit verwendeten Cldn3KO-Mausen, bei denen es sich
um eine konventionelle Knockoutlinie handelt, bei der das Protein im ganzen
Organismus deletiert ist, sind solche Cldn10KO-Mauslinien nicht tberlebensféahig
(Seker et al., 2019). In dieser Arbeit wurde sich deswegen das Cre-lox-System zunutze
gemacht, welches es ermoglichte, das Protein spezifisch im Endometrium
auszuknocken. Zur Herstellung dieser konditionalen KO-Mause wurde zum einen ein
Cldn10flox-Stamm (ebenfalls zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. Miller) verwendet,
bei der durch homologe Rekombination in den embryonalen Stammzellen eine loxP-
Site in das murine Genom eingebracht wurde, die Exon 2 und 3 des Cldn10-Gens
flankiert. Durch dieses Verfahren sind beide Splice-Varianten des Proteins, Cldn10a
und Cldn10b, im Knockout eingeschlossen (Breiderhoff et al., 2012). Mause, die
homozygot das gefloxte Gen trugen (Cldn10""), wurden ber drei Generationen mit
einer Mauslinie gekreuzt, bei denen das Gen fir die Cre-Rekombinase unter die

Kontrolle des Progesteronrezeptor-Promotors gestellt wurde (PRcre/+, zur Verfligung

42



Material und Methoden

gestellt von Prof. DeMayo, Department of Molecular and Cellular Biology, Michigan
State University), um so Mause zur erzeugen, die einen Endometrium-spezifischen
Knockout des Cldn10 aufweisen (Cldn10"1PRCre/),

Folgende Tabelle enthalt eine Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten

Mausstamme und ihrer Herkunft:

Tab. 6: Mausstamme und ihre Herkunft.

Genetischer
Mausstamm | Hintergrund _ Herkunft
WT C57/Bl6 Zentrales Tierlabor UK Essen, Prof. Hilken
Cldn3KO C57/BI6 Klinik fur P&adiatrie m.S Nephrologie Charité Berlin, Prof. Muller
Cldn10™ C57/Bl6 Klinik fur Padiatrie m.S Nephrologie Charité Berlin, Prof. Milller
PRCrei* C57/BI6 Department of Molecular and cellular Biology Michigan State University, Prof.
DeMayo

3.2.1.2 Zucht der Mausstamme

Zur Zucht der Mause wurde ein Mannchen mit einem oder zwei Weibchen dauerhaft
unter den Standardbedingungen (s. oben) zusammen in einem Ké&fig gehalten. Die
Jungtiere wurden im Alter von ca. vier Wochen von den Elterntieren getrennt, durch
Ohrlochstanzen markiert, bei Bedarf genotypisiert (s. Kapitel 3.2.3.1 Genotypisierung),
und in einem Alter von frihestens acht Wochen ebenfalls zu Zuchtzwecken verpaart.
Das Zuchtschema, das angewendet wurde um die Cldn10KO-Méause
(Cldn10"1PRCre*) zy erhalten, ist in Kapitel 4.3.2 beschrieben.

3.2.1.3 Gewichtsbestimmung postnataler und adulter Tiere

Zur Beurteilung der Entwicklung der Mause, entweder ab direkt nach der Geburt (P1)
oder im adulten Zustand, wurden die Tiere auf einer Waage, die die Bestimmung des
Gewichts auf 10 mg genau ermdglichte (Dipse 500 g/ 0.01 g), gewogen. Dies geschah
bei tdglichen Messungen immer zu einer konstanten Uhrzeit, um tagesabh&ngige

Schwankung mdglichst gering zu halten.
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3.2.1.4 Terminierte Verpaarung und Plug-Check

Zur Verpaarung wurde ein Mannchen mit ein bis zwei weiblichen Tieren nach 17:00
Uhr zusammengesetzt und Uber Nacht in einem Kéafig belassen. Die Auswahl der
Weibchen erfolgte dabei ohne Bestimmung des Zyklusstadiums. Die erfolgreiche
Verpaarung wurde am nachsten Morgen bis spatestens 9:00 Uhr durch Vorhandsein
eines Vaginalpropfs, dem sogenannten Plug-Check, Uberprift. Bei erfolgreicher
Verpaarung bilden koagulierte Sekrete der mé&nnlichen Sexualdrisen einen festen
Propfen, der die Vaginal6ffnung der Mause verschliel3t und etwa 8 bis maximal 24
Stunden sichtbar ist. Der Zeitpunkt des Vorhandenseins eines Vaginalpropfs wurde
als 0,5 days post coitum (dpc) definiert und die Weibchen von den Mannchen getrennt.
Weibchen, die am selben Tag einen Vaginalpropf aufwiesen, wurden zusammen in
einem Kafig gehalten. Tiere nach negativem Plug-Check wurden mindestens zwei
Wochen nicht wieder verpaart, um eine eventuelle Schwangerschaft trotz Fehlen des
Vaginalpropfs und damit falsch bestimmte Schwangerschaftszeitpunkte
auszuschliel3en. Fur Verpaarungen wurden Tiere im Alter von 8 Wochen bis zu einem

Jahr verwendet.

3.2.1.5 Zyklusbestimmung

Um die Zykluslange zu bestimmen, wurde taglich das Stadium des Ostruszyklus
weiblicher Tiere bestimmt. Die Zykluslange war dabei die Anzahl der die Tage, in
denen ein Tier einmal den Zyklus durchlaufen hatte (Ostrus bis Ostrus). Die weiblichen
Tiere eines Mausstammes, deren Zyklus bestimmt wurde, wurden zusammen in einem
Kafig gehalten, um &ufRerliche Einflisse des Haltungsraumes fir alle Tiere
vergleichbar zu machen. Die Bestimmung des Zyklusstadiums wurde durch die
zytologische Auswertung eines Vaginalabstrichs durchgefuhrt. Der Abstrich wurde
taglich zu einer konstanten Uhrzeit angefertigt, indem ein Glasstabchen (Durchmesser
4 mm), welches mit sterilem PBS-Puffer (Gibco™ PBS, pH 7,4) befeuchtet wurde, in
die Vaginal6ffnung des Tieres eingefuhrt wurde und das Glasstabchen anschliel3end
auf einem beschichteten Objekttrager in einem Tropfen PBS-Puffer ausgestrichen
wurde. Zur besseren Evaluation der Praparate wurden die Zellen durch eine
Hamatoxylin-Eosin-Farbung angefarbt. Der Objekttrdger wurde dafir bei
Raumtemperatur an der Luft trocknen gelassen und die Zellen anschlie3end in einer
Aceton/Methanol Mischung (1:1) fir 5 Minuten fixiert. Eine Farbung der Zellkerne

erfolgte durch 3-minitige Inkubation in einer Hamatoxylin-Farbelésung (Instant
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Hematoxylin Kit, Shandon) mit anschliel3ender Blauung der Préaparate fir 5 Minuten
unter flieBRendem Leitungswasser. Anschliel3end wurden die Praparate fur 2 Minuten
in einer Eosin-Farbeldsung (s. Tab. 3) inkubiert, 3x kurz in 96 %-igem Ethanol, 1
Minute in Isopropanol und 2x 5 Minuten in Histoclear Xylol-Ersatz (Shandon™ Xylene
Substitute) gewaschen und anschliel3end mit Eindeckmedium eingedeckt (Shandon™
Xylene Substitute Mountant). Die Bestimmung der Zyklusphase erfolgte dann durch
Evaluation der Zellzusammensetzung des Abstrichs gemal Byers et al. (2012).

3.2.1.6 Ultraschalluntersuchungen an der Maus

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Ultraschalluntersuchungen wurden am IMCES
Imaging Center des Universitatsklinikkums Essen durchgefuhrt. Fir die
Untersuchungen wurden die Mause wie in Kapitel 3.2.1.4 terminiert verpaart und
unmittelbar vor der Ultraschalluntersuchung durch zervikale Dislokation getttet. Da
unmittelbar danach die Gewebeentnahme erfolgte, konnte so den Tieren die
Strapazen einer Narkose erspart werden. Um ein rauschfreies Ultraschallbild zu
erhalten, wurde den Tieren ventral das Fell zun&chst mit einem elektrischen Rasierer
rasiert und dann wurde dieser Bereich zusatzlich mit einer herkémmlichen
Enthaarungscreme (Pilca) enthaart. Die Tiere wurden mit der Bauchseite nach oben
an allen vier Extremitaten mit hautfreundlichem Tape auf einer Warmeplatte fixiert. Fur
die Untersuchung wurde ein auf Kleintiere spezialisiertes Ultraschallgerat
(Vevo®2100, Visualsonics, Fujifilm) verwendet. Dabei wurde Ultraschallgel auf die
haarfreien Stellen aufgetragen und Bilder der Implantationskammern bzw. Embryonen
aufgenommen. Nach der Ultraschalluntersuchung wurden die Implantationskammern
entnommen, in PBS-Puffer (Gibco™ PBS, pH 7,4) gewaschen und dann zur weiteren

Verwendung fur Gewebeschnitte wie unten beschrieben eingebettet.

3.2.1.7 Gewebeentnahme

Zur Gewebeentnahme wurden die Tiere zum gewtnschten
Schwangerschaftszeitpunkt durch zervikale Dislokation getttet. Zur Entnahme der
Uteri, bzw. der Embryonen und Plazenten wurde die Bauchhohle eroffnet und der
Uterus caudal an der Zervix abgetrennt, vom Mesometrium freigeschnitten und das
Ovar mit den Tubae uterinae entfernt. Die Implantationsstellen an Tag 6,5 und 8,5 pc
wurden in mit PBS-Puffer gefillten Petrischalen vereinzelt, an Tag 17,5 pc wurden die
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Embryonen und Plazenten vom Myometrium und der Fruchtblase getrennt. Als
Kontrollgewebe fur die immunhistochemischen Farbungen wurde ebenfalls
Kolongewebe entnommen. Vor der weiteren Verarbeitung wurden die Gewebe in PBS-
Puffer (Gibco™ PBS, pH 7,4) gespult. Das Wiegen der Implantationskammern an Tag
6,5 und 8,5 pc, sowie der Embryonen und Plazenten an Tag 17,5 pc erfolgte mithilfe
einer Feinwaage (ABJ-NM/ABS-N, Kern).

Fur die spatere RNA-isolierung wurde Gewebe der Implantationsstellen von Tag 8,5
pc der WT- und Cldn3KO-Tiere unter RNAse-freien Bedingungen (Behandlung der
sterilen Instrumente mit RNAseZap™) entnommen und die Implantationsstellen
isoliert. Als nachster Schritt wurde die Dezidua vom Myometrium getrennt. Dieser
Schritt wurde hier zusatzlich durchgefuhrt, damit bei der spateren Expressionsanalyse
maoglichst nur die Expressionséanderungen der Dezidua gemessen wurden und
eventuelle Einflisse des Myometriums vernachlassigt werden konnten. Zur
Praparation der Dezidua wurde das Myometrium an der mesometrialen Seite mit einer
Federschere durchtrennt und die Dezidua mit dem darin enthaltenen Embryo isoliert.
Eine Isolation des Embryos ist in diesem Stadium allerdings nicht mdglich. Das
Deziduagewebe wurde unmittelbar nach der Entnahme in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.2.2. Histologische Methoden
3.2.2.1 Anfertigung von Gewebeschnitten

Einbettung der Gewebe in Paraffin und Anfertigung von Gewebeschnitten
Zur Einbettung der Gewebe in Paraffin wurden die entsprechenden Gewebe nach der
Entnahme in Einbettkassetten tUber Nacht in 4 % Formaldehyd fixiert. Anschliel3end
wurden sie unter Leitungswasser gewaschen und mittels einer aufsteigenden
Alkoholreihe nach folgendem Protokoll dehydriert:

e 2x 70 % Ethanol firje 1 h

e 2x 96 % Ethanol firje 1 h

e 2x Isopropanol firje 1 h

e 1x Xylol Ersatzmittel (Shandon™ Xylene Substitute) tber Nacht

e 1x Xylol Ersatzmittel (Shandon™ Xylene Substitute) fur 1 h

e 1x flussiges Paraffin bei 60 °C tGber Nacht
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Nachdem die Gewebe folgend in Paraffin eingebettet wurden, wurden sie mit einem
Mikrotom (Leica RM2235) mit einer Schnittdicke von 7 um in Serie geschnitten und auf
silanisierte Objekttrager aufgebracht. Die Schnitte wurden Uber Nacht in einem
Warmeschrank bei 50 °C getrocknet und bis zur weiteren Verarbeitung bei

Raumtemperatur gelagert.

Kryoeinbettung der Gewebe und Anfertigung von Gewebeschnitten

Nach der Praparation wurden die Gewebe in Einbettformen (Einbettformen Macro,
Roth) in Tissue-Tek ® O.C.T.™ Compound (Sakura Finetek™) Einbettmedium
uberfuhrt und in flissigem Stickstoff eingefroren. Bis zur weiteren Verwendung wurden
die Kryoblockchen zum Schutz vor Austrocknung in konventioneller Alufolie
eingewickelt und bei -20 °C gelagert.

Zur Anfertigung von Kryoschnitten wurden die Gewebe mittels eines Kryostats (Leica
CM3050) in 7 um dicke Schnitte geschnitten und auf silanisierte Objekttrager Uberfihrt.
Die Gewebeschnitte wurden auf den Objekttrdgern auf einer Warmeplatte

angetrocknet und bei -20 °C gelagert.

3.2.2.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zur histologischen Begutachtung wurden die Gewebeschnitte mit einer Hamatoxylin-
Eosin-Farbung (HE-Farbung), die eine etablierte Standardfarbung fir histologische
Praparate darstellt, gefarbt. Bei dieser Farbung wird u.a. die Nukleinsaure in
Zellkernen durch das Hamatoxylin bei niedrigem pH-Wert (pH 3-4) roétlich-braun
gefarbt und durch Anhebung des pH-Wertes durch Wasser (pH 7) geblaut. Mit einer
Gegenfarbung mit dem Farbstoff Eosin werden die eosinophilen Zellkdrper rot-rosa
gefarbt. Fur die HE-Farbung wurden Paraffinschnitte verwendet.

Zur Vorbereitung der Farbung wurden die Gewebeschnitte zunachst entparaffiniert
(zweimal je 10 Minuten in Shandon™ Xylene Substitute) und anschlieRend mittels
einer absteigenden Alkoholreihe gewassert (je 3 Minuten in Isopropanol, 96 % Ethanol,
70 % Ethanol, Aqua dest.).

Die Schnitte wurden dann fir 3-4 Minuten in einer Hamatoxylin-Lésung (Instant
Hematoxylin Kit, Shandon) inkubiert und unter flieRendem Leitungswasser fur 5
Minuten geblaut. Zur Zellkorperfarbung wurden die Schnitte nachfolgend fir 2 Minuten
in Eosin gegengefarbt, kurz mehrmals in 96 % Ethanol gewaschen, flr zweimal 5
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Minuten in Shandon™ Xylene Substitute zum Eindecken vorbereitet und anschliel3end
in Shandon™ Xylene Substitute Mountant eingedeckt.

3.2.2.3 Immunfluoreszenzfarbung

Immunfluoreszenzfarbung an Paraffinschnitten

Fir die Immunfluoreszenzfarbungen wurden die in Paraffin eingebetteten Gewebe wie
in Kapitel 3.2.2.1 beschrieben geschnitten und anschliel3end entparaffiniert und
gewassert. Zur Antigendemaskierung wurden die Praparate zunachst in Citratpuffer
(pH 6) Uberfuhrt und fur 5-10 Minuten in einer Mikrowelle zum Kochen gebracht. Nach
etwa 30-minutigem Abkuhlen der Schnitte in Citratpuffer wurden diese zweimal 5
Minuten in PBS gewaschen. Zum Blockieren unspezifischer Bindestellen der
Antikdrper wurde 1 % BSA in PBS verwendet. Die Schnitte wurden dazu 30 Minuten
in der BSA/PBS-Losung inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte mit dem
Primarantikorper in einer feuchten Kammer bei 4 °C im Dunkeln tUber Nacht inkubiert.
Am Folgetag wurden die Schnitte zunachst dreimal fur je 5 Minuten in PBS gewaschen
und anschlieBend fur eine Stunde bei Raumtemperatur mit in PBS verdinntem
Sekundarantikdrper inkubiert. Dies geschah aufgrund der Lichtempfindlichkeit der
fluoreszierenden Sekund&rantikbrpern in einer lichtgeschitzten feuchten Kammer.
Nach der Sekundarantikbrperinkubation wurden die Schnitte zweimal fur jeweils 5
Minuten in PBS gewaschen und zur Kernfarbung in eine DAPI-L6sung (1:200 in PBS)
Uberfuhrt und fir 10 Minuten inkubiert. Die Schnitte wurden anschlieRend fir 5 Minuten
mit PBS gewaschen, kurz in Aqua dest. Uberfuhrt und anschlie3end mit Fluoromount-
G™ Eindeckmedium eindeckt. Bis zur mikroskopischen Analyse wurden die Schnitte
im Dunkeln bei 4 °C gelagert.

Tab. 7 enthalt eine Liste der Primar- und dazugehorigen Sekundarantikorper, die flr

die Immunfluoreszenzfarbung an Paraffinschnitten verwendet wurden.

Immunfluoreszenzfarbung an Kryoschnitten
Die Kryoschnitte wurden zunachst bei Raumtemperatur wenige Minuten aufgetaut und
zur Fixierung in 96 % Ethanol bei -20 °C uberfihrt und fir 5 Minuten inkubiert. Um
Reste des Einbettmediums zu entfernen, wurden die Schnitte zweimal 5 Minuten in
PBS gewaschen. Zum Blockieren unspezifischer Bindestellen wurde hier
gleichermal3en wie bei Paraffinschnitten eine 1 %-ige BSA LOsung in PBS verwendet
und fiur 30 Minuten auf die  Gewebeschnitte aufgetragen. Die
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Primarantikdrperinkubation erfolgte in einer feuchten Kammer bei 4 °C lichtgeschiitzt
uber Nacht.

Die Schnitte wurden zur Entfernung des Priméarantikorpers dreimal mit PBS fur jeweils
5 Minuten gewaschen und fir eine Stunde mit in PBS verdinntem entsprechenden
Sekundarantikdrper lichtgeschtitzt bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend
wurden die Schnitte wieder zweimal fur je 5 Minuten in PBS gewaschen und zur
Kernfarbung in einer DAPI-L6sung (1:200 in PBS) fur 10 Minuten inkubiert. Nach
einem Waschschritt in PBS fiir 5 Minuten und anschlieBender Uberfilhrung der
Schnitte in Aqua dest., wurden diese mit Fluoromount-G™ Eindeckmedium eindeckt.
Bis zur mikroskopischen Analyse wurden die Schnitte im Dunkeln bei 4 °C gelagert.
Tab. 7 enthalt eine Liste der Primar- und dazugehdrigen Sekundarantikorper, die fur

die Immunfluoreszenzfarbung an Kryoschnitten verwendet wurden.

Tab. 7: Liste der verwendeten Primar- und Sekund&rantikdrper.

Priméar- Host/Klon Firma Verdinnung Methode

antikorper

Cldn3 rabbit polyclonal abcam (ab15102) 1:100 Kryo

Cldn4 rabbit polyclonal GeneTex (GTX15104) 1:100 Paraffin

Cldn10 rabbit polyclonal (H-58) SantaCruz (sc-25710) 1:100 Kryo

Cldn10 rabbit polyclonal Invitrogen (#38-8400) 1:100 Kryo

CD31 rat polyclonal (SZ31) Dianova (DIA-310) 1:50 Paraffin-/Kryo

Sekundar-

antikorper

Alexa Fluor™ 488 | goat anti rabbit IgG Invitrogen (A32731) 1:200 Paraffin-/Kryo

DyLight™ 550 donkey anti rat IgG Invitrogen (SA5- 1:200 Paraffin-/Kryo
10027)

Kontrollen fir Immunfluoreszenzfarbungen

Fur die Fluoreszenzfarbungen an Paraffin- und Kryoschnitten wurden bei jeder
Farbung sowohl eine Positiv- als auch eine Negativkontrolle mitgefuhrt. Als
Positivkontrolle diente Kolongewebe, in welchem nachgewiesenermaf3en Cldn3, -4
und -10 exprimiert sind (Holmes et al., 2006). Eine Farbung wurde nur dann als
erfolgreich angesehen, wenn das Kolongewebe spezifisch angefarbt war.

Als Negativkontrolle wurde ein Schnitt nach den oben beschriebenen Protokollen

behandelt, mit dem einzigen Unterschied, dass die Inkubation mit dem jeweiligen
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Primarantikorper ausgelassen wurde. Diese Kontrolle wurde fir jedes gefarbte
Gewebe und mit jedem verwendeten Sekundarantikbrper durchgefihrt. Bewegte sich
das Fluoreszenzsignal dieser Kontrolle auf Hintergrundniveau, wurde die Farbung mit
dem Primarantikorper als spezifisch angesehen.

Bei Doppelinkubationen mit verschiedenen Primarantikbrpern wurden ebenfalls zum
einen Kontrollen durchgefihrt, bei dem beide Sekundarantikbrper zusammen ohne
Primarantikorper inkubiert wurden. Zum anderen wurde, um eine Kreuzreaktion der
Sekundarantikdrper mit dem jeweils anderen Primarantikérper auszuschliel3en, ein
Primarantikorper mit dem jeweils anderen Sekundarantikorper inkubiert. War das
Fluoreszenzsignal dieser Kontrollen auf Hintergrundniveau, wurden die Farbungen mit
dem Primarantikorper als spezifisch angesehen. Zusatzlich wurden fir jeden
Sekundarantikdrper und jedes Gewebe Isotypkontrollen angefertigt, bei denen der

Primarantikdrper durch unspezifische Antikdrper desselben Ig-Typs ersetzt wurden.

3.2.2.4 Mikroskopie

Die Aufnahme der Bilder der histologischen Schnitte wurde zum einen an dem Leica
DM4000 B Mikroskop und zum anderen an dem Nikon Eclipse Ni Mikroskop mit der
entsprechenden Software durchgefiihrt. Die Fluoreszenzbilder wurden nachtraglich in
der Fluoreszenzfarbe der jeweiligen Sekundarantikorper eingefarbt. Die
Auswertungen, wie die Ausmessung des Ektoplazentarkonus, wurde mit der Software

ImageJ durchgefunhrt.

3.2.3. Molekularbiologische Methoden
3.2.3.1 Genotypisierung

Zur Genotypisierung der Cldn10KO-Mause wurde Gewebe aus Ohrlochstanzen
verwendet. Die Entnahme der Stanzen erfolgte mit einer Ohrlochzange, welche nach
jedem Tier mit 70 % Ethanol gereinigt wurde. Die Gewebeproben wurden in ein 1,5 ml
Eppendorf Reaktionsgefal3 dbertragen, fir 30 Minuten mit offenem Deckel bei
Raumtemperatur gelagert, um eventuelle Ethanolriickstande zu entfernen und ggf. bis

zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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Die Isolation der genomischen DNA aus dem Gewebe erfolgte nach
Herstellervorgaben mit dem Gewebe-PCR-Kit Extract-N-Amp™ (Sigma-Aldrich). Die
DNA-Proben wurden bei -20 °C gelagert.

Die PCR zur Amplifizierung der DNA wurde ebenfalls mit dem genannten Kit

durchgefuhrt. Dazu wurden folgende PCR-Ansatze pipettiert:

Tab. 8: PCR-Ansétze zur Genotypisierung der Mause mithilfe des Gewebe-PCR-Kit Extract-N-Amp™. Der
PCR ReadyMix ist Bestandteil des Kits, die DNA-Proben wurden aus Ohrlochstanzen zur Markierung der Mause
gewonnen. Das Reaktionsvolumen eines Ansatzes betrug 20 pl.

Menge
PCR ReadyMix 10 ul
Primer (10pmol/ul) jelpul
DNA 4l
H20 ad 20 pl

Fir jede PCR wurde ein Ansatz als H20-Kontrolle mitgefuhrt, bei der die DNA durch
H20 ersetzt wurde, um eine eventuelle Kontamination der verwendeten Ldsungen
auszuschliel3en. Die zur Genotypisierung verwendeten Primer-Sequenzen sind Tab. 9
dargestellt. Die Sequenzen wurden von den jeweiligen Arbeitsgruppen, aus denen die
betreffenden Mausstamme stammen, zur Verfigung gestellt. Die Primer wurden von

Eurofins Genomics bezogen.

Tab. 9: Primersequenzen zur Genotypisierung der Mause.

Gen Sequenz (5'-3") Fragmentlange
Cldn10flox |floxed = GGCTTCGTAAGGTGGTGAGAG 443 bp

WT CCCTGTAAACACAGGCTGCTG 254 bp
PR-Cre Crel ATGTTTAGCTGGCCCAAATG 598 bp

Cre2 TATACCGATCTCCCTGGACG

WT CCCAAAGAGACACCAGGAAG 287 bp

Zur Amplifizierung der DNA-Fragmente wurde der Thermocycler T3000 (Biometra) und

folgendes Programm verwendet:
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Tab. 10: PCR-Programm zur Genotypisierung.

Temperatur [°C] Dauer
Initiale Denaturierung 94 °C 3 min
Denaturierung 94 °C 45 s
Annealing 60 °C 45 s 35 x
Elongation 72 °C 1 min
Finale Elongation 72 °C 10 min
Lagerung 4°C o0

Fur die anschlieBende Gelelektrophorese wurden 2 %ige Agarose-Gele (2 g Agarose
pro 100 ml TBE-Puffer) unter Zusatz von GelRed® (Biotium, 5 pl/200 ml) zur
Anfarbung der DNA-Fragmente verwendet. Als DNA-Standard wurde der GeneRuler
100bp Plus (Thermo Scientific) verwendet. Die Gelelektrophorese wurde in TBE-Puffer
durchgefiihrt und die Gele anschlieRend mit dem ChemiDoc Imaging System (BioRad)

analysiert.

3.2.3.2 Transkriptomanalyse

RNA-Isolation

Fur die phenolfreie RNA-Isolation aus Deziduagewebe wurde das RNeasy Mini Kit
(Qiagen®) verwendet. Die Deziduagewebe wurden zunachst aufgetaut und
anschlieBend das Gewebe von jeweils drei Implantationsstellen pro Maus gepoolt und
in 600 pl RLT-Puffer homogenisiert (IKAR T10 basic, Ultra Turrax Homogenizer).
Anschliel3end erfolgte die RNA-Isolation nach Herstellerprotokoll mit integriertem
DNase-Verdau. Dieser verhindert eine Kontamination der Proben mit genomischer
DNA, die zu einer Verfalschung des Expressionslevels eines Transkripts bei der
Transkriptomanalyse fuhren wirde. Die RNA wurde zum Schluss in 50 yul RNase
freiem Wasser eluiert und deren Konzentration photometrisch (BioPhotometer,
Eppendorf) bestimmt. Die Lagerung der RNA bis zur weiteren Verwendung erfolgte bei
-80 °C.
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RNA-Microarray

Zur Transkriptomanalyse wurde der Affymetrix Clariom™ S Assay mouse (Applied
Biosystems™) verwendet. Die Durchfihrung erfolge an der Genomics &
Transcriptomics Facility (GTF) am Universitatsklinikum Essen (Leitung Dr. rer. nat
René Scholtysik, Institut fur Zellbiologie). Die Analyse der Ergebnisse erfolgte mithilfe

der Transcriptome analysis software 4.0 (Applied Biosystems™).

