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Zusammenfassung

Transient Receptor Potential Vanilloid 6 (TRPV6) ist ein hochselektiver Calciumkanal, der in
epithelartigen Geweben und in Trophoblasten der Plazenta exprimiert wird, wo er zur
Calciumhomdostase zwischen Mutter und Fetus beitragt. Da TRPV6-Knockouts mit
Schwangerschaftspathologien wie dem transienten neonatalen Hyperparathyreoidismus
assoziiert sind, war es Ziel dieser Arbeit, die funktionelle Bedeutung von TRPV6 in
Trophoblasten naher zu untersuchen. Hierzu wurden genetisch modifizierte BeWo-Zelllinien
erzeugt: ein Knockoutklon (D10) ohne TRPV6-Expression sowie ein Uberexpressionsklon
(E10) mit verkirztem TRPV6-Protein. In TRPV6-defizienten Zellen zeigten sich eine reduzierte
intrazellulare Calciumkonzentration, Veranderungen der Zellmorphologie sowie eine stark
eingeschrankte Hormonsekretion, bei erhaltener Synzytialisierungsfahigkeit. Proteomische
Analysen Dbestatigten diese Befunde durch eine kompensatorische Hochregulation
calciumsensitiver Proteine und eine verminderte Expression steroidogener Schlisselenzyme
(CYP19A1, HSD11B2). Die durch Forskolin aktivierte Signaltransduktion konnte hormonelle
Defizite groRtenteils ausgleichen. Im Gegensatz dazu zeigte die Uberexpression von TRPV6
kaum funktionelle Effekte. Insgesamt deutet dies auf eine modulierende Rolle von TRPV6 in
der hormonellen Regulation hin, die Uber seine Bedeutung im Calciumtransport hinausgeht

und moglicherweise zur Pathogenese schwangerschaftsassoziierter Erkrankungen beitragt.

VI



Summary

Transient Receptor Potential Vanilloid 6 (TRPV6) is a highly selective calcium channel
expressed in epithelial-like tissues, including placental trophoblasts, where it contributes to
calcium homeostasis between mother and fetus. Since TRPV6 knockouts have been linked to
pregnancy-related pathologies such as transient neonatal hyperparathyroidism, this study
aimed to investigate the functional role of TRPV6 in trophoblasts. For this purpose, genetically
modified BeWo cell lines were generated: a knockout clone (D10) lacking TRPV6 expression
and an overexpression clone (E10) expressing a truncated TRPV6 protein. TRPV6-deficient
cells showed reduced intracellular calcium levels, altered morphology, and markedly
decreased hormone secretion, while their ability to form syncytia remained intact, suggesting
compensatory mechanisms via alternative calcium pathways. Proteomic profiling confirmed
these findings, revealing upregulation of calcium-associated proteins and reduced expression
of key steroidogenic enzymes (CYP19A1, HSD11B2). Signal transduction triggered by
forskolin was largely able to compensate for hormonal deficiencies. In contrast, TRPV6
overexpression had minimal functional effects. These results suggest that TRPV6 not only
regulates calcium dynamics but also modulates placental endocrine function, and its loss may

contribute to pregnancy-related disorders.
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1. Einleitung

1.1 Die humane Plazenta

1.1.1 Die Entwicklung der Plazenta

1.1.1.1 Embryoimplantation

Die Entwicklung der Plazenta wird bereits mit der Nidation der Blastozyste, einem

embryonalen Entwicklungsstadium, das etwa funf bis sechs Tage nach der Befruchtung der

Oozyte im Eileiter erreicht wird, initiiert [1]. Zuvor erfolgt die Bildung der Zygote durch die

Verschmelzung der beiden Keimzellen im Rahmen der Fertilisation. Wahrend der Wanderung

der Zygote durch den Eileiter durchlauft sie die Spaltungsphase, in der sie sich mehrfach teilt.

Dieser Teilungsprozess manifestiert sich zunachst in Stadien mit zwei, vier und acht Zellen.

Im Verlauf einer Verdichtungsphase wird ab dem 16-Zellstadium von der kompakten Morula

gesprochen. Nach fortschreitender Differenzierung, sobald etwa 20 Zellen vorhanden sind,

wird Flissigkeit in den interzellularen Raum gepumpt, was zur Bildung einer Blastozysten-

Hohle flhrt und das friihe Blastozysten-Stadium einleitet [2].
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Abbildung 1: Frihe Embryonalentwicklung beim Menschen. Darstellung der Stadien von der
Befruchtung bis zur Einnistung (Nidation) in das Endometrium, einschlief3lich Zygote, Morula,
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Nach dem Durchlauf mehrerer Schrumpfungs- und Expansions-Zyklen besteht die spate
Blastozyste aus ungefahr 200 Zellen [3-5], darunter der innere Embryoblast, aus dem der
Embryo hervorgeht, und das aufieren Trophektoderm, das aus Trophoblasten-Zellen besteht
und spater wesentliche Teile der Plazenta bildet. Vor der Implantation tritt die Blastozyste aus
der Zona pellucida, einer glykoproteinreichen extrazellularen Matrix, aus woraufhin die
Adhasion der Trophektoderm-Zellen an das rezeptive Luminalepithel der Gebarmutter erfolgt.
Dieser initiale Kontakt zwischen dem embryonalen und mdutterlichen Gewebe initiiert die
Bildung der Plazenta circa 5-6 Tage nach der Befruchtung, da als Reaktion auf die Adhasion
die Genexpression und damit einhergehend die Differenzierung der Trophektoderm-Zellen
eingeleitet wird: Die Zellen des Trophektoderms, die in direktem Kontakt mit dem matterlichen
Endometrium stehen, proliferieren und bilden zunachst einkernige Trophoblasten. Diese
Zellen fusionieren im Verlauf zu einem primitiven invasiven Synzytiotrophoblasten, der in der
Lage ist, das Gebarmutterepithel zu durchdringen, damit die Umwandlung des Epithels in die
Dezidua induziert [6] und die Einbettung der Blastozyste im Gebarmutterstroma ermdglicht [1,
7, 8]. Die verbleibenden einkernigen Trophoblasten, die als primitive Zytotrophoblasten
klassifiziert werden, befinden sich in einer nachgeordneten Position und stehen nicht in
direktem Kontakt mit dem mditterlichen Gewebe. Diese primitiven Zytotrophoblasten
durchlaufen einen fortlaufenden Proliferationsprozess und fusionieren anschlieffend mit dem
primaren Synzytiotrophoblast. Dieser dynamische Prozess flhrt zu einer kontinuierlichen

Expansion des Synzytiotrophoblasten [9] und zur Bildung eines primitiven Synzytiums.

2.1.1.2 Synzytialisierung

Der Synzytiotrophoblast bildet im Graviditatsverlauf ein gro3es mikrovilldses Epithel und stellt
die Kontaktschicht zum maternalen Blut dar, weshalb zahlreiche plazentare Funktionen auf
diesen Zelltyp zurickzufihren sind. Da sich die Synzytiotrophoblasten nicht selbst
regenerieren konnen, sondern auf eine kontinuierliche Fusion mit den darunter lokalisierten
Zytotrophoblasten angewiesen sind, untersteht dieser Prozess, der Synzytialisierung genannt
wird, regulatorischen Signalkaskaden, die die fusionsférdernde Genexpression induzieren. Die
Fusion wird eingeleitet, indem die Zytotrophoblasten zunachst ihre Morphologie &ndern und
ihre proliferative Aktivitét verlieren. Diese morphologischen Anderungen werden vermutlich
durch die Aktivierung apoptotischer Kaskaden durch Initiator-Caspasen in Zytotrophoblasten
und damit einhergehender Spaltung von Fodrin und Externalisierung von negativ geladenem
Phosphatidylserin induziert [10-13]. Daraufhin kommt es zu einer veranderten Expression von
Zelladhasionsproteinen wie Cadherinen und Zona-occludens 1, was Zelladhasions- und
Kommunikationsprozesse auslost, die die Zellfusion fordern [14, 15]. Zudem ermdglichen

Connexine als Bausteine von interzelluldaren Kanadlen (Gap Junctions) eine direkte
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Kommunikation zwischen benachbarten Zellen [16]. Hierbei werden die zuvor aktivierten
apoptotischen Signalkaskaden durch die Expression von Apoptose-Suppressoren gehemmt
[17]. Im Anschluss kommt es durch die vermehrte Bildung fusogener Proteine wie Syncytin-1
und -2 zur Verschmelzung der Plasmamembranen, wodurch die intrazelluldren Inhalte
miteinander vermischt werden [18]. Die Bildung fusogener Proteine erfolgt primar Uber die
cAMP/PKA vermittelte Expressionsinduktion des Transkriptionsfaktors GCM1 (glial cell
missing 1) [19, 20].

1.1.1.3 Zottenstadien und terminale Plazenta
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Um den achten Tag nach der Befruchtung (post-conceptionem, pc) entwickeln sich innerhalb
des primitiven Synzytiotrophoblasten flissigkeitsgefillite Raume, die im Verlauf ein Lakunen-
Netzwerk bilden. In dieses Netzwerk strémt mdatterliches Blut, nachdem endometriale
Blutgefale eroffnet wurden, und es entsteht im spateren Entwicklungsstadium der intravillse
Raum [24]. Die verbleibenden synzytiotrophoblastischen Massen zwischen den Lakunen
werden als Trabekel bezeichnet. Ab diesem Zeitpunkt lassen sich drei grundlegende
plazentare Zonen definieren: die dem Embryo zugewandte Chorionplatte, das Lakunensystem
einschlieBlich der Trabekel sowie die primitive Basalplatte, die in Kontakt mit dem mutterlichen
Endometrium steht [25]. Ab dem neunten Tag pc dringen die Zytotrophoblasten in die Trabekel
ein, wodurch die Primarzotten ab Tag 11 pc enstehen. Diese differenzieren sich ab dem 16.
Tag pc durch das Eindringen embryonalen Mesenchyms zu Sekundarzotten. Die Kombination
aus extraembryonalem Mesoderm, Zyto- und Synzytiotrophoblast wird als Chorion bezeichnet.
Ab dem 20. Tag pc entwickeln sich in den Sekundarzotten hamatopoetische Vorlauferzellen,
was zur Bildung fetaler BlutgefaRe fuhrt und das Stadium der Tertiarzotten einleitet. Die
Bildung dieser Tertiarzotten, insbesondere des Kapillarendothels, erfolgt bedarfsorientiert bis
zum Ende der Schwangerschaft. Aus den Tertidrzotten entstehen Zellsaulen, die als
Haftzotten zur Verankerung in der Dezidua dienen. Im weiteren Verlauf wandern extravillése
Trophoblasten in das miitterliche Uterusgewebe ein. Zudem erfolgt durch eine fortlaufende
sprossenformige Expansion des Synzytiotrophoblasten, gefolgt von der Einwanderung
mesenchymalen Gewebes des Embryoblasten, eine Verzweigung zur Ausbildung eines
Zottenbaumes [24, 26]. Diese beschriebenen Schichten aus fetalem Kapillarendothel der
Zotten, Bindegewebe, Zytotrophoblasten und Synzytiotrophoblasten, die mit dem maternalen
Blut in Kontakt stehen, bilden schlieRlich die Plazentaschranke, die den Austausch von Gasen,
Nahrstoffen und Abfallprodukten ermdglicht. Etwa vier Wochen nach der Befruchtung ist der
Embryo vollstandig von Zotten umgeben. Ab der achten Woche beginnt jedoch eine partielle
Reduktion der Zotten, die bis zur zwoélften Woche fortschreitet. Dieser Prozess fihrt zur
Differenzierung in die definitive Plazenta, die aus einem zottenreichen Bereich, dem Chorion

frondosum, und einem glatten Bereich, dem Chorion laeve, besteht.

1.1.2 Plazentafunktionen

Die Plazenta erfillt eine Vielzahl von Funktionen, wobei die Zottenoberflache einen grof3en
Teil der plazentaren funktionellen Einheit darstellt. Die Zotten-Trophoblasten differenzieren
sich in spezialisierte Subpopulationen, die entweder epitheliale Funktionen erfillen oder
invasiv in die mutterliche Gebarmutterwand eindringen. Im Kontext der epithelialen Aufgaben

sind die Synzytiotrophoblasten fir den Transfer von Nahrstoffen und Gasen zwischen Mutter



und Foétus sowie die Produktion von Hormonen zustandig, die fir die Aufrechterhaltung der

Schwangerschaft entscheidend sind.

1.1.2.1 Funktionen plazentarer Trophoblasten: Transport

Der Transportmechanismus Uber die Plazentaschranke hangt von der zu transportierenden
Substanz ab. Der Gasaustausch von Kohlendioxid und Sauerstoff sowie die fetale
Ausscheidung von Harnstoff [27] und Bilirubin [28] erfolgt Uber passive Diffusion. Der
Glukoseaustausch findet Uber spezielle Carrier-Systeme wie insulinunabhangige GLUT-
Transporter statt [29], ebenso wie die maternale Bereitstellung wasserldslicher Vitamine und
Aminosauren Uber Transporter erfolgt, die meist durch einen Natriumgradienten angetrieben
werden [30, 31]. Nach Spaltung von maternalen Triglyceriden und Phospholipiden durch
endotheliale- und Lipoprotein-Lipasen zu freien Fettsduren passieren diese die plazentaren
Synzytiotrophoblasten  UGber  verschiedene  Lipoproteinkomplexe die  Fettsaure-
Transportproteine/Translokasen, Plasmamembran-Fettsaure-Bindungsproteine und
Fettsaure-Bindungsproteine enthalten [32, 33]. Cholesterol wird neben der endogenen
Synthese [34] auch durch Lipoproteine wie LDL, HDL und VLDL transportiert [35], die mit
spezifischen Lipoproteinrezeptoren wie dem LDL-Rezeptor (LDLR), dem Scavenger-Rezeptor
Class B Typ | (SR-BI) und dem VLDL-Rezeptor (VLDLR) interagieren [36-38]. Zusatzlich sind
Transportproteine wie ABCA1 und ABCG1 am feto-maternalen Cholesteroltransfer beteiligt
[39]. Spezifische maternale Immunglobuline werden zur Ubertragung der humoralen Immunitét
der Mutter auf den Fetus Uber Transzytose aufgenommen [40, 41]. Der Mineralstofftransport
erfolgt ebenfalls Uber diverse stoffspezifische Transportsysteme. Frihe Studien legen nahe,
dass der Chloridaustausch (ber den CI/HCOs-Austausch [42] und der Transport Gber den
Maxi-Chloridkanal stattfindet [43]. Eisen gelangt Uber den Transferrinrezeptor 1 (TFR1) in die
fetale Zirkulation [44, 45], wahrend die Phosphathoméostase vermutlich durch
natriumabhangige Phosphattransporter vom Typ Il (SLC20A1, SLC20A2) vermittelt wird [46].
Auch einige lonenkanale der Transient Receptor Potential (TRP)- Familie spielen beim aktiven
Mineralstofftransport eine Rolle. So sind der Transient Receptor Potential Cation Channel
Subfamily M 6 und 7 (TRPM6/7) am Magnesiumtransport beteiligt [47-49]. Mehrere Studien
haben zudem gezeigt, dass ein Mangel an Transient Receptor Potential Vanilloid 6 (TRPV6)
in plazentaren Trophoblasten mit calciummangelbedingten fetalen Pathologien in Verbindung
steht, sodass fir diesen TRP-Kanal eine zentrale Rolle in der feto-maternalen
Calciumhomdostase angenommen wird [50-55]. Darlber hinaus sind intrazellulare Store-
operated Ca?* Entry Channels (SOCE) [56], die mit Hilfe von Calciumsensoren auf die

Abnahme der intrazellularen Calciumkonzentration hin aktiviert werden, basolaterale



Plasmamembran-Calcium-ATPasen (PMCA) [57] sowie Natrium-Calcium-Austauscher (NCX)

[58] an der plazentaren Calciumhomdostase beteiligt.

1.1.2.2 Endokrine Funktion plazentarer Trophoblasten

Far die Entwicklung des Fetus ist eine wachstumsférdernde Modulation des weiblichen
Fortpflanzungstrakt notwendig. Um diesen Prozess dynamisch zu regulieren, Gbernehmen die
Zyto- und insbesondere die Synzytiotrophoblasten der Plazenta aufgrund ihrer hdmochorialen
Eigenschaft neben ihrer Transportfunktion auch endokrine Aufgaben [59]. Hierfir fungieren
sie wie eine Art hypothalamisch-hypophysares System indem stimulierende und hemmende
Rickkopplungsmechanismen das fetale Wachstum beeinflussen [60], wobei die zugrunde
liegenden Mechanismen der hormonellen Sekretionsregulation in der Plazenta Gegenstand

aktueller Forschung sind.

Im Graviditatsverlauf andern sich die maternalen Hormonspiegel von wichtigen
schwangerschaftsrelevanten Hormonen wie dem humanen Choriongonadotropin (hCG),
Progesteron und Estradiol. Bereits nach der Einnistung der Blastozyste in das Endometrium
wird das humane Choriongonadotropin, das aus einer alpha-Untereinheit die in verschiedenen
Glykoprotein-Hormonen wie TSH, LH wund FSH ebenfalls vorkommt und einer
plazentaspezifischen beta-Untereinheit besteht, von primitiven Trophoblasten gebildet und ist
daher ab der ersten Schwangerschaftswoche im maternalen Blut nachweisbar. Die
plazentaspezifische beta- Untereinheit des hCGs erreicht hierbei ihr Maximum in der 10-12

Schwangerschaftswoche und sinkt daraufhin progredient [61, 62] (Abb. 3).
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Abbildung 3: Hormonspiegel von hCG, Progesteron und Estradiol wahrend der
Schwangerschaft. Abbildung modifiziert nach White et al. 2020 [63]

Trotz der sinkenden Spiegel nach dem ersten Trimester stimuliert hCG die Sekretion der
Steroidhormone Progesteron und Estradiol wahrend der gesamten Schwangerschaft [64-66],
indem es an den Luteinisierendes Hormon/Choriongonadotropin-Rezeptor (LHCGR) bindet.
Die darauffolgende Konformationsanderung des Gs-Protein-gekoppelten Rezeptors aktiviert
primar die Adenylatzyklase und erhoht dadurch den intrazellularen cAMP-Spiegel, was die
Steroidbiogenese induziert [67-69]. Im ersten Trimester der Schwangerschaft findet die
Rezeptorstimulation durch hCG primar auf dem Gelbkorper statt, sodass dieser zunachst die
primare Quelle der Steroidhormone darstellt. Im Verlauf der Plazentaentwicklung werden
jedoch zunehmend LHCG-Rezeptoren in der Plazenta selbst exprimiert, was dazu flhrt, dass
auch die reduzierten hCG-Spiegel ab dem zweiten Trimester den progressiven Anstieg der
Steroidhormonsynthese induzieren [63, 70] und die Steroidhormonsynthese daher von der
Plazenta Gbernommen wird [71, 72]. Neben der LHCGR vermittelten autokrinen Férderung der
Synzytiotrophoblasten-Bildung [19, 73, 74] und der Stimulation der Bildung von
Steroidhormonsynthese-Enzymen [75, 76] Gbernimmt hCG weitere Aufgaben die essenziell

fur die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft sind. Es férdert die Angiogenese im
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Uterusendothel [77, 78], hemmt die Immunreaktion und die Phagozytose der Makrophagen an
der utero-plazentaren Grenzflache [79-81], verhindert die Kontraktion der Uterusmuskulatur
[82-85] und fordert zudem das uterine Wachstum [82, 83].

Wie bereits erwahnt steigt der maternale Progesteronspiegel bis zur Entbindung im
mdtterlichen Serum kontinuierlich und erreicht vor der Geburt Werte um 224nmol/L [71, 72,
86]. Fur die Synthese dient Cholesterol als Vorstufe. Es kann zu geringen Teilen de-novo
synthetisiert werden, wird grotenteils jedoch Gber Lipoproteine durch die Plasmamembran in
die endokrine Zelle transportiert [87-89]. In der inneren Mitochondrienmembran wird
Cholesterol unter Einfluss mehrerer Enzyme zu Progesteron umgewandelt: die mit der inneren
mitochondrialen Membran verbundene Adrenodoxin-Reduktase (AdxR) nimmt Elektronen von
NADPH auf und Ubertragt sie auf das Elektronentransferprotein Adrenodoxin das wiederum
die Elektronen fur das Cytochrom-P450 Enzym (CYP) 11A1 zur Spaltung der Cholesterol-
Seitenkette und Katalyse zu Pregnenolon bereitstellt. Pregnenolon wird durch die 3 Beta-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase/Delta 5->4-lsomerase Typ 1 (HSD3B1) und NAD+ in
Progesteron umgewandelt [90, 91]. Progesteron fungiert als wichtiges Vorlaufermolekul in der
Steroidhormonsynthese und kann beispielsweise fir die Produktion von Cortisol, Aldosteron
[92] sowie Estradiol [93, 94] verwendet werden. Die Umwandlung zu Estradiol erfolgt jedoch
durch CYP17A1, einem Enzym das bisher kaum in plazentaren Trophoblasten detektiert
werden konnte [95]. Dartber hinaus unterstitzt Progesteron durch die Interaktion mit seinem
nukledren Rezeptor die Dezidualisierung [96], reduziert wie auch hCG die Kontraktilitat der

Uterusmuskulatur [97, 98] und fordert die mutterliche Immuntoleranz [99-101].

Auch die maternalen Serumkonzentrationen von Estrogenen wie Estriol, Estron und Estradiol
steigen im Verlauf der Graviditat progressiv. Im letzten Trimenon liegen die Werte des
potentesten Estrogens Estradiol um 22.680 pmol/L [86]. In der Estradiolbiosynthese nehmen
CYP17A1 und CYP19A1 (Aromatase) eine entscheidende Rolle ein. Zwar wurde in friheren
Studien die CYP17A1 Expression auf Transkriptomebene detektiert und eine Enzymaktivitat
beschrieben [102-105], jedoch scheint die plazentare Aktivitdt des Enzyms gering zu sein und
die entsprechende katalytische Reaktion primar in der fetalen Nebenniere stattzufinden [106].
Hierfir wird ein Teil des plazentar gebildeten Pregnenolons durch fetale adrenale Sulfatasen
zu Pregnenolonsulfat und anschlieBend durch CYP17A1 zu Dehydroepiandrosteron (DHEA)
metabolisiert. DHEA wird wieder zur Plazenta transferiert und dort durch 3- und 17-beta
Hydroxylasen zu Androstendion und Testosteron umgewandelt, aus denen mit Hilfe der
Aromatase und den 17-beta Hydroxysteroiddehydrogenasen 1 und 3 Estron bzw. Estradiol

gebildet wird [106, 107]. Estrogene stimulieren die plazentare Angiogenese [108-110], wirken



Uber die Induktion der NO-Synthase vasodilatierend, stimulieren so den uteroplazentaren
Fluss [111] und beeinflussen darlber hinaus den feto-maternalen Glukokortikoidmetabolismus
[112-115]. Sie regulieren auch die Aktivitat uteriner Calciumkanale [116, 117]. Zudem erhéhen
Estrogene vor der Entbindung die Konzentration von Oxytocin [118], stimulieren die
Expression von Prostaglandin E2 und F2 Rezeptoren im Uterus [119] und sind daher an der

Weheneinleitung beteiligt.

1.1.3 Modelzelllinien plazentarer Trophoblasten

Da es sich bei der Plazenta um ein terminal differenziertes Organ handelt, sind direkte
funktionelle Untersuchungen am humanen Gewebe nur eingeschrankt méglich. Zwar kann
man aus der Plazenta primare Trophoblasten isolieren, jedoch sind diese kurzlebig und daher
fur viele funktionelle Untersuchungen ungeeignet. Daher werden hierfir verschiede etablierte
in-vitro-Zellkulturmodelle fir menschliche Trophoblasten wie BeWo-, JEG3-, und JAR-Zellen
verwendet, die aus humanen Chorionkarzinomen stammen und dadurch hohe
Proliferationseigenschaften aufweisen. Durch Pattillo et al. wurde 1968 mittels Transplantation
einer zerebralen Metastase eines Chorionkarzinoms der fétalen Plazenta eines mannlichen
Fotus in die Wangentasche eines Hamsters die BeWo-Zelllinie gewonnen [120]. Die
Generierung verschiedener Klone aus malignen Trophoblasten etablierte 1971 die JEG3-
Zellinie [121], die sich funktionell von der BeWo-Zelllinie unterscheidet. Die JAR-Zelllinie wurde
ebenfalls von Pattillo et al. direkt aus einem trophoblastischen Tumor gewonnen [122]. Da im
Rahmen dieser Arbeit das Augenmerk auf essenzielle schwangerschaftsrelevante Funktionen
der Trophoblasten wie Calciumhomobostase, Permeabilitdt, Synzytialisierung und
Hormonsynthese gelegt werden sollte, fiel die Wahl des in-vitro Zellmodels auf die BeWo-
Zelllinie. Sie wachsen adharent, sind epithelartig und die Synzytialisierung ist durch
Adenylatzklase-Aktivierung mittels Forskolin (FSK) induzierbar, wahrend die Zellfusion von
JEG3 Zellen auf diese Weise nicht stimuliert werden kann [123]. Wie primare humane
Trophoblasten produzieren und sezernieren sie Hormone, darunter die Peptidhormone
humanes Choriongonadotropin und Chorion-Somatomammotropin (Plazenta-Laktogen) sowie
verschiedene Steroidhormone wie Progesteron und Estradiol. Die Expression dieser Hormone
sowie  fusionsassoziierter  Proteine dient im  Zellmodell als Marker des
Synzytialisierungsprozesses. Aufgrund der genannten Eigenschaften wurden alle

funktionellen Untersuchungen dieser Arbeit mit BeWo-Zellen durchgefihrt.



1.2 Die TRP-Familie

Die Transient Receptor Potential (TRP)-Familie reprasentiert eine heterogene Gruppe von
lonenkanalen, die in verschiedenen Geweben verbreitet sind und die unter anderem an der
sensorischen Wahrnehmung chemischer und physikalischer Stimuli beteiligt sind. Diese
Kanale sind permeabel fir mono- und divalente Kationen, wie Ca?*, Mg?*, Na* und K". In
Saugetieren umfasst die TRP-Familie 28 Kanalproteine, die anhand der Homologie ihrer
Aminosauresequenz in sechs Subfamilien klassifiziert werden: TRPA (Ankyrin), TRPC
(Canonical), TRPM (Melastatin), TRPML (Mucolipin), TRPP (Polycystin), TRPV (Vanilloid).
TRPN1, ein weiteres Mitglied der TRP-Familie, wurde bisher in bestimmten, nicht zu den

Saugetieren zahlende Spezies identifiziert.

Abbildung 4: Dendrogramm der sieben Subfamilien der TRP-Kanale. Abbildung modifiziert nach
Spekker et al 2023 [124]

1969 identifizierte Cosens et al. erstmalig einen elektrophysiologisch diversen Phanotyp in der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster [125, 126]. Dieser zeigte nach visueller Stimulation
anstelle eines anhaltenden Elektroretinogramms nur ein transientes Signal, weshalb das
mutierte Gen als ,transient receptor potential“ bezeichnet wurde. Das trp-Gen wurde 1989
kloniert und sequenziert [127, 128] und 1992 als Calcium-permeabler Kanal charakterisiert
[129]. Im Jahr 1995 wurde TRPC1 als erstes humanes Homolog identifiziert, wobei das C in
TRPC fir "canonical" oder "classic" steht [130]. Daraufhin wurden fortlaufend mehrere TRP-
Klassen in verschiedenen Spezies entschlisselt [131-137]. Auf Grundlage der
Sequenzhomologie lassen sich die sieben Mitglieder der TRPC-Familie in drei strukturell
verwandte Subgruppen gliedern: TRPC1, TRPC3/6/7 und TRPC4/5. Im Gegensatz dazu
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existiert TRPC2 im humanen Genom lediglich als nicht-funktionelles Pseudogen. Das “M” der
TRPM-Subfamilie leitet sich von “Melastatin” ab, dem urspriinglichen Namen des ersten
identifizierten Mitglieds, das heute als TRPM1 bezeichnet wird [138]. TRPM-Kanale lassen
sich in vier Paare homologer Proteine unterteilen: TRPM1/3, TRPM6/7, TRPM4/5 sowie
TRPM2/8. Die TRPP-Familie ist nach Polycystin-2 (TRPP2) benannt, das mit der Entstehung
polyzystischer Nierenerkrankungen assoziiert ist [139], wahrend fir die drei Mitglieder der
TRPML-Kanalfamilie, aufgrund des pathogenetischen kausalen Zusammenhangs von
TRPML1 mit Mucolipidose Typ IV, “Mucolipidin” namensgebend ist [140, 141]. Die Klasse der
TRPA-Proteine umfasst in Saugern ausschliellich TRPA1, wobei das “A” die
charakteristischen zahlreichen N-terminalen Ankyrin-Repeats aufgreifen soll [142]. Auch
TRPN1 wurde erstmals in der Fruchtfliege identifiziert. Das “N” steht hier fur “No
mechanoreceptor potential C” und bezieht sich auf die ausbleibenden mechanorezeptiven
Potenziale, die im Kontext einer Mutation des TRPN-Gens beschrieben wurden [143]. Die
TRPV-Kanéle lassen sich auf Grundlage ihrer Kationenselektivitdt in zwei funktionelle
Subgruppen einteilen: die thermosensiblen TRPV-Kanadle 1-4, die unspezifisch
kationenselektiv sind, sowie TRPV5 und TRPVG, die eine hohe Calciumselektivitat aufweisen.
Die Bezeichnung ,TRPV* leitet sich von ,Vanilloid* ab, da der erste identifizierte Vertreter,
TRPV1, durch Vanilloide wie Capsaicin aktiviert werden kann [144, 145].

1.2.1 TRPV6

1.2.1.1 Genetische Varianten und atypische Translation des humanen TRPV6-Kanals
Der Calcium-selektive Transient Receptor Potential Vanilloid 6 (TRPV6) Kanal gehort zur
Vanilloid-Unterfamilie der TRP-Kanale. Das entsprechende Transkript wurde 1999 erstmalig
aus dem Rattendarm klonierten [146], wahrend die humane Variante drei Jahre spater aus
einer cDNA-Bibliothek der Plazenta isoliert wurde [135]. Genomisch ist das TRPV6-Gen auf
dem humanen Chromosomabschnitt 7g33-34 lokalisiert [147] und weist eine hohe
Sequenzhomologie zu TRPVS auf. Daruber hinaus zeigt das humane TRPV6-Gen einen
populationsabhangigen Polymorphismus, der durch nicht synonyme Einzelbasenvarianten
innerhalb der kodierenden Sequenz entsteht und zu Aminosaureaustauschen im Protein fiihrt.
Das Resultat sind zwei Allelvarianten, TRPV6a und TRPV6b, deren Verteilung geographisch
variiert [135, 148, 149]. Dariber hinaus weist die Biosynthese des TRPV6-Proteins in
Plazentatieren eine Besonderheit auf: Anders als bei den meisten eukaryotischen mRNAs
erfolgt die Initiation der Translation nicht durch ein kanonisches AUG-Startcodon (Abb.5, M.
brandtii), sondern an einem stromaufwarts gelegenen ACG-Codon, das regular fir Threonin

codiert, in diesem Fall jedoch als funktionales Startsignal fungiert und in ein Methionin
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Ubersetzt wird [150]. Die Translation des TRPV6-Proteins beginnt somit friher als bis zum
Jahr 2013 angenommen und fihrt zur Bildung eines TRPVG6-Proteins mit 765 statt 725

Aminosauren und einer verlangerten N-terminalen Domane [150].

Canonische Nicht-
TRPV6- Canonische TRPV6-
Translationsinitiation Translationsinitiation
(z.B. in Myotis brandtii) (z.B. im Menschen)

y y
5" st AUG s AUG s 3 5 e ACG AUG o 3'
L ] O 7 |
\ 1200p ; 120bp
M : v
XM

Relative
TRPV6
Expression

Abbildung 5: Schematische Darstellung der differenziellen Translationsinitiation in der
Fledermaus und im Menschen. Erstellt mit BioRender

Diese atypische Initiation wird durch eine stabile Stamm-Schleifen-Struktur (Stem Loop)
innerhalb des initial als 5 UTR annotierten Bereichs der mRNA unterstitzt. Obwohl diese
Region bei Nutzung des upstream gelegenen ACG-Codons formal zur kodierenden Sequenz
gehort, verlangsamt die sekundarstrukturelle Ausbildung (RNA-folding) das ribosomale
Scanning in 3'-Richtung und reguliert so die Translationseffizienz. Diese Erkenntnisse ergaben
quantitative Vergleichsanalysen der TRPV6-Expression in HEK293 Zellen die entweder mit
dem humanen, einem humanisierten chiropteren oder dem chiropteren TRPV6-Plasmid, das
den 5 UTR von Myotis brandtii enthielt, transfiziert wurden. Letzteres wies anstelle des ACG
ein konservatives AUG-Startcodon auf. Die Verwendung eines kanonischen AUG-Startcodons

steigerte die TRPV6-Expression um das Funffache [151].

