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- Endometrial epithelial cell Ca2+ signaling and female mouse fecundity depend on 

TRPV6, Sota, A., Beck, A., Wartenberg, A., Gehl, A-L. et al., eingereicht bei Cell Mol 

Life Sci, 2025 

 

 

 

 

 

 

 

 



II 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diese Arbeit ist meiner Mutter gewidmet – für ihre Geduld, Liebe und 

Unterstützung 

 

 

 

 

 

 

 

 



III 

 

Danksagung 
Mein besonderer Dank gilt Herrn Univ.-Prof. Dr. Markus R. Meyer, der die Betreuung meiner 

Dissertation übernommen und mir damit die Durchführung dieser Arbeit ermöglicht hat. Für 

das entgegengebrachte Vertrauen, die herzliche Aufnahme in seinen Arbeitskreis sowie die 

engagierte und stets verlässliche fachliche Begleitung bin ich ihm sehr dankbar. Besonders zu 

schätzen lernte ich die stets offene und kollegiale Arbeitsatmosphäre und konstruktive 

Unterstützung, die maßgeblich zum Fortschritt dieser Arbeit beigetragen haben. Zudem danke 

ich Frau Univ.-Prof. Dr. Alexandra K. Kiemer für die Übernahme des Koreferats. 

Ein ebenso großer Dank gilt Frau Dr. Claudia Fecher-Trost, die mir das Thema dieser Arbeit 

anvertraut und mich während der gesamten Promotionszeit mit großem Engagement und 

Fachkenntnis betreut hat. Für ihre jederzeit offene Haltung gegenüber Fragen, Diskussionen 

und konstruktivem Austausch bin ich ihr besonders dankbar. Unsere enge und vertrauensvolle 

Zusammenarbeit sowie das ausgezeichnete persönliche Miteinander haben die gemeinsame 

Arbeit nicht nur inhaltlich bereichert, sondern auch menschlich sehr wertvoll gemacht. Durch 

ihre Unterstützung und ihr stetiges Engagement wurde diese Dissertation in ihrer jetzigen 

Form überhaupt erst möglich. 

Zudem gilt mein besonderer Dank Herrn PD Dr. Ulrich Wissenbach für die fachliche Begleitung 

meiner Arbeit und seine stets offene Diskussionsbereitschaft. Besonders wertvoll war für mich 

der gemeinsame fachliche Austausch, auch über das eigentliche Thema hinaus, der neue 

Perspektiven eröffnete und das Verständnis vieler Zusammenhänge vertieft hat. Darüber 

hinaus möchte ich Herrn Professor Dr. Veit Flockerzi für die Möglichkeit danken, meine 

experimentellen Arbeiten in den Laboren der Pharmakologie durchführen zu dürfen, sowie für 

seinen konstruktiven fachlichen Input im Verlauf der Arbeit. 

Meinen Kolleginnen und Kollegen der Pharmakologie und Toxikologie danke ich herzlich für 

die freundliche Aufnahme in den Arbeitskreis, den offenen wissenschaftlichen Austausch 

sowie die stets angenehme und kollegiale Zusammenarbeit, auch in herausfordernden 

Phasen. Ihre Unterstützung, ihr Teamgeist und ihre fachliche Expertise haben wesentlich zu 

einer produktiven und motivierenden Arbeitsatmosphäre beigetragen. 

Ein besonderer Dank gilt Marnie Cole, mit der ich die meiste Zeit im Labor verbracht habe. 

Gemeinsam haben wir uns durch den Laboralltag gekämpft, mit ihrer Vielseitigkeit, 

Hilfsbereitschaft und ihrem Humor war sie nicht nur eine verlässliche Kollegin, sondern ist mir 

auch eine gute Freundin geworden. Ihr unermüdlicher Einsatz und ihre positive Art haben viele 

herausfordernde Tage deutlich leichter gemacht. Auch Christine Wesely danke ich herzlich für 

die vielen gemeinsamen Stunden im Labor. Ihre Geduld, ihr Können, insbesondere am 



IV 

 

Western Blot, sowie die zahlreichen schönen Momente haben die Arbeitstage stets bereichert. 

Heidi Löhr hat mich mit viel Geduld und Fachwissen in die Kunst der Zellkultur eingeführt. Die 

Zeit mit ihr war nicht nur lehrreich, sondern auch menschlich sehr angenehm. PD Dr. Andreas 

Beck danke ich für seine Anleitung im Bereich des Calciumimaging sowie für seine verlässliche 

Unterstützung bei statistischen Fragestellungen und strukturierten Auswertungen. Mein Dank 

gilt außerdem PD Dr. Stephan Philipp für seine konstruktiven Beiträge in den Arbeitsseminaren 

sowie Frau Prof. Dr. Daniela Yildiz und ihrem Team für ihren hilfreichen Input im Rahmen 

wissenschaftlicher Diskussionen. Stefanie Buchholz danke ich für ihre Unterstützung und 

Expertise bei der Durchführung der PCR-Experimente. 

Darüber hinaus danke ich den Mitgliedern der Abteilung für Toxikologie, die meine eher 

fachfremden Beiträge im Rahmen der Arbeitsseminare mit Offenheit und Interesse begleitet 

haben. Ihr Input, insbesondere im Bereich der massenspektrometrischen Analytik, hat die 

Arbeit inhaltlich bereichert. Mein besonderer Dank gilt Frau Dr. Lea Wagmann und Herrn 

Sascha Manier für ihre wissenschaftliche Expertise und ihre Bereitschaft zu konstruktivem 

Austausch. Frau Aline Vollmer danke ich herzlich für ihre stetige Hilfsbereitschaft, sie stand 

mir bei Fragen jederzeit zuverlässig zur Seite. 

Herrn Armin A. Weber, Herrn Carsten Schröder, Herrn Martin Simon-Thomas und Frau Kathrin 

Schetting danke ich für die ständige Einsatzbereitschaft und die ausgezeichnete technische 

Unterstützung. 

Meinen Freundinnen und Freunden danke ich für ihre Geduld und ihre beständige 

Unterstützung. Ihre Offenheit, ihr Humor und ihr Mitfiebern haben mir oft neuen Mut gegeben. 

Meinem Partner Florian danke ich für seine Geduld, seine Unterstützung in allen Phasen 

dieser Arbeit und dafür, dass er mir stets mit Ruhe und Verständnis zur Seite stand.  

Die letzten Zeilen dieser Danksagung gehören meiner Familie. Liebe Mama, lieber Papa, liebe 

Aline und liebe Leonie, ihr wart in jeder Phase dieser Arbeit meine Konstante. Mit eurem 

Vertrauen, eurer Geduld und eurer unermüdlichen Unterstützung habt ihr mir stets den Rücken 

freigehalten und mich ermutigt, meinen eigenen Weg zu gehen, selbst in schwierigen Zeiten. 

Dafür danke ich euch von Herzen. 

 

 

 



V 

 

 

 

 

 

 

 

 

„In nature, nothing exists alone.“ 

Rachel Carson, Silent Spring (1962) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VI 

 

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 

Calciumhomöostase zwischen Mutter und Fetus beiträgt. Da TRPV6-Knockouts mit 

Schwangerschaftspathologien wie dem transienten neonatalen Hyperparathyreoidismus 

assoziiert sind, war es Ziel dieser Arbeit, die funktionelle Bedeutung von TRPV6 in 

Trophoblasten näher zu untersuchen. Hierzu wurden genetisch modifizierte BeWo-Zelllinien 

erzeugt: ein Knockoutklon (D10) ohne TRPV6-Expression sowie ein Überexpressionsklon 

(E10) mit verkürztem TRPV6-Protein. In TRPV6-defizienten Zellen zeigten sich eine reduzierte 

intrazelluläre Calciumkonzentration, Veränderungen der Zellmorphologie sowie eine stark 

eingeschränkte Hormonsekretion, bei erhaltener Synzytialisierungsfähigkeit. Proteomische 

Analysen bestätigten diese Befunde durch eine kompensatorische Hochregulation 

calciumsensitiver Proteine und eine verminderte Expression steroidogener Schlüsselenzyme 

(CYP19A1, HSD11B2). Die durch Forskolin aktivierte Signaltransduktion konnte hormonelle 

Defizite größtenteils ausgleichen. Im Gegensatz dazu zeigte die Überexpression von TRPV6 

kaum funktionelle Effekte. Insgesamt deutet dies auf eine modulierende Rolle von TRPV6 in 

der hormonellen Regulation hin, die über seine Bedeutung im Calciumtransport hinausgeht 

und möglicherweise zur Pathogenese schwangerschaftsassoziierter Erkrankungen beiträgt.  
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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 fünf 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. Während der Wanderung 

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

Dieser Teilungsprozess manifestiert sich zunächst 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 Flüssigkeit in den interzellulären Raum gepumpt, was zur Bildung einer Blastozysten-

Höhle führt und das frühe Blastozysten-Stadium einleitet [2]. 

 

Abbildung 1: Frühe Embryonalentwicklung beim Menschen. Darstellung der Stadien von der 
Befruchtung bis zur Einnistung (Nidation) in das Endometrium, einschließlich Zygote, Morula, 
Blastozyste und beginnender Ausbildung von Trophoblast und Embryoblast. Erstellt mit 
BioRender 
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Nach dem Durchlauf mehrerer Schrumpfungs- und Expansions-Zyklen besteht die späte 
Blastozyste aus ungefähr 200 Zellen [3-5], darunter der innere Embryoblast, aus dem der 

Embryo hervorgeht, und das äußeren Trophektoderm, das aus Trophoblasten-Zellen besteht 

und später wesentliche Teile der Plazenta bildet. Vor der Implantation tritt die Blastozyste aus 

der Zona pellucida, einer glykoproteinreichen extrazellulären Matrix, aus woraufhin die 

Adhäsion der Trophektoderm-Zellen an das rezeptive Luminalepithel der Gebärmutter erfolgt. 

Dieser initiale Kontakt zwischen dem embryonalen und mütterlichen Gewebe initiiert die 

Bildung der Plazenta circa 5-6 Tage nach der Befruchtung, da als Reaktion auf die Adhäsion 

die Genexpression und damit einhergehend die Differenzierung der Trophektoderm-Zellen 

eingeleitet wird: Die Zellen des Trophektoderms, die in direktem Kontakt mit dem mütterlichen 

Endometrium stehen, proliferieren und bilden zunächst einkernige Trophoblasten. Diese 

Zellen fusionieren im Verlauf zu einem primitiven invasiven Synzytiotrophoblasten, der in der 

Lage ist, das Gebärmutterepithel zu durchdringen, damit die Umwandlung des Epithels in die 

Dezidua induziert [6] und die Einbettung der Blastozyste im Gebärmutterstroma ermöglicht [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 mütterlichen Gewebe. Diese primitiven Zytotrophoblasten 

durchlaufen einen fortlaufenden Proliferationsprozess und fusionieren anschließend mit dem 

primären Synzytiotrophoblast. Dieser dynamische Prozess führt zu einer kontinuierlichen 

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

2.1.1.2 Synzytialisierung 
Der Synzytiotrophoblast bildet im Graviditätsverlauf ein großes mikrovillöses Epithel und stellt 

die Kontaktschicht zum maternalen Blut dar, weshalb zahlreiche plazentare Funktionen auf 

diesen Zelltyp zurückzuführen sind. Da sich die Synzytiotrophoblasten nicht selbst 

regenerieren können, sondern auf eine kontinuierliche Fusion mit den darunter lokalisierten 

Zytotrophoblasten angewiesen sind, untersteht dieser Prozess, der Synzytialisierung genannt 

wird, regulatorischen Signalkaskaden, die die fusionsfördernde Genexpression induzieren. Die 

Fusion wird eingeleitet, indem die Zytotrophoblasten zunächst ihre Morphologie ändern und 

ihre proliferative Aktivität verlieren. Diese morphologischen Änderungen 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 veränderten Expression von 

Zelladhäsionsproteinen wie Cadherinen und Zona-occludens 1, was Zelladhäsions- und 

Kommunikationsprozesse auslöst, die die Zellfusion fördern [14, 15]. Zudem ermöglichen 

Connexine als Bausteine von interzellulären Kanälen (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 intrazellulären Inhalte 

miteinander vermischt werden [18]. Die Bildung fusogener Proteine erfolgt primär über die 

cAMP/PKA vermittelte Expressionsinduktion des Transkriptionsfaktors GCM1 (glial cell 

missing 1) [19, 20].  

1.1.1.3 Zottenstadien und terminale Plazenta 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Plazenta mit typischen Entwicklungsstadien. Oben: 
Fetales Gewebe in grün-violett, maternales Gewebe in gelb-braun. Darüber Querschnitt durch 
jeweiliges Stadium der Zotte. Querschnittstelle in Schema des jeweiligen Zottenstadiums 
angedeutet. Unten Querschnitt durch die Plazenta und eine Plazentazotte dargestellt. Abbildung 
modifiziert nach Huppertz 2013, Barthe et al 2015 und Stangl et al 2021 [21-23] 
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Um den achten Tag nach der Befruchtung (post-conceptionem, pc) entwickeln sich innerhalb 
des primitiven Synzytiotrophoblasten flüssigkeitsgefüllte Räume, die im Verlauf ein Lakunen-

Netzwerk bilden. In dieses Netzwerk strömt mütterliches Blut, nachdem endometriale 

Blutgefäße eröffnet wurden, und es entsteht im späteren Entwicklungsstadium der intravillöse 

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 

einschließlich der Trabekel sowie die primitive Basalplatte, die in Kontakt mit dem mütterlichen 

Endometrium steht [25].  Ab dem neunten Tag pc dringen die Zytotrophoblasten in die Trabekel 

ein, wodurch die Primärzotten ab Tag 11 pc enstehen. Diese differenzieren sich ab dem 16. 

Tag pc durch das Eindringen embryonalen Mesenchyms zu Sekundärzotten. Die Kombination 

aus extraembryonalem Mesoderm, Zyto- und Synzytiotrophoblast wird als Chorion bezeichnet. 

Ab dem 20. Tag pc entwickeln sich in den Sekundärzotten hämatopoetische Vorläuferzellen, 

was zur Bildung fetaler Blutgefäße führt und das Stadium der Tertiärzotten einleitet. Die 

Bildung dieser Tertiärzotten, insbesondere des Kapillarendothels, erfolgt bedarfsorientiert bis 

zum Ende der Schwangerschaft. Aus den Tertiärzotten entstehen Zellsäulen, die als 

Haftzotten zur Verankerung in der Dezidua dienen. Im weiteren Verlauf wandern extravillöse 

Trophoblasten in das mütterliche Uterusgewebe ein. Zudem erfolgt durch eine fortlaufende 

sprossenförmige 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 schließlich die Plazentaschranke, die den Austausch von Gasen, 

Nährstoffen und Abfallprodukten ermöglicht. Etwa vier Wochen nach der Befruchtung ist der 

Embryo vollständig von Zotten umgeben. Ab der achten Woche beginnt jedoch eine partielle 

Reduktion der Zotten, die bis zur zwölften Woche fortschreitet. Dieser Prozess führt 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 erfüllt eine Vielzahl von Funktionen, wobei die Zottenoberfläche einen großen 

Teil der plazentaren funktionellen Einheit darstellt. Die Zotten-Trophoblasten differenzieren 

sich in spezialisierte Subpopulationen, die entweder epitheliale Funktionen erfüllen oder 

invasiv in die mütterliche Gebärmutterwand eindringen. Im Kontext der epithelialen Aufgaben 

sind die Synzytiotrophoblasten für den Transfer von Nährstoffen und Gasen zwischen Mutter 
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und Fötus sowie die Produktion von Hormonen zuständig, die für die Aufrechterhaltung der 

Schwangerschaft entscheidend sind. 

1.1.2.1 Funktionen plazentarer Trophoblasten: Transport  
Der Transportmechanismus über die Plazentaschranke hängt von der zu transportierenden 

Substanz ab. Der Gasaustausch von Kohlendioxid und Sauerstoff sowie die fetale 

Ausscheidung von Harnstoff [27] und Bilirubin [28] erfolgt über passive Diffusion. Der 

Glukoseaustausch findet über spezielle Carrier-Systeme wie insulinunabhängige GLUT-

Transporter statt [29], ebenso wie die maternale Bereitstellung wasserlöslicher Vitamine und 

Aminosäuren über 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 Fettsäuren passieren diese die plazentaren 

Synzytiotrophoblasten über verschiedene Lipoproteinkomplexe die Fettsäure-

Transportproteine/Translokasen, Plasmamembran-Fettsäure-Bindungsproteine und 

Fettsäure-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 I (SR-BI) und dem VLDL-Rezeptor (VLDLR) interagieren [36-38]. Zusätzlich sind 

Transportproteine wie ABCA1 und ABCG1 am feto-maternalen Cholesteroltransfer beteiligt 

[39]. Spezifische maternale Immunglobuline werden zur Übertragung der humoralen Immunität 

der Mutter auf den Fetus über Transzytose aufgenommen [40, 41]. Der Mineralstofftransport 

erfolgt ebenfalls über diverse stoffspezifische Transportsysteme. Frühe Studien legen nahe, 

dass der Chloridaustausch über den Cl-/HCO3-Austausch [42] und der Transport über den 

Maxi-Chloridkanal stattfindet [43]. Eisen gelangt über den Transferrinrezeptor 1 (TFR1) in die 

fetale Zirkulation [44, 45], während die Phosphathomöostase vermutlich durch 

natriumabhängige Phosphattransporter vom Typ III (SLC20A1, SLC20A2) vermittelt wird [46]. 

Auch einige Ionenkanäle 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 für diesen TRP-Kanal eine zentrale Rolle in der feto-maternalen 

Calciumhomöostase angenommen wird [50-55]. Darüber hinaus sind intrazelluläre Store-

operated Ca2+ Entry Channels (SOCE) [56], die mit Hilfe von Calciumsensoren auf die 

Abnahme der intrazellulären Calciumkonzentration hin aktiviert werden, basolaterale 
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Plasmamembran-Calcium-ATPasen (PMCA) [57] sowie Natrium-Calcium-Austauscher (NCX) 

[58] an der plazentaren Calciumhomöostase beteiligt. 