3.2.4 Statistik

Zur statistischen Auswertung wurde nach einem Test auf Normalverteilung der Daten
der Students t-Test angewendet, wobei der Signifikanzwert (p-Wert) auf 5 % festgelegt
wurde. Bei einem berechneten p-Wert < 0,05 wurde der Unterschied der Messdaten

somit als signifikant angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1 Lokalisation des Cldn3-Proteins im zyklischen Endometrium und bei der
Plazentabildung in der WT-Maus

4.1.1 Lokalisation von Cldn3 im zyklischen Endometrium

In vorangegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden,
dass Cldn3 im luminalen und glandularen Epithel des Endometriums im Ostrus des
murinen Zyklus, also im nicht schwangeren Uterus, exprimiert ist (Schumann, 2015).
Da sich das Endometrium im Laufe des Ostruszyklus bedingt durch die hormonellen
Schwankungen morphologisch und funktionell einer moglichen Befruchtung und
Schwangerschaft anpassen muss, wurde in dieser Arbeit zunachst die Verteilung des
Cldn3 in allen Phasen des Ostruszyklus analysiert. Dazu wurde durch einen
Vaginalabstrich die Zyklusphase der Mause bestimmt, die Uteri entnommen und
Fluoreszenzfarbungen von Cldn3 angefertigt. Hierbei zeigte sich, dass Cldn3 in allen
Phasen des Ostruszyklus im endometrialen luminalen und glandularen Epithel
exprimiert ist, in keiner Phase jedoch in den endometrialen Stromazellen. Im
Metdstrus, Didstrus und Prodstrus ist eine apikale und basale Konzentration von Cldn3
sowohl im luminalen als auch glandularen Epithel zu erkennen. Im Ostrus hingegen ist
diese Konzentration im luminalen Epithel aufgehoben und das Protein ist im Gewebe
eher diffus verteilt. Im Gegensatz dazu zeigt Cldn3 im glandularen Epithel im Ostrus
eine starke apikale Konzentration, eine basale Expression ist nicht zu erkennen (Abb.
4).
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Ostrus Metostrus Diostrus Proostrus

LE

GE

Abb. 4: Immunfluoreszenzfarbungen fur Cldn3 an Endometriumgewebe von WT-Mausen in
unterschiedlichen Phasen des Ostruszyklus. Die Zyklusphasen wurden mittels Vaginalabstrich bestimmt.
Dargestellt sind jeweils Anschnitte des luminalen (LE, a-d) und des glanduléren (GE, e-h) Epithel des Uterus. Cldn3
ist in allen Phasen des Ostruszyklus im luminalen sowie glandularen Epithel mit einer zyklusabh&ngigen
Konzentration am apikalen und/oder basalen Pol der Epithelzellen exprimiert, nicht aber in den Stromazellen.
Mafstab 50 pm.

4.1.2 Lokalisation von Cldn3 in der Dezidua und in der Plazenta der frihen

Schwangerschatft

Wie zuvor von unserer Arbeitsgruppe beschrieben, wird Cldn3 kurz vor der
Implantation an Tag 4,5 pc im luminalen Epithel der Implantationsstelle im
Endometrium exprimiert. Zudem wird Cldn3 spezifisch ab Tag 5,5 pc in den
dezidualisierten Stromazellen induziert. Die Expression von Cldn3 weitete sich im
Verlauf der Schwangerschaft in der Dezidua aus und zeigte sich an Tag 8,5 pc in den
Zellen der sekundaren Dezidua sowie in der antimesometrialen Dezidua (Schumann
et al., 2015). Um nun weiterfihrend zu untersuchen, ob die deziduale Expression von
Cldn3 wahrend der Bildung der Plazenta bestehen bleibt und Cldn3 auch im
embryonalen Anteil der Plazenta zu finden ist, wurden Immunfluoreszenzfarbungen
von Implantationsstellen an Tag 10,5 pc angefertigt. Zu diesem Zeitpunkt differenziert
sich die Plazenta in Spongiotrophoblast und Labyrinth, welches Villi ausbildet, um den
Nahrstoffaustausch  zwischen maternalem und embryonalem Gewebe zu
gewahrleisten.

In Abb. 5a ist eine Ubersicht einer Implantationskammer an Tag 10,5 pc gezeigt. Cldn3
war zu diesem Stadium in dem verbleibenden luminalen Endometriumepithel, das sich
auf antimesometrialer Seite Uber dem Embryo befindet und an die
Trophoblastriesenzellen grenzt, exprimiert (Abb. 5 b,c). Ebenfalls fand sich eine Cldn3-

Immunreaktivitat in den noch persistierenden lateralen Teilen der Dezidua (Abb. 5 d,e)
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und in dem mesometrialen Teil der Dezidua, der an den Spongiotrophoblasten der sich
bildenden Plazenta grenzt (Abb. 5 f,g). Cldn3 wies in den unterschiedlichen Zelltypen
eine differenzierte zellulare Lokalisation auf: Wahrend Cldn3 in den polaren
endometrialen Epithelzellen eine apikale Konzentration mit einer etwas geringeren
Verteilung an der basolateralen und basalen Seite der Zellen zeigte, wies die Cldn3-
Farbung in den Deziduazellen eine gleichmé&lRige Verteilung tber die Zellmembran auf.
Die Plazenta selbst wies keine positive Immunreaktivitat fir Cldn3 auf (Abb. 5 h;,i),
ebenso zeigten der Embryo und der diesen umgebende Dottersack kein Cldn3-Protein
(Abb. 5 b,c).

4.1.3 Lokalisation von Cldn3 in der Dezidua der reifen Plazenta der spéten

Schwangerschatft

Um zu einem spateren Zeitpunkt eine mogliche Expression von Cldn3 in der reifen
Plazenta zu untersuchen, wurden Plazenten an Tag 17,5 pc entnommen und hieran
ebenfalls Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt. In Abb. 6a ist eine Ubersicht einer
Plazenta an Tag 17,5 pc in einer HE-Farbung zu sehen. Die murine Plazenta besteht
aus drei Schichten, dem Labyrinth, in dem fetales und maternales Blut in fetalen
Blutgefallen und maternalen Vaskularraumen zirkuliert, dem Spongiotrophoblast, der
eine junctional zone zwischen dem embryonalen und maternalen Teil der Plazenta
darstellt und neben Spongiotrophoblastzellen auch Glykogenzellen und verschiedene
TGCs enthélt (Rai und Cross, 2014), sowie dem maternalen Anteil, der aus der
Dezidua basalis gebildet wird. Cldn3 war in diesem Stadium ausschlie3lich in der
maternalen Dezidua exprimiert (Abb. 6 b-c). Die Farbung war, ahnlich der Farbung der
Dezidua zum Zeitpunkt 10,5 dpc, gleichmaRig tber die Zelloberflache verteilt, eine
polare Verteilung des Proteins in den Zellen ist nicht erkennbar. Labyrinth und
Spongiotrophoblast weisen keine positive Immunreaktivitit gegen den Cldn3-

Antikorper auf.
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a mesometrial -

Abb. 5: Immunfluoreszenzfarbungen fir Cldn3 an Implantationskammern von WT-M&ausen zum Zeitpunkt
10,5 dpc. Zur Ubersicht ist eine HE-Farbung einer Implantationskammer an Tag 10,5 pc mit einer Kennzeichnung
der gezeigten Ausschnitte der Fluoreszenzfarbungen gezeigt (a). Dargestellt ist die Fluoreszenzfarbung gegen
Cldn3 (griin b, e, h) und eine Uberlagerung mit einer DNA-Farbung (DAPI, blau, c-d, f-g, i-k). Cldn3 ist im
verbleibenden luminalen Epithel auf antimesometrialer Seite der Implantationskammer (b, ¢) exprimiert, sowie in
den persistierenden Teilen der lateralen (e, f) und in der antimesometrialen Dezidua (h, i). (d, g, k) zeigen jeweils
gréRere VergrofRerungen der drei Bereiche. E = Embryo, D = Dezidua, P = Plazenta, TG = Trophoblastriesenzellen,
LE = luminales Epithel, M = Mesometrium. Maf3stab (a) 1000 pm, (b-c, e-f, h-i) 200 pum, (d, g, k) 50 um.
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Abb. 6: Immunfluoreszenzfarbungen fir Cldn3 an Plazentagewebe von WT-M&usen zum Zeitpunkt 17,5 dpc.
Zur Ubersicht ist eine HE-Farbung einer Plazenta Tag 17,5 pc mit einer Kennzeichnung der gezeigten Ausschnitte
der Fluoreszenzfarbungen gezeigt (a). Dargestellt ist die Fluoreszenzfarbung gegen Cldn3 (griin, b) und eine
Uberlagerung mit einer DNA-Farbung (DAPI, blau, c). Cldn3 ist zu diesem Zeitpunkt nur in dem dezidualen Teil der
Plazenta exprimiert. L = Labyrinth, S = Spongiotrophoblast, D = Dezidua. Maf3stab (a) 1500 pum, (b und c) 200 pm.
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4.2 Untersuchungen zur Rolle von endometrialem Cldn3 in einem Cldn3KO-
Mausmodell

Wie zuvor gezeigt werden konnte, wird Cldn3 in der frihen Schwangerschaft
spezifisch in den Deziduazellen der Implantationskammer induziert (Schumann et al.,
2015) und bleibt, wie im vorigen Kapitel beschrieben, auch in der reifen Plazenta in
den maternalen Deziduazellen erhalten. Um genauere Einsichten in die Funktion
dieses in der Schwangerschaft in den endometrialen Stromazellen hochregulierten
Proteins zu gewinnen, wurden Untersuchungen an Cldn3-defizienten Mausen
(freundlicherweise zur Verfuigung gestellt von Prof. Dr. Miller, Klinik fir Padiatrie m.
S. Nephrologie, Charité Berlin) durchgefiihrt. Diese wurden zunéchst hinsichtlich ihrer

Reproduktionsfahigkeit analysiert.

421 Nachweis des endometrialen Cldn3-Knockouts mittels

Immunfluoreszenzfarbungen

Neben dem Nachweis des Knockouts von Cldn3 im Endometrium der Cldn3-
defizienten Mause mittels Genotypisierungs-PCR, der in einer separaten Arbeit in
unserer Arbeitsgruppe durchgefihrt wurde (Xin Xin Wu, unveroéffentlichte Daten), sollte
der Knockout speziell im Endometrium hier auch auf Proteinebene mithilfe der
etablierten Immunfluoreszenzfarbung gegen Cldn3 bestétigt werden. Dazu wurden die
Uteri nicht schwangerer Cldn3KO-Mause entnommen und parallel zu Uteri aus WT-
Méausen gefarbt (Abb. 7). Im Endometrium der WT-Mause zeigte sich das typische
Farbemuster der Cldn3-Verteilung. Das Iluminale sowie das glandulare
Endometriumepithel zeigten eine positive Immunreaktivitait gegen den Cldn3-
Antikorper (Abb. 7 a,b). In dem Uterusgewebe der Cldn3-defizienten Mause fehlte
hingegen jegliche Immunreaktivitat (Abb. 7 c,d). Somit konnte hier ein Fehlen des

Cldn3-Proteins im Endometrium der Cldn3KO-Mause nachgewiesen werden.
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Abb. 7: Immunfluoreszenzfarbungen fir Cldn3 an Endometriumgewebe von WT-Mausen (a-b) und
Cldn3KO-M&usen (c-d). Dargestellt ist die Fluoreszenzfarbung gegen Cldn3 (griin) und eine Uberlagerung mit
einer DNA-Farbung (DAPI, blau). Im Endometrium der WT-Maus zeigten sich Fluoreszenzsignale in den Zellen des
luminalen Epithels (a, LE) und glandularen Epithels (b, GE), wahrend im Endometrium der Cldn3KO-Maus keinerlei
Immunreaktion gegen Cldn3 im luminalen (c, LE) und glandularen (d, GE) Epithel detektiert werden konnte.
Mafstab 50 pm.

4.2.2 Auswirkung der Cldn3-Deletion auf die Fertilitat

Cldn3-defiziente Mause sind grundsatzlich fertil (Kooij et al., 2014), allerdings wurde
zuvor gezeigt, dass bei der Verpaarung heterozygoter Cldn3-defizienter Mause
weniger Mause mit einem homozygoten Genotypen geboren werden, als es gemal
der Mendel'schen Regeln zu erwarten ware (Schroder, 2013). Bei Verpaarungen
homozygoter Tiere untereinander konnte zudem eine reduzierte
Reproduktionseffizienz beobachtet werden (Mdller, pers. Mitteilung). Da die
Reproduktionseffizienz der Cldn3-defizienten Mause bisher allerdings noch nicht
systematisch und quantitativ erfasst wurde, wurden hier zum einen die weiblichen
Cldn3KO-Mause auf eine korrekte zyklische Aktivitat des Endometriums hin tberpriift,
zum anderen wurden diese Tiere hinsichtlich der WurfgroRe, der
Geschlechterverteilung der Nachkommen und der postnatalen Gewichtsentwicklung
der Jungtiere untersucht.

Zur Bestimmung des Ablaufs des Ostruszyklus wurde taglich per Vaginalabstrich die
Zyklusphase der weiblichen Tiere der jeweiligen Mauslinie bestimmt und der zeitliche
Abstand erfasst, in dem die Tiere einen kompletten Zyklus durchlaufen hatten (Ostrus

bis Ostrus). Hierbei zeigte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der
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Zykluslange zwischen den Cldn3KO-Méausen und den WT-Kontrollen. Die
durchschnittliche Zykluslange der WT-Weibchen betrug 5,06 + 0,68 Tage und der
Cldn3KO-Weibchen 4,92 + 0,51 Tage (Abb. 8 a).

Die Wurfgré3e der Cldn3KO-Mause, gemessen in Jungtieren pro Wurf, wies zwar
einen tendenziellen, aber keinen signifikanten Unterschied zu der Wurfgrof3e der WT-
Kontrolltiere auf (Abb. 8 b). Dabei betrug die Wurfgrél3e der WT-Mause 6,10 + 2,90
und der Cldn3KO-Mause 5,40 = 2,19 Tiere pro Wurf. Auch das Geschlechterverhéltnis
der Jungtiere beider Mausstdamme zeigte keinen signifikanten Unterschied. Bei den
Cldn3KO-Tieren uberwogen tendenziell die mannlichen Tiere gegeniber den
weiblichen im Vergleich zu den WT-Kontrolltieren, wo es umgekehrt war, doch war
dieser Unterschied nicht signifikant (Abb. 8 c,d).

Die postnatale Entwicklung der Jungtiere aus Verpaarungen der homozygoten
Cldn3KO-Mause untereinander im Vergleich zu den WT-Kontrolltieren ist in Abb. 9 a
zu sehen. Die Jungtiere wurden ab dem Zeitpunkt P1, welcher dem Tag der Geburt
entspricht, taglich zur gleichen Zeit gewogen. Die Jungtiere der WT-Kontrollm&use und
der Cldn3KO-Mause wiesen zum Zeitpunkt der Geburt in etwa das gleiche Gewicht
auf, welches bis zum Zeitpunkt P15 gleichermal3en anstieg. Bei beiden Stammen
stagnierte das Wachstum der Jungtiere ab P15 fir etwa 5 Tage. In dieser
Plateauphase waren die Cldn3-defizienten Jungtiere tendenziell etwas leichter, was
jedoch statistisch nicht signifikant war. Ab P20 stieg das Gewicht der Jungtiere beider
Stdmme wieder an, wobei hier das Gewicht der Cldn3-defizienten Mause etwas starker
anstieg, was jedoch ebenfalls statistisch nicht signifikant war.

Zusatzlich zur Gewichtsentwicklung der Jungtiere wurde das Gewicht adulter Tiere
erfasst. Dafur wurden Tiere, mannliche wie weibliche, beider Stamme aus dem
Bestand gewogen und das Gewicht korrelierend zu ihrem Alter in einem Diagramm
aufgetragen (Abb. 9 b,c). Hier ist zu erkennen, dass sowohl die weiblichen (Abb. 9 b)
als auch die mannlichen (Abb. 9 c¢) adulten Tiere beider Stdmme keine

Gewichtsunterschiede aufwiesen.
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Abb. 8: Darstellung der Fertilititsparameter von Cldn3KO-M&usen im Vergleich zu WT-Kontrollen. (a)
Zykluslangen von WT- und Cldn3KO-Mausen gemessen in Tagen. Die Zyklusphase wurde mittels Vaginalabstrich
bestimmt. Gemessen wurde jeweils der Zeitraum, in dem alle Zyklusphasen einmal durchlaufen worden sind. Dabei
wurden mindestens 3 Zyklen von 4 Mausen gemessen. (b) WurfgréRe von WT- und Cldn3KO-Mausen gemessen
in Mause pro Wurf. (c) Geschlechterverhéltnis der WT- und (d) Cldn3KO-Mé&use. MW + SD.
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Abb. 9: Postnatale Gewichtsentwicklung (a) und Gewichte adulter Tiere (b) von Cldn3KO- im Vergleich zu
WT-Méausen. (a) Dargestellt ist das Gewicht der neugeborenen Cldn3KO- und WT-Mause in Abh&angigkeit vom
Alter. Die neugeborenen Tiere wurden innerhalb von 24h nach der Geburt zum ersten Mal und anschlieRend taglich
zur gleichen Uhrzeit gewogen. Es wurden die Nachkommen aus drei verschiedenen Wirfen von unterschiedlichen
Muttertieren gewogen, dabei wurde nicht nach Geschlecht unterschieden. MW + SD. (b,c) Gewichte adulter WT-
und Cldn3KO-Mause. Dabei wurden adulte Tiere einmalig gewogen und das Gewicht in Abhéngigkeit vom Alter
dargestellt. (b) Gewicht weiblicher Mause, (c) Gewicht mannlicher Mause, wobei das Gewicht der WT-M&use durch
schwarze und das der KO-Mause durch die weiRen Punkte reprasentiert wird.
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4.2.3 Einfluss der Cldn3-Deletion auf die Implantation, Dezidualisierung und
Embryoentwicklung

4.2.3.1 Die Cldn3-Deletion beeintrachtigt Dezidualisierung und Trophoblastinvasion

Im vorherigen Kapitel wurde gezeigt, dass die Deletion von Cldn3 Kkeinen
offensichtlichen Einfluss auf die Fruchtbarkeit der Tiere und deren postnataler
Entwicklung hat. Da das Cldn3-Protein jedoch spezifisch zum Zeitpunkt der
Implantation in den sich zu Deziduazellen differenzierenden Stromazellen induziert
wird, obwohl es im nicht-graviden Zustand nicht in endometrialen Stromazellen
exprimiert wird, kann ein Einfluss wahrend der frihen Schwangerschaft nicht
ausgeschlossen werden. Um daher diesen potenziellen Einfluss der Cldn3-Deletion
auf die Prozesse wahrend der Embryoimplantation zu untersuchen, wurden
Implantationsstellen zu verschiedenen Zeitpunkten der frihen Schwangerschaft
morphologisch untersucht. Dazu wurden Tiere der Cldn3KO-Mauslinie und WT-
Kontrolltiere terminiert verpaart, die Implantationskammern entnommen und
vereinzelt. Als Praparationsbeispiel sind in Abb. 10 a Implantationskammern von WT-
und Cldn3KO-Mausen zum Zeitpunkt 8,5 dpc gezeigt. Die Implantationskammern der
beiden Mausstamme sahen makroskopisch ahnlich aus, und es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied in der Anzahl der Implantationsstellen pro gravidem
Muttertier, wobei die Anzahl der Implantationsstellen der Cldn3KO-Tiere eine gréRere
Varianz aufwiesen (8,56 + 1,81 in WT- und 6,06 + 3,30 IPK/Tier in Cldn3KO-Mé&ausen)
(Abb. 10 b).
Um die Entwicklung der Implantationskammern zu beurteilen, wurden zunéchst jeweils
homogene Verpaarungen der Mause (WT x WT und KO x KO) durchgefihrt, und die
Implantationskammern zum Zeitpunkt 6,5 dpc und 8,5 dpc entnommen, vereinzelt und
gewogen. Dabei konnte festgestellt werden, dass sowohl zum Zeitpunkt 6,5 dpc als
auch zum Zeitpunkt 8,5 dpc die Implantationskammern der Cldn3KO-Tiere signifikant
leichter waren als die der KO-Tiere. Um auszuschlieRen, dass diese
Gewichtsreduktion durch eine retardierte Embryoentwicklung zustande kommt, und zu
Uberprifen, dass hier ein maternaler Effekt vorliegt, wurden heterologe Verpaarungen
durchgefuhrt, bei der KO-Weibchen mit WT-Méannchen verpaart wurden (KO x WT),
so dass aus dieser Verpaarung ausschlie3lich heterozygote Embryonen resultierten.
Auch bei dieser Verpaarung zeigte sich eine signifikante Gewichtsminderung der
Implantationsstellen der Cldn3KO-Tiere. Somit konnte gezeigt werden, dass es sich
hierbei um einen maternalen Effekt handelt und die Gewichtsminderung der
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Implantationsstelle durch eine sich fehlerhaft entwickelnde Dezidua verursacht wird,
da die Masse der Implantationsstelle zu diesem Zeitpunkt der Schwangerschatft durch
die Proliferation der Deziduazellen gebildet wird und nicht durch die Zellmasse des

Embryos.
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Abb. 10: Anzahl und Gewichte der Implantationskammern von Cldn3KO-M&usen im Vergleich zu WT-
Mé&usen an Tag 6,5 pc und 8,5 pc. (a) Darstellung von vereinzelten Implantationskammern von WT- und Cldn3KO-
Mé&usen. (b) Anzahl der Implantationskammern pro Tier von WT- (n=9) und Cldn3KO-Mausen (n=16) insgesamt an
6,5 dpc und 8,5 dpc zusammengefasst. (¢) Gewichte der vereinzelten Implantationskammer zu den Zeitpunkten
6,5 dpc und 8,5 dpc. Durchgefuhrt wurden drei verschiedene Verpaarungstypen: WT x WT, KO x KO und eine
Verpaarung, bei der das Weibchen eine Cldn3KO-Maus war, das Mannchen eine WT-Maus (KO x WT). An beiden
Zeitpunkten der Schwangerschaft wiesen die Implantationsstellen der Cldn3KO-Mause ein signifikant reduziertes
Gewicht gegeniiber denen der WT-Méause auf. MW + SD, * p < 0,05.

Zur histomorphologischen Untersuchung wurden die Implantationskammern
resultierend aus den WT x WT und den KO x WT Verpaarungen zum Zeitpunkt 8,5
dpc, an dem der gro3te Gewichtsunterschied vorlag, in Serie geschnitten und HE
gefarbt (Abb. 11).

Die Implantationskammern beider Mausstdmme zeigten eine unauffallige primére
Dezidua (PDZ), und auch die sekundéare Dezidua (SDZ) auf der antimesometrialen
Seite und die Dezidua basalis auf der mesometrialen Seite wiesen keine Auffalligkeiten
auf. Die Fruchthdhle des Embryos der Cldn3KO-Mause erschien tendenziell etwas

kleiner als die der WT-Kontrolltiere. Zu diesem Zeitpunkt bildet der Ektoplazentarkonus
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(EC) den invasiven Teil des Trophoblasten. Der EC war in den Implantationskammern
beider Mause ausgebildet, was auf eine fortlaufende Implantation hindeutet. Allerdings
zeigte der EC in den CIn3KO-M&usen eine weniger ausgepragte Abgrenzung zu den
umliegenden Deziduazellen, und die Zellkomposition innerhalb des EC erschien
lockerer. Um einen maoglichen Effekt der Cldn3-Deletion auf die Invasivitat des EC zu
quantifizieren, wurde die Lange des EC gemessen, wie in Abb. 11 ¢ und d gezeigt. Es
war eine tendenziell verminderte Lange des EC in den Implantationskammern der
Cldn3KO-Mause zu beobachten (WT: 452,48 + 89,53 um, Cldn3KO: 365,31 + 121,44
um, p=0,087). Ein unterentwickelter EC weist hiermit auf eine reduzierte oder
verzogerte Embryoimplantation und eine verminderte Invasivitat des Trophoblasten
hin.
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Abb. 11: Histologische Untersuchung der Implantationskammern von Cldn3KO- im Vergleich zu WT-
Mausen an Tag 8,5 pc. Dargestellt sind HE-Farbungen an Paraffinschnitten von Implantationskammern zum
Zeitpunkt 8,5 dpc von (a) WT- und (b) Cldn3KO-Mausen. (c-e) Messung der Lange des Ektoplazentarkonus (EC,
senkrechter Strich) von WT- (c) und Cldn3KO-Mausen (d). (e) Diagramm zur Darstellung der Lange des EC in um.
Gemessen wurde der EC in Implantationskammern resultierend aus Verpaarungen von WT x WT und KO x WT, n
= 6. Die Lange des EC der KO-Tiere war im Vergleich zu den WT-Tieren tendenziell reduziert. MW + SD. PDZ =
primére Dezidua, SDZ = sekundéare Dezidua, DB = Dezidua basalis, E = Embryo, EC = Ektoplazentarkonus, UL =
uterines Lumen. Maf3stab (a,b) 1000 um und (c,d) Maf3stab 50 pm.
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4.2.3.2 Beeintrachtigigung der friihen Plazentation durch Cldn3-Deletion

Um einen moglichen Effekt der Cldn3-Deletion auf die frihe Plazentation zu
untersuchen, wurden histologische Praparate der Implantationsstellen von Cldn3KO-
und WT-Mausen zum Zeitpunkt 10,5 dpc angefertigt (Abb. 12). Auch hier wurden
homogene Verpaarungen der WT-Tiere (WT x WT) und heterogene Verpaarungen der
KO-Tiere (KO x WT) durchgefuhrt, um einen Effekt durch eine embryonale Cldn3-
Deletion auszuschlieRen. In beiden Mauslinien zeigte sich eine regelgerechte
Embryoentwicklung, wobei auch hier die Fruchthdhle der Embryonen der Cldn3KO-
Mause kleiner erschien. Zum Zeitpunkt 10,5 dpc formt sich das Labyrinth der Plazenta
aus Zellen des Chorion und der Allantois, wahrend die Zellen des EC die Zellen der
junctional zone, also des Spongiotrophoblasten, stellen (Rai und Cross, 2014). Die
Entwicklung des Labyrinths und des Spongiotrophoblasten in den friilhen Plazenten
der Cldn3KO-Maus schien verzégert (Abb. 12 b,d), und das Gewebe des Labyrinths
erschien weniger dicht im Vergleich zu dem der Kontrollméuse (Abb. 12 a,c). Der
Spongiotrophoblast war bei den Cldn3KO-Tieren noch deutlich von dem umliegenden
Deziduagewebe abgegrenzt, was in den Kontrolltieren zu dem Zeitpunkt der
Schwangerschaft nicht mehr der Fall war, und &hnelte noch mehr dem invasivem EC
als dem Spongiotrophoblasten, da hier immernoch eine polare Struktur und
Invasionsrichtung des Gewebes zu erkennen war und die Zellen des

Spongiotrophoblasten eine flachigere Struktur aufwiesen.
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Abb. 12: Histologische Untersuchung der Implantationskammern von Cldn3KO- im Vergleich zu WT-
Mausen an Tag 10,5 pc. Dargestellt sind HE-Farbungen an Paraffinschnitten von Implantationskammern zum
Zeitpunkt 10,5 dpc von (a) WT- und (b) Cldn3KO-Mausen mit gekennzeichneter Flache des gezeigten
korrespondierenden Ausschnitts in (c) und (d). E = Embryo, P = Plazenta, D = Dezidua, L = Labyrinth, S =
Spongiotrophoblast. Maf3stab (a, b) 2000 um, MaRstab (c, d) 500 um.