1.2.1.2 Charakteristische TRP-Kanaltopologie mit strukturellem Fokus auf TRPV6
Trotz funktioneller Diversitat weisen alle TRP-Kanéle eine einheitliche Grundstruktur auf. Die

Kanale besitzen eine sechs Transmembrandomanen-Topologie (S1-S6), wobei S5 und S6
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zusammen mit der Porenhelix zu Homo- und Hetero-Tetrameren assemblieren, von S1-S4
flankiert werden und so eine zentrale Kanalpore bilden. Anhand der Sequenzhomologie und
funktioneller Charakterisierungen der TRP-Subfamilien wurde bereits in frihen Studien eine
Tetramerisierung einzelner TRP-Monomere angenommen [152-155], die ab 2013 flr
verschiedene Subtypen nach und nach mittels Kryo-Elektronenmikroskopie bestatigt werden
konnte [156-161]. Zudem wurden gemeinsame Strukturmerkmale einiger Subgruppen
identifiziert. Hierzu zahlen beispielsweise Ankyrin-Repeat-Domanen im N-terminalen Bereich
von TRPV-, TRPC-, TRPA- und TRPN-Kanalen, die sich subgruppenspezifisch in ihrer Anzahl
unterscheiden [130, 142, 143, 162]. Ein weiteres Beispiel ist die sogenannte TRP-Box, ein
konservierter hydrophober Sequenzabschnitt C-terminal der sechsten
Transmembrandomane, die in TRPC-, TRPV-, und TRPM-Kanalen vorliegen [163]. Analog zur
allgemeinen TRP-Kanalarchitektur weist auch TRPV6 eine tetramere Struktur mit sechs
Transmembrandomanen pro Untereinheit auf (Abb. 6). Uber die sechs Ankyrin-Repeats am
N-Terminus erfolgt die intrazellulare Tetramerisierung des Kanals. Davor befinden sich zwei
kurze B-Faltblattstrukturen (81, B2), die Linkerhelix LH1 sowie LH2 und die pra-TM-Helix,
welche funktionell und strukturell an der Stabilisierung des N-terminalen Bereichs beteiligt
sind. An die Transmembrandomane (S1-S6) schlief3t sich, analog zu anderen TRPV-Kanélen,
am C-Terminus eine kurze TRP-Helix an, die parallel zur Membran verlauft und die
konservierte TRP-Box enthalt. Weiter distal befindet sich eine weitere B-Faltblattstruktur (33)
und zwei weitere Helices (CIH1 und CIH2) [164-166].
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Abbildung 6: Verschiedene Perspektiven der TRPV6-Kanalstruktur: Kristallstruktur und
schematische = Domanenorganisation. (A) Schematische lllustration der modularen
Domanenstruktur einer einzelnen TRPV6-Untereinheit, erstellt mit BioRender (B) Axiale Ansicht,
die den zentralen lonenleitweg und die tetramere Organisation der Untereinheiten verdeutlicht
(C) Laterale Darstellung des tetrameren Kanalkomplexes. Farblich differenzierte Darstellung der
vier identischen Untereinheiten des Tetramers (D) lllustration eines TRPV6-Monomers. 1-6=
Transmembrandomanen, P= Porenloop, TRP= amphipathische TRP-Helix, CIH1 und 2= C-
terminal interagierende Helices 1 und 2, Pra-TM= Pra-S1-Helix, LH1 und 2= Linker Helix 1 und
2, B1,2 und 3= B-Faltblatt 1,2 und 3, ANKR= Ankyrin-Repeat Domanen. Strukturmodell von
TRPV6 (PDB-ID: 6B0O8), dargestellt mit ChimeraX. Anpassung der Farbgebung der
Untereinheiten, der Beschriftung sowie der rdumlichen Orientierung. Struktur basierend auf den
Daten von Saotome et al. 2016 [164]

1.2.1.3 TRPV6-Expression und Funktion
TRPV6 wird beim Menschen in einer Reihe von exokrinen Driisen wie in Azinuszellen des
Pankreas, Tranen- und Speicheldriisen, sowie in der Plazenta [135, 167] exprimiert, wobei der

Kanal hauptsachlich in der Synzytiotrophoblastenschicht nachgewiesen wird und eine
wesentliche Funktion in der feto-maternalen Barriere erfiillt. Eine verstarkte Expression von
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TRPV6 ist zudem in verschiedenen epithelialen Tumoren nachweisbar, darunter Ovarial-,
Endometrium-, Mamma- und Prostatakarzinome. Besonders fir die beiden Letzteren wird
dabei ein Zusammenhang zwischen erhohter TRPV6-Transkription und dem Fortschreiten der
Erkrankung beschrieben [135, 168-171], wobei bisher nicht charakterisiert werden konnte ob
es sich hierbei um eine Begleiterscheinung der Karzinogenese oder um einen
progressionsfordernden Aspekt handelt. Funktionell vermittelt TRPV6 einen hochgradig
selektiven Einstrom von Ca?**-lonen und gehoért damit, ebenso wie der strukturell verwandte
TRPV5-Kanal, zu den wenigen TRP-Kanalen mit hoher Calciumselektivitat. Unter Zusatz von
Calciumchelatoren weist der Kanal auch eine begrenzte Permeabilitat fur andere divalente
Kationen wie Ba?*, Sr?* und monovalente Kationen wie Na* auf [135, 146, 172, 173]. Die
Aktivitat von TRPV6 unterliegt einer calciumabhangigen Ruckkopplungsregulation. Ein
Anstieg der intrazelluldaren Ca?"-Konzentration fuhrt zur Inaktivierung des Kanals, wobei
Calmodulin als zentraler Vermittler dieses Prozesses fungiert [174-176]. Obwohl TRPV6-
Transkripte in verschiedenen Geweben nachgewiesen wurden, konnten native Stréme bislang
nur in Uberexprimierenden Zellsystemen charakterisiert werden. Untersuchungen an TRPV6-
defizienten Mausmodellen sowie genetische Analysen in humanem Gewebe weisen jedoch
darauf hin, dass TRPV6 eine zentrale Rolle fir die Aufrechterhaltung der epithelialen
Calciumhomodostase spielt. Dabei konnten Stérungen der Kanalaktivitat mit klinisch relevanten
Dysbalancen im Calciumstoffwechsel in Verbindung gebracht werden, die sich unter anderem
in Geweben mit hoher transzellularer Calciumtransportaktivitat, wie etwa der Plazenta und

dem exokrinen Pankreas, manifestieren [50, 52, 54, 177].

1.2.1.4 TRPV6- assoziierte Erkrankungen

Neben der vielfach beschriebenen Uberexpression von TRPV6 in epithelialen Neoplasien
konnten auch krankheitsrelevante Mutationen in verschiedenen nicht-malignen Erkrankungen
identifiziert werden. Eine genetische Assoziation wurde unter anderem fur Falle frih
einsetzender chronischer Pankreatitis beobachtet [177]. Wahrend einzelne
Aminosauresubstitutionen wie 1e223Thr, Leu299GIn oder  Asp324Asn in
elektrophysiologischen Analysen im Vergleich zum Wildtyp keine signifikanten Veranderungen
des Calcium-Einstroms zeigen, fuhren andere Varianten wie Leu576Arg zu einer deutlich
reduzierten Kanalaktivitat [178]. Darlber hinaus berichten mehrere Studien von einer
klinischen Relevanz von TRPV6 im Kontext der fetalen Mineralstoffversorgung. In mehreren
voneinander unabhangigen Studien wurden biallelische Mutationen im TRPV6-Gen mit einem
transienten neonatalen Hyperparathyreoidismus (TNHP) in Verbindung gebracht. Klinisch
manifestiert sich das Bild typischerweise in Form einer Hypocalcamie mit sekundarem

kompensatorischem Hyperparathyreoidismus und variabel ausgepragten dysplastischen
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Veranderungen des Skeletts, die sich postnatal unter Calciumsupplementierung zurtickbilden
kénnen. Charakteristisch ist eine gestérte Mineralisierung des fetal-ossaren Systems, die
bereits intrauterin in Form von Wachstumsverzdgerung erkennbar sein kann. Die Pathogenese
wird auf eine unzureichende transzellulare Calciumtransportrate im Trophoblastenepithel der

feto-maternalen Barriere zurlickgefihrt.

Die molekularen Mechanismen der reduzierten Calciumtransportrate lassen sich exemplarisch
anhand einer compound-heterozygoten Mutation veranschaulichen, bei der ein Allel ein
vorzeitiges Stopcodon (Arg510stop) und das andere eine Aminosauresubstitution von Glycin
zu Arginin an Position 660 (Gly660Arg) aufweist [54]. Diese Kombination scheint zu einer
fehlerhaften Tetramerisierung der TRPV6-Untereinheiten und infolgedessen zu einer
verminderten Oberflachenexpression des Kanals zu flhren, wie in vitro Studien durch
elektrophysiologische Messungen bestatigen. Zusatzlich wird in der Plazenta eines
betroffenen Neugeborenen eine Hochregulation von Serinproteasen beobachtet, weshalb
sekundare molekulare Anpassungsprozesse infolge des gestérten lonenhaushalts
angenommen werden [179]. Weitere Falle von TNHP sind bei Sauglingen mit homozygoten
Asp529Asn [53] oder Arg179Cys-Varianten [50] sowie compound-heterozygoten TRPV6
Mutationen wie Gly451Glu in Kombination mit Arg483Trp [50] beschrieben, die zu einem
vergleichbaren klinischen Bild fuhren. Dementsprechend lassen sich in unterschiedlichen
Individuen diverse Mutationen im TRPV6-Gen identifizieren, die trotz struktureller und
funktioneller Heterogenitat mit einem vergleichbaren neonatalen Phanotyp und Stérungen der

feto-maternalen Calciumhomoostase assoziiert sind.

1.3 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, die funktionelle Bedeutung des selektiven Calciumkanals TRPV6 im
Kontext trophoblastischer Zellfunktionen an der feto-maternalen Schnittstelle naher zu
untersuchen. Aufbauend auf der bekannten Expression von TRPV6 in Plazentatrophoblasten
und seiner vermuteten Rolle im Calciumtransfer zwischen Mutter und Fetus soll in einem
humanen Trophoblasten-Zellmodell ermittelt werden, inwiefern die Expression dieses Kanals
grundlegende Eigenschaften des Zellverbands beeinflusst. Hierzu wurde die Generierung von
Zelllinien in Auftrag gegeben, die mithilfe der CRISPR/Cas9-Technologie entweder TRPV6
deletieren oder Uberexprimieren, um diese funktionell mit Zellen mit physiologisch endogener
TRPV6-Expression zu vergleichen. Im Zentrum der Untersuchungen stehen dabei sowohl
morphologische Merkmale, insbesondere im Hinblick auf Differenzierungsprozesse und die
Fahigkeit zur Zellfusion, als auch funktionelle Aspekie wie Barriere-assoziierte
Transportvorgange und hormonproduzierende Aktivitat. Erganzend sollen Unterschiede in der

intrazellularen Calciumhomdostase in Abhangigkeit der TRPV6-Expression erfasst werden.
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AbschlieRend dient eine massenspektrometrisch basierte Proteomanalyse der Identifikation
von potenziellen TRPV6-assoziierten Signalwegen und kompensatorischen

Regulationsmechanismen, um den Beitrag des Kanals zur Steuerung trophoblastischer
Funktionen umfassend zu charakterisieren.
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2. Material und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten und nachfolgend aufgeflihrten Chemikalien wurden von den
folgenden Firmen bezogen: Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA), Sigma-Aldrich-Merck
(Darmstadt, Deutschland), Roth (Karlsruhe), Invitrogen (Karlsruhe), Perkin Elmer (USA).

2.1.2 Zellkultur

Zelllinien

BeWo-Wildtyp (WT) (Ubigene Katalognummer# YC-D018)

BeWo D10 und E10 Klone (Firma Ubigene Guangzhou, China, CRISPR/Cas9 modifiziertes
TRPV6 Target Gen, Gene ID 55503)

BeWo-Zellkulturmedium

Ham’s F-12 Nutrient Mix (Gibco)

Glutamax Nutrimix F12 (Gibco)

20% (v/v) Fetales Kalberserum (Corning)
100U/mL Penicillin (Sigma-Aldrich-Merck)
100pg/mL Streptomycin (Sigma-Aldrich-Merck)

PBS-Puffer zum Waschen und Ernten der Zellen
136mM NaCl

2,7mM KCI

1,47mM KH2PO4

8mM NazHPO4 x 2H,0

pH 7,4

Poly-L-Lysin L6sung zur Beschichtung von Glasplatten
100mg Poly-L-Lysin (Sigma-Aldrich-Merck)

geldst in einem Liter autoklaviertem, deionisiertem Wasser

Forskolin-Losung
12,8mM Forskolin (Sigma-Aldrich-Merck)
gelést in DMSO
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Trypsin zur Zellernte
10x Trypsin-EDTA-LSsung (Sigma-Aldrich-Merck)
1:10 verdinnt in PBS

siRNAs

TRPV6 Silencer AM 16704, ID 105492, 20nM, Aliquote eingestellt auf 10uM mit Nuklease-
freiem Wasser (Thermo Fisher Scientific)

TRPV6 Silencer AM 16704, ID 113577, 20nM, Aliquote eingestellt auf 10uM mit Nuklease-
freiem Wasser (Thermo Fisher Scientific)

Silencer Negativkontrolle 4390843, 5nM, Aliquote eingestellt auf 10uM mit Nuklease-freiem

Wasser (Thermo Fisher Scientific)

2.1.3 Permeabilitatsversuch

Humane Plazentakollagenldsung zur Membranbeschichtung

1mg/mL humanes Plazentakollagen (Sigma-Aldrich-Merck)

gelost in sterilem Wasser

Ersatzmedium

TRITC-Dextran Losung (10mg/mL) (Sigma-Aldrich-Merck) Endkonzentration 1mg/mL
FITC-Albumin Losung (10mg/mL) (Sigma-Aldrich-Merck) Endkonzentration 0,25mg/mL
0,2% (m/v) BSA (Bovines Serumalbumin)

in PBS

Leermedium flr basale Kammer
0,2% (w/v) BSA
in PBS

2.1.4 Immunzytochemie
Fixierungslosung
100% (v/v) Methanol

Blocking-Puffer

3% (w/v) BSA

1% (v/v) Ziegenserum
0,1% (v/v) TritonX-100
in PBS
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Primarantikorperlésung

Primarantikorper (siehe Tabelle 1) 1:1000
in Blocking-Puffer

Sekundarantikdrperlésung
Sekundarantikérper (siehe Tabelle 2) 1:1000
in PBS

DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol) -L6sung

DAPI (Sigma-Aldrich-Merck) 1:1000
in PBS

2.1.5 Calciumimaging
Fura-2-Acetoxymethylester (AM)-Lésung
1mM Fura-2-AM (Invitrogen)

gelést in DMSO

Ringerldsung
140mM NaCl

2,8mM KCI
1mM CacCl,
2mM MgCl,
10mM HEPES
10mM Glucose
pH 7,3

2.1.6 Proteinbiochemie

Sofern nicht anders beschrieben wurden die Lésungen und Puffer mit Millipore Wasser (MilliQ-

Anlage) angesetzt.

RIPA-Puffer zur Zelllyse
150mM NaCl

50mM Tris HCI pH 8

5mM EDTA

1% (v/v) Nonidet P40
0,1% (w/v) SDS

0,5% (v/v) Na-Deoxycholat
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RIPA-Puffer zur Zelllyse + Proteaseinhibitor

eine Tablette Proteaseinhibitor cOmplete™ Mini (Roche)

geldst in 10mL RIPA-Puffer

2x Lammli Denaturierungspuffer
8% (w/v) SDS

120mM TRIS pH 6,8

0,01% (w/v) Bromphenolblau
20% (v/v) Glycin

10% (v/v) B-Mercaptoethanol

4x Lammli Denaturierungspuffer
16% (w/v) SDS

240mM TRIS pH 6,8

0,02% (w/v) Bromphenolblau
40% (v/v) Glycin

20% (v/v) B-Mercaptoethanol

MOPS Gelelektrophorese-Puffer

MOPS-Puffer NUPAGE™ MOPS SDS Running Buffer (20X) (Thermo Fisher Scientific) 1:20

in Wasser

Transferpuffer Western Blot

20% (v/v) TransBlot Turbo 5x Transfer Buffer

20% (v/v) Ethanol reinst.

Ponceau-Losung zur Proteinfarbung

0,5% (w/v) Ponceau

1% (v/v) Essigsaure

Stripping-Puffer zum Wiederherstellen von Western-Blot Membranen

62,5mM TRIS pH 6,0
2% (w/v) SDS
100mM B-Mercaptoethanol
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10x TBS zum Waschen von Nitrocellulose-Membranen
500mM TRIS pH 7,5

1,5mM NaCl

1:10 in Wasser

TBST-Puffer als Waschpuffer zum Stripping
10% (v/v) Tween 20
in 1% (v/v) TBS

BSA-Ldsung

5% (w/v) BSA

0,05% NaNs3

10% (v/v) 1IXTBS (L6sungsmittel)

Primarantikorperldsungen

10pg Primarantikdrper (siehe Tabelle 1)
2mL BSA-Lésung

8mL 1xTBS

0,05% (w/v) NaN3

Magermilch in TBS zum Western-Blot Blocking und Ansetzen sekundérer Antikorperldsungen

5% (w/v) Magermilchpulver
in 1xTBS

Sekundéarantikdrperldsung

Sekundarantikérper (Tabelle 2)
in Magermilch in TBS

ECL-Lésung zum Entwickeln von Western Blots
50% (v/v) Western Lightning ® Plus ECL Oxidizing Reagent Plus
50% (v/v) Western Lightning ® Plus ECL Enhaced Luminol Reagent Plus

2.1.7 Massenspektrometrie
Fixierungslosung fiir MS-Gel
40% (v/v) Ethanol reinst.

10% (v/v) Essigsaure (Eisessig)
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Bluesilver Coomassie Farbel6sung
20% (v/v) Methanol
10% (v/v) Phosphorsaure

10% (w/v) Ammoniumsulfat
0,125% (w/v) Coomassie G250

Waschlésung A

50mM Ammoniumhydrogencarbonat

Waschlésung B
50% (v/v) Waschlésung A
50% (v/v) Acetonitril

Reduktionslésung
10mM Dithiothreitol

in Waschlosung A

Alkylierungslésung

5mM lodacetamid

in Waschlosung A

Trypsin-Verdauldsung

20ug “Sequencing Grade Modified Trypsin” (Promega)
in 1mL Waschlosung A

Extraktionspuffer
50% (v/v) Acetonitril

2,5% (v/v) Ameisensaure

Peptid Rekonstitutionspuffer /FlieRmittel A

0,1% (v/v) Ameisensaure

FlieRmittel B
0,1%(v/v) Ameisensaure
90% (v/v) Acetonitril

23



2.1.8 Antikorper

Tabelle 1: Primarantikdrper fur Immunprazipitation (IP), Immunzytochemie und Western Blot

(WB)
Antikorper Klonalitat Epitoplage Herkunft Produzent Verdiinnung
und
Losungsmittel
Anti-ZO-1- Polyklonal N-terminal  Kaninchen Invitrogen 1:1000 in
Antikorper Blocking Puffer
Affi 429 Polyklonal C-Terminus Kaninchen FR 2.4 IP 10ug
(TRPVG) udS, AG WB 1:100
Flockerzi
Affi 1271 Polyklonal N-Terminus Kaninchen FR 2.4 1:100
udS, AG
(TRPVG)
Flockerzi
Tabelle 2: Sekundarantikérper fur Immunzytochemie und Western Blot
Antikorper  Klonalitat Epitop Herkunft Produzent Verdiinnung
und
Losungsmittel
VeriBlot IP - Humane IgG1, - Abcam 1:300 in
Detection Rind, Ziege, Magermilch in
Reagent humane Ratte, TBS+ 0,01%
131366 Schaft und Maus Thiomersal
IgG2, Maus IgG3,
humane 1gG4, alle
Kaninchen IgGs
Alexa-Flour Polyklonal Schwere und Ziege Invitrogen  1:1000 in PBS
488 anti- leichte IgG-Ketten
rabbit-
Antikdrper
Anti-rabbit Polyklonal Schwere und Affe GE 1: 30.000
HRP leichte IgG-Ketten Healthcare
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 BeWo-Zellkultivierung

Die humanen BeWo-Zellen sowie die TRPV6-CRISPR/Cas9 Mutanten-Zelllinien D10 und E10
wurden Uber die Firma Ubigene (Korea) erworben, wobei die von der Firma bereitgestellten
Sequenzierungsdaten der TRPV6-Mutationszellinien von PD Dr. Ulrich Wissenbach (Institut
fur Experimentelle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie, Zentrum flr Molekulare
Signallbertragung (PZMS), Universitat des Saarlandes) Uberprift wurden. Die Zelllinien
wurden nach Herstelleranweisung in F-12 Nut Mix mit 2mM Glutamax, 10% FKS und 1%
Penicillin/Streptomycin-Lésung (2.1.2) in 75cm? oder 175cm? Kulturflaschen (Greiner) und
unter 5% CO, und 37°C kultiviert. Alle zwei Tage wurde das Medium gewechselt. Bei 90-100%
Konfluenz wurden die Zellen entweder mit PBS (2.1.2) gewaschen und mit Trypsin (2.1.2)
.gesplitted* oder mittels Zellschaber (Corning) und PBS geerntet, bei 200G fir 5 Min
zentrifugiert, das PBS abpipettiert und die Zellpellets bei -80°C weggefroren [180].

2.2.1.2 Experimentelle Variation der extrazellularen Calciumkonzentration in BeWo-
Zellen

Um den Einfluss der extrazellularen Calciumkonzentration auf die Funktionen von BeWo-
Wildtypzellen zur untersuchen, wurden die Zellen bis zu einer Konfluenz von ca. 70% kultiviert.
AnschlieRend wurde das Kulturmedium durch eines von vier definierten Medien ersetzt:
entweder Medium mit regularer Calciumkonzentration (0,94mM Ca?/ Ca?* N) oder
reduziertem Calciumgehalt (0,35mM Ca?*/Ca?** L), jeweils erganzt mit FSK oder DMSO. Die
Reduktion der Calciumkonzentration auf 0,35mM wurde durch Zugabe von EDTA erreicht,
wobei die erforderliche Menge (0,6 mM) mittels WebmaxC Standard (Version 7/3/2009)
ermittelt wurde. Die tatsachlichen Calciumkonzentrationen wurden mit dem Dri-Chem NX500i
546 System (Fuijifilm, Japan) Uberpruft [180].

2.2.1.3 Poly-L-Lysin-Beschichtung von Glasplatten

Die Poly-L-Lysin-Beschichtung von Glasplatten (ORSAtec @ 12mm oder 2,5cm) dient der
besseren Adhasion der Zellen auf den entnehmbaren Glasplatten zu mikroskopischen
Zwecken. Die Glasplatten wurden mit einer sterilen Pinzette in die Wells eingelegt und mit
Poly-L-Lysin beschichtet. Nach 30 min wurde das Poly-L-Lysin (2.1.2) abgesaugt, zweimal mit
sterilem Wasser und zweimal mit Zellkulturmedium gewaschen. Danach konnten die Zellen fur

die verschiedenen Versuche auf den Glasplatten ausgesat werden.
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2.2.1.4 Schnellfarbung der BeWo-Zellen
Zur Untersuchung der Zellproliferationsrate wurde eine versuchsspezifische Menge an Zellen

entweder auf Kollagen-beschichtete Polyethylenterephthalat-Membranen (Corning, #353495,
@ 0,33cm?) oder in Zellkulturschalen (2 35mm, Falcon) ausgesat und bei 37°C und 5% CO»

inkubiert. Nach definierter Inkubationszeit (24-72h) wurden die Zellen zunachst mit kaltem
Methanol fixiert und danach mit dem Haema Schnellfarbekitt (Lehmann) nach
Herstelleranweisung direkt in der Zellkulturschale oder dem Membraneinsatz gefarbt.
AnschlieRend erfolgte die schrittweise Farbung mit Eosin-, gefolgt von der Applikation der
Azur-Farbelésung. Nach mehreren Waschschritten zur Entfernung tUberschuissiger Farbstoffe

konnten die Zellen anschlief’iend mikroskopisch analysiert werden (Axio Imager M2, Zeiss).

2.2.1.5 Induktion von Synzytialisierung und Hormonsynthese in BeWo-Wildtypzellen
und TRPV6-CRISPR/Cas9-Mutanten

Die Synzytialisierung und die damit einhergehende Differenzierung von Zytotrophoblast-
artigen zu Synzytiotrophoblast-artigen BeWo-Zellen sowie die Hormonsynthese wurde durch
FSK-Zugabe zum Zellkulturmedium induziert. Hierfir wurden die Zellen auf Poly-L-Lysin
beschichtete Glasplatten (ORSAtec ¢ 12mm) in einer 24-Well Platte oder in kleinen
Zellkulturflaschen (Greiner, 25cm?) so ausgeséat, dass sie nach 24h 70% konfluent waren. Um
die Eigenschaften von Synzytiotrophoblast-artigen BeWo-Zellen mit denen der
Zytotrophoblast-artigen Zellen zu vergleichen, wurde das Medium (0,35mM oder 0,94mM
Calcium) daraufhin entweder durch BeWo-Zellkulturmedium ersetzt, dem 30 uM FSK in 0,45%
DMSO (2.1.2) zugesetzt wurde, oder durch ein Medium, das lediglich die entsprechende
Menge DMSO enthalten hat [180], wobei die DMSO behandelten Zellen die Zytotrophoblast-
artige Zellen reprasentierten. Nach 48-stiindiger Inkubationszeit wurden die Zellen sowohl fur
die immunzytochemische (2.2.3) - als auch fur vergleichende Hormonsekretions (2.2.5) - und

Proteomanalysen (2.2.7) weiterverarbeitet.
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2.2.1.6 Untersuchung von Transporteigenschaften der BeWo-Wildtypzellen und TRPV6-

CRISPR/Cas9 Mutanten

Permeabilitatsassay Postexperimentelle Konfuenzkontrolle
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Zen‘en/ -
[
\ |
{ Haema-
- I B Schnell-
Kollagen e "
beschichtete x o farbung
PET Einséatze
Exklusion
alle 2 Tage entspr. Inklusion entspr.
Medium- Fluoreszens Messwerte in
wechsel messwerte #9999, 00 990090808 Auswertung
Ablésen
der
Membran
v
Uberfiihren !
in neues Well mit b
*  Ersatzmedium + Denaturie-
PBS +0,2% BSA rungspufer
+TRITC-Dextran+ 90°C
FITC-Albumin | 30 min
L]
\&°®9
@ e
PBS +0,2% BSA Gelapplikation
Elektrophorese
3h /Bbur:’a“mz Bluesilverfarbung
oben+unten
]
Vergleich der
i 465 Farbeintensitat
umin:485nm| AIDA
Dextran:540nm b
- 0
WT D10 E10
r 1 T 1
PFU 1.1
P =<—°“a‘x V X — X7 )X factor crenmen
ge
PFU, t A

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs zur Permeabilitatsmessung. Links:
Ubersicht der Zellkultivierung auf PET-Membraneinsatzen und anschlieBende Vermessung der
TRITC-Dextran und FITC-Albumin Permeabilitat. Rechts: Optische und densitometrische
Validierung der Einzelschichtkonfluenz. Erstellt mit BioRender

Die Transporteigenschafen der BeWo-Zelllinien kann durch Messung der Durchlassigkeit einer
Zellschicht Zur

parazelluldaren Transports sind TRITC-Dextran- und fir die des para- und transzelluldren

in einem Transwellsystem charakterisiert werden. Ermittlung des
Transports FITC-Albumin gangige Substrate. Zunachst wurden Polyethylenterephthalat (PET)
Einséatze (Corning, #353495, @ 0,33cm?) in einer 24-Well Platte (Falcon) mit 100uL 0,4mg/mL
humanem Plazentakollagen (2.1.3) in H2O fir 3h unter einer Laminar-Flow-Haube beschichtet,
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wobei pro Versuch jeweils zwei zusatzliche Membranen als unbewachsene Negativkontrolle
mit inkubiert wurden. Diese diente der Konfluenz-Kontrolle. Wahrend die Zellen fiur die
Ausplattierung vorbereitet wurden, erfolgte eine Vorbefeuchtung der Membranen durch
Zugabe von vorgewarmten (37°C) PBS (2.1.2). 600uL BeWo-Zellkulturmedium (2.1.2) wurden
in die basale Kammer (unteres Kompartiment) gegeben und in die apikale Kammer (oberes
Kompartiment) das jeweilige Zellsuspensionsvolumen, das einer Aussaatdichte von 150.000-
200.000 Zellen fir den BeWo-Zell-TRPV6-Wildtyp und 50.000-100.000 Zellen fir die beiden
TRPV6-Mutanten D10 und E10 entsprach. Die Adaption der ausgesaten Zellzahl erfolgte
aufgrund der schnelleren Proliferationsrate der beiden TRPV6-Mutantenzelllinien. Am
Folgetag wurde ein Mediumwechsel in beiden Kammern durchgefihrt, der anschlieend alle
zwei Tage bis zur vollstdndigen Konfluenz ~ wiederholt wurde. Fir die
Permeabilitatsuntersuchung wurde die entsprechende Anzahl an Wells einer neuen 24-Well
Platte mit 600uL Leermedium (2.1.3) versehen (unteres Kompartiment). Das Medium der
apikalen Kammer wurde abgesaugt und die Einsatze wurden mit einer ausgekochten Pinzette
von der alten Platte in die Wells der neuen Platte Uberfihrt. Im Anschluss wurden 100uL
Ersatzmedium (2.1.3), welches die konjugierten Substrate TRITC -Dextran (1mg/mL) und
FITC-Albumin (0,25mg/mL) enthielt, in die apikale Kammer pipettiert und die Platte (37°C, 5%
CO,) inkubiert. Nach 3h wurden pro Transwellsystem jeweils 20uL aus der apikalen Kammer
und in einem separaten Eppendorfgefal® 20uL aus der jeweiligen Empfangerkammer (basale
Kammer) mit 180ul PBS verdiinnt, um die Transporteigenschaften von apikal nach basal zu
charakterisieren. Zur Ermittlung der Substratkonzentrationen in den Kammern wurde eine

Standartreihe erstellt:

1.Dextran: 1mg/mL, Albumin: 0,25mg/mL
2.Dextran: 0,5mg/mL, Albumin: 0,125mg/mL
3.Dextran: 0,25mg/mL, Albumin: 0,0625mg/mL

4. Dextran: 0,125mg/mL, Albumin: 0,031mg/mL

5. Dextran: 0,0625mg/mL, Albumin: 0,0156mg/mL
6. Dextran: 0,03125mg/mL, Albumin:0,0078mg/mL
7. Dextran: 0,0156mg/mL, Albumin: 0,0039mg/mL

8. Dextran: 0,0078mg/mL, Albumin: 0,00195mg/mL
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Pro Probe wurden technische Duplikate aus der apikalen und basalen Kammer, sowie die
Verdunnungsreihe auf eine schwarze Polystyrol-96-Well-Tecanplatten (Corning) aufgetragen
und die Fluoreszenzintensitat von FITC-Albumin bei 485nm und von TRITC-Dextran bei
540nm gemessen. Zur Berechnung des Permeabilitdtsfaktors P wurde folgende Formel

verwendet:

P = (M) T4 *1*1
RFUapikal

RFU basal= Mittelwert Fluoreszenzintensitat unten
RFU apikal= Mittelwert Fluoreszenzintensitat oben
V=Volumen

1/t= Zeit (3h)

1/A= 1/Membranflache des Transwell-Einsatzes

Im Anschluss an die Permeabilitdtsmessung von Albumin und Dextran erfolgte eine visuelle
Konfluenz-Kontrolle, indem die Membranen mit Hilfe einer Punkturnadel aus den Einséatzen
geldst wurden und die darauf befindlichen Zellen anschlieRend mittels HEAMA Schnellfarbe-
Kit angefarbt wurden (2.2.1.4). Lag keine Zellkonfluenz vor, wurde die jeweilige Membran
sowie die zugehdrigen Fluoreszenzintensitaten von der Auswertung ausgeschlossen. Um die
Proteinmenge innerhalb der Versuchsreihe miteinander zu vergleichen, wurden die Zellen
anschliefdend von der Membran geldst, indem sie in ein Eppendorfgefal’ Gberfuhrt, 50uL 2x-
Lammli-Denaturierungspuffer (2.1.6) appliziert und fiir 30 Min bei 90°C inkubiert wurde. Dabei
wurden Zell-Lysate generiert, wovon jeweils 15uL/Probe auf ein 4-20%-iges Mini-PROTEAN
® BioRad Gel aufgetragen wurden. Mittels Comassie Farbelésung (2.1.7) wurden die Proteine
auf dem Gel visualisiert und eine densitometrische Vergleichsanalyse mit der AIDA Image
Analysis Software durchgefiihrt. Die dadurch entstandenen Faktoren wurden mit den
zugehorigen Permeabilitatsfaktoren multipliziert, um die Zellmenge in die Auswertung mit

einzubeziehen.
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2.2.1.7 SiRNA-Transfektion zur Reduktion der TRPV6-mRNA in BeWo-Zellen

TRPV6 48-96h
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Abbildung 8: Experimenteller Aufbau der siRNA Transfektion zur Suppression der TRPV6 mRNA
in BeWo Wildtyp-Zellen. Transfektion der Zellen bei 70-prozentiger Konfluenz und Inkubation mit
gewahltem Transfektionskomplex fir 48-96h entsprechend der Zellvitalitat. Determinierung der
Hormonkonzentration aus Zellkulturiberstdanden und parallele Generierung von Zelllysaten zur
RNA-Extraktion, mit anschlieRender RT-PCR cDNA Synthese und Amplifikation mittels PCR zur
Evaluation der TRPV6 Reduktion mittels siRNA. Erstellt mit BioRender