1.1.2.2 Endokrine Funktion plazentarer Trophoblasten 
Für die Entwicklung des Fetus ist eine wachstumsfördernde Modulation des weiblichen 

Fortpflanzungstrakt notwendig. Um diesen Prozess dynamisch zu regulieren, übernehmen die 

Zyto- und insbesondere die Synzytiotrophoblasten der Plazenta aufgrund ihrer hämochorialen 

Eigenschaft neben ihrer Transportfunktion auch endokrine Aufgaben [59]. Hierfür fungieren 

sie wie eine Art hypothalamisch-hypophysäres System indem stimulierende und hemmende 

Rückkopplungsmechanismen das fetale Wachstum beeinflussen [60], wobei die zugrunde 

liegenden Mechanismen der hormonellen Sekretionsregulation in der Plazenta Gegenstand 

aktueller Forschung sind.  

Im Graviditätsverlauf ändern 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 und 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 während 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 während der gesamten Schwangerschaft [64-66], 

indem es an den Luteinisierendes Hormon/Choriongonadotropin-Rezeptor (LHCGR) bindet. 

Die darauffolgende Konformationsänderung des Gs-Protein-gekoppelten Rezeptors aktiviert 

primär die Adenylatzyklase und erhöht dadurch den intrazellulären cAMP-Spiegel, was die 

Steroidbiogenese induziert [67-69]. Im ersten Trimester der Schwangerschaft findet die 

Rezeptorstimulation durch hCG primär auf dem Gelbkörper statt, sodass dieser zunächst die 

primäre Quelle der Steroidhormone darstellt. Im Verlauf der Plazentaentwicklung werden 

jedoch zunehmend LHCG-Rezeptoren in der Plazenta selbst exprimiert, was dazu führt, 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 übernommen wird [71, 72]. Neben der LHCGR vermittelten autokrinen Förderung der 

Synzytiotrophoblasten-Bildung [19, 73, 74] und der Stimulation der Bildung von 

Steroidhormonsynthese-Enzymen [75, 76] übernimmt hCG weitere Aufgaben die essenziell 

für die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft sind. Es fördert die Angiogenese im 
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Uterusendothel [77, 78], hemmt die Immunreaktion und die Phagozytose der Makrophagen an 

der utero-plazentaren Grenzfläche [79-81], verhindert die Kontraktion der Uterusmuskulatur 

[82-85] und fördert zudem das uterine Wachstum [82, 83]. 

Wie bereits erwähnt steigt der maternale Progesteronspiegel bis zur Entbindung im 

mütterlichen Serum kontinuierlich und erreicht vor der Geburt Werte um 224nmol/L [71, 72, 

86]. Für die Synthese dient Cholesterol als Vorstufe. Es kann zu geringen Teilen de-novo 

synthetisiert werden, wird größtenteils jedoch über 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 überträgt sie auf das Elektronentransferprotein Adrenodoxin das wiederum 

die Elektronen für 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-Isomerase Typ 1 (HSD3B1) und NAD+ in 

Progesteron umgewandelt [90, 91]. Progesteron fungiert als wichtiges Vorläufermolekül in der 

Steroidhormonsynthese und kann beispielsweise für 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]. Darüber hinaus unterstützt Progesteron durch die Interaktion mit seinem 

nukleären Rezeptor die Dezidualisierung [96], reduziert wie auch hCG die Kontraktilität der 

Uterusmuskulatur [97, 98] und fördert die mütterliche Immuntoleranz [99-101].  

Auch die maternalen Serumkonzentrationen von Estrogenen wie Estriol, Estron und   Estradiol 

steigen im Verlauf der Gravidität 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 früheren 

Studien die CYP17A1 Expression auf Transkriptomebene detektiert und eine Enzymaktivität 

beschrieben [102-105], jedoch scheint die plazentare Aktivität des Enzyms gering zu sein und 

die entsprechende katalytische Reaktion primär in der fetalen Nebenniere stattzufinden [106]. 

Hierfür wird ein Teil des plazentar gebildeten Pregnenolons durch fetale adrenale Sulfatasen 

zu Pregnenolonsulfat und anschließend 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 
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über die Induktion der NO-Synthase vasodilatierend, stimulieren so den uteroplazentaren 

Fluss [111] und beeinflussen darüber hinaus den feto-maternalen Glukokortikoidmetabolismus 

[112-115]. Sie regulieren auch die Aktivität uteriner Calciumkanäle [116, 117]. Zudem erhöhen 

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 eingeschränkt möglich. Zwar kann 

man aus der Plazenta primäre Trophoblasten isolieren, jedoch sind diese kurzlebig und daher 

für viele funktionelle Untersuchungen ungeeignet. Daher werden hierfür verschiede etablierte 

in-vitro-Zellkulturmodelle für 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 fötalen Plazenta eines männlichen 

Fötus 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 Calciumhomöostase, Permeabilität, Synzytialisierung und 

Hormonsynthese gelegt werden sollte, fiel die Wahl des in-vitro Zellmodels auf die BeWo-

Zelllinie. Sie wachsen adhärent, sind epithelartig und die Synzytialisierung ist durch 

Adenylatzklase-Aktivierung mittels Forskolin (FSK) induzierbar, während die Zellfusion von 

JEG3 Zellen auf diese Weise nicht stimuliert werden kann [123]. Wie primäre 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 durchgeführt. 
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1.2 Die TRP-Familie 
Die Transient Receptor Potential (TRP)-Familie repräsentiert eine heterogene Gruppe von 

Ionenkanälen, die in verschiedenen Geweben verbreitet sind und die unter anderem an der 

sensorischen Wahrnehmung chemischer und physikalischer Stimuli beteiligt sind. Diese 

Kanäle sind permeabel für mono- und divalente Kationen, wie Ca²⁺, Mg²⁺, Na⁺ und K+. In 

Säugetieren umfasst die TRP-Familie 28 Kanalproteine, die anhand der Homologie ihrer 

Aminosäuresequenz 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 

Säugetieren zählende Spezies identifiziert. 

 

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

1969 identifizierte Cosens et al. erstmalig einen elektrophysiologisch diversen Phänotyp 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 für "canonical" oder "classic" steht [130]. Daraufhin wurden fortlaufend mehrere TRP-

Klassen in verschiedenen Spezies entschlüsselt [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 ursprünglichen Namen des ersten 

identifizierten Mitglieds, das heute als TRPM1 bezeichnet wird [138]. TRPM-Kanäle 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], während für 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 Säugern ausschließlich 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 für “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-Kanäle lassen sich auf Grundlage ihrer Kationenselektivität in zwei funktionelle 

Subgruppen einteilen:  die thermosensiblen TRPV-Kanäle 1–4, die unspezifisch 

kationenselektiv sind, sowie TRPV5 und TRPV6, die eine hohe Calciumselektivität 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 gehört zur 

Vanilloid-Unterfamilie der TRP-Kanäle. Das entsprechende Transkript wurde 1999 erstmalig 

aus dem Rattendarm klonierten [146], während die humane Variante drei Jahre später aus 

einer cDNA-Bibliothek der Plazenta isoliert wurde [135]. Genomisch ist das TRPV6-Gen auf 

dem humanen Chromosomabschnitt 7q33–34 lokalisiert [147] und weist eine hohe 

Sequenzhomologie zu TRPV5 auf. Darüber hinaus zeigt das humane TRPV6-Gen einen 

populationsabhängigen Polymorphismus, der durch nicht synonyme Einzelbasenvarianten 

innerhalb der kodierenden Sequenz entsteht und zu Aminosäureaustauschen im Protein führt. 

Das Resultat sind zwei Allelvarianten, TRPV6a und TRPV6b, deren Verteilung geographisch 

variiert [135, 148, 149].  Darüber 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 stromaufwärts gelegenen ACG-Codon, das regulär für Threonin 

codiert, in diesem Fall jedoch als funktionales Startsignal fungiert und in ein Methionin 
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übersetzt wird [150]. Die Translation des TRPV6-Proteins beginnt somit früher als bis zum 

Jahr 2013 angenommen und führt zur Bildung eines TRPV6-Proteins mit 765 statt 725 

Aminosäuren und einer verlängerten N-terminalen Domäne [150]. 

 

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 unterstützt. Obwohl diese 

Region bei Nutzung des upstream gelegenen ACG-Codons formal zur kodierenden Sequenz 

gehört, verlangsamt die sekundärstrukturelle 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 Fünffache [151]. 

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

Kanäle besitzen eine sechs Transmembrandomänen-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 frühen Studien eine 

Tetramerisierung einzelner TRP-Monomere angenommen [152-155], die ab 2013 für 

verschiedene Subtypen nach und nach mittels Kryo-Elektronenmikroskopie bestätigt werden 

konnte [156-161]. Zudem wurden gemeinsame Strukturmerkmale einiger Subgruppen 

identifiziert. Hierzu zählen beispielsweise Ankyrin-Repeat-Domänen im N-terminalen Bereich 

von TRPV-, TRPC-, TRPA- und TRPN-Kanälen, 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 

Transmembrandomäne, die in TRPC-, TRPV-, und TRPM-Kanälen vorliegen [163]. Analog zur 

allgemeinen TRP-Kanalarchitektur weist auch TRPV6 eine tetramere Struktur mit sechs 

Transmembrandomänen pro Untereinheit auf (Abb. 6). Über die sechs Ankyrin-Repeats am 

N-Terminus erfolgt die intrazelluläre Tetramerisierung des Kanals. Davor befinden sich zwei 

kurze β-Faltblattstrukturen (β1, β2), die Linkerhelix LH1 sowie LH2 und die prä-TM-Helix, 

welche funktionell und strukturell an der Stabilisierung des N-terminalen Bereichs beteiligt 

sind. An die Transmembrandomäne (S1–S6) schließt sich, analog zu anderen TRPV-Kanälen, 

am C-Terminus eine kurze TRP-Helix an, die parallel zur Membran verläuft und die 

konservierte TRP-Box enthält. Weiter distal befindet sich eine weitere β-Faltblattstruktur (β3) 

und zwei weitere Helices (CIH1 und CIH2) [164-166].  
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Abbildung 6: Verschiedene Perspektiven der TRPV6-Kanalstruktur: Kristallstruktur und 
schematische Domänenorganisation. (A) Schematische Illustration der modularen 
Domänenstruktur einer einzelnen TRPV6-Untereinheit, erstellt mit BioRender (B) Axiale Ansicht, 
die den zentralen Ionenleitweg und die tetramere Organisation der Untereinheiten verdeutlicht 
(C) Laterale Darstellung des tetrameren Kanalkomplexes. Farblich differenzierte Darstellung der 
vier identischen Untereinheiten des Tetramers (D) Illustration eines TRPV6-Monomers. 1-6= 
Transmembrandomänen, P= Porenloop, TRP= amphipathische TRP-Helix, CIH1 und 2= C-
terminal interagierende Helices 1 und 2, Prä-TM= Prä-S1-Helix, LH1 und 2= Linker Helix 1 und 
2, β1,2 und 3= β-Faltblatt 1,2 und 3, ANKR= Ankyrin-Repeat Domänen. Strukturmodell von 
TRPV6 (PDB-ID: 6BO8), dargestellt mit ChimeraX. Anpassung der Farbgebung der 
Untereinheiten, der Beschriftung sowie der räumlichen 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 Drüsen wie in Azinuszellen des 

Pankreas, Tränen- und Speicheldrüsen, sowie in der Plazenta [135, 167] exprimiert, wobei der 

Kanal hauptsächlich in der Synzytiotrophoblastenschicht nachgewiesen wird und eine 

wesentliche Funktion in der feto-maternalen Barriere erfüllt. Eine verstärkte Expression von 
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TRPV6 ist zudem in verschiedenen epithelialen Tumoren nachweisbar, darunter Ovarial-, 

Endometrium-, Mamma- und Prostatakarzinome. Besonders für die beiden Letzteren wird 

dabei ein Zusammenhang zwischen erhöhter 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 

progressionsfördernden Aspekt handelt. Funktionell vermittelt TRPV6 einen hochgradig 

selektiven Einstrom von Ca²⁺-Ionen und gehört damit, ebenso wie der strukturell verwandte 

TRPV5-Kanal, zu den wenigen TRP-Kanälen mit hoher Calciumselektivität. Unter Zusatz von 

Calciumchelatoren weist der Kanal auch eine begrenzte Permeabilität für andere divalente 

Kationen wie Ba²⁺, Sr²⁺ und monovalente Kationen wie Na+ auf [135, 146, 172, 173]. Die 

Aktivität von TRPV6 unterliegt einer calciumabhängigen Rückkopplungsregulation. Ein 

Anstieg der intrazellulären Ca²⁺-Konzentration führt zur Inaktivierung des Kanals, wobei 

Calmodulin als zentraler Vermittler dieses Prozesses fungiert [174-176]. Obwohl TRPV6-

Transkripte in verschiedenen Geweben nachgewiesen wurden, konnten native Ströme bislang 

nur in überexprimierenden Zellsystemen charakterisiert werden. Untersuchungen an TRPV6-

defizienten Mausmodellen sowie genetische Analysen in humanem Gewebe weisen jedoch 

darauf hin, dass TRPV6 eine zentrale Rolle für die Aufrechterhaltung der epithelialen 

Calciumhomöostase spielt. Dabei konnten Störungen der Kanalaktivität mit klinisch relevanten 

Dysbalancen im Calciumstoffwechsel in Verbindung gebracht werden, die sich unter anderem 

in Geweben mit hoher transzellulärer Calciumtransportaktivität, wie etwa der Plazenta und 

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

1.2.1.4 TRPV6- assoziierte Erkrankungen 
Neben der vielfach beschriebenen Überexpression von TRPV6 in epithelialen Neoplasien 

konnten auch krankheitsrelevante Mutationen in verschiedenen nicht-malignen Erkrankungen 

identifiziert werden. Eine genetische Assoziation wurde unter anderem für Fälle früh 

einsetzender chronischer Pankreatitis beobachtet [177].  Während einzelne 

Aminosäuresubstitutionen wie Ile223Thr, Leu299Gln oder Asp324Asn in 

elektrophysiologischen Analysen im Vergleich zum Wildtyp keine signifikanten Veränderungen 

des Calcium-Einstroms zeigen, führen andere Varianten wie Leu576Arg zu einer deutlich 

reduzierten Kanalaktivität [178]. Darüber hinaus berichten mehrere Studien von einer 

klinischen Relevanz von TRPV6 im Kontext der fetalen Mineralstoffversorgung. In mehreren 

voneinander unabhängigen 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 Hypocalcämie mit sekundärem 

kompensatorischem Hyperparathyreoidismus und variabel ausgeprägten dysplastischen 
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Veränderungen des Skeletts, die sich postnatal unter Calciumsupplementierung zurückbilden 

können. Charakteristisch ist eine gestörte Mineralisierung des fetal-ossären Systems, die 

bereits intrauterin in Form von Wachstumsverzögerung erkennbar sein kann. Die Pathogenese 

wird auf eine unzureichende transzelluläre Calciumtransportrate im Trophoblastenepithel der 

feto-maternalen Barriere zurückgeführt.  

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 Aminosäuresubstitution 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 Oberflächenexpression des Kanals zu führen, wie in vitro Studien durch 

elektrophysiologische Messungen bestätigen. Zusätzlich wird in der Plazenta eines 

betroffenen Neugeborenen eine Hochregulation von Serinproteasen beobachtet, weshalb 

sekundäre molekulare Anpassungsprozesse infolge des gestörten Ionenhaushalts 

angenommen werden [179]. Weitere Fälle von TNHP sind bei Säuglingen 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 führen. Dementsprechend lassen sich in unterschiedlichen 

Individuen diverse Mutationen im TRPV6-Gen identifizieren, die trotz struktureller und 

funktioneller Heterogenität mit einem vergleichbaren neonatalen Phänotyp und Störungen der 

feto-maternalen Calciumhomöostase 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 näher 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 überexprimieren, 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 

Fähigkeit zur Zellfusion, als auch funktionelle Aspekte wie Barriere-assoziierte 

Transportvorgänge und hormonproduzierende Aktivität. Ergänzend sollen Unterschiede in der 

intrazellulären Calciumhomöostase in Abhängigkeit der TRPV6-Expression erfasst werden. 
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Abschließend 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 aufgeführten 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 Kälberserum (Corning)  

100U/mL Penicillin (Sigma-Aldrich-Merck) 

100µg/mL Streptomycin (Sigma-Aldrich-Merck) 

PBS-Puffer zum Waschen und Ernten der Zellen 

136mM NaCl  

2,7mM KCl  

1,47mM KH2PO4  

8mM Na2HPO4 x 2H2O  

pH 7,4 

Poly-L-Lysin Lösung zur Beschichtung von Glasplatten 

100mg Poly-L-Lysin (Sigma-Aldrich-Merck) 

gelöst in einem Liter autoklaviertem, deionisiertem Wasser 

Forskolin-Lösung  

12,8mM Forskolin (Sigma-Aldrich-Merck) 

gelöst in DMSO 
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Trypsin zur Zellernte 

10x Trypsin-EDTA-Lösung (Sigma-Aldrich-Merck) 

1:10 verdünnt in PBS 

siRNAs 

TRPV6 Silencer AM 16704, ID 105492, 20nM, Aliquote eingestellt auf 10µM mit Nuklease-

freiem Wasser (Thermo Fisher Scientific) 

TRPV6 Silencer AM 16704, ID 113577, 20nM, Aliquote eingestellt auf 10µM mit Nuklease-

freiem Wasser (Thermo Fisher Scientific) 

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

Wasser (Thermo Fisher Scientific) 

2.1.3 Permeabilitätsversuch 
Humane Plazentakollagenlösung zur Membranbeschichtung 

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

gelöst in sterilem Wasser 

Ersatzmedium 

TRITC-Dextran Lösung (10mg/mL) (Sigma-Aldrich-Merck) Endkonzentration 1mg/mL 

FITC-Albumin Lösung (10mg/mL) (Sigma-Aldrich-Merck) Endkonzentration 0,25mg/mL 

0,2% (m/v) BSA (Bovines Serumalbumin)  

in PBS 

Leermedium für basale Kammer 

0,2% (w/v) BSA  

in PBS 

2.1.4 Immunzytochemie 
Fixierungslösung  

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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Primärantikörperlösung  

Primärantikörper (siehe Tabelle 1) 1:1000 

in Blocking-Puffer 

Sekundärantikörperlösung  

Sekundärantikörper (siehe Tabelle 2) 1:1000 

in PBS  

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

DAPI (Sigma-Aldrich-Merck) 1:1000 

in PBS 

2.1.5 Calciumimaging 
Fura-2-Acetoxymethylester (AM)-Lösung  

1mM Fura-2-AM (Invitrogen)  

gelöst in DMSO 

Ringerlösung 

140mM NaCl  

2,8mM KCl  

1mM CaCl2  

2mM MgCl2  

10mM HEPES  

10mM Glucose  

pH 7,3 

2.1.6 Proteinbiochemie 
Sofern nicht anders beschrieben wurden die Lösungen und Puffer mit Millipore Wasser (MilliQ-

Anlage) angesetzt. 