4.2.3.3 Die Cldn3-Deletion beeintrachtigt das Embryowachstum, nicht jedoch die reife

Plazenta

Bisher konnte gezeigt werden, dass eine Deletion des endometrialen Cldn3 eine
Reduktion des Gewichts der Implantationsstellen zum Zeitpunkt der Implantation und
eine reduzierte Invasionstiefe des Trophoblasten zur Folge hat. Auch die frihe
Entwicklung der Plazenta scheint beeintrachtigt zu sein. Um dies in den folgenden
Entwicklungsstadien zu untersuchen, wurden die Plazenten beider Versuchsgruppen
an Tag 14,5 pc und an 17,5 pc entnommen und histomorphologisch untersucht (Abb.
13). Auch hierflr wurden wieder homogene Verpaarungen der WT-Tiere (WT x WT)
und heterogene Verpaarungen der KO-Tiere (KO x WT) durchgefuhrt. An Tag 14,5 pc
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ist die Plazenta voll ausgebildet und weist den typischen schichtartigen Aufbau von
Labyrinth, Spongiotrophoblast und der maternalen Dezidua auf. Zu diesem Zeitpunkt
war kein morphologischer Unterschied zwischen den Plazenten der Cldn3-defizienten
Tiere zu den Plazenten der WT-Kontrollen festzustellen. Alle drei Schichten der
Plazenta sind vollstdndig ausgebildet und zeigen keine Auffalligkeiten in Bezug auf die
Gewebsstruktur (Abb. 13 a,b). Auch an Tag 17,5 pc waren die Plazenten der KO-Tiere
in ihrer Morphologie unauffallig (Abb. 13 c,d).

WT Cldn3KO

14,5 dpc

17,5 dpc

Abb. 13: Histologische Untersuchung der Plazenten von Cldn3KO- im Vergleich zu WT-Mausen an Tag 14,5
pc (a, b) und 17,5 pc (c, d). Dargestellt sind HE-Farbungen an Paraffinschnitten der Plazenten von (a, ¢c) WT- und
(b, d) Cldn3KO-Mausen. L = Labyrinth, S = Spongiotrophoblast, D = Dezidua. MaRstab 1500 pum.

An Tag 17,5 pc wurden die Plazenten und die dazugehdrigen Embryonen zusétzlich
gewogen. Hier wurden sowohl homogene WT- und KO-Verpaarungen (WT x WT; KO
x KO) als auch heterogene KO-Verpaarungen durchgefuhrt (KO-Weibchen x WT-
Méannchen), um einen eventuellen Effekt einer embryonalen Cldn3-Deletion
ausschlie3en zu kénnen. Die Embryonen aus beiden KO-Verpaarungen wiesen ein
signifikant reduziertes Gewicht gegenuber den WT-Kontrollembryonen auf (WT x WT:
0,923 + 0,10 g, KO x KO: 0,821 + 0,08 g, KO x WT: 0,892 + 0,06 g), das Gewicht der
Plazenten aus allen drei Verpaarungstypen zeigte jedoch keine Gewichtsunterschiede
(WT x WT: 0,127 + 0,05 g. KO x KO: 0,112 + 0,02, KO x WT: 0,117 £ 0,01 g) (Abb.
14). Obwohl die reifen Plazenten der Cldn3-KO-Tiere also morphologisch unauffallig
waren, konnte hier eine Wachstumretardierung der Embryonen in den Cldn3KO-
Mittern gezeigt werden. Die Cldn3-Deletion beeintrachtigte also das

Embryowachstum, vermutlich durch eine reduzierte Dezidualisierung und
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Trophoblastinvasion in der frihen Schwangerschaft, was jedoch dennoch in
Uberlebensfahigen Nachkommen resultierte.
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Abb. 14: Gewichte der Embryonen und korrespondierenden Plazenten von Cldn3KO- im Vergleich zu WT-
Mausen an Tag 17,5 pc. Dargestellt sind die Gewichte von Embryonen und Plazenten aus den Verpaarungstypen
WT x WT (n=22), KO x KO (n=20) und KO-Weibchen x WT-Mannchen (KO x WT, n=13). Das Gewicht der
Embryonen aus beiden KO-Verpaarungen war signifikant reduziert, die Plazenten aller Versuchsgruppen wiesen
keinen signifikanten Gewichtsunterschied auf. MW + SD, * p < 0,05.

In diesem Kapitel konnte somit gezeigt werden, dass die frihen Beeintrachtigungen
der Dezidualisierung eine intrauterine Wachstumsretardierung der Embryonen zur

Folge hatte, aber die Morphologie der reifen Plazenten nicht beeinflusste.

4.2.3.4 Untersuchung des Schwangerschaftsverlauf der Cldn3KO-Tiere mittels

Ultraschall

Um die Entwicklung der Implantationskammern morphologisch in vivo beurteilen zu
kébnnen, wurden zu verschiedenen Zeitpunkten der Schwangerschaft
Ultraschalluntersuchungen an Cldn3KO-Mausen durchgefihrt und diese mit den WT-
Kontrollen verglichen (Abb. 15). Zum Zeitpunkt 8,5 dpc waren die Implantationsstellen
mit stark echoarmer Fruchthdhle in den WT-Kontrollen in der Ultraschallaufnahme
bereits deutlich zu sehen (Abb. 15 a, Pfeil). Die Implantationsstellen der Cldn3KO-
Méause erschienen deutlich echoarmer und auch die Fruchthéhle war im Vergleich zu
den Kontrolltieren nicht so deutlich ausgepragt (Abb. 15 b, Pfeil). Am Tag 10,5 pc war
in den WT-Kontrollen der Embryo deutlich zu erkennen, in Ansétzen ebenfalls die
Arteria umbilicalis (Abb. 15 c, Pfeil). Die sich bildende Plazenta, die zu diesem
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Zeitpunkt aus dem Labyrinth und dem Spongiotrophoblasten besteht, grenzte sich
bereits von der darunter liegenden Dezidua ab (Abb. 15 c, Stern). In den Cldn3KO-
Mausen war ebenfalls ein sich entwickelnder Embryo zu erkennen, die Plazenta
zeichnete sich allerdings noch nicht so deutlich ab (Abb. 15 d). Ab dem Zeitpunkt 14,5
dpc waren die Plazenten vollstandig entwickelt. Zudem waren in beiden Mausstammen

gleichermalRen deutlich die Embryonen zu erkennen (Abb. 15 e,f)

Abb. 15: Ultraschalluntersuchungen von Implantationskammern zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Schwangerschaft von Cldn3KO- im Vergleich zu WT-Mausen. Dargestellt sind Implantationskammern von WT-
(a, c, e) und Cldn3KO-Mausen (b, d, f) an 8,5 dpc (a, b), 10,5 dpc (c, d) und 14,5 dpc (e, f). Der Pfeil in a und b
deutet auf den Embryo, das Sternchen in (c) auf die Plazenta und der Pfeil in (c) auf die Arteria umbilicalis.
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4.2.3.5 Einfluss der Cldn3-Deletion auf die Vaskularisierung der Dezidua

Ein wesentlicher Faktor fur die Blutversorgung der sich entwickelnden Plazenta und
damit fur die ausreichende Versorgung des Embryos ist die Bereitstellung einer
adaquaten Gefal3versorgung in der miutterlichen Dezidua. Hierzu ist eine
umfangreiche Gefal3neubildung in der Dezidua in der frihen Schwangerschaft
notwendig. Um einen mdoglichen Einfluss des Fehlens des Cldn3 auf diese
Gefallentwicklung né&her zu untersuchen, wurde die Neovaskularisierung der Dezidua

mittels einer Immunfluoreszenzfarbung gegen den Endothelmarker CD31 analysiert.

Lokalisation von CD31-positiven Gefalien und Zellen im Verlauf der Schwangerschatft
in der WT-Maus

In friheren Studien konnte in einer Fluoreszenzfarbung mittels Doppelinkubation von
CD31- und Cldn3-Antikorpern bereits gezeigt werden, dass in der Intermediéarzone der
Implantationsstelle an Tag 6,5 pc die Endothelzellen auch eine Cldn3-Expression
aufwiesen, in der antimesometrialen Dezidua allerdings nur die Deziduazellen Cldn3-
positiv waren, die Endothelzellen jedoch nicht. An Tag 8,5 pc konnte hingegen kein
Cldn3 in den Endothelzellen mehr nachgewiesen werden (Schumann, 2015). Da die
Ko-Lokalisation von Cldn3 und CD31 in den spateren Schwangerschaftsstadien im WT
jedoch noch nicht untersucht wurde, wurde in der vorliegenden Studie zunachst eine
Doppel-Fluoreszenzfarbung mit  den entsprechenden  Antikérpern an
Implantationsstellen von WT-Mausen an Tag 10,5 pc durchgefuhrt (Abb. 16).
Insgesamt konnten in der Implantationsstelle an Tag 10,5 pc keine Cldn3-positiven
Endothelzellen, also keine Ko-Lokalisation der Cldn3- und CD31-positiven Zellen,
gefunden werden. Allerdings wiesen die Zellen der antimesometrialen Dezidua, die
sich nur noch schmal tiber den Embryo legt, CD31-positive Zellen auf, die nicht das
typische Netzgeflecht des vaskularen Systems der Dezidua aufwiesen (Abb. 16 b-d).
In der mesometrialen Dezidua basalis, die spater den maternalen Teil der Plazenta
bildet, konnten CD31-positive Zellen nachgewiesen werden, die die morphologischen

Merkmale des Gefalinetzes der Dezidua aufwiesen (Abb. 16 e-g).
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a mesometrial

Abb. 16: Immunfluoreszenzfarbungen fir Cldn3 und CD31 an Implantationskammern von WT-Mausen zum
Zeitpunkt 10,5 dpc. Zur Ubersicht ist eine HE-Farbung einer Implantationskammer an Tag 10,5 pc mit einer
Kennzeichnung der gezeigten Ausschnitte der Fluoreszenzfarbungen gezeigt (a). Dargestellt ist die
Fluoreszenzfarbung gegen Cldn3 (griin, b, ), CD31 (rot, ¢, f) und eine Uberlagerung mit einer DNA-Farbung (DAPI,

blau, d, g). E = Embryo, D = Dezidua, P = Plazenta, TG = Trophoblastriesenzellen, M = Mesometrium. Maf3stab (a)
1000um, (b-g) 200 pm.
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In der reifen Plazenta sind die fetalen Blutgefafl3e des Labyrinths Ort des Austausches
der Nahrstoffe zwischen Mutter und Embryo. Wie bereits gezeigt, ist Cldn3 in der reifen
Plazenta nur in dem maternalen Teil, der Dezidua, exprimiert. Um zu Uberprtfen, ob
die Cldn3-positiven Zellen CD31-positiv sind, wurde eine Doppelfluoreszenzfarbung
an Plazentagewebe im Stadium 17,5 dpc angefertigt (Abb. 17). Wie bereits
beschrieben, befanden sich Cldn3-positive Zellen ausschliel3lich in dem dezidualen
Teil der Plazenta. Zahlreiche kleinere CD31-positive BlutgefaRe fanden sich
Uberwiegend im Labyrinth (Abb. 17 k-m), die Dezidua (Abb. 17 e-g) und der
Spongiotrophoblast (Abb. 17 h-j) waren nur vereinzelt durchzogen von gréf3eren
GefalRen.

Abb. 17: Immunfluoreszenzfarbungen fur Cldn3 und CD31 an Plazentagewebe von WT-Mausen zum
Zeitpunkt 17,5 dpc. Zur Ubersicht ist eine HE-Farbung einer Plazenta an Tag 17,5 pc mit einer Kennzeichnung
der gezeigten Ausschnitte der Fluoreszenzfarbungen gezeigt (a). Dargestellt ist die Fluoreszenzfarbung gegen
Cldn3 (griin, b, e, h, k), CD31 (rot, ¢, f, i, I) und eine Uberlagerung beider Farbungen mit einer DNA-Farbung (DAPI,
blau, d, g, j, m). (b-d) Ubersicht tiber die Verteilung von Cldn3 und CD31 in den Schichten der Plazenta. Cldn3 ist
ausschlief3lich in der Dezidua exprimiert. CD31 positive Blutgefa3e finden sich in allen drei Schichten der Plazenta.
Detailaufnahmen der Dezidua (e-f) des Spongiotrophoblasten (h-j) und des Labyrinths (k-m). L = Labyrinth, S =
Spongiotrophoblast, D = Dezidua. Mal3stab (a) 1500 um, (b-d) 100 um, (e-m) 200 pm.
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Die Cldn3-Deletion beeinflusst nicht die Vaskularisierung der Dezidua wéhrend der
frihen Implantation

Da die Gefal3neubildung in der frihen Dezidua einen wesentlichen Grundstein flr die
spatere Embryoentwicklung darstellt, sollte in dieser Arbeit der Einfluss der Cldn3-
Deletion auf die Vaskularisierung der Dezidua untersucht werden. Dazu wurden
Implantationsstellen Cldn3-defizienter Mause und WT-Mause zum Zeitpunkt 8,5 dpc
mit dem Endothelmarker CD31 gefarbt (Abb. 18). Sowohl in den Implantationsstellen
der Cldn3-defizienten Mausen als auch in denen der WT-Kontrollen waren die Zellen
der antimesometrialen Dezidua CD31-positiv (Abb. 18 b,f). Lateral war bei beiden
Mauslinien eine Intermedi&rzone mit geringer Gefal3dichte zu finden (Abb. 18 c,g) und
ein gut ausgebildetes Netzwerk aus Gefal3en in der mesometrialen Dezidua (Abb. 18
d,h). Es zeigte sich kein Unterschied in Verteilung und Auspragung der BlutgefalRe
beim Vergleich der beiden Mausstamme. Somit konnte kein Unterschied in der
Vaskularisierung der mesometrialen Dezidua der Cldn3KO-Maus im Vergleich zu der
WT-Maus festgestellt werden.

Abb. 18: Immunfluoreszenzfarbungen fir CD31 an Implantationskammern von WT- und Cldn3KO-M&usen
zum Zeitpunkt 8,5 dpc. Dargestellt sind jeweils eine Ubersicht (a, ) und Detailausschnitte (b-d; f-h) der
Implantationskammern von WT- (a-d) und Cldn3KO-Mé&usen (e-h). Die Ausschnitte zeigen CD31 positive
BlutgeféaRRe in der antimesometrialen Dezidua (b,f), der Intermediérzone (c,g) und der basalen Dezidua (d,h). E =
Embryo; 1Z = Intermedidrzone; TG = Trophoblastriesenzellen (Pfeil); DB = Dezidua basalis. Maf3stab (a, €) 1000
pm, (b-d) und (f-h) 200 pm.

4.2.4 Cldn4 als mdgliches kompensatorisches Protein in Cldn3KO-M&ausen

Innerhalb der Proteinfamilie der Claudine gibt es Uberschneidungen der
verschiedenen Isoformen in der Proteinstruktur und damit einhergehend auch in der
postulierten Funktion der Claudine (Lal-Nag und Morin, 2009; Van lItallie und

Anderson, 2006). Da der Effekt der Deletion von Cldn3 trotz einer spezifischen
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Induktion dieses Proteins in der Dezidua der frihen Schwangerschaft in WT-Mausen
recht mild ausfallt und die Cldn3KO-Mé&use trotzdem fertil sind, kbnnte ein anderes
Claudin als kompensatorisches Protein fungieren und in den Implantationskammern
der Cldn3KO-Mause hochreguliert sein. In unserer Arbeitsgruppe konnte mittels gRT-
PCR bereits gezeigt werden, dass zum Zeitpunkt der Implantation an 6,5 und 8,5 dpc
die Transkripte fur Cldn4 und Cldn10 in den Implantationskammern signifikant
hochreguliert sind (Xin Xin Wu, unveroffentlichte Daten). Cldn4 ist in dieser Studie von
besonderem Interesse, da das Protein eine ahnliche Aminosauresequenz wie das
Cldn3 besitzt. Deswegen wurde in dieser Studie die Expression und Lokalisation von
Cldn4 im zyklischen Endometrium sowie zu verschiedenen Zeitpunkten der
Schwangerschaft von WT-Mausen untersucht und mit der Expression des Proteins in
den Implantationskammern der Cldn3KO-Mause verglichen. Dazu wurden
Paraffinschnitte der verschiedenen Gewebe angefertigt und mit einem Antikorper

gegen Cldn4 fluoreszenzgefarbt.

4.2.4.1 Cldn4 im zyklischen Endometrium von Cldn3KO- und WT-Mausen

Zunachst wurde die Expression von Cldn4 im zyklischen Endometrium der WT- und
Cldn3KO-Méause untersucht. In der Immunfluoreszenzfarbung von
Endometriumgewebe mit dem Antikorper gegen Cldn4 konnte das Protein im
luminalen und glandularen Epithel in allen Phasen des Ostruszyklus von WT-Mausen
nachgewiesen werden (Abb. 19 a-h). Ahnlich der Verteilung von Cldn3 war auch Cldn4
in einer apikalen und etwas schwacheren basalen Konzentration in den Zellen des
luminalen Epithels vom Metdstrus bis zum Proostrus zu finden, im Ostrus war die
Verteilung von Cldn4 eher diffus (Abb. 19 a-d). Im glandularen Epithel war Cldn4 in
keiner polaren Konzentration exprimiert, sondern gleichmaf3ig tber die Zellmembran
verteilt (Abb. 19 e-h). In den Cldn3KO-Mausen zeigten sich bis auf ein schwacheres
Fluoreszenzsignal im glandularen Epithel im Di- und Prodstrus keine bedeutenden
Unterschiede im Vergleich zu den WT-Kontrollen (Abb. 19 i-p).
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WT KO

Diostrus Metostrus Ostrus

Proostrus

Abb. 19: Immunfluoreszenzfarbungen fiir Cldn4 an Endometriumgewebe von WT- (a-h) und Cldn3KO-
Mausen (i-p) in unterschiedlichen Phasen des Ostruszyklus. Die Zyklusphasen wurden mittels Vaginalabstrich
bestimmt. Dargestellt sind jeweils Anschnitte des luminalen (LE, a-d und i-I) und des glanduléren (GE, e-h und m-
p) Epithels des Uterus. Cldn4 ist in der WT- und der Cldn3KO-Maus gleichermaf3en im gesamten Zyklus im
luminalen und glanduléaren Epithel exprimiert. Mal3stab 100 pm.

4.2.4.2 Cldn4-Expression wahrend der Implantation und Plazentabildung in Cldn3KO-
und WT-Mausen

In der frihen Schwangerschaft der Maus wird das Cldn3-Protein spezifisch in den
Deziduazellen der Implantationskammern induziert (Schumann et al., 2015). Um zu
untersuchen, ob das Fehlen des Cldn3 eine Expressionsanderung des Cldn4-Proteins
zur Folge hat, wurden Immunfluoreszenzfarbungen fur Cldn4 an Implantationsstellen
von Cldn3-defizienten Mausen an Tag 8,5 und 10,5 pc der Schwangerschaft (Abb. 20
a-d) angefertigt und mit WT-Kontrollen (Abb. 20 e-h) verglichen. Hierbei wurden
homogene Verpaarungen der WT-Mause vorgenommen (WT x WT) und heterogene
Verpaarungen der KO-Mause (KO x WT), um embryonale Effekte auszuschlie3en. An
Tag 8,5 pc zeigten die Zellen der sekundéren Dezidua der Implantationsstellen von
WT-Mausen eine starke Fluoreszenzfarbung gegen Cldn4 (Abb. 20 b). Der
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Ektoplazentarkonus (Abb. 20 c) und die mesometriale Dezidua (Abb. 20 d) wiesen
ebenfalls Cldn4-positive Zellen auf, jedoch war hier das Fluoreszenzsignal deutlich
schwacher. In den Cldn3-defizienten Mausen ahnelt die Verteilung von Cldn4 somit
der Verteilung in dem WT-Gewebe. Als einzig deutlicher Unterschied war hier eine
starkere Immunreaktivitat im Ektoplazentarkonus zu erkennen (Abb. 20 g). Im

Gegensatz zu Cldn3 ist Cldn4 jedoch auch deutlich in den Strukturen des Embryos

exprimiert.

Abb. 20: Immunfluoreszenzféarbungen fir Cldn4 an Implantationskammern von WT- und Cldn3KO-Mausen
an 8,5 dpc. Dargestellt sind jeweils eine Ubersicht (a, e) und Detailausschnitte (b-d; f-h) der Implantationskammern
von WT- (a-d) und Cldn3KO-M&usen (e-h). Die Ausschnitte zeigen CD31-positive Zellen in der antimesometrialen
Dezidua (b,f), der Intermediérzone (c,g) und der basalen Dezidua (d,h). MaRstab (a, €) 1000 um, (b-d; f-h) 200 pum.
E = Embryo, EC = Ektoplazentarkonus, DB = Dezidua basalis, SDZ = sekundéare Dezidua. Maf3stab (a, €) 1000
pum, (b-d) und (f-h) 200 umFluoreszenzfarbung gegen Cldn4 fand sich nur im Embryo, sowie im Labyrinth und
Spongiotrophoblast der sich bildenden Plazenta (Abb. 21 c,d).

An Tag 10,5 pc wies das mitterliche Gewebe der WT-Méause sowie der Cldn3KO-
Méause keine positive Immunreaktivitdit gegen Cldn4 mehr auf (Abb. 21). Eine
Fluoreszenzfarbung gegen Cldn4 fand sich nur im Embryo, sowie im Labyrinth und
Spongiotrophoblast der sich bildenden Plazenta (Abb. 21 c,d)
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Abb. 21: Immunfluoreszenzfarbungen fur Cldn4 an Implantationskammern von WT-(a,c) und Cldn3KO-(b,d)
Mausen an 10,5 dpc. Gezeigt sind Ubersichtsdarstellungen der Implantationskammern (a,b) und Detailausschnitte
der Plazenten (c,d). Cldn4 ist an diesem Stadium in den Strukturen des Embryos exprimiert, sowie in den
embryonalen Teilen der Plazenta, dem Spongiotrophoblasten und dem Labyrinth. E = Embryo, P = Plazenta, DB =
Dezidua basalis. Maf3stab (a,b) 2000 pm, (c,d) 500 pm.

Da die beiden embryonalen Kompartimente der frihen Plazenta (Labyrinth und
Spongiotrophoblast) zum Zeitpunkt 10,5 dpc eine positive Immunreaktivitat gegen
Cldn4 aufwiesen, wurden in gleicher Weise reife Plazenten an 17,5 dpc der Cldn3KO-
und WT-Mause fir Cldn4 gefarbt (Abb. 22). Wahrend sich hier eine sehr schwache
Expression im Deziduagewebe zeigte, war eine deutliche Cldn4 Farbung sowohl im
Spongiotrophoblasten als auch im Labyrinth in den WT- (Abb. 22 a) wie auch in den
Cldn3KO-Plazenten (Abb. 22 b) nachweisbar. Dabei erschien die intrazellulare
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Lokalisation des Proteins zytoplasmatisch mit einer Aussparung der Zellkerne. Ein
Unterschied zwischen den beiden Mauslinien konnte nicht beobachtet werden.

Abb. 22: Immunfluoreszenzfarbungen fur Cldn4 in Plazentagewebe von WT- (a) und Cldn3KO-Mausen (b)
an 17,5 dpc. Dargestellt sind alle drei Schichten der Plazenta. Ein positives Fluoreszenzsignal ist in den
embryonalen Teilen der Plazenta, dem Spongiotrophoblasten und dem Labyrinth gleichermafRen in beiden
Mausstammen zu finden. D = Dezidua, S = Spongiotrophoblast, L = Labyrinth. Mafl3stab 200 pm.

Cldn4 zeigt somit zusammengefasst einige Uberschneidungen in der Expression mit
Cldn3, jedoch auch einige distinktive Lokalisationen, z.B. in den embryonalen
Strukturen an Tag 8,5 und 10,5 pc, sowie in den embryonalen Anteilen der Plazenta,

dem Spongiotrophoblasten und dem Labyrinth, in denen Cldn3 nicht exprimiert ist.

4.2.5 Differentielle Genregulierung in der Dezidua der Cldn3KO-Méause im Vergleich
zur WT-Maus

Um zu Uberprufen, ob die Deletion von Cldn3 einen Einfluss auf die Genregulierung in
der Implantationsstelle hat, wurde eine Transkriptomanalyse durchgefihrt. Dafir
wurde RNA aus isolierten Deziduen an Tag 8,5 pc isoliert und mit dem Affymetrix
Clariom™ S Assay mouse (Applied Biosystems™) analysiert, welcher tber 20.000
annotierte Gene umfasst.

Abb. 23a stellt die Gesamtzahl der regulierten Gene dar. Dabei wurde nach zwei
Parametern gefiltert: p < 0,05 und fold change = 2 bzw. < -2. Das bedeutet, dass nur
Gene als reguliert angesehen wurden, deren Expression mindestens um den Faktor 2
erhoéht bzw. erniedrigt war, und dieser Unterschied auch statistisch signifikant war.
Insgesamt waren in der Cldn3KO-Maus 36 Transkripte hoch und 202 Transkripte
herunterreguliert. Von den hochregulierten Transkripten waren 38,89 %, von den

herunterregulierten 57,43 % kodierende Gene. Zur anschaulichen Darstellung wurden
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die untersuchten Gene in einem Volcano-Plot dargestellt, bei dem der fold change (X-
Achse) gegen den negativen Logarithmus des p-Werts aufgetragen ist (Abb. 23b). Die
gesetzten Parameter (p < 0,05 und fold change = 2 bzw. < -2) sind als Grenzen mit
schwarzen Linien eingezeichnet. Im linken oberen Quadranten sind die
herunterregulierten Gene in grin und im rechten oberen Quadranten die

hochregulierten Gene in rot dargestellt.

Hochreguliert (36) Herunterreguliert (202) b
@ hochreguliert
@ herunterreguliert

Group Total Passed Filter | Up-Regulated | Down-Regulated
Ceding 10261 130 14 116
Multiple_Complex 11871 108 2 86
NonCoding 60 0 0 0 il
Pseudogene 14 0 0 0 p=0,05

p-Wert (-log10)

Bl coding I Multiple-Complex

wm a2 n ry 0 .

fold change
Abb. 23: Gesamtzahl regulierter Gene und Darstellung der in der Cldin3KO-Maus regulierten Gene als
Volcano Plot. a) Dargestellt sind die Gesamtzahlen an regulierten Genen sowie ihr prozentualer und absoluter
Anteil an kodierenden Genen. Dabei beschreibt Multiple_Complex den Umstand, dass fur das Gen mehrere
Gruppen beschrieben wurden. b) Volcano Plot der regulierten Gene. Die eingezeichneten Grenzen beziehen sich

auf p < 0,05 und fold change = 2 bzw < -2. Hochregulierte Gene sind in rot, herunterregulierte Gene in griin
dargestellt. Die Abbildungen wurde mithilfe der TAC-Software erstellt. n=3

Tab. 11 zeigt eine Auflistung der am starksten regulierten Gene in der Dezidua der
Cldn3KO-Maus im Vergleich zur WT-Maus. Als Mal3 fir die Regulation wurden die
Gene in dieser Tabelle nach dem fold change sortiert. Alle diese Gene liegen innerhalb
des Signifikanzwertes von p < 0,05. Das am starksten herunterregulierte Gen stellt ein
Vertreter der Prolaktin-Familie (Prl7b1) mit einem fold change von -18,12 dar, das am
starksten hochregulierte Gen die disintegrin-like and metallopeptidase (Adamts18) mit
einem fold change von 4,26. Eine Gesamtauflistung aller regulierten Gene findet sich
in Kapitel 9 (Anhang),Tab. 14.
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Tab. 11: Darstellung der jeweils 20 starksten hoch- bzw. herunterregulierten Gene in der Cldn3KO-Maus im
Vergleich zu WT-Maus. Die Transkripte wurden nach fold change sortiert.