Zur Validierung der funktionellen Unterschiede zwischen der BeWo-Wildtyp- und den
CRISPR/Cas9-Zelllinien wurde eine Transfektion mit TRPV6-gerichteten siRNAs
durchgefihrt, um die mRNA- und damit die TRPV6-Proteinexpression in der Wildtypzelllinie
zu reduzieren. Die Eigenschaften der so generierten TRPV6-Knockdownzellen wurden
anschlieBend mit denen der CRISPR/Cas9-Knockout D10-Zelllinie verglichen. Zwischen
340.000 und 420.000 BeWo-Zellen wurden in 6-Well-Platten ausgesat und 24h lang und unter
5% CO2und 37°C kultiviert. Die Zelltransfektion erfolgte unter Verwendung des in Opti-MEM™
Medium gel6sten Lipofectamine™ RNAIMAX Reagenz (Thermo Fisher Scientific). Hierbei
wurden 10-100nM TRPV6-spezifische siRNAs eingesetzt, entweder die TRPV6 adressierende
siRNA mit der ID 105492, die mit der ID 113577 oder alternativ ein Mix beider TRPV6
adressierenden siRNAs im Verhaltnis 1:1, sodass die siRNA-Endkonzentration ebenfalls
zwischen 10 und 100nM lag (Thermo Fisher Scientific). Diese Mischung wurde gemaf dem
Protokoll des Herstellers inkubiert und anschlieRend auf die Zellen pipettiert. Aulerdem wurde
ein Well jedes Experiments mit einer nicht zielgerichteten Kontroll-siRNA (Silencer® Select
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Negative control #1 REF 4390843, Thermo Fisher Scientific) transfiziert, um sicherzustellen,
dass das  Transfektionsreagenz  keine  ,Off-Target-Effekte®  verursacht.  Der
Transfektionskomplex verblieb zwischen 48h und einer Woche auf den Zellen und wurde alle
zwei Tage um 2mL Medium (2.1.2) ergénzt, um das Uberleben der Zellen sicherzustellen. Zur
Untersuchung der Hormonsekretion wurden die Hormonkonzentrationen in den
Zellkulturiberstanden der unterschiedlich transfizierten Zellen im Zentrallabor des
Universitatsklinikums des Saarlandes bestimmt. Die quantifizierten Werte wurden
anschlieBend auf die Gesamt-RNA-Menge sowie intraexperimentell relativ zur

Negativkontrolle normiert.
2.2.2 Genexpressionsanalyse

2.2.2.1 gPCR zur Quantifizierung der TRPV6-RNA-Expression

Die RNA der siRNA transfizierten BeWo-Zellen wurde mit dem ,RNeasy Mini Plus Kit* (Qiagen)
gemal dem Herstellerprotokoll extrahiert. Die Zellen wurden durch direkte Applikation von
600uL ,QIAGENs RLT Plus Puffer* (10uL BR-ME/ 1mL Puffer RLT Plus) und durch
Homogenisierung der Zellsuspension lysiert. Die RNA-Menge wurde mit einem
NanoPhotometer® N60/N50 (Implen) bei 260/280nm quantifiziert. Ausgehend von der RNA
wurde die cDNA-Synthese mit dem Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR
(Thermo Scientific) wie folgt durchgeflihrt: 100ng der isolierten Gesamt-RNA wurden mit 4pL
5x Reaktiosmix vermischt und mit Nuklease-freiem Wasser auf ein Volumen von 20uL
(25ng/uL) aufgefullt, gemischt und 10 Min bei 25°C und anschliefend 30 Min bei 55°C
inkubiert. Die enzymatische Reaktion wurde durch 5-minutiges Erhitzen auf 85°C beendet. Die
resultierende cDNA wurde als Vorlage fir die Amplifikation von TRPV6-Transkripten in BeWo-
Zellen durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) verwendet. Die PCR wurde mit 1,5uL 5ng/uL
cDNA, 0,1yL Phusion-Polymerase (NEB), 5x HF-Puffer, 0,2uL 10mM dNTPs
(Desoxynukleosidtriphosphate), 0,5uL jedes Primers (CACCATGTGCTGCATCTACC /
AATGACAGTCACCAGCTCC fur TRPV6 und GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG /
ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA fur GAPDH, 10mM) in einem Gesamtvolumen von 10uL
bei 98°C fur 60 Sek durchgefuhrt, gefolgt von einer Wiederholung von 20-45 Zyklen (98°C fur
10 Sek, 64°C fur 10 Sek und 72°C fir 10 Sek). Zur Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgte
die Auftrennung auf einem drei-prozentigen Agarosegel (inklusive 0,00003% Ethidiumbromid)
und die Dokumentation mit dem Gel Doc Imaging System (Herolab). Die Software ImageJ 1.54
wurde fir die quantitative Analyse der PCR-Gelbandenintensitat verwendet. Fir jedes
Experiment (n=5) wurden hierfir die PCR-Banden (Silencer ID 113577/ Silencer ID 105492/
Silencer 1:1 Mix, Silencer® Select Negative control #1) nach 30 PCR-Zyklen, normalisiert auf
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die Bandenintenistat des ,Housekeeping-Gens“ GAPDH nach 30 PCR-Zyklen, zum Vergleich

der TRPV6-Konzentrationen verwendet.
2.2.3 Immunzytochemie

2.2.3.1 Z0-1 Immunfarbung

Die BeWo-Zellen wurden fir die Immunfarbung auf Poly-L-Lysin-beschichtete Glaspaltten
ausgesat (2.2.1.3, @ 12mm), wobei pro Experiment und Klon bzw. Medium-Zusammensetzung
vier Glasplatten mit Zellen vorbereitet wurden. Nach einer Inkubationszeit von 24h und
Erreichen einer 70-prozentigen Zellkonfluenz wurden auf jeweils zwei Glasplatten 2mL
Zellkulturmedium mit DMSO als Negativkontrolle und auf die tbrigen zwei Glasplatten 30uM
FSK-haltiges Zellkulturmedium (2.1.2) zur Induktion der Synzytialisierung appliziert.
AnschlieRend erfolgte eine Inkubation Uber 48h. Nach mikroskopischer Konfluenz-Kontrolle
wurde die ZO-1 Immunfarbung durchgefiihrt. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit
300uL PBS (2.1.2) gewaschen und anschlieBend fir 20 Min bei -20°C mit 400uL 98%
gekuhltem Methanol (2.1.4) auf den Glasplatten fixiert. Nach Entfernung des Methanols
wurden die Zellen mit PBS gewaschen, 300uL frisch angesetzter Blocking-Puffer (2.1.4)
appliziert und fur eine Stunde bei Raumtemperatur auf der Schittelplatte inkubiert. Der
Blocking-Puffer wurde entfernt und die Zellen dreimal fur drei Min mit PBS gewaschen.
AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit 250uL des primaren Antikdrpers gegen das Tight-
Junction-Protein Zona Occludens 1 (anti-ZO-1, 2.1.8, Tab. 1) uber Nacht bei 4°C auf der
Schiuttelplatte. Am nachsten Tag wurde der primare Antikérper entfernt und die Zellen erneut
dreimal fur drei Minuten mit PBS gewaschen. Anschliel’end wurden sie fir eine Stunde bei
Raumtemperatur lichtgeschitzt mit 300uL des sekundaren Antikdrpers Alexa Fluor 488 anti-
rabbit (2.1.8, Tab. 2, in Blocking-Puffer) inkubiert. Nach Entfernung des Antikdrpers wurden
die Zellen erneut gewaschen, die Zellkerne mittels 10-minltiger DAPI-inkubation (1:1000 in
PBS) gefarbt, die Zellen finfmal gewaschen und die Glasplatten mit den Zellen auf
Objekttragern mit ,Mounting agent® (Thermo Scientific) befestigt. Die Objekttrager wurden fir
zwei Tage im Kihlschrank gelagert, um die Glasplatten auf dem Objekttrager zu fixieren. Bilder
der gefarbten BeWo-Zellen wurden mit einem Imager 2-Mikroskop (Zeiss) aufgenommen, das
mit einer Axiocam MRm (Zeiss) ausgestattet war. Die Auswertung erfolgte, indem der Fusions-
Index als Mal fiir die Zellfusion normiert auf die Zellzahl gebildet wurde (((NNS-S)/T) x 100%),
NNS= Anzahl der Kerne in Synzytien, S =Anzahl der Synzytien, T= Gesamtzahl der Kerne)
[180].
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2.2.3.2 ZellkerngréBenbestimmung

Zur klonspezifischen Bestimmung der ZellkerngroRen wurden die Aufnahmen der ZO-1
Immunfarbung (2.2.3.1) herangezogen in der die Zellkerne mit DAPI visualisiert wurden.
Hierbei wurden pro Zellklon und Bedingung der Durchmesser von mindestens 100 Zellkerne
mit der AxioVision SE64 Rel.4.9 Software (Zeiss) vermessen und die Messwerte zwischen den

Gruppen anschlie3end durch einen einseitigen ANOVA-Test verglichen.

2.2.4 Calcium Imaging mittels Fura-2

Relative Anderungen der intrazellularen Calciumkonzentration kdnnen mittels Fura-2
gemessen werden. Hierfir wurden die Zellklone zunachst auf Poly-L-Lysin beschichtete
Glasplatten (2.2.1.3 @ = 2,5cm) in Zellkulturschalen (Falcon, @ = 3cm) ausgesat und in 2mL
Zellkulturmedium fur 24h bei 37°C und 5% CO- kultiviert. Am Messtag wurden die Klone
sequenziell vermessen, indem 1mL Medium aus der jeweiligen Zellkulturschale entnommen
und 2uL Fura-2-acetoxymethylesther-Lésung (2.1.5) appliziert wurde. Nach Diffusion des
Fura-2-AM Moleklls in die Zelle wird die AM-Gruppe durch intrazellulare Esterasen
hydrolytisch abgespalten, sodass zytosolisch Fura-2 als Ca**-Chelator zur Verfiigung steht.
Nach 30-minutiger Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen dreimal mit Ringerldsung
(2.1.5) gewaschen, die Glasplatten in eine Kammer mit offenem Boden eingesetzt und
anschlieftend 300uL der Ringerlésung seitlich appliziert. Anschlie3end wurde die Kammer mit
den Zellen unter ein inverses Mikroskop (Axiovert S100, Zeiss) gelegt, das mit einem Fluar
20X/0,75 Objektiv (Zeiss), einem Monochromator (Polychrom V, TILL Photonics) und einer
gekuhlten ladungsgekoppelten (CCD) Kamera (Andor Technologies) ausgestattet war. Die
TILLvisION Software (TILL Photonics) wurde fur die Steuerung und Datenerfassung
verwendet. Einzelne Zellen wurden nach der Visualisierung durch monochromatisches Licht
der Wellenlange 360nm als ,Regions of Interest* (ROI) ausgewahlt, zwei bis drei leere
Bereiche als Hintergrund markiert und die emittierende Fluoreszenz von Fura-2 bei 510nm
wurde nach alternierender Anregung bei 340nm und 380nm (0,5Hz) fur 20 Millisekunden alle
zwei Sekunden aufgezeichnet (Fura-Filter CHROMA). Die Verhéltnisbilder wurden aus den bei
340 und 380nm aufgenommenen Fluoreszenzbildern nach Abzug der zellfreien
Hintergrundfluoreszenz berechnet und von der TILLvisION Software automatisch Gber die Zeit
aufgetragen. Die Endergebnisse reprasentieren das F340/F380-Verhaltnis und wurden unter
Zuhilfenahme des Programms Igor Pro zeitabhangig visualisiert. Flur die Ermittlung der
klonspezifischen basalen Calciumkonzentrationsunterschiede wurde der Mittelwert aus den
F340/F380-Verhaltnissen von Minute 2-3 jeder ausgewahlten RIO mit Excel berechnet, dem
jeweiligen Klonen zugeordnet und die Datensatze mit GraphPad Prism 9 mittels einseitigen
ANOVA Test statistisch ausgewertet.
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2.2.5 Untersuchung der Schwangerschaftshormonproduktion von BeWo-Wildtypzellen
und CRISPR/Cas9 Mutanten

Zur Untersuchung potenzieller Unterschiede in den Hormonsekretionsprofilen von B-hCG,
Progesteron und Estradiol wurden die Zellen gemall dem in Abschnitt 2.2.1.5 beschriebenen
Inkubationsprotokoll behandelt. Im Anschluss wurden die Hormonkonzentrationen sowohl
durch einen konventionellen Schwangerschaftstest (mdLab) als auch im Zentrallabor des
Universitatsklinikums des Saarlandes mittels ,Elektrochemilumineszenz-Immunoassay*
(ECLIA) quantifiziert wobei die identifizierten Hormonkonzentrationen sowohl auf 1ug Protein
als auch intraexperimentell bezogen auf den DMSO-behandelten BeWo-Wildtyp normiert
wurden [180]. Die zugehdrigen Zellen wurden darlber hinaus fur weiterfihrende biochemische

und massenspektrometrische Analysen aufgearbeitet.
2.2.6 Proteinbiochemie

2.2.6.1 RIPA-Lysat von BeWo-Wildtypzellen und CRISPR/Cas9 Mutanten

Die BeWo-Wildtypzellen und die CRISPR/Cas9 Mutanten wurden bis zur Konfluenz in groRen
Zellkulturflaschen (175cm?) kultiviert (2.2.1.1), geerntet und bei -80°C weggefroren. Zur
Herstellung eines Lysats wurden jeweils 3-5 Zellpellets mit Hilfe von 2mL RIPA-Puffer inklusive
Proteaseinhibitor (2.1.6) pro Zellpellet vereint und 30 Sekunden mit einer Ultraschallsonde
homogenisiert. Danach wurde jede Zellsuspension zehnmal mit einer Kanule (Braun, Sterican
@ 0,55 x 25mm) geschert und fir 30 Min im Kihlraum bei 4°C inkubiert. Nach der Inkubation
erfolgte die Zentrifugation der Suspension mit einer Ultrazentrifuge (Beckmann Coulter
OptimaTM MAX-E Ultrazentrifuge) bei 100.000 x g und 6°C fiir eine Stunde. Der Uberstand
(Solubilisat) wurde abpipettiert [180] und fir weitere Versuche, wie Immunprazipitationen,

Proteingele und Western Blots verwendet.

2.2.6.2 BCA Assay zur Proteinbestimmung
Die Proteinkonzentrationen der Solubilisate (2.2.6.1) wurde mit Hilfe des Pierce BCA Protein
Assay Kits (Thermo Fisher Scientific) bestimmt. Durch Herstellung einer BSA-Standartreihe
(0,0pg/mL, 10pg/mL, 20pg/mL, 40ug/mL, 60upg/mL, 80pg/mL. 100ug/mL) wurde eine
Eichgerade generiert. Aus 5L des jeweiligen RIPA-Lysats wurden 50uL 1:100, 1:200, 1:400
und 1:600 Verdinnungen hergestellt. Zur Herstellung des BCA-Reagenzes wurden die Pierce
BCA Protein Assay Reagent A und B-Lésungen im Verhaltnis 50:1 gemischt dann 300uL der
Lésung mit den verdinnten Proben und den BSA-Standards gemischt und 30 Min bei 60°C im
Heizblock unter Schitteln inkubiert. 300uL der Standartreihe und der Probenverdiinnungen
wurden auf eine 96-Well Mikrotestplatte (Sarstedt AG & Co.KG) pipettiert und die Absorption
bei 562nm photometrisch gemessen (Tecan Infinite M200).
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2.2.6.3 Proteinfallung

Waren die Proteinmengen der RIPA-Lysate gering, wurde eine Aufkonzentrierung mittels
Trichloressigsaure (TCA)/Aceton-Proteinfallung durchgefiihrt. Hierflir wurden die verdiinnten
Lésungen mit einem Proteingehalt von 200ug mit dem gleichen Volumen einer 40% TCA-
Stocklésung (4°C) gemischt, 20 Min auf Eis inkubiert, 10 Min bei 2°C und bei 12.000 x g
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde zweimal mit dem doppelten
Volumen Aceton gewaschen, gevortext, zentrifugiert und der Uberstand erneut verworfen. Das
Pellet wurde im offenen Eppendorfgefa® getrocknet und in 30pL 2x-Lammli-
Denaturierungspuffer (2.1.6) resuspendiert. Die Proben (200ug Protein/30uL) wurden dann

zur Analyse des Proteoms auf ein Gel aufgetragen [180].

2.2.6.4 Immunprazipitation von BeWo-Wildtypzellen und TRPV6-CRISPR/Cas9 Mutanten
Fir die Immunprazipitation eines Proteins wurde das RIPA-Lysat frisch hergestellt, wobei fur
jeden Klon die gleiche Menge an Ausgangsmaterial (3-4 Zellkulturflaschen) zur Lysat-
Herstellung verwendet wurde. Wahrend den Inkubations- und Zentrifugationsschritten der
Lysat-Herstellung (2.2.6.1) wurden die magnetischen Antikdrper-Beads vorbereitet: Hierzu
wurden jeweils 50uL Protein A-Beads/Puffer Suspension (Invitrogen Dynabeads™, Thermo
Fisher Scientific) in Eppendorfgefalle pipettiert, die Beads in einem Magnetstander
konzentriert, der Uberstand abgenommen, die Beads mit 500uL RIPA (2.1.6) versetzt,
gevortext und erneut im Magnetstander konzentriert. Dann wurden 200uL RIPA-Puffer sowie
10ug (£ 20uL) des polyklonalen TRPV6 Antikdrpers 429 (2.1.8, Tab. 1) zugegeben und fir 30
Min bei Raumtemperatur auf einem Drehschuittler inkubiert und bis zum Zentrifugationsende
der Zellsuspension auf Eis gestellt. Der Uberstand des inkubierten Bead-Antikdrper Ansatzes
wurde abgenommen und die Protein A-Antikdrper-Beads dreimal mit 500uL RIPA-Puffer
gewaschen. Die Bead-gebundenen Antikdrper wurden anschlieBend mit dem Lysat aus
mindestens drei groRen Zellkulturflaschen Uber Nacht bei 4°C inkubiert und am nachsten Tag
im Magnetstander erneut gewaschen. Die entstandenen Immunkomplexe wurden daraufhin in

50uL Denaturierungspuffer (2.1.6) aufgenommen und fiir 20 Min bei 60°C denaturiert.

2.2.6.5 Gelelektrophorese

Zur Proteintrennung wurde eine denaturierende Gelelektrophorese mit einem Bolt 4-12% Bis-
Tris Plus-Polyacrylamid Gradientengel (Thermo Fisher Scientific) durchgefiihrt. Dazu wurden
die Proteine im Gel in einem Bolt MOPS SDS Running Buffer (2.1.6) bei einer Spannung von
80V flur 15 Min und dann bis zum gewunschten Trennungsgrad bei 200V aufgetrennt [180].
Die gleichzeitige Auftrennung eines vorgefarbter Proteinmarkers (PageRuler Plus Prestained

Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific) diente hierbei als Orientierung.
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2.2.6.6 Western Blot

Die Proteine im Gel wurden mit Hilfe einer Blotting Kammer (Trans-Blot Turbo, Bio-Rad) unter
Verwendung des Transferpuffers (2.1.6) bei 1,3A fur 10 Min auf eine Nitrocellulosemembran
(Bio-Rad) Ubertragen. AnschlieRend wurden die Proteine mit Ponceaurot (2.1.6) auf der
Membran gefarbt, die Membran mit Wasser gewaschen und Marker sowie die Position der
aufgetrennten Proteinproben markiert. Daraufhin wurde die Membran fir eine Stunde bei
Raumtemperatur mit einem Blocking-Puffer (2.1.6) behandelt, kurz mit TBS (2.1.6) gewaschen
und Uber Nacht bei 4°C mit 10mL der Primarantikérperlésung (2.1.6) inkubiert. Nach der
nachtlichen Inkubation wurde der Blot dreimal fir 10 Min mit TBS-Puffer gewaschen, 1h mit
Sekundarantikérperlésung (2.1.6) bei Raumtemperatur inkubiert und erneut dreimal 10 Min mit
TBS gewaschen. Zur Detektion wurde der Blot eine Minute mit dem Western Lightning
Chemiluminescence Reagent Plus (2.1.6) behandelt. Die Chemilumineszenz wurde dann mit
Hilfe des LAS4000mini (ImageQuant™ LAS 4000 mini, GE Healthacre Bio-Sciences) zu den
Zeitpunkten 15 Sek, 1 Min, 5 Min und 60 Min visualisiert [180]. Die Auswertung erfolgte mit
dem AIDA Image Analyzer V.4.27 und CoreIDRAW X7. Sollte der Western Blot mit einem
anderen Antikdrper neu inkubiert werden, wurde der alte Antikdrper zunachst abgeldst. Dazu
wurde der Blot viermal fur 5 Min mit TBST (2.1.6) gewaschen, fur 30 Min mit Stripping-Puffer
(2.1.6) bei 50°C inkubiert, sechsmal fuir 5 Min mit TBST gewaschen und fir 1h blockiert (2.1.6).

Dann erfolgte die Inkubation mit dem neuen Primarantikorper.
2.2.7 Massenspektrometrie

2.2.7.1 Vorbereitung der Proben

Massenspektrometrische Messungen wurden zur Identifizierung von Proteinen in den Eluaten
nach Immunprazipitationen oder zur vergleichenden Analyse der BeWo-Zell Proteome
durchgefiihrt. 100 bis 200ug Protein aus den Zelllysaten bzw. die eluierten Immunprazipitate
wurden auf ein Bolt 4-12% Bis-Tris Plus-Polyacrylamid-Gradientengel (Thermo Fisher
Scientific) aufgetragen und mittels Gelelektrophorese bis zur gewinschten Laufstrecke
aufgetrennt (2.2.6.5). Zur Proteinfixation wurde das Gel 1h bei Raumtemperatur mit
Fixierldosung (2.1.7) behandelt. Daraufhin wurden die Proteine mit einer kolloidalen
Coomassie-Farbelésung (2.1.7) fir mindestens 30 Min gefarbt und das Gel dreimal unter
Schitteln fur 10 Min mit destilietem Wasser gewaschen. Vom Gel wurde aus
Dokumentationszwecken ein Foto angefertigt. Je nach Probenkomplexizitadt wurden 4-10
Gelbanden pro Probe ausgeschnitten und mit einer Pinzette entsprechend ihrer Laufposition
in beschriftete Eppendorfgefalie tberflhrt. Die Gelbanden wurden dann zweimal alternierend

fur 5 Min mit Waschlésung A und B (2.1.7) schittelnd gewaschen. Zur Reduktion von
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Disulfidbriicken wurden die Banden dann 30 Min bei 56°C in 10mM Dithiothreitol (in
Waschlésung A) inkubiert und die daraufhin frei vorliegenden Thiolgruppen durch Inkubation
bei RT im Dunkeln mit 5mM lodacteamid (in Waschlésung A) alkyliert. Nach Abnahme des
Uberstandes wurden die Banden erneut alternierend mit Waschldsung A und B fiir jeweils 5
Min gewaschen. Die Gelbanden wurden in einer Vakuumzentrifuge (Speed Vac Plus SC110
A, Savant) getrocknet und Giber Nacht mit jeweils 15 uL Porcine-Trypsin (20 ng/uL, Sequencing
grade, Promega) bei 37°C inkubiert. Durch zweifache Applikation von 35uL Extraktionspuffer
(2.1.7) auf die Gelsticke, 15-mindtige Inkubation im Ultraschallbad und Abnahme der
Uberstande, wurden die resultierenden Peptide aus dem Gel gelést. Das Extrakt wurde in einer
Vakuumzentrifuge bis zur Trockne eingedampft, in 20uL 0,1% Ameisensaure Ld&sung
aufgenommen, 10 Min zentrifugiert, die Proben in Autosampler geeignete Glasgefalle mit

Einsatz (Macherey-Nage GmbH) Uberfiihrt und mit einem Boérdeldeckel verschlossen [180].

2.2.7.2 Massenspektrometrie Nano-LC-HR-MS/MS

Die zu einer Probe gehorenden Extrakte, die aus acht bis zehn (Lysatanalyse) bzw. vier
(Immunprazipitatanalyse) Gelbanden generiert wurden, wurden einzeln vermessen und die
Rohdaten im Anschluss der Messung kombiniert. Pro Messung wurden 6uL tryptisches
Peptidextrakt mittels DDA-nano-LC-ESI-HR-MS/MS (data-dependent acquisition nano-liquid
chromatography—electrospray ionization—high resolution-tandem mass spectrometry)
analysiert. Hierfur wurde ein Ultimate 3000 RSLC Nano-Flussigchromatographie-System mit
integriertem Ultimate3000 RS-Autosampler mit einer Nanospray Flex lonenquelle (alles
Thermo Fisher Scientific), gekoppelt an ein Thermo Scientific Orbitrap Eclipse Tribrid
Massenspektrometer, verwendet. Zur chromatographischen Trennung wurde die Probe in ein
Saulensystem bestehend aus einer C18-Trap-Vorsaule (75um x 2cm, Acclaim
PepMap100C18, 3um, Thermo Fisher Scientific) und einer Umkehrphasensaule (nano viper
DNV Pep Map™ Neo capillary column, C18; 2um; 75um x 50cm, Thermo Fisher Scientific)
geleitet. Hierbei wurden zwei mobile Phasen eingesetzt: Puffer A, bestehend aus Wasser mit
0,1% Ameisensaure, und Puffer B, aus 90% Acetonitril und 0,1% Ameisensaure (2.1.7). Bei
einer Flussrate von 300 nL/Min wurde folgender 120-minutiger HPLC-Gradient erzeugt, womit
die Peptide entsprechend ihrer Polaritat getrennt und eluiert wurden: Min 0-5 4% Puffer B, Min
5-80 Erhdéhung von Puffer B-Anteil auf 31% , Min 80-95 Erhéhung von Puffer B-Anteil auf 50%,
Min 95-100 Erhéhung von Puffer B-Anteil auf 90%, Min 100-105 Puffer B-Anteil auf 90%
gehalten, Min 105-106 Reduktion von Puffer B-Anteil auf 4% und Min 106-120 Buffer B auf 4%
halten. Mit einem beschichteten Emitter (stainless steel, Thermo Fisher Scientific) wurde das
Eluat direkt (durch Anlegen einer 2,4keV Spannung) in das Massenspektrometer geleitet. Im

positiven Messmodus wurden MS1-Peptidspektren unter Verwendung des Orbitrap-
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Analysators erfasst, wobei eine Auflésung von 120.000, eine Radiofrequenz der
lonenfokussierungslinsen von 30% und ein m/z-Bereich von 375-1500 eingestellt wurden. Die
maximale Integrationszeit (MaxIT) wurde auf ,auto“ gesetzt und es wurde ein
Intensitatsschwellenwert von 10* definiert. Um die Analyse zu optimieren, wurde eine
dynamische Exklusion der zehn haufigsten Peptide fir einen Zeitraum von 60 Sekunden
durchgefuhrt. Die MS2-Spektren wurden in der linearen lonenfalle gesammelt, mit einem
Quadrupol-Modus isoliert (Isolationsfenster von 1,2), die Fragmentierung erfolgte durch
hochenergetische Kollisionsdissoziation (HCD) mit einer Kollisionsenergie von 30%, als
Scangeschwindigkeitseinstellung wurde ,fast‘ festgelegt und die Datenerfassung erfolgte im
Zentroid-Modus [180].

2.2.7.3 Auswertung der massenspektrometrischen Rohdaten

Die Analyse der massenspektrometrischen Rohdaten (,rawfiles“) erfolgte mit der Proteome
Discoverer 3.0 Software (Thermo Fisher Scientific) unter Verwendung des Sequest HT-
Algorithmus, wobei die Rohdaten, die zu einer Probe gehorten, als Fraktionen der Probe
zusammengefasst und mit der UniProt Homo sapiens-Datenbank abgeglichen wurden (20.354
Sequenzen, Version November 2023). Fur die Datenbanksuche wurden folgende Parameter
verwendet: Trypsin diente als proteolytisches Enzym, es wurden maximal zwei fehlende
interne Spaltstellen pro Peptid akzeptiert, eine Mutter-lonen-Massentoleranz von 10ppm fir
die Suche nach Peptidkandidaten und eine Fragment-lonen-Massentoleranz von 0,6 Dalton
fir passende Fragmentpeaks wurde erlaubt, sowie eine minimale Peptidlange von 6 und eine
maximale Lange von 144, die Carbamidomethylierung von Cystein wurde als statische und die
Oxidation (M) und N-Acetylierung als dynamische Modifikation zugelassen. Die Peptid-
Spektrum-Matches (PSM) wurden mit dem ,Percolator® unter Verwendung der ,, Target/Decoy-
Strategie” mittels g-Wert validiert. Die ,false discovery rate“ (FDR) wurde auf 0,01 gesetzt. Im
Rahmen der ,lable-free-quantification“ (LFQ) wurde der ,Minora Feature Detector” verwendet,
um chromatografische Peaks in MS1-Daten zu erkennen und sie den Peptidspektren
zuzuordnen. Nur PSM mit hoher Zuverlassigkeit wurden fir die Komponentenverifizierung
verwendet. Ein weiterer Teil der Quantifizierung ist die Zuordnung von ,Features® aus
verschiedenen Rohdaten durch Retentionszeitabgleich unter Verwendung des ,Feature
mapper”, wobei eine maximale Retentionszeitverschiebung von 10 und eine maximale
Massentoleranz von 10ppm zuldssig waren. Modifikationen mit einem geringerem
Wahrscheinlichkeitsschwellenwert als 75/100 wurden fir Peptide nicht angezeigt (,PSM
Grouper®). Zur Proteinidentifikation waren mindestens zwei exklusive Peptide notwendig. Es
wurden alle Peptide verwendet, die nicht von verschiedenen Proteinen oder Proteingruppen

gemeinsam genutzt wurden, und gemeinsam genutzte Peptide wurden dem Protein
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zugeordnet, das mehr I|dentifizierungen aufwies. Der ,Precursor lon Quantifier* war die
Hauptkomponente der LFQ, wobei die Abundanz der Vorlaufer, die zur statistischen Analyse
herangezogen wurde, auf der entsprechenden Intensitat basierte. Da die verwendete LFQ
hierfur stark unter fehlenden Werten leidet, nutzt die PD 3.0-software eine ,Match-between-
runs“ Funktion. Wenn ein Peptid in einer der Proben sicher identifiziert wurde, in einer anderen
hingegen nicht, wird in dieser mittels festgelegter Retentionszeit- und m/z-Grenzwerte nach
einem ,LC-feature“-Kandidaten, der das fehlende Peptid sein kdnnte, gesucht. Wird eine
Ubereinstimmung gefunden liegt ein “Indizienbeweis* vor, der zur Angabe eines theoretischen
Abundanz-Wertes flr ein bestimmtes Peptid in einer Probe flihrt, in der es keinen direkten
Beweis fur das Vorhandensein dieses Peptids gibt. Zudem verwendet die Software zur
Korrektur von experimentellen Verzerrungen die Gesamtpeptidmenge zur Normalisierung. Die
Proteinabundanz-Werte wurden durch Summierung der Peptidabundanz-Werte der
Einzelproben berechnet. Die PD 3.0-Software verwendete die ,pairwise ratio“ Methode fir die
Analyse der ,Fold Change® und die Identifizierung von Unterschieden zwischen den Proben.
Die ,Abundanz-ratios” wurden als Median aller méglichen ,pairwise ratios“ der Replikate
angegeben, wobei die maximale ,Fold Change bei 100 lag. Zum Vergleich der
Proteinexpression zwischen zwei Gruppen wurde im PD 3.0 ein t-Test durchgefiihrt, wobei die
Verteilung der von der Software vorgegebenen ,Background“-Proteine zur Berechnung des p-
Werts herangezogen wurde [180]. Um mehr als zwei Gruppen miteinander zu vergleichen,
erfolgte ein ANOVA-Test auf Grundlage der Verteilung der individuellen Abundanz von

Proteinen oder Peptiden wobei die Signifikanzgrenze bei p<0,05 lag.

2.2.8 Datenverarbeitung, Visualisierung und statistische Analyse
Hormonkonzentrationen wurden entweder mit einem konventionellen Schwangerschaftstest
(mdLab) oder im Zentrallabor der Universitat des Saarlandes bestimmt. Igor Pro 6.31 wurde
fur die Visualisierung der intrazellularen Calciumkonzentrationsanderungen verwendet. Die
statistische Analyse von Hormonlevels, Fusionsindex, ZellkerngrofRen und der TRPV6 RNA-
Menge wurde mit Excel und GraphPad Prism 8.0.2 und die massenspektrometrische
Rohdatenverarbeitung und der Proteinexpressionsvergleich mit der Proteom Discoverer 3.0
Software (Thermo Fisher Scientific) durchgefiihrt. Beim Vergleich zweier Gruppen wurde der
ungepaarte t-Test herangezogen. Mehrere Bedingungen wurden mit Hilfe eines einseitigen
ANOVA Tests mit Bonferroni-Korrektur verglichen. Fur beide Tests wurde ein
Signifikanzniveau von p< 0,05 gewahlt.