RIPA-Puffer zur Zelllyse 

150mM NaCl 

50mM Tris HCl 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) 

gelöst in 10mL RIPA-Puffer 

2x Lämmli Denaturierungspuffer 

8% (w/v) SDS  

120mM TRIS pH 6,8  

0,01% (w/v) Bromphenolblau  

20% (v/v) Glycin  

10% (v/v) β-Mercaptoethanol  

4x Lämmli Denaturierungspuffer 

16% (w/v) SDS  

240mM TRIS pH 6,8  

0,02% (w/v) Bromphenolblau  

40% (v/v) Glycin  

20% (v/v) β-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-Lösung zur Proteinfärbung 

0,5% (w/v) Ponceau  

1% (v/v) Essigsäure  

Stripping-Puffer zum Wiederherstellen von Western-Blot Membranen  

62,5mM TRIS pH 6,0 

2% (w/v) SDS  

100mM β-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-Lösung  

5% (w/v) BSA  

0,05% NaN3  

10% (v/v) 1xTBS (Lösungsmittel) 

Primärantikörperlösungen 

10µg Primärantikörper (siehe Tabelle 1) 

2mL BSA-Lösung 

8mL 1xTBS 

0,05% (w/v) NaN3  

Magermilch in TBS zum Western-Blot Blocking und Ansetzen sekundärer Antikörperlösungen 

5% (w/v) Magermilchpulver  

in 1xTBS 

Sekundärantikörperlösung  

Sekundärantikörper (Tabelle 2) 

in Magermilch in TBS 

ECL-Lösung 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 
Fixierungslösung für MS-Gel 

40% (v/v) Ethanol reinst.  

10% (v/v) Essigsäure (Eisessig)  

 



23 

 

Bluesilver Coomassie Färbelösung 

20% (v/v) Methanol  

10% (v/v) Phosphorsäure  

10% (w/v) Ammoniumsulfat  

0,125% (w/v) Coomassie G250  

Waschlösung A  

50mM Ammoniumhydrogencarbonat  

Waschlösung B 

50% (v/v) Waschlösung A  

50% (v/v) Acetonitril  

Reduktionslösung 

10mM Dithiothreitol  

in Waschlösung A 

Alkylierungslösung 

5mM Iodacetamid  

in Waschlösung A 

Trypsin-Verdaulösung  

20μg “Sequencing Grade Modified Trypsin” (Promega)  

in 1mL Waschlösung A  

Extraktionspuffer 

50% (v/v) Acetonitril  

2,5% (v/v) Ameisensäure  

Peptid Rekonstitutionspuffer /Fließmittel A 

0,1% (v/v) Ameisensäure  

Fließmittel B  

0,1%(v/v) Ameisensäure  

90% (v/v) Acetonitril  

 

 

 

 



24 

 

2.1.8 Antikörper  
Tabelle 1: Primärantikörper für Immunpräzipitation (IP), Immunzytochemie und Western Blot 

(WB) 

Antikörper Klonalität Epitoplage Herkunft Produzent Verdünnung 
und 

Lösungsmittel 

Anti-ZO-1- 

Antikörper 

Polyklonal N-terminal Kaninchen Invitrogen 1:1000 in 

Blocking Puffer 

Affi 429 

(TRPV6) 

Polyklonal C-Terminus Kaninchen FR 2.4 

UdS, AG 

Flockerzi 

IP 10µg 

WB 1:100 

Affi 1271 

(TRPV6) 

Polyklonal N-Terminus Kaninchen FR 2.4 

UdS, AG 

Flockerzi 

1:100 

Tabelle 2: Sekundärantikörper für Immunzytochemie und Western Blot 

Antikörper Klonalität Epitop Herkunft Produzent Verdünnung 
und 

Lösungsmittel 

VeriBlot IP 

Detection 

Reagent  

131366 

- Humane IgG1, 

Rind, Ziege, 

humane Ratte, 

Schaft und Maus 

IgG2, Maus IgG3, 

humane IgG4, alle 

Kaninchen IgGs  

- Abcam 1:300 in 

Magermilch in 

TBS+ 0,01% 

Thiomersal 

Alexa-Flour 

488 anti-

rabbit-

Antikörper 

Polyklonal Schwere und 

leichte IgG-Ketten  

 

Ziege Invitrogen 1:1000 in PBS 

Anti-rabbit 

HRP 

Polyklonal Schwere und 

leichte IgG-Ketten  

Affe GE 

Healthcare 

1: 30.000 
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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 über die Firma Ubigene (Korea) erworben, wobei die von der Firma bereitgestellten 

Sequenzierungsdaten der TRPV6-Mutationszellinien von PD Dr. Ulrich Wissenbach (Institut 

für Experimentelle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie, Zentrum für Molekulare 

Signalübertragung (PZMS), Universität des Saarlandes) überprüft wurden. Die Zelllinien 

wurden nach Herstelleranweisung in F-12 Nut Mix mit 2mM Glutamax, 10% FKS und 1% 

Penicillin/Streptomycin-Lösung (2.1.2) in 75cm2 oder 175cm2 Kulturflaschen (Greiner) und 

unter 5% CO2 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 für 5 Min 

zentrifugiert, das PBS abpipettiert und die Zellpellets bei -80°C weggefroren [180].  

2.2.1.2 Experimentelle Variation der extrazellulären Calciumkonzentration in BeWo-
Zellen 
Um den Einfluss der extrazellulären Calciumkonzentration auf die Funktionen von BeWo-

Wildtypzellen zur untersuchen, wurden die Zellen bis zu einer Konfluenz von ca. 70% kultiviert. 

Anschließend wurde das Kulturmedium durch eines von vier definierten Medien ersetzt: 

entweder Medium mit regulärer Calciumkonzentration (0,94mM Ca²⁺/ Ca²⁺ N) oder 

reduziertem Calciumgehalt (0,35mM Ca²⁺/Ca²⁺ L), jeweils ergänzt 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 tatsächlichen Calciumkonzentrationen wurden mit dem Dri-Chem NX500i 

546 System (Fujifilm, Japan) überprüft [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 Adhäsion 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 für 

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

entweder auf Kollagen-beschichtete Polyethylenterephthalat-Membranen (Corning, #353495, 

⌀ 0,33cm2) oder in Zellkulturschalen (⌀ 35mm, Falcon) ausgesät und bei 37°C und 5% CO2 

inkubiert. Nach definierter Inkubationszeit (24-72h) wurden die Zellen zunächst mit kaltem 

Methanol fixiert und danach mit dem Haema Schnellfärbekitt (Lehmann) nach 

Herstelleranweisung direkt in der Zellkulturschale oder dem Membraneinsatz gefärbt. 

Anschließend erfolgte die schrittweise Färbung mit Eosin-, gefolgt von der Applikation der 

Azur-Färbelösung. Nach mehreren Waschschritten zur Entfernung überschüssiger Farbstoffe 

konnten die Zellen anschließend 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. Hierfür wurden die Zellen auf Poly-L-Lysin 

beschichtete Glasplatten (ORSAtec ⌀ 12mm) in einer 24-Well Platte oder in kleinen 

Zellkulturflaschen (Greiner, 25cm2) so ausgesät, 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 µM 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 repräsentierten. Nach 48-stündiger Inkubationszeit wurden die Zellen sowohl für 

die immunzytochemische (2.2.3) - als auch für 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 

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs zur Permeabilitätsmessung. Links: 
Übersicht der Zellkultivierung auf PET-Membraneinsätzen und anschließende Vermessung der 
TRITC-Dextran und FITC-Albumin Permeabilität. Rechts: Optische und densitometrische 
Validierung der Einzelschichtkonfluenz. Erstellt mit BioRender 

Die Transporteigenschafen der BeWo-Zelllinien kann durch Messung der Durchlässigkeit einer 

Zellschicht in einem Transwellsystem charakterisiert werden. Zur Ermittlung des 

parazellulären Transports sind TRITC-Dextran- und für die des para- und transzellulären 

Transports FITC-Albumin gängige Substrate. Zunächst wurden Polyethylenterephthalat (PET) 

Einsätze (Corning, #353495, ⌀ 0,33cm2) in einer 24-Well Platte (Falcon) mit 100µL 0,4mg/mL 

humanem Plazentakollagen (2.1.3) in H2O für 3h unter einer Laminar-Flow-Haube beschichtet, 
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wobei pro Versuch jeweils zwei zusätzliche Membranen als unbewachsene Negativkontrolle 

mit inkubiert wurden. Diese diente der Konfluenz-Kontrolle. Während die Zellen für die 

Ausplattierung vorbereitet wurden, erfolgte eine Vorbefeuchtung der Membranen durch 

Zugabe von vorgewärmten (37°C) PBS (2.1.2). 600µL 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 für den BeWo-Zell-TRPV6-Wildtyp und 50.000-100.000 Zellen für die beiden 

TRPV6-Mutanten D10 und E10 entsprach. Die Adaption der ausgesäten Zellzahl erfolgte 

aufgrund der schnelleren Proliferationsrate der beiden TRPV6-Mutantenzelllinien. Am 

Folgetag wurde ein Mediumwechsel in beiden Kammern durchgeführt, der anschließend alle 

zwei Tage bis zur vollständigen Konfluenz wiederholt wurde. Für die 

Permeabilitätsuntersuchung wurde die entsprechende Anzahl an Wells einer neuen 24-Well 

Platte mit 600μL Leermedium (2.1.3) versehen (unteres Kompartiment). Das Medium der 

apikalen Kammer wurde abgesaugt und die Einsätze wurden mit einer ausgekochten Pinzette 

von der alten Platte in die Wells der neuen Platte überführt. Im Anschluss wurden 100µL 

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% 

CO2) inkubiert.  Nach 3h wurden pro Transwellsystem jeweils 20µL aus der apikalen Kammer 

und in einem separaten Eppendorfgefäß 20µL aus der jeweiligen Empfängerkammer (basale 

Kammer) mit 180µl PBS verdünnt, 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 

Verdünnungsreihe auf eine schwarze Polystyrol-96-Well-Tecanplatten (Corning) aufgetragen 

und die Fluoreszenzintensität von FITC-Albumin bei 485nm und von TRITC-Dextran bei 

540nm gemessen. Zur Berechnung des Permeabilitätsfaktors P wurde folgende Formel 

verwendet: 

𝑃 = &
𝑅𝐹𝑈!"#"$
𝑅𝐹𝑈"%&'"$

* ∗ 𝑉 ∗
1
𝑡
∗
1
𝐴

 

RFU basal= Mittelwert Fluoreszenzintensität unten 

RFU apikal= Mittelwert Fluoreszenzintensität oben 

V=Volumen 

1/t= Zeit (3h) 

1/A= 1/Membranfläche des Transwell-Einsatzes 

Im Anschluss an die Permeabilitätsmessung von Albumin und Dextran erfolgte eine visuelle 

Konfluenz-Kontrolle, indem die Membranen mit Hilfe einer Punkturnadel aus den Einsätzen 

gelöst wurden und die darauf befindlichen Zellen anschließend mittels HEAMA Schnellfärbe-

Kit angefärbt wurden (2.2.1.4). Lag keine Zellkonfluenz vor, wurde die jeweilige Membran 

sowie die zugehörigen Fluoreszenzintensitäten von der Auswertung ausgeschlossen. Um die 

Proteinmenge innerhalb der Versuchsreihe miteinander zu vergleichen, wurden die Zellen 

anschließend von der Membran gelöst, indem sie in ein Eppendorfgefäß überführt, 50µL 2x-

Lämmli-Denaturierungspuffer (2.1.6) appliziert und für 30 Min bei 90°C inkubiert wurde. Dabei 

wurden Zell-Lysate generiert, wovon jeweils 15µL/Probe auf ein 4-20%-iges Mini-PROTEAN 

® BioRad Gel aufgetragen wurden. Mittels Comassie Färbelösung (2.1.7) wurden die Proteine 

auf dem Gel visualisiert und eine densitometrische Vergleichsanalyse mit der AIDA Image 

Analysis Software durchgeführt. Die dadurch entstandenen Faktoren wurden mit den 

zugehörigen Permeabilitätsfaktoren 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 

 

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 
gewähltem Transfektionskomplex für 48-96h entsprechend der Zellvitalität. Determinierung der 
Hormonkonzentration aus Zellkulturüberständen und parallele Generierung von Zelllysaten zur 
RNA-Extraktion, mit anschließender 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 

durchgeführt, um die mRNA- und damit die TRPV6-Proteinexpression in der Wildtypzelllinie 

zu reduzieren. Die Eigenschaften der so generierten TRPV6-Knockdownzellen wurden 

anschließend mit denen der CRISPR/Cas9-Knockout D10-Zelllinie verglichen. Zwischen 

340.000 und 420.000 BeWo-Zellen wurden in 6-Well-Platten ausgesät und 24h lang und unter 

5% CO2 und 37°C kultiviert. Die Zelltransfektion erfolgte unter Verwendung des in Opti-MEM™ 

Medium gelösten 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 Verhältnis 1:1, sodass die siRNA-Endkonzentration ebenfalls 

zwischen 10 und 100nM lag (Thermo Fisher Scientific). Diese Mischung wurde gemäß dem 

Protokoll des Herstellers inkubiert und anschließend auf die Zellen pipettiert. Außerdem wurde 

ein Well jedes Experiments mit einer nicht zielgerichteten Kontroll-siRNA (Silencer® Select 



31 

 

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) ergänzt, um das Überleben der Zellen sicherzustellen. Zur 

Untersuchung der Hormonsekretion wurden die Hormonkonzentrationen in den 

Zellkulturüberständen der unterschiedlich transfizierten Zellen im Zentrallabor des 

Universitätsklinikums des Saarlandes bestimmt. Die quantifizierten Werte wurden 

anschließend auf die Gesamt-RNA-Menge sowie intraexperimentell relativ zur 

Negativkontrolle normiert. 

2.2.2 Genexpressionsanalyse 

2.2.2.1 qPCR zur Quantifizierung der TRPV6-RNA-Expression 
Die RNA der siRNA transfizierten BeWo-Zellen wurde mit dem „RNeasy Mini Plus Kit“ (Qiagen) 

gemäß dem Herstellerprotokoll extrahiert. Die Zellen wurden durch direkte Applikation von 

600µL „QIAGENs RLT Plus Puffer“ (10µL ß-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-qPCR 

(Thermo Scientific) wie folgt durchgeführt: 100ng der isolierten Gesamt-RNA wurden mit 4µL 

5x Reaktiosmix vermischt und mit Nuklease-freiem Wasser auf ein Volumen von 20µL 

(≙5ng/µL) aufgefüllt, gemischt und 10 Min bei 25°C und anschließend 30 Min bei 55°C 

inkubiert. Die enzymatische Reaktion wurde durch 5-minütiges Erhitzen auf 85°C beendet. Die 

resultierende cDNA wurde als Vorlage für die Amplifikation von TRPV6-Transkripten in BeWo-

Zellen durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) verwendet. Die PCR wurde mit 1,5µL 5ng/µL 

cDNA, 0,1µL Phusion-Polymerase (NEB), 5x HF-Puffer, 0,2µL 10mM dNTPs 

(Desoxynukleosidtriphosphate), 0,5µL jedes Primers (CACCATGTGCTGCATCTACC / 

AATGACAGTCACCAGCTCC für TRPV6 und GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG / 

ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA für GAPDH, 10mM) in einem Gesamtvolumen von 10µL 

bei 98°C für 60 Sek durchgeführt, gefolgt von einer Wiederholung von 20-45 Zyklen (98°C für 

10 Sek, 64°C für 10 Sek und 72°C für 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 für die quantitative Analyse der PCR-Gelbandenintensität verwendet. Für jedes 

Experiment (n=5) wurden hierfür 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 Bandenintenistät des „Housekeeping-Gens“ GAPDH nach 30 PCR-Zyklen, zum Vergleich 

der TRPV6-Konzentrationen verwendet. 

2.2.3 Immunzytochemie 

2.2.3.1 ZO-1 Immunfärbung 
Die BeWo-Zellen wurden für die Immunfärbung auf Poly-L-Lysin-beschichtete Glaspaltten 

ausgesät (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 übrigen zwei Glasplatten 30µM 

FSK-haltiges Zellkulturmedium (2.1.2) zur Induktion der Synzytialisierung appliziert. 

Anschließend erfolgte eine Inkubation über 48h. Nach mikroskopischer Konfluenz-Kontrolle 

wurde die ZO-1 Immunfärbung durchgeführt. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit 

300µL PBS (2.1.2) gewaschen und anschließend für 20 Min bei -20°C mit 400µL 98% 

gekühltem Methanol (2.1.4) auf den Glasplatten fixiert. Nach Entfernung des Methanols 

wurden die Zellen mit PBS gewaschen, 300µL frisch angesetzter Blocking-Puffer (2.1.4) 

appliziert und für eine Stunde bei Raumtemperatur auf der Schüttelplatte inkubiert. Der 

Blocking-Puffer wurde entfernt und die Zellen dreimal für drei Min mit PBS gewaschen. 