1D Gen Beschreibung fold change p-Wert
Herunterreguliert
TC1300001694.mm.2 Pri7b1 prolactin family 7, subfamily b, member 1 -18,12 0,005
TC0700000233.mm.2  Ceacam9 carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 9 -10,89 0,006
TC1300001698.mm.2 Pri7d1 prolactin family 7, subfamily d, member 1 -10,73 0,006
TC0700003914.mm.2 Hbb-y hemoglobin Y, beta-like embryonic chain -10,61 0,017
TC0300002561.mm.2  Hsd3b6 hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-isomerase 6 -9,97 0,005
TC0400000386.mm.2  4933409K07Rik  predicted gene 3893; RIKEN cDNA 4933409K07 gene -9,28 0,002
TC0400000718.mMm.2  Ormil orosomucoid 1 -8,21 0,040
TC0300000821.mm.2  Sprr2a2; Sprr2al small proline-rich protein 2A2; small proline-rich protein 2A1  -7,27 0,004
TC0500003431.mm.2  Serpinel serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade E, member 1 -6,66 0,013
TC0600000573.mm.2  1600015110Rik RIKEN cDNA 1600015110 gene -6,62 0,014
TC0700000774.mm.2  KIk9 kallikrein related-peptidase 9 -6,13 0,000
TC1900001612.mm.2  Cypl7al cytochrome P450, family 17, subfamily a, polypeptide 1 -6,08 0,024
TC0700000776.mm.2 Klk7 kallikrein related-peptidase 7 -5,87 0,008
TC0300002559.mm.2  Hsd3b3 hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-isomerase 3 -5,41 0,012
TC0300000826.mm.2  Sprr2f small proline-rich protein 2F -5,36 0,048
TC0800000331.mm.2  Star steroidogenic acute regulatory protein -5,28 0,021
TC0300000825.mm.2  Sprr2e small proline-rich protein 2E -5,17 0,041
TC1900000161.mm.2 Lrrn4cl LRRN4 C-terminal like -4,84 0,012
TC1100000039.mm.2  GatsI3 GATS protein-like 3 -4,51 0,006
TC1300000367.mm.2  Serpinb9d serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 9d  -4,48 0,011
Hochreguliert
TC0800002972.mm.2  Adamts18 a disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) 5,28 0,002
TC1100002608.mm.2  Dppal developmental pluripotency associated 1 4,26 0,015
TC1700000060.mm.2  Dynltlb dynein light chain Tctex-type 1B 3,66 0,001
TC1400000453.mm.2 Gm8113 predicted gene 8113 3,6 0,007
TC1700001381.mm.2  Dynltla dynein light chain Tctex-type 1A 3,21 0,001
TC0300000043.mm.2  Stmn2 stathmin-like 2 3,02 0,017
TC1700000061.mm.2  Dynltlc/1f dynein light chain Tctex-type 1C/1f 3 0,001
TC1700001388.mm.2  Dynlt1f dynein light chain Tctex-type 1F 2,87 0,001
TC0700003714.mm.2  Prss23 protease, serine 23 2,7 0,011
TCO0500001976.mm.2  4930572003Rik  spermatogenesis associated glutamate (E)-rich protein pg 2,64 0,024
TC0900002397.mm.2 Rec114 REC114 meiotic recombination protein 2,61 0,012
TC0300000979.mm.2  Hmgcs2 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 2 2,58 0,049
TC0300001846.mm.2  Qrfpr pyroglutamylated RFamide peptide receptor 2,53 0,002
TC1000002639.mm.2  Parpbp PARP1 binding protein 2,47 0,041
TC1100002170.mm.2  H2afv H2A histone family, member V 2,45 0,025
TC1300001006.mm.2  Hapinl hyaluronan and proteoglycan link protein 1 2,42 0,020
TCO0500001572.mm.2  Abhd11l abhydrolase domain containing 11 2,42 0,024
TC0500000110.mm.2  Speer4d spermatogenesis associated glutamate (E)-rich protein 4D 2,39 0,035
TC0100002381.mm.2  Clk1 CDC-like kinase 1 2,35 0,002
TC1100001395.mm.2 Tmem100 transmembrane protein 100 2,29 0,028
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Eine Auflistung zusatzlicher und fiir die Reproduktion relevanter regulierter Transkripte
in der Dezidua der Cldn3KO-Maus findet sich in Tab. 12. Ein hier aufgefiihrter Vertreter
der Prolaktin-Familie wurde auch bereits in Tab. 11 als am starksten
herunterreguliertes Gen gezeigt. Insgesamt waren in der Dezidua der Cldn3KO-Maus
14 Prolaktin-Subtypen signifikant herunterreguliert. Eine weitere Gruppe von
Proteinen, die eine Regulation in der Cldn3KO-Maus zeigten, sind die
Schwangerschaft-spezifischen Glykoproteine (pregnancy specific glycoproteins).
Insgesamt zeigten sich vier Vertreter dieser Proteinfamilie herunterreguliert. Auch
zeigte sich eine Regulation von diversen plazentalen Faktoren, Reproductive

Homeobox-Genen und Adhasionsmolekiilen.

Tab. 12: Auflistung einer Auswahl an regulierten Genen in der Dezidua der Cldn3KO-Maus.

1D Gen Beschreibung fold change p-Wert
Prolaktin
TC1300000304.mm.2 Pri2al prolactin family 2, subfamily a, member 1 -4,05 0,024
TC1300000305.mm.2 Pri2cl prolactin family 2, subfamily c, member 1 -2,26 0,044
TC1300001453.mm.2 Prl2c2 prolactin family 2, subfamily c, member 2 -2,47 0,035
TC1300001452.mm.2 Prl2c3/4 prolactin family 2, subfamily ¢, member 3/4 -2,25 0,043
TC1300000082.mm.2 Prl2c5 prolactin family 2, subfamily ¢, member 5 -3,76 0,029
TC1300000294.mm.2 Pri3d2 prolactin family 3, subfamily d, member 1 -3,33 0,036
TC1300000293.mm.2 Pri3d1 prolactin family 3, subfamily d, member 1 -2,52 0,026
TC1300000295.mm.2 Prl3d3 prolactin family 3, subfamily d, member 3 -3,11 0,033
TC1300000309.mm.2 Pri5al prolactin family 5, subfamily a, member 1 -3,26 0,003
TC1300000301.mm.2 Pri6al prolactin family 6, subfamily a, member 1 -2,87 0,003
TC1300001694.mm.2 Prl7bl prolactin family 7, subfamily b, member 1 -18,12 0,005
TC1300001699.mm.2 Prl7cl prolactin family 7, subfamily ¢, member 1 -3,33 0,006
TC1300001698.mm.2 Prl7d1 prolactin family 7, subfamily d, member 1 -10,73 0,006
TC1300001693.mm.2 Pri8al prolactin family 8, subfamily a, member 1 -3,18 0,038

Pregnancy specific gylcoprotein

TC0700002449.mm.2 Psgl18 pregnancy specific glycoprotein 18 -2,05 0,049
TC0700002460.mm.2 Psgl9 pregnancy specific glycoprotein 19 -2,42 0,005
TC0700000270.mm.2 Psg22 pregnancy-specific glycoprotein 22 -3,85 0,011
TC0700000252.mm.2 Psg29 pregnancy-specific glycoprotein 29 -3,57 0,011
Plazentale Faktoren
TC0900000598.mm.2 Pletl placenta expressed transcript 1 -2,7 0,030
TC1200002089.mm.2 Pgf placental growth factor -3,57 0,004
TC0X00002235.mm.2 Placl placental specific protein 1 -3,18 0,012

Reproductive homeobox

TC0X00000354.mm.2 Rhox5 reproductive homeobox 5 -2,25 0,033
TC0X00000355.mm.2 Rhox6 reproductive homeobox 6 -3,87 0,008
TC0X00002075.mm.2 Rhox9 reproductive homeobox 9 -2,18 0,043

Adhasionsmolekiile

TC1300000442.mm.2 Dsp desmoplakin -2,93 0,008
TC0800001253.mm.2 Cdh3 cadherin 3 -2,07 0,009
TC0400003567.mm.2 Gjb4 gap junction protein, beta 4 -2,14 0,015
TC0700000233.mm.2 Ceacam9 carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 9  -10,89 0,005
TC0700002435.mm.2 Ceacaml15 carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 15 -3,02 0,007
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Da in dieser Arbeit auch Claudine, die moglicherweise kompensatorisch fur den

Verlust des Cldn3 wirken, untersucht wurden, wurden die in dem Array analysierten

Claudine mit ihrem jeweiligen fold change und p-Wert separat in Tab. 13 aufgelistet.

Die meisten Claudine zeigten einen fold change, der nahe an 1 liegt, was eine geringe

Regulation bedeutet, die ohne Signifikanz zu vernachlassigen ist, und erfullten somit

nicht die oben festgelegten Parameter. Eine Ausnahme bildet das Cldn3, das eine

mehr als 30-fache Herunterregulierung des Transkripts zeigt, was den Knockout des

Cldn3 bestatigt. In unserer Arbeitsgruppe konnte zuvor mittels gPCR eine signifikante

Hochregulation von Cldn4 und CId10 in der Dezidua an Tag 6,5 und 8,5 pc gezeigt

werden (Xin Xin Wu, unverdffentlichte Daten). In dieser Transkriptomanalyse konnten

diese Ergebnisse jedoch nicht bestétigt werden.

Tab. 13: Auflistung der in dem Transkriptom-Assay enthaltenen und untersuchten Claudine.

1D Gen Beschreibung fold change p-Wert
TC1600001419.mm.2 Cldn1 claudin 1 1,00 0,376
TCO0X00001374.mm.2 Cldn2 claudin 2 -1,2 0,127
TC0500001570.mm.2 Cldn3 claudin 3 -30,05 0,076
TC0500003384.mm.2 Cldn4 claudin 4 -1,90 0,119
TC1600000249.mm.2 Cldn5 claudin 5 1,02 0,971
TC1700000316.mm.2 Cldn6é claudin 6 -1,08 0,830
TC1100000932.mm.2 Cldn7 claudin 7 -1,10 0,808
TC1600002005.mm.2 Cldn8 claudin 8 1,12 0,071
TC1700001599.mm.2 Cldn9 claudin 9 1,13 0,316
TC1400001288.mm.2 Cldn10 claudin 10 -1,87 0,178
TC0300000211.mm.2 Cldn11 claudin 11 -1,02 0,815
TC0500001909.mm.2 Cldn12 claudin 12 -1,07 0,128
TC0500003382.mm.2 Cldn13 claudin 13 1,22 0,219
TC1600002110.mm.2 Cldn14 claudin 14 -1,02 0,696
TC0500001614.mm.2 Cldn15 claudin 15 -1,05 0,526
TC1600000374.mm.2 Cldnl6 claudin 16 -1,04 0,947
TC1600002004.mm.2 Cldn17 claudin 17 -1,01 0,923
TC0900002923.mm.2 Cldn18 claudin 18 -1,14 0,143
TC0400001330.mm.2 Cldn19 claudin 19 -1,06 0,598
TC1700000014.mm.2 Cldn20 claudin 20 -1,06 0,701
TC0800000561.mm.2 Cldn22 claudin 22 -1,18 0,270
TC0800002056.mm.2 Cldn23 claudin 23 1,05 0,772
TC0800000560.mm.2 Cldn24 claudin 24 -1,04 0,528
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4.3 Untersuchungen zur Rolle von Cldn10 in einem Endometrium-spezifischen
KO-Mausmodell

Es konnte zuvor bereits gezeigt werde, dass neben dem bisher untersuchten Cldn3
auch das Cldn10-Protein zum Zeitpunkt der beginnenden Implantation bereits ab Tag
4,5 pc spezifisch in den murinen Deziduazellen induziert wird. Im weiteren Verlauf der
frihen Schwangerschaft bis hin zu Tag 8,5 pc dehnt sich diese Expression in der
Dezidua aus (Schumann et al., 2015). Diese Befunde lassen vermuten, dass Cldn10
ein wichtiger Faktor der Zellkommunikation und Barrierebildung im Endometrium und
ein wichtiger Teil der Zusammensetzung der Tight junctions ist, die zur Etablierung
einer erfolgreichen Schwangerschaft nétig sind.

4.3.1 Expression von Cldn10 im zyklischen Endometrium

Als Basis fur die folgenden Untersuchungen wurde im ersten Schritt die Verteilung von
Cldn10 im zyklischen Endometrium von WT-Mausen untersucht (Abb. 24).
Interessanterweise zeigten die Zellen des luminalen Epithels des Endometriums nur
im Di6strus eine positive Immunreaktivitat gegen Cldn10, die in einer starken apikalen
Konzentration zu beobachten war (Abb. 24 c). In allen anderen Phasen des Zyklus war
Cldn10 im luminalen Epithel nicht exprimiert Abb. 24 a,b,d). Im glandularen Epithel
konnte Cldn10 in der Fluoreszenzfarbung in allen Ostrusphasen detektiert werden.
Dabei war dieses Protein in den Drisenepithelzellen apikal deutlich starker
konzentriert als in der basolateralen Lokalisation (Abb. 24 e-h).
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Ostrus Metostrus Diostrus Proostrus
LE - . .

Abb. 24: Immunfluoreszenzfarbungen fir Cldn10 an Endometriumgewebe von Wildtyp Mausen in
unterschiedlichen Phasen des Ostruszyklus. Die Zyklusphasen wurden mittels Vaginalabstrich bestimmt.
Dargestellt sind jeweils Anschnitte des luminalen (LE, a-d) und des glanduléren (GE, e-h) Epithels des Uterus.
Cldn10 ist im glandularen Epithel in allen Ostrusphasen exprimiert, im luminalen Epithel ist lediglich im Ditstrus
eine schwaches Fluoreszenzsignal mit Konzentration am apikalen Zellpol zu erkennen. Maf3stab 100 pm.

4.3.2 Erzeugung des Knockouts durch Einkreuzung des Cre-Gens in die gefloxte
Cldn10-Mauslinie

Eine generelle Cldn10KO-Maus, bei der das Protein im gesamten Organismus
ausgeknockt ist, steht flr Untersuchungen nicht zur Verfligung, da die Tiere kurz nach
der Geburt versterben (Seker et al., 2019). Um daher die Rolle dieses Claudins
wahrend der Schwangerschaft ndher zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit mit Hilfe
des Cre-lox-Systems ein Mausmodell mit einem konditionalen Endometrium-
spezifischen Knockout des Cldn10 hergestellt. Dabei wurden ,gefloxte Mause
(Cldn10flox-Maus, Cldn10"M), bei denen das Cldn10-Gen von loxP-sites flankiert wird
(freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. Miller, Klinik fir Padiatrie m.
S. Nephrologie, Charité Berlin) mit einer Mauslinie gekreuzt, bei der das Gen fir die
Cre-Rekombinase unter Kontrolle des Progesteronrezeptor-Promotors (PR-Cre Maus,
PRC®*) steht (zur Verfiigung gestellt on Prof. DeMayo, Department Molecular and
Cellular Biology, Michigan State University). Der PR wird im Endometrium neben den
Epithelzellen auch in den endometrialen Stromazellen exprimiert (Mote et al., 2006),
die spater zu den Deziduazellen ausdifferenzieren. Somit sollte wahrend der Bildung
der Dezidua die Cre-Rekombinase aktiviert werden, die das Gen fur das Cldn10-
Protein folgend an den loxP-sites ausschneidet, so dass dieses nicht exprimiert wird.
Zunachst wurde eine PCR zur Genotypisierung der gefloxten und der Cre-Mause
etabliert. Dafir wurde die genomische DNA der Tiere aus Ohrstanzen gewonnen,

isoliert und mittels PCR vervielfaltigt.
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In Abb. 25 ist beispielhaft eine Genotypisierung der Tiere gezeigt. Bei den
verwendeten Primern ist fur den gefloxten Genotypen in der Gelelektrophorese eine
Bande in der GroRRe von 443 bp zu erwarten, fur die wildtypische Allelvariante eine
Bande in der GroRe von 254 bp. Bei der PCR zur Detektion des Cre-Gens ist fur das
Cre-Allel eine Bande bei 598 bp und hier fir die WT-Variante eine Bande in H6he von
287 bp. Alle detektierten Banden entsprachen der erwarteten Grof3e. Hierbei war zu
sehen, dass alle moglichen Genotypen, die bei der Verpaarung der Mause entstehen

kdnnen, mittels dieser PCR zu erkennen waren.

bp flifl ++  fi/+ H,0 bp cre/+  +/+ H,0

500 -
500 -

200 -
200 -

100 -
100 -

Fragmentldngen: flox (fl) 443 bp cre 598 bp

wt (+) 254 bp wt (+) 287 bp
Abb. 25: Etablierung der Genotypisierung hinsichtlich des ,flox“- und Cre-Gens.Dargestellt ist die
Gelelektrophorese der Etablierungs-PCR zur Feststellung der Genotypen der Mause. Die genomische DNA wurde
aus Gewebe aus Ohrstanzen isoliert und mittels spezifischer Primer amplifiziert. Gezeigt sind die Banden bei

Auspragung der verschiedenen mdglichen Genotypen. Dabei reprasentiert fl das gefloxte Allel, cre das Allel fir die
Cre-Rekombinase und + das wildtypische Allel.

Die Genotypen der Tiere, die zur Etablierung dieses Modells verwendet wurden, und
die moglichen Genotypen der Nachkommen sind in der folgenden Abbildung
dargestellt. Ziel der Zucht war es, Mause zu generieren, die homozygot das Allel fur
die loxP-site aufwiesen (fl/fl) und heterozygot das Gen flir die Cre-Rekombinase
(cre/+). Die weiblichen Tiere dieses Genotyps sollten dann den gewlnschten
endometrialen Knockout des Cldn10 aufweisen (Cldn10"1PRC*), Als Ausgangstiere
der Fi-Generation wurden méannliche gefloxte Mause (Cldn10""PR**) und weibliche
Cre-Mause (Cldn10**PRCr*) verwendet. Somit waren alle Mause der Fo-Generation
heterozygot gefloxt und wiesen mit einer theoretischen Wahrscheinlichkeit von 50 %
das Cre-Gen auf (Cldn10"*PRC*), Diese Mause wurden dann zur Weiterzucht der

F3-Generation verwendet. Aus dieser Generation wurden anschlieend mannliche
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Mause mit dem Genotypen Cldn10"PRC* und weibliche Mause mit dem Genotypen
Cldn10"PR** verpaart, wobei deren weibliche Nachkommen den Endometrium-
spezifischen Knockout von Cldn10 aufweisen konnten (Cldn10%iPRC®*)  Ein

entsprechendes Kreuzungsschema ist in Abb. 26 dargestellt.

Zuchttiere
F, Cldn10f/fpR+/+ X Cldn10*/+pRere/+
F Cldn10"/+pREre/+ X Cldn10f/+pREre/+
2
F, Cldn10f/fpRCre/+ X Cldn10™/fpRH+ - mogliche Genotypen der F;-Generation
Cldn10™/7pREre/+| oder Cldn107/fpR*/*

Abb. 26: Kreuzungsschema zur Generieung einer Endometrium-spezifischen Cldn10KO-Maus
(Cldn10"PRCre*), Angegeben sind jeweils die Ausgangsgenotypen der Generationen, die zur Weiterzucht genutzt
wurden. Bei der Verpaarung der M&ause aus der Fs-Generation mit den angegeben Genotypen entstehen weibliche
Mause, die einen Knockout von Cldn10 im Endometrium aufweisen (rotes Késtchen).

Bei der Kreuzung der Fs-Generation, die zur Erzeugung der Cldn10KO-Tiere flhrt,
konnen die Tiere zwei verschiedene Genotypen aufweisen, Cldn10"PRCe™* oder
Cldn10"PR**, d.h. dass sie homozygot gefloxt sind und entweder das Cre-Gen
besitzen oder nicht (s. Abb. 26). Im Folgenden soll die Genotypverteilung innerhalb
der beiden Geschlechter dieser Mause genauer untersucht werden.

Abb. 27 zeigt die Verteilung der beiden in der Fs-Generation resultierenden Genotypen
unabhéngig des Geschlechts der Nachkommen (Abb. 27 a) und nach Geschlecht
getrennt (Abb. 27 b, c). Den klassischen Regeln der Genetik zufolge sollten sich die
Genotypen gleich durchsetzen, also ein Verhaltnis von 50:50 fur den Cldn10f/fpRCre/+
und den Cldn10"iPR** Genotypen ergeben. Beriicksichtigt man das Geschlecht der
Tiere nicht, zeigte sich eine Verteilung, die dem in etwa entspricht. 46,43 % der Tiere
weisen den Cldn10"PRC®* Genotypen auf, wohingegen 53,57 % der Tiere das Allel
fur die Cre-Rekombinase nicht besaRen (Cldn10%"PR**) (Abb. 27 a). Betrachtet man
die Verteilung der Genotypen allerdings innerhalb eines Geschlechts, so war bei den
mannlichen Tieren eine Verteilung zu beobachten, die zugunsten des Cre-Allels ausfiel
(Abb. 27 c), wahrend bei den weiblichen Tieren das Allel fir die Cre-Rekombinase
weniger haufig auftrat. Hier wiesen nur 36,67 % der Tiere das Cre-Gen auf, 63,33 %
der Tiere hingegen nicht (Abb. 27 b). Das Geschlechterverhaltnis der Tiere dieser
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Generation betrug 53,67 % weiblicher Tiere zu 46,43 % mannlicher Tiere und liegt

somit insgesamt im Rahmen der zu erwartenden biologischen Verteilung (Abb. 27 d).

@ Cldn1o®/fpRH+

B Cldn10%ApRere/+ d

46,43 %

n=30 n=26
Abb. 27: Verteilung der Genotypen bei der Zucht der Cldn10KO-M&ause und Geschlechterverteilung in der
Fs-Generation. Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der beiden mdglichen Genotypen ungeachtet des
Geschlechts des Tieres (a) und nach Geschlecht getrennt (b, c). (d) Generelle Verteilung des Geschlechts

ungeachtet beider méglicher Genotypen. Die Tiere gingen aus Verpaarungen der F3-Generation nach dem Schema
in Abb. 26 hervor.

4.3.3 Nachweis des Endometrium-spezifischen Knockouts

Um den Knockout des Proteins im Endometrium zu verifizieren, wurden
Immunfluoreszenzfarbungen durchgefthrt. Dabei  wurde gleichermal3en
Uterusgewebe von WT- und KO-Mausen fur Cldn10 gefarbt. In den Uteri der WT-
Mause zeigte sich die typische, zyklusabhéngig hier etwas schwache Farbung des
luminalen Epithels (Abb. 28 a) und eine deutlichere Farbung des glandularen Epithels
(Abb. 28 b). Hier ist deutlich das apikale Schlussleistennetz zu erkennen, in dem das
Cldn10 in den Epithelzellen lokalisiert ist. Im Gewebe der Cldn10KO-Mause war
hingegen weder im luminalen (Abb. 28 c) noch im glandularen Epithel (Abb. 28 b) eine

positive Immunreaktion gegen Cldn10 zu erkennen.
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Abb. 28: Immunfluoreszenzfarbungen fur Cldn10 an Endometriumgewebe von WT-Mausen (a-b) und
Cldn10KO-Mausen (c-d). Dargestellt ist die Fluoreszenzfarbung fir Cldn10 (griin) und eine Uberlagerung mit einer
DNA-Farbung (DAPI, blau). Im Endometrium der WT-Maus zeigen sich Fluoreszenzsignale in den Zellen des
luminalen (a, LE) und glandularen Epithels (b, GE), wahrend im Endometrium der Cldn10KO-Maus keinerlei
Immunreaktion gegen Cldn10 im luminalen (c, LE) und glanduléren (d, GE) Epithel detektiert werden kann. Maf3stab
50 pm

Cldn10 wird, wie bereits gezeigt und erwéahnt, im nicht graviden Uterus ausschlie3lich
in den Epithelzellen des luminalen und glandularen Epithels exprimiert und beim
Prozess der Dezidualisierung in den Deziduazellen induziert (Schumann et al., 2015).
Um zu prufen, ob das Protein tatsdchlich auch in der sich entwickelnden Dezidua der
Cldn10KO-Mause fehlte, wurde hier eine Immunfluoreszenzfarbung fir Cldn10 an
Gewebe von Implantationsstellen an Tag 6,5 pc von WT- und Cldn10KO-Tieren
angefertigt. In Abb. 29 a und c ist das zu erwartende Fluoreszenzsignal von Cldn10 in
der sekundaren Dezidua auf der antimesometrialen Seite der Implantationsstelle zu
erkennen. Ebenfalls zeigte sich eine deutliche Immunreaktivitat der Epithelzellen der
peripheren Drisen in der WT-Maus. In dem Gewebe der Implantationsstelle der
Cldn10KO-Maus war keine Farbung und Lokalisation von Cldn10 in der sekundaren
Dezidua und im glandularen Epithel zu erkennen (Abb. 29 b, d). Somit konnte der

Knockout von Cldn10 in der Dezidua der Cldn10KO-M&ause nachgewiesen werden.
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Abb. 29: Immunfluoreszenzfarbung fir Cldn10 an Gewebe von Implantationsstellen an Tag 6,5 pc von WT-
(a, ¢) und Cldn10KO-Mausen (b, d). Dargestellt sind jeweils eine Ubersicht der ganzen Implantationsstelle (a, b)
und ein VergroRerungsausschnitt der sekundéaren Dezidua (SDZ, ¢, d) mit einer Fluoreszenzfarbung fir Cldn10
(griin) und einer Kernfarbung (DAPI, blau). In der Implantationsstelle der WT-Maus ist ein deutliches
Fluoreszenzsignal fir Cldn10 in der sekundéren Dezidua und im glandularen Epithel (Pfeil) zu erkennen (a, ¢). In
der Implantationsstelle der Cldn10KO-Maus fehlt jegliches Fluoreszenzsignal fiir Cldn10 (b, d). MaRstab (a, b) 500
pum und (c, d) 200 pm.
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Zur Kontrolle der Spezifitatt des Knockouts und dessen Limitierung auf das
Endometrium wurde ebenfalls Kolongewebe von WT- und KO-Mausen gegen Cldn10
gefarbt. Cldn10 bildet ebenfalls ein Schlussleistennetz in den Epithelzellen des Kolons,
was bereits mehrfach gezeigt werden konnte (Holmes et al., 2006; Schumann, 2015).
Daher diente das Kolongewebe auch in dieser Arbeit als Positiv-Kontrolle zur
Uberpriifung der Spezifitat des Knockouts von Cldn10.