Die allgemeinen GO-Term-Analysen wurden mit ShinyGO 0.82 durchgeflhrt. Hierflr erfolgte
die Berechnung der ,false discovery rate (FDR) mittels Benjamini-Hochberg-Methode und der

P-Wert wurde mit dem hypergeometrischen Test berechnet. Fold Enrichments stellen den

39



Prozentsatz der Gene einer Liste, die in einem Pfad liegen, durch den entsprechenden
Prozentsatz in den Hintergrundgenen (Hintergrund-Gene= alle proteinkodierenden Gene) dar.
Es wurden nur Pfade berucksichtigt, die innerhalb definierten Pfadgrof3e von 2-5000 liegen.
Nach der Analyse wurden die Pfade anhand eines FDR-Cutoffs von 0,05 gefiltert. Zudem
wurden signifikante Pfade zunachst nach FDR gefiltert und sortiert und dann die besten 15
nach Fold-Enrichment sortiert. Dartber hinaus erfolgte eine additive manuelle GO-Term-
Analyse, um gezielt Proteine zu identifizieren, die in einem der drei folgenden funktionellen
Kontexte relevant sind: (1) Calciumhomdoostase, (2) Steroidhormonbiosynthese und -sekretion
sowie Cholesterolstoffwechsel (als Steroidvorlaufer), und (3) Schwangerschaftsassoziierte
Prozesse. Hierzu wurden die jeweils in einem Zellklon angereicherten Proteine Uber die ID-
Mapping-Funktion der UniProt-Webplattform hochgeladen. Unter dem MenUpunkt ,,Customize
columns” wurde die Option ,Gene Ontology (Biological Process)” aktiviert, sodass samtliche
in UniProt hinterlegte GO-Terms zum biologischen Prozess fir jedes Protein in der
Ergebnistbersicht angezeigt wurden. Die so erzeugten Tabellen wurden anschliefend im
Excel-Format exportiert. In Excel erfolgte eine manuelle Durchsicht der GO-Terms nach
relevanten Schlusselbegriffen wie ,calcium®, ,channel, ,steroid hormone®, ,cholesterol,
,placenta” und ,pregnancy”. Ziel war es, Proteine zu identifizieren, deren GO-Terms Hinweise
auf eine funktionelle Zugehdorigkeit zu einer der drei zuvor definierten Kategorien geben. Diese
manuelle Zuordnung ermdglichte eine gezielte funktionelle Annotation der angereicherten
Proteine auflerhalb automatisierter Klassifikationsverfahren. Experimentelle Arbeitsablaufe
oder Signalkaskaden wurden mit BioRender.com und CoreIDRAW X7 17.0.0.491 (Corel,
Ottawa) erstellt. Kristallstrukturvisualisierungen wurden mit UCSF ChimeraX (Pettersen et al.,
2021) durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss verschiedener extrazelluldrer Calciumkonzentrationen auf Funktion und
Proteom von BeWo-Wildtypzellen

Die folgenden Ergebnisse wurden bereits im Rahmen einer Veroffentlichung in ,Reproductive
Biology and Endocrinology* publiziert [180]. Im Zentrum der zugrunde liegenden Studie stand
die Untersuchung des Proteinexpressionsprofils von BeWo-Wildtypzellen wahrend der durch
Forskolin (FSK) induzierten Synzytialisierung in Abhangigkeit von der extrazellularen
Calciumkonzentrationen. Ziel war es, die zelluldren Prozesse der Zelldifferenzierung néher zu
charakterisieren, trophoblastenspezifische Marker zu identifizieren und die Regulation der
Hormonproduktion unter diesen Bedingungen zu analysieren. Hierzu kamen sowohl die
immunzytochemische Farbung des Zona occludens 1 (ZO-1) Proteins (2.2.3.1), semi-
quantitative Massenspektrometrie-gestitzte Proteomanalysen (2.2.7) als auch funktionelle
Hormonmessungen von B-hCG, Progesteron und Estradiol (2.2.5) zum Einsatz. Im Folgenden
werden die wesentlichen Befunde dieser Untersuchung zusammengefasst dargestellt (Abb. 9
und 10).

3.1.1 Einfluss der extrazelluldaren Calciumkonzentration auf die Synzytialisierung und
Hormonsekretion von BeWo-Wildtypzellen

Der Prozess der FSK-induzierten Synzytialisierung wurde in BeWo-Wildtypzellen unter vier
verschiedenen Kultivierungsbedingungen untersucht. Hierfur wurde die
Lokalisationsanderung des  membranstandigen  tight junction Proteins ZO-1
immunzytochemisch visualisiert. Die BeWo-Wildtypzellen wurden auf Poly-L-Lysin-
beschichtete Glasplatten ausgesat (Abschnitt 2.2.1.3) und anschlieend fir 48h mit einem von
vier Kulturmedien behandelt: (1) DMSO bei regularer Calciumkonzentration (0,94mM), (2)
DMSO bei reduzierter Calciumkonzentration (0,35mM), (3) FSK bei regularer
Calciumkonzentration und (4) FSK bei reduzierter Calciumkonzentration (2.2.1.5). Nach der
Fixierung der Zellen erfolgte eine Inkubation mit einem spezifischen Antikérper gegen das ZO-
1 Protein, gefolgt von einer Inkubation mit einem Fluorophor-gekoppelten Anti-Kaninchen-
Zweitantikorper, sowie eine DAPI-Farbung zur Darstellung der Zellkerne (2.2.3.1). Zur
Quantifizierung der Zellfusion wurde der Fusionsindex herangezogen, der das Verhaltnis der
in Synzytien enthaltenen Zellkerne zur Gesamtanzahl an Zellkernen angibt. Obwohl unter der
reduzierten extrazelluldaren Calciumkonzentration von 0,35mM eine veranderte
Zellmorphologie festgestellt wird, sind die BeWo-Zellen weiterhin sowohl teilungs- als auch
fusionsfahig. Die Behandlung mit FSK fuhrt unter beiden Calciumkonzentrationen zu einer

signifikanten Erhéhung des Fusionsindex, wobei die Zellfusion unter normalen Bedingungen
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(0,94mM Ca?*) deutlich starker ausgepragt ist (Abb. 9A, B). In Abwesenheit von FSK ergibt
sich kein signifikanter Unterschied im Fusionsverhalten zwischen den Calciumbedingungen.
Auch die Sekretion von 3-hCG nach 48-stundiger Inkubation der Wildtypzellen unter den vier
unterschiedlichen Kulturbedingungen (2.2.5) zeigte eine Abhangigkeit von der extrazellularen
Calciumkonzentration: Zwar fihrt die Behandlung mit FSK sowohl unter niedrigem
extrazellularem Calcium (Ca?* L) als auch unter regularem Calcium (Ca** N) zu einem Anstieg
der B-hCG-Sekretion, jedoch liegen die Sekretionswerte unter Ca?* L signifikant unter denen
bei Ca?* N. Nach FSK-Stimulation erreicht die B-hCG-Konzentration unter Ca** L lediglich ein
Drittel des Niveaus, das unter Ca** N gemessen wird. Auch die basale Sekretion (ctrl) ist unter
Ca?* L reduziert (Abb. 9C). Die Konzentrationen von Progesteron und Estradiol steigen nach
FSK-Behandlung unter normalen extrazellularen Calcium-Bedingungen (Ca** N) ebenfalls
signifikant an. Im Gegensatz zu hCG zeigen sich jedoch keine calciumabhangigen
Unterschiede in der Sekretion dieser Steroidhormone (Abb. 9D, E). Insgesamt deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass extrazelluldares Calcium einen Einfluss auf die Synzytialisierung
und die B-hCG-Sekretion von BeWo-Zellen ausiibt, wahrend die Produktion von Progesteron

und Estradiol unter den gewahlten Bedingungen calciumunabhangig erfolgt.
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Abbildung 9: Zona occludens-1 (ZO-1) Immunfarbung und Hormonsekretion Zyto (DMSO)- und
Synzytiotrophoblast (FSK)-artiger BeWo Wildtypzellen kultiviert mit 0,35mM (L) oder 0,94mM (N)
calciumhaltigen Medium (A) Reprasentative Aufnahmen der ZO-1 Immunfarbung +DMSO
(ctrl)/FSK kultiviert mit niedriger (L=low) oder reguldrer (N=normal) Calciumkonzentration im
Zellkulturmedium. MaRstabbalken entspricht 100uM. (B) Statistische Auswertung der ZO-1
Farbung mittels Fusionsindex: (((N-S)/T)*100; N= Anzahl der Nuclei in Synzytien, S= Anzahl der
Synzytien, T= Gesamtzahl der Nuclei), Anzahl der ausgezahlten Bilder=6. Durchfiihrung eines
einseitigen ANOVA Tests mit Bonferroni-Korrektur, dargestellt als Mittelwert +SD, p>0,05= nicht
signifikant (n.s.), p=0,05-0.01 =*, p=0,01-0,001=**, p=0,001-0,0001=***, B-hCG (C), Progesteron
(D) und Estradiol (E) Quantifizierung in Uberstanden von BeWo Wildtypzellen kultiviert mit
niedriger (L) oder regularer (N) Calciumkonzentration +FSK/DMSO. Normierung der
Hormonwerte auf 1ug Protein des entsprechenden Zelllysats und darauffolgende Normierung auf
die Hormonkonzentrationen von Ca2?* N ctrl. Prifung auf signifikante Unterschiede durch
ungepaarten t-Test dargestellt als Mittelwert £ S.D, n=6 (hCG, Progesteron), n=4 (Estradiol)
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3.1.2 Untersuchung der Expression und Calciumabhéngigkeit fusionsinduzierter
Proteine in BeWo-Wildtypzellen

Der durch FSK-induzierte Synzytialisierungsprozess sollte zunachst unter regularen
extrazellularen Calciumbedingungen (Ca** N) analysiert werden, um
differenzierungsabhangige Veranderungen im Proteom der BeWo-Zellen zu identifizieren.
Hierzu wurden BeWo-Zellen in Medium mit 0,94mM Calcium entweder mit DMSO oder mit
FSK behandelt (2.2.1.5) und die daraus gewonnenen Lysate anschlieBend einer
massenspektrometrischen Analyse unterzogen. Von den 491 Proteinen mit signifikanten
Expressionsunterschieden lassen sich 40 identifizieren, deren Funktionen laut Literatur
entweder mit der Regulation oder Induktion der Zellfusion in Verbindung stehen und somit
bereits als Marker des Synzytialisierungsprozesses gelten, oder die mit Prozessen wie der
Synthese und dem Metabolismus von Steroid- und Glykoproteinhormonen sowie der
Plazentaentwicklung assoziiert sind. Mehrere dieser Proteine gelten zudem als in der Plazenta
angereichert oder plazentaspezifisch gebildet. Dazu z&hlen unter anderem: Protein S100-P
(S100P), Syncytin-2 (ERVFRD1), A-kinase anchor protein 12 (AKAP12), Syndecan-1 (SDC1),
Transient receptor potential cation channel subfamily V. member 2 (TRPV2), Placental growth
factor (PGF), Adiponectin receptor protein 1 (ADIPOR1), Cytochrome c oxidase subunit 7C
(COX7C), Inhibin alpha chain (INHA), Syncytin-1 (ERVW1) sowie Adrenodoxin (FDX1),
Cytochrome P450 (CYP) 11A1, Hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 1 (HSD17B1), 11-
beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 2 (HSD11B2) und Aromatase (CYP19A1) (Abb. 10
A).
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Abbildung 10: Analyse FSK induzierter Proteinexpression und der Calciumabhangigkeit.
Massenspektrometrische Analyse (MS) von Lysaten DMSO- und FSK-behandelter BeWo-
Wildtypzellen unter normalen Ca?**-Bedingungen (0,94mM; Ca%** N) (A) sowie von FSK-
behandelten Zellen unter normalen und reduzierten Ca?*-Bedingungen (0,35mM; Ca?* L) (B),
dargestellt als Vulcano-Blot auf Basis eines ungepaarten t-Tests der proteinspezifischen
Abundanz-Verhaltnisse der Vorlauferionen. Signifikanzniveau von p<0,05, Maximaler p-Wert=
1,0e-17, Maximale Abundance ratio= 100, n=4; x-Achse= binarer Logarithmus (Abundanz
Bedingung1/Bedingung 2); y-Achse= negativer dekadischer Logarithmus (P-Wert); schwarze
Datenpunkte= Log2 ratio 21 unter normalen Calciumbedingungen, rote Datenpunkte= Log2 ratio
21 unter reduzierten Calciumbedingungen. (C) Western Blot (WB) und MS-Analyse der
Aromatase- (C) und HSD11B2- Expression (E). Inkubation mit Calnexin-Antikérper als
Ladekontrolle. n=4 (WB und MS). (D) MS-Analyse der CYP11A1 und HSD17B1 Expression.
Durchfiihrung eines einseitigen ANOVA Tests mit Bonferroni-Korrektur, dargestellt als Mittelwert
+SD (C) (WB). Durchflihrung eines ungepaarten t-Tests dargestellt als Mittelwert + S.D, p>0,05=
nicht signifikant (n.s.), p=0,05-0,01 =*, p=0,01-0,001=**, p=0,001-0,0001=*** (MS) (C unten, E
rechts)

AnschlieRend wurde untersucht, inwieweit die Expression dieser Marker durch eine Reduktion

der extrazellularen Calciumkonzentration beeinflusst wird. Dazu wurde unter anderem ein
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semi-quantitativer Vergleich der Proteinexpression (2.2.7) von FSK-behandelten Zellen unter
reduzierter (0,35mM) und regularer (0,94mM) Calciumkonzentration (2.2.1.5) vorgenommen.
Im massenspektrometrischen Proteomvergleich zeigen exemplarisch AKAP12, PGF sowie die
Enzyme der Steroidhormonsynthese CYP11A1, HSD17B1 und CYP19A1 keine Unterschiede
in der Expression in Abhangigkeit der extrazellularen Calciumkonzentration (Abb. 10C, D). Fur
CYP19A1, eine P450-Monooxygenase, die die Umwandlung von C19-Androgenen in die C18-
Estrogene Estron und Estradiol katalysiert [181-183], lasst sich die Calciumunabhangigkeit
zusatzlich durch die Quantifizierung der CYP19A1-Bandenintensitdt im Western Blot
bestatigen (Abb. 10C). Dies steht im Einklang mit der ebenfalls nicht calciumabhangigen
Erhéhung der Estradiolkonzentration. Im Unterschied dazu zeigen andere Marker des
Synzytialisierungsprozesses eine klare Calciumabhangigkeit: das an der mitochondrialen
Elektronentransferkette der Steroidsynthese beteiligte FDX1 und die plazentaspezifische beta-
Untereinheit von hCG CGB3 wird in DMSO behandelten Zellen signifikant angereichert
detektiert wenn die Zellen unter reguldrem Calcium inkubiert wurden, wahrend HSD11B2, das
bioaktives Cortisol zu inaktivem Cortison metabolisiert und somit eine feto-maternale
Glukokortikoid-Barriere bildet [76], selbiges Expressionsmuster nach FSK Behandlung
aufweist was ebenfalls durch Western Blot Analyse bestatigt werden konnte (Abb. 10E).
Weitere calciumabhéangig exprimierte Marker umfassen S100P, ERVFRD1, SDC1 und
COXT7C, deren Expression nach FSK-Stimulation unter Ca?* N signifikant héher ausfallt als

unter Ca?* L.

Diese Ergebnisse verdeutlichen zum einen, dass bestimmte Proteine, die nach FSK-
Stimulation in BeWo-Zellen verstarkt exprimiert werden und beispielsweise der
Steroidhormonsynthese = zugeordnet sind, unabhangig von der extrazelluldren
Calciumkonzentration gebildet werden. Dies spiegelt sich sowohl in der vergleichbaren
Expression entsprechender Enzyme, wie etwa der Aromatase, als auch in der konstanten
Sekretion zugehdriger Hormone, wie beispielsweise Estradiol, im Zellkulturiberstand wider.
Im Gegensatz dazu zeigt sich bei anderen Markern, darunter CGB3, FDX1 und HSD11B2,
eine deutliche Calciumabhangigkeit: |hre Expression wird durch extrazelluldres Calcium
moduliert und nimmt bei reduzierter Calciumkonzentration ab. Fir CGB3 (hCG) manifestiert
sich dies zusatzlich in einer verminderten hormonellen Sekretion. Dartber hinaus ist auch der

FSK-induzierte Synzytialisierungsprozess in BeWo-Zellen selbst calciumabhangig.
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3.2 Analyse der genomischen Trpv6-Sequenz in den CRISPR/Cas9-modifizierten BeWo-
Klonen D10 und E10

Die Firma Ubigene wurde mit der Herstellung von TRPV6-Knockout BeWo-Zelllinien
beauftragt. Hierflir wurde das CRISPR/Cas9 System verwendet und mit zwei ,guide-RNAs*,
gerichtet gegen den Vorwarts- und Rickwartsstrang der TRPV6-DNA-Sequenz in Exon 1,
gearbeitet (Abb. 11A). Die adressierte Sequenz innerhalb des TRPV6 Exon 1 formt nach
Transkription durch Basenpaarbildung der komplementaren RNA-Nukleinbasen Cytosin (C)-
Guanin (G) und Adenin (A)-Uracil (U) auf mRNA Ebene eine Sekundarstruktur (RNA-folding
Phanomen) in Form einer charakteristischen Stammschleife, den sogenannten ,Stem loop*
[151]. Die Bildung dieser 120 Basenpaare umfassenden Schleifenstruktur wird als ursachlich
fur verschiedene translationsregulatorische Phanomene im Zusammenhang mit der Synthese
des humanen TRPV6-Proteins angesehen: 1) die Hinderung der Ribosomen in 3‘-Richtung zu
scannen und die Translation mit einem stromabwarts gelegenen AUG-Codon der mRNA zu
starten 2) die unkonventionelle Interaktion der Methionin-bindenden tRNA mit einem ACG-
Triplett um die TRPV6-Translation zu initiieren 3) die daraus resultierende Suppression der
Translation des TRPV6-Proteins in Sdugetieren. Ubigene generierte mit genannter Methodik
die zwei stabilen CRISPR/Cas9 BeWo-Zelllinien D10 und E10, die uns zusammen mit der
Referenz BeWo-Wildtypzelllinie, aus der die TRPV6-Mutantenzelllinien entstanden sind, und
den zugehdrigen Sequenzierungsdaten zugesendet wurden. Zusatzlich wurden die
bereitgestellten Sequenzierungsinformationen der Mutationszelllinien von PD Dr. Ulrich
Wissenbach (Fachbereich Experimentelle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie)
Uberprift und bestatigt. Die Ergebnisse der Sequenzierung und der daraus resultierenden

MRNA- bzw. Proteinstrukturen sind fur beide Zellklone in Abbildung 11 zusammengefasst.
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Abbildung 11: Darstellung der Sequenzierungsergebnisse der TRPV6 BeWo- Zellmutanten die
durch CRISPR/Cas9-vermittelte Genom-Editierung generiert wurden (A) TRPV6 Lokalisation auf
Chromosom 7 neben EPHB6 und TRPV5 Gen. Darunter die Struktur des humanen TRPV6 Gens
mit 15 Exons dargestellt als weiRe Boxen, UTRs als schwarze Boxen und Introns als Linien.
Darunter ein Teil der Ziel-Nukleotidsequenz, die von gRNA1 (GAGCCGGCCCTACACCCCAT +
PAM Motiv GGG, Vorwértsstrang) und gRNA2 (GGCCCACCGTCTCCCTGTAG+ PAM Motiv
AGG, Rickwartsstrang) in Exon 1 adressiert wurde, um TRPV6-CRISPR/Cas9 Mutanten zu
generieren. Unter der Nukleotidsequenz die Sekundarstruktur der TRPV6 mRNA inklusive ,Stem
Loop*, Start-ACG Codon und darauffolgendes Methionin codierendes AUG-Codon unterstrichen.
Darunter der adressierte Abschnitt des TRPV6 Peptids, erstes und zweites Methionin der
Peptidkette in grin. (B) Schematische Darstellung der beiden Allele (Deletion von 106 und 107
Basenpaaren) der heterozygoten CRIPSR/Cas9 Mutante ,E10“ und der vermuteten
Peptidsequenz. Deletierte Nukleotide in der Sekundarstruktur der mRNA als rote Punkte
gekennzeichnet und alternatives Start-Codon in griin dargestellt. Fehlende Aminosauren in
Peptidsequenz als rote Kreise gekennzeichnet und die allgemeine Darstellung des Kanalproteins
mit fehlender Sequenz als rot gestrichelte Linie im Protein dargestellt. (C) Schematische
Darstellung der homozygoten CRIPSR/Cas9 Mutante ,D10“ und der fehlenden Peptidsequenz die
durch Deletion von 26 Basenpaaren, Insertion eines Basenpaares und Mutation von vier
Basenpaaren entstanden ist, gekennzeichnet als rote Kreise. Geldschte und eingefligte
Nukleotide in der Sekundarstruktur der mRNA durch rote Punkte bzw. rote Buchstaben
gekennzeichnet. Darunter die modellhafte Darstellung des Kanalproteins, welches aufgrund der
Modifikationen nicht exprimiert wird (durchgestrichene Linie). Erstellt mit BioRender

Die Translation des TRPV6-Peptids, das aus 765 Aminosauren besteht, im BeWo-Zellwildtyp
beginnt mit einem Methionin (M1), das durch das ACG-Codon codiert wird (Abb. 11A). Im
Gegensatz dazu wird das 39 Basentripletts 3‘ stromabwarts liegende Methionin (M2) durch ein
konventionelles AUG-Triplett codiert. Der dazwischen liegende translationsregulatorische
~Stem-Loop“ der TRPV6-mRNA, aus dem der N-Terminus des Proteins entsteht, wurde im
Rahmen der CRISPR/Cas9-Genomeditierung auf DNA- Ebene gezielt von den verwendeten
gRNAs adressiert. In der BeWo-Zelllinie E10 resultiert die Wahl dieser Zielsequenz in der
Etablierung einer compound-heterozygoten TRPV6-CRISPR/Cas9-Mutante, die durch die
Deletion von 106 bzw. 107 Basenpaaren charakterisiert ist (Abb. 11B). Beide Allele evozieren,
dass anstelle des ACG-Codons das unmittelbar nach dem ,Stem-Loop“ folgende
konventionelle AUG-Codon als Start-Codon fir die Proteinbiosynthese fungiert, was die
Synthese eines verkirzten Kanalproteins, das einen fehlenden N-Terminus aufweist, zur Folge
haben wirde. Das Fehlen des beschriebenen N-Terminus wirde zu einer signifikanten
Reduktion der Translationssuppression und daher Uberexpression von TRPV6 in dieser
Zellmutante fuhren. Im Gegensatz dazu legt die Deletion von 19 Basenpaaren, gefolgt von
einer Mutation von Guanin zu Uracil (G>U), einer Insertion von Adenin (+A), die unmittelbar
darauffolgende Mutation von Uracil zu Guanin (U>G), eine zuséatzliche Deletion von 7
Basenpaaren und anschlieRende Mutation von Adenin-Uracil zu Uracil-Guanin (AU>UG) im
beschriebenen Sequenzbereich nahe, das weder ACG noch das unmittelbar nach dem ,Stem
loop* gelegene AUG als Codon zum Start der TRPV6 Proteinbiosynthese verwenden werden
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kann (Abb. 11C). Die Analyse der Sequenzierungsdaten impliziert daher die Klassifizierung
der CRISPR/Cas9-mutierten Zelllinie D10 als homozygoten Klon mit einem gezielten Knockout
des TRPV6-Gens. Zusammenfassend zeigen die Sequenzieranalysen der beiden
CRISPR/Cas9-Klone, dass Klon D10 vermutlich einen vollstdndigen TRPV6-Knockout
darstellt und kein Protein exprimiert. Klon E10 hingegen scheint ein TRPV6-Protein zu bilden,
das N-terminal um etwa 40 Aminosauren verkurzt ist und im Vergleich zum Wildtyp eine

starkere Expression aufweist.

3.3 Semiquantitative Untersuchung der TRPV6 Expression in BeWo-Wildtyp,- D10- und
E10-Zellinien

Zur Uberpriifung der Expression wurden der BeWo-Wildtyp und die beiden D10- und E10-
Zelllinien kultiviert, die Zellen geerntet (2.2.1.1) und RIPA-Lysate hergestellt (2.2.6.1). Der
Proteingehalt der Lysate wurde bestimmt und anschlieRend das TRPV6 Protein mit einem
gegen den C-Terminus gerichteten Antikorper (AK429, siehe Tab. 1) aus der jeweils gleichen
Menge Gesamtprotein immunprazipitiert (2.2.6.4). Die Eluate der TRPV6 Immunprazipitation
aus Wildtyp, D10 und E10 wurden anschliefend mittels Western Blot- (2.2.6.6) und
massenspektrometrischer Analyse (2.2.7) auf die Expression von TRPV6 hin untersucht
(Abb.12).
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Abbildung 12: Quantifizierung des TRPV6 Proteins nach Immunprazipitation (IP) in BeWo-
Zellwildtyp und BeWo CRISPR/Cas9-Mutanten D10 und E10 (A) Western Blot Analyse der
TRPV6-Expression in TRPV6-Immunprazipitationen. 1. Lysat TRPV6 transfizierter COS Zellen
als Positivkontrolle 2. IP TRPV6 aus BeWo WT Zellen 3. IP TRPV6 aus BeWo-D10 Zellen 4. IP
TRPV6 aus BeWo-E10 Zellen. Inkubation mit primarem TRPV6 Antikdrper gegen den C-Terminus
von TRPV6 und mit sekundadrem Anti-Kaninchen Antikorper. (B) Western Blot Analyse der
TRPVG6-Expression in IPs. Applikation von WT (1), D10 (2) und E10 (3) IP und links davon die
zugehorigen Uberstdnde der IP. Inkubation mit primarem TRPV6 Antikérper gegen den N-
Terminus von TRPV6 und mit sekunddrem Anti-Kaninchen Antikérper. (C) Lage der durch MS
Analyse identifizierten tryptischen TRPV6 Peptide innerhalb der humanen TRPV6
Proteinsequenz (Accesion-Nr. Q9H1DO0) in BeWo-Zellwildtyp (grau) und BeWo-Zell-Klon E10
(blau), n=3. (D) Summe zugehdriger massenspektrometrisch identifizierter TRPV6 ,Peptid-
Spektrum Matches (PSM)*
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Im Western Blot, der mit dem TRPV6-Antikérper inkubiert wurde, der sich gegen den C-
Terminus des TRPV6 Proteins richtet, wird ein Signal immunprazipitierter TRPV6-Proteine im
BeWo-Zellwildtyp (Abb. 12A, Spur 2) und ein starkeres Signal in der CRISPR/Cas9 BeWo-
Zellmutante E10 (Abb. 12A, Spur 4) bei ca. 85kDa detektiert, welches mit der theoretischen
Masse des Proteins (87,3kDa) tibereinstimmt und auch der Gré3e des in COS Zellen heterolog
Uberexprimierten TRPV6 Proteins (Abb. 12 A, Spur 1) entspricht. Die Beobachtung eines
intensiveren Signals im Zellklon E10 untermauert die Hypothese, dass mit dieser Zelllinie ein
Klon mit Gbermafiger Expression des TRPV6-Proteins produziert wurde. In der CRISPR/Cas9
BeWo-Zellmutante D10 ist kein TRPV6 im Western-Blot nachweisbar (Abb. 12A, Spur 3). Auf
einem weiteren Western-Blot, der mit einem Antikérper inkubiert wurde der sich gegen den, in
den CRISPR/Cas9 Zelllinien mutierten, N-Terminus richtet (polyklonaler Antikérper 1271),
kann lediglich im BeWo-Zellwildtyp ein schwaches Signal immunprazipitierter TRPV6-Proteine
nachgewiesen werden (Abb. 12B, Spur 1). Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen
der Sequenzierungsanalysen, die implizieren, dass in der BeWo-Zelllinie D10 kein TRPV6-
Protein und in der Zelllinie E10 ein verklrztes Protein ohne N-Terminus gebildet wird. Dartber
hinaus kann lediglich im BeWo-Zellwildtyp und in der Mutationszelllinie E10 TRPVG6
massenspektrometrisch detektiert werden. Die im Wildtyp erfassten Peptide decken 4% der
TRPV6 Aminosauresequenz ab wahrend in der E10-Mutante 15% abgedeckt werden (Abb.
12C). Dieselbe Tendenz zeigt die Summe aller ,Peptid Spektrum Matches® (PSM) in den
jeweiligen Klonen. Wahrend im Klon D10 erneut kein TRPV6 nachgewiesen wird, kdnnen im
BeWo-Wiltyp 6 und im Klon E10 16 PSM detektiert werden (Abb. 12D). Zusammengefasst
bestatigt sowohl die Western-Blot als auch die massenspektrometrische Analyse der drei
Klone die Sequenzierungsdaten. Es stehen daher fiur die folgenden Untersuchungen drei
Zelllinien zur Verfugung: 1) die BeWo-Wildtypzelllinie, die durch eine niedrige endogene
Expression des Volllangen-TRPV6-Proteins charakterisiert ist, 2) die BeWo-Zellmutante
(E10), die eine Uberexpression des verkiirzten TRPV6-Proteins aufweist, welches keinen

translationssupprimierenden N-Terminus enthalt und 3) die TRPV6-Knockoutzelllinie (D10).

3.4 Semiquantitative Untersuchung der TRPV6 Expression in Forskolin-behandelten
BeWo- Wildtyp-, D10- und E10-Zellinien

Da BeWo-Zellen nicht nur als Zytotrophoblast-artiges Zellmodel verwendet werden konnen,
sondern durch FSK-Behandlung fusionieren und Synzytiotrophoblast-artige Zellen bilden,
wurde die TRPV6-Expression in den drei BeWo-Zelllinien auch nach 48-stiindiger FSK-

Inkubation untersucht (2.2.1.5). Auch hier wurden zunachst Zelllysate aus jeweils drei gro3en
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Zellkulturflaschen pro Klon hergestellt (2.2.6.1) und TRPV6 anschlielend mittels

Immunprazipitation unter Verwendung des C-terminalen Antikdrper 429 angereichert (2.2.6.4).

A IP TRPV6 BeWo WT FSK B
Transient receptor potential cation channel subfamily V member 6 OS=Homo sapiens
MGPLQGDGGP ALGGADVAPR LSPVRVWPRP QAPKEPALHP MGLSLPKEKG LILCLWSKFC CTB-artig
RWFQRRESWA QSRDEQNLLQ QKREIWESPLENLIAARKDNDVOA LNKLLKYEDC KVHQRGAMGE
TALHIAALYD NLEAAMVLME AAPELVFEPM TSELYEGQTA LHIAVVNQNM NLVRALLARR 48h
ASVSARATGT AFRRSPCNLI YFGEHPLSFA ACVNSEEIVR EEIEHGADIRJAODSEGNTVE FSK
HILILOPNKT FACQOMYNLLL SYDRHGDHLQ PLDLVPNHOG LTPFKLAGVE GNTVMFQHLM
QKRKHTQWTY GPLTSTLYDL TEIDSSGDEQ SLLELIITTK KREARQILDQ TPVKELVSLK
WKRYGRPYFC MLGAIYLLYI ICFTMCCIYR PLKPRTNNRT SPRDNTLLQQ KEEOEAYMTE
KDDIRLVGEL VTVIGAIIIL LVEVPDIFRM GVTRFFGQTI LGGPFHVLII TYAFMVLVTM
VMRLISASGE VVPMSFALVL GWCNVMYFAR GFQMLGPFTI MIQKMIFGDL MRFCWLMAVV '
ILGFASAFYI IFQTEDPEEL GHFYDYPMAL FSTFELFLTI IDGPANYNVD LPFMYSITYA STB-artig
AFAITATLLM LNLLIAMMGD THWRVAHERD ELWREQOTVATIEVMBERK.PR CLWPRSGICG ‘_l P

REYGLGDRWF LRVEDRQDLN RQRIQRENQENEHERCSEDLD KDSVEKLELG CPFSPHLSLP TRPV6
MPSVSRSTSR SSANWERLRQ GTLRRDLRGI INRGLEDGES WEYQI

IP TRPV6 BeWo 10 FSK Transient receptor potential
Transient receptor potential cation channel subfamily V. member 6 OS=Homo sapiens catlor:) chgnnel subfamily V
MGPLQGDGGP ALGGADVAPR LSPVRVWPRP QAPKEPALHP MGLSLPKEKG LILCLWSKFC e

RWFQRRESWA QSRDEQNLLQ QKRINESBEBEBARRONDVOA LNKLLKYEDC KVHQRGAMGE TRPV6
TALHIAALYD NLEAAMVLME AAPELVFEPM TSELYEGQTA LHIAVVNQNM NLVRALLARR 207
ASVSARATGT AFRR

@ERKHTQWTY GPLTSTLYDL TEIDSSGDEQ SLLELIITTK KREARQILDQ TPVKELVSLK
WKRYGRPYFC MLGAIYLLYI ICFTMCCIYR PLKPRTNNRT SPRDNTLLQQ KEHOERSMEE s
BDDIRLVGEL VTVIGAIIIL LVEVPDIFRM GVTRFFGQTI LGGPFHVLII TYAFMVLVTM @8 103
VMRLISASGE VVPMSFALVL GWCNVMYFAR GFQMLGPFTI MIQKMIFGDL MRFCWLMAVV
ILGFASAFYI IFQTEDPEEL GHFYDYPMAL FSTFELFLTI IDGPANYNVD LPFMYSITYA 5
AFAITIATLLM LNLLIAMMGD THWRVAHERD ELWREQIVATHEVMEERKL.PR CLWPRSGICG
REYGLGDRWF LRVEDRQDLN RQRIQRENOBEEHERGSEDLD KDSVEKLELG CPFSPHLSLP
MPSVSRSTSR SSANWERLRQ GTLRRDLRGI INRGLEDGES WEYQI WT D10 E10
FSK FSK FSK

Abbildung 13: Quantifizierung des TRPV6 Proteins nach IP in BeWo-Zellwildtyp und BeWo
CRISPR/Cas9-Mutanten D10 und E10 nach FSK vermittelter Bildung von Synzytiotrophoblast-
artigen Zellen (A) Detektierte Aminosauresequenzen nach TRPV6-IP und
massenspektrometrischer Analyse in BeWo-Zellwildtyp (grau) und BeWo-Zell-Klon E10 (blau),
n=1. (B) Summe zugehdriger massenspektrometrisch identifizierten TRPV6 PSM

Auch in Synzytiotrophoblast-artigen BeWo-Zellen kann TRPV6 nur in der Wildtyp und der
CRISPR/Cas9 Mutanten-Zelllinie E10 nachgewiesen werden, wahrend im Klon D10 erneut
keine TRPV6 Peptide massenspektrometrisch detektiert werden konnten. Auch in dieser
Untersuchung bestatigte sich, dass die TRPV6-Uberexprimierende Mutante E10, hier mit 16
PSM (Abb. 13B), eine hdhere Anzahl an identifizierten Peptiden aufweist, sowie eine hdohere
Abdeckung der Aminosauresequenz, hier von 20% (Abb. 13A). Im Vergleich dazu ergibt die
Analyse des Wildtyps lediglich 8 PSM und eine Sequenzabdeckung von 12%. Tatsachlich
kann nach Induktion der Zellfusion eine vergleichsweise hohere Abdeckung der
Aminosauresequenz von TRPV6 in Wildtypzellen erreicht werden, als in den unbehandelten
Zellen die lediglich 4% Aminosaureabdeckung zeigen (Abb. 12C), die Anzahl an PSM war mit
6 im unbehandelten BeWo-Zellwildtyp jedoch &hnlich (Abb. 12D). Die erhohte
Sequenzabdeckung trotz vergleichbarer Anzahl an PSM lasst sich vermutlich durch die hohere

Variation an unterschiedlichen Peptiden erklaren, die nach der Behandlung mit FSK im Wildtyp
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identifiziert werden. Im Gegensatz dazu werden in den unbehandelten Wildtypzellen mehrere

Spektren fir identische Peptide detektiert.