Anschließend erfolgte die Inkubation mit 250µL des primären Antikörpers gegen das Tight-

Junction-Protein Zona Occludens 1 (anti-ZO-1, 2.1.8, Tab. 1) über Nacht bei 4°C auf der 

Schüttelplatte. Am nächsten Tag wurde der primäre Antikörper entfernt und die Zellen erneut 

dreimal für drei Minuten mit PBS gewaschen. Anschließend wurden sie für eine Stunde bei 

Raumtemperatur lichtgeschützt mit 300µL des sekundären Antikörpers Alexa Fluor 488 anti-

rabbit (2.1.8, Tab. 2, in Blocking-Puffer) inkubiert. Nach Entfernung des Antikörpers wurden 

die Zellen erneut gewaschen, die Zellkerne mittels 10-minütiger DAPI-inkubation (1:1000 in 

PBS) gefärbt, die Zellen fünfmal gewaschen und die Glasplatten mit den Zellen auf 

Objektträgern mit „Mounting agent“ (Thermo Scientific) befestigt. Die Objektträger wurden für 

zwei Tage im Kühlschrank gelagert, um die Glasplatten auf dem Objektträger zu fixieren. Bilder 

der gefärbten 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 Maß für 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 Zellkerngrößenbestimmung 
Zur klonspezifischen Bestimmung der Zellkerngrößen wurden die Aufnahmen der ZO-1 

Immunfärbung (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 anschließend durch einen einseitigen ANOVA-Test verglichen. 

2.2.4 Calcium Imaging mittels Fura-2 
Relative Änderungen der intrazellulären Calciumkonzentration können mittels Fura-2 

gemessen werden. Hierfür wurden die Zellklone zunächst auf Poly-L-Lysin beschichtete 

Glasplatten (2.2.1.3 ⌀ = 2,5cm) in Zellkulturschalen (Falcon, ⌀ = 3cm) ausgesät und in 2mL 

Zellkulturmedium für 24h bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Am Messtag wurden die Klone 

sequenziell vermessen, indem 1mL Medium aus der jeweiligen Zellkulturschale entnommen 

und 2µL Fura-2-acetoxymethylesther-Lösung (2.1.5) appliziert wurde. Nach Diffusion des 

Fura-2-AM Moleküls in die Zelle wird die AM-Gruppe durch intrazelluläre Esterasen 

hydrolytisch abgespalten, sodass zytosolisch Fura-2 als Ca2+-Chelator zur Verfügung steht. 

Nach 30-minütiger Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen dreimal mit Ringerlösung 

(2.1.5) gewaschen, die Glasplatten in eine Kammer mit offenem Boden eingesetzt und 

anschließend 300µL der Ringerlösung seitlich appliziert. Anschließend 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 

gekühlten ladungsgekoppelten (CCD) Kamera (Andor Technologies) ausgestattet war. Die 

TILLvisION Software (TILL Photonics) wurde für die Steuerung und Datenerfassung 

verwendet. Einzelne Zellen wurden nach der Visualisierung durch monochromatisches Licht 

der Wellenlänge 360nm als „Regions of Interest“ (ROI) ausgewählt, 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) für 20 Millisekunden alle 

zwei Sekunden aufgezeichnet (Fura-Filter CHROMA). Die Verhältnisbilder wurden aus den bei 

340 und 380nm aufgenommenen Fluoreszenzbildern nach Abzug der zellfreien 

Hintergrundfluoreszenz berechnet und von der TILLvisION Software automatisch über die Zeit 

aufgetragen. Die Endergebnisse repräsentieren das F340/F380-Verhältnis und wurden unter 

Zuhilfenahme des Programms Igor Pro zeitabhängig visualisiert. Für die Ermittlung der 

klonspezifischen basalen Calciumkonzentrationsunterschiede wurde der Mittelwert aus den 

F340/F380-Verhältnissen von Minute 2-3 jeder ausgewählten RIO mit Excel berechnet, dem 

jeweiligen Klonen zugeordnet und die Datensätze 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 β-hCG, 

Progesteron und Estradiol wurden die Zellen gemäß dem in Abschnitt 2.2.1.5 beschriebenen 

Inkubationsprotokoll behandelt. Im Anschluss wurden die Hormonkonzentrationen sowohl 

durch einen konventionellen Schwangerschaftstest (möLab) als auch im Zentrallabor des 

Universitätsklinikums des Saarlandes mittels „Elektrochemilumineszenz-Immunoassay“ 

(ECLIA) quantifiziert wobei die identifizierten Hormonkonzentrationen sowohl auf 1µg Protein 

als auch intraexperimentell bezogen auf den DMSO-behandelten BeWo-Wildtyp normiert 

wurden [180]. Die zugehörigen Zellen wurden darüber hinaus für weiterführende 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 großen 

Zellkulturflaschen (175cm2) 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 Kanüle (Braun, Sterican 

Ø 0,55 x 25mm) geschert und für 30 Min im Kühlraum 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 für eine Stunde. Der Überstand 

(Solubilisat) wurde abpipettiert [180] und für weitere Versuche, wie Immunpräzipitationen, 

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 

(0,0µg/mL, 10µg/mL, 20µg/mL, 40µg/mL, 60µg/mL, 80µg/mL. 100µg/mL) wurde eine 

Eichgerade generiert. Aus 5µL des jeweiligen RIPA-Lysats wurden 50µL 1:100, 1:200, 1:400 

und 1:600 Verdünnungen hergestellt. Zur Herstellung des BCA-Reagenzes wurden die Pierce 

BCA Protein Assay Reagent A und B-Lösungen im Verhältnis 50:1 gemischt dann 300µL der 

Lösung mit den verdünnten Proben und den BSA-Standards gemischt und 30 Min bei 60°C im 

Heizblock unter Schütteln inkubiert. 300µL der Standartreihe und der Probenverdünnungen 

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 Proteinfällung 
Waren die Proteinmengen der RIPA-Lysate gering, wurde eine Aufkonzentrierung mittels 

Trichloressigsäure (TCA)/Aceton-Proteinfällung durchgeführt. Hierfür wurden die verdünnten 

Lösungen mit einem Proteingehalt von 200µg mit dem gleichen Volumen einer 40% TCA-

Stocklösung (4°C) gemischt, 20 Min auf Eis inkubiert, 10 Min bei 2°C und bei 12.000 x g 

zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde zweimal mit dem doppelten 

Volumen Aceton gewaschen, gevortext, zentrifugiert und der Überstand erneut verworfen. Das 

Pellet wurde im offenen Eppendorfgefäß getrocknet und in 30µL 2x-Lämmli-

Denaturierungspuffer (2.1.6) resuspendiert. Die Proben (200µg Protein/30µL) wurden dann 

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

2.2.6.4 Immunpräzipitation von BeWo-Wildtypzellen und TRPV6-CRISPR/Cas9 Mutanten 
Für die Immunpräzipitation eines Proteins wurde das RIPA-Lysat frisch hergestellt, wobei für 

jeden Klon die gleiche Menge an Ausgangsmaterial (3-4 Zellkulturflaschen) zur Lysat-

Herstellung verwendet wurde. Während den Inkubations- und Zentrifugationsschritten der 

Lysat-Herstellung (2.2.6.1) wurden die magnetischen Antikörper-Beads vorbereitet: Hierzu 

wurden jeweils 50µL Protein A-Beads/Puffer Suspension (Invitrogen DynabeadsTM, Thermo 

Fisher Scientific) in Eppendorfgefäße pipettiert, die Beads in einem Magnetständer 

konzentriert, der Überstand abgenommen, die Beads mit 500µL RIPA (2.1.6) versetzt, 

gevortext und erneut im Magnetständer konzentriert. Dann wurden 200µL RIPA-Puffer sowie 

10µg (≙	20µL) des polyklonalen TRPV6 Antikörpers 429 (2.1.8, Tab. 1) zugegeben und für 30 

Min bei Raumtemperatur auf einem Drehschüttler inkubiert und bis zum Zentrifugationsende 

der Zellsuspension auf Eis gestellt. Der Überstand des inkubierten Bead-Antikörper Ansatzes 

wurde abgenommen und die Protein A-Antikörper-Beads dreimal mit 500µL RIPA-Puffer 

gewaschen. Die Bead-gebundenen Antikörper wurden anschließend mit dem Lysat aus 

mindestens drei großen Zellkulturflaschen über Nacht bei 4°C inkubiert und am nächsten Tag 

im Magnetständer erneut gewaschen. Die entstandenen Immunkomplexe wurden daraufhin in 

50µL Denaturierungspuffer (2.1.6) aufgenommen und für 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) durchgeführt. Dazu wurden 

die Proteine im Gel in einem Bolt MOPS SDS Running Buffer (2.1.6) bei einer Spannung von 

80V für 15 Min und dann bis zum gewünschten Trennungsgrad bei 200V aufgetrennt [180]. 

Die gleichzeitige Auftrennung eines vorgefärbter 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 für 10 Min auf eine Nitrocellulosemembran 

(Bio-Rad) übertragen.  Anschließend wurden die Proteine mit Ponceaurot (2.1.6) auf der 

Membran gefärbt, die Membran mit Wasser gewaschen und Marker sowie die Position der 

aufgetrennten Proteinproben markiert. Daraufhin wurde die Membran für eine Stunde bei 

Raumtemperatur mit einem Blocking-Puffer (2.1.6) behandelt, kurz mit TBS (2.1.6) gewaschen 

und über Nacht bei 4°C mit 10mL der Primärantikörperlösung (2.1.6) inkubiert. Nach der 

nächtlichen Inkubation wurde der Blot dreimal für 10 Min mit TBS-Puffer gewaschen, 1h mit 

Sekundärantikörperlösung (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 CorelDRAW X7. Sollte der Western Blot mit einem 

anderen Antikörper neu inkubiert werden, wurde der alte Antikörper zunächst abgelöst. Dazu 

wurde der Blot viermal für 5 Min mit TBST (2.1.6) gewaschen, für 30 Min mit Stripping-Puffer 

(2.1.6) bei 50°C inkubiert, sechsmal für 5 Min mit TBST gewaschen und für 1h blockiert (2.1.6). 

Dann erfolgte die Inkubation mit dem neuen Primärantikörper. 

2.2.7 Massenspektrometrie 

2.2.7.1 Vorbereitung der Proben 
Massenspektrometrische Messungen wurden zur Identifizierung von Proteinen in den Eluaten 

nach Immunpräzipitationen oder zur vergleichenden Analyse der BeWo-Zell Proteome 

durchgeführt. 100  bis 200µg Protein aus den Zelllysaten bzw. die eluierten Immunpräzipitate 

wurden auf ein Bolt 4-12% Bis-Tris Plus-Polyacrylamid-Gradientengel (Thermo Fisher 

Scientific) aufgetragen und mittels Gelelektrophorese bis zur gewünschten Laufstrecke 

aufgetrennt (2.2.6.5). Zur Proteinfixation wurde das Gel 1h bei Raumtemperatur mit 

Fixierlösung (2.1.7) behandelt. Daraufhin wurden die Proteine mit einer kolloidalen 

Coomassie-Färbelösung (2.1.7) für mindestens 30 Min gefärbt und das Gel dreimal unter 

Schütteln für 10 Min mit destilliertem Wasser gewaschen. Vom Gel wurde aus 

Dokumentationszwecken ein Foto angefertigt. Je nach Probenkomplexizität wurden 4-10 

Gelbanden pro Probe ausgeschnitten und mit einer Pinzette entsprechend ihrer Laufposition 

in beschriftete Eppendorfgefäße überführt. Die Gelbanden wurden dann zweimal alternierend 

für 5 Min mit Waschlösung A und B (2.1.7) schüttelnd gewaschen. Zur Reduktion von 
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Disulfidbrücken wurden die Banden dann 30 Min bei 56°C in 10mM Dithiothreitol (in 

Waschlösung A) inkubiert und die daraufhin frei vorliegenden Thiolgruppen durch Inkubation 

bei RT im Dunkeln mit 5mM Iodacteamid (in Waschlösung A) alkyliert. Nach Abnahme des 

Überstandes wurden die Banden erneut alternierend mit Waschlösung A und B für jeweils 5 

Min gewaschen. Die Gelbanden wurden in einer Vakuumzentrifuge (Speed Vac Plus SC110 

A, Savant) getrocknet und über Nacht mit jeweils 15 µL Porcine-Trypsin (20 ng/μL, Sequencing 

grade, Promega) bei 37°C inkubiert. Durch zweifache Applikation von 35µL Extraktionspuffer 

(2.1.7) auf die Gelstücke, 15-minütige Inkubation im Ultraschallbad und Abnahme der 

Überstände, wurden die resultierenden Peptide aus dem Gel gelöst. Das Extrakt wurde in einer 

Vakuumzentrifuge bis zur Trockne eingedampft, in 20µL 0,1% Ameisensäure Lösung 

aufgenommen, 10 Min zentrifugiert, die Proben in Autosampler geeignete Glasgefäße mit 

Einsatz (Macherey-Nage GmbH) überführt und mit einem Bördeldeckel verschlossen [180].  

2.2.7.2 Massenspektrometrie Nano-LC-HR-MS/MS 
Die zu einer Probe gehörenden Extrakte, die aus acht bis zehn (Lysatanalyse) bzw. vier 

(Immunpräzipitatanalyse) Gelbanden generiert wurden, wurden einzeln vermessen und die 

Rohdaten im Anschluss der Messung kombiniert. Pro Messung wurden 6µL tryptisches 

Peptidextrakt mittels DDA-nano-LC-ESI-HR-MS/MS (data-dependent acquisition nano-liquid 

chromatography–electrospray ionization–high resolution-tandem mass spectrometry) 

analysiert. Hierfür wurde ein Ultimate 3000 RSLC Nano-Flüssigchromatographie-System mit 

integriertem Ultimate3000 RS-Autosampler mit einer Nanospray Flex Ionenquelle (alles 

Thermo Fisher Scientific), gekoppelt an ein Thermo Scientific Orbitrap Eclipse Tribrid 

Massenspektrometer, verwendet. Zur chromatographischen Trennung wurde die Probe in ein 

Säulensystem bestehend aus einer C18-Trap-Vorsäule (75µm × 2cm, Acclaim 

PepMap100C18, 3µm, Thermo Fisher Scientific) und einer Umkehrphasensäule (nano viper 

DNV Pep Map™ Neo capillary column, C18; 2μm; 75µm × 50cm, Thermo Fisher Scientific) 

geleitet. Hierbei wurden zwei mobile Phasen eingesetzt: Puffer A, bestehend aus Wasser mit 

0,1% Ameisensäure, und Puffer B, aus 90% Acetonitril und 0,1% Ameisensäure (2.1.7). Bei 

einer Flussrate von 300 nL/Min wurde folgender 120-minütiger HPLC-Gradient erzeugt, womit 

die Peptide entsprechend ihrer Polarität getrennt und eluiert wurden: Min 0-5 4% Puffer B, Min 

5-80 Erhöhung von Puffer B-Anteil auf 31% , Min 80-95 Erhöhung von Puffer B-Anteil auf 50%, 

Min 95-100 Erhöhung 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 Auflösung von 120.000, eine Radiofrequenz der 

Ionenfokussierungslinsen von 30% und ein m/z-Bereich von 375-1500 eingestellt wurden. Die 

maximale Integrationszeit (MaxIT) wurde auf „auto“ gesetzt und es wurde ein 

Intensitätsschwellenwert von 104 definiert. Um die Analyse zu optimieren, wurde eine 

dynamische Exklusion der zehn häufigsten Peptide für einen Zeitraum von 60 Sekunden 

durchgeführt. Die MS2-Spektren wurden in der linearen Ionenfalle 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 gehörten, als Fraktionen der Probe 

zusammengefasst und mit der UniProt Homo sapiens-Datenbank abgeglichen wurden (20.354 

Sequenzen, Version November 2023). Für die Datenbanksuche wurden folgende Parameter 

verwendet: Trypsin diente als proteolytisches Enzym, es wurden maximal zwei fehlende 

interne Spaltstellen pro Peptid akzeptiert, eine Mutter-Ionen-Massentoleranz von 10ppm für 

die Suche nach Peptidkandidaten und eine Fragment-Ionen-Massentoleranz von 0,6 Dalton 

für passende Fragmentpeaks wurde erlaubt, sowie eine minimale Peptidlänge von 6 und eine 

maximale Länge 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 q-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 Zuverlässigkeit wurden für 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 zulässig waren. Modifikationen mit einem geringerem 

Wahrscheinlichkeitsschwellenwert als 75/100 wurden für 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 Identifizierungen aufwies. Der „Precursor Ion Quantifier“ war die 

Hauptkomponente der LFQ, wobei die Abundanz der Vorläufer, die zur statistischen Analyse 

herangezogen wurde, auf der entsprechenden Intensität basierte. Da die verwendete LFQ 

hierfür 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 könnte, gesucht. Wird eine 

Übereinstimmung gefunden liegt ein “Indizienbeweis“ vor, der zur Angabe eines theoretischen 

Abundanz-Wertes für ein bestimmtes Peptid in einer Probe führt, in der es keinen direkten 

Beweis für 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 für die 

Analyse der „Fold Change“ und die Identifizierung von Unterschieden zwischen den Proben. 

Die „Abundanz-ratios“ wurden als Median aller möglichen „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 durchgeführt, 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 

(möLab) oder im Zentrallabor der Universität des Saarlandes bestimmt. Igor Pro 6.31 wurde 

für die Visualisierung der intrazellulären Calciumkonzentrationsänderungen verwendet. Die 

statistische Analyse von Hormonlevels, Fusionsindex, Zellkerngrößen 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) durchgeführt. Beim Vergleich zweier Gruppen wurde der 

ungepaarte t-Test herangezogen. Mehrere Bedingungen wurden mit Hilfe eines einseitigen 

ANOVA Tests mit Bonferroni-Korrektur verglichen. Für beide Tests wurde ein 

Signifikanzniveau von p< 0,05 gewählt.  

Die allgemeinen GO-Term-Analysen wurden mit ShinyGO 0.82 durchgeführt. Hierfür 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 
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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 berücksichtigt, die innerhalb definierten Pfadgröße von 2-5000 liegen. 