In den Enterozyten beider Mausstamme war eine deutliche positive Immunreaktivitat
gegen Cldn10 im Schlussleistennetz zu erkennen (Abb. 30). Somit konnte gezeigt
werden, dass sich der Knockout von Cldn10 in dem Cldn10KO-Mausstamm auf das
Endometrium, bzw. Gewebe und Zellen beschrankt, in der Progesteronrezeptor und
Cldn10 ko-lokalisiert waren.

Abb. 30: Immunfluoreszenzfarbungen fir Cldn10 an Kolongewebe von WT-Mausen (a-b) und Cldn10KO-
Mausen (c-d). Dargestellt ist die Fluoreszenzfarbung fiir Cldn10 (griin, a und c¢) und eine Uberlagerung mit einer
DNA-Féarbung (DAPI, blau, b). Es zeigten sich sowohl im Kolongewebe der WT-Maus (a, b), als auch der Cldn10KO-
Maus (c, d) ein deutliches Fluoreszenzsignal von Cldn10 in den Enterozyoten des Darmepithels. Maf3stab 100 pm.
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4.3.4 Reproduktionseffizienz der Cldn10KO-Mause

Um einen Einblick in die reproduktive Effizienz der Cldn10KO-Weibchen zu erhalten,
wurden diese zunachst verpaart und Uberprift, ob diese Weibchen lebende
Nachkommen hervorbrachten. Dabei wurden die Tiere mit homozygot gefloxten
Mannchen (Cldn10"1PR**), die das Cre-Allel nicht besalRen, terminiert verpaart. Abb.
31 zeigt die Wurfgro3en der Wirfe, die aus dieser Verpaarung resultieren. Gleichzeitig
sind mehrere Kontrollen aufgefiihrt: Zum einen reine WT-Kontrollen (Cldn10**PR**),
zum anderen reine flox-Kontrollen, bei denen die ménnlichen und weiblichen Tiere
homozygot gefloxt waren, aber nicht das Cre-Allel besaBen (Cldn10"iPR**). Die
Wurfgro3e der WT-Tiere betrug 6,10 = 2,90 und die der flox-Mause 4,68 * 2,56 Tiere
pro Wurf. Ebenfalls sind die Wurfgrdl3en resultierend aus den Verpaarungen zur Zucht
der Cldn10KO-Méause aufgefihrt (s Abb. 26). In diesen Verpaarungen wurden, wie
bereits beschrieben, Tiere verwendet, bei denen das Mannchen den Genotypen
Cldn10"PRCre™* und das Weibchen den Genotypen Cldn10%PR** (im Folgenden
flox/PR-Cre genannt) aufwiesen. Die Wurfgrol3e dieser Tiere betrug 3,81 + 2,43 Mause
pro Wurf. Von den Weibchen, die den konditionalen Knockout von Cldn10 aufwiesen
(Cldn10""PRCre*  von hier an vereinfacht nur noch Cldn10KO-Mause genannt),
brachte kein Tier lebende Nachkommen hervor. Dabei wurden 17 terminierte
Verpaarungen durchgefiihrt und taglich das Befinden der Tiere kontrolliert sowie ab
Tag 18,5 pc eine Wurfkontrolle durchgefihrt. Dies diente dazu sicherzustellen, dass
die Muttertiere tatséachlich keine Nachkommen gebarten, und diese nicht potenziell

auffraRen oder die Nachkommen totgeboren wurden.
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Abb. 31: WurfgréRen der Cldn10KO-Mause und entsprechender Kontrollen. Dargestellt sind die Wurfgrof3en
in Mause pro Wurf der Cldn10KO-Tiere und WT-, flox- und flox/PR-Cre-Kontrollen. Angegeben sind die Genotypen
der Eltern-Tiere, deren Wiirfe fur die Berechnungen verwendet wurden. Wéhrend die Wiirfe der Kontrolltiere und
der Zuchttiere zur Erzeugung der Cldn3KO-Mé&use keinen signifikanten Unterschied aufwiesen, gingen aus
Verpaarungen der Cldn10KO-Weibchen keine lebenden Nachkommen hervor. WT, flox, flox/PR-Cre: n =
beobachtete Wiirfe; Cldn10KO: n = Verpaarungen nach positivem Plugcheck.

Da die Cldn10KO-Weibchen keine lebenden Nachkommen hervorbrachten, wurde nun
in einem nachsten Schritt systematisch Uberprift, ob es zu einer Bildung und
Implantation der Blastozyste kommt und mdgliche Embryonen intrauterin absterben.
Hierzu wurden die Cldn10KO-Weibchen terminiert mit flox-Mannchen verpaart, zu
verschiedenen Zeitpunkten der Schwangerschaft getotet und die Uteri enthommen. In
der folgenden Abbildung (Abb. 32) sind die Uteri der Cldn10KO-Weibchen und als
Referenz die Uteri von WT-Weibchen zu den Zeitpunkten 5,5 dpc bis 8,5 dpc
abgebildet. Zum Zeitpunkt 55 dpc waren in WT-Mausen bereits die
Implantationsstellen als Verdickungen des Uterus deutlich zu sehen. Auch in den Uteri
der Cldn10KO-Mause waren bereits Verdickungen zu sehen, allerdings waren diese
nicht so ausgepragt und weniger dick als die der WT-Mause. Auch an Tag 6,5 pc waren
die Implantationsstellen der Cldn10KO-M&use nicht so deutlich ausgepréagt wie die der
Kontrolltiere. An Tag 7,5 pc zeigte sich unter den Cldn10KO-Mausen eine deutliche
Divergenz in der Ausprdgung der Implantationsstellen. Es wurden ausgepragte

Implantationsstellen beobachtet, die in der Grol3e den Implantationsstellen der WT-
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Mause ahnelten, aber auch nur sehr kleine, die in ihrer Entwicklung zurtickgeblieben
schienen. An Tag 8,5 pc waren die Implantationsstellen in den WT-Mausen deutlich
voneinander abgegrenzt und auch die Durchblutung war gut zu erkennen. Hingegen
waren die Implantationskammern der Cldn10KO-Mause auch zu diesem Zeitpunkt
kleiner, auch die Durchblutung wirkte schwécher. Auch waren leichte Verdickungen in
den Uteri neben den besser entwickelten Implantationsstellen zu sehen, die auf
degenerierte Embryonen hindeuteten.

5,5 dpc 6,5 dpc

Cldn10-KO

Abb. 32: Uteri der Cldn10KO-Mause und WT-Kontrollen zu verschiedenen Zeitpunkten der friihen
Schwangerschaft von 5,5 dpc bis 8,5 dpc. Die Tiere wurden terminiert verpaart und die Uteri zu den jeweiligen
Zeitpunkten entnommen. Pfeile markieren die Implantationsstellen. Im Gegensatz du den WT-Méausen, bei denen
an Tag 5,5 pc die Implantationsstellen als Verdickungen im Uterus zu erkennen sind und sich bis Tag 8,5 pc
deutliche, perlenschnurartige gut durchblutete Implantationskammern entwickeln, sind die Implantationsstellen bei
den Cldn10KO-Tieren an Tag 5,5 und 6,5 pc nur als minimale Verdickungen im Uterus zu erkennen, an Tag 7,5
und 8,5 pc sind deutlichere Verdickungen zu sehen, die aber makroskopisch deutlich kleiner und weniger
durchblutet sind als die der WT-Kontrollen. Pro Stadium wurden mindesten n=3 Tiere untersucht. Mal3stab 5 mm.

Sichtbare Implantationsstellen wiesen somit auf das Vorhandensein einer
Schwangerschaft hin. Im Vergleich der Anzahl schwangerer Mause nach terminierter
Verpaarung bei beiden Mausstammen zeigte sich bei den Cldn10KO-Mausen eine
vergleichbare Schwangerschaftsrate wie bei den WT-Kontrolltieren (Abb. 33). Von den
WT-Mausen waren etwa 70 % der Tiere schwanger, von den Cldn10KO-Tieren etwa
77 %. Somit konnte hier gezeigt werden, dass das Fehlen von Wirfen (s. Abb. 31) bei
den Cldn10KO-Mausen nicht auf eine fehlende Befruchtung oder Implantation
zurtckzufihren war, sondern dass es nach der Implantation zu einem Absterben der

Embryonen kam.
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Abb. 33: Schwangerschaftsraten der Cldn10KO-Mé&use im Vergleich zu den WT-Kontrollen. Dargestellt sind
die Anzahlen der schwangeren bzw. nicht schwangeren Tiere nach positiven Vaginalplug. Die Schwangerschaft

wurde durch Préparation der Uteri zu verschiedenen Zeitpunkten der Schwangerschaft zwischen 5,5 dpc und 8,5
dpc festgestellt. Waren Implantationsstellen zu sehen, wurde das Tier als schwanger gezahit.

Die bisher beschriebenen Befunde deuten darauf hin, dass die Cldn10KO-Weibchen
zwar in gleichem MalRe eine Schwangerschaft etablieren wie die Kontrolltiere, die
Embryonen allerdings in der frihen Schwangerschaft wahrend oder nach der
Implantation intrauterin absterben. Um diesen Vorgang néher zu untersuchen, wurden
histologische Praparate der Implantationsstellen der Cldn10KO-Tiere angefertigt und
mit den WT-Kontrollen verglichen (Abb. 34). In den Implantationsstellen der WT-Tiere
war an Tag 5,5 pc die sich implantierende Blastozyste und die sich bildende primare
Dezidua zu erkennen, die den Embryo umgibt. In den Cldn10KO-Tieren sind ebenfalls
die Implantationsstellen und die Deziduareaktion in den den Embryo umgebenden
Zellen zu erkennen. Im weiteren Verlauf der Schwangerschaft zeigten die
Implantationsstellen der Cldn10KO-Tiere jedoch deutliche Defizite in der Entwicklung
sowohl des Embryos als auch der Dezidua. Bereits an Tag 6,5 pc erschien die Dezidua
nicht so ausgepragt. Zu diesem Zeitpunkt proliferieren die Deziduazellen stark und
bilden ein dichtes Zellgeflecht besonders auf der antimesometrialen Seite, was in den
Cldn10KO-Tieren nicht deutlich erkennbar war. Auch der Embryo war deutlich weniger
ausgebildet. Die Fruchthéhle war im Vergleich zu den WT-Kontrollen kaum
ausgebildet. An Tag 8,5 pc war deutlich zu erkennen, dass sich keine Fruchthdhle
ausgebildet hatte und auch kein Embryo mehr vorhanden war. Die Cldn10KO-Mause
zeigen somit eine beginnende Implantation und Dezidualisierung, die allerdings nicht
aufrechterhalten werden konnte. Aufgrund der spezifischen Induktion der Cldn10-
Expression in den Deziduazellen zum Zeitpunkt der Embryoimplantation lasst sich
vermuten, dass hier eine gestdrte Dezidualisierung vorliegt, die mdglicherweise eine

erfolgreiche Invasion der Trophoblastzellen und Versorgung des Embryos verhindert.
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Die genauen Ursachen fur diesen Vorgang missen jedoch in weiterfihrenden
Analysen noch untersucht werden.

Cldn-10KO

5,5 dpc

6,5 dpc

7,5 dpc

8,5 dpc

Abb. 34: Histologische Untersuchung der Implantationskammern von Tag 5,5 pc bis 8,5 pc von Cldn10KO-
im Vergleich zu WT-Mausen. Dargestellt sind HE-Farbungen an Paraffinschnitten von Implantationskammern zum
Zeitpunkt 5,5-8,5 dpc von WT- (obere Zeile) und Cldn10KO-Mausen (untere Zeile). In den WT-Mausen ist die
regelgerechte Dezidualisierung der Zellen zu erkennen. Pro Stadium wurden mindesten n=3
Implantationskammern aus verschiedenen Tieren untersucht.. E = Embryo, D = Dezidua. Maf3stab (5,5dpc) 300
pum, (6,5 bis 8,5 dpc) 1000 um
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5. Diskussion

Die Schwangerschatft stellt eine physiologische Ausnahmesituation dar, die besondere
Anforderungen an die beteiligten Gewebe stellt. Zur Etablierung und Aufrechterhaltung
einer Schwangerschaft ist eine zeitlich prazise regulierte Umstrukturierung des
Endometriums notwendig, die es dem Embryo ermdglicht, in das maternale Gewebe
einzudringen und seine Versorgung sicherzustellen. Das Endometrium weist im
Gegensatz zu den meisten anderen Geweben und Organen eine hohe Plastizitat auf,
um diesen Anforderungen gerecht zu werden. Nicht nur vor einer potenziellen
Schwangerschaft zeigt es hormonell regulierte zyklische Veranderungen, die seine
Rezeptivitat bedingen, sondern auch besonders wéhrend des Prozesses der
Implantation ist die Bildung der Dezidua, die die Trophoblastinvasion reguliert und die
Ernahrung des frihen Embryos gewahrleistet, ein essenzieller Schritt bei der
erfolgreichen Etablierung einer Schwangerschaft (Gellersen und Brosens, 2014). In
den letzten Jahren ist immer deutlicher geworden, dass die Bildung von Zellkontakten
bei diesen Prozessen eine wichtige Rolle spielen (Grund und Grimmer, 2018). In der
vorliegenden Arbeit wurde anhand zwei verschiedener Knockout-Mausmodelle die
Funktion von zwei Vertretern der Proteinfamilie der Claudine, Cldn3 und Cldn10, die
zum TJ-Komplex gehoéren, wahrend der Implantation und Schwangerschaft

untersucht.

5.1 Mausmodelle

Die Maus ist als Modellorganismus zur Untersuchung vielfaltiger physiologischer
Prozesse und Krankheiten des Menschen in der Wissenschaft nicht wegzudenken.
Wie bereits in Kapitel 1.2.4 beschrieben, gibt es eine Reihe von Knockout-
Mausmodellen zur Untersuchung der Funktionen von Claudinen und deren jeweiligen
Rollen in den Organen. Diese Mauslinien dienen nicht nur zur Aufklarung
grundlegender Funktionen der Claudine, sondern werden ebenfalls dazu genutzt,
Claudin-assoziierte Krankheiten und Symptome beim Menschen zu modellieren und
zu untersuchen (Seker et al., 2019). So sind beispielsweise Claudin-Mutationen ftr
das Neonatale Ichthyose-Sklerosierende-Cholangitis (NISCH)-Syndrom (Hadj-Rabia
et al., 2004), ,nonsyndromic sensorineural hearing loss” (K. Lee et al., 2012; Sineni et
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al., 2019) und der familiaren Hypomagnesiamie mit Hyperkalziurie und
Nephrokalzinose (FHHNC) verantwortlich (Hou et al., 2009). Auch an der Suppression
oder Promotion von Tumoren sind Claudine beteiligt (Kage et al., 2019). Mausmodelle
helfen hier die genauen Auswirkungen solcher Mutationen oder Gendeletionen zu
untersuchen. Dies ist insbesondere relevant fur die Vorgange bei der Implantation und
frihen Schwangerschaft, da diese Stadien beim Menschen aus ethischen Grinden
nicht untersucht werden kénnen. Hier wurde der Effekt des Fehlens von Cldn3 und
Cldn10 im Endometrium untersucht, da deren Prasenz im Endometrium und deren
spezifische Induktion in der Dezidua zum Zeitpunkt der Implantation in der Maus in
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden konnten (Schumann, 2015).
Die Auswirkungen von Deletionen verschiedener Claudine kdnnen in den jeweiligen
Knockout-Mausmodellen sehr unterschiedlich sein. Wahrend einige Mausstamme mit
ubiquitar ausgeknockten Claudinen, wie die Cldn3KO-Maus in dieser Arbeit,
Uberlebensfahig sind bzw. nur sehr milde physiologische Auswirkungen zeigen, sind
andere CldnKO-Mausstamme nicht lebensféahig. So zeigen Cldn5KO-Mé&use z. B. eine
erhéhte Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke und versterben innerhalb der ersten 24
Stunden nach der Geburt (Nitta et al., 2003). Cldnl-defiziente Mause versterben
ebenfalls innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Geburt an einem vermutlich
Uberhohten trans-epithelialen Wasserverlust aufgrund defekter Hautbarrieren (Furuse
et al., 2002). Mause, die ein ubiquitdres Cldn10-Defizit aufweisen, versterben
innerhalb des ersten Tages nach der Geburt, vermutliche aufgrund eines
Nierendefektes (Seker et al., 2019).

Aufgrund der unterschiedlichen Vitalitat der Cldn3KO- und Cldn10KO-Mé&ause wurde in
dieser Arbeit auf unterschiedliche Arten von Knockout-Mausmodellen zuriickgegriffen.
Wahrend an der lebensfahigen Cldn3KO-Maus die Auswirkung der Deletion des
Proteins auf die frihe Schwangerschaft gut untersucht werden konnte, musste zur
Untersuchung einer Cldn10-Deletion erst ein Mausstamm erzeugt werden, der einen
Endometrium-spezifischen Knockout von Cldn10 aufwies.

Die Auswirkungen der Deletion der beiden in dieser Arbeit untersuchten Claudine,
Cldn3 und Cldn10, auf die Fertilitdt der jeweiligen Knockout-Mause waren sehr
unterschiedlich. Wahrend die Cldn3KO-Maus fertil war, aber eine Einschrénkung der
Dezidualisierung aufwies, die eine intrauterine Wachstumsverzdgerung der
Embryonen zufolge hatte, waren die konditionalen Endometrium-spezifischen

Cldn10KO-Méause infertii und brachten keinen lebenden Nachwuchs hervor. Im
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Folgenden wird die Auswirkungen beider Claudin-Deletionen auf die frihe
Schwangerschatt, die Dezidualisierung und das Embryowachstum detailliert diskutiert.

5.2 Auswirkungen der Cldn3-Deletion auf die Reproduktion

5.2.1 Cldn3-Expression im zyklischen Endometrium und in der Schwangerschatft bei
WT-Mausen

In dieser Arbeit wurde das Expressionsprofil von Cldn3 im zyklischen Endometrium
und wahrend der spateren Schwangerschaft bzw. Plazentation untersucht.

Um eine erfolgreiche Schwangerschaftsetablierung zu ermdglichen, mussen die
molekularen Bedingungen im Reproduktionstrakt optimal auf die Bedurfnisse der
Blastozyste und die Voraussetzungen fur eine Implantation abgestimmt sein. In den
murinen Reproduktionsorganen konnte eine sehr differenzierte und individuelle
Zusammensetzung der Follikel-, Ovar- und Uterusflissigkeit beobachtet werden
(Harris et al., 2005). Mal3geblich beteiligt an der Regulierung dieser Milieus sind TJ in
den Epithelzellen, die wesentlich durch die Claudin-Proteine die Durchlassigkeit des
parazellularen Transportwegs beeinflussen (Van ltallie und Anderson, 2006). Es
konnten bereits einige Claudine im Endometrium der Maus beschrieben werden. So
sind bekanntermaf3en Cldn1l, -3, -7 und -10 in den endometrialen Epithelien exprimiert
(Liang et al., 2013; Schumann et al., 2015; X. Wang et al., 2004). In diesen Studien
wurden allerdings nur 6éstrische Mause untersucht und eine mégliche zyklusabhangige
Anderung der zellularen Lokalisation der Proteine auRer Acht gelassen. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Cldn3 in allen Phasen des
Ostruszyklus im luminalen sowie glandularen Epithel des murinen Endometriums
exprimiert ist und eine apikale Konzentration innerhalb der Epithelzellen aufweist. Im
Ostrus war diese Konzentration im luminalen Epithel nur noch punktuell vorhanden.
Dafiir konzentrierte sich die Expression von Cldn3 wahrend des Ostrus im glandularen
Epithel stark am apikalen Zellpol.

In dieser Arbeit konnte keine Auswirkung der Cldn3-Deletion auf die Lange des
Ostruszyklus beobachtet werden, was darauf schlieRen lasst, dass trotz der
prominenten Expression von Cldn3 in den endometrialen Epithelien das Protein wenig
Einfluss auf die zyklischen Umstrukturierungen des Gewebes hat, bzw. das Fehlen

des Proteins kompensiert werden kann. Unter der hormonellen Kontrolle von Ostrogen
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und Progesteron bereitet sich das Endometrium auf eine potenzielle Implantation vor.
Es findet ein zeitlich fein reguliertes Zusammenspiel aus luminaler, glandularer und
stromaler Proliferation und Apoptose statt (Wood et al., 2007). Auch die
Zusammensetzung des Uterussekrets spielt eine wichtige Rolle bei der Etablierung
einer Schwangerschatft. Sie ist einerseits maf3gebend fur die Spermienkapazitation (X.
F. Wang et al., 2003), deren Motilitat (Lapointe et al., 2000) und fur chemotaktische
Effekte (Isobe et al., 2002). Andererseits ist die Zusammensetzung des Uterussekrets
auf die Bedurfnisse der befruchteten Eizelle abgestimmt und untersttitzt den Embryo
bei der Entwicklung bis zur Implantation in das Endometrium im Blastozystenstadium
(Harris et al., 2005). Eine Umstrukturierung der Claudinzusammensetzung und -
lokalisation im luminalen und glandularen Epithel kénnte dabei eine wichtige Rolle
spielen. In Ratten wurde bereits eine zyklisch regulierte Expression von Cldnl, -3, -5
und -7 nachgewiesen (Mendoza-Rodriguez et al., 2005). Und auch beim Menschen,
bei dem die Umstrukturierung des Endometriums im Rahmen des Menstruationszyklus
noch deutlicher ist, konnte eine zyklusabhangige und differenzierte Expression einer
Reihe von Claudinen, wie Cldnl, -3, -4, und 5 und auch anderen Zellkontaktproteinen
wie Desmoplakinl und 2, Desmoglein2, E-Cadherin und Connexin26, -32 und -43
beschrieben werden (Grund und Grimmer, 2018). Diese Befunde legen nahe, dass
die Zusammensetzung an Claudinen im Uterusepithel stark an der Regulierung der
uterinen Flussigkeiten und somit an der erfolgreichen Etablierung einer

Schwangerschaft beteiligt ist.

In unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass Cldn3 an Tag 4,5 der
Schwangerschaft im apikalen Bereich der basalen Membran der Iluminalen
Epithelzellen, die die adh&sive Blastozyste umgeben und so die Implantationskammer
auskleiden, exprimiert ist. Ferner wird Cldn3 in den Zellen der sekundaren Dezidua an
Tag 5,5 pc induziert und ist auch an Tag 8,5 pc noch nachweisbar (Schumann et al.,
2015). In der vorliegenden Arbeit wurde ergdnzend dazu die Expression von Cldn3 an
Tag 10,5 pc untersucht, an dem sich bereits Spongiotrophoblast und Labyrinth der
frihen Plazenta differenziert haben. Cldn3 war zu diesem Zeitpunkt der
Schwangerschaft in der mesometrialen Dezidua exprimiert, die an die sich bildende
Plazenta angrenzt und durch eine Reihe von Trophoblastriesenzellen vom
Spongiotrophoblasten abgegrenzt wird. Im Embryo selbst sowie im gesamten

embryonalen Teil der Plazenta, also dem Spongiotrophoblasten und dem Labyrinth,

101



Diskussion

war hingegen in allen untersuchten Schwangerschaftsstadien keine Expression von
Cldn3 zu erkennen.

Fur einige andere Claudine existieren Hinweise, an essenziellen morphogenetischen
Prozessen der Embryoentwicklung beteiligt zu sein. So sollen Cldn5a und -15 die
Lumenbildung im Neuroepithel von Zebrafischen beeinflussen (J. Zhang et al., 2010)
und Cldnl und -10 an der links/rechts Differenzierung des Embryos beteiligt sein
(Collins et al,, 2015; Simard et al., 2006). Eine solche Beteiligung an der
Embryonalentwicklung scheint fur Cldn3 nicht der Fall zu sein.

Bis zum Stadium der reifen Plazenta an Tag 17,5 pc war Cldn3 nur in der Dezidua,
also in dem maternalen Teil der Plazenta exprimiert. Dieser Teil enthalt maternale
Immunzellen wie uNK-Zellen, invadierende Trophoblastzellen und die maternalen
Gefal3e in der Form von Spiralarterien und venésen Sinusoiden (Simmons, 2014).
Uber die Funktion und Expression von Claudinen und ihre Funktion fiir parazellulare
Transportwege in der Plazenta ist generell nicht viel bekannt. Die Expression einiger
Claudine in der murinen Plazenta zu unterschiedlichen Schwangerschaftsstadien
wurde von Ahn et al. (2015) untersucht. Dabei wurde die Expression von Cldnl bis -
24 auf transkriptioneller Ebene mittels RealTime-PCR untersucht und eine geringe
Expression von Cldn3 an Tag 12, 16 und 20 pc gefunden. Die Lokalisation von Cldn3
wurde nicht weiter bestimmt. Allerdings konnte eine vergleichsweise hohe Expression
von Cldn1, -2, -4 und -5 gezeigt werden. Diese Claudine wurden immunhistochemisch
untersucht und fir jedes dieser Claudine konnte ein spezifisches Expressionsmuster
gefunden werden, dass sich bezlglich Schwangerschaftsstadium und Lokalisation
innerhalb der Plazenta unterscheidet. Auch eine hormonelle Abhangigkeit der
Expression dieser Claudine konnte gezeigt werden (Ahn et al., 2015). Generell wird
die Expression von Claudinen also nicht nur im zyklischen Endometrium und in der

Dezidua den Anforderungen entsprechend reguliert, sondern auch in der Plazenta.

5.2.2 Auswirkungen der Cldn3-Deletion auf die Fertilitat

Es war bekannt, dass Cldn3KO-Mause grundsétzlich fertil sind (Kooij et al., 2014). Die
neonatalen Tiere zeigten zudem keine Auffalligkeiten bezuglich ihrer Entwicklung, und
auch die adulten Tiere zeigten keinen auffalligen Phanotyp. Es wurden zuvor bereits
Parameter der Nieren- und Leberfunktion und die Barrierefunktion des Kolonepithels
untersucht und dabei lediglich ein erhdhter pH-Wert des Urins der Cldn3KO-Mause

gefunden. Einschrankungen der Barrierefunktionen und der Permeabilitat der
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Epithelien fur Molekile verschiedener Gréf3en in den genannten Organen konnten
nicht gefunden werden (Schroéder, 2013). Auch in der Arbeitsgruppe um Kooji et al.
konnten keine Einschrankung in der Vitalitéat der Cldn3KO-Mause gefunden werden
(Kooij et al., 2014). Lediglich eine erhéhte Durchlassigkeit der Blut-Liquor-Schranke

wurde postuliert.

Die Beobachtung, dass die Tiere sehr wenig physiologische Einschrankungen
aufzeigen und uneingeschrankt vital sind, hilft bei der Untersuchung der Auswirkungen
der Cldn3-Deletion auf die Schwangerschaft und speziell die Dezidualisierung, da so
andere physiologische Effekte, die die Fertilitat beeinflussen kdnnen, weitgehend
ausgeschlossen werden konnten. Die Cldn3KO-M&use zeigten jedoch eine tendenziell
verringerte Anzahl an Implantationsstellen und in Folge auch eine gering reduzierte
WurfgroRe im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen. Auch wenn dieser Effekt nicht
statistisch signifikant war, weist diese Tendenz darauf hin, dass Cldn3 eine Rolle fur
die Rezeptivitat des Uterusepithels bzw. fir die Interaktion zwischen dem Epithel und
der Blastozyste spielen kénnte. Hierfur spricht, dass Cldn3 im luminalen Epithel der
Implantationskammer zum Zeitpunkt der Adhasion der Blastozyste an Tag 4,5 pc
exprimiert ist (Schumann et al., 2015), und eine Anderung der raumlichen Verteilung
dieses Proteins im Laufe des Ostruszyklus beobachtet werden konnte.