3.5 Charakterisierung der Proliferationsrate von BeWo-Wildtyp-, D10- und E10-Zellinien
Nach Quantifizierung der TRPV6-Expression in den drei Zelllinien sollten zunachst
Unterschiede im Kultivierungsverhalten der Klone untersucht werden. Dafir wurde jeweils eine
100% konfluente Zellkulturflasche (75cm?) trypsiniert, die Zellen gezahlt und 120.000

Zellen/Klon in eine Zellkulturschale (@ 35mm) transferiert. Nach 24h wurde das Medium

abgenommen und es erfolgte eine Pappenheim Farbung (2.2.1.4) zur zellmorphologischen
Charakterisierung (Abb. 14).

BeWo Zell-Klon E1

RTSS o ew oy

S

120 000 Zellen/24h

Abbildung 14: Pappenheim-Farbung der BeWo-Zellklone nach 24h-Inkubation von 120.000
BeWo-Wildtyp-, D10- und E10-Zellen. Mikroskopische Analyse klonspezifische Konfluenz-
Unterschiede nach 24h mit Axio Imager M2 (Zeiss). Ma3stabbalken entspricht 100um

Morphologisch erscheinen die Zellen der CRISPR/Cas9-Knockoutmutante D10 kleiner als die
der TRPV6 exprimierenden Wildtyp- und E10-Zelllinie. Der Formvergleich der Wildtyp- und
E10-Zellen ergibt hingegen keine augenscheinlichen Unterschiede. Zudem zeigen beide
mutierten Zellklone, vor allem der Knockout D10, eine héhere Konfluenz nach 24-stiindiger

Inkubationszeit, was fiir eine schnellere Proliferation der D10- und E10-Zellen spricht.

3.6 Nachweis des Tight junction Proteins Zona-occludens-1 in BeWo-Wildtyp,- D10- und
E10-Zellinien

Um potenziell TRPV6-bedingte Unterschiede im Ausmaly der Zellfusion zu quantifizieren,
wurden die DMSO- oder FSK-behandelten BeWo-Zelllinien (2.2.1.5), analog zur Untersuchung
des Einflusses der extrazelluldren Calciumkonzentration, einer ZO-1-Immunfarbung
unterzogen (2.2.3.1). Dabei wurden die Zellen mit einem ZO-1-Antikorper (2.1.8, Tab.1), einem
Fluorophor-gekoppelten = Sekundarantikérper (2.1.8, Tab.2) sowie mit DAPI zur
Zellkernfarbung inkubiert. Das Ausmal der Synzytialisierung in den drei Zellklonen wurde

anschlieftend erneut durch Berechnung eines Fusionsindex quantifiziert [184] (Abb. 15).
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Abbildung 15: Visualisierung der Synzytialisierung mittels ZO-1 Immunfarbung. Inkubation der
BeWo-Zellklone +DMSO/FSK fir 48h und (A) Farbung mit einem ZO-1 Antikérper (griin) sowie
mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) zur Visulisierung der Zellkerne (blau) (B) Statistische
Auswertung mittels Fusionsindex: (((N-S)/T)*100; N= Anzahl der Nuclei in Synzytien, S= Anzahl
der Synzytien, T= Gesamtzahl der Nuclei), Anzahl der ausgezahlten Bilder=4. Durchfiihrung eines
einseitigen ANOVA Tests mit Bonferroni-Korrektur, dargestellt als Mittelwert +SD, p>0,05= nicht
signifikant (n.s.), p=0,05-0.01 =*, p=0,01-0,001=**, p=0,001-0,0001="**, Malstabbalken
entspricht 100 bzw. 20uM

In den DMSO behandelten Zytotrophoblast-artigen Zellklonen dominiert die Lokalisation des
Z0O-1 Proteins in der Plasmamembran, sodass eine Begrenzung der Einzelzellen beobachtet
werden kann. Im Gegensatz dazu weisen alle mit FSK stimulierten, Synzytiotrophoblast-
artigen Zelllinien eine signifikante Reduktion der ZO-1 Signalstarke und der kontinuierlichen
Farbung zwischen benachbarten Zellen auf, begleitet von einer vorherrschenden
intrazellularen Lokalisation des Proteins im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 15A). Sowohl
in den BeWo TRPV6-Wildtypzellen als auch in den CRISPR/Cas9-Mutationszelllinien
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induzierte die Behandlung mit FSK die Bildung mehrkerniger, Synzytiotrophoblast-artiger
Zellen, was sich in einem signifikanten Anstieg des Fusionsindexes im intra-klonalen Vergleich
zwischen behandelten und unbehandelten Zellen widerspiegelt (Abb. 15B). Der inter-klonale
Vergleich der Fusionsindizes, sowohl unter DMSO-Inkubation als auch nach FSK-Stimulation,
zeigt ebenfalls keine signifikanten Unterschiede im Ausmal der Zellfusion zwischen Wildtyp-
Zellen und den entsprechend behandelten Mutationszelllinien (D10, E10). Diese
Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Fahigkeit zur Synzytialiserung in den BeWo-

Zellklonen nicht von der Expression des TRPV6 Proteins abhangt.

3.7 Vergleich der ZellkerngroBe von BeWo-Wildtyp-, D10- und E10-Zellinien
Da die Pappenheim-Farbung morphologische Unterschiede in der ZellgréRe zeigte, erfolgte
im Rahmen der ZO-1-Immunfarbung zusatzlich eine mikroskopische Vermessung von
mindestens 100 DAPI-gefarbten Zellkernen pro Klon (2.2.3.2). Der Zellkerndurchmesser
wurde mithilfe der Software AxioVision SE64 Rel. 4.9 bestimmt (Abb. 16).
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Abbildung 16: Vergleichende Analyse der Zellkerngroflen der BeWo-Zelllinien WT (schwarz),
D10 (rot) und E10 (blau) nach DAPI-Farbung. (A) Exemplarische Aufnahmen der Zellkerne
DMSO/FSK behandelter Zellklone. (B) Quantifizierung der ZellkerngréRen. Anzahl der
ausgezahlten Zellkerne: WT DMSO n= 107, WT FSK n= 103, D10 DMSO n= 134, D10 FSK n=
123, E10 DMSO n= 112, E10 FSK n= 122; Statistische Auswertung mittels einseitiger ANOVA
Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur, Angabe der Mittelwerte +SD, p-Wert von > 0,05 = nicht
signifikant (ns), p = 0,05 (*), p = 0,01 (**) und p = 0,001 (***), p<0,0001 (****), MaRstabbalken
entspricht 50pm

Die Vergleichsanalyse zeigt, dass die durch FSK induzierte Zellfusion und der resultierende
Ubergang von Zyto- zu Synzytiotrophoblast-artigen BeWo-Zellen in allen drei Klonen mit einer
signifikanten VergrolRerung der Zellkerne korreliert (Abb. 16 A, B). Der Vergleich der TRPV6-

exprimierenden Zelllinien WT und E10, wie bereits in der Pappenheim-Farbung dokumentiert,

ergibt keine Unterschiede in der ZellkerngroBe. Allerdings bestatigen sich die zuvor
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beobachteten morphologischen Unterschiede zwischen dem Wildtyp und der CRISPR/Cas9-
Knockoutmutante D10 auch auf der Ebene der Zellkerne: Sowohl die Zellkerne der
Zytotrophoblast- als auch der Synzytiotrophoblast-artigen BeWo-Wildtypzellen weisen
signifikant grofRere Nuklei auf als die entsprechend behandelten D10-Knockoutzellen. Dies gilt
ebenfalls fiir den Vergleich der beiden Mutanten D10 und E10, wobei die Zellkerne der TRPV6-
uberexprimierenden Mutante E10 signifikant grof3er sind (Abb. 16B). Diese Ergebnisse stehen
im Einklang mit den vorherigen morphologischen Befunden und deuten darauf hin, dass das
Fehlen von TRPV6 in den untersuchten BeWo-Zelllinien einen signifikanten Einfluss auf die
Grole der Zellkerne hat.

3.8 Untersuchung der freien Calciumkonzentration im Zytosol von BeWo- Wildtyp-, D10-
und E10-Zellinien

Da TRPV6 als Calciumkanal in trophoblastahnlichen Zellen untersucht und gezielt verandert
wurde, sollten mdgliche Unterschiede in der basalen zytosolischen Ca?*-Konzentration
zwischen dem BeWo-Wildtyp und den TRPV6-Klonen D10 (kein TRPV6) und E10
(Uberexprimiert) analysiert werden. Daflir wurden die Zellen auf Glasplatten ausgesat (2.2.1.3)
und Ca?*-Imaging-Experimente mit dem Ca?-sensitiven Fluorophor Fura-2 und
calciumhaltiger Ringerlésung durchgefihrt, wobei der Quotient (F340/380) der Fura-2
Fluoreszenz zur relativen Quantifizierung der zytosolischen Calciumkonzentration
herangezogen wurde (2.2.4) (Abb. 17).
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Abbildung 17: Zytosolische Calcium-Konzentrationsunterschiede zwischen BeWo-Zelllinien (A)
Reprasentative Aufzeichnung der zytosolischen Calciumkonzentration von BeWo WT-, D10- und
E10-Zellen mittels Ca2*-Imaging. Daten als Mittelwerte + S.E.M., Mess-Zeit 60 Sekunden. (B)
Quantifizierung der relativen zytosolischen Ca?*-Konzentration von BeWo WT-, D10- und E10-
Zellen mittels Ca?*-Imaging. Bestimmung der basalen Ca?*-Konzentration durch Verwendung des
mittleren Verhaltnisses von Sekunde 120-180. Prifung auf signifikante Unterschiede durch
einseitigen ANOVA Test mit Bonferroni-Korrektur, dargestellt als Mittelwert £ S.D. n-Zellen aus
x-Experimenten (n/x) vermessen
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Der mittlere Fura-2-Fluoreszenzquotient zwischen Messminute zwei und drei, der fir die
Ermittlung des freien zytosolischen Calciumspiegels herangezogen wird, ist sowohl im Wildtyp
als auch in der TRPVG6-Uberexprimierenden E10 Zelllinie leicht, d.h. um ca. 10%, aber
signifikant héher als in der TRPV6-Knockoutmutante D10 (Abb. 17 A/B rot vs. schwarz und
blau). Der Vergleich der beiden TRPV6-exprimierenden Zelllinien (WT und E10) ergibt keinen
signifikanten Unterschied des basalen Calciumlevels, zeigt jedoch die Tendenz einer leicht
héheren Konzentration in der TRPV6-Uberexprimierenden Mutante (Abb. 17B, schwarz vs.
blau). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass TRPV6 an der Regulation der zytosolischen
Calciumkonzentration in den BeWo-Zelllinien beteiligt ist und eine Deletion des Proteins zu

einer Reduktion der basalen zytosolischen Calciumkonzentration flhrt.

3.9 Untersuchung der trans- und parazellularen Transporteigenschaften in BeWo-
Wildtyp-, D10- und E10-Zellinien

Da die BeWo-Zellen als Zellmodell fiir plazentare Trophoblasten verwendet werden, die eine
feto-maternale Barrierefunktion Ubernehmen, erfolgte als nachstes die Analyse der
Transporteigenschaften der verschiedenen BeWo-Zelllinien. Zu diesem Zweck wurden die drei
Klone auf mit humanem Plazentakollagen beschichtete Polyethylenterephthalat (PET)-
Membranen mit einer Porengréfle von 8 um ausgesat und bis zur Konfluenz kultiviert.
AnschlieRend wurden die parazellularen Transporteigenschaften von TRITC-Dextran sowie
der para- und transzellulare Transport von FITC-Albumin durch die Zellmonoschicht
untersucht. Hierzu wurden die jeweiligen Konzentrationen im apikalen und basalen
Kompartiment nach dreistindiger Inkubation bestimmt und zur Berechnung eines
Permeabilitatsfaktors herangezogen (2.2.1.6) (Abb. 18).
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Abbildung 18: Uberprifung der Substratpermeabilitdt von Albumin und Dextran durch
Monoschicht von BeWo-Zellklonen. Quantifizierung der Permeabilitat von Albumin (A) und
Dextran (B) mittels Permeabilitatsfaktor, normiert auf Zellmenge pro Membran, dargestellt in
Relation zur Permeabilitat durch Zell-lose Kontroll-Einsatze, n=5

Die Untersuchung der para- und transzelulldaren Permeabilitdt von Albumin durch die
Monoschichten zeigt zwar die Tendenz einer héheren Transportrate durch die kleineren Zellen
des TRPV6 Knockoutklons D10, der statistische Vergleich der drei Zellklone ergibt jedoch
keine signifikanten Unterschiede. Im Gegensatz dazu zeigt die Analyse des parazellularen
Transports von Dextran, dass der Transfer im TRPV6-liberexprimierenden Klon E10 im
Vergleich zum TRPV6-Knockout D10 oder zum niedrig exprimierenden Wildtyp signifikant
reduziert ist. Demnach hatten hohe TRPV6 Mengen einen supprimierenden Effekt auf den

parazellularen Transport durch Trophoblasten.

3.10 Vergleich der Hormonsekretionsfahigkeit von BeWo-Wildtyp-, D10- und E10-
Zellinie

Wie unter 1.1.3 erdrtert, bilden BeWo-Zellen wie auch plazentare Trophoblasten das
Glykoprotein-Hormon humanes Choriogonadotropin (hCG) sowie die
schwangerschaftsrelevanten Steroidhormone Progesteron und Estradiol. Daher sollte im
Nachfolgenden untersucht werden, ob der TRPV6-Verlust bzw. die TRPV6-Uberexpression in
der Epithelzell-artigen BeWo-Zelllinie deren Fahigkeit der Hormonsekretion beeinflusst. Dafur
wurde die Hormonkonzentration im Zellkulturtiberstand der Zellklone nach 48-stiindiger DMSO

bzw. FSK-Behandlung (2.2.1.5) bestimmt, um die Sekretionseigenschaften von sowohl Zyto-
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als auch Synzytiotrophoblast-artigen Zellen zu untersuchen (2.2.5). Um Einflisse von
interexperimentellen Schwankungen in der Auswertung zu reduzieren, wurde die
Konzentrationseinheit des jeweiligen Hormons auf 1ug Protein und auf den DMSO
behandelten Wildtyp jedes Experiments normiert (Abb. 19-21).
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Abbildung 19: Quantifizierung schwangerschaftsrelevanter Hormone (B-hCG, Progesteron,
Estradiol) in Uberstanden von BeWo-Zellklonen kultiviert fiir 48h mit 30uM FSK in 0,45% DMSO
oder nur mit 0,45% DMSO. Hormonbestimmung via ECLIA (Zentrallabor des Universitatsklinikum
des Saarlandes). Normierung der Hormonwerte auf 1ug Protein des entsprechenden Zelllysats
und darauffolgende Division der Hormonkonzentrationen in stimulierten Zellen (FSK) durch die
Konzentration in unstimulierten Zellen (DMSO). Prifung auf signifikante Unterschiede durch

ungepaarten t-Test dargestellt als Mittelwert £ S.D, n=6
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Da die Synzytialisierung in allen drei Zellklonen durch FSK induziert werden konnte (siehe 3.6,
Abb.15) wurde zunachst Uberprift, ob alle drei Zelllinien auch den damit einhergehenden
Anstieg an schwangerschaftsrelevanten Hormonen im Zellkulturiberstand aufweisen. Dazu
wurden intra-klonal die Sekretionseigenschaften von Zytotrophoblast- (DMSO) und
Synzytiotrophoblast-artigen (FSK) BeWo-Zellen verglichen. Im Rahmen der FSK-induzierten
Zellfusion zeigt sich in allen BeWo-Zelllinien ein signifikanter Anstieg sowohl von B-hCG als
auch von Progesteron, wahrend der Anstieg von Estradiol nach FSK-Stimulation nur im

Knockoutklon statistisch signifikant ist.

Da die Eigenschaften von hCG, Progesteron und Estradiol als Synzytialisierungsmarker in
allen drei Zellklonen weiterstgehend bestatigt werden konnten, sollte im Folgenden untersucht
werden, ob der inter-klonale Vergleich der Sekretionsfahigkeit TRPV6-bedingte Unterschiede
hervorbringt. Zunachst wurden die Hormonspiegel der DMSO-behandelten, Zytotrophoblast-
Zellklone  mittels

artigen kommerziellem Schwangerschaftstest (Abb. 20) und

Elektrochemilumineszenz-Immunassay (Abb. 21) (Zentrallabor) miteinander verglichen.
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Abbildung 20: Durchfihrung eines kommerziellen Schwangerschaftstests zum Nachweis von
humanem Choriongonadotropin (hCG) im Zellkulturiiberstand DMSO-stimulierter BeWo-Zellklone
(48h). C= Kontrolllinie, T= Testlinie

61



CTB-artig
~ TRPV6 ~1RPVE
B-hCG Progesteron Estradiol
1.5 1.5 1.5
>\ _0*6*007 >| <0,0001 '}' — d*kkk
23 | P |33 2 <0000
S 51.0+ 221.0 2 81.0
&5 ~ 83 22
23 - =2 == "
== [alra) an -T
0005+ o 0.5 = E 0.5+ .
=) == o o) $
= 'g a LT °
) B
0.0 : - 0.0 , , 0.0 , ;
WT D10 WT D10 WT D10
DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
CTB-artig
VS. ;
TRPV6 > TRPV6
B-hCG Progesteron Estradiol
4 n.s. 1.5 2.0 n.s.
p=0,3504 -y =0,4796
= _ ° = =0,0938 = !
22 3 EE, 1 | 2308
s 2510 1| 2R ]
S5 23 8810
23 27 =2 . j s="Y7
g % [alra) [ala)
o 05—“ ‘C_> o
2k 17 i W = ® W = 0.5
Ll
0 , , 0.0 , , 0.0 , ,
WT  E10 WT  E10 WT  E10
DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO

Abbildung 21: Quantifizierung schwangerschaftsrelevanter Hormone (B-hCG, Progesteron,
Estradiol) in Uberstanden von BeWo-Zellklonen kultiviert fiir 48h in 0,45% DMSO, reprasentativ
fir plazentare Zytotrophoblasten. Normierung der Hormonwerte auf 1ug Protein des Zelllysats
und darauffolgende Division der Hormonkonzentrationen in TRPV6 Mutanten durch die
Konzentration im BeWo-Zellwildtyp. Prifung auf signifikante Unterschiede durch ungepaarten t-
Test dargestellt als Mittelwert + S.D, n=6
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Die nicht stimulierten BeWo-TRPV6-Knockoutzellen D10 (Abb. 21, rot) weisen im Vergleich zu
den Wildtypzellen eine signifikant reduzierte Sekretion von hCG, Progesteron und Estradiol in
den Zellkulturiberstand auf (Abb. 20, Abb. 21, schwarz), wobei bei allen drei Hormonen eine
mittlere Sekretionsreduktion um mindestens 50% vorliegt. Im Gegensatz dazu zeigt der
TRPV6-Uberexprimierende BeWo-Zellklon E10 keine signifikanten Unterschiede in der

Sekretionsfahigkeit im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 21 schwarz vs. blau).
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Abbildung 22: Quantifizierung schwangerschaftsrelevanter Hormone (B-hCG, Progesteron,
Estradiol) in Uberstanden von BeWo-Zellklonen kultiviert fiir 48h mit 30uM FSK in 0,45% DMSO,
reprasentativ fir plazentare Synzytiotrophoblasten. Normierung der Hormonwerte auf 1ug Protein
des Zelllysats und darauffolgende Division der Hormonkonzentrationen in TRPV6 Mutanten durch
die Konzentration im BeWo-Zellwildtyp. Prifung auf signifikante Unterschiede durch ungepaarten
t-Test dargestellt als Mittelwert £ S.D, n=6
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Nach FSK-Stimulation kénnen weder im TRPV6-Knockoutklon D10 noch im
uberexprimierenden Klon E10 signifikante Unterschiede in der Hormonsekretion gegeniber
dem BeWo-Wildtyp festgestellt werden (Abb. 22), wobei die Variabilitdt der Hormonsekretion
nach 48-stindiger FSK-Behandlung hoéher ist als nach der DMSO-Inkubation (Abb. 21). In
nicht-stimulierten BeWo-Zellen geht der Verlust von TRPV6 offenbar mit einer reduzierten
Hormonsekretion einher, wohingegen eine erhdhte TRPV6-Expression keine
sekretionsfordernden Effekte zu vermitteln scheint. Diese Ergebnisse implizieren, dass
gewisse TRPV6-Mengen fir die Hormonsekretion oder Synthese in plazentaren
Zytotrophoblasten notwendig sind. Die Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf
Synzytiotrophoblasten ist im Rahmen der vorliegenden Analyse nicht gegeben, da die
Aktivierung der Adenylatzyklase durch FSK die hormonelle Sekretionsfahigkeit des

Knockoutklons D10 erfolgreich reaktivieren konnte.

3.11 Vergleich der hormonellen Sekretionsaktivitat von BeWo-Wildtypzellen und siRNA-
induzierten TRPV6-Knockdownzellen

Durch CRISPR/Cas9-Genomeditierung wurde sowohl ein TRPV6-Knockoutklon (D10) als
auch ein TRPV6-uberexprimierender BeWo-Zellklon (E10) erzeugt, wodurch sich prinzipiell
die Moglichkeit ergibt, die Funktion des Proteins unter zwei kontraren
Expressionsbedingungen zu untersuchen. Allerdings lassen sich die beobachteten
funktionellen Unterschiede, die auf die jeweilige TRPV6-Expressionsmenge zurlickgefiihrt
werden, nicht durch den Vergleich mit einer zweiten, aus einer anderen Einzelzelle
abgeleiteten, CRISPR/Cas9-Zelllinie mit identischem Expressionsprofil absichern. Dadurch
kann eine eindeutige Unterscheidung zwischen TRPV6-spezifischen Effekten und potenziellen
klonalen Artefakten infolge der Genomeditierung nicht zweifelsfrei gewahrleistet werden.
Daher erfolgte die Evaluation der TRPV6 abhangigen Hormonsekretion, indem BeWo -
Wildtypzellen mit TRPV6-adressierenden siRNAs zur Suppression der TRPV6-Translation
transfiziert wurden (2.2.1.7). Die TRPV6 Menge wurde mittels RNA-Isolation, RT-PCR und
anschlieflender Amplifikation der so generierten cDNA mittels PCR und Applikation der PCR-
Produkte auf ein Ethidiumbromid-haltiges Agarosegel quantifiziert (die praktische
Durchfiihrung der (RT-)PCR erfolgte durch Stefanie Buchholz, Institut flir experimentelle
Pharmakologie & Toxikologie, Homburg) (2.2.2.1). Sofern eine Suppression der TRPV6-
Transkripte festgestellt wurde, erfolgte die Ermittlung der Hormonkonzentration im
zugehorigen Zellkulturiiberstand (Abb. 23). Es wurde anschlie®end Uberprift, ob diese Zellen
hinsichtlich ihrer Hormonsekretionsfahigkeit eine ahnliche Abweichung vom BeWo-Wildtyp

zeigten, wie sie zuvor im TRPV6-Knockoutklon D10 festgestellt wurde.
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Abbildung 23: Hormonsekretionsfahigkeit von BeWo-Wildtypzellen und siRNA-vermittelten
TRPV6-Knockdownzellen. (A) Vergleich der TRPV6-Bandenintensitat der TRPV6-PCR-Produkte
auf Agarosegel nach 30 Zyklen, normiert auf GAPDH Bandenintensitat. Zellen inkubiert mit nicht
zielgerichteter Kontroll-siRNA als Negativkontrolle (schwarz) oder verschiedenen Kombinationen
von TRPV6-siRNAs (10-100nM, grau). Prifung auf signifikante Unterschiede durch ungepaarten
t-Test dargestellt als Mittelwert £+ S.D, n=5. (B) Reprasentatives Gel verwendet zur
densitometrischen Quantifizierung der TRPV6-PCR-Produkte von BeWo-Wildtypzellen (WT),
TRPV6-siRNA behandelten BeWo-Zellen (si1/2), nicht zielgerichtete Kontroll-siRNA behandelten
BeWo-Zellen (nc), Transfektionsreagenz (tr) zum Ausschluss von Kontaminationen (oben).
Darunter GAPDH-PCR-Produkte (30 Zyklen) der einzelnen Proben als Ladekontrolle. B-hCG
[mIU/mL] (C), Progesteron [ng/mL] (D) und Estradiol [pg/mL] (E)-Spiegel in Zellkulturiiberstanden
von oben genannten BeWo-Zellen bestimmt durch ECLIA, normalisiert auf 1ng RNA und auf
Hormonspiegel der Negativkontrolle (= 100%). Unterschiede durch ungepaarten t-Test dargestellt
als Mittelwert + S.D, n=5

In den Transfektionsansatzen zeigt sich eine durchschnittliche Reduktion der TRPV6-

Transkripte um etwa 50% (Abb. 23A). Die Bestimmung der Hormonkonzentrationen in den
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Zellkulturiberstanden ergibt, dass insbesondere hCG (Abb. 23C), aber auch die Progesteron-
(Abb. 23D) und Estradiolspiegel (Abb. 23E), signifikant vermindert sind, wenn BeWo-Zellen
mit TRPV6-supprimierender siRNA anstelle einer nicht-zielgerichteten Kontroll-siRNA
transfiziert werden. Die vorliegenden Ergebnisse korrelieren daher mit den Beobachtungen
der TRPV6-CRISPR/Cas9 Knockoutzelllinie D10, die im Vergleich zum Wildtyp ebenfalls eine
signifikant reduzierte Sekretion von Hormonen in den Zellkulturtiberstand zeigt. Diese Analyse
unterstitzt daher die Annahme, dass eine reduzierte TRPVG6-Expression mit einer
gleichzeitigen Suppression der Synthese bzw. Sekretion von Glykoprotein- und

Steroidhormonen in plazentaren Trophoblasten assoziiert ist.

3.12 Proteomanalyse der BeWo-Zellklone

Im Anschluss an die Inkubation mit DMSO bzw. FSK (2.2.1.5) erfolgte eine
massenspektrometrische Analyse der Zelllysate. Diese Untersuchung verfolgte das Ziel, die
zuvor beobachteten funktionellen Unterschiede auf Proteinebene ndher zu charakterisieren
und den Einfluss von TRPV6 auf die Expression weiterer Proteine in BeWo-Zellen zu erfassen.
Zu diesem Zweck wurden die Zellen aus den Hormonbestimmungsversuchen (Abschnitt 3.10)
lysiert (2.2.6.1) und anschlieend einer Proteinquantifizierung (2.2.6.2) und -fallung (2.2.6.3)
zur Aufkonzentrierung unterzogen. Von jedem Klon wurden 200ug Gesamtprotein mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt und damit pro Probe zehn Gelbanden generiert. Nachdem die
einzelnen Gelbanden gewaschen wurden, erfolgte die Reduktion und Acetylierung, ein in Gel-
Verdau mit Trypsin und die Extraktion der Peptide (2.2.7.1). Uber einen 120-minitigen HPLC-
Gradienten wurden die Proben getrennt, massenspektrometrisch analysiert (2.2.7.2) und mit
der Proteom Discoverer Software miteinander verglichen (2.2.7.3). Im Folgenden werden die
Begriffe ,DMSO-behandelte Zellen“ und ,Zytotrophoblast-artige Zellen®, ,synzytialisiert",
Jfusioniert* und ,FSK-stimuliert®, sowie ,FSK-behandelte Zellen“ und ,Synzytiotrophoblast-

artige“ Zellen als Synonyme verwendet.
3.12.1 Proteomanalyse TRPV6 defizienter- und BeWo-Wildtypzellen

3.12.1.1 Proteomanalyse Zytotrophoblast-artiger TRPV6 defizienter- und BeWo-
Wildtypzellen
Aufgrund der Analyse drei biologischer Replikate pro Klon und der damit einhergehenden
Menge an Rohdaten konnten lediglich zwei Bedingungen miteinander verglichen werden
(2.2.7.3). Zunachst sollte der Einfluss von TRPV6 auf das Proteom von Zytotrophoblast (CTB)-
artigen BeWo-Zellen untersucht werden, weshalb die Lysate des DMSO-behandelten
Wildtypklons mit denen von DMSO behandelten-TRPV6-Knockout D10-Zellen verglichen
wurden (Abb. 24 und 25).
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Abbildung 24: Ubersicht der Ergebnisse der massenspektrometrischen Proteomanalyse von
DMSO behandelten BeWo-Wildtyp und BeWo-TRPV6-Knockoutzellen D10. Oben Venn-
Diagramm identifizierter (links) und quantifizierter Proteine (rechts). Darunter ,Gene Ontology-
Biological Process” Analyse von unterschiedlich exprimierten Proteinen (ShinyGO). Anzahl der
angereicherten Gene die einem Signalweg angehdren tGber Balken im Diagramm dargestellt
Die Proteomanalyse der BeWo-Wildtyp und TRPV6-Knockoutzellen zeigt, dass 93 Proteine
exklusiv im Wildtyp und 360 Proteine exklusiv im Knockoutklon exprimiert werden, wahrend
4346 Proteine in beiden Klonen detektiert werden kdénnen. Von den 4799 identifizierten
Proteinen sind nach statistischer Analyse 205 signifikant im Wildtyp angereichert und 596
Proteine im Klon D10. Das quantitative Profil impliziert daher, dass durch das Fehlen von
TRPV6 im Knockoutklon die Bildung von vielen Proteine induziert wird, gegebenenfalls um
potenzielle funktionelle Defizite zu kompensieren. Diese Hypothese wird durch die GO-Term
Analyse angereicherter Proteine im Knockoutklon D10 untermauert (2.2.8). Diese zeigt, dass
mehrere Proteine der DNA-Replikation, der DNA-vermittelten Transkription sowie ATP-
synthetisierender Prozesse signifikant haufiger detektiert werden. Im Wildtyp hingegen

dominieren Proteine der Zytoskelett-Organisation sowie der Gewebeentwicklung und
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Epithelzelldifferenzierung. Letzteres deckt sich mit der Charakterisierung der BeWo-Zellen als
Epithelzell-artige Modelzelllinie.

Vor dem Hintergrund der beobachteten Unterschiede in der Fura-2 Ratio als Parameter der
relativen intrazellularen Calciumkonzentration (3.8), sowie der Sekretion von Steroid- und
Glykoproteinhormonen (3.10) wurde im Folgenden eine gezielte Analyse solcher Proteine
angestrebt, die an den zugrunde liegenden Signalwegen beteiligt sind (2.2.8) und im Proteom

des Wildtyps im Vergleich zum TRPV6-Knockoutklon differenziell exprimiert werden (Abb. 25).
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Abbildung 25: Massenspektrometrische Analyse von Lysaten aus DMSO behandelten BeWo-
Wildtypzellen (rechts) und BeWo TRPV6-Knockoutzellen D10 (links), dargestellt als Vulcano-Blot
auf Basis eines ungepaarten t-Tests der proteinspezifischen Abundanz-Verhaltnisse der
Vorlauferionen. Signifikanzniveau p<0,05, maximaler p-Wert= 1,0e-17, maximale Abundance
ratio= 100, n=3; x-Achse= binarer Logarithmus (Abundanz WT/Abundanz D10); y-Achse=
negativer dekadischer Logarithmus (P-Wert); rote Datenpunkte= angereichert in BeWo D10
DMSO Lysaten, schwarze Datenpunkte= angereichert in BeWo Wildtyp DMSO Lysaten, graue
Datenpunkte= kein signifikanter Expressionsunterschied zwischen BeWo D10 und Wildtyp-
Lysaten. Hervorhebung von Proteinen des/der Calciumionen-Transfer/Homdostase (rot), der
Plazentaentwicklung/ schwangerschaftsrelevanter Funktion (gelb) und des/der Steroidhormon-
/Cholesterol- Metabolismus/Synthese/Sekretion (lila)
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In den Lysaten des TRPVG6-defizienten BeWo-Zellklons D10 sowie in den Lysaten des TRPV6-
exprimierenden BeWo-Zellwildtyps konnen Proteine der zuvor genannten Kategorien in
unterschiedlichem Ausmal identifiziert werden. Bei der Betrachtung des undifferenzierten
BeWo-Zellwildtyps fallt auf, dass im Vergleich zum TRPV6-Knockoutklon D10 eine signifikante
Anreicherung von Proteinen der Kategorien ,Steroidhormon- bzw. Cholesterol-Metabolismus,
Synthese oder Sekretion“ (lila) sowie von Proteinen mit schwangerschaftsrelevanten
Funktionen (gelb) zu verzeichnen ist: Als klassische Proteine der Steroidhormonsynthese sind
das Estradiol-synthetisierende Enzym Aromatase (CYP19A1), sowie der Glukokortikoid-
metabolisierende calciumabhangige Synzytialisierungsmarker HSD11B2 (3.1.2) [180], im
TRPV6-exprimierenden Wildtyp im Vergleich zum Knockoutklon signifikant angereichert. An
der Synthese des Steroidhormon-Vorlaufers Cholesterol ist unter anderem die Delta-(24) -
sterol Reduktase (DHCR24) beteiligt, indem sie die die Reduktion der delta-24-Doppelbindung
von Sterol-Zwischenprodukten katalysiert [185]. DHCR24 wird ebenfalls im TRPV6
exprimierenden BeWo-Zellwildtyp signifikant starker exprimiert. Im Wildtyp ist dartber hinaus
das Ca?**-bindende, Glukokortikoid-regulierte Protein Annexin A1 (ANXA1) signifikant
angereichert. Die G(i)-Protein-Untereinheit Alpha-1 (GNAI1), ein Guanin-Nukleotid-bindendes
Protein mit Transducer-Funktion in diversen G-Protein-gekoppelten Signalkaskaden, wird in
der Literatur mit der Aktivierung Cholesterolsynthese-assoziierter Prozesse in Verbindung
gebracht [186] und ist im BeWo-Wildtyp im Vergleich zum Knockoutklon deutlich starker
exprimiert. DarUiber hinaus wird bei Uniprot auch das Alpha-fetoprotein (AFP) als Teil des
Progesteron-Stoffwechselprozesses genannt und im Wildtyp signifikant mehr als im Knockout
detektiert.