Nach der Analyse wurden die Pfade anhand eines FDR-Cutoffs von 0,05 gefiltert. Zudem 

wurden signifikante Pfade zunächst nach FDR gefiltert und sortiert und dann die besten 15 

nach Fold-Enrichment sortiert. Darüber hinaus erfolgte eine additive manuelle GO-Term-

Analyse, um gezielt Proteine zu identifizieren, die in einem der drei folgenden funktionellen 

Kontexte relevant sind: (1) Calciumhomöostase, (2) Steroidhormonbiosynthese und -sekretion 

sowie Cholesterolstoffwechsel (als Steroidvorläufer), und (3) Schwangerschaftsassoziierte 

Prozesse. Hierzu wurden die jeweils in einem Zellklon angereicherten Proteine über die ID-

Mapping-Funktion der UniProt-Webplattform hochgeladen. Unter dem Menüpunkt „Customize 

columns“ wurde die Option „Gene Ontology (Biological Process)“ aktiviert, sodass sämtliche 

in UniProt hinterlegte GO-Terms zum biologischen Prozess für jedes Protein in der 

Ergebnisübersicht angezeigt wurden. Die so erzeugten Tabellen wurden anschließend im 

Excel-Format exportiert. In Excel erfolgte eine manuelle Durchsicht der GO-Terms nach 

relevanten Schlüsselbegriffen wie „calcium“, „channel“, „steroid hormone“, „cholesterol“, 

„placenta“ und „pregnancy“. Ziel war es, Proteine zu identifizieren, deren GO-Terms Hinweise 

auf eine funktionelle Zugehörigkeit zu einer der drei zuvor definierten Kategorien geben. Diese 

manuelle Zuordnung ermöglichte eine gezielte funktionelle Annotation der angereicherten 

Proteine außerhalb automatisierter Klassifikationsverfahren. Experimentelle Arbeitsabläufe 

oder Signalkaskaden wurden mit BioRender.com und CorelDRAW X7 17.0.0.491 (Corel, 

Ottawa) erstellt. Kristallstrukturvisualisierungen wurden mit UCSF ChimeraX (Pettersen et al., 

2021) durchgeführt. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Einfluss verschiedener extrazellulärer Calciumkonzentrationen auf Funktion und 
Proteom von BeWo-Wildtypzellen 
Die folgenden Ergebnisse wurden bereits im Rahmen einer Veröffentlichung in „Reproductive 

Biology and Endocrinology“ publiziert [180]. Im Zentrum der zugrunde liegenden Studie stand 

die Untersuchung des Proteinexpressionsprofils von BeWo-Wildtypzellen während der durch 

Forskolin (FSK) induzierten Synzytialisierung in Abhängigkeit von der extrazellulären 

Calciumkonzentrationen. Ziel war es, die zellulären Prozesse der Zelldifferenzierung näher zu 

charakterisieren, trophoblastenspezifische Marker zu identifizieren und die Regulation der 

Hormonproduktion unter diesen Bedingungen zu analysieren. Hierzu kamen sowohl die 

immunzytochemische Färbung des Zona occludens 1 (ZO-1) Proteins (2.2.3.1), semi-

quantitative Massenspektrometrie-gestützte Proteomanalysen (2.2.7) als auch funktionelle 

Hormonmessungen von β-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 extrazellulären Calciumkonzentration auf die Synzytialisierung und 
Hormonsekretion von BeWo-Wildtypzellen 
Der Prozess der FSK-induzierten Synzytialisierung wurde in BeWo-Wildtypzellen unter vier 

verschiedenen Kultivierungsbedingungen untersucht. Hierfür wurde die 

Lokalisationsänderung des membranständigen tight junction Proteins ZO-1 

immunzytochemisch visualisiert. Die BeWo-Wildtypzellen wurden auf Poly-L-Lysin-

beschichtete Glasplatten ausgesät (Abschnitt 2.2.1.3) und anschließend für 48h mit einem von 

vier Kulturmedien behandelt: (1) DMSO bei regulärer Calciumkonzentration (0,94mM), (2) 

DMSO bei reduzierter Calciumkonzentration (0,35mM), (3) FSK bei regulärer 

Calciumkonzentration und (4) FSK bei reduzierter Calciumkonzentration (2.2.1.5). Nach der 

Fixierung der Zellen erfolgte eine Inkubation mit einem spezifischen Antikörper gegen das ZO-

1 Protein, gefolgt von einer Inkubation mit einem Fluorophor-gekoppelten Anti-Kaninchen-

Zweitantikörper, sowie eine DAPI-Färbung zur Darstellung der Zellkerne (2.2.3.1). Zur 

Quantifizierung der Zellfusion wurde der Fusionsindex herangezogen, der das Verhältnis der 

in Synzytien enthaltenen Zellkerne zur Gesamtanzahl an Zellkernen angibt. Obwohl unter der 

reduzierten extrazellulären Calciumkonzentration von 0,35mM eine veränderte 

Zellmorphologie festgestellt wird, sind die BeWo-Zellen weiterhin sowohl teilungs- als auch 

fusionsfähig. Die Behandlung mit FSK führt unter beiden Calciumkonzentrationen zu einer 

signifikanten Erhöhung des Fusionsindex, wobei die Zellfusion unter normalen Bedingungen 
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(0,94mM Ca²⁺) deutlich stärker ausgeprägt ist (Abb. 9A, B). In Abwesenheit von FSK ergibt 

sich kein signifikanter Unterschied im Fusionsverhalten zwischen den Calciumbedingungen. 

Auch die Sekretion von β-hCG nach 48-stündiger Inkubation der Wildtypzellen unter den vier 

unterschiedlichen Kulturbedingungen (2.2.5) zeigte eine Abhängigkeit von der extrazellulären 

Calciumkonzentration: Zwar führt die Behandlung mit FSK sowohl unter niedrigem 

extrazellulärem Calcium (Ca²⁺ L) als auch unter regulärem Calcium (Ca²⁺ N) zu einem Anstieg 

der β-hCG-Sekretion, jedoch liegen die Sekretionswerte unter Ca²⁺ L signifikant unter denen 

bei Ca²⁺ N. Nach FSK-Stimulation erreicht die β-hCG-Konzentration unter Ca²⁺ L lediglich ein 

Drittel des Niveaus, das unter Ca²⁺ N gemessen wird. Auch die basale Sekretion (ctrl) ist unter 

Ca²⁺ L reduziert (Abb. 9C). Die Konzentrationen von Progesteron und Estradiol steigen nach 

FSK-Behandlung unter normalen extrazellulären Calcium-Bedingungen (Ca²⁺ N) ebenfalls 

signifikant an. Im Gegensatz zu hCG zeigen sich jedoch keine calciumabhängigen 

Unterschiede in der Sekretion dieser Steroidhormone (Abb. 9D, E). Insgesamt deuten die 

Ergebnisse darauf hin, dass extrazelluläres Calcium einen Einfluss auf die Synzytialisierung 

und die β-hCG-Sekretion von BeWo-Zellen ausübt, während die Produktion von Progesteron 

und Estradiol unter den gewählten Bedingungen calciumunabhängig erfolgt. 
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Abbildung 9: Zona occludens-1 (ZO-1) Immunfärbung und Hormonsekretion Zyto (DMSO)- und 
Synzytiotrophoblast (FSK)-artiger BeWo Wildtypzellen kultiviert mit 0,35mM (L) oder 0,94mM (N) 
calciumhaltigen Medium (A) Repräsentative Aufnahmen der ZO-1 Immunfärbung +DMSO 
(ctrl)/FSK kultiviert mit niedriger (L=low) oder regulärer (N=normal) Calciumkonzentration im 
Zellkulturmedium. Maßstabbalken entspricht 100µM. (B) Statistische Auswertung der ZO-1 
Färbung mittels Fusionsindex: (((N-S)/T)*100; N= Anzahl der Nuclei in Synzytien, S= Anzahl der 
Synzytien, T= Gesamtzahl der Nuclei), Anzahl der ausgezählten Bilder=6. Durchführung 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=***. β-hCG (C), Progesteron 
(D) und Estradiol (E) Quantifizierung in Überständen von BeWo Wildtypzellen kultiviert mit 
niedriger (L) oder regulärer (N) Calciumkonzentration +FSK/DMSO. Normierung der 
Hormonwerte auf 1µg Protein des entsprechenden Zelllysats und darauffolgende Normierung auf 
die Hormonkonzentrationen von Ca2+ N ctrl. Prüfung 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 Calciumabhängigkeit fusionsinduzierter 
Proteine in BeWo-Wildtypzellen 
Der durch FSK-induzierte Synzytialisierungsprozess sollte zunächst unter regulären 

extrazellulären Calciumbedingungen (Ca²⁺ N) analysiert werden, um 

differenzierungsabhängige Veränderungen 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 anschließend 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 zählen 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 Calciumabhängigkeit. 
Massenspektrometrische Analyse (MS) von Lysaten DMSO- und FSK-behandelter BeWo-
Wildtypzellen unter normalen Ca²⁺-Bedingungen (0,94mM; Ca²⁺ N) (A) sowie von FSK-
behandelten Zellen unter normalen und reduzierten Ca²⁺-Bedingungen (0,35mM; Ca²⁺ L) (B), 
dargestellt als Vulcano-Blot auf Basis eines ungepaarten t-Tests der proteinspezifischen 
Abundanz-Verhältnisse der Vorläuferionen. Signifikanzniveau von p<0,05, Maximaler p-Wert= 
1,0e-17, Maximale Abundance ratio= 100, n=4; x-Achse= binärer Logarithmus (Abundanz 
Bedingung1/Bedingung 2); y-Achse= negativer dekadischer Logarithmus (P-Wert); schwarze 
Datenpunkte= Log2 ratio ≥1 unter normalen Calciumbedingungen, rote Datenpunkte= Log2 ratio 
≥1 unter reduzierten Calciumbedingungen. (C) Western Blot (WB) und MS-Analyse der 
Aromatase- (C) und HSD11B2- Expression (E). Inkubation mit Calnexin-Antikörper als 
Ladekontrolle. n=4 (WB und MS). (D) MS-Analyse der CYP11A1 und HSD17B1 Expression. 
Durchführung eines einseitigen ANOVA Tests mit Bonferroni-Korrektur, dargestellt als Mittelwert 
±SD (C) (WB). Durchführung 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) 

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

der extrazellulären 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 regulärer (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 Abhängigkeit der extrazellulären Calciumkonzentration (Abb. 10C, D). Für 

CYP19A1, eine P450-Monooxygenase, die die Umwandlung von C19-Androgenen in die C18-

Estrogene Estron und Estradiol katalysiert [181-183], lässt sich die Calciumunabhängigkeit 

zusätzlich durch die Quantifizierung der CYP19A1-Bandenintensität im Western Blot 

bestätigen (Abb. 10C). Dies steht im Einklang mit der ebenfalls nicht calciumabhängigen 

Erhöhung der Estradiolkonzentration. Im Unterschied dazu zeigen andere Marker des 

Synzytialisierungsprozesses eine klare Calciumabhängigkeit: 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 regulärem Calcium inkubiert wurden, während 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 bestätigt werden konnte (Abb. 10E). 

Weitere calciumabhängig exprimierte Marker umfassen S100P, ERVFRD1, SDC1 und 

COX7C, deren Expression nach FSK-Stimulation unter Ca²⁺ N signifikant höher ausfällt als 

unter Ca²⁺ L. 

Diese Ergebnisse verdeutlichen zum einen, dass bestimmte Proteine, die nach FSK-

Stimulation in BeWo-Zellen verstärkt exprimiert werden und beispielsweise der 

Steroidhormonsynthese zugeordnet sind, unabhängig von der extrazellulären 

Calciumkonzentration gebildet werden. Dies spiegelt sich sowohl in der vergleichbaren 

Expression entsprechender Enzyme, wie etwa der Aromatase, als auch in der konstanten 

Sekretion zugehöriger Hormone, wie beispielsweise Estradiol, im Zellkulturüberstand wider. 

Im Gegensatz dazu zeigt sich bei anderen Markern, darunter CGB3, FDX1 und HSD11B2, 

eine deutliche Calciumabhängigkeit: Ihre Expression wird durch extrazelluläres Calcium 

moduliert und nimmt bei reduzierter Calciumkonzentration ab. Für CGB3 (hCG) manifestiert 

sich dies zusätzlich in einer verminderten hormonellen Sekretion. Darüber hinaus ist auch der 

FSK-induzierte Synzytialisierungsprozess in BeWo-Zellen selbst calciumabhängig.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
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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. Hierfür wurde das CRISPR/Cas9 System verwendet und mit zwei „guide-RNAs“, 

gerichtet gegen den Vorwärts- und Rückwärtsstrang der TRPV6-DNA-Sequenz in Exon 1, 

gearbeitet (Abb. 11A). Die adressierte Sequenz innerhalb des TRPV6 Exon 1 formt nach 

Transkription durch Basenpaarbildung der komplementären RNA-Nukleinbasen Cytosin (C)-

Guanin (G) und Adenin (A)-Uracil (U) auf mRNA Ebene eine Sekundärstruktur (RNA-folding 

Phänomen) in Form einer charakteristischen Stammschleife, den sogenannten „Stem loop“ 

[151]. Die Bildung dieser 120 Basenpaare umfassenden Schleifenstruktur wird als ursächlich 

für verschiedene translationsregulatorische Phänomene 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 stromabwärts 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 Säugetieren. 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 zugehörigen Sequenzierungsdaten zugesendet wurden. Zusätzlich wurden die 

bereitgestellten Sequenzierungsinformationen der Mutationszelllinien von PD Dr. Ulrich 

Wissenbach (Fachbereich Experimentelle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie) 

überprüft und bestätigt. Die Ergebnisse der Sequenzierung und der daraus resultierenden 

mRNA- bzw. Proteinstrukturen sind für beide Zellklone in Abbildung 11 zusammengefasst. 
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(Abbildungsbeschriftung Abbildung 11 siehe nächste Seite) 
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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 weiße Boxen, UTRs als schwarze Boxen und Introns als Linien. 
Darunter ein Teil der Ziel-Nukleotidsequenz, die von gRNA1 (GAGCCGGCCCTACACCCCAT + 
PAM Motiv GGG, Vorwärtsstrang) und gRNA2 (GGCCCACCGTCTCCCTGTAG+ PAM Motiv 
AGG, Rückwärtsstrang) in Exon 1 adressiert wurde, um TRPV6-CRISPR/Cas9 Mutanten zu 
generieren. Unter der Nukleotidsequenz die Sekundärstruktur 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 grün. (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 Sekundärstruktur der mRNA als rote Punkte 
gekennzeichnet und alternatives Start-Codon in grün dargestellt. Fehlende Aminosäuren 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. Gelöschte und eingefügte 
Nukleotide in der Sekundärstruktur 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 Aminosäuren 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‘ stromabwärts 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 für die Proteinbiosynthese fungiert, was die 

Synthese eines verkürzten Kanalproteins, das einen fehlenden N-Terminus aufweist, zur Folge 

haben würde. Das Fehlen des beschriebenen N-Terminus würde zu einer signifikanten 

Reduktion der Translationssuppression und daher Überexpression von TRPV6 in dieser 

Zellmutante führen. Im Gegensatz dazu legt die Deletion von 19 Basenpaaren, gefolgt von 

einer Mutation von Guanin zu Uracil (GàU), einer Insertion von Adenin (+A), die unmittelbar 

darauffolgende Mutation von Uracil zu Guanin (UàG), eine zusätzliche Deletion von 7 

Basenpaaren und anschließende Mutation von Adenin-Uracil zu Uracil-Guanin (AUàUG) 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 vollständigen TRPV6-Knockout 

darstellt und kein Protein exprimiert. Klon E10 hingegen scheint ein TRPV6-Protein zu bilden, 

das N-terminal um etwa 40 Aminosäuren verkürzt ist und im Vergleich zum Wildtyp eine 

stärkere Expression aufweist. 

3.3 Semiquantitative Untersuchung der TRPV6 Expression in BeWo-Wildtyp,- D10- und 
E10-Zellinien 
Zur Überprüfung 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 anschließend das TRPV6 Protein mit einem 

gegen den C-Terminus gerichteten Antikörper (AK429, siehe Tab. 1) aus der jeweils gleichen 

Menge Gesamtprotein immunpräzipitiert (2.2.6.4). Die Eluate der TRPV6 Immunpräzipitation 

aus Wildtyp, D10 und E10 wurden anschließend 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 Immunpräzipitation (IP) in BeWo-
Zellwildtyp und BeWo CRISPR/Cas9-Mutanten D10 und E10 (A) Western Blot Analyse der 
TRPV6-Expression in TRPV6-Immunpräzipitationen. 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 primärem TRPV6 Antikörper gegen den C-Terminus 
von TRPV6 und mit sekundärem Anti-Kaninchen Antikörper. (B) Western Blot Analyse der 
TRPV6-Expression in IPs. Applikation von WT (1), D10 (2) und E10 (3) IP und links davon die 
zugehörigen Überstände der IP. Inkubation mit primärem TRPV6 Antikörper gegen den N-
Terminus von TRPV6 und mit sekundärem Anti-Kaninchen Antikörper. (C) Lage der durch MS 
Analyse identifizierten tryptischen TRPV6 Peptide innerhalb der humanen TRPV6 
Proteinsequenz (Accesion-Nr. Q9H1D0) in BeWo-Zellwildtyp (grau) und BeWo-Zell-Klon E10 
(blau), n=3. (D) Summe zugehöriger massenspektrometrisch identifizierter TRPV6 „Peptid-
Spektrum Matches (PSM)“  
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Im Western Blot, der mit dem TRPV6-Antikörper inkubiert wurde, der sich gegen den C-
Terminus des TRPV6 Proteins richtet, wird ein Signal immunpräzipitierter TRPV6-Proteine im 

BeWo-Zellwildtyp (Abb. 12A, Spur 2) und ein stärkeres 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) übereinstimmt und auch der Größe des in COS Zellen heterolog 

überexprimierten 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 übermäßiger 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 Antikörper inkubiert wurde der sich gegen den, in 

den CRISPR/Cas9 Zelllinien mutierten, N-Terminus richtet (polyklonaler Antikörper 1271), 

kann lediglich im BeWo-Zellwildtyp ein schwaches Signal immunpräzipitierter 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 verkürztes Protein ohne N-Terminus gebildet wird. Darüber 

hinaus kann lediglich im BeWo-Zellwildtyp und in der Mutationszelllinie E10 TRPV6 

massenspektrometrisch detektiert werden. Die im Wildtyp erfassten Peptide decken 4% der 

TRPV6 Aminosäuresequenz ab während in der E10-Mutante 15% abgedeckt werden (Abb. 