Bislang konnte keine Expression von Cldn3 in der Blastozyste oder in den friihen
Embryonalstadien bis hin zum implantierten Embryo nachgewiesen werden. Trotzdem
ist eine Interaktion anderer in der murinen Blastozyste exprimierten Claudine wie z.B.
Cldn4, -6 und -7 (Moriwaki et al., 2007) mit dem Cldn3 des luminalen Epithels nicht

auszuschlielRen.

5.2.3 Auswirkung der Cldn3-Deletion auf die Dezidualisierung und

Trophoblastinvasion

Wie in einer vorherigen (Schumann, 2015) und in dieser Arbeit gezeigt werden konnte,
wird Cldn3 im Verlauf der Schwangerschaft in der Dezidua zeitlich und raumlich
prazise reguliert exprimiert und induziert. Aufgrund dieser Befunde war zu vermuten,
dass das Fehlen des Cldn3 Folgen fur die Dezidualisierung und méglicherweise auch
fur die Embryoentwicklung haben konnte. Daher wurden in dieser Arbeit die

Implantationsstellen der Cldn3KO-Maus zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht, um
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eine eventuelle Auswirkung der Deletion auf die Dezidualisierung, Embryoentwicklung

und Plazentation zu analysieren.

Interessanterweise konnte in der frihen Schwangerschaft an 6,5 und 8,5 dpc ein
signifikant verringertes Gewicht der Implantationsstellen der Cldn3KO-Mause
gegenuber den WT-Kontrollen beobachtet werden. Durch die Erzeugung von
heterozygoten Embryonen durch die Verpaarung von Cldn3KO-Weibchen mit WT-
Mannchen konnte bestétigt werden, dass es sich bei dieser Wachstumsretardierung
um einen maternalen Effekt handelte.

Zu diesen Zeitpunkten wird das Gewicht der Implantationskammern durch die stark
anwachsende Dezidua bestimmt. Die Dezidualisierung ist gekennzeichnet durch
starke Zellproliferation, Differenzierung und Polyploidisierung der endometrialen
Stromazellen (Gellersen und Brosens, 2014; Mori et al., 2016). Nach der Adhasion der
Blastozyste an 4,5 dpc beginnt die Bildung der avaskularen und epitheloiden PDZ
(Enders und Schlafke, 1969; Paria et al., 1999). An Tag 6 pc proliferieren die
Stromazellen, die die primare Dezidua (PDZ) umgeben weiterhin und bilden die
sekundare Dezidua (SDZ), wéahrend die Zellen der PDZ in die Apoptose Ubergehen.
Nach Tag 8 pc ist die PDZ stark zurtickgebildet und plazentare Strukturen beginnen,
die SDZ zu ersetzen (Das, 2010). Zahlreiche Signalmolekile wurden bereits
identifiziert, die diese Prozesse mal3gebend regulieren sollen, darunter HoxalO, ein
Transkriptionsfaktor der Hox-Familie, Cyclin D3, ein Regulator der CDK-Kinasen, oder
auch Heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF) (H. J. Lim und Wang, 2010; H.
Wang und Dey, 2006). Neuere Studien zeigten neben den genannten Faktoren auch
TJ-Proteine als Mediatoren der Zellproliferation (Diaz-Coranguez et al., 2019). Es wird
postuliert, dass die ZO-Proteine, die die Transmembranproteine der TJ mit dem
Zytoskelett verbinden, abhangig von der Zelldichte (ber den Y-box
Transkriptionsfaktor ZONAB (ZO-1 associated nucleic acid binding protein) Gene der
Zellproliferation steuern (Balda et al., 2003).

Auch kann ZO-3 uber Interaktionen der PDZ-Domé&ane mit Cyclin D1 die
Zellproliferation regulieren (Capaldo et al.,, 2011). Auch fur die Beteiligung der
Transmembranproteine der TJ, wie Occludin, JAM-A und Proteine der MARVEL
Familie, aber vor allem auch der Claudine gibt es zahlreiche Hinweise (Diaz-
Coranguez et al., 2019). Vor allem fiur Claudine scheint es einen Zusammenhang

zwischen einer Proteintberexpression bzw. der Umstrukturierung der Claudin-
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Zusammensetzung von Geweben und der Tumorprogression zu geben. So wurde
beispielsweise eine Uberexpression von Cldn6, -7 und -9 mit einer erhohten
Zellproliferation der humanen Magen-Adenokarzinomzelllinie AGS in Verbindung
gebracht (Zavala-Zendejas et al., 2011). Wahrend zum einen postuliert wird, dass die
Anderung der Zusammensetzung der TJ homoostatische Veranderungen der
Mikroumgebung der Krebszellen zur Folge hat, die eine Metastasierung begunstigen,
gibt es auch Hinweise darauf, dass Claudine direkt auf die molekularen Mechanismen
der Zellproliferation einwirken. So wurde beispielsweise eine Interaktion von Cldn11l
mit dem outer surface protein-assosiated protein 1 (OAP1) und R31-Integrin postuliert
(Tiwari-Woodruff et al., 2001) und eine Korrelation zwischen der Uberexpression von
Cldn18 und der Verringerung der nukledren Lokalisation des Yes-associated protein
(YAP), das ahnlich dem ZO/ZONAB-Mechanismus die Zellproliferation beeinflussen
soll (B. Zhou et al., 2018). Wahrend fur das Cldn3 noch keine genaueren Mechanismen
bekannt sind, konnte der in der vorliegenden Arbeit beobachtete Effekt einer
verringerten oder verlangsamten Deziduabildung in den Cldn3KO-M&ausen entweder
auf veranderte homaoostatische Bedingungen in der Dezidua oder auch auf einen durch
das Cldn3-Defizit bedingten negativen Effekt durch noch unbekannte Mechanismen
auf die Proliferation der Deziduazellen beruhen.

Parallel zum verringerten Deziduagewebe wurde in dieser Arbeit eine tendenziell
verminderte Invasionstiefe des Ektoplazentarkonus in den Implantationskammern der
Cldn3KO-Mause im Vergleich zu den WT-Kontrolltieren an Tag 8,5 pc gefunden. Der
Ektoplazentarkonus ist der invasive Teil des Trophoblasten. Nach der Penetration des
Uterusepithels beginnt der Trophoblast zu proliferieren und bildet so das
extraembryonale Ektoderm. Durch das weitere proliferative Wachstum des
extraembryonalen Ektoderms bildet sich auf der mesometrialen Seite der
Ektoplazentarkonus aus, der aus einer inneren und einer auf3eren Schicht von Zellen
besteht. Die innere Zellschicht bleibt proliferativ und undifferenziert, bildet Adherens
junctions und Desmosomen aus und st fur die spatere Bildung des
Spongiotrophoblasten verantwortlich (Bevilacqua et al., 2014). Die &uf3ere Schicht wird
von Trophoblastriesenzellen (TGCs) gebildet, die terminal differenziert und polyploid
sind. Diese Zellen sind fur die Invasion in das mutterliche Gewebe, die Aufnahme von
Molekulen zur Erndhrung des Embryos, regulierende Hormonsekretion,
Immunregulation und Angiogenese zustandig. Die peripheren TGCs, die mit der

Dezidua in Kontakt stehen, formen Zellkontakte mit dem mutterlichen Endothel, welche
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essenziell fur den Austausch von angiogenetischen und vasoaktiven Substanzen sind.
Ein kontrolliertes Einwachsen der Zellen des Ektoplazentarkonus in die Dezidua und
die Kommunikation der beiden Gewebe miteinander sind somit wesentlich fur eine
erfolgreiche Implantation (Ain et al., 2003).

Die Ausbildung von Tight junctions in der Dezidua kann zum einen eine physische
Barriere bilden, die die Invasion des Ektoplazentarkonus in das mutterliche Gewebe
reguliert und ihr eine Richtung gibt. Zum anderen kontrollieren Tight junctions auch
hier das Milieu und den parazellularen Austausch von Molekilen in den Geweben. Das
Fehlen von Cldn3 in der Dezidua fuhrte in dieser Arbeit zu einer tendenziell
verminderten Invasivitat des Ektoplazentarkonus. Die Préasenz von Claudinen und
deren veranderte Zusammenstellung wird haufig mit der Invasivitat von Tumoren
assoziiert, wobei der Verlust von TJ-Strukturen in epithelialen Tumoren die Invasivitat
und Proliferation durch einen erleichterten Zugang zu Nahrstoffen fordert (Takehara et
al., 2009). Anderungen der Claudinexpression wurde haufig in Kolon-, Brust-,
Pankreas-, Prostata, Uterus- und Ovarkarzinomen gefunden (Hewitt et al., 2006),
wobei sie zum einen die Barrierefunktion, zum anderen durch Signalkaskaden oder
Wechselwirkungen der Claudine mit den Tumorzellen deren Invasivitat und Migration
beeinflussen kdnnen (Oku et al., 2006).

Eine Uberexpression von Cldn3, oft korrelierend mit einer Uberexpression von Cldn4,
konnte in diversen Tumoren, wie dem Prostatakarzinom (Sheehan et al., 2007),
kolorektalen Karzinom (de Oliveira et al., 2005) und Mammakarzinom (Kominsky et
al., 2004), was vermuten lasst, dass die Expression von Cldn3 positiv auf die
Tumorprogression wirkt. Es konnte zudem ein Zusammenhang zwischen einer
erhdhten Expression von Cldn3 und -4 und der fortschreitenden Progression von
malignen Gewebeverédnderungen des Endometrium und des Ovars gezeigt werden
(Pan et al., 2007).

Cldn3 und -4 wurden zunachst als Rezeptoren fir das Clostridium perfringens
Enterotoxin (CPE) identifiziert (Katahira et al., 1997), wobei das CPE an die zweite
extrazellulare Schleife des Cldn3 binden kann (Fujita et al., 2000) und vermutlich mit
den Claudinen und Occludin eine zytotoxische Pore bildet, durch die es zum
Kalziumeinstrom in die Zelle und zu deren Tod kommt. Bindung des CPE fuhrt in dem
Cldn3-Protein zu Konformationsanderungen, die die trans- und cis-Interaktionen des
Proteins beeintrachtigen (Van Itallie et al., 2008). In neueren Studien wird der Einsatz

von CPE in der Krebstherapie diskutiert, bei der man sich den Zusammenhang
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zwischen der Rezeptoraktivitat des Cldn3 und -4 fir CPE und deren Uberexpression
in Tumorgeweben zunutze macht (Black et al., 2015). Auf der anderen Seite wurde ein
Verlust der Cldn3-Expression im humanen Glioblastom beobachtet, was vermuten
lasst, dass die Cldn3-Expression in verschiedenen Geweben unter malignen
Bedingungen differenziert reguliert wird (Wolburg et al., 2003).

Durch eine solche differenzierte Regulation kdnnte auch die hier gefundene
verminderte Invasivitat des Ektoplazentarkonus in den Cldn3KO-Mausen bedingt sein.
Moglicherweise hat das Cldn3-Defizit in der Dezidua einen hemmenden Einfluss auf
die Invasion der Trophoblastzellen, was jedoch aufgrund der Funktion des Cldn3 nicht
sehr wahrscheinlich ist. Die zum Mess-Zeitpunkt verminderte Invasionstiefe kann aber
auch dadurch bedingt sein, dass es durch das Fehlen des Cldn3 im Uterusepithel zu
einer generell verzbgerten Implantation und damit auch zu einer
Entwicklungsverzogerung des Ektoplazentarkonus beim Vergleich gleicher
Schwangerschaftszeitpunkte in der WT- und KO-Maus kommt.

Auch an Tag 10,5 pc, an dem sich bereits deutlich das Labyrinth und der
Spongiotrophoblast differenzieren, konnte in dieser Arbeit eine Beeintrachtigung der
Bildung dieser Strukturen in den Cldn3KO-Mausen gefunden werden. Der
Spongiotrophoblast, der sich aus Zellen des inneren Ektoplazentarkonus differenziert,
wies noch eine deutliche Polaritdt in Richtung der mesometrialen Seite der
Implantationsstelle auf, wahrend in der WT-Maus der Spongiotrophoblast diese
Polaritat nicht mehr zeigte. Diese Beobachtung kann auf die verzbgerte oder
beeintrachtige Entwicklung des Ektoplazentarkonus zurtickzufiihren sein, da sich
sowohl die Zellen des Spongiotrophoblasten als auch die Zellen des Labyrinths aus
den verschiedenen Schichten des Ektoplazentarkonus entwickeln. Eine genauere
Identifizierung mit speziellen Markern fir die einzelnen Typen von Trophoblastzellen
konnte hier genauer dartber Aufschluss geben, inwieweit die Cldn3-Deletion die
Differenzierung der einzelnen Zelltypen beeintrachtigt.

Es kann aber auch nicht ausgeschlossen werden, dass die Cldn3-Deletion zu einem
veranderten Flussigkeitsgehalt des Deziduagewebes oder durch eine verzdgerte
Implantation zu einer kleineren Ektoplazentar- bzw. Amnionhghle fuhrt. Da die
Messung der Lange des Ektoplazentarkonus an HE-gefarbten Paraffinschnitten
erfolgte, konnte die Entwasserung im Prozess der Einbettung der Gewebe dazu
beigetragen haben, dass flussigkeitsgefillte Raume in unterschiedlichem Malde

geschrumpft sind und so zu unzuverlassigen Daten beim Ausmessen gefiihrt haben.
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Einen entscheidenden Hinweis auf einen verdnderten Flissigkeitsgehalt des Gewebes
wird in der Ultraschalluntersuchung der Implantationsstellen deutlich, die in dieser
Arbeit durchgefihrt wurde. Hier wurde eine verringerte Echogenitdt des
Deziduagewebes in den Implantationsstellen der Cldn3KO-M&ause im Vergleich zu den
WT-Mausen an Tag 8,5 pc gefunden, was auf einen hoheren Flussigkeitsgehalt
hinweist. Dies konnte auf einem veranderten parazellularen Transport in der Dezidua

beruhen, der den Prozess der Implantation beeinflussen kdnnte.

5.2.4 Auswirkung der Cldn3-Deletion auf das embryonale Wachstum und die

Plazentation

Um zu prifen, ob die beschriebenen Einschrankungen in der Implantation und
Dezidualisierung einen Einfluss auf das weitere Wachstum des Embryos und die
Plazentafunktion haben, wurden Embryonen an Tag 17,5 pc, somit etwa zwei Tage
vor der Geburt, entnommen und gewogen. Es zeigte sich ein signifikant verringertes
Gewicht der Embryonen der Cldn3KO-Mause im Vergleich zu den WT-Mausen,
wohingegen die Plazenten zu diesem Zeitpunkt der Schwangerschaft keinen
Gewichtsunterschied aufwiesen. Auch zeigten die Plazenten beider Mauslinien zum
Zeitpunkt 14,5 und 17,5 dpc keine morphologischen Unterschiede. Alle drei Schichten
der Plazenta waren regular entwickelt. In dieser Arbeit konnte Cldn3 in der reifen
Plazenta nur in dem maternalen Teil, der Dezidua gefunden werden. Andere Studien
konnten zeigen, dass eine Reihe von Claudinen in der murinen Plazenta exprimiert
sind. So konnten mittels RealTime-PCR Analysen Cldnl, -2, -4, -5, -6, -7, und in
geringem Male -10b, -11 und -12 in unterschiedlichen Mengen zu verschiedenen
Schwangerschaftszeitpunkten in der murinen Plazenta gefunden werden (Ahn et al.,
2015). Die korrekte Ausbildung verschiedenster Adhasionsmolekiile, inkl. Claudinen
in den verschiedenen Entwicklungsstadien der Plazenta ist von essenzieller
Bedeutung fur die Regulation des Nahrstoffaustausches zwischen der maternalen und
embryonalen Zirkulation, und eine Fehlregulation dieser Expression kann zu diversen
Schwangerschafts-Komplikationen wie Préeklampsie, Fehlgeburten oder Plazenta
accreta fuhren. Einige Claudine sind auch im Zytotrophoblasten und im extravillésen
Trophoblasten der menschlichen Plazenta exprimiert und eine Fehlregulation der
Claudine scheint in der menschlichen Plazenta zur Ausbildung solcher Symptome zu
fuhren (Adu-Gyamfi et al., 2021). So sind beispielsweise Cldnl, -3 und -5 wahrend

einer Praeklampsie herunterreguliert (Lievano et al., 2006). Eine andere Studie fand
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das Cldn4 herunterreguliert, wahrend Cldn8 hochreguliert war (Y. Zhang et al., 2019).
In der murinen Plazenta scheint eine Cldn3-Deletion in der Dezidua der reifen Plazenta
keinen signifikanten Einfluss auf deren Morphologie und Funktion auszutiben bzw.
dieser durch einen kompensatorischen Mechanismus aufgefangen zu werden.
Trotzdem zeigen die Embryonen am Ende der Schwangerschaft ein reduziertes
Gewicht. Dies ist vermutlich weniger auf eine Fehlfunktion der Plazenta
zurtickzufuhren, sondern eher eine Folge der verzdgerten Deziduabildung und
Invasion in den frihen Schwangerschaftsstadien bei den Cldn3KO-Méausen. Diese
Gewichtsretardierung wird jedoch schnell aufgeholt und ist in den neugeborenen

Tieren ab P1 (Stadium postnatal Tag 1) bereits nicht mehr sichtbar.

5.2.5 Cldn3-Deletion hat keinen Einfluss auf die Vaskularisierung der Dezidua

Ein essentieller Faktor fir die ausreichende Erndhrung und damit die adaquate
Gewichtsentwicklung der Embryonen ist eine ausreichende Versorgung mit
Nahrstoffen, die durch die maternale Dezidua sichergestellt werden muss. Daher
wurde in dieser Arbeit der Einfluss der Cldn3-Deletion auf die Vaskularisierung der
mesometrialen Dezidua an Tag 8,5 pc mittels Immunfluoreszenzfarbung fur CD31,
einem Endothelzellmarker, untersucht. Das vorherrschende Claudin in Endothelien ist
Cldn5 (Morita et al., 1999), allerdings ist Cldn3 an der Bildung der Blut-Hirn- (Wolburg
et al., 2003) und Blut-Liquor-Schranke (Kooij et al., 2014) beteiligt, so dass auch das
Cldn3 bei der Angiogenese in der Dezidua eine Rolle spielen kdnnte. In friheren
Studien konnte in unserer Arbeitsgruppe Cldn3 in Embryo-nahen Endothelzellen in der
Intermediarzone der sekundaren Dezidua an Tag 6,5 pc, nicht aber an Tag 8,5 pc
nachgewiesen werden (Schumann, 2015). In der vorliegenden Arbeit konnte keine Ko-
Lokalisation des Fluoreszenzsignals fir Cldn3 und CD31 in den Implantationsstellen
an Tag 10,5 pc oder in der Plazenta an 17,5 pc nachgewiesen werden. Es konnte kein
Unterschied in der Vaskularisierung der mesometrialen Dezidua der Cldn3KO-Mause
im Vergleich zu den WT-M&ausen an Tag 8,5 pc gefunden werden. Dieses Ergebnis
passt zu dem Befund der regelgerecht ausgebildeten Plazenta in den Cldn3KO-
Mausen, da Stérungen der Vaskularisierung wie bereits beschrieben zu dramatischen
Fehlbildungen der Plazenta fuhren konnen, die in diesem Mausmodell nicht
beobachtet werden konnten.

Allerdings konnen kleinere Unterschiede in der Gefal3dichte und -auspragung

zwischen WT- und KO-Mausen mittels einer immunhistochemischen Farbung an
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einzelnen Schnitten nicht hinreichend quantifiziert werden. Hier waren in
weiterfuhrenden Versuchen Methoden wie die Light-Sheet-Mikroskopie anwendbar,
mit der der GefalRverlauf genauer untersucht werden kann, um mdgliche kleinere

Beeintrachtigungen der Angiogenese durch die Cldn3-Deletion zu finden.

5.2.6 Cldn4 als mdgliches kompensatorisches Protein in Cldn3KO-Mausen

Cldn3 ist ein TJ-Protein, das nicht nur in der murinen Dezidua stark exprimiert wird,
sondern auch in einer Vielzahl von anderen Geweben der Maus. Obwohl das Protein
in dem hier verwendeten Mausmodell global ausgeknockt wurde, zeigten sich
insgesamt wenig Beeintrachtigungen der physiologischen Funktionen verschiedener
Organe, in denen das Protein normalerweise exprimiert ist (Schréder, 2013). Die
Deletion von Cldn3 in der Dezidua fihrte zwar zu den hier beschriebenen
Beeintrachtigungen bei der Implantation und dem Embryonalwachstum, diese fallen
jedoch vor dem Hintergrund der spezifischen Induktion und starken Expression dieses
Proteins in der Dezidua unerwartet mild aus. Grund daflr kénnte die Expression bzw.
Hochregulation anderer, kompensatorisch wirkender Claudine sein. Ein moglicher
Kandidat hierfir war das Cldn4, dessen Hochregulation an 6,5 und 8,5 dpc in den
Implantationskammern der Cldn3KO-Mause bereits durch RealTime-PCR in unserer
Arbeitsgruppe nachgewiesen werden konnte (Xin Xin Wu, unveroéffentlichte Daten).
Eine solche Hochregulation von Cldn4 konnte in der Cldn3KO-Maus auch in der Lunge
nachgewiesen werden (Schroder, 2013). Deswegen wurde in der vorliegenden Arbeit
das Vorkommen des Cldn4-Proteins im zyklischen Endometrium sowie in der Dezidua
und auch der Plazenta zu verschiedenen Zeitpunkten der Schwangerschaft mittels
Immunfluoreszenzfarbungen untersucht. Cldn4 war in jeder Phase des Ostruszyklus
gleichermalRen in WT- und Cldn3KO-M&usen im luminalen sowie glanduléaren Epithel
exprimiert. An Tag 8,5 pc zeigte sich ein positives Fluoreszenzsignal fur Cldn4 in der
antimesometrialen sekundaren Dezidua in beiden Mausstdmmen, wohingegen es auf
der mesometrialen Seite nur ein sehr schwaches Signal gab. Dieses Vorkommen von
Cldn4 ahnelt der Verteilung von Cldn3 in den WT-M&ausen. Im Gegensatz zu Cldn3 ist
Cldn4 allerdings auch im Embryo exprimiert. Hier zeigte sich eine Expression in den
peripheren und polaren Trophoblastzellen des Ektoplazentarkonus, und ab Tag 10,5
pc auch in weiteren embryonalen Strukturen der Plazenta. Dabei zeigte sich kein
Unterschied in der Verteilung des Cldn4-Proteins zwischen WT- und Cldn3KO-

Mausen. Auch in der reifen Plazenta an Tag 17,5 pc konnte Cldn4 in den embryonalen
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Anteilen der Plazenta, also dem Labyrinth und Spongiotrophoblasten, gefunden
werden. Die Cldn3-Deletion zeigte in dieser Arbeit somit keinen Einfluss auf die
Expression von Cldn4 in den maternalen Gewebeanteilen der Implantationskammer,
die ein Uberlappendes Expressionsmuster mit Cldn3 in der Dezidua zeigte.

Cldn3 und Cldn4 sind die am nachsten verwandten Claudine in Sdugetieren, mit einer
Homologie der Aminosauresequenzen von 94 % in der ersten extrazellularen Schleife
und 64 % in der zweiten (Mitchell et al.,, 2011). Die extrazellularen Doméanen sind
typischerweise fur die lonenspezifitdt und Interaktion mit anderen Claudinen zustandig,
wobei gezeigt wurde, dass Claudine untereinander eine unterschiedliche Affinitat
zueinander haben. So bindet Cldn3 beispielsweise an Cldnl, -2 und -5, wohingegen
Cldn4 nur mit sich selbst bindet (Coyne et al., 2003; Daugherty et al., 2007). Allerdings
konnen gezielt ausgeléste Mutationen einzelner Aminosauren der extrazellularen
Domanen zu anderen Bindungsverhalten der Claudine fihren (Van Itallie et al., 2001).
In anderen Geweben konnte bereits ein differenziertes Zusammenspiel von Cldn3 und
-4 gezeigt werden. So ist beispielsweise Cldn3 in der Lunge in Typ-ll Pneumozyten
exprimiert, und Cldn4 sowohl in Typ-I als auch Typ-ll Pneumozyten wo es spezifisch
als Reaktion auf Verletzung des Lungenepithels hochreguliert wird (F. Wang et al.,
2003). In der Lunge konnte eine Verringerung der epithelialen Barrierefunktion bei
Uberexpression von Cldn3 und eine Erhohung bei Uberexpression von Cldn4
gefunden werden (Mitchell et al., 2011). Wie bereits erwahnt konnte eine erhdhte
Expression von Cldn3 und -4 in gyndkologischen Tumoren wie dem
Endometriumskarzinom gefunden werden (Pan et al., 2007). Hier wurde die erhéhte
Expression der beiden Claudine mit Tumorwachstum und Invasivitat assoziiert.

In der Dezidua stellt Cldn4 einen potenziellen Kandidaten dar, um das Cldn3-Defizit
zu kompensieren, allerdings ist es wahrscheinlich, dass das feine Zusammenspiel
mehrerer Claudine insgesamt zu einem kompensatorischen Effekt beitragt. Zum einen
gibt es Hinweise, dass die Expression eines bestimmten Claudins abhéngig von der
Expression anderer Claudine in der Zelle sowohl dramatische als auch keine Effekte
auf die lonenpermabilitéat haben kann (Van Itallie et al., 2003), zum anderen konnte in
anderen Mausmodellen gezeigt werden, dass die Uberexpression eines bestimmten
Claudins die Fehlfunktion eines anderen kompensieren kann (Breiderhoff et al., 2018).
Es ist also moglich, dass selbst eine leichte Expressionsédnderung bzw. -erh6hung von
Cldn4 und/oder anderen Claudinen in der Dezidua eine differenzierte

Kontaktausbildung zwischen den einzelnen Zellen verandert und so den Verlust von
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Cldn3 kompensieren kann. Dies ist vermutlich ein komplexes Zusammenspiel von
Cldn3 und -4 und moglicherweise weiteren Claudinen, dessen Bedeutung in der
Dezidua in weiterfiihrenden Untersuchungen analysiert werden sollte. So kdnnte der
Anteil von Cldn4 an diesem Kompensationsmechanismus beispielsweise an einer

Cldn3/Cldn4-Doppelknockout-Maus untersucht werden.

5.2.7 Differentielle Genregulierung in der Dezidua der Cldn3KO-Mause im Vergleich
zur WT-Maus

Um einen Anhaltspunkt zu erhalten, welchen Einfluss eine Cldn3-Deletion auf die
Genexpression in der Dezidua hat, wurde in dieser Arbeit eine Transkriptomanalyse
durchgefiihrt. Diese Analyse bietet Einsichten in die Genregulationen, die durch das
Fehlen von Cldn3 in der Knockout-Maus veréndert sind. Der hierfir verwendete
Affymetrix Clariom™ S Assay mouse (Applied Biosystems™) bietet eine Auswahl an
Uber 20.000 Genen, fir die eine differenzielle Expression gemessen werden kann. Im
Rahmen dieser Arbeit und dieses Versuchs sollte eine erste Ubersicht tiber die Gene
gewonnen werden, die bei einer Cldn3-Deletion eine veranderte Regulation im
Endometrium aufweisen.