Auch Proteine mit schwangerschaftsrelevanten Funktionen sind im Wildtyp im Vergleich zum
TRPV6-Knockoutklon 100-fach angereichert. Dazu zéhlen der Growth/differentiation factor 15
(GDF15), ein Schwangerschaftshormon, das eine starke plazentare Expression aufweist, der
calciumabhangige Synzytialisierungsmarker Syndecan-1 (SDC1) (3.1.2) [180] und der COUP
transcription factor 2 (NR2F2) der bei Uniprot unter anderem als Teil der Entwicklung der
mutterlichen Plazenta genannt wird. Darlber hinaus zeigen auch die Cystathionin-B-Synthase
(CBS), die laut Uniprot eine Rolle in maternalen Prozessen wahrend der Schwangerschaft
spielt, sowie das Melanoma-Associated Antigen D2 (MAGED2), das als essenziell fir die
fetale renale Salzrickresorption, die Fruchtwasserhomdostase und die Aufrechterhaltung der

Schwangerschaft beschrieben wird [187], im BeWo-Wildtyp eine erhdhte Expression.

Neben den signifikant angereicherten Proteinen der Hormonsynthese und Sekretion sowie der
Proteine, die mit der Schwangerschaft assoziiert werden, sind auch in geringerem Umfang

Proteine der Calciumhomdostase und des Transfers signifikant im Wildtyp angereichert. Der
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Transcription intermediary factor 1-alpha (TRIM24) und das Protein S100-A14 (S100A14) die
auf Uniprot als Teil der Calciumhomoostase erwahnt werden und das GRAM domain-
containing protein 2A (GRAMD2A), das als Regulator des Speicher-gesteuerten
Calciumeintritts fungiert [188], sind am starksten im Wildtyp angereichert. Ebenso ist der
Complement decay-accelerating factor (CD55), der die zytosolische Calciumkonzentration
positiv reguliert [189] und der Inositol 1,4,5-trisphosphate-gated calcium channel (ITPR3), der
Calcium aus dem Lumen des endoplasmatischen Retikulums ins Zytoplasma transportiert

[190], starker im Wildtyp exprimiert.

Im Vergleich zum Wildtyp zeigen sich jedoch Proteine, die an der Calciumhomd&ostase und
dem Calciumtransfer beteiligt sind, im TRPV6-Knockoutklon D10 signifikant verstarkt
exprimiert. In der TRPV6-CRISPR/Cas9-Knockoutmutante D10 werden das mitochondriale
Calcium Uptake Protein 1 (MICU1), das als Calciumsensor fungiert [191] und bei niedrigen
zytosolischen Calciumkonzentrationen die Pore des MCU-Kanals verschlief3t und so die
mitochondriale Calciumaufnahme verhindert [192], das SEC14 Domain and Spectrin Repeat-
Containing Protein 1 (SESTD1), das den Transmembrantransport von Calciumionen durch
spannungsgesteuerte Calciumkanale negativ reguliert und von dem beschrieben wird, dass
es mit TRPC4 und TRPC5 assoziiert ist [193], sowie Spatacsin (SPG11), das als Regulator
des homdostatischen Gleichgewichts zwischen Cholesterin-Transfer und zytosolischem
Calcium beschrieben wird [194], jeweils Uber 100-fach angereichert gemessen. Zudem sind in
der TRPV6-defizienten Zelllinie D10 Annexin 6 (ANXAG), ein potenzieller Regulator der Ca?*-
Freisetzung aus intrazellularen Speichern [195], das bei UniProt als Mediator der Mobilisierung
gebundener Calciumionen ins Zytosol beschriebene UBASH3B (Ubiquitin-associated and SH3
domain-containing protein B), das in Monozyten den Calciumimport regulierende Galectin-3
(LGALS3) [196] sowie Integrin aV (ITGAV) signifikant angereichert. Im TRPV6-Knockoutklon
D10 sind auch der Rap1 GTPase-GDP Dissociation Stimulator 1 (RAP1GDS1), Battenin
(CLN3) und die 3-Phosphoinositide-Dependent Protein Kinase 1 (PDPK1) starker exprimiert.
RAP1GDS1 beeinflusst die Calciumkonzentration negativ im endoplasmatischen Retikulum
und positiv in den Mitochondrien[197], CLN3 wird bei UniProt als Regulator der zytosolischen
Calciumkonzentration beschrieben und PDPK1 wirkt als Mediator, der die Freisetzung von

gebundenen Calciumionen in das Zytosol positiv beeinflusst [198].

Im TRPV6-defizienten Klon D10 sind zudem Proteine angereichert, die eine Relevanz fir
Schwangerschaft, Steroidhormonsynthese und zugehérige Signalwege besitzen. Hierzu
zahlen der Nuclear Receptor Coactivator 3 (NCOA3), der die plazentare Morphogenese
reguliert [199] und als selektiver Koaktivator der ERa-induzierten Stimulation des
plazentaspezifischen Proteins PLAC1 wirkt [200], das Cholesterolsynthese-Enzym 7-
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Dehydrocholesterol-Reduktase (DHCR?7) [201], das Estrogen-metabolisierende Enzym
Catechol-O-Methyltransferase (COMT) [202], der Elektronenlieferant der mitochondrialen
Pregnenolon-Synthese Adrenodoxin (FDX1) [203] sowie der Steroidhormonrezeptor ESRRA.
In diesem Klon dominiert jedoch die Expression von Proteinen der Calciumhomdostase, die

potenziell kompensatorisch vermehrt gebildet werden.

3.12.1.2 Proteomanalyse Synzytiotrophoblast-artiger TRPV6 defizienter- und BeWo-
Wildtypzellen

Um den Einfluss der FSK-Behandlung und der damit einhergehen Aktivierung der
Adenylatzyklase sowie Induktion der Synzytialisierung auf die Proteinexpression des TRPV6-
Knockoutklons D10 im Vergleich zum BeWo-Zellwildtyp zu untersuchen, wurde das Proteom
FSK-behandelter BeWo-Wildtyp- mit dem der Knockoutzellen D10 verglichen (2.2.1.5, 2.2.7)
(Abb. 26 und 27). Zudem sollte gepruft werden, ob die zuvor beobachteten
Expressionsunterschiede von Proteinen, die an der Calciumhomoostase, der
Hormonsynthese und von Proteinen, die im Kontext der Schwangerschaft erwahnt werden,

auch nach der Synzytialisierung (FSK-Behandlung) in den Zellen erhalten bleiben.
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Abbildung 26: Ubersicht der Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse von FSK
behandelten BeWo-Wildtyp und BeWo TRPV6 Knockoutzellen D10. Oben Venn-Diagramm
identifizierter (links) und quantifizierter Proteine (rechts). Darunter ,Gene Ontology-Biological
Process“ Analyse von unterschiedlich exprimierten Proteinen (ShinyGO). Anzahl der
angereicherten Gene die einem Signalweg angehdren Uber Balken im Diagramm dargestellt

In den durch FSK-Inkubation gebildeten Synzytiotrophoblast-artigen BeWo-Wildtyp- und
TRPV6-Knockout-Zelllysaten werden 80 Proteine nur im Wildtyp und 278 Proteine nur im
Knockoutklon exprimiert, wahrend 3918 Proteine in beiden Klonen detektierbar sind. Von den
4276 identifizierten Proteinen unterscheiden sich 3698 Proteine nicht signifikant in ihrer
Expression, wahrend 274 Proteine signifikant hoch und 304 im Wildtyp signifikant
herunterreguliert sind. Im Gegensatz zum quantitativen Profil der Zytotrophoblast-artigen
Zellen (3.12.1.1, Abb. 24), werden nach FSK-Stimulation vergleichbar viele Proteine
abundanter im Wildtyp und im TRPV6-Knockoutklon gebildet. Analysiert man auch hier intra-
klonal die Funktionen angereicherter Proteine fallt auf, dass nach der FSK-induzierten
Zellfusion eine weniger klare funktionelle Differenzierung angereicherter Proteine erkennbar
ist als in den DMSO-behandelten Zellen. In beiden Zellklonen sind unterschiedliche Proteine,
die an der zellularen Proteinbiosynthese beteiligt angereichert. Zudem weisen beide Klone
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eine erhohte Expression verschiedener Proteine auf, die fir die Zytoskelettorganisation
verantwortlich sind. Im Wildtyp findet man mehr Proteine die am Proteintransport-, im
Knockoutklon mehr Proteine, die am Proteinstoffwechsel beteiligt sind. Nach der FSK-
induzierten Zellfusion sind zudem Proteine, die den GO-Terms ,,Gewebeentwicklung“ und
~Epithelzelldifferenzierung“ zugeordnet werden, vermehrt im Knockoutklon detektierbar,
wahrend im Wildtyp Proteine dominieren, die allgemeineren GO-Terms wie der Biogenese
zellularer Komponenten zugeordnet werden konnen. Die zuvor beobachtete Abgrenzbarkeit
klonspezifisch angereicherter funktioneller Proteingruppen scheint nach FSK-Behandlung

nicht mehr so deutlich ausgepragt zu sein wie im Proteomvergleich DMSO-behandelter Zellen.
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Abbildung 27: Massenspektrometrische Analyse von Lysaten aus FSK- behandelten BeWo-
Wildtypzellen (rechts) und BeWo TRPV6-Knockoutzellen D10 (links), dargestellt als Vulcano-Blot
auf Basis eines ungepaarten t-Tests der proteinspezifischen Abundanz-Verhaltnisse der
Vorlauferionen. Signifikanzniveau p<0,05, maximaler p-Wert= 1,0e-17, maximale Abundance
ratio= 100, n=3; x-Achse= binarer Logarithmus (Abundanz WT/Abundanz D10); y-Achse=
negativer dekadischer Logarithmus (P-Wert); rote Datenpunkte= angereichert in BeWo D10 FSK
Lysaten, schwarze Datenpunkte= angereichert in BeWo-Wildtyp FSK Lysaten, graue
Datenpunkte= kein signifikanter Expressionsunterschied zwischen BeWo D10 und Wildtyp-
Lysaten. Hervorhebung von Proteinen des/der Calciumionen- Transfer/Homo&ostase (rot), der
Plazentaentwicklung/ schwangerschaftsrelevanter Funktion (gelb) und des/der Steroidhormon-
/Cholesterol- Metabolismus/Synthese/Sekretion (lila)

Wie bereits durch die GO-Term-Analyse der intra-klonal angereicherten Proteine angedeutet,
verlieren mehrere Proteine, die in DMSO-behandelten BeWo-Wildtypzellen gegentiber dem
TRPV6-Knockoutklon D10 signifikant starker exprimiert sind, nach FSK-induzierter Zellfusion
ihr differentielles Expressionsprofil. Aus der Kategorie der Steroidhormon-Synthese und
Sekretion trifft das auf das Estradiolsynthese-Enzym CYP19A1 und das Progesteron-
Stoffwechselprotein AFP zu. Zudem kann die Sterol-Reduktase DHCR24 nach FSK-

Inkubation nicht mehr detektiert werden. Das zuvor in DMSO-behandelten Wildtypzellen
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angereicherte Annexin A1 wird hingegen post-synzytial angereichert im TRPV6-Knockoutklon
D10 detektiert. Die Cortisol-metabolisierende Dehydrogenase HSD11B2 und das G-Protein
GNAI1 werden jedoch auch nach FSK-Behandlung starker im Wildtyp exprimiert, sodass
davon ausgegangen werden kann das diese Proteine sowohl in Zyto- als auch in
Synzytiotrophoblasten in Abhangigkeit von TRPV6 gebildet werden. Daruber hinaus lassen
sich nach FSK-induzierter Synzytialisierung weitere Proteine aus der Kategorie der
Steroidhormonsynthese identifizieren, die im BeWo-Wildtyp in héherem Male exprimiert sind
als im TRPV6-Knockoutklon. Dazu zahlt der Signal Transducer and Activator of Transcription
5B (STATSB), ein Signalprotein mit Einfluss auf den durch 20a-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase vermittelten Progesteronabbau [204] und regulatorischer Funktion im Kontext
der Synzytialisierung [205]. Ebenfalls angereichert sind das Aldo-Keto Reductase Family 1
Member B1 (AKR1B1), ein Vertreter der an der C21-Steroidhormonbiosynthese beteiligten
Aldo-Ketoreduktasen [206], sowie die Sterylsulfatase (STS), die Sulfatgruppen von
Steroidvorstufen abspaltet [207]. Auch die 17B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 7
(HSD17B7), ein weiteres Enzym der Steroidhormonsynthese [208], weist im Wildtyp eine

hohere Expression auf als im Knockout.

Aus der Gruppe der im BeWo-Wildtyp angereicherten, schwangerschaftsassoziierten Proteine
zeigen SDC1 und MAGED2 nach FSK-induzierter Zellfusion keine Expressionsunterschiede
mehr. NR2F2 wird nach FSK-Behandlung der Zellen nicht mehr detektiert, wahrend GDF15
und CBS auch nach Zellfusion signifikant starker im Wildtyp exprimiert werden, was auch hier
impliziert, dass die Bildung dieser plazentaren Proteine in Zyto- und Synzytiotrophoblasten
TRPV6-abhangig ist. Zusatzlich sind PAXIP1 (PAXIP1-associated glutamate-rich protein 1A),
das an der Chorionentwicklung beteiligt ist [209], sowie die laut UniProt mit embryonaler bzw.
Chorionentwicklung assoziierten Proteine Methyl-CpG-binding domain protein 3 (MDB3) und
DnaJ homolog subfamily B member 6 (DNAJB6) im TRPV6-exprimierenden
Synzytiotrophoblast-artigen BeWo-Wildtyp starker exprimiert. Analog dazu ist auch das
Protein argonaute-2 (AGO2), ein beschriebener Regulator der Trophoblasten-Migration [210],

signifikant im fusionierten Wildtyp angereichert.

Auch Proteine aus den GO-Term-Kategorien der Calciumhomoostase, die im Zytotrophoblast-
artigen Wildtyp signifikant angereichert waren, zeigen nach FSK-induzierter Zellfusion zum
Teil keine signifikanten Unterschiede in ihrer Anreicherung mehr. Sowohl S100A14 als auch
GRAMD2A werden nach Induktion der Zellfusion nicht mehr detektiert, wahrend TRIM24 und
der ITPR3-Kanal keine signifikanten Expressionsunterschiede mehr zwischen BeWo-Wildtyp
und TRPV6 Knockoutklon D10 zeigen. Nur CD55 zeigt auch nach FSK-Behandlung der Zellen
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einen signifikanten Expressionsunterschied. Zu den weiteren im fusionierten Wildtyp
angereicherten Proteinen der Calciumhomdostase zahlen die 1-phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate Phosphodiesterase gamma-1 (PLCG1), die Calcium-/Calmodulin-abhéangige
Protein Kinase Typ Il gamma Untereinheit (CAMK2G), das Homer Protein homolog 1
(HOMER1) und das Vacuole Membranprotein 1 (VMP1). PLCG1 reguliert die Freisetzung von
gebundenen Calciumionen in das Zytosol positiv [198], wahrend CAMK2G den
Calciumtransport [211], und VMP1 die ATP-ase gekoppelte Aktivitat von Calcium-
Transmembrantransportern induziert [212]. HOMER1 fungiert als Aktivitdtsregulator von

Kationenkanalen [213].

Auch im TRPV6-Knockout sollte anschlieRend gepruft werden, ob sich nach FSK-induzierter
Zellfusion die Expression jener Proteine verandert, die zuvor nach DMSO-Inkubation
gegenlber dem Wildtyp angereichert und funktionellen Kategorien zugeordnet wurden. Dabei
zeigt sich, dass viele dieser Proteine nach Aktivierung der Adenylatzyklase im TRPV6-
defizienten Klon D10 entweder nicht mehr detektiert werden kénnen oder keine signifikanten
Expressionsunterschiede zum Wildtyp mehr aufweisen. Ersteres trifft auf MICU1, SEST1,
RAP1GDS1, CLN3 und PDPK1 zu, Proteine mit Funktionen in der Calciumhomdostase, die
nach induzierter Zellfusion massenspektrometrisch nicht mehr nachweisbar sind. Weitere
Proteine der Calciumhomoostase wie SPG11, UBASH3B und LGALS3 werden zwar in FSK-
behandelten Zellen erfasst, weisen jedoch keine signifikanten Expressionsunterschiede mehr
auf. Lediglich ITGAV und Annexin A6 sind nach wie vor in der TRPV6-Knockoutmutante
signifikant angereichert. Darlber hinaus sind nach FSK-Behandlung in TRPVG6-
Knockoutzellen weitere Proteine angereichert: darunter PACSIN3 (Protein kinase C and
casein kinase substrate in neurons protein 3), PIEZO1 (Piezo-type mechanosensitive ion
channel component 1), GSTM2 (Glutathione S-transferase Mu 2), GPR32 (G-protein coupled
receptor 32), DIAPH1 (Diaphanous homolog 1), sowie die Calcium-Transporter PMCA1 und
PMCAS (Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1 und 3), und das Protein Huntingtin
(HTT).Bei all diesen Proteinen handelt es sich ebenfalls um Komponenten des
Calciumtransfers und der Homdostase [214-220]. Demnach bleiben auch nach der Zellfusion
potenziell kompensatorisch vor allem Proteine der Calciumhomdostase im TRPV6-

Knockoutklon angereichert.

Proteine der Steroidhormonkategorie, die in DMSO-behandelten Zytotrophoblasten in der
TRPV6-CRIPSR/Cas9 Knockoutzelllinie D10 starker exprimiert werden, sind nach Induktion
der Zellfusion entweder nicht mehr detektierbar (ESRRA) oder zeigen keine Unterschiede im
Expressionsprofil im Vergleich zum Wildtyp (DHCR7, COMT, FDX1). Stattdessen sind in FSK-
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behandelten TRPV6-Knockoutzellen das Disabled homolog 2 (DAB2) Protein, dessen
Expression durch verschiedene schwangerschaftsrelevante Hormone induziert wird [221],
sowie die Inhibin-alpha-Kette (INHA), die als Induktor der FSH-Sekretion fungieren kann [104],

signifikant angereichert.

Auch fir die Kategorie der schwangerschaftsrelevanten Proteine zeigt sich im TRPV6-
Knockoutklon nach FSK-induzierter Synzytialisierung ein verandertes Expressionsmuster:
Anstelle der in DMSO-behandelten D10-Zellen angereicherten Proteine lassen sich nun
andere Vertreter derselben Kategorie detektieren, die im Vergleich zum Wildtyp eine erhohte
Expression aufweisen. Hierzu zahlt beispielsweise der Bone Morphogenetic Protein Receptor
Type 2 (BMPR2), der an zentralen Regulationsprozessen an der feto-maternalen Schnittstelle
beteiligt ist [222], sowie MED1 (Mediator of RNA polymerase |l transcription subunit 1) ein
Faktor der murinen Plazentaentwicklung [223]. Ebenfalls signifikant angereichert im TRPV6-
Knockoutklon D10 ist MAP3K4 (Mitogen-activated Protein Kinase Kinase Kinase 4), ein
Regulator des IGF1R/Akt-Signalwegs mit Bedeutung fir das fetoplazentare Wachstum [224].
Gleiches gilt fur das Homeobox-Protein DLX3, das in die Differenzierung humaner
Trophoblasten involviert ist [225]. Zusatzlich sind im TRPV6-Knockoutklon zwei
Synzytialisierungsmarker signifikant starker exprimiert: die calciumabhangig gebildete
COXT7C, sowie das calciumunabhangig exprimierte AKAP12 (3.1.2) [180]. Zusammenfassend
zeigt sich, dass die zuvor klare funktionelle Trennung der im BeWo-Wildtyp und im TRPV6-
Knockoutklon  angereicherten Proteine nach der FSK-induzierten Fusion zu

Synzytiotrophoblast-artigen Zellen nicht mehr im gleichen Mal} erkennbar ist.
3.12.2 Proteomanalyse von TRPV6-iiberexprimierenden und BeWo-Wildtypzellen

3.12.2.1 Proteomanalyse von Zytotrophoblast-artigen TRPV6-iiberexprimierenden und
BeWo-Wildtypzellen

Im Anschluss an die Analyse des TRPV6-Defizits sollte der Einfluss einer Uberexpression auf
das BeWo-Proteom untersucht werden. Konform zu den vorherigen Vergleichsanalysen
wurden zunachst die massenspektrometrischen Daten von Zytotrophoblast-artigen, DMSO-
behandelten BeWo-Wildtypzellen mit denen der aquivalent inkubierten, TRPV6-
Uberexprimierenden Zellen E10 in Relation gesetzt (2.2.7) (Abb. 28 und 29).
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Abbildung 28: Ubersicht der Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse von DMSO
behandelten BeWo-Wildtyp- und BeWo TRPV6-liberexprimierenden-Zellen E10. Oben Venn-
Diagramm identifizierter (links) und quantifizierter Proteine (rechts). Darunter ,Gene Ontology-
Biological Process” Analyse von unterschiedlich exprimierten Proteinen (ShinyGO). Anzahl der
angereicherten Gene die einem Signalweg angehdren Uber Balken im Diagramm dargestellt

In der vergleichenden massenspektrometrischen Analyse von DMSO-behandelten Wildtyp-
und TRPV6-Uberexprimierenden E10-Zellen werden insgesamt 4079 Proteine identifiziert.
Davon sind 215 exklusiv und 288 signifikant angereichert im Wildtyp nachweisbar, wahrend
52 Proteine exklusiv und 305 signifikant starker im Zellklon E10 exprimiert sind (Abb. 28). 3486
Proteine unterscheiden sich nicht signifikant in ihrer Expression. Analog zum Vergleich mit
dem Knockoutklon D10 dominiert im BeWo-Wildtyp die Expression von Proteinen, die mit
zellularer Organisation, Epithelzelldifferenzierung und Gewebeentwicklung assoziiert sind. Im
TRPV6-Uberexprimierenden Klon hingegen weist die GO-Term-Analyse eine Anreicherung
von Proteinen auf, die an der Translation beteiligt sind, da samtliche finf dominanten
funktionellen Gruppierungen stark exprimierter Proteine in diesem Klon auf Prozesse der

Proteinbiosynthese abzielen. Eine hohere Menge an TRPVG6 in BeWo-Zellen konnte demnach
mit einer Intensivierung von Translationsprozessen einhergehen.
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Abbildung 29: Massenspektrometrische Analyse von Lysaten aus DMSO-behandelten BeWo-
Wildtypzellen (rechts) und BeWo TRPV6-iberexprimierenden E10 Zellen (links), dargestellt als
Vulcano-Blot auf Basis eines ungepaarten t-Tests der proteinspezifischen Abundanz-Verhaltnisse
der Vorlauferionen. Signifikanzniveau von p<0,05, Maximaler p-Wert= 1,0e-17, Maximale
Abundance ratio= 100, n=3; x-Achse= binarer Logarithmus (Abundanz WT/Abundanz D10); y-
Achse= negativer dekadischer Logarithmus (P-Wert); blaue Datenpunkte= angereichert in BeWo
E10 DMSO Lysaten, schwarze Datenpunkte= angereichert in BeWo-Wildtyp DMSO Lysaten,
graue Datenpunkte= kein signifikanter Expressionsunterschied zwischen BeWo E10 und Wildtyp-
Lysaten. Hervorhebung von Proteinen des/der Calciumionen- Transfer/Homdostase (rot), der
Plazentaentwicklung/ Schwangerschaftsrelevanter Funktion (gelb) und des/der Steroidhormon-
/Cholesterol- Metabolismus/Synthese/Sekretion (lila)

Auch im Vergleich von BeWo-Zellen mit unterschiedlicher TRPV6-Expression lassen sich
Proteine mit Funktionen in der Steroidhormonsynthese und -sekretion, der
Calciumhomdostase sowie mit einem Einfluss auf schwangerschaftsrelevante Prozesse
identifizieren, die in den jeweiligen Klonen signifikant unterschiedlich exprimiert sind (Abb. 29).
Analog zur Beobachtung zur Expressionsdefizienz im Knockout zeigt sich auch gegentber
dem TRPV6-uberexprimierenden Klon eine signifikant stérkere Aromatase-Expression im

Wildtyp. Eine ausgeglichene TRPV6-Expression scheint somit wichtig fur die Estradiol-
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Synthese in der Trophoblastenzelllinie zu sein, wobei Abweichungen nach oben oder unten
die Aromatase-Expression mindern. 17-beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 1
(HSD17B1), ein weiteres Enzym der Estradiolsynthese [226], ist ebenfalls im BeWo-Zellwildtyp
signifikant angereichert. Mehrere schwangerschaftsrelevante Proteine, darunter NCOA3 und
MED1, die bereits in vorangegangenen Analysen (3.12.1.2) differentiell exprimiert waren,
zeigen im Vergleich zwischen Wildtyp und TRPV6-uberexprimierender Mutante E10 eine
starkere Expression im Wildtyp. Erganzend sind auch der potenzielle Praeklampsiemarker
PIK3R1 (Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit alpha) [227], ein Regulator der
Trophoblasten-Differenzierung STK3 (Serine/threonine-protein kinase 3) [228], und der
trophektodermale Marker KRT19 (Keratin, type | cytoskeletal 19) im Wildtyp signifikant
angereichert [229]. Mit TRIM24 (3.12.1.1) und GSTM2 (3.12.1.2) sind zwei Proteine der
Calciumhomdostase, die bereits in vorherigen Vergleichsanalysen als differentiell exprimiert
detektiert wurden, im Wildtyp gegenuber der TRPVG6-iUberexprimierenden Mutante E10
signifikant angereichert. Erganzend zeigt sich auch fur das bislang nicht erfasste TPT1
(Translationally-controlled tumor protein), das am Calciumtransport in Trophoblasten beteiligt

ist [230], eine erhdhte Expression im Wildtyp.

Auch in den Zelllysaten der TRPV6-Uberexprimierenden E10-Zelllinie lassen sich Proteine der
drei genannten Funktionsgruppen angereichert detektieren. Als Proteine der Kategorie
,Steroidhormonsynthese“ zeigen die bereits in vorherigen Vergleichsanalysen differentiell
exprimierten Enzyme der Cholesterolsynthese DHCR7 und DHCR24 (3.12.1.1) sowie SCP2
(Sterol Carrier Protein 2) [231], CYP51A1(Lanosterol-14a-Demethylase) [232] und ACBD3
(Golgi-residente Protein GCP60) [233] eine erhdhte Expression im E10-Zellklon. Ebenso sind
die schwangerschaftsrelevanten Proteine ALPG (Alkaline Phosphatase-like Protein), MAP2K1
(Dual Specificity Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1) [234], und SOD1 (Superoxid-
Dismutase [Cu-Zn]) [235] in der TRPV6-Uberexprimierenden Mutante E10 im Vergleich zum
BeWo-Wildtyp signifikant starker exprimiert. UBASH3B, RAP1GDS1 und SESTD1, Proteine
der Calciumhomdostase, werden in beiden TRPV6-modulierten Zelllinien (D10 und E10)
signifikant starker exprimiert als im Wildtyp (3.11.1.1). Auch die calciumregulatorischen
Proteine Polycystin 1 (PKD1) [236] und Ubiquilin-1 (UBQLN1) [237] sind in E10 angereichert.
Damit unterscheiden sich die funktionellen Proteinprofile des DMSO-behandelten TRPV6-
Uberexprimierenden Klons E10 und des Wildtyps (3.12.2.1, Abb. 28 und 29), wobei die
Abgrenzung weniger deutlich ist als im Vergleich zwischen Wildtyp und TRPV6-Knockoutklon
(3.12.1.1, Abb. 24 und 25).

81



3.12.2.2 Proteomanalyse von Synzytiotrophoblast -artigen TRPV6-iiberexprimierenden
und BeWo-Wildtypzellen

Der Einfluss der FSK-Behandlung auf die Proteinexpression wurde auch in beiden Zelllinien
untersucht, die TRPV6 in unterschiedlichem Ausmalf’ exprimieren (2.2.1.5, 2.2.7) (Abb. 30).
Analog zur Analyse des TRPV6-Knockoutklons (3.12.1.2) wird zudem geprift, ob die in
DMSO-behandelten Wildtyp- und E10-Zellen identifizierten Expressionsunterschiede auch

nach FSK-induzierter Synzytialisierung bestehen bleiben (Abb. 31).
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Abbildung 30:

Ubersicht der Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse von FSK-
behandelten BeWo-Wildtyp und BeWo TRPV6-iberexprimierenden E10 Zellen. Oben Venn-

Diagramm identifizierter (links) und quantifizierter Proteine (rechts). Darunter ,Gene Ontology-
Biological Process” Analyse von unterschiedlich exprimierten Proteinen (ShinyGO). Anzahl der
angereicherten Gene die einem Signalweg angehdren Gber Balken im Diagramm dargestellt

In der massenspektrometrischen Analyse der Zelllysate werden insgesamt 3780 Proteine
identifiziert. Davon werden 78 Proteine ausschlie8lich im Wildtyp und 115 Proteine nur im
TRPVG6-uberexprimierenden E10-Zellklon gebildet. Die quantitative Analyse zeigt zudem, dass
268 Proteine signifikant starker im Wildtyp und 281 Proteine mehr im Klon E10 detektiert

werden, wahrend fur 3231 Proteine keine unterschiedliche Expression vorliegt (Abb. 30). Die
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allgemeine funktionelle Zuordnung der angereicherten Proteine zu biologischen Prozessen
stimmt in der TRPV6-Uberexprimierenden E10-Zelllinie mit den Ergebnissen unter DMSO-
Behandlung Uberein (Abb. 28). Auch in FSK-behandelten Synzytiotrophoblast-artigen E10
Zellen dominiert im Vergleich zum Wildtyp die Expression von Proteinen der
Proteinbiosynthese. Im Wildtyp sind erneut Proteine variabler zellularer Prozesse wie
Proteinlokalisation auf Chromosomen, Proteinkomplexaufbau sowie Transkription und die

Organisation von Organellen, abundant.
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Abbildung 31: Massenspektrometrische Analyse von Lysaten aus FSK-behandelten BeWo-
Wildtypzellen (rechts) und BeWo TRPV6-iiberexprimierenden Zellen E10 (links), dargestellt als
Vulcano-Blot auf Basis eines ungepaarten t-Tests der proteinspezifischen Abundanz-Verhaltnisse
der Vorlauferionen. Signifikanzniveau von p<0,05, Maximaler p-Wert= 1,0e-17, Maximale
Abundance ratio= 100, n=3; x-Achse= binadrer Logarithmus (Abundanz WT/Abundanz E10); y-
Achse= negativer dekadischer Logarithmus (P-Wert); blaue Datenpunkte= angereichert in BeWo
E10 FSK Lysaten, schwarze Datenpunkte= angereichert in BeWo-Wildtyp FSK Lysaten, graue
Datenpunkte= kein signifikanter Expressionsunterschied zwischen BeWo E10 und Wildtyp-
Lysaten. Hervorhebung von Proteinen des/der Calciumionen-Transfer/Homdostase (rot), der
Plazentaentwicklung/ Schwangerschaftsrelevanter Funktion (gelb) und des/der Steroidhormon-
/Cholesterol- Metabolismus/Synthese/Sekretion (lila)
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Mehrere Proteine der Calciumhomdostase (TPT1, UBSASH3B, UBQLN1), der
Steroidhormon-Sythese und Sekretion (HSD17B1, CHCR7, CHCR24, SCP2, CYP51A1,
ABCBD3) und relevante Proteine in der Schwangerschaft (MED1, KRT19, MAP2K1, ALPG)
zeigen nach Behandlung mit FSK keine signifikant unterschiedliche Expression mehr zwischen
der Wildtyp und der TRPV6-lberexprimierenden Zelllinie E10. Andere Proteine (PKD1,
GSTM2, RAP1GDS1, KDM5B, STK3) kdénnen nach der Zellfusion nicht mehr in der TRPV6-
exprimierenden Zelllinien detektiert werden, sodass diese moglichweise nur in

Zytotrophoblasten gebildet werden.

Die Aromatase ist in allen Vergleichsanalysen mit Ausnahme der FSK-behandelten Wildtyp-
und Knockoutzellen im TRPV6-Wildtyp starker exprimiert, auch im Vergleich zum FSK-
behandelten E10-Klon. Dies deutet darauf hin, dass eine Interaktion oder wechselseitige
Beeinflussung der Proteinsynthese von TRPV6 und Aromatase bestehen kénnte. HSD11B2
und HSD17B7 sind ebenfalls im FSK-behandelten Wildtyp gegenliber E10 signifikant
angereichert, wie zuvor im Vergleich zum Knockout (3.12.1.2). Schwangerschaftsrelevante
Proteine wie AGO2, PAXIP1 und CBS sind im BeWo-Wildtyp im Vergleich zu D10 und E10
durchgéangig signifikant angereichert. SOD1, das unter DMSO-Bedingung eine hdohere
Expression in E10 zeigte (3.12.2.1), ist nach FSK-Behandlung im Wildtyp angereichert. Auch
die mit Plazentadifferenzierung bzw. Trophoblastenmigration assoziierten Proteine GNA13
[238] und YTHDF3 [239] werden im Wildtyp mit hdherer Abundanz detektiert als im TRPV6-
Uberexprimierenden Klon E10. Die mit der Calciumhomdostase-assoziierten Proteine
HOMER1 und VMP1 sind im Synzytiotrophoblast-artigen BeWo-Wildtyp durchgangig starker
exprimiert als in D10 und E10. Auch ANXA6 und PACSIN3 zeigen nach FSK-Behandlung ein

entsprechendes Muster mit hdherer Expression im Wildtyp.