12C). Dieselbe Tendenz zeigt die Summe aller „Peptid Spektrum Matches“ (PSM) in den 

jeweiligen Klonen. Während im Klon D10 erneut kein TRPV6 nachgewiesen wird, können im 

BeWo-Wiltyp 6 und im Klon E10 16 PSM detektiert werden (Abb. 12D). Zusammengefasst 

bestätigt sowohl die Western-Blot als auch die massenspektrometrische Analyse der drei 

Klone die Sequenzierungsdaten. Es stehen daher für die folgenden Untersuchungen drei 

Zelllinien zur Verfügung: 1) die BeWo-Wildtypzelllinie, die durch eine niedrige endogene 

Expression des Volllängen-TRPV6-Proteins charakterisiert ist, 2) die BeWo-Zellmutante 

(E10), die eine Überexpression des verkürzten TRPV6-Proteins aufweist, welches keinen 

translationssupprimierenden N-Terminus enthält 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 können, 

sondern durch FSK-Behandlung fusionieren und Synzytiotrophoblast-artige Zellen bilden, 

wurde die TRPV6-Expression in den drei BeWo-Zelllinien auch nach 48-stündiger FSK-

Inkubation untersucht (2.2.1.5). Auch hier wurden zunächst Zelllysate aus jeweils drei großen 
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Zellkulturflaschen pro Klon hergestellt (2.2.6.1) und TRPV6 anschließend mittels 

Immunpräzipitation unter Verwendung des C-terminalen Antikörper 429 angereichert (2.2.6.4). 

 

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 Aminosäuresequenzen nach TRPV6-IP und 
massenspektrometrischer Analyse in BeWo-Zellwildtyp (grau) und BeWo-Zell-Klon E10 (blau), 
n=1. (B) Summe zugehöriger 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, während im Klon D10 erneut 

keine TRPV6 Peptide massenspektrometrisch detektiert werden konnten. Auch in dieser 

Untersuchung bestätigte sich, dass die TRPV6-überexprimierende Mutante E10, hier mit 16 

PSM (Abb. 13B), eine höhere Anzahl an identifizierten Peptiden aufweist, sowie eine höhere 

Abdeckung der Aminosäuresequenz, hier von 20% (Abb. 13A). Im Vergleich dazu ergibt die 

Analyse des Wildtyps lediglich 8 PSM und eine Sequenzabdeckung von 12%. Tatsächlich 

kann nach Induktion der Zellfusion eine vergleichsweise höhere Abdeckung der 

Aminosäuresequenz von TRPV6 in Wildtypzellen erreicht werden, als in den unbehandelten 

Zellen die lediglich 4% Aminosäureabdeckung zeigen (Abb. 12C), die Anzahl an PSM war mit 

6 im unbehandelten BeWo-Zellwildtyp jedoch ähnlich (Abb. 12D). Die erhöhte 

Sequenzabdeckung trotz vergleichbarer Anzahl an PSM lässt sich vermutlich durch die höhere 

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

Spektren für 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 zunächst 

Unterschiede im Kultivierungsverhalten der Klone untersucht werden. Dafür wurde jeweils eine 

100% konfluente Zellkulturflasche (75cm2) trypsiniert, die Zellen gezählt und 120.000 

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

abgenommen und es erfolgte eine Pappenheim Färbung (2.2.1.4) zur zellmorphologischen 

Charakterisierung (Abb. 14). 

 

Abbildung 14: Pappenheim-Färbung 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). Maßstabbalken entspricht 100µm 

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 höhere Konfluenz nach 24-stündiger 

Inkubationszeit, was für 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 Ausmaß der Zellfusion zu quantifizieren, 

wurden die DMSO- oder FSK-behandelten BeWo-Zelllinien (2.2.1.5), analog zur Untersuchung 

des Einflusses der extrazellulären Calciumkonzentration, einer ZO-1-Immunfärbung 

unterzogen (2.2.3.1). Dabei wurden die Zellen mit einem ZO-1-Antikörper (2.1.8, Tab.1), einem 

Fluorophor-gekoppelten Sekundärantikörper (2.1.8, Tab. 2) sowie mit DAPI zur 

Zellkernfärbung inkubiert. Das Ausmaß der Synzytialisierung in den drei Zellklonen wurde 

anschließend erneut durch Berechnung eines Fusionsindex quantifiziert [184] (Abb. 15). 
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Abbildung 15: Visualisierung der Synzytialisierung mittels ZO-1 Immunfärbung. Inkubation der 
BeWo-Zellklone +DMSO/FSK für 48h und (A) Färbung mit einem ZO-1 Antikörper (grün) 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 ausgezählten Bilder=4. Durchführung 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=***, Maßstabbalken 
entspricht 100 bzw. 20µM 

In den DMSO behandelten Zytotrophoblast-artigen Zellklonen dominiert die Lokalisation des 

ZO-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 Signalstärke und der kontinuierlichen 

Färbung zwischen benachbarten Zellen auf, begleitet von einer vorherrschenden 

intrazellulären 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 Ausmaß der Zellfusion zwischen Wildtyp-

Zellen und den entsprechend behandelten Mutationszelllinien (D10, E10). Diese 

Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Fähigkeit zur Synzytialiserung in den BeWo-

Zellklonen nicht von der Expression des TRPV6 Proteins abhängt. 

3.7 Vergleich der Zellkerngröße von BeWo-Wildtyp-, D10- und E10-Zellinien 
Da die Pappenheim-Färbung morphologische Unterschiede in der Zellgröße zeigte, erfolgte 

im Rahmen der ZO-1-Immunfärbung zusätzlich eine mikroskopische Vermessung von 

mindestens 100 DAPI-gefärbten Zellkernen pro Klon (2.2.3.2). Der Zellkerndurchmesser 

wurde mithilfe der Software AxioVision SE64 Rel. 4.9 bestimmt (Abb. 16).  

 

Abbildung 16: Vergleichende Analyse der Zellkerngrößen der BeWo-Zelllinien WT (schwarz), 
D10 (rot) und E10 (blau) nach DAPI-Färbung. (A) Exemplarische Aufnahmen der Zellkerne 
DMSO/FSK behandelter Zellklone. (B) Quantifizierung der Zellkerngrößen. Anzahl der 
ausgezählten 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 (****), Maßstabbalken 
entspricht 50µm 

Die Vergleichsanalyse zeigt, dass die durch FSK induzierte Zellfusion und der resultierende 

Übergang von Zyto- zu Synzytiotrophoblast-artigen BeWo-Zellen in allen drei Klonen mit einer 

signifikanten Vergrößerung der Zellkerne korreliert (Abb. 16 A, B). Der Vergleich der TRPV6-

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

ergibt keine Unterschiede in der Zellkerngröße. Allerdings bestätigen 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 größere Nuklei auf als die entsprechend behandelten D10-Knockoutzellen. Dies gilt 

ebenfalls für den Vergleich der beiden Mutanten D10 und E10, wobei die Zellkerne der TRPV6-

überexprimierenden Mutante E10 signifikant größer 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 

Größe der Zellkerne hat. 

3.8 Untersuchung der freien Calciumkonzentration im Zytosol von BeWo- Wildtyp-, D10- 
und E10-Zellinien 
Da TRPV6 als Calciumkanal in trophoblastähnlichen Zellen untersucht und gezielt verändert 

wurde, sollten mögliche Unterschiede in der basalen zytosolischen Ca²⁺-Konzentration 

zwischen dem BeWo-Wildtyp und den TRPV6-Klonen D10 (kein TRPV6) und E10 

(überexprimiert) analysiert werden. Dafür wurden die Zellen auf Glasplatten ausgesät (2.2.1.3) 

und Ca2+-Imaging-Experimente mit dem Ca2+-sensitiven Fluorophor Fura-2 und 

calciumhaltiger Ringerlösung durchgeführt, wobei der Quotient (F340/380) der Fura-2 

Fluoreszenz zur relativen Quantifizierung der zytosolischen Calciumkonzentration 

herangezogen wurde (2.2.4) (Abb. 17). 

 

Abbildung 17: Zytosolische Calcium-Konzentrationsunterschiede zwischen BeWo-Zelllinien (A) 
Repräsentative 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 Ca2+-Konzentration von BeWo WT-, D10- und E10-
Zellen mittels Ca2+-Imaging. Bestimmung der basalen Ca2+-Konzentration durch Verwendung des 
mittleren Verhältnisses von Sekunde 120-180. Prüfung 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 für die 
Ermittlung des freien zytosolischen Calciumspiegels herangezogen wird, ist sowohl im Wildtyp 

als auch in der TRPV6-überexprimierenden E10 Zelllinie leicht, d.h. um ca. 10%, aber 

signifikant höher 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 

höheren Konzentration in der TRPV6-überexprimierenden 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 führt. 

3.9 Untersuchung der trans- und parazellulären Transporteigenschaften in BeWo-
Wildtyp-, D10- und E10-Zellinien 
Da die BeWo-Zellen als Zellmodell für plazentare Trophoblasten verwendet werden, die eine 

feto-maternale Barrierefunktion übernehmen, erfolgte als nächstes 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 Porengröße von 8 µm ausgesät und bis zur Konfluenz kultiviert. 

Anschließend wurden die parazellulären Transporteigenschaften von TRITC-Dextran sowie 

der para- und transzelluläre Transport von FITC-Albumin durch die Zellmonoschicht 

untersucht. Hierzu wurden die jeweiligen Konzentrationen im apikalen und basalen 

Kompartiment nach dreistündiger Inkubation bestimmt und zur Berechnung eines 

Permeabilitätsfaktors herangezogen (2.2.1.6) (Abb. 18). 
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Abbildung 18: Überprüfung der Substratpermeabilität von Albumin und Dextran durch 
Monoschicht von BeWo-Zellklonen. Quantifizierung der Permeabilität von Albumin (A) und 
Dextran (B) mittels Permeabilitätsfaktor, normiert auf Zellmenge pro Membran, dargestellt in 
Relation zur Permeabilität durch Zell-lose Kontroll-Einsätze, n=5 

Die Untersuchung der para- und transzelullären Permeabilität von Albumin durch die 

Monoschichten zeigt zwar die Tendenz einer höheren 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 parazellulären 

Transports von Dextran, dass der Transfer im TRPV6-überexprimierenden Klon E10 im 

Vergleich zum TRPV6-Knockout D10 oder zum niedrig exprimierenden Wildtyp signifikant 

reduziert ist. Demnach hätten hohe TRPV6 Mengen einen supprimierenden Effekt auf den 

parazellulären Transport durch Trophoblasten. 

3.10 Vergleich der Hormonsekretionsfähigkeit von BeWo-Wildtyp-, D10- und E10-
Zellinie 
Wie unter 1.1.3 erörtert, 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-Überexpression in 

der Epithelzell-artigen BeWo-Zelllinie deren Fähigkeit der Hormonsekretion beeinflusst. Dafür 

wurde die Hormonkonzentration im Zellkulturüberstand der Zellklone nach 48-stündiger 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 Einflüsse von 

interexperimentellen Schwankungen in der Auswertung zu reduzieren, wurde die 

Konzentrationseinheit des jeweiligen Hormons auf 1µg Protein und auf den DMSO 

behandelten Wildtyp jedes Experiments normiert (Abb. 19-21). 

 

Abbildung 19: Quantifizierung schwangerschaftsrelevanter Hormone (β-hCG, Progesteron, 
Estradiol) in Überständen von BeWo-Zellklonen kultiviert für 48h mit 30µM FSK in 0,45% DMSO 
oder nur mit 0,45% DMSO. Hormonbestimmung via ECLIA (Zentrallabor des Universitätsklinikum 
des Saarlandes). Normierung der Hormonwerte auf 1µg Protein des entsprechenden Zelllysats 
und darauffolgende Division der Hormonkonzentrationen in stimulierten Zellen (FSK) durch die 
Konzentration in unstimulierten Zellen (DMSO). Prüfung 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 zunächst überprüft, ob alle drei Zelllinien auch den damit einhergehenden 

Anstieg an schwangerschaftsrelevanten Hormonen im Zellkulturüberstand 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 β-hCG als 

auch von Progesteron, während 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 bestätigt werden konnten, sollte im Folgenden untersucht 

werden, ob der inter-klonale Vergleich der Sekretionsfähigkeit TRPV6-bedingte Unterschiede 

hervorbringt. Zunächst wurden die Hormonspiegel der DMSO-behandelten, Zytotrophoblast-

artigen Zellklone mittels kommerziellem Schwangerschaftstest (Abb. 20) und 

Elektrochemilumineszenz-Immunassay (Abb. 21) (Zentrallabor) miteinander verglichen. 

 

Abbildung 20: Durchführung eines kommerziellen Schwangerschaftstests zum Nachweis von 
humanem Choriongonadotropin (hCG) im Zellkulturüberstand DMSO-stimulierter BeWo-Zellklone 
(48h). C= Kontrolllinie, T= Testlinie 
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Abbildung 21: Quantifizierung schwangerschaftsrelevanter Hormone (β-hCG, Progesteron, 
Estradiol) in Überständen von BeWo-Zellklonen kultiviert für 48h in 0,45% DMSO, repräsentativ 
für plazentare Zytotrophoblasten. Normierung der Hormonwerte auf 1µg Protein des Zelllysats 
und darauffolgende Division der Hormonkonzentrationen in TRPV6 Mutanten durch die 
Konzentration im BeWo-Zellwildtyp. Prüfung auf signifikante Unterschiede durch ungepaarten t-
Test dargestellt als Mittelwert ± S.D, n=6 



63 

 

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 Zellkulturüberstand auf (Abb. 20, Abb. 21, schwarz), wobei bei allen drei Hormonen eine 

mittlere Sekretionsreduktion um mindestens 50% vorliegt. Im Gegensatz dazu zeigt der 

TRPV6-überexprimierende BeWo-Zellklon E10 keine signifikanten Unterschiede in der 

Sekretionsfähigkeit im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 21 schwarz vs. blau). 
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Abbildung 22: Quantifizierung schwangerschaftsrelevanter Hormone (β-hCG, Progesteron, 
Estradiol) in Überständen von BeWo-Zellklonen kultiviert für 48h mit 30µM FSK in 0,45% DMSO, 
repräsentativ für plazentare Synzytiotrophoblasten. Normierung der Hormonwerte auf 1µg Protein 
des Zelllysats und darauffolgende Division der Hormonkonzentrationen in TRPV6 Mutanten durch 
die Konzentration im BeWo-Zellwildtyp. Prüfung auf signifikante Unterschiede durch ungepaarten 
t-Test dargestellt als Mittelwert ± S.D, n=6 
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Nach FSK-Stimulation können weder im TRPV6-Knockoutklon D10 noch im 
überexprimierenden Klon E10 signifikante Unterschiede in der Hormonsekretion gegenüber 

dem BeWo-Wildtyp festgestellt werden (Abb. 22), wobei die Variabilität der Hormonsekretion 

nach 48-stündiger FSK-Behandlung höher 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 erhöhte TRPV6-Expression keine 

sekretionsfördernden Effekte zu vermitteln scheint. Diese Ergebnisse implizieren, dass 

gewisse TRPV6-Mengen für die Hormonsekretion oder Synthese in plazentaren 

Zytotrophoblasten notwendig sind. Die Übertragbarkeit dieser Ergebnisse auf 

Synzytiotrophoblasten ist im Rahmen der vorliegenden Analyse nicht gegeben, da die 

Aktivierung der Adenylatzyklase durch FSK die hormonelle Sekretionsfähigkeit des 

Knockoutklons D10 erfolgreich reaktivieren konnte. 

3.11 Vergleich der hormonellen Sekretionsaktivität von BeWo-Wildtypzellen und siRNA-
induzierten TRPV6-Knockdownzellen 
Durch CRISPR/Cas9-Genomeditierung wurde sowohl ein TRPV6-Knockoutklon (D10) als 

auch ein TRPV6-überexprimierender BeWo-Zellklon (E10) erzeugt, wodurch sich prinzipiell 

die Möglichkeit ergibt, die Funktion des Proteins unter zwei konträren 

Expressionsbedingungen zu untersuchen. Allerdings lassen sich die beobachteten 

funktionellen Unterschiede, die auf die jeweilige TRPV6-Expressionsmenge zurückgeführt 

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 gewährleistet werden. 

Daher erfolgte die Evaluation der TRPV6 abhängigen 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 

anschließender Amplifikation der so generierten cDNA mittels PCR und Applikation der PCR-

Produkte auf ein Ethidiumbromid-haltiges Agarosegel quantifiziert (die praktische 

Durchführung der (RT-)PCR erfolgte durch Stefanie Buchholz, Institut für experimentelle 

Pharmakologie & Toxikologie, Homburg) (2.2.2.1). Sofern eine Suppression der TRPV6-

Transkripte festgestellt wurde, erfolgte die Ermittlung der Hormonkonzentration im 

zugehörigen Zellkulturüberstand (Abb.  23). Es wurde anschließend überprüft, ob diese Zellen 

hinsichtlich ihrer Hormonsekretionsfähigkeit eine ähnliche Abweichung vom BeWo-Wildtyp 

zeigten, wie sie zuvor im TRPV6-Knockoutklon D10 festgestellt wurde.                                                                                                                                                                                      
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Abbildung 23: Hormonsekretionsfähigkeit von BeWo-Wildtypzellen und siRNA-vermittelten 
TRPV6-Knockdownzellen. (A) Vergleich der TRPV6-Bandenintensität der TRPV6-PCR-Produkte 
auf Agarosegel nach 30 Zyklen, normiert auf GAPDH Bandenintensität. Zellen inkubiert mit nicht 
zielgerichteter Kontroll-siRNA als Negativkontrolle (schwarz) oder verschiedenen Kombinationen 
von TRPV6-siRNAs (10-100nM, grau). Prüfung auf signifikante Unterschiede durch ungepaarten 
t-Test dargestellt als Mittelwert ± S.D, n=5. (B) Repräsentatives 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. β-hCG 
[mIU/mL] (C), Progesteron [ng/mL] (D) und Estradiol [pg/mL] (E)-Spiegel in Zellkulturüberständen 
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 Transfektionsansätzen zeigt sich eine durchschnittliche Reduktion der TRPV6-

Transkripte um etwa 50% (Abb. 23A). Die Bestimmung der Hormonkonzentrationen in den 
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Zellkulturüberständen 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 Zellkulturüberstand zeigt. Diese Analyse 

unterstützt daher die Annahme, dass eine reduzierte TRPV6-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 näher 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 anschließend einer Proteinquantifizierung (2.2.6.2) und -fällung (2.2.6.3) 

zur Aufkonzentrierung unterzogen. Von jedem Klon wurden 200µg 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). Über einen 120-minütigen 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“, 

„fusioniert“ 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). Zunächst 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: Übersicht 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 angehören über 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, während 

4346 Proteine in beiden Klonen detektiert werden können. 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 häufiger 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 intrazellulären 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). 