Die RNA fur die Transkriptomanalyse wurde aus Gewebe von isolierten Deziduen an
Tag 8,5 pc gewonnen. Es wurde sich fir diesen Zeitpunkt entschieden, weil hier die
Wachstumsretardierung der Implantationsstelle am gré3ten war. Das Deziduagewebe
wurde vom Myometrium getrennt, sodass eine differenzielle Genexpression im
Myometrium keinen Einfluss auf die Daten hatte. Allerdings ist es an Tag 8,5 pc nicht
maoglich, den Embryo zu isolieren. Deswegen wurden fir diesen Versuch heterogene
Verpaarungen (KO x WT) angesetzt, um einen heterozygoten Embryo bzgl. der Cldn3-
Deletion zu generieren und ihn somit so wildtypisch wie mdglich zu halten.

In Auswertung der Transkriptomanalyse wurden zwei Parameter festgelegt mithilfe
derer bestimmt wurde, ob ein Gen als reguliert angesehen wurde. Zum einen musste
der fold change = 2 bzw. < -2 betragen. Damit dieses Gen aber als tatsachlich reguliert
definiert wurde, musste der p-Wert < 0,05 betragen. Unter diesen Kriterien wurden
insgesamt in der Dezidua der Cldn3KO-Maus 36 hochregulierte und 202
herunterregulierte Gene gefunden. Das Fehlen von Cldn3 scheint also eher eine
negative Auswirkung auf die Genregulation zu haben. Eine sehr prominente Gruppe
differenziell regulierter Gene stellen die Prolaktine (PRL) dar (Tab. 12). Prolaktin wird

als Marker fur die Dezidualisierung angesehen (Gellersen und Brosens, 2014; Irwin et
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al., 1989) und sowohl von murinen Deziduazellen als auch von humanen
Deziduazellen in vitro und in vivo produziert (Daly et al., 1983; Kimura et al., 2001;
Maslar und Riddick, 1979). In der Maus, sowie in der Ratte und in der Kuh, wurde eine
Genfamilie charakterisiert, die als expanded PRL gene family bezeichnet wird und
durch Genduplikationen entstanden ist. Beim Menschen hingegen enthalt der
Genlokus nur ein einziges PRL-Gen (Soares et al., 2007). Die expanded PRL gene
family umfasst eine Vielzahl an homologen und paralogen Proteinen, deren
Nomenklatur nicht eindeutig geregelt ist und die sich in ihrer Funktion sowie ihrer
zeitlichen und raumlichen Expression sehr unterscheiden kénnen. Einige Vertreter der
expanded PRL gene family werden von Deziduazellen synthetisiert, wobei in der
frihen Schwangerschaft eine bestimmte Subgruppe von granulierten Deziduazellen
die Quelle des Prolaktin zu sein scheint (Candeloro und Zorn, 2007). Die Expression
von Prolaktin in der frihen Schwangerschaft ist essenziell fir eine Vielzahl von
Prozessen und die Funktionen von Prolaktin umfassen die Regulation des zellularen
Wachstums des Trophoblasten, die Angiogenese, Immunregulation und die
homdstatische Stressantwort (Jabbour und Critchley, 2001). Eine verfriihte Expression
von Prolaktin wird mit der recurrent implantation failure (RIF) in Verbindung gebracht
(Berkhout et al., 2020). In der Cldn3KO-Maus konnte eine signifikante
Herunterregulierung von 14 Subtypen der expanded PRL gene family gefunden
werden, wobei das Prl7b1 (prolactin family 7, subfamily b, member 1) das am starksten
regulierte Gen darstellt. Prl7bl (auch PRL-like protein N, PLP-N genannt) konnte in
invasiven Zelltypen des Ektoplazentarkonus ab Tag 8,5 pc nachgewiesen werden,
welche eine wichtige Rolle bei der Ausbildung der hamochorialen Plazenta spielen (Bu
et al, 2016). In Prl7bl-Knockout-Mausen konnte unter normalen
Haltungsbedingungen keine Einschrankung der Plazentation und Schwangerschaft
der Tiere gefunden werden, allerdings zeigten die Tiere eine veranderte Adaption der
Plazenta an hypoxischen Stress, was zu der Vermutung fihrte, dass das Protein Teil
des regulatorischen Systems der Plazenta auf physiologischen Stress ist (Bu et al.,
2016). Eine Herunterregulation dieses und anderer Vertreter der expanded PRL gene
familiy konnte in der Cldn3KO-Maus einen Marker fur die in der vorliegenden Arbeit
beobachtete beeintrachtigte Dezidualisierung sein. Die Fertilitat der Cldn3KO-Méause
wurde hier unter normalen Haltungsbedingungen untersucht. Die Erkenntnisse Uber
das Prl7bl kénnten allerdings vermuten lassen, dass die starke Herunterregulation

des Prl7b1 in den Cldn3KO-Mé&ausen bei Einwirkung von physiologischem Stress zu
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einer veranderten Antwort des Gewebes fuhren kdnnte. Interessanterweise wurde in
einer Studie, bei der eine Prl8a2KO-Maus erzeugt wurde, auch eine
Herunterregulation von Klk7 (Kallikrein related peptidase 7) an Tag 7,4 pc in der
Implantationsstelle gefunden (Alam et al., 2015). In der vorliegenden Arbeit wurde
ebenfalls eine signifikante Herunterregulation von KIk7 und KIk9 gefunden. Kallikrein
konnte im Ostruszyklus und in der Implantationsstelle der Ratte (G. Valdes et al., 1998)
und auch im zyklischen humanen Endometrium (G. Valdes et al., 2001) gefunden
werden und es wird vermutet, dass das Kallikrein-Kinin-System u.a. eine
vasodilatierende Wirkung auf uterine BlutgefaRe hat und somit den Blutfluss
aufrechterhalt.

Allerdings muss bei der Evaluation dieser Ergebnisse der Transkriptomanalyse auch
bedacht werden, dass die Deletion von Cldn3 einen mdglichen negativen Effekt auf
die Zellproliferation der Dezidua haben kann (s. Kapitel 5.2.3). Eine Herunterregulation
der Prolaktine kann also auch ein Artefakt der niedrigeren Anzahl an Deziduazellen
sein.

Neben den Prolaktinen sind auch einige Vertreter der Schwangerschaft-spezifischen
Glykoproteine (pregnancy-specific-glycoproteins, Psg), einige plazentale Faktoren und
einige Rhox(reproductive homebox)-Gene in der Dezidua der Cldn3KO-Maus
reguliert.

Die Schwangerschaft-spezifischen Glykoproteine, die den CEACAM-Proteinen
verwandt sind und ebenfalls zur Immunglobulin (Ig)-Superfamilie gehéren, werden in
Trophoblastriesenzellen und Zellen des Spongiotrophoblasten exprimiert und sind die
am meisten gefundenen Trophoblastproteine im maternalen Serum wahrend der
Schwangerschaft. lhnen wird eine immunregulatorische, pro-angiogenetische und
plattchenaggregationshemmende Wirkung zugesprochen. Ebenfalls wird ein
Zusammenhang zwischen einem niedrigen Psg-Serumlevel und fetalen
Wachstumsretardierungen und Praeklampsie postuliert (Moore und Dveksler, 2014).
Zu den regulierten plazentalen Faktoren gehoren Pletl (placenta expressed transcript
1), Placl (placenta specific protein 1) und Pgf (placental growth factor). Allen drei
Faktoren wird eine Rolle bei der Trophoblastdifferenzierung und Plazentation, sowie
bei der Angiogenese zugesprochen, und eine veranderte Expression dieser Faktoren
wird ebenfalls mit einer Praeklampsie korreliert (Chau et al., 2017; Gu et al., 2017,
Murray et al., 2016; Wan et al., 2019).
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Rhox(reproductive homeobox)-Gene werden im méannlichen und weiblichen
Reproduktionsstrakt, z.B. im Ovar und in der Plazenta exprimiert, aber auch in
embryonalen Strukturen und sind essenziell u.a. fir die Gametogenese (S. E. Lee et
al., 2013).

Wahrend die Herunterregulation von Prolaktin auf einen direkten Einfluss der Cldn3-
Deletion auf die Dezidua hinweist, lassen diese herunterregulierten Gene in der
Cldn3KO-Maus eher einen indirekten Einfluss einer fehlerhaften Dezidualisierung auf
die Entwicklung des Trophoblasten vermuten, da es sich hier hauptsachlich um Gene
handelt, die in den verschiedenen Zellen des Trophoblasten exprimiert werden. Die
Assoziation einer Herunterregulierung dieser Gene mit einer embryonalen
Wachstumsretardierung kann auch in diesem Mausmodell widergespielt werden, da
die Embryonen der Cldn3KO-Maus an Tag 17,5 pc ein geringeres Gewicht aufwiesen
(Abb. 14). Uber den Zusammenhang zwischen Cldn3 und einer Regulation dieser
Faktoren ist allerdings bisher nichts bekannt und es bedarf hier weiterer Studien, um
die Funktion von Cldn3 und den hier gezeigten regulierten Genen weiter zu

untersuchen.

Interessanterweise fuhrte die Cldn3-Deletion zu einer Regulierung der Expression
diverser Adhasionsmolekiille (Tab. 12), jedoch nicht zu einer Uber- oder
Unterexpression von anderen Claudinen (Tab. 13). Mit Hilfe von RealTime-PCR
Analysen konnte in unserer Arbeitsgruppe bereits eine signifikante Hochregulation von
Cldn4 und -10 an Tag 6,5 und 8,5 pc in der Implantationskammer gefunden werden
(Xin  Xin Wu, unveroffentlichte Daten). Dieses Ergebnis konnte mit dieser
Transkriptomanalyse jedoch nicht bestatigt werden. Obwohl hier keine signifikante
Regulation anderer Claudine in der Implantationsstelle der Cldn3KO-Maus gefunden
werden konnte, bleibt die Mdglichkeit eines kompensatorischen Effekts anderer
Claudine bestehen. Zum einen, da eine Hochregulation von Cldn4 und -10, wie
erwahnt mittels der im Vergleich zum Array sensitiveren Methode der RealTime-PCR
gefunden werden konnte, zum anderen da auch kleinere Regulationen anderer oder
auch mehrerer Claudine zusammengenommen einen signifikanten
kompensatorischen Effekt aufweisen kdénnen, ohne eine im einzelnen sichtbare

Uberexpression aufzuweisen.
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Zusammengefasst unterstlitzen die Ergebnisse der Transkriptomanalyse die
Hypothese, dass die Deletion von Cldn3 in der Dezidua einen negativen Einfluss auf

die Dezidualisierung und Embryoimplantation hat.

5.3 Auswirkungen einer endometrialen Cldn10-Deletion auf die Reproduktion

In Vorstudien unserer Arbeitsgruppe konnte neben der Induktion von Cldn3 auch eine
spezifische Induktion von Cldn10 in der Dezidua der murinen Implantationskammer
zum Zeitpunkt der Implantation bereits an Tag 4,5 pc beobachtet werden, die bis Tag
8,5 pc beschrieben wurde (Schumann, 2015). Uber die genaue Funktion von Cldn10
in der Dezidua ist allerdings noch nichts bekannt. Da globale Cldn10KO-M&use nicht
uberlebensfahig sind, konnte bisher keine Aussage uber die Bedeutung von Cldn10
bei der Schwangerschaft getroffen werden. Deshalb bietet das in dieser Arbeit
erzeugte konditionale Cldn10KO-Mausmodell erstmalig die Mdglichkeit, die Funktion

von Cldn10 in der Schwangerschaft zu untersuchen.

5.3.1 Erzeugung eines Endometrium-spezifischen Cldn10-Knockouts mittels des Cre-

lox-Systems

Cldn10KO-Mause sind nicht Uberlebensfahig, die neugeborenen Tiere sterben
innerhalb von 24 Stunden nach der Geburt (Seker et al., 2019). Deshalb wurde hier
zur Untersuchung der Rolle von Cldn10 in der Schwangerschaft ein konditionales
Knockout-Mausmodell etabliert, das den Knockout von Cldnl0 spezifisch im
Endometrium aufweist. Zur Erzeugung einer solchen Mauslinie wurde in dieser Arbeit
das Cre-lox-System verwendet. Hierzu wurden ,gefloxte Mause, bei denen das
Target-Gen durch eine lox-P-Site flankiert wird (Cldn10%"), mit einer Cre-Linie
gekreuzt, die das Gen fur die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Promotors des
Progesteronrezeptors (PR) besitzt (PRC™®*). Diese Cre-Linie wurde in unserer
Arbeitsgruppe bereits verwendet, um einen Endometrium-spezifischen Knockout des
Gap-Junction Proteins Cx26 herzustellen (Bienek, 2011). Der PR wird im Endometrium
sowohl im Epithel als auch im Stroma exprimiert (Mote et al., 2006), und stellt somit

einen geeigneten Promoter fir die Cre-Rekombinase dar, um Cldn10, das sowohl im
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luminalen und glanduldren Epithel des zyklischen Endometriums als auch in der
Dezidua, die aus Stromazellen gebildet wird, exprimiert wird, auszuschalten.

In dieser Arbeit konnte ein solches Mausmodell erfolgreich etabliert werden. Es konnte
mithilfe von immunhistochemischen Farbungen gezeigt werden, dass das Cldn10-
Protein in den Cldn10KO-Mé&usen (Cldn10"MPRC*) sowohl in den Epithelien des
zyklischen Endometriums als auch in der Dezidua der frihen Schwangerschaft nicht
mehr vorhanden war. Als zusatzliche Kontrolle fur die Spezifitat des Knockouts wurden
Immunfluoreszenzfarbungen an Kolongewebe, in dem Cldn10 nachgewiesenermafien
exprimiert ist (Holmes et al., 2006), von WT- und Cldn10KO-Méausen durchgefihrt, bei
denen sich zeigte, dass das Protein im Kolon beider Mauslinien vorhanden war. Die
konditionalen Cldn10KO-Mause  beider = Geschlechter  zeigten keinen

gesundheitsbeeintrachtigenden Phanotypen.

5.3.2 Einfluss der Cldn10-Deletion im Endometrium auf die Fertilitat

In dieser Arbeit brachte keine der weiblichen Endometrium-spezifischen Cldn10KO-
Mause Nachkommen zur Welt. Um sicherzustellen, dass die Nachkommen nicht
innerhalb der ersten Stunden nach der Geburt verstarben und durch die Elterntiere
gefressen wurden, wurden die Verpaarungen stets terminiert durchgefiihrt und die
Muttertiere wahrend der ganzen Schwangerschaft regelmafiig beobachtet. Um den
Zeitpunkt der potenziellen Geburt herum wurden regelmaRig Wurfkontrollen
durchgefuhrt. Zu keinem Zeitpunkt wurden Schwangerschaftsanzeichen bei den
Muttertieren oder neugeborene Tiere im Haltungskafig beobachtet. Deshalb wurde

geschlussfolgert, dass diese Cldn10KO-Tiere infertil sind.

Aufgrund dieser Beobachtungen entwickelte sich die Fragestellung, in welchem
Stadium die Schwangerschaft scheiterte. Zum einen bestand die Mdglichkeit, dass
durch die Cldn10-Deletion im Endometrium die Zusammensetzung des Uterussekrets
in einem Malie verandert war, dass bereits vor der Implantation die Befruchtung der
Eizelle und deren Entwicklung zur Blastozyste fehlerhaft war. Zum anderen kénnte
eine veranderte Rezeptivitdt des Uterus eine Adhésion und Implantation der
Blastozyste verhindern, sodass die Cldnl0KO-Mause erst gar nicht schwanger
wurden. Eine weitere Moglichkeit bestand darin, dass nachfolgende Prozesse der
Embryoimplantation und Dezidualisierung gestort waren, sodass sich die Embryonen

nicht bis Zu einem Stadium entwickeln konnten, um aulRere
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Schwangerschaftsanzeichen an den Cldn10KO-Mausen zu zeigen. Um dies genauer
zu untersuchen wurden terminierte Verpaarungen durchgefiihrt, und die Uteri ab Tag
5,5 pc, an dem eine Implantation der Blastozyste auch makroskopisch sichtbar ist,
entnommen. In diesem Schwangerschaftsstadium konnten in den Cldn10KO-M&ausen
makroskopisch und histologisch Implantationsstellen identifiziert werden, es kam also
zuvor zu einer erfolgreichen Befruchtung der Eizelle und deren Entwicklung zur
Blastozyste. Allerdings wiesen die in dieser Arbeit untersuchten Implantationsstellen
der Cldn10KO-Méause deutliche Auffalligkeiten im Vergleich zu den Kontrolliméusen
auf.

Makroskopisch konnten ab Tag 5,5 pc Implantationsstellen in den préaparierten Uteri
erkannt werden, diese waren jedoch oft kleiner und nicht sehr deutlich voneinander
abgrenzbar im Vergleich zu den Implantationsstellen der WT-Mause und wirkten
aufgrund ihrer blasseren Farbung weniger gut durchblutet. Bisherige histologische
Analysen der Implantationskammern zeigten, dass wahrend an Tag 5,5 pc noch eine
einsetzende Bildung der primaren Dezidua um die Blastozyste zu beobachten war, ab
Tag 6,5 pc deutliche Entwicklungsbeeintrachtigungen des Embryos sichtbar waren,
bis dieser an Tag 8,5 pc weitgehend resorbiert war. Die Ausbildung der Dezidua war
in reduzierter Form allerdings noch zu beobachten. Somit hatten Implantationen
stattgefunden. Cldn10 ist auch im glandularen Epithel in allen Phasen des
Ostruszyklus und im Didstrus auch im luminalen Epithel des Endometriums von WT-
Mausen exprimiert. Aufgrund dieser speziellen Regulation des Cldn10 im luminalen
Epithel lie3e sich eine Beteiligung des Proteins an der zyklischen Umstrukturierung
des Endometriums zur Erlangung eines rezeptiven Zustandes und an
Zusammensetzung der uterinen Flissigkeiten vermuten (Harris et al., 2005).
Allerdings scheint das Cldn10-Defizit der Endometrium-spezifischen Cldn10KO-
Méause keinen offensichtlichen Einfluss auf die Befruchtung der Eizelle, deren
Entwicklung zur Blastozyste und die Adh&sion und Penetration des Uterusepithels zu
haben. Ob es durch die Cldn10-Deletion zu einer vermehrten Zahl friiher Resorptionen
der Embryonen vor Tag 5,5 pc kam, musste durch die Auswertung von Serienschnitten
von Uteri an diesen Schwangerschaftsstadien evaluiert werden, da nur so zuverlassig
die Anzahl der Implantationsstellen bestimmt werden kann.

Offensichtlich ist jedoch die weitere Embryonalentwicklung gestért, was in einer
Beeintrdchtigung der Deziduadifferenzierung begrindet sein konnte. Die

Mechanismen, die dieser Stérung der Progression der Schwangerschaft zugrunde
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liegen, kénnten z. B. die Proliferation der Dezidua, die Angiogenese, oder auch die
intrauterine  Immunmodulation betreffen und missten in weiterfihrenden

Untersuchungen analysiert werden.

Cldn10 existiert wie in Kapitel 1.2.3 beschrieben in zwei Splice-Varianten, Cldn10a und
Cldn10b. Wahrend die Expression von Cldn10a auf die Niere beschrankt ist, konnte
Cldn10b in mehreren Geweben wie den Schweil3drisen, Niere, Gehirn, Lunge und
Pankreas nachgewiesen werden (Breiderhoff et al., 2012; Glnzel et al., 2009; Inai et
al., 2005; Van ltallie et al., 2006). In diesen Studien wurde gezeigt, dass Cldn10a den
parazellularen Anionentransport reguliert, und Cldn10b fur den parazellularen
Kationentransport verantwortlich ist. Uber das Vorkommen der Splice-Varianten von
Cldn10 im Endometrium ist bisher nichts bekannt. Es existieren keine spezifischen
Antikorper, sodass eine Unterscheidung der Splice-Varianten mit Methoden wie der
Immunhistochemie oder dem Westernblot nicht méglich ist. In der murinen Plazenta
wurde bereits ausschlief3lich Cldn10b mittels RealTime PCR nachgewiesen (Ahn et
al., 2015). Entsprechende Untersuchungen fir das Endometrium bzw. die Dezidua
stehen noch aus.

Diverse Cldnl10-Mutationen wurden in Verbindung mit Pathologien gebracht. So
konnte eine gestdrte Funktion von Cldnl10 bei Symptomen wie Hypohidrose,
Mundtrockenheit, Alacrima, Polyurie, dem HELIX-Syndrom, Hypokalziurie und
Hypokaliamie beobachtet werden (Hadj-Rabia et al., 2018). Die Cldn10-Mutationen
hatten dabei Auswirkungen auf die Lokalisation des Proteins innerhalb der Zelle, TJ-
Strangformation und die lonenkanalfunktion des Proteins und fiihrten schlussendlich
zu einer verringerten NA*-Permeabilitat der Zellen (Milatz, 2019).

Wie auch Cldn3, lasst sich die Expression von Cldn10 in Verbindung bringen mit der
Progression verschiedener Tumore. So konnte eine Férderung des malignen Typs des
Osteosarkoms via des JAK1/Statl-Signalwegs durch Cldnl10 gezeigt werden (X.
Zhang et al, 2019), eine Assoziation der Cldnl0-Expression und der
Tumorprogression und Metastasierung von papillarem Schilddrisenkrebs und
Lymphknotentumoren (Xiang et al., 2020; Y. Zhou et al., 2018), oder Cldn10 als
Biomarker fur das Klarzellkarzinom der Niere postuliert werden (Yang et al., 2021).
Viele dieser Pathologien liegt ein gestorter lonenhaushalt zugrunde. Da die Dezidua
in der frihen Schwangerschaft die Nahrstoffversorgung des Embryos kontrolliert und

auch die Interaktion des Embryos mit dem maternalen Immunsystem bestimmt, ist hier
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zu vermuten, dass die Cldn10-Deletion eine betrachtliche Stérung des lonenhaushalts
hervorruft, die die Funktionen der Dezidua mal3geblich einschranken und letztendlich

zu einer gestérten Embryoimplantation in den Cldn10KO-Mausen fuhren.

Die hier dargestellten Ergebnisse zur Fertilitat der Endometrium-spezifischen
Cldn10KO-Mause stellen eine erste Analyse der Rolle von Cldn10 wahrend der
Schwangerschaft dar. Es konnte gezeigt werden, dass die Cldn10KO-Mé&use infertil
sind und dass diese Infertilitdt mit grof3er Wahrscheinlichkeit durch gestorte Prozesse

bei der Implantation des Embryos in die Dezidua verursacht wird.

5.4 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurde die Funktion von Cldn3 und Cldnl10, deren Expression im
zyklischen Endometrium und deren zeitlich und raumlich spezifische Induktion in der
Dezidua zuvor bereits nachgewiesen wurde (Schumann et al., 2015), anhand zwei
verschiedener Knockout-Mausmodelle untersucht. Cldn3KO-M&use erwiesen sich als
fertil. Sie zeigten lediglich eine leichte Reduktion der Wurfgré3e und ein reduziertes
Gewicht der pranatalen Embryonen. Da bekannt ist, dass globale Cldn10KO-Mause
nicht Uberlebensfahig sind, wurde in dieser Arbeit ein Mausmodell erzeugt, das einen
konditionalen Knockout des Cldn10 im Endometrium aufweist. Diese Mause wiesen
selbst keine Einschrankungen in ihrer Vitalitat auf, konnten jedoch keine lebenden
Nachkommen erzeugen. Nach bisherigen Erkenntnissen sind die generellen
Funktionen von Cldn3 und -10 sehr unterschiedlich. Wahrend fir Cldn3 postuliert wird,
die Barrierefunktion von Epithelien zu verstarken und diese zu ,versiegeln“ (Milatz et
al., 2010), scheint Cldn10 wesentlich am parazellularen Kationen- und
Anionentransport beteiligt zu sein (Breiderhoff et al., 2012; Glnzel et al., 2009). Eine
veranderte Cldn3-Expression tragt vor allen in malignen Geweben, einschlief3lich
Tumoren des Reproduktionstrakts, zur Pathogenese bei (Pan et al., 2007),
wohingegen eine gestdrte Funktion von Cldn10 mit diversen Krankheitsbildern, die mit
gestorten lonentransportprozessen assoziiert werden, in Verbindung gebracht wurde
(Milatz, 2019). Sollte Cldn3 eine wesentliche Rolle bei der Implantation und
Etablierung der Schwangerschaft spielen, kann der Effekt der Cldn3-Deletion auf die
Fertilitat der Tiere offensichtlich durch andere Claudine bzw. andere

Kompensationsmechanismen aufgefangen werden. Dies scheint bei einer
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endometrialen Cldn10-Deletion nicht méglich zu sein, da diese Deletion eine Infertilitat
der Tiere zufolge hat. Das hier erzeugte konditionale Cldn10KO-Mausmodell bietet
eine gute Moglichkeit, um die Relevanz von Cldn10 fur Krankheitsbilder, die in einer
Infertilitat resultieren, zu untersuchen. Ob das Cldn10 auch bei Pathologien des
weiblichen Reproduktionstrakts des Menschen, wie Praeklampsie, Endometriose oder
diversen Karzinomen eine Rolle spielen koénnte, bleibt weiterfuhrenden
Untersuchungen vorbehalten.