In den TRPVG6-Uberexprimierenden, Synzytiotrophoblast-artigen E10-Zellen werden auch
mehrere Proteine der Calciumhomoostase verstarkt exprimiert, darunter TRIM24, PIEZO1,
ATP1B1 (Na‘'/K*-ATPase-Untereinheit (1) [240], TMEM165 (putative divalente
Kationen/Protonen-Antiporter) [241] sowie SESTD1, EPB41 (Protein 4.1) [242], Cadherin 5
[243] und MCU (mitochondriales Calciumaufnahme-Protein) [244]. Auch die Squalen-
Monooxygenase (SQLE), ein Schlisselenzym der Steroidhormonsynthese, ist in E10
signifikant angereichert. Zudem zeigen in E10 verschiedene schwangerschaftsassoziierte
Proteine eine héhere Abundanz als im Wildtyp, darunter AKAP12, APOL2 (Apolipoprotein L2)
[245], Syncytin-2 [246] und SP1 (Transcription factor Sp1) [76].

AbschlieRend zeigen nur wenige Proteine ahnliche Expressionsunterschiede zwischen
Zytotrophoblast- und Synzytiotrophoblast-artigen BeWo-Zellen beim Vergleich von Wildtyp
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und TRPV6-Uberexpressionsmutante. In der E10-Mutante sind Proteine der
Calciumhomoostase, und drei bekannte Synzytialsierungsmarker starker exprimiert. Im
Wildtyp dominierten schwangerschaftsrelevante Proteine, besonders auffallig war hier erneut

die hdhere Expression der Aromatase.

3.12.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der vier Proteomanalysen von Zyto- und
Synzytiotrophoblast-artigen Wildtypzellen und CRISPR/Cas9-Mutanten D10 und E10

In Anbetracht der signifikanten Expressionsunterschiede zahlreicher Proteine, die in mehreren
Vergleichsanalysen identifiziert wurden, erfolgt eine zusammenfassende Darstellung der
Ergebnisse der vier durchgefiihrten Analysen in tabellarischer Form. Diese Darstellung bietet
einen systematischen Uberblick Uber die Expressionsmuster der einzelnen Proteine, wobei
eine funktionelle Kilassifizierung bezlglich der Calciumhomobostase (Tab. 3), der
Steroidhormonsynthese/sekretion (Tab. 4) und der Schwangerschaftsrelevanz (Tab. 5)

vorgenommen wird (2.2.8).

Tabelle 3: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der Proteomanalyse von Zytotrophoblast-
artigen BeWo-Zellen (WT DMSO vs. D10 DMSO, WT DMSO vs. E10 DMSO) und
Synzytiotrophoblast-artigen BeWo-Zellen (WT FSK vs. D10 FSK, WT FSK vs. E10 FSK).
Auflistung von Proteinen der Calciumhomd&ostase und des Transfers. Tabellarische Darstellung
der signifikant differenziell (Zweistichproben-t-Test mit dem Signifikanzniveau p < 0,05)
exprimierten Proteine. Angabe des Klons in dem das Protein in der jeweiligen Vergleichsanalyse
abundanter war, BeWo-Zellwildtyp in schwarz (WT), BeWo CRISPR/Cas9 TRPV6-
Knockoutmutante D10 in rot (D10) und BeWo CRISPR/Cas9 TRPV6-iberexprimierende Mutante
E10 in blau. Kein signifikanter Unterschied in der jeweiligen Vergleichsanalyse: =, nicht in
Vergleichsanalyse detektiert: n.d

Genname WT DMSO WT FSK WT DMSO WT FSK

ve. vs. D10 vs. VS.

D10 DMSO FSK

TRIM24 WT = WT
S100A14 WT n.d. n.d. n.d.
GRAMD2A WT n.d. n.d. n.d.
CD55 WT WT = =
ITPR3 WT = = =
MICU1 D10 n.d. n.d. n.d.
SESTD1 D10 =
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SPG11 D10 = n.d. n.d.
ANXAG D10 D10 = WT
UBASH3B D10 = =
LGALS3 D10 = = =
ITGAV D10 D10 = =
RAP1GDS1 D10 n.d. n.d.
CLN3 D10 n.d. n.d. n.d.
PDPK1 D10 n.d. n.d. n.d.
PLCG1 = WT n.d. =
CAMK2G = WT = =
HOMER1 = WT = WT
VMP1 = WT = WT
TMEM165 = = =
PACSIN3 = D10 = WT
GPR32 n.d. D10 n.d. =
DIAPH1 = D10 = =
ATP2B1 n.d. D10 n.d. n.d.
ATP2B3 n.d. D10 n.d. n.d.
GSTM2 = D10 WT n.d.
HTT = D10 WT
TPT1 = = WT =
MCU = = =
PKD1 n.d. n.d. WT n.d.
CDH5 = = =
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UBQLN1 = = =

PIEZO1 = D10 =

ATP1B1 n.d. n.d. =

Mehrere Proteine der Calciumhomdostase und des Transfers werden ausschlief3lich oder
signifikant angereichert im TRPV6-Knockoutklon nachgewiesen. Die Expressionsunterschiede
werden auf Zytotrophoblast-artiger (MICU1, SPG11, LGALS3, CLN3, PDPK1),
Synzytiotrophoblast-artiger (GPR32, DIAPH1, ATP2B1 und B3) sowie auf beiden Zellebenen
(ITGAV) beobachtet. PIEZO1 wird in FSK-stimulierten TRPV6-Knockoutzellen sowie in der
TRPV6-Uberexprimierenden Mutante E10 starker exprimiert als im Wildtyp. Auch SESTD1 ist
in DMSO- und FSK-behandelten D10- und E10-Zellen jeweils gegenliber dem entsprechenden
Wildtyp signifikant angereichert. VMP1 zeigt hingegen eine hdhere Expression im FSK-
stimulierten Wildtyp im Vergleich zu beiden Mutanten. PACSIN3 ist jeweils in dem Klon

abundanter, der im Vergleich weniger TRPV6 exprimiert.
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Tabelle 4: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der Proteomanalyse von Zytotrophoblast-
artigen BeWo-Zellen (WT DMSO vs. D10 DMSO, WT DMSO vs. E10 DMSO) und
Synzytiotrophoblast-artigen BeWo-Zellen (WT FSK vs. D10 FSK, WT FSK vs. E10 FSK).
Auflistung von Proteinen der Steroidhormonsynthese und Sekretion. Legende siehe Tabelle 3

WT DMSO WT FSK WT DMSO WT FSK

Vs. Vs.
Genname vs. D10 VS.

D10 DMSO FSK

ANXA1 WT D10 = =
DHCR24 WT n.d. =
HSD11B2 WT WT = WT
CYP19A1 WT = WT WT

GNAI1 WT WT = =

AFP WT = = =

DHCR7 D10 = =

COMT D10 = =, n.d.

ESRRA D10 n.d. n.d. =

FDX1 D10 = = =

STATS5B n.d. WT n.d. n.d.

AKR1B1 = WT = =
STS = WT = =
INHA n.d. D10 n.d. n.d.
DAB2 = D10 = n.d.

HSD17B1 = = WT =
SCP2 = = =

ACBD3 = = =
CYP51A1 = = =
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HSD17B7 = WT n.d WT

SQLE = n.d =

GNAI1 wird nur in Anwesenheit von TRPV6 exprimiert, zeigt jedoch keinen Unterschied
zwischen Wildtyp und E10. Auch AKR1B1 und STS werden in Synzytiotrophoblast-artigen
Zellen reduziert gebildet, wenn TRPV6 fehlt. DHCR24, SCP2, ACBD3 und CYP51A1 zeigen
in Zytotrophoblast-artigen Zellen eine mit zunehmender TRPV6-Expression steigende
Abundanz. HSD11B2 und HSD17B7 werden in FSK-behandelten Wildtypzellen starker
exprimiert als in D10 und E10. Auch CYP19A1 ist in drei von vier Vergleichsanalysen
abundanter im Wildtyp. DHCRY7 ist in beiden DMSO-behandelten CRISPR/Cas9-Mutanten
héher exprimiert als im Wildtyp. COMT, ESRRA und FDX sind im Knockout in Zytotrophoblast-
artigen, INHA und DAB2 in Synzytiotrophoblast-artigen Zellen angereichert.

Tabelle 5: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der Proteomanalyse von Zytotrophoblast-
artigen BeWo-Zellen (WT DMSO vs. D10 DMSO, WT DMSO vs. E10 DMSO) und
Synzytiotrophoblast-artigen BeWo-Zellen (WT FSK vs. D10 FSK, WT FSK vs. E10 FSK).

Auflistung von Proteinen die im Zusammenhang mit der Schwangerschaft erwdhnt werden.
Legende siehe Tabelle 3

Genname WT DMSO WT FSK WT DMSO WT FSK

vs. vs. D10 vs. VS.

D10 DMSO FSK

GDF15 WT WT = =
NR2F2 WT n.d. n.d. n.d.
CBS WT WT = WT
MAGED2 WT = = =
PAXIP1 = WT n.d. WT
MBD3 = WT = =
DNAJBG6 = WT = =
AGO2 = WT = WT
BMPR2 n.d D10 n.d. n.d.
MED1 = D10 WT =
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SP1 = = = E10.

MAP3K4 = D10 = n.d.

DLX3 = D10 n.d. n.d.

NCOA3 D10 = WT =

PIK3R1 = n.d. WT =

STK3 = = WT n.d.

KRT19 = = WT =

MAP2K1 = = =

ALPG = = =

SOD1 = = WT

GNA13 = = = WT

YTHDF3 = = = WT

APOL = = =

ERVFRD-1 n.d. n.d. n.d.

AKAP12 = D10 =

SDCH1 WT = = =

COX7C = D10 = =

Eine erhdhte GDF15-Synthese scheint in Zyto- und Synzytiotrophoblast-artigen Zellen an das
Vorhandensein von TRPV6 gekoppelt zu sein. Auch NR2F2 und MAGED2 zeigen eine
TRPV6-abhangige Expression in Zytotrophoblast-artigen Zellen, jedoch ohne Zunahme bei
Uberexpression. CBS ist in drei von vier Vergleichsanalysen im Wildtyp starker exprimiert.
Gleiches gilt fur PAXIP1 und AGO2 auf synzytiotrophoblastarer Ebene. MBD3 und DNAJB6
werden in Synzytiotrophoblast-artigen Zellen nur bei vorhandener TRPV6-Expression
angereichert nachgewiesen, wahrend NCOA3 in Zytotrophoblast-artigen Klonen jeweils
starker exprimiert wird, wenn weniger TRPV6 vorhanden ist. PIK3R1, STK3 und KRT19 sind
im Wildtyp, MAP2K1 und ALPG hingegen in DMSO-behandelten E10-Zellen angereichert.
GNA13 und YTHDF3 zeigen im fusionierten Wildtyp eine erhéhte Expression im Vergleich zur

TRPVG6-Uberexprimierenden Mutante E10, wohingegen APOL2 und ERVFRD-1 ein
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gegenlaufiges Expressionsprofil aufweisen. AKAP12 wird in fusionierten Zellen mehr in den
beiden Mutanten gebildet, wahrend BMPR2, MAP3K4 und DLX3 im FSK-behandelten
Knockoutklon D10 signifikant erhéht sind.
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4. Diskussion

4.1 Etablierung klonaler Chorionkarzinom-Zelllinien mit variierender TRPV6-Expression
Als hormonaktive und transportvermittelnde Schnittstelle zwischen Mutter und Fetus
ubernimmt der aus fusionierten Zytotrophoblasten gebildete Synzytiotrophoblast zentrale
Aufgaben im Stoffaustausch wahrend der Schwangerschaft [247]. Im Kontext der
Nahrstoffversorgung des Fetus hat sich gezeigt, dass der Transient Receptor Potential
Vanilloid 6 (TRPV6) Kanal, der in den plazentaren Trophoblasten exprimiert wird [248], eine
wesentliche Rolle beim Calciumtransport spielt [52]. Dies wird unter anderem durch die
Assoziation von Mutationen im TRPV6-Gen mit dem Krankheitsbild des transienten
neonatalen Hyperparathyreoidismus belegt [50, 53-55, 179]. Um die Funktion von TRPV6 in
der Plazenta weiterfUhrend zu charakterisieren, wurde der Einfluss eines TRPVG6-
Uberschusses und -Defizits untersucht, die mittels CRISPR/Cas9-Genomeditierung in der
BeWo-Zelllinie erzeugt wurden. Diese aus einem humanen Chorionkarzinom stammende
Zelllinie weist wesentliche trophoblastenspezifische Eigenschaften wie die Fahigkeit zur
Synzytialisierung und Hormonproduktion [249] auf und zeigt zudem eine geringe endogene
TRPV6-Expression, die jedoch unter der Expression in der Plazenta liegt [180]. Daher wurden
drei BeWo-Zellklone im Rahmen dieser Arbeit auf funktionelle Unterschiede hin untersucht:
die BeWo-Wildtypzelllinie sowie die daraus entstandenen Mutationszelllinien D10 und E10.
Aufgrund der geringen endogenen Expression von TRPV6 war es notwendig, die TRPV6-
Menge durch Immunprazipitation mit einem spezifischen TRPV6-Antikbrper anzureichern
(2.2.6.4). Die anschlieBende Detektion von TRPV6 mittels Western Blot (2.2.6.6) und
massenspektrometrischer Analyse (2.2.7) bestéatigte die Sequenzierungsdaten. Wie bereits in
frGheren Studien gezeigt wurde [179, 249], lie sich im BeWo-Wildtyp nach Anreicherung
durch Immunprazipitation eine geringe Menge an TRPV6 nachweisen. Darlber hinaus wurden
zwei klonale Zelllinien etabliert: D10 als TRPV6-Knockoutklon sowie E10 als
uberexprimierender Klon, der im Vergleich zum Wildtyp ein verklrztes TRPV6-Protein ohne
N-Terminus bildet (3.2, 3.3). Auch nach Induktion der BeWo-Zell-Synzytialisierung mit
Forskolin (FSK) zur Bildung von Synzytiotrophoblast-artigen BeWo-Zellen blieb das
Quantifizierungsprofil unverandert, sodass nicht davon auszugehen ist, dass der Prozess der

Synzytialisierung einen Einfluss auf die TRPV6-Expressionsmenge hat.

4.2 Einfluss differenzieller TRPV6 Expression auf die Morphologie und das Wachstum
von Zytotrophoblast-artigen BeWo-Zellen
Die Plazenta ist ein invasiv wachsendes Organ, deren Funktionalitat stark von einer adaquaten

Zellproliferation abhangt. Daher wurde zunachst untersucht, ob eine Erhéhung oder der
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Verlust der TRPV6-Expression in den Zellklonen einen Einfluss auf die Zellmorphologie hat.
Zu diesem Zweck wurden vergleichbare Zellmengen pro Klon 24h lang in regularem
Zellkulturmedium inkubiert, anschlieBend mittels Pappenheim-Farbung behandelt und
mikroskopisch analysiert (2.2.1.4). Dabei wurden die Zellmorphologie und die Konfluenz der
verschiedenen Klone Uberpruft. Die TRPV6-Knockoutzellen (D10) wiesen eine hohere
Konfluenz auf, was auf eine schnellere Proliferationsrate hindeutet, und erschienen kleiner im
Vergleich zu den Zellen der TRPV6-exprimierenden Klone (WT und E10) (3.5). Um diese
Beobachtungen quantitativ zu verifizieren, wurden die Klone mit DAPI gefarbt, um die
Zellkerngréf3en zu messen. Auch hier zeigte sich, dass die TRPV6-Knockoutzellen signifikant
kleinere Zellkerne bildeten als die anderen BeWo-Zellklone (3.7). Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass der Knockout von TRPV6 einen Einfluss auf die Morphologie einzelner
Organellen in Tropoblast-artigen BeWo-Zellen haben konnte. Dies steht im Einklang mit
Beobachtungen im Mausmodell, in dem eine veranderte Morphologie sowohl muriner
Trophoblasten als auch der murinen Plazenta selbst als Reaktion auf den TRPV6-Knockout

festgestellt wurde [51].

Im Gegensatz dazu fuhrte die Inkubation der BeWo-Zellen in calciumreduziertem Medium zu
einer verringerten Proliferationsrate und einer spindelférmigen Zellmorphologie als Reaktion
auf die reduzierte extrazellulare Calciumkonzentration [180]. Da jedoch neben TRPV6 auch
andere Calciumtransporter und -kanéle, wie intrazellulare Store-operated Channels (SOC) und
Ca?**-ATPasen, an der Calciumaufnahme und Homdostase in Trophoblasten beteiligt sind,
kdnnte diese Beobachtung nicht ausschlieflich auf eine Reduktion der TRPV6-gesteuerten
Calciumaufnahme zuruckzufuhren sein. Diese Annahme wird durch Beobachtungen an
murinen TRPV6-defizienten primaren Trophoblasten gestitzt, bei denen der Erhalt der
Proliferationsfahigkeit auf eine funktionelle Kompensation der verringerten extrazellularen
Calciumkonzentration hinweist [51]. Die Ergebnisse der morphologischen Untersuchung von
BeWo TRPV6-Knockoutzellen und von BeWo-Zellen, die unter reduziertem extrazellularem

Calcium inkubiert wurden, mussen sich daher nicht zwangslaufig widersprechen.

4.3 Die TRPV6-Defizienz reduziert die intrazellulare Calciumkonzentration in BeWo-
Zellen

Um die relativen Unterschiede in den intrazellularen Calciumkonzentrationen zu bestimmen,
wurde der Quotient der Fura-2 Fluoreszenz bei 340nm und 380nm berechnet, nachdem die
verschiedenen Zellklone mit dem Calcium-sensitiven Fluorophor beladen und in einer
calciumhaltigen Ringerlésung vermessen wurden (2.2.4). Die Ergebnisse zeigten, dass die
Fura-2 Ratio im TRPV6-Knockoutklon D10 um 10% geringer war als im BeWo-Zellwildtyp und

um 13% geringer als in der TRPV6-Uberexprimierenden Mutante E10. Die Messungen wurden
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unter Verwendung einer Standard-Ringerlésung mit 1mM extrazellularem Calcium
durchgefiihrt (2.1.5), unter der typischerweise eine zytosolische Calcium-Ruhekonzentration
im Bereich von etwa 50 bis 150nM vorliegt. Dieser Konzentrationsbereich entspricht dem
linearen Anwendungsbereich der Fura-2 Ratio, sodass die beobachteten relativen
Unterschiede als proportional zur intrazellularen Calciumkonzentration interpretiert werden
kénnen, auch wenn keine absolute Kalibrierung durchgefihrt wurde. Beide Unterschiede in
der Calciumkonzentration im Vergleich zum Knockoutklon waren statistisch signifikant,
wahrend dies fur den Vergleich zwischen den TRPV6-exprimierenden Klonen (WT und E10)
nicht der Fall war (3.8). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass der TRPV6-Knockout
die basale Calciumkonzentration in BeWo-Zellen reduziert, wahrend eine Uberexpression des
Calciumkanals keinen signifikanten Anstieg des intrazellularen Calciums bewirkt. Auch in
diesem Fall korrelieren die Ergebnisse der TRPVG6-Knockout BeWo-Zelllinie mit den
Beobachtungen im murinen Modell, da auch primare Trpv6-defiziente Maustrophoblasten
ohne funktionelles Trpv6 eine verminderte Calciumaufnahme zeigen [52]. Angesichts der Rolle
von TRPV6 in der Calciumhomoostase plazentarer Trophoblasten und der Tatsache, dass
Mutationen in beiden Trpv6-Allelen bei Mausen zu unzureichendem Embryowachstum,
reduzierter Knochen-Calcifizierung und Dysplasien flihren [52], sowie zu &hnlichen
Knochenphanotypen beim Menschen mit TRPV6-Mutations-assoziiertem transienten
neonatalen Hyperparathyreoidismus [50], kdnnte dieser marginale Unterschied im endogenen

Kontext potenziell pathophysiologische Relevanz besitzen.

4.4 TRPV6 hat keinen Einfluss auf die Synzytialisierungsfahigkeit von BeWo-Zellen

Die Inkubation von BeWo-Zellen mit FSK, einem Aktivator des Adenylatzyklase-PKA-
Signalwegs, stellt eine etablierte Methode dar, um die Synzytialisierung und die damit
verbundene Bildung von mehrkernigen, Synzytiotrophoblast-artigen Zellen zu induzieren [250,
251]. Die Visualisierung dieses Prozesses kann durch immunologische Farbung des Tight
Junction-Proteins ZO-1 erfolgen. Dessen zunachst parazellulare Lokalisation, die sich in
einem kopfsteinpflasterartigen Zellmosaik aulert, verlagert sich infolge der Zellfusion in eine
intrazellulare Anordnung (3.6, Abb. 15). Diese Veranderungen kennzeichnen die Bildung von
Synzytien, die durch den Verlust durchgangiger Zellgrenzen und die Bildung von
Zellverbanden charakterisiert sind. Zur Quantifizierung der Zellfusion wurde der Fusionsindex
ermittelt, indem die Anzahl der Zellkerne in den Synzytien im Verhaltnis zur Gesamtzahl der
Zellkerne in den DMSO- und FSK-behandelten Zellklonen gezahlt wurde (2.2.3.1). Der
Vergleich der Fusionsindizes ergab, dass alle drei Zelllinien auf die FSK-Behandlung mit
einem signifikanten Fusionsanstieg reagierten, was darauf hindeutet, dass die

Synzytialisierung in allen drei Klonen induzierbar war. Bei dem Vergleich des Ausmales der
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Zellfusion zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Klonen was impliziert,
dass die Menge von TRPV6 in BeWo-Zellen keinen Einfluss auf deren Fahigkeit zur

Synzytialisierung hat (3.6).

Um den allgemeinen Einfluss von Calcium auf die Synzytialisierung zu untersuchen, wurden
BeWo-Wildtypzellen in einem Medium mit einer um ein Drittel reduzierten
Calciumkonzentration inkubiert (2.2.1.2). Diese Zellen wurden dann mit solchen verglichen,
die in einem reguldren Medium inkubiert wurden, wobei der Fusionsindex auch hier als Mal}
fur die Synzytialisierung herangezogen wurde. Es wurde daher der Einfluss von
Veranderungen des extrazellularen Calciumlevels analysiert, absolute Konzentrationswerte
miteinander verglichen und eine Abhangigkeit des Synzytialisierungsprozesses von Calcium
in BeWo-Zellen festgestellt (3.1.1), die durch die massenspektrometrische Identifikation von
Markerproteinen der Synzytialisierung, deren Expression sich in Abhangigkeit der
extrazellularen Calciumkonzentration signifikant unterschied, bestatigt wurde (3.1.2) [180]
(Abb. 32).
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Abbildung 32: Modell méglicher Signalwege, die teilweise durch hCG stimuliert werden und die
Synthese von Proteinen mit zellfusionsaktivierenden Eigenschaften induzieren, modifiziert nach
Gehl et al. 2025. ADIPOR1= Adiponectin Rezeptor Protein 1, S100P= Protein S100-P, YAP=
Transcriptiionsaktivator YAP1, TEAD4= Transcriptions enhancer Faktor TEF-3, HSD11B2= 11-
beta-hydroxysteroid Dehydrogenase Typ 2, PI3K= Phosphoinositid-3-Kinase, Akt= Proteinkinase,
mTor= mechanistic target of rapamycin, LH/hCG-R= Luteinisierendes Hormon und humanes
Choriongonadotropin Rezeptor, ATF3= Proteinaktivierender Transkriptionsfaktor 3, AKAP12= A-
kinase anchor protein 12, SP1= Transkriptionsfaktor SP1, CREB1= Cyclic AMP-responsive
element-Bindeprotein1, ERVW1= Syncytin-1, ERK= Extrazellularsignal regulierte Kinase, GCM1=
Chorionspezifischer Transkriptionsfaktor 1, SDC1= Syndecan 1, OASIS= Cyclic AMP-responsive
element-binding protein 3-like protein 1, ERVFRD-1= Syncytin-2, p38=p38 mitogen-aktivierte
Proteinkinase, MFSD2A= Sodium-dependent lysophosphatidylcholine symporter 1, INHA= Inhibin
alpha chain, PGF= Plazentarer Wachstumsfaktor. Rote Gennamen = calciumabhangig in Gehl et
al. 2025 detektiert

Hierbei erfolgte jedoch keine Bestimmung der intrazellularen Calciumkonzentrationen in
BeWo-Zellen, die in Medien mit unterschiedlichen Calciumkonzentrationen kultiviert wurden.

Daher kann, im Gegensatz zum untersuchten TRPV6-Knockoutklon, nicht angenommen

werden, dass auch in diesen Zellen die intrazellulare Calciumkonzentration reduziert ist.

Im Vergleich zum BeWo-Zellwildtyp zeigte der TRPV6-Knockoutklon eine moderate Reduktion
der Fura-2 Ratio um 10%, was auf eine entsprechend verringerte relative intrazellulare
Calciumkonzentration hinweist (Abb. 3.8). Das extrazellulare Calciumlevel im Medium blieb
dabei unverandert. Auf Proteomebene zeigte sich, dass der calciumabhangige

Synzytialisierungsmarker HSD11B2 im Synzytiotrophoblast-artigen Wildtyp starker exprimiert
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wurde als im Knockout. Zudem wurde das calciumabhangig gebildete Synzytin-2 (ERVFRD-
1) im TRPV6-uberexprimierenden Klon E10 angereichert detektiert (3.1). Trotz differentieller
Expression dieser calciumabhangigen Marker in den klonalen BeWo-Zelllinien zeigte sich kein
Einfluss auf deren Fusionsfahigkeit, was vermutlich darauf zurlickzuflhren ist, dass neben
diesen beiden Markern zahlreiche weitere Proteine an der Synzytialisierung beteiligt sind (Vgl.
Abschnitt 3.1.2 und Abb. 10A), die in den Zellklonen nicht differentiell exprimiert wurden. Dies
deutet darauf hin, dass die geringe Reduktion der intrazellularen Calciumkonzentration, wie
sie im TRPV6-Knockout detektiert wurde, keinen signifikanten Einfluss auf die

Synzytialisierung hat.

Die Beobachtungen dieser Arbeit legen folglich nahe, dass der Synzytialisierungsprozess
selbst von der extrazellularen Calciumkonzentration abhangt, da eine Reduktion dieser um
63% (von 0,94mM auf 0,35mM) mit einer verminderten Zellfusion einhergeht. Im Gegensatz
dazu zeigte der TRPV6-Knockout, der unter denselben extrazellularen Calciumbedingungen
wie der Wildtyp inkubiert wurde, zwar eine signifikante Reduktion der intrazellularen
Calciumkonzentration, doch scheint diese moderate Abnahme nicht ausreichend zu sein, um
den Synzytialisierungsprozess der BeWo-Zellen messbar zu beeintrachtigen. Eine
kompensatorische Hochregulation alternativer Calciumkanale im Transmembrantransport
koénnte im Knockout dazu beitragen, eine fir die Synzytialisierung ausreichende intrazellulare

Calciumverfugbarkeit aufrechtzuerhalten.

4.5 Beurteilung des Einflusses einer TRPV6-Uberexpression auf die parazellulire
Permeabilitat von BeWo-Zellen

Zur Untersuchung der Permeabilitatseigenschaften der BeWo-Zellklone wurde fur die
Bestimmung des parazellularen Transports TRITC-Dextran und des para- und transzellulare
Transports FITC-Albumin als fluorochrome Referenzsubstanzen verwendet und der
Permeabilitatsfaktor bestimmt (2.2.1.6). Dabei wurde ein reduzierter parazellularer Transfer
von Dextran Uber die Monoschicht der TRPVG6-uberexprimierenden E10-Zellen im Vergleich
zum niedrig exprimierenden Wildtyp und dem TRPV6-Knockout festgestellt (3.9). Frihere
Untersuchungen an BeWo-Zellen haben gezeigt, dass die Serinprotease HTRA4 bei niedrigen
extrazellularen Calciumkonzentrationen verstarkt exprimiert wird [252]. In HUVEC-Zellen
fuhrte diese Uberexpression zu einer erhohten Degradation von Zellkontakt-assoziierten
Proteinen, wie Cadherinen und Cateninen [253, 254]. Im Zusammenhang mit Trpv6 zeigte der
Knockout des Kanals in murinen Plazenten eine verstarkte Bildung einer weiteren
Serinprotease HTRA1, die fur die Degradation von Proteinen der extrazellularen Matrix

verantwortlich ist [51]. Diese Ergebnisse deuten auf einen potenziellen Einfluss von TRPV6
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auf plazentare Proteasen hin, was wiederum die Bildung der extrazellularen Matrix, die
Zellintegritdt der Plazenta und damit einhergehend die Permeabilitdtseigenschaften von
BeWo-Zellen beeinflussen konnte. In der vorliegenden Arbeit wurden morphologische
Unterschiede zwischen dem TRPV6-Knockoutklon D10 und dem BeWo-Wildtyp festgestellt,
was eine differenzielle Ausbildung der extrazelluldaren Matrix und der Zellintegritat nicht
ausschlief3t. Allerdings ergab die Proteomanalyse keine signifikanten Unterschiede beziglich
der Expression genannter Proteasen oder Zell-Zell-Kontakt Proteine, und auch der trans- und
parazelluldre Transport zeigte keine Abweichungen. Die E10-Mutante wies tatsachlich
Unterschiede in der parazellularen Transportfahigkeit im Gegensatz zum Wildtyp auf, jedoch
konnten hier weder morphologische Unterschiede noch eine differenzielle Expression von
Tight Junction-Proteinen oder den fur deren Degradation verantwortlichen Serinproteasen
festgestellt werden. Diese Analysen erklaren daher nicht die Unterschiede im parazellularen
Transport. Es ist moglich, dass diese Ergebnisse auf die Komplexitat und Variabilitat des
methodischen Arbeitsablaufs oder auf klonale Effekte im Rahmen der CRISPR/Cas9-
Genomeditierung zurtckzufihren sind. Folglich lasst sich im Rahmen dieser Arbeit
schlussfolgern, dass die beobachteten Unterschiede in der Permeabilitat nicht zwangslaufig

mit der Expressionsmenge des TRPV6-Kanals korrelieren.

4.6 Der TRPV6-Knockout und Knockdown reduziert die Sekretion von hCG, Progesteron
und Estradiol von Zytotrophoblast-artigen BeWo-Zellen

In der Plazenta Ubernehmen die Synzytiotrophoblasten eine entscheidende Rolle, indem sie
nicht nur als feto-maternale Kontaktzellschicht fungieren, sondern auch als endokrine Einheit
agieren [59, 255]. Sie produzieren unter anderem das humane Choriogonadotropin (hCG)
sowie die Steroidhormone Progesteron und Estradiol, wobei die Konzentrationen dieser
Hormone wahrend der Schwangerschaft variieren, da sie unterschiedliche,
gestationsaltersabhangige Signalwege aktivieren. Die Steroidhormonsekretion kann durch
den lipophilen Charakter der Hormone durch passive Diffusion und mdglicherweise durch
vesikularen Transport erfolgen [256, 257], wahrend hCG die Trophoblasten durch
calciumabhangige Exozytose verlasst [258, 259]. Im Rahmen eines hormonellen Regelkreises
kann hCG zudem die Steroidhormonsynthese Uber den G-Protein gekoppelten LH-hCG
Rezeptor aktivierten Adenylatzyklase/PKA/CREB-1-Signalweg induzieren [75, 260] (Abb.32).
Vor diesem Hintergrund sollte der Einfluss des TRPV6-Knockouts auf die Sekretion dieser drei

Hormone untersucht werden sollte.

Analog zum Vorgehen zur Untersuchung des Synzytialsierungsprozesses in BeWo-Zellen
wurde zunachst Uberprift ob alle Zellklone auf die Inkubation mit FSK, neben der Bildung von

Synzytiotrophoblast-artigen Zellen, auch mit dem charakteristischen Anstieg von
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schwangerschaftsrelevanten Hormonen reagieren [180, 261-263]. Die Ergebnisse der Studie
zeigten, dass alle untersuchten BeWo-Zellklone auch in dieser funktionellen Charakterisierung
signifikant auf FSK reagierten. Dies auferte sich in einer erhéhten Sekretion von hCG und
Progesteron im Uberstand der Zellkultur. Diese Befunde bestéatigen daher, dass alle drei Klone
in der Lage sind, auf den Syzytialisierungsstimulus mit einer gesteigerten Produktion von
Glykoprotein- und Steroidhormonen im Vergleich zu nicht-synzytialisierten Zellen des
jeweiligen Klons zu reagieren. Die Estradiol-Konzentration stieg nach FSK-Behandlung im
klonalen Vergleich jedoch nurim TRPV6-Knockoutklon D10 signifikant an (Abb.19, unten). Da
jedoch in einem unabhangigen Experiment mit unterschiedlich calciuminkubierten BeWo-
Wildtypzellen ein solcher Anstieg flir Estradiol dokumentiert wurde (3.1.1, Abb. 9E) [180],
konnte das Ausbleiben eines vergleichbaren Anstiegs im klonalen
Hormonbestimmungsexperiment darauf zurlickzufuhren sein, dass Estradiol am Ende der
Steroidhormonsynthese-Kaskade steht und seine Konzentration daher besonders anfallig fur

experimentelle Schwankungen ist.