 

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-Verhältnisse der 
Vorläuferionen. Signifikanzniveau p<0,05, maximaler p-Wert= 1,0e-17, maximale Abundance 
ratio= 100, n=3; x-Achse= binärer 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/Homöostase (rot), der 
Plazentaentwicklung/ schwangerschaftsrelevanter Funktion (gelb) und des/der Steroidhormon- 
/Cholesterol- Metabolismus/Synthese/Sekretion (lila)  
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In den Lysaten des TRPV6-defizienten BeWo-Zellklons D10 sowie in den Lysaten des TRPV6-

exprimierenden BeWo-Zellwildtyps können Proteine der zuvor genannten Kategorien in 

unterschiedlichem Ausmaß identifiziert werden. Bei der Betrachtung des undifferenzierten 

BeWo-Zellwildtyps fällt 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 calciumabhängige Synzytialisierungsmarker HSD11B2 (3.1.2) [180],  im 

TRPV6-exprimierenden Wildtyp im Vergleich zum Knockoutklon signifikant angereichert. An 

der Synthese des Steroidhormon-Vorläufers 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 stärker exprimiert. Im Wildtyp ist darüber hinaus 

das Ca²⁺-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 stärker 

exprimiert. Darüber 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 zählen der Growth/differentiation factor 15 

(GDF15), ein Schwangerschaftshormon, das eine starke plazentare Expression aufweist, der 

calciumabhängige 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 

mütterlichen Plazenta genannt wird. Darüber hinaus zeigen auch die Cystathionin-β-Synthase 

(CBS), die laut Uniprot eine Rolle in maternalen Prozessen während der Schwangerschaft 

spielt, sowie das Melanoma-Associated Antigen D2 (MAGED2), das als essenziell für die 

fetale renale Salzrückresorption, die Fruchtwasserhomöostase und die Aufrechterhaltung der 

Schwangerschaft beschrieben wird [187], im BeWo-Wildtyp eine erhöhte 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 Calciumhomöostase 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 Calciumhomöostase erwähnt werden und das GRAM domain-

containing protein 2A (GRAMD2A), das als Regulator des Speicher-gesteuerten 

Calciumeintritts fungiert [188], sind am stärksten 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], stärker im Wildtyp exprimiert. 

Im Vergleich zum Wildtyp zeigen sich jedoch Proteine, die an der Calciumhomöostase und 

dem Calciumtransfer beteiligt sind, im TRPV6-Knockoutklon D10 signifikant verstärkt 

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 verschließt und so die 

mitochondriale Calciumaufnahme verhindert [192], das SEC14 Domain and Spectrin Repeat-

Containing Protein 1 (SESTD1), das den Transmembrantransport von Calciumionen durch 

spannungsgesteuerte Calciumkanäle negativ reguliert und von dem beschrieben wird, dass 

es mit TRPC4 und TRPC5 assoziiert ist [193], sowie Spatacsin (SPG11), das als Regulator 

des homöostatischen Gleichgewichts zwischen Cholesterin-Transfer und zytosolischem 

Calcium beschrieben wird [194], jeweils über 100-fach angereichert gemessen. Zudem sind in 

der TRPV6-defizienten Zelllinie D10 Annexin 6 (ANXA6), ein potenzieller Regulator der Ca²⁺-

Freisetzung aus intrazellulären 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 αV (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) stärker 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 für 

Schwangerschaft, Steroidhormonsynthese und zugehörige Signalwege besitzen. Hierzu 

zählen der Nuclear Receptor Coactivator 3 (NCOA3), der die plazentare Morphogenese 

reguliert [199] und als selektiver Koaktivator der ERα-induzierten Stimulation des 

plazentaspezifischen Proteins PLAC1 wirkt [200], das Cholesterolsynthese-Enzym 7-
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Dehydrocholesterol-Reduktase (DHCR7) [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 Calciumhomöostase, 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 geprüft werden, ob die zuvor beobachteten 

Expressionsunterschiede von Proteinen, die an der Calciumhomöostase, der 

Hormonsynthese und von Proteinen, die im Kontext der Schwangerschaft erwähnt werden, 

auch nach der Synzytialisierung (FSK-Behandlung) in den Zellen erhalten bleiben.  
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Abbildung 26: Übersicht 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 angehören über 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, während 3918 Proteine in beiden Klonen detektierbar sind. Von den 

4276 identifizierten Proteinen unterscheiden sich 3698 Proteine nicht signifikant in ihrer 

Expression, während 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 fällt 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 zellulären Proteinbiosynthese beteiligt angereichert. Zudem weisen beide Klone 
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eine erhöhte Expression verschiedener Proteine auf, die für 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, 

während im Wildtyp Proteine dominieren, die allgemeineren GO-Terms wie der Biogenese 

zellulärer Komponenten zugeordnet werden können. Die zuvor beobachtete Abgrenzbarkeit 

klonspezifisch angereicherter funktioneller Proteingruppen scheint nach FSK-Behandlung 

nicht mehr so deutlich ausgeprägt 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-Verhältnisse der 
Vorläuferionen. Signifikanzniveau p<0,05, maximaler p-Wert= 1,0e-17, maximale Abundance 
ratio= 100, n=3; x-Achse= binärer 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/Homöostase (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 gegenüber dem 

TRPV6-Knockoutklon D10 signifikant stärker 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 stärker im Wildtyp exprimiert, sodass 

davon ausgegangen werden kann das diese Proteine sowohl in Zyto- als auch in 

Synzytiotrophoblasten in Abhängigkeit von TRPV6 gebildet werden. Darüber hinaus lassen 

sich nach FSK-induzierter Synzytialisierung weitere Proteine aus der Kategorie der 

Steroidhormonsynthese identifizieren, die im BeWo-Wildtyp in höherem Maße exprimiert sind 

als im TRPV6-Knockoutklon.  Dazu zählt der Signal Transducer and Activator of Transcription 

5B (STAT5B), ein Signalprotein mit Einfluss auf den durch 20α-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 17β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 7 

(HSD17B7), ein weiteres Enzym der Steroidhormonsynthese [208], weist im Wildtyp eine 

höhere 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, während GDF15 

und CBS auch nach Zellfusion signifikant stärker im Wildtyp exprimiert werden, was auch hier 

impliziert, dass die Bildung dieser plazentaren Proteine in Zyto- und Synzytiotrophoblasten 

TRPV6-abhängig ist. Zusätzlich 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 stärker 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 Calciumhomöostase, 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, während 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 Calciumhomöostase zählen die 1-phosphatidylinositol 4,5-

bisphosphate Phosphodiesterase gamma-1 (PLCG1), die Calcium-/Calmodulin-abhängige 

Protein Kinase Typ II 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], während CAMK2G den 

Calciumtransport [211], und VMP1 die ATP-ase gekoppelte Aktivität von Calcium-

Transmembrantransportern induziert [212]. HOMER1 fungiert als Aktivitätsregulator von 

Kationenkanälen [213].  

Auch im TRPV6-Knockout sollte anschließend geprüft werden, ob sich nach FSK-induzierter 

Zellfusion die Expression jener Proteine verändert, die zuvor nach DMSO-Inkubation 

gegenüber 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 können oder keine signifikanten 

Expressionsunterschiede zum Wildtyp mehr aufweisen. Ersteres trifft auf MICU1, SEST1, 

RAP1GDS1, CLN3 und PDPK1 zu, Proteine mit Funktionen in der Calciumhomöostase, die 

nach induzierter Zellfusion massenspektrometrisch nicht mehr nachweisbar sind. Weitere 

Proteine der Calciumhomöostase 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. Darüber hinaus sind nach FSK-Behandlung in TRPV6-

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 

PMCA3 (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 Homöostase [214-220]. Demnach bleiben auch nach der Zellfusion 

potenziell kompensatorisch vor allem Proteine der Calciumhomöostase im TRPV6-

Knockoutklon angereichert. 

Proteine der Steroidhormonkategorie, die in DMSO-behandelten Zytotrophoblasten in der 

TRPV6-CRIPSR/Cas9 Knockoutzelllinie D10 stärker 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 für die Kategorie der schwangerschaftsrelevanten Proteine zeigt sich im TRPV6-

Knockoutklon nach FSK-induzierter Synzytialisierung ein verändertes Expressionsmuster: 

Anstelle der in DMSO-behandelten D10-Zellen angereicherten Proteine lassen sich nun 

andere Vertreter derselben Kategorie detektieren, die im Vergleich zum Wildtyp eine erhöhte 

Expression aufweisen. Hierzu zählt 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 II 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 für das fetoplazentare Wachstum [224]. 

Gleiches gilt für das Homeobox-Protein DLX3, das in die Differenzierung humaner 

Trophoblasten involviert ist [225]. Zusätzlich sind im TRPV6-Knockoutklon zwei 

Synzytialisierungsmarker signifikant stärker exprimiert: die calciumabhängig gebildete 

COX7C, sowie das calciumunabhängig 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 Maß erkennbar ist. 

3.12.2 Proteomanalyse von TRPV6-überexprimierenden und BeWo-Wildtypzellen 

3.12.2.1 Proteomanalyse von Zytotrophoblast-artigen TRPV6-überexprimierenden und 
BeWo-Wildtypzellen  
Im Anschluss an die Analyse des TRPV6-Defizits sollte der Einfluss einer Überexpression auf 

das BeWo-Proteom untersucht werden. Konform zu den vorherigen Vergleichsanalysen 

wurden zunächst die massenspektrometrischen Daten von Zytotrophoblast-artigen, DMSO-

behandelten BeWo-Wildtypzellen mit denen der äquivalent inkubierten, TRPV6-

überexprimierenden Zellen E10 in Relation gesetzt (2.2.7) (Abb. 28 und 29). 
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Abbildung 28: Übersicht der Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse von DMSO 
behandelten BeWo-Wildtyp- und BeWo TRPV6-überexprimierenden-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 angehören über Balken im Diagramm dargestellt  

In der vergleichenden massenspektrometrischen Analyse von DMSO-behandelten Wildtyp- 

und TRPV6-überexprimierenden E10-Zellen werden insgesamt 4079 Proteine identifiziert. 

Davon sind 215 exklusiv und 288 signifikant angereichert im Wildtyp nachweisbar, während 

52 Proteine exklusiv und 305 signifikant stärker 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 

zellulärer Organisation, Epithelzelldifferenzierung und Gewebeentwicklung assoziiert sind. Im 

TRPV6-überexprimierenden Klon hingegen weist die GO-Term-Analyse eine Anreicherung 

von Proteinen auf, die an der Translation beteiligt sind, da sämtliche fünf dominanten 

funktionellen Gruppierungen stark exprimierter Proteine in diesem Klon auf Prozesse der 

Proteinbiosynthese abzielen. Eine höhere Menge an TRPV6 in BeWo-Zellen könnte demnach 

mit einer Intensivierung von Translationsprozessen einhergehen. 



80 

 

 

Abbildung 29: Massenspektrometrische Analyse von Lysaten aus DMSO-behandelten BeWo-
Wildtypzellen (rechts) und BeWo TRPV6-überexprimierenden E10 Zellen (links), dargestellt als 
Vulcano-Blot auf Basis eines ungepaarten t-Tests der proteinspezifischen Abundanz-Verhältnisse 
der Vorläuferionen. Signifikanzniveau von p<0,05, Maximaler p-Wert= 1,0e-17, Maximale 
Abundance ratio= 100, n=3; x-Achse= binärer 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/Homöostase (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 

Calciumhomöostase 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 gegenüber 

dem TRPV6-überexprimierenden Klon eine signifikant stärkere Aromatase-Expression im 

Wildtyp. Eine ausgeglichene TRPV6-Expression scheint somit wichtig für 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-überexprimierender Mutante E10 eine 

stärkere Expression im Wildtyp. Ergänzend sind auch der potenzielle Präeklampsiemarker 

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 I cytoskeletal 19) im Wildtyp signifikant 

angereichert [229]. Mit TRIM24 (3.12.1.1) und GSTM2 (3.12.1.2) sind zwei Proteine der 

Calciumhomöostase, die bereits in vorherigen Vergleichsanalysen als differentiell exprimiert 

detektiert wurden, im Wildtyp gegenüber der TRPV6-überexprimierenden Mutante E10 

signifikant angereichert. Ergänzend zeigt sich auch für das bislang nicht erfasste TPT1 

(Translationally-controlled tumor protein), das am Calciumtransport in Trophoblasten beteiligt 

ist [230], eine erhöhte Expression im Wildtyp. 

Auch in den Zelllysaten der TRPV6-überexprimierenden 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-14α-Demethylase) [232] und ACBD3 

(Golgi-residente Protein GCP60) [233] eine erhöhte 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-überexprimierenden Mutante E10 im Vergleich zum 

BeWo-Wildtyp signifikant stärker exprimiert. UBASH3B, RAP1GDS1 und SESTD1, Proteine 

der Calciumhomöostase, werden in beiden TRPV6-modulierten Zelllinien (D10 und E10) 

signifikant stärker 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-

überexprimierenden 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). 
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3.12.2.2 Proteomanalyse von Synzytiotrophoblast -artigen TRPV6-überexprimierenden 
und BeWo-Wildtypzellen 
Der Einfluss der FSK-Behandlung auf die Proteinexpression wurde auch in beiden Zelllinien 

untersucht, die TRPV6 in unterschiedlichem Ausmaß exprimieren (2.2.1.5, 2.2.7) (Abb. 30). 

Analog zur Analyse des TRPV6-Knockoutklons (3.12.1.2) wird zudem geprüft, ob die in 

DMSO-behandelten Wildtyp- und E10-Zellen identifizierten Expressionsunterschiede auch 

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

 

Abbildung 30:  Übersicht der Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse von FSK- 
behandelten BeWo-Wildtyp und BeWo TRPV6-überexprimierenden 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 angehören über Balken im Diagramm dargestellt 

In der massenspektrometrischen Analyse der Zelllysate werden insgesamt 3780 Proteine 
identifiziert. Davon werden 78 Proteine ausschließlich im Wildtyp und 115 Proteine nur im 

TRPV6-überexprimierenden E10-Zellklon gebildet. Die quantitative Analyse zeigt zudem, dass 

268 Proteine signifikant stärker im Wildtyp und 281 Proteine mehr im Klon E10 detektiert 

werden, während für 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-überexprimierenden E10-Zelllinie mit den Ergebnissen unter DMSO-

Behandlung überein (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 zellulärer Prozesse wie 

Proteinlokalisation auf Chromosomen, Proteinkomplexaufbau sowie Transkription und die 

Organisation von Organellen, abundant. 

 

Abbildung 31: Massenspektrometrische Analyse von Lysaten aus FSK-behandelten BeWo-
Wildtypzellen (rechts) und BeWo TRPV6-überexprimierenden Zellen E10 (links), dargestellt als 
Vulcano-Blot auf Basis eines ungepaarten t-Tests der proteinspezifischen Abundanz-Verhältnisse 
der Vorläuferionen. Signifikanzniveau von p<0,05, Maximaler p-Wert= 1,0e-17, Maximale 
Abundance ratio= 100, n=3; x-Achse= binärer 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/Homöostase (rot), der 
Plazentaentwicklung/ Schwangerschaftsrelevanter Funktion (gelb) und des/der Steroidhormon- 
/Cholesterol- Metabolismus/Synthese/Sekretion (lila)  
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Mehrere Proteine der Calciumhomöostase (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-überexprimierenden Zelllinie E10. Andere Proteine (PKD1, 

GSTM2, RAP1GDS1, KDM5B, STK3) können nach der Zellfusion nicht mehr in der TRPV6-

exprimierenden Zelllinien detektiert werden, sodass diese möglichweise nur in 

Zytotrophoblasten gebildet werden.  

Die Aromatase ist in allen Vergleichsanalysen mit Ausnahme der FSK-behandelten Wildtyp- 

und Knockoutzellen im TRPV6-Wildtyp stärker 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 könnte. HSD11B2 

und HSD17B7 sind ebenfalls im FSK-behandelten Wildtyp gegenüber 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 

durchgängig signifikant angereichert. SOD1, das unter DMSO-Bedingung eine höhere 

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 höherer Abundanz detektiert als im TRPV6-

überexprimierenden Klon E10.  Die mit der Calciumhomöostase-assoziierten Proteine 

HOMER1 und VMP1 sind im Synzytiotrophoblast-artigen BeWo-Wildtyp durchgängig stärker 

exprimiert als in D10 und E10. Auch ANXA6 und PACSIN3 zeigen nach FSK-Behandlung ein 

entsprechendes Muster mit höherer Expression im Wildtyp. 

In den TRPV6-überexprimierenden, Synzytiotrophoblast-artigen E10-Zellen werden auch 

mehrere Proteine der Calciumhomöostase verstärkt exprimiert, darunter TRIM24, PIEZO1, 

ATP1B1 (Na⁺/K⁺-ATPase-Untereinheit β1) [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 Schlüsselenzym der Steroidhormonsynthese, ist in E10 

signifikant angereichert. Zudem zeigen in E10 verschiedene schwangerschaftsassoziierte 

Proteine eine höhere Abundanz als im Wildtyp, darunter AKAP12, APOL2 (Apolipoprotein L2) 

[245], Syncytin-2 [246] und SP1 (Transcription factor Sp1) [76].  

Abschließend zeigen nur wenige Proteine ähnliche Expressionsunterschiede zwischen 

Zytotrophoblast- und Synzytiotrophoblast-artigen BeWo-Zellen beim Vergleich von Wildtyp 
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und TRPV6-Überexpressionsmutante. In der E10-Mutante sind Proteine der 

Calciumhomöostase, und drei bekannte Synzytialsierungsmarker stärker exprimiert. Im 

Wildtyp dominierten schwangerschaftsrelevante Proteine, besonders auffällig war hier erneut 

die höhere 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 durchgeführten Analysen in tabellarischer Form. Diese Darstellung bietet 

einen systematischen Überblick über die Expressionsmuster der einzelnen Proteine, wobei 

eine funktionelle Klassifizierung bezüglich der Calciumhomöostase (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 Calciumhomöostase 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-überexprimierende Mutante 
E10 in blau. Kein signifikanter Unterschied in der jeweiligen Vergleichsanalyse: =, nicht in 
Vergleichsanalyse detektiert: n.d 

Genname WT DMSO 

vs. 

D10 DMSO 

WT FSK 

vs. D10 

FSK 

WT DMSO 

vs. 

E10 DMSO 

WT FSK 

vs. E10 

FSK 

TRIM24 WT         = WT E10 

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         = E10 E10 
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SPG11 D10         = n.d. n.d. 

ANXA6 D10 D10         = WT 

UBASH3B D10         = E10         = 

LGALS3 D10         =         =         = 

ITGAV D10 D10         =         = 

RAP1GDS1 D10  n.d. E10 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         =         =         = E10 

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 E10 WT 

TPT1          =         = WT         = 

MCU          =         =          = E10 

PKD1 n.d. n.d. WT n.d. 

CDH5          =         =          = E10 
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UBQLN1          =         = E10         = 

PIEZO1          = D10         = E10 

ATP1B1 n.d. n.d.         = E10 

Mehrere Proteine der Calciumhomöostase und des Transfers werden ausschließlich 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-überexprimierenden Mutante E10 stärker exprimiert als im Wildtyp. Auch SESTD1 ist 

in DMSO- und FSK-behandelten D10- und E10-Zellen jeweils gegenüber dem entsprechenden 

Wildtyp signifikant angereichert. VMP1 zeigt hingegen eine höhere 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 

Genname 

WT DMSO 

vs. 

D10 DMSO 

WT FSK 

vs. D10 

FSK 

WT DMSO 

vs. 

E10 DMSO 

WT FSK 

vs. E10 

FSK 

ANXA1 WT D10 = = 

DHCR24 WT n.d. E10 = 

HSD11B2 WT WT = WT 

CYP19A1 WT = WT WT 

GNAI1 WT WT = = 

AFP WT = = = 

DHCR7 D10 = E10 = 

COMT D10 = =. n.d. 

ESRRA D10 n.d. n.d. = 

FDX1 D10 = = = 

STAT5B 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 = = E10 = 

ACBD3 = = E10 = 

CYP51A1 = = E10 = 



89 

 

HSD17B7 = WT n.d WT 

SQLE = n.d = E10 

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 stärker 

exprimiert als in D10 und E10. Auch CYP19A1 ist in drei von vier Vergleichsanalysen 

abundanter im Wildtyp. DHCR7 ist in beiden DMSO-behandelten CRISPR/Cas9-Mutanten 

höher 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 erwähnt werden. 
Legende siehe Tabelle 3 

Genname WT DMSO 

vs. 

D10 DMSO 

WT FSK 

vs. D10 

FSK 

WT DMSO 

vs. 

E10 DMSO 

WT FSK 

vs. E10 

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         =         = 

DNAJB6         = 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         =         = E10         = 

ALPG         =         = E10         = 

SOD1         =         = E10 WT 

GNA13         =         =         = WT 

YTHDF3         =         =         = WT 

APOL         =         =         = E10 

ERVFRD-1 n.d. n.d. n.d. E10 

AKAP12         = D10         = E10 

SDC1 WT         =         =         = 

COX7C         = D10         =         = 

Eine erhöhte GDF15-Synthese scheint in Zyto- und Synzytiotrophoblast-artigen Zellen an das 

Vorhandensein von TRPV6 gekoppelt zu sein. Auch NR2F2 und MAGED2 zeigen eine 

TRPV6-abhängige Expression in Zytotrophoblast-artigen Zellen, jedoch ohne Zunahme bei 

Überexpression. CBS ist in drei von vier Vergleichsanalysen im Wildtyp stärker exprimiert. 

Gleiches gilt für PAXIP1 und AGO2 auf synzytiotrophoblastärer Ebene. MBD3 und DNAJB6 

werden in Synzytiotrophoblast-artigen Zellen nur bei vorhandener TRPV6-Expression 

angereichert nachgewiesen, während NCOA3 in Zytotrophoblast-artigen Klonen jeweils 

stärker 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 erhöhte Expression im Vergleich zur 

TRPV6-überexprimierenden Mutante E10, wohingegen APOL2 und ERVFRD-1 ein 
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gegenläufiges Expressionsprofil aufweisen. AKAP12 wird in fusionierten Zellen mehr in den 

beiden Mutanten gebildet, während BMPR2, MAP3K4 und DLX3 im FSK-behandelten 

Knockoutklon D10 signifikant erhöht 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 

übernimmt der aus fusionierten Zytotrophoblasten gebildete Synzytiotrophoblast zentrale 

Aufgaben im Stoffaustausch während der Schwangerschaft [247]. Im Kontext der 

Nährstoffversorgung 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 weiterführend zu charakterisieren, wurde der Einfluss eines TRPV6-

Überschusses 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 Fähigkeit 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 Immunpräzipitation mit einem spezifischen TRPV6-Antikörper anzureichern 

(2.2.6.4). Die anschließende Detektion von TRPV6 mittels Western Blot (2.2.6.6) und 

massenspektrometrischer Analyse (2.2.7) bestätigte die Sequenzierungsdaten. Wie bereits in 

früheren Studien gezeigt wurde [179, 249], ließ sich im BeWo-Wildtyp nach Anreicherung 

durch Immunpräzipitation eine geringe Menge an TRPV6 nachweisen. Darüber hinaus wurden 

zwei klonale Zelllinien etabliert: D10 als TRPV6-Knockoutklon sowie E10 als 

überexprimierender Klon, der im Vergleich zum Wildtyp ein verkürztes 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 unverändert, 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 Funktionalität stark von einer adäquaten 

Zellproliferation abhängt. Daher wurde zunächst untersucht, ob eine Erhöhung 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 regulärem 

Zellkulturmedium inkubiert, anschließend mittels Pappenheim-Färbung behandelt und 

mikroskopisch analysiert (2.2.1.4). Dabei wurden die Zellmorphologie und die Konfluenz der 

verschiedenen Klone überprüft. Die TRPV6-Knockoutzellen (D10) wiesen eine höhere 

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 gefärbt, um die 

Zellkerngrößen 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 könnte. Dies steht im Einklang mit 

Beobachtungen im Mausmodell, in dem eine veränderte Morphologie sowohl muriner 

Trophoblasten als auch der murinen Plazenta selbst als Reaktion auf den TRPV6-Knockout 

festgestellt wurde [51].  

Im Gegensatz dazu führte die Inkubation der BeWo-Zellen in calciumreduziertem Medium zu 

einer verringerten Proliferationsrate und einer spindelförmigen Zellmorphologie als Reaktion 

auf die reduzierte extrazelluläre Calciumkonzentration [180]. Da jedoch neben TRPV6 auch 

andere Calciumtransporter und -kanäle, wie intrazelluläre Store-operated Channels (SOC) und 

Ca²⁺-ATPasen, an der Calciumaufnahme und Homöostase in Trophoblasten beteiligt sind, 

könnte diese Beobachtung nicht ausschließlich auf eine Reduktion der TRPV6-gesteuerten 

Calciumaufnahme zurückzuführen sein. Diese Annahme wird durch Beobachtungen an 

murinen TRPV6-defizienten primären Trophoblasten gestützt, bei denen der Erhalt der 

Proliferationsfähigkeit auf eine funktionelle Kompensation der verringerten extrazellulären 

Calciumkonzentration hinweist [51]. Die Ergebnisse der morphologischen Untersuchung von 

BeWo TRPV6-Knockoutzellen und von BeWo-Zellen, die unter reduziertem extrazellulärem 

Calcium inkubiert wurden, müssen sich daher nicht zwangsläufig widersprechen.  

4.3 Die TRPV6-Defizienz reduziert die intrazelluläre Calciumkonzentration in BeWo-
Zellen 
Um die relativen Unterschiede in den intrazellulären 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 Ringerlösung 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-überexprimierenden Mutante E10. Die Messungen wurden 
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unter Verwendung einer Standard-Ringerlösung mit 1mM extrazellulärem Calcium 

durchgeführt (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 intrazellulären Calciumkonzentration interpretiert werden 

können, auch wenn keine absolute Kalibrierung durchgeführt wurde. Beide Unterschiede in 

der Calciumkonzentration im Vergleich zum Knockoutklon waren statistisch signifikant, 

während dies für 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, während eine Überexpression des 

Calciumkanals keinen signifikanten Anstieg des intrazellulären Calciums bewirkt. Auch in 

diesem Fall korrelieren die Ergebnisse der TRPV6-Knockout BeWo-Zelllinie mit den 

Beobachtungen im murinen Modell, da auch primäre Trpv6-defiziente Maustrophoblasten 

ohne funktionelles Trpv6 eine verminderte Calciumaufnahme zeigen [52]. Angesichts der Rolle 

von TRPV6 in der Calciumhomöostase plazentarer Trophoblasten und der Tatsache, dass 

Mutationen in beiden Trpv6-Allelen bei Mäusen zu unzureichendem Embryowachstum, 

reduzierter Knochen-Calcifizierung und Dysplasien führen [52], sowie zu ähnlichen 

Knochenphänotypen beim Menschen mit TRPV6-Mutations-assoziiertem transienten 

neonatalen Hyperparathyreoidismus [50], könnte dieser marginale Unterschied im endogenen 

Kontext potenziell pathophysiologische Relevanz besitzen. 

4.4 TRPV6 hat keinen Einfluss auf die Synzytialisierungsfähigkeit 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 Färbung des Tight 

Junction-Proteins ZO-1 erfolgen. Dessen zunächst parazelluläre Lokalisation, die sich in 

einem kopfsteinpflasterartigen Zellmosaik äußert, verlagert sich infolge der Zellfusion in eine 

intrazelluläre Anordnung (3.6, Abb. 15). Diese Veränderungen kennzeichnen die Bildung von 

Synzytien, die durch den Verlust durchgängiger Zellgrenzen und die Bildung von 

Zellverbänden charakterisiert sind. Zur Quantifizierung der Zellfusion wurde der Fusionsindex 

ermittelt, indem die Anzahl der Zellkerne in den Synzytien im Verhältnis zur Gesamtzahl der 

Zellkerne in den DMSO- und FSK-behandelten Zellklonen gezählt 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 Ausmaßes 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 Fähigkeit 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 regulären Medium inkubiert wurden, wobei der Fusionsindex auch hier als Maß 

für die Synzytialisierung herangezogen wurde. Es wurde daher der Einfluss von 

Veränderungen des extrazellulären Calciumlevels analysiert, absolute Konzentrationswerte 

miteinander verglichen und eine Abhängigkeit des Synzytialisierungsprozesses von Calcium 

in BeWo-Zellen festgestellt (3.1.1), die durch die massenspektrometrische Identifikation von 

Markerproteinen der Synzytialisierung, deren Expression sich in Abhängigkeit der 

extrazellulären Calciumkonzentration signifikant unterschied, bestätigt wurde (3.1.2) [180] 

(Abb. 32).  
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Abbildung 32: Modell möglicher 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= Extrazellulärsignal 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 = calciumabhängig in Gehl et 
al. 2025 detektiert 

Hierbei erfolgte jedoch keine Bestimmung der intrazellulären 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 intrazelluläre 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 intrazelluläre 

Calciumkonzentration hinweist (Abb. 3.8). Das extrazelluläre Calciumlevel im Medium blieb 

dabei unverändert. Auf Proteomebene zeigte sich, dass der calciumabhängige 

Synzytialisierungsmarker HSD11B2 im Synzytiotrophoblast-artigen Wildtyp stärker exprimiert 
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wurde als im Knockout. Zudem wurde das calciumabhängig gebildete Synzytin-2 (ERVFRD-

1) im TRPV6-überexprimierenden Klon E10 angereichert detektiert (3.1). Trotz differentieller 

Expression dieser calciumabhängigen Marker in den klonalen BeWo-Zelllinien zeigte sich kein 

Einfluss auf deren Fusionsfähigkeit, was vermutlich darauf zurückzuführen 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 intrazellulären 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 extrazellulären Calciumkonzentration abhängt, 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 extrazellulären Calciumbedingungen 

wie der Wildtyp inkubiert wurde, zwar eine signifikante Reduktion der intrazellulären 

Calciumkonzentration, doch scheint diese moderate Abnahme nicht ausreichend zu sein, um 

den Synzytialisierungsprozess der BeWo-Zellen messbar zu beeinträchtigen. Eine 

kompensatorische Hochregulation alternativer Calciumkanäle im Transmembrantransport 

könnte im Knockout dazu beitragen, eine für die Synzytialisierung ausreichende intrazelluläre 

Calciumverfügbarkeit aufrechtzuerhalten. 

4.5 Beurteilung des Einflusses einer TRPV6-Überexpression auf die parazelluläre 
Permeabilität von BeWo-Zellen 
Zur Untersuchung der Permeabilitätseigenschaften der BeWo-Zellklone wurde für die 

Bestimmung des parazellulären Transports TRITC-Dextran und des para- und transzelluläre 

Transports FITC-Albumin als fluorochrome Referenzsubstanzen verwendet und der 

Permeabilitätsfaktor bestimmt (2.2.1.6). Dabei wurde ein reduzierter parazellulärer Transfer 

von Dextran über die Monoschicht der TRPV6-überexprimierenden E10-Zellen im Vergleich 

zum niedrig exprimierenden Wildtyp und dem TRPV6-Knockout festgestellt (3.9). Frühere 

Untersuchungen an BeWo-Zellen haben gezeigt, dass die Serinprotease HTRA4 bei niedrigen 

extrazellulären Calciumkonzentrationen verstärkt exprimiert wird [252]. In HUVEC-Zellen 

führte diese Überexpression zu einer erhöhten Degradation von Zellkontakt-assoziierten 

Proteinen, wie Cadherinen und Cateninen [253, 254]. Im Zusammenhang mit Trpv6 zeigte der 

Knockout des Kanals in murinen Plazenten eine verstärkte Bildung einer weiteren 

Serinprotease HTRA1, die für die Degradation von Proteinen der extrazellulären Matrix 

verantwortlich ist [51]. Diese Ergebnisse deuten auf einen potenziellen Einfluss von TRPV6 



98 

 

auf plazentare Proteasen hin, was wiederum die Bildung der extrazellulären Matrix, die 

Zellintegrität der Plazenta und damit einhergehend die Permeabilitätseigenschaften von 

BeWo-Zellen beeinflussen könnte. In der vorliegenden Arbeit wurden morphologische 

Unterschiede zwischen dem TRPV6-Knockoutklon D10 und dem BeWo-Wildtyp festgestellt, 

was eine differenzielle Ausbildung der extrazellulären Matrix und der Zellintegrität nicht 

ausschließt. Allerdings ergab die Proteomanalyse keine signifikanten Unterschiede bezüglich 

der Expression genannter Proteasen oder Zell-Zell-Kontakt Proteine, und auch der trans- und 

parazelluläre Transport zeigte keine Abweichungen. Die E10-Mutante wies tatsächlich 

Unterschiede in der parazellulären Transportfähigkeit im Gegensatz zum Wildtyp auf, jedoch 

konnten hier weder morphologische Unterschiede noch eine differenzielle Expression von 

Tight Junction-Proteinen oder den für deren Degradation verantwortlichen Serinproteasen 

festgestellt werden. Diese Analysen erklären daher nicht die Unterschiede im parazellulären 

Transport. Es ist möglich, dass diese Ergebnisse auf die Komplexität und Variabilität des 

methodischen Arbeitsablaufs oder auf klonale Effekte im Rahmen der CRISPR/Cas9-

Genomeditierung zurückzuführen sind. Folglich lässt sich im Rahmen dieser Arbeit 

schlussfolgern, dass die beobachteten Unterschiede in der Permeabilität nicht zwangsläufig 

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 übernehmen 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 während der Schwangerschaft variieren, da sie unterschiedliche, 

gestationsaltersabhängige Signalwege aktivieren. Die Steroidhormonsekretion kann durch 

den lipophilen Charakter der Hormone durch passive Diffusion und möglicherweise durch 

vesikulären Transport erfolgen [256, 257], während hCG die Trophoblasten durch 

calciumabhängige Exozytose verlässt [258, 259]. Im Rahmen eines hormonellen Regelkreises 

kann hCG zudem die Steroidhormonsynthese über 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 zunächst überprüft 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 äußerte sich in einer erhöhten Sekretion von hCG und 

Progesteron im Überstand der Zellkultur. Diese Befunde bestätigen 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 nur im TRPV6-Knockoutklon D10 signifikant an (Abb.19, unten). Da 

jedoch in einem unabhängigen Experiment mit unterschiedlich calciuminkubierten BeWo-

Wildtypzellen ein solcher Anstieg für Estradiol dokumentiert wurde (3.1.1, Abb. 9E) [180], 

könnte das Ausbleiben eines vergleichbaren Anstiegs im klonalen 

Hormonbestimmungsexperiment darauf zurückzuführen sein, dass Estradiol am Ende der 

Steroidhormonsynthese-Kaskade steht und seine Konzentration daher besonders anfällig für 

experimentelle Schwankungen ist. 

Beim inter-klonalen Vergleich gleichartig behandelter Zellen zeigten sich jedoch 

Sekretionsunterschiede: Die DMSO-behandelten TRPV6-Knockoutzellen D10 wiesen eine 

Konzentration im Zellkulturüberstand von hCG, Progesteron und Estradiol auf, die mindestens 

50% geringer war als die der Wildtypzellen. Ähnliche Ergebnisse wurden auch bei BeWo-

Zellen beobachtet, die durch siRNA-Transfektion eine signifikant reduzierte TRPV6-

Expression aufwiesen. Die Ermittlung der TRPV6-reduktionsbedingten Störung der 

Hormonsekretionsfähigkeit von BeWo-Zellen war demnach unter Verwendung 

unterschiedlicher TRPV6-Suppressionsmethoden