Diese Arbeit tragt dazu bei, das Bild Uber das feine Zusammenspiel zwischen
mehreren Claudinen wahrend der Schwangerschaft und deren distinktive Expression
und Funktion wahrend der Schwangerschaft zu vervollstandigen. Besonders die
Infertilitat der Cldn10KO-M&ause verdeutlicht, dass die Ausbildung von TJ und
Zellkontakten in der Dezidua von essenzieller Bedeutung ist, um eine maternal-fetale
Kommunikation und eine erfolgreiche Implantation und Etablierung einer

Schwangerschaft zu ermdglichen.
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6. Zusammenfassung

Das Endometrium stellt eines der plastischsten Gewebe des Organismus dar. In
Vorbereitung auf eine Schwangerschaft sowie bei deren Etablierung und
Aufrechterhaltung unterliegt es drastischen hormonell regulierten Umstrukturierungen.
Einen Teil dieser Umstrukturierungen betrifft die Ausbildung von Zell-Zellkontakten.
Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkung einer Deletion der Tight junction Proteine
Cldn3 bzw. Cldn10, die im Epithel des zyklischen Endometriums exprimiert sind und
in der fruhen Dezidua spezifisch induziert werden, auf die Implantation,
Dezidualisierung und Embryoentwicklung anhand zweier Knockout-Mausmodelle zu
untersuchen. Die Cldn3KO-Mause zeigten nur eine gering eingeschrankte Fertilitat
und hatten vitale Nachkommen. Bei der Untersuchung der Implantationsstellen zu
unterschiedlichen Schwangerschaftszeitpunkten wurde jedoch festgestellt, dass die
Implantationskammern der Cldn3KO-Mause an 6,5 und 8,5 dpc ein signifikant
verringertes Gewicht im Vergleich zu den WT-Kontrollen aufwiesen. Hierbei handelte
es sich um einen maternalen Effekt. Histologische Analysen zeigten eine verminderte
Invasionstiefe des Trophoblasten an Tag 8,5 pc. Mittels Immunfluoreszenzfarbungen
konnte kein Einfluss der Cldn3-Deletion auf die Vaskularisierung der Dezidua
gefunden werden. Eine Transkriptomanalyse zeigte eine Reihe von differenziell
regulierten Genen in der Dezidua der Cldn3KO- im Vergleich zur WT-Maus, von denen
bekannt ist, eine Rolle bei der Implantation und Dezidualisierung zu spielen. Die hier
beobachtete fehlerhafte  Dezidualisierung fiilhrte zu einer intrauterinen
Wachstumsretardierung der Embryonen in den Cldn3KO-Mittern an Tag 17,5 pc. Da
Cldn10KO-Mause nicht Uberlebensfahig sind, wurde in dieser Arbeit erfolgreich mittels
des Cre-lox-Systems eine Endometrium-spezifische Cldn10KO-Maus erzeugt. Es
konnte beobachtet werden, dass diese Mause infertil sind. In histologischen Analysen
friher Schwangerschaftsstadien zeigte sich, dass in diesen Mausen eine fehlerhafte
Implantation vorliegt, die zu einer Resorption der Embryonen bis 8,5 dpc resultiert. In
dieser Arbeit wurden somit unterschiedlich stark ausgepragte Auswirkungen der
beiden Claudindeletionen auf die Schwangerschaft gefunden, die Anhaltspunkte fir

eine sehr differenzierte Funktion der verschiedenen Claudine im Endometrium liefern.
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7. Summary

The endometrium constitutes one of the most plastic tissues in the organism. It
undergoes drastic hormonally regulated changes during preparation, establishment
and maintenance of pregnancy. A part of these changes comprises the regulation of
cell-cell contacts. The aim of this study was to analyse the effect of the deletion of the
tight junction proteins cldn3 and cldn10, which are both expressed in the epithelium of
the murine cyclic endometrium and are specifically induced in the decidua, with regard
to the processes of implantation, decidualization and embryo development by the use
of two knockout mouse models. cldn3KO mice showed only a slightly impaired fertility
and delivered healthy offspring. Analysis of implantation sites at different stages of
pregnancy revealed a significantly reduced weight at 6.5 and 8.5 dpc in cldn3KO mice
compared to wt mice. This was shown to be a maternal effect. Histological analyses
showed a decreased invasion depth of the invasive trophoblast at 8.5 dpc. By means
of immunofluorescence staining no impairment of the vascularization in the decidua of
cldn3KO mice compared to wt mice was observed. Transcriptome analysis of decidual
tissue at 8.5 dpc revealed a differential regulation of a set of genes involved in
decidualization and implantation in cldn3KO mice compared to wt mice. The impaired
decidualization found in cldn3KO mice resulted in a decreased intrauterine weight of
the embryos at 17.5 dpc compared to the wt mice.

Since cldn10KO mice are not viable, a mouse strain which displays a conditional
knockout of cldn10 in the endometrium was successfully generated in this study. These
mice turned out to be infertile. Histological analyses of early stages of pregnancy
showed an impaired implantation process resulting in a resorption of the embryos until
8.5 dpc.

In this study the endometrial deletion of the two different claudins showed very diverse
consequences on the process of pregnancy, pointing to differential functions of

different claudins in the endometrium.
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9. Anhang

Tab. 14: Gesamtliste der differenziell regulierten Gene in der Dezidua der Cldn3KO-Maus im Vergleich zur
WT-Maus. Die Gene sind nach fold change sotiert und unter den Parametern fold change = 2 bzw. < -2 und p-
Wert < 0,05 selektiert.

1D Gen Beschreibung I:%Ignge P-val
Herunterreguliert
TC1300001694.mm.2  Prl7bl prolactin family 7, subfamily b, member 1 -18,12 0,005
TC0700000233.mm.2 Ceacam9 carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 9 -10,89 0,006
TC1300001698.mm.2  Prl7d1 prolactin family 7, subfamily d, member 1 -10,73 0,006
TC0700003914.mm.2  Hbb-y hemoglobin Y, beta-like embryonic chain -10,61 0,017
TC0300002561.mm.2  Hsd3b6 hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta- -9,97 0,005
isomerase 6
TC0400000386.mm.2  4933409K07Rik  predicted gene 3893; RIKEN cDNA 4933409K07 gene -9,28 0,002
TC0400000718.mm.2 Orml orosomucoid 1 -8,21 0,040
TC0300000821.mm.2  Sprr2az; small proline-rich protein 2A2; small proline-rich protein 2A1 -7,27 0,004
TC0500003431.mm.2 22%?&1 serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade E, member 1 -6,66 0,013
TC0600000573.mm.2  1600015110Rik ~ RIKEN cDNA 1600015I10 gene -6,62 0,014
TC0700000774.mm.2  KIk9 kallikrein related-peptidase 9 -6,13 0,000
TC1900001612.mm.2  Cypl7al cytochrome P450, family 17, subfamily a, polypeptide 1 -6,08 0,024
TC0700000776.mm.2  KIk7 kallikrein related-peptidase 7 (chymotryptic, stratum corneum) -5,87 0,008
TC0300002559.mm.2  Hsd3b3 hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta- -5,41 0,012
isomerase 3
TCO0300000826.mm.2  Sprr2f small proline-rich protein 2F -5,36 0,048
TC0800000331.mm.2  Star steroidogenic acute regulatory protein -5,28 0,021
TC0300000825.mm.2  Sprr2e small proline-rich protein 2E -5,17 0,041
TC1900000161.mm.2  Lrrn4cl LRRN4 C-terminal like -4,84 0,012
TC1100000039.mm.2  Gatsl3 GATS protein-like 3 -4,51 0,006
TC1300000367.mm.2  Serpinb9d serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 9d -4,48 0,011
TC0600002975.mm.2  Alox5 arachidonate 5-lipoxygenase -4,44 0,039
TC1000000726.mm.2  Derl3 Derl-like domain family, member 3 -4,37 0,007
TC0100003866.mm.2  Serpinb2 serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 2 -4,37 0,042
TC0600000575.mm.2  DoxI2 diamine oxidase-like protein 2 -4,12 0,008
TC1400000301.mm.2  Chdh choline dehydrogenase -4,08 0,047
TC1300000304.mm.2  Prl2al prolactin family 2, subfamily a, member 1 -4,05 0,024
TC0700004346.mm.2  Prss8 protease, serine 8 (prostasin) -4,03 0,005
TC0700002617.mm.2  Atpla3 ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 3 polypeptide -4,02 0,006
TC0X00000355.mm.2 Rhox6 reproductive homeobox 6 -3,87 0,009
TC0700000270.mm.2  Psg22 pregnancy-specific glycoprotein 22 -3,85 0,012
TC0700000775.mm.2  KIk8 kallikrein related-peptidase 8 -3,81 0,001
TC0200000087.mm.2  Sfmbt2 Scme-like with four mbt domains 2 -3,8 0,013
TC1300002151.mm.2  Cts7 cathepsin 7 -3,79 0,003
TC1300000082.mm.2  Prl2c5 prolactin family 2, subfamily ¢, member 5 -3,76 0,030
TC0400000401.mm.2  Gm10600 predicted gene 10600 [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:3710628] -3,74 0,003
TC0500001225.mm.2  Mvk mevalonate kinase -3,7 0,001
TC1200000069.mm.2  Sdcl syndecan 1 -3,67 0,010
TC1200002089.mm.2  Pgf placental growth factor -3,57 0,005
TC0700000252.mm.2  Psg29 pregnancy-specific glycoprotein 29 -3,57 0,011
TC0300000829.mm.2  Sprr2i small proline-rich protein 2I -3,57 0,040
TC0400001340.mm.2  Guca2a guanylate cyclase activator 2a (guanylin) -3,5 0,050
TC1100002805.mm.2  Handl heart and neural crest derivatives expressed transcript 1 -3,49 0,011
TC1300000294.mm.2  Prl3d2 prolactin family 3, subfamily d, member 1 -3,33 0,037
TC1300001699.mm.2  Prl7cl prolactin family 7, subfamily ¢, member 1 -3,33 0,007
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TC1200001902.mm.2
TC1400001432.mm.2
TC0700004569.mm.2
TC1300000309.mm.2
TC0600000014.mm.2
TC1300000370.mm.2
TC0X00002235.mm.2
TC1300001693.mm.2
TC0300000822.mm.2

TC0300000354.mm.2
TC1800001397.mm.2
TC1300002144.mm.2
TC1300000295.mm.2
TC0700001519.mm.2
TC0X00003427.mm.2
TC0700004585.mm.2
TC1500001073.mm.2
TC0X00001362.mm.2
TC1100000802.mm.2
TC0600003412.mm.2
TC0400001970.mm.2
TC0700002435.mm.2
TC1900000252.mm.2
TC0400003942.mm.2
TC1000000717.mm.2
TC0X00001955.mm.2
TC0X00001368.mm.2
TC1300000442.mm.2
TC0700002120.mm.2
TC0300002558.mm.2

TC1300000301.mm.2
TC1100000773.mm.2
TC1000000355.mm.2
TC0X00002246.mm.2
TC0X00000567.mm.2
TC1300000369.mm.2
TC4_GL456350_

TC1400000072.mm.2
TC1000001133.mm.2
TC1400002098.mm.2
TC1500000801.mm.2
TC1400002336.mm.2
TC1200000760.mm.2
TC0500003487.mm.2
TC0900000598.mm.2
TC0200004558.mm.2
TC0X00000689.mm.2
TC0900003314.mm.2
TC1100003604.mm.2
TC0900002770.mm.2
TC0800002918.mm.2
TC0700002047.mm.2
TC0400001512.mm.2
TC0900000048.mm.2
TC0X00003069.mm.2

Rtnl
Dnasell3
Mir675; H19
Pri5al
Pegl0
Gm11397
Placl
Pri8al

Sprr2a3;
Sprr2al
Noct

Smim3
Tpbpa
Pri3d3
Trim6é
XlIr5a
Cdknlc
Krt7

Nrk

Trpv2
Bcatl
Slc2a5
Ceacam15
Olfr1442
Pramefl12
Ggtl
Klhi13
Trapla
Dsp
AU018091
Hsd3b2

Pri6al
Kcnj12
Ddo
Zfp3613
Ldocl
Serpinb9f

Fam205a2;
Gm10600
Abhd6

Hal

Tgml
Fam118a
Slc39a14
Ttc9
Adapl
Pletl
Prom2
Dusp9
Ccrlll
Igf2bp1; Mir3063
Fam46a
Chst4
Eps8I2
Tmem54
Mmpla
Nup62cl

reticulon 1

deoxyribonuclease 1-like 3

microRNA 675; H19, imprinted maternally expressed transcript
prolactin family 5, subfamily a, member 1

paternally expressed 10

predicted gene 11397

placental specific protein 1

prolactin family 8, subfamily a, member 1

small proline-rich protein 2A3; small proline-rich protein 2A1

nocturnin

small integral membrane protein 3

trophoblast specific protein alpha

prolactin family 3, subfamily d, member 3

tripartite motif-containing 6

X-linked lymphocyte-regulated 5A

cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (P57)

keratin 7

Nik related kinase

transient receptor potential cation channel, subfamily V, member 2
branched chain aminotransferase 1, cytosolic

solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 5
carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 15
olfactory receptor 1442

PRAME family member 12

gamma-glutamyltransferase 1

kelch-like 13

tumor rejection antigen P1A

desmoplakin

expressed sequence AU018091

hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-
isomerase 2
prolactin family 6, subfamily a, member 1

potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 12
D-aspartate oxidase

zinc finger protein 36, C3H type-like 3

leucine zipper, down-regulated in cancer 1

serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 9f

family with sequence similarity 205, member A2; predicted gene
10600
abhydrolase domain containing 6

histidine ammonia lyase

transglutaminase 1, K polypeptide

family with sequence similarity 118, member A

solute carrier family 39 (zinc transporter), member 14
tetratricopeptide repeat domain 9

ArfGAP with dual PH domains 1

placenta expressed transcript 1

prominin 2

dual specificity phosphatase 9

chemokine (C-C motif) receptor 1-like 1

insulin-like growth factor 2 MRNA binding protein 1; microRNA 3063
family with sequence similarity 46, member A
carbohydrate (chondroitin 6/keratan) sulfotransferase 4
EPS8-like 2

transmembrane protein 54

matrix metallopeptidase 1a (interstitial collagenase)
nucleoporin 62 C-terminal like

-3,3

-3,29
-3,29
-3,26
-3,25
-3,23
-3,18
-3,18
-3,18

-3,16
-3,15
-3,14
-3,11
-3,09
-3,09
-3,08
-3,07
-3,07
-3,04
-3,03
-3,03
-3,02
-3,02
-2,98
-2,95
-2,95
-2,94
-2,93
-2,93
-2,92

-2,87
-2,85
-2,84
-2,83
-2,82
-2,81
-2,8

-2,76
-2,74
-2,74
-2,73
-2,72
-2,72
-2,7

-2,7

-2,7

-2,69
-2,68
-2,66
-2,65
-2,63
-2,63
-2,63
-2,59
-2,59

0,001
0,021
0,013
0,004
0,014
0,004
0,013
0,039
0,013

0,050
0,020
0,012
0,033
0,015
0,039
0,016
0,023
0,005
0,015
0,010
0,008
0,008
0,003
0,019
0,003
0,014
0,011
0,008
0,005
0,009

0,004
0,005
0,032
0,005
0,024
0,004
0,039

0,006
0,015
0,033
0,017
0,000
0,034
0,022
0,030
0,035
0,022
0,029
0,023
0,045
0,015
0,020
0,004
0,019
0,020
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TC1700000651.mm.2
TC1100003556.mm.2

TC1600000328.mm.2
TC1300000371.mm.2
TC1900000645.mm.2
TC1400001655.mm.2
TC0900002322.mm.2
TC0X00003012.mm.2
TC1900001556.mm.2
TC1300000293.mm.2
TC0200001915.mm.2
TC1800001043.mm.2
TC0X00002827.mm.2
TC1300001453.mm.2
TC0400003707.mm.2
TC0700001998.mm.2
TC1900000067.mm.2
TC0X00000675.mm.2
TC1300000368.mm.2
TC1900000244.mm.2
TC1600001374.mm.2
TC0700002460.mm.2
TC1100001111.mm.2

TC0500001749.mm.2
TC0900000344.mm.2
TC0X00002269.mm.2
TC0X00000582.mm.2
TC1200000810.mm.2
TC1500002282.mm.2
TC0700004579.mm.2
TC0900000370.mm.2
TC1500001084.mm.2
TC0400003361.mm.2
TC0400002501.mm.2

TC1100004039.mm.2
TC1700002078.mm.2
TC1100003564.mm.2
TC0X00002529.mm.2
TC1000002467.mm.2
TC0700002798.mm.2

TC0500001205.mm.2
TC0700004571.mm.2
TC0400001712.mm.2
TC0X00000961.mm.2
TC0200005136.mm.2
TC1300000305.mm.2
TC0600001974.mm.2
TC1300001452.mm.2

TC1500000791.mm.2
TC0X00000354.mm.2
TC0700004532.mm.2
TC1900000684.mm.2

TC0900001900.mm.2

Sic44a4d
Wrfikkn2

Kngl
Serpinb9g
Scd3
117rb
Acsbgl
Nxf7
Pkd2I1
Pri3d1
Adra2b
Dsc2
Fnd3c2
Pri2c2
Sfn
Utfl
Fosl1l
XIr5b
Serpinb9e
Pfpl
Liph
Psg19
Slc6a4

Bhlhal5
Gm7257
Arhgef6
3830417A13Rik
Bbofl

Krt8
Trpm5
Siae

Krt18

PIk3
Gm13298;
Fam205a2
Cdc42eps
Olfr117
Epn3
Mageb16
Plpp2
Gm6513

Wscd2

1gf2

Raplgap
Gdpd2

Pltp

Pri2c1
Impdh1
Pri2c3; Prl2c4

Prr5
Rhox5
Sct
Elovi3

Acp5

solute carrier family 44, member 4

WAP, follistatin/kazal, immunoglobulin, kunitz and netrin domain
containing 2
kininogen 1

serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 99
stearoyl-coenzyme A desaturase 3

interleukin 17 receptor B

acyl-CoA synthetase bubblegum family member 1

nuclear RNA export factor 7

polycystic kidney disease 2-like 1

prolactin family 3, subfamily d, member 1

adrenergic receptor, alpha 2b

desmocollin 2

fibronectin type 11l domain containing 3C2

prolactin family 2, subfamily c, member 2

stratifin

undifferentiated embryonic cell transcription factor 1

fos-like antigen 1

X-linked lymphocyte-regulated 5B

serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade B, member 9e
pore forming protein-like

lipase, member H

pregnancy specific glycoprotein 19

solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, serotonin),
member 4
basic helix-loop-helix family, member al5

predicted gene 7257

Rac/Cdc42 guanine nucleotide exchange factor (GEF) 6

RIKEN cDNA 3830417A13 gene

basal body orientation factor 1

keratin 8

transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 5
sialic acid acetylesterase

keratin 18

polo-like kinase 3

predicted gene 13298 (Gm13298), mRNA.; family with sequence
similarity 205, member A2 [Source:MGI Symbol;Acc:MGI1:3701946];
predicted gene 13298

CDCA42 effector protein (Rho GTPase binding) 4

olfactory receptor 117

epsin 3

melanoma antigen family B, 16
phospholipid phosphatase 2

PREDICTED: predicted gene 6513, transcript variant 1 (Gm6513),
mRNA.
WSC domain containing 2

insulin-like growth factor 2

Rapl GTPase-activating protein

glycerophosphodiester phosphodiesterase domain containing 2
phospholipid transfer protein

Prolactin family 2, subfamily ¢, member 1

inosine 5-phosphate dehydrogenase 1

prolactin family 2, subfamily c, member 3; prolactin family 2,
subfamily ¢, member 4
proline rich 5 (renal)

reproductive homeobox 5
secretin

elongation of very long chain fatty acids (FEN1/Elo2, SUR4/Elo3,
yeast)-like 3
acid phosphatase 5, tartrate resistant

-2,57
-2,57

-2,55
-2,55
-2,54
-2,53
-2,52
-2,52
-2,52
-2,52
-2,51
-2,49
-2,49
-2,47
-2,46
-2,46
-2,45
-2,45
-2,44
2,43
2,42
2,42
2,41

2,4
2.4

2.4

-2,36
-2,35
-2,35
-2,35
2,34
-2,33
-2,33
2,31

-2,3
-2,3
-2,29
-2,29
-2,29
-2,29

-2,29
-2,28
-2,28
-2,27
-2,26
-2,26
-2,25
-2,25
-2,25
-2,25
-2,25
-2,24

-2,23

0,039
0,025

0,016
0,008
0,001
0,008
0,044
0,028
0,007
0,026
0,008
0,006
0,016
0,035
0,007
0,002
0,031
0,014
0,007
0,031
0,001
0,006
0,007

0,019
0,025
0,026
0,017
0,044
0,031
0,004
0,002
0,016
0,003
0,007

0,041
0,046
0,018
0,006
0,016
0,023

0,049
0,037
0,022
0,018
0,012
0,044
0,010
0,043

0,006
0,034
0,012
0,005

0,020
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Anhang

TC0900001718.mm.2  Mmp1lb matrix metallopeptidase 1b (interstitial collagenase) -2,23 0,005
TC0700004487.mm.2  Adam8 a disintegrin and metallopeptidase domain 8 -2,22 0,019
TC0400003352.mm.2  Hpdl 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase-like -2,21 0,020
TC1500002186.mm.2  Fkbpll FK506 binding protein 11 -2,21 0,014
TC0400003633.mm.2  Nkainl Na+/K+ transporting ATPase interacting 1 -2,21 0,040
TC0800002674.mm.2  Tox3 TOX high mobility group box family member 3 -2,21 0,027
TC1000000548.mm.2  Vsir V-set immunoregulatory receptor -2,21 0,025
TC0500000378.mm.2  Sh3bp2 SH3-domain binding protein 2 -2,2 0,012
TC0500003576.mm.2  Baiap2I1 BAI1l-associated protein 2-like 1 -2,18 0,002
TC0X00001973.mm.2 Gm1993 predicted gene 1993 -2,18 0,046
TC0X00002075.mm.2  Rhox9 reproductive homeobox 9 -2,18 0,043
TC1000000752.mm.2  Slcl19al solute carrier family 19 (folate transporter), member 1 -2,18 0,017
TC0900003040.mm.2  SlIc38a3 solute carrier family 38, member 3 -2,18 0,023
TC1200000260.mm.2  Fam110c family with sequence similarity 110, member C -2,17 0,016
TC0600001258.mm.2  Irak2 interleukin-1 receptor-associated kinase 2 -2,17 0,010
TC0200002672.mm.2  Tfap2c transcription factor AP-2, gamma -2,17 0,019
TC1300002149.mm.2  Cts8 cathepsin 8 -2,15 0,028
TC0200001006.mm.2  Dhrs9 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 9 -2,15 0,029
TC0700004201.mm.2  Cdr2 cerebellar degeneration-related 2 -2,14 0,010
TC0400003567.mm.2  Gjb4 gap junction protein, beta 4 -2,14 0,015
TC0900002972.mm.2  Tmem108 transmembrane protein 108 -2,14 0,025
TC1100003055.mm.2  Cd68 CD68 antigen -2,13 0,001
TCO0500000997.mm.2  Arhgap24 Rho GTPase activating protein 24 -2,13 0,036
TCO0400003957.mm.2  Tnfrsflb tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1b -2,13 0,045
TC0300000827.mm.2  Sprr2g small proline-rich protein 2G -2,12 0,027
TC1100001992.mm.2  Enpp7 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 7 -2,1 0,015
TC1100000343.mm.2  Stk10 serine/threonine kinase 10 2,1 0,001
TC0100003796.mm.2  Vash2 vasohibin 2 2,1 0,021
TC0100003318.mm.2  Axdndl axonemal dynein light chain domain containing 1 -2,09 0,015
TC1000003127.mm.2  Hsd17b6 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 6 -2,09 0,025
TC0700004481.mm.2  Nkx6-2 NK6 homeobox 2 -2,09 0,006
TC1500000408.mm.2  Fam83a family with sequence similarity 83, member A -2,08 0,024
TC0700000781.mm.2  KIk15 kallikrein related-peptidase 15 -2,08 0,005
TC1100003758.mm.2  Krt19 keratin 19 -2,08 0,006
TC0800002313.mm.2  Msmol methylsterol monoxygenase 1 -2,08 0,010
TC0300000823.mm.2  Sprr2b small proline-rich protein 2B -2,08 0,006
TC0800001253.mm.2  Cdh3 cadherin 3 -2,07 0,009
TC0700000988.mm.2  Pcsk6 proprotein convertase subtilisin/kexin type 6 -2,07 0,024
TC0900001299.mm.2  Rab6b RAB6B, member RAS oncogene family -2,07 0,038
TC0X00002671.mm.2  Lasll LAS1-like (S. cerevisiae) -2,05 0,010
TC0400000394.mm.2  Gm13304 predicted gene 13304 -2,05 0,000
TC0700002449.mm.2  Psgl8 pregnancy specific glycoprotein 18 -2,05 0,050
TC0800002529.mm.2  Gabl growth factor receptor bound protein 2-associated protein 1 -2,03 0,028
TC0900002053.mm.2  Spal7 sperm autoantigenic protein 17 -2,03 0,024
TC0100001844.mm.2  Tmem206 transmembrane protein 206 -2,03 0,004
TC0X00000653.mm.2  Gpr50 G-protein-coupled receptor 50 -2,02 0,030
TC0400002509.mm.2  Fam205al family with sequence similarity 205, member A1 -2 0,022
Hochreguliert
TC0800002972.mm.2  Adamts18 a disintegrin-like and metallopeptidase (reprolysin type) with 5,28 0,002
thrombospondin type 1 motif, 18
TC1100002608.mm.2  Dppal developmental pluripotency associated 1 4,26 0,015
TC1700000060.mm.2  Dynltlb dynein light chain Tctex-type 1B 3,66 0,001
TC1400000453.mm.2  Gm8113 predicted gene 8113 [Source:MGI Symbol;Acc:MGI:3648791] 3,6 0,007
TC1700001381.mm.2  Dynltla dynein light chain Tctex-type 1A 3,21 0,001
TC0300000043.mm.2  Stmn2 stathmin-like 2 3,02 0,017
TC1700000061.mm.2  Dynltlc; Dynltlf  dynein light chain Tctex-type 1C; dynein light chain Tctex-type 1F 3 0,001
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Anhang

TC1700001388.mm.2
TC0700003714.mm.2
TC0500001976.mm.2
TC0900002397.mm.2
TC0300000979.mm.2
TC0300001846.mm.2
TC1000002639.mm.2
TC1100002170.mm.2
TC0500001572.mm.2
TC1300001006.mm.2
TC0500000110.mm.2
TC0100002381.mm.2
TC1100001395.mm.2
TC1200000280.mm.2
TC0800001802.mm.2
TC0200000657.mm.2
TC0700003437.mm.2
TC0900000742.mm.2
TC0100000338.mm.2
TC0500000080.mm.2

TC1100003566.mm.2
TC0600001189.mm.2
TC1100001698.mm.2
TC0800000150.mm.2
TC0700002646.mm.2
TC0900000854.mm.2
TC0500003483.mm.2
TC0600000724.mm.2
TC1300002542.mm.2

Dynlt1f
Prss23
4930572003Rik
Recl14
Hmgcs2
Qrfpr
Parpbp
H2afv
Abhd11
Hapinl
Speer4d
Clk1
Tmem100
Gdap10
Defb40
Olfr338
Aldh1a3
Hcn4
Gulpl
Sema3d

Rsadl

Lrrnl

Adam1l
Kbtbd11
Cyp2sl
2810417H13Rik
Prkarlb

Mmrnl

Cenph

dynein light chain Tctex-type 1F
protease, serine 23

spermatogenesis associated glutamate (E)-rich protein pseudogene

REC114 meiotic recombination protein
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A synthase 2
pyroglutamylated RFamide peptide receptor

PARP1 binding protein

H2A histone family, member V

abhydrolase domain containing 11

hyaluronan and proteoglycan link protein 1
spermatogenesis associated glutamate (E)-rich protein 4D
CDC-like kinase 1

transmembrane protein 100

ganglioside-induced differentiation-associated-protein 10
defensin beta 40

olfactory receptor 338

aldehyde dehydrogenase family 1, subfamily A3
hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-gated K+ 4
GULP, engulfment adaptor PTB domain containing 1

sema domain, immunoglobulin domain (1g), short basic domain,
secreted, (semaphorin) 3D
radical S-adenosyl methionine domain containing 1

leucine rich repeat protein 1, neuronal

a disintegrin and metallopeptidase domain 11

kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 11
cytochrome P450, family 2, subfamily s, polypeptide 1
RIKEN cDNA 2810417H13 gene

protein kinase, cCAMP dependent regulatory, type | beta
multimerin 1

centromere protein H

2,87
2,7

2,64
2,61
2,58
2,53
2,47
2,45
2,42
2,42
2,39
2,35
2,29
2,27
2,21
2,2

2,18
2,18
2,17
2,15

2,14
2,12
2,09
2,07
2,06
2,04
2,03
2,02
2,01

0,001
0,011
0,024
0,012
0,049
0,002
0,041
0,025
0,024
0,020
0,035
0,002
0,028
0,012
0,023
0,004
0,010
0,025
0,032
0,019

0,026
0,013
0,023
0,003
0,011
0,005
0,006
0,003
0,013
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