Beim inter-klonalen Vergleich gleichartig behandelter Zellen zeigten sich jedoch
Sekretionsunterschiede: Die DMSO-behandelten TRPV6-Knockoutzellen D10 wiesen eine
Konzentration im Zellkulturiberstand von hCG, Progesteron und Estradiol auf, die mindestens
50% geringer war als die der Wildtypzellen. Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei BeWo-
Zellen beobachtet, die durch siRNA-Transfektion eine signifikant reduzierte TRPV6-
Expression aufwiesen. Die Ermittlung der TRPV6-reduktionsbedingten Stérung der
Hormonsekretionsfahigkeit von BeWo-Zellen war demnach unter Verwendung
unterschiedlicher TRPV6-Suppressionsmethoden reproduzierbar. Ein Mangel oder das
Fehlen von TRPV6 konnte demnach mit einer Dysfunktion der trophoblastischen
Hormonsekretion einhergehen. Frihere Untersuchungen haben bereits gezeigt, dass hCG
sowohl calciumabhangig gebildet (3.1.1) [180] als auch sekretiert (3.1.1.) [180, 258, 259] wird,
sodass die Beobachtung einer verminderten TRPV6-Knockout-bedingten hCG-Sekretion,
moglicherweise ein Resultat der marginal reduzierten intrazellularen Calciumkonzentration im
Knockout und einer damit einhergehenden reduzierten Synthese und Exozytose ist. Obwohl
die reduzierte intrazellulare Calciumkonzentration im ZO-1 Immunfarbungsversuch keinen
Einfluss auf die Synzytialisierungsfahigkeit hatte, konnten parallele intrazellulare Signalwege,
wie die des hormonellen Regelkreises, empfindlicher auf Veranderungen in der
Calciumhomdostase reagieren. Die Sekretion und Synthese von Progesteron und Estradiol
zeigten unter Reduktion der extrazelluldren Calciumkonzentration keine Calciumabhangigkeit
(3.1.1, Abb.9 D/E), wurden im klonalen Vergleich jedoch im geringeren Ausmaf} im
Zellkulturiberstand des TRPV6-Knockoutklon D10 detektiert (Abb. 21). Denkbar ist daher
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entweder eine Beeintrachtigung intrazellularer Calcium-Transferprozesse im TRPVG6-
Knockoutklon oder ein bislang nicht naher charakterisierter calciumunabhangiger Einfluss von
TRPV6 auf die Synthese oder Sekretion der betreffenden Steroidhormone. Der Mangel an
diesen Hormonen kann gravierende Konsequenzen fir den Verlauf der Schwangerschaft
haben. Niedrige Progesteron- und hCG-Spiegel sind in der Friihschwangerschaft mit hdheren
Fehlgeburtsraten assoziiert [264, 265], Estrogenmangel wird mit dem Auftreten von
ektopischen Schwangerschaften [266, 267] und allen voran mit Praeklampsie in Verbindung
gebracht, der weltweit haufigsten Ursachen fir mutterliche und fetale Sterblichkeit [111]. Das
Krankheitsbild der Praeklampsie ist durch plazentare Hypoxie, eine Verringerung der
uteroplazentaren Perfusion, einen progressiven Anstieg des Blutdrucks und durch signifikante
Proteinurie (>300 mg/24h) gekennzeichnet [268]. Angesichts der bedeutenden Funktion von
Estradiol bei der Sicherstellung der plazentaren Durchblutung [269] erscheint ein ursachlicher
Zusammenhang zwischen Estradiolmangel und der Entwicklung einer Praeklampsie plausibel.
Der mogliche Einfluss des TRPV6-Mangels auf die Synthese bzw. Sekretion der genannten
schwangerschaftsrelevanten Hormone kénnte somit mit diesen Erkrankungen in Verbindung
stehen. Allerdings fiihrte die erhdhte Expression von TRPV6, wie sie in den BeWo-E10-Zellen
beobachtet wurde, nicht zu einem Anstieg der Steroidhormone im Zellkulturiiberstand im
Vergleich zum BeWo-Zellwildtyp. Der Einfluss von TRPV6 auf die Hormonsekretion kénnte
demnach moglicherweise eine Sattigungsgrenze erreichen. Der
Hormonkonzentrationsvergleich in  Zellkulturstdinden von  Synzytiotrophoblast-artigen
Zellklonen ergab, dass der TRPV6-Knockoutklon stets starker auf die Aktivierung der
Adenylatzyklase mit FSK reagierte, da die zuvor beobachteten Defizite beim Vergleich der
DMSO behandelten Zytotrophoblast-artigen Zellen durch FSK-Inkubation der Zellen
vollstandig kompensiert werden konnten, sodass die Konzentrationen im Zellkulturiberstand
nahezu gleich in allen stimulierten BeWo-Zellklonen waren. Die Unterschiede, die zwischen
den unbehandelten BeWo-Zellen identifiziert wurden, entfielen daher nach FSK-Inkubation.
Das konnte darin begriindet liegen, dass mit der Zugabe von FSK in zellulare Signalwege
eingegriffen wird, die potenziell ebenfalls an der Steroidhormonsynthese und Sekretion
beteiligt sind, sodass die identifizierte reduzierte Hormonsekretion im Knockout dadurch
moglicherweise  kompensiert wurde. Um die Schlussfolgerungen aus den
Hormonkonzentrationsbestimmungen auf intrazellularer Ebene zu validieren, wurde daher
eine Proteomanalyse der entsprechend behandelten BeWo-Zelllysate durchgefiihrt. Diese
Analyse verfolgte das Ziel zu prifen, ob die beobachteten Unterschiede, die mdglicherweise
mit der TRPV6-Expression zusammenhangen, nicht ausschliellich auf einer reduzierten

Hormonsekretion beruhen, sondern unter Umstanden auch durch eine verminderte Synthese
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der an der Hormonsynthese beteiligten Enzyme, oder im Fall von hCG durch eine gestorte

Calciumhomoostase, mitverursacht sein konnten.

4.7 Einfluss des TRPV6-Knockouts auf die Expression von Proteinen der
Calciumhomoostase in Trophoblast-artigen BeWo-Zellen

In der Zytotrophoblast-artigen BeWo TRPV6-Knockoutmutante D10, wurden mehrere Proteine
der Calciumhomdostase (MICU1, SESTD1, SPG11, ANXA6, UBASH3B, LGALS3, ITGAV,
RAP1GDS1, CLN3, PDPK1) signifikant angereichert detektiert (3.11.1.1). Der mitochondriale
Calciumsensor MICU1 [191] kann bei niedrigen Calciumkonzentrationen im Zytosol die Pore
des MCU-Kanals schlieRen, damit die mitochondriale Calciumaufnahme verhindern und die
zytosolische Calciumkonzentration damit erhéhen [192] und das im Knockoutklon abundante
SESTD1 gilt als Regulator der TRP-C Kanalaktivitat [193]. Die Abwesenheit von Spatacsin
(SPG11) stimuliert, in Abhangigkeit des Cholesterolgehalts der Plasmamembran, die
Interaktion des Calciumsensor STIM1 mit dem Plasmamembran-Calciumkanal Orai1, was
zum Import von extrazellularem Calcium fuhrt [194]. Das Calcium-Bindeprotein Annexin A6
(ANXAGB) reduziert, wenn es an der Plasmamembran lokalisiert vorliegt, den Ca**-Einstrom
und moduliert so ebenfalls den speichergesteuerten Calcium-Eintrag (SOCE) [195]. Die
Aktivierung des SOCE wird durch einen Abfall der Calciumkonzentration im Lumen des
endoplasmatischen Retikulums ausgel6st, der infolge der IP;R-vermittelten Freisetzung von
Calciumionen in das Zytosol entsteht. Die nachgeschaltete STIM1-induzierten Mechanismen
leiten den Calciumeinstrom aus dem extrazelluldaren Raum ein und fillen so die intrazellularen
Speicher wieder auf [270, 271]. Dieser Mechanismus nimmt daher eine essenzielle Rolle in
der Calciumhomdostase ein. Auch UBASH3B, der laut der Gene Ontology-Datenbanken ein
potenzieller Mediator der Freisetzung von gebundenen Calciumionen in das Zytosol ist und
Galnectin-3 (LGALS3), das den Ca®'-Einstrom in verschiedenen Zelltypen moduliert [196]
indem es z.B. in R-Zellen die spannungsgesteuerte Calciumkanal Auxiliary Subunit Gamma 1
(CACNG1) bindet [272], wurden in der TRPV6-Knockoutmutante D10 signifikant mehr
gebildet. Dartber hinaus zeigten RAP1GDS1, ein GTPasen regulierender Faktor der die
Calciumkonzentration im ER negativ und die in Mitochondrien positiv beeinflusst [197, 273-
277] und als Reaktion auf Veranderungen in der Calciumkonzentration exprimiert werden
kann, Battenin (CLN3P), dessen Fehlen mit einer Dysregulation der intrazellularen
Calciumhoméostase einhergeht [278, 279] sowie PDPK1, das den Ca®*-Eintritt und Ca*" -
aktivierte K*-Kanalen reguliert [280] und die Freisetzung von gebundenen Calciumionen in das

Zytosol positiv beeinflusst [198], eine starkere Expression im TRPV6-Knockoutklon.

TRPV6 konnte bisher endogen nicht in der Plasmamembran lokalisiert und TRPV6-Strome

lediglich im Uberexpressionsexperimenten gemessen werden, wenn bespielweise HEK293
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Zellen zuvor in Ca**-freiem Medium inkubiert wurden [135, 281-283]. Jedoch wurde TRPV6 in
der Literatur als ein entscheidender Faktor fir den feto-maternalen Calciumtransport
identifiziert [50, 54, 284-286]. Zudem deuten die Ergebnisse der Proteomanalyse darauf hin,
dass der Knockout- von TRPV6 einen Einfluss auf den intrazellularen Calciumhaushalt in
Trophoblast-artigen BeWo-Zellen hat, da zum einen weniger basales zytosolisches Calcium
in Calcium-Imaging-Experimente mit Fura-2 gemessen wurde, und der TRPV6-Knockout
zudem zur kompensatorischen Hochregulation zahlreicher Proteine flhrte, die entweder das
zytosolische Calciumlevel erhéhen oder am Transmembrantransfer von Calcium in
intrazellulare Organelle beteiligt sind. Die Aktivierung der Trophoblasten ist eng mit der
Generierung von Calciumionen-Transienten verknupft [287, 288]. Vor diesem Hintergrund
kdnnte die beobachtete Reaktion auf den TRPV6-Knockout als Versuch eines zellularen
Kompensationsmechanismus interpretiert werden, der darauf abzielt, die Trophoblast-

ahnlichen Zellfunktionen und -merkmale aufrechtzuerhalten.

Auch nach Induktion der Synzytialisierung mittels FSK-bedingter Aktivierung der
Adenylatzyklase anderte sich das Expressionsprofil von Proteinen der Calciumhomoostase
(3.11.1.2). Abgesehen von ANXAG6 zeigten die hochregulierten Proteine, die in DMSO-
behandelten TRPV6-Knockoutzellen identifiziert wurden, nach der Zellfusion keine
signifikanten Expressionsunterschiede mehr und wurden durch andere differenziell gebildete
Proteine der Calciumhomdostase ersetzt: 1) Neben der Kanalporenbildenden-Untereinheit
des nicht-spezifischen Kationen Piezo Kanals (PIEZO1) [289], 2) dem Modulator der
subzellularen TRPV4 Calciumkanallokalisation PACSIN3 [290], 3) dem G-Protein gekoppelte
Rezeptor GPR32, der laut Uniprot die zytosolische Calciumkonzentration positiv regulieren
kdnnte, 4) dem primar in Kardiomyozyten als Regulator von Calciumkanéalen des Ryanodin-
Rezeptors bekannte GSTM2 [216], 5) DIAPH, das mit Polycystin 2 interagiert und sich so
positiv auf die intrazelluldre Calciumfreisetzung auswirken kann [217] und 6) dem ITP3R1
beeinflussenden Huntingtin [220] wurden auch 7) die Plasmamembran-Calcium-
transportierenden ATPase -1 und 8) -3 nach Synzytialsierung starker im TRPV6-Knockout
gebildet. Die Anreicherung dieser regulatorischen Proteine der Calciumhomoostase kdnnte
die Aufrechterhaltung der Synzytialisierungsfahigkeit durch potenzielle Generierung von
Calcium Transienten im TRPV6-Knockout erklaren, da neben dem calciumunabhangigen
Synzytialisierungsmarker AKAP12 auch der calciumabhangige Marker COX7C (3.1) [180]
starker im Knockout gebildet wurde. Ob die nach FSK-Behandlung beobachteten
kompensatorischen Hochregulationen modulierender Proteine der Calciumhomdostase
tatsachlich zu einem Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration im TRPV6-Knockout

gefuhrt haben, wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht systematisch untersucht. Folglich
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kann der Erhalt calciumabhéangiger trophoblastarer Funktionen wie der Synzytialisierung und
der Hormonsynthese nach FSK Behandlung infolge dieser  molekularen

Anpassungsmechanismen lediglich hypothetisch angenommen werden.

4.8 Einfluss des TRPV6-Knockouts auf die Expression von Proteinen der
Steroidhormonsynthese in Trophoblast-artigen BeWo-Zellen

Das Fehlen von TRPV6 fiihrte nicht nur zu einer Modifikation des Expressionsprofils von
Proteinen, die an der Calciumhomoostase beteiligt sind, sondern hatte auch signifikante
Auswirkungen auf die Synthese von Proteinen, die fir die Steroidhormonsynthese
verantwortlich sind (3.12.1.1). Letztere stellt eine der zentralen Funktionen der plazentaren
Trophoblasten dar und ist entscheidend fir die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft und
die Unterstutzung der fetalen Entwicklung. Die Enzyme der Steroidhormonsynthese und des
Metabolismus DHCR7, FDX1 und COMT zeigten eine héhere Expression in Zytotrophoblast-
artigen Zellen, die kein TRPV6 exprimierten. Der enzymatische Mechanismus von DHCR?7
katalysiert die Reduktion des Vitamin-D3-Vorlaufers 7-Dehydrocholesterol (7DHC) zu
Cholesterol, dem zentralen Ausgangsstoff flr die Steroidhormonsynthese. Die erhéhte
Expression von DHCR?7 in Zytotrophoblast-artigen Zellen koénnte als Reaktion auf eine
verminderte Sekretion von Steroidhormonen im TRPV6-Knockoutklon hochreguliert worden
sein, um den Mangel an Steroidhormonen auszugleichen. Eine verstarkte Katalyse von 7DHC
zu Cholesterol kénnte jedoch potenziell nachteilige Auswirkungen auf die Synthese von
Vitamin D3 haben. Auch Vitamin D3 und seine aktiven Metabolite erflllen relevante
Funktionen in der Plazenta, darunter die Induktion der Invasion extravillidarer Trophoblasten
sowie die Regulation der Hormonsynthese [291-293] , sodass sich die Reduktion der Synthese
nachteilig auf die embryonale Entwicklung auswirken wirde. Auch das mitochondriale
Adrenodoxin (FDX1), das die Elektronen von der Adrenoxdoxin Reduktase auf CYP11A1
transferiert und damit ein Teil der Pregnenolonsynthese ist [203], wurde in Zytotrophoblast-
artigen TRPV6-Knockoutzellen hochreguliert, was ebenfalls kompensatorische Griinde haben
koénnte. Das wirde implizieren das zwar groRere Mengen des Progesteronvorlaufers gebildet
werden, da die Steroidhormonkonzentrationen im Zellkulturiiberstand jedoch reduziert sind
scheint die Katalyse auf dieser Stufe im TRPV6-Knockout zu stagnieren. Zur Validierung
dieser Hypothese ware im Rahmen weiterfiihrender Untersuchungen eine quantitative Analyse
der Konzentration steroidogener Vorlaufermetabolite im Zellkulturiberstand erforderlich. Die
Catechol-O-Methyltransferase (COMT) katalysiert die Inaktivierung von Catecholestrogenen,
darunter 2-Hydroxyestron und 4-Hydroxy-17p-Estradiol. Es ist jedoch bekannt, dass erhéhte
Estradiolkonzentrationen einen suppressiven Effekt auf die Genexpression von COMT
ausiben kdnnen [294, 295]. In Anbetracht der Tatsache, dass im TRPV6-Knockoutklon die
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Estradiolkonzentration im Zellkulturiberstand im Vergleich zum Wildtyp signifikant reduziert
war, konnte das die erhdhte Expression des Estradiol-metabolisierenden Enzyms COMT
erklaren. Wie zuvor fur die Proteine der Calciumhomdostase, die im TRPV6-Knockout
angereichert waren, geschlussfolgert, fihrte das Fehlen von TRPV6 im DMSO-behandelten
Klon D10 potenziell zum kompensatorischen Anstieg von Enzymen der Steroidhormon-
Vorlaufersynthese. Die Ergebnisse der Quantifizierung von Steroidhormonen im
Zellkulturiberstand von Zytotrophoblast-artigen TRPV6-Knockout- und Wildtypzellen zeigte
jedoch, dass das Defizit der Hormonbildung bzw. Sekretion in der Knockoutmutante D10

dadurch nicht ausgeglichen werden konnte.

Zudem zeigten mehrere Proteine, die an der Synthese von Steroidhormonen beteiligt sind und
mit schwangerschaftsassoziierten Funktionen in Verbindung stehen im TRPV6-Knockoutklon
D10, eine signifikant reduzierte Expression im Vergleich zum Wildtyp (3.12.1.1). Diese
unzureichende Proteinproduktion in TRPV6-defizienten Zytotrophoblast-artigen Zellen kdnnte
potenziell die hormonelle Homdostase und die damit verbundenen physiologischen Prozesse
wahrend der Schwangerschaft beeintrachtigen. Zu den identifizierten Proteinen der
Steroidhormonsynthese, die im TRPV6-Knockout signifikant weniger gebildet wurden als im
Wildtyp zahlten DHCR24, CYP19A1, HSD11B2, ANXA1, GNAI1 und AFP. In diesem
Zusammenhang ist Annexin A1 (ANXA1) zu nennen, das eine regulatorische Rolle bei der
Sekretion von Steroidhormonen spielt [296, 297]. Darlber hinaus beeinflussen GNAI1-
Untereinheiten Uber die PKA/ERK1/2-Signalkaskade die Expression des Transkriptionsfaktors
SREBP2, welcher wiederum als zentraler Regulator der de-novo-Cholesterinsynthese
fungiert, indem er die Transkripton von HMGCR und weiteren Genen der
Cholesterinbiosynthese- und aufnahme steuert [186]. Beide Proteine kdnnten somit indirekt

an der Regulation der hormonellen Steroidgenese beteiligt sein.
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Abbildung 33: Modell der an der Synthese von Cholesterol und Steroidhormonen beteiligten
Proteine, modifiziert nach Gehl et al. 2025. HMGCR= HMG-CoA Reduktase, DHCR24= Delta(24)-
sterol Reduktase, CYP51A1= Lanosterol 14-alpha Demethylase, DHCR7= 7-dehydrocholesterol
Reduktase, CYP11A1= mitochondriales Cholesterol side-chain cleavage Enzym, HSD3B1= 3
beta-hydroxysteroid Dehydrogenase/Delta 5-->4-Isomerase Typ 1, CYP17A1= Steroid 17-alpha-
hydroxylase/17,20 Lyase, CYP19A1= Aromatase, HSD17B1/3= 17-beta-hydroxysteroid
Dehydrogenase Typ 1/3, CYP21A2= Steroid 21-Hydroxylase, SRD5A1= 3-oxo0-5-alpha-steroid 4-
dehydrogenase 1, AKR1C1/2/3= Aldo-keto Reduktase Familie 1 Member C1/2/3, CYP11B1=
mitochondriales Cytochrom P450 11B1, HSD11B2= 11-beta-hydroxysteroid Dehydrogenase Typ
2, P5= Pregnenolon, P4= Progesteron

Zwar ist das von Lipoprotein-Rezeptoren stammende Cholesterol die Hauptquelle des
Steroidhormon-Vorlaufers, jedoch kann auch eine de-novo Cholesterol Synthese stattfinden
[87, 88] (Abb. 33). Die hieran beteiligte DHCR24 wurde im Vergleich zur ebenfalls an der
Cholesterol-Generierung beteiligten CHDR?7, starker in Zytotrophoblast-artigen Wildtypzellen
detektiert. Beide Enzyme katalysieren den letzten Schritt der Cholesterolbildung (Abb. 33
rechts), im Fall von DHCR24 ausgehend von Desmosterol und von DHCR7 ausgehend von 7-
Dehydrocholesterol. Da im BeWo-Zellwildtyp mehr DHCR24 gebildet wurde, kénnte mehr der
Vitamin-D3 Vorstufe 7-Dehydrocholesterol vorliegen, wahrend im TRPV6-Knockout mehr
Desmosterol zu erwarten ist. Auf Ebene der Bildung des Steroidvorlaufers scheint TRPV6

daher einen geringen Einfluss zu haben da beide Wege, die zum Cholesterol flhren, der links
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dargestellte Bloch Signalweg und der rechte Kandutsch-Russell Signalweg, beide

Dehydroxysterol Reduktasen bendtigen.

Dem entgegen stehen zwei Enzyme der terminalen Steroidhormonsynthese: die
Monooxygenase Aromatase, die die Umwandlung von C19-Androgenen zu C18-Androgenen
wie Estron und Estradiol katalysiert [181-183] und die Cortisol-metabolisierede 11-beta-
hydroxysteroid dehydrogenase type 2 (HSD11B2), die signifikant weniger im TRPV6-
Knockoutklon detektiert wurden. Die Tatsache, dass es sich bei den betroffenen
enzymatischen Reaktionen um terminale Schritte der Steroidhormonbiosynthese handelt,
namentlich die Umwandlung zu biologisch aktivem Estradiol sowie zu inaktivem Cortison, legt
nahe, dass eine TRPV6-abhangige Suppression der entsprechenden Enzyme funktionelle
Relevanz besitzen und zu einer verminderten katalytischen Aktivitat mit potenziell

pathophysiologischen Konsequenzen fihren kdnnte.

Frihere Studien zeigten bereits, dass das Produkt der Aromatase-Reaktion, Estradiol, die
Expression von Trpv6 auf Transkriptom-Ebene in murinen Modellen moduliert [117, 298, 299].
In dieser Arbeit wird diese Wechselwirkung umgekehrt aufgegriffen, da in TRPV6-defizienten
Zytotrophoblast-artigen BeWo-Zellen sowohl die Aromataseexpression als auch die
Estradiolkonzentration im Zellkulturiiberstand signifikant erniedrigt war. Die Befunde legen
daher nahe, dass neben der bekannten Regulation der TRPV6-Expression durch Estradiol
auch eine wechselseitige Beeinflussung im Sinne einer TRPV6-abhangigen Modulation der
Aromatase-Expression bzw. -Aktivitat besteht. Vor dem Hintergrund der bekannten Rolle von
TRPV6 und Estradiol in der Aufrechterhaltung der Calciumhomdostase [50, 51, 300-305]
deutet diese Beobachtung darauf hin, dass eine TRPV6-abhangige Regulation der
Steroidgenese auch zur integrativen Kontrolle der feto-maternalen Barrierefunktion beitragen
kénnte. Diese Annahme wird durch die signifikante Anreicherung von Proteinen, die an der
Calciumhomoostase beteiligt sind, im TRPV6-Knockoutklon mit niedriger Aromatase-
Expression, belegt. Stérungen der Calciumhomobostase und des transzellularen
Calciumeinstroms stellen zudem zentrale pathophysiologische Merkmale des transienten
neonatalen Hyperparathyreoidismus dar, einer Erkrankung, die in direktem Zusammenhang
mit einem TRPV6-defizienten Calciumtransport steht und sich durch eine unzureichende fetale
Knochenmineralisierung auszeichnet. Vor dem Hintergrund der bekannten Rolle von Estradiol
als osteoprotektives Hormon, erscheint eine kombinierte Defizienz der TRPV6- und
Aromatase-Expression  besonders relevant. Zwei zentrale  Modulatoren  der
calciumabhangigen Mineralstoffhoméostase sind simultan betroffen und kénnten daher

synergistisch zur Entstehung calciumbedingter fetaler Skelettdysplasien beitragen. Dartber
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hinaus ist eine Defizienz der Aromatase mit dem Auftreten von friih einsetzender Praeklampsie
ab der 24. Schwangerschaftswoche assoziiert. Dies legt nahe, dass TRPV6 Uber die
auch eine Rolle in der

verminderte Aromataseexpression Pathogenese dieser

Schwangerschaftskomplikation spielen kdnnte.

Neben der Aromatase wurde auch das terminale Enzym des Cortisol-Metabolismus HSD11B2
signifikant reduziert im TRPV6-Knockoutklon exprimiert. Zusammen mit seinem Gegenspieler
HSD11B1 regulieren sie das feto-maternale Glukokortikoid-Gleichgewicht, indem HSD11B1
die Umwandlung von inaktivem Cortison und 11-Dehydrocorticosteron in aktives Cortisol bzw.
Corticosteron und HSD11B2 die entgegengesetzte Bildung der inaktiven Glukokortikoid-
Metabolite katalysiert [306]. Die plazentare Bildung von HSD11B2 findet primar in den
Synzytiotrophoblasten statt, um den Fetus an dieser Grenzschicht vor einer Ubermafigen
schitzen [76, 307] und

Schwangerschaftskomplikationen wie eine intrauterine Wachstumsrestriktion [308] und

Cortisol- oder Corticosteron-Exposition  zu damit

niedriges fetales Geburtsgewicht [307] zu verhindern.

Maternale Plazenta  Fetale Maternale Plazenta Fetale
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Abbildung 34: Schematische Darstellung der feto-matenalen Glukokortikoidhomdostase,
Abbildung angelehnt an Seckl et al 2007 [309] , STB= Synzytiotrophoblasten, HSD11B2= 11-
beta-hydroxysteroid Dehydrogenase Typ 2
Mehrere Studien, die sich mit der Fragestellung befassten, ob Cortisol einen direkten Effekt
auf die Parathormonbildung (PTH) und Sekretion hat, lieferten heterogenen Ergebnissen.
Altere Studien beschreiben eine direkte Induktion der PTH-Sekretion durch Glukokorticoide in
Ratten [310]. Ergénzend dazu berichten klinische Studien an erkrankten Personen mit
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chronischem Hypercortisolismus, dass ein Glukokortikoidiiberschuss mit einer verstarkten
PTH-Antwort auf eine experimentell induzierte Hypocalcamie einhergeht. Laut Autoren kénnte
das einen moglichen Pathomechanismus fir den osteoporotischen Phanotyp dieser
Erkrankung darstellen [311]. Auf molekularer Ebene konzentrieren sich die verfliigbaren Daten
jedoch uberwiegend auf den reziproken Zusammenhang, der Stimulation der Cortisolsekretion
durch das PTH und PTH-related Peptide [312]. Beide Hormone, PTH und Cortisol, sind jedoch
integrale Komponenten des Regelkreises der Calciumhomdostase und hohe Konzentrationen
beider Hormone gehen mit Knochenphanotypischen Komplikationen einher. Cortisol hemmt
die Proliferation von Osteoblasten [313], induziert den RANKL zur Induktion der
Osteoklastenbildung und férdert dadurch den Knochenabbau [314]. Zudem beschleunigen
hohe Cortisolmengen die Parathormon-induzierte Osteoklasten-Differenzierung und -Bildung,
indem sie die RANKL-Produktion hochreguliert und die OPG-Expression herunterreguliert
[313] . Um die Hypothese einer reduzierten Aktivitdt des Enzyms HSD11B2 infolge des
TRPV6-Knockouts zu untermauern, ist es jedoch erforderlich, eine differenzierte Analyse der
Cortisol- und Cortison-Spiegel in den Uberstéanden der Zellmodelle durchzufiihren. Aufgrund
technischer Limitationen war diese Quantifizierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht
zu realisieren. Zudem sollte auch die PTH-Konzentration Uberprift werden, um einen
moglichen TRPV6-bedingten Zusammenhang zwischen der HSD11B2- Defizienz und dem

transienten neonatalen Hyperparathyreodismus zu ermitteln.

Auch nach Induktion der Synzytialisierung durch FSK-Inkubation der Zellen zeigte HSD11B2
weiterhin eine signifikant starkere Expression im BeWo-Zellwildtyp, sodass sich die
Vermutung, dass TRPV6 an der Bildung des Enzyms der feto-maternalen Glukokortikoid-
Barriere beteiligt ist auf die Synzytiotrophoblastschicht Ubertragen lasst (3.12.1.2). Die
anderen Enzyme der Steroidhormonsynthese die zuvor im TRPV6-Knockout oder BeWo-
Wildtyp signifikant angereichert detektiert wurden, wiesen jedoch nach FSK-Behandlung keine
signifikanten Expressionsunterschiede mehr auf, was sich mit der Beobachtung deckt, dass
nach Induktion der Synzytialisierung auch keine signifikanten Konzentrationsunterschiede der
erfassten Hormone mehr im Zellkulturiberstand gemessen wurden. Demnach scheint eine
Aktivierung der Adenylatzyklase die meisten Proteinexpressions-Defizienzen im TRPV6-
Knockout zu kompensieren. Die Induktion der Steroidgenese in Trophoblasten kénnte durch
mehrere parallel verlaufende Signalwege vermittelt werden, darunter ein Signalweg, der mit
der Aktivierung der Adenylatzyklase assoziiert ist, sowie ein weiterer, der mit der TRPV6-
Signallbertragung in Verbindung steht. Dabei sind regulatorische Feedbackmechanismen, die
zur Aufrechterhaltung der Hormonhomoostase beitragen, nicht auszuschlieRen. Die
signifikante Reduktion der Synthese von HSD11B2 im TRPV6-Knockoutklon, selbst nach der
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Aktivierung der Adenylatzyklase, kénnte daran liegen, dass HSD11B2 als calciumabhangiger
Marker fUr die Synzytialisierung fungiert (3.1) [180]. Zudem besteht die Mdglichkeit, dass die
Bildung von HSD11B2 durch andere Transkriptionsfaktoren induziert wird, als die der anderen
Steroidhormonenzyme und TRPV6 einen differenziellen Einfluss auf diese Faktoren hat.
Neben HSD11B2 zeigten weitere klassische Proteine der Steroidhormonsynthese wie die
Steryl-sulfatase, die die Umwandlung von sulfatierten Steroidvorlaufern in ihre freie
Steroidform  katalysiert [315], die 3-keto-steroid Reduktase/17-beta-hydroxysteroid
Dehydrogenase 7 (HSD17B7) und die Oxidoreduktase AKR1B1 eine starkere Expression im
Wildtyp. Diese Expressionsanderungen hatten jedoch im Rahmen der erfassten Parameter

keinen messbaren Einfluss auf die Synthese von Steroidhormonen.

4.9 Schlussfolgerung und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es, die funktionelle Bedeutung des Calciumkanals TRPV6 innerhalb der
feto-maternalen Barriere mithilfe des etablierten BeWo Trophoblasten-Modells zu
untersuchen. Zu diesem Zweck wurden zwei genetisch modifizierte Zelllinien verwendet: ein
Knockoutklon ohne TRPV6-Expression sowie ein Klon mit TRPV6-Uberexpression. Der
funktionelle Vergleich dieser Mutanten mit dem Wildtyp ergab, dass die Fahigkeit zur
Synzytialisierung unabhangig von TRPV6 zu sein scheint. Es wurden jedoch mehrere
signifikante funktionelle Unterschiede zwischen Wildtyp- und Knockoutzellen festgestellt: Das
Fehlen von TRPV6 fluhrte zu einer veranderten Zellmorphologie, einer signifikant reduzierten
intrazellularen Calciumkonzentration sowie zu einer verminderten Synthese und Sekretion von
Glykoprotein- und steroidalen Hormonen. Viele der funktionellen Defizite konnten durch die
pharmakologische Aktivierung der Adenylatzyklase durch FSK partiell kompensiert werden.
Dies deutet auf die Beteiligung multipler, méglicherweise paralleler, Signaltransduktionswege
bei der Regulation trophoblastarer Funktionen hin. Alternativ kénnte TRPV6 selbst ,upstream®

in der cAMP-Signalkaskade agieren.

Im Kontext klinischer Relevanz ist insbesondere die Assoziation eines TRPV6-Mangels mit
dem transienten neonatalen Hyperparathyreoidismus von Bedeutung, einem Krankheitsbild,
das durch gestérte Knochenmineralisierung und reduzierten plazentaren Calciumtransport
charakterisiert ist. Die in dieser Arbeit nachgewiesene reduzierte intrazellulare
Calciumkonzentration in TRPV6-defizienten Zellen kdnnte ein pathophysiologisches Korrelat
dieser klinischen Manifestation darstellen. Erganzend hierzu zeigte sich ein verminderter
Gehalt des Enzyms HSD11B2, das als zentrale Komponente der feto-maternalen
Glukokortikoidbarriere gilt. Da auch fir HSD11B2 eine Rolle in der ossaren Entwicklung
diskutiert wird, erscheint eine potenzielle synergistische Wirkung beider Defizite denkbar. Ein

weiterer relevanter Befund dieser Arbeit betrifft die beobachtete Reduktion von Aromatase-
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Expression und Estradiol-Sekretion im Zytotrophoblast-artigen TRPV6-Knockout. Da eine
reduzierte Estradiolbiosynthese mit der Pathogenese der Praeklampsie in Verbindung
gebracht wird, konnte TRPV6 auch als modulierender Faktor in der Entstehung dieser
Schwangerschaftserkrankung fungieren. Allerdings bedarf diese Hypothese einer
weiterfihrenden Validierung in primaren Trophoblastenmodellen und vergleichender

Untersuchung von Gewebebiopsien gesunder und an Praeklampise erkrankter Patientinnen.

Die Uberexpression von TRPV6 fiihrte weder zu einer Erhdéhung der intrazelluldren
Calciumkonzentration noch zu einer gesteigerten Hormonsynthese. Dies legt nahe, dass eine
basal-physiologische Expression von TRPV6 essenziell fur die Calciumhomdostase und die
sekretorische Funktion trophoblastarer Zellen ist, jedoch mdégliche Ruckkopplungs- oder
Sattigungsmechanismen eine  Uberkompensation  verhindern  kénnten.  Zukiinftige
Untersuchungen sollten sich daher auf die Klarung der genauen Rolle von TRPV6 innerhalb
zellularer Signalkaskaden konzentrieren und insbesondere den funktionellen Einfluss der
TRPV6-abhangigen Calciumregulation auf hormonelle, metabolische und strukturelle

Prozesse in der Plazenta weiter differenzieren.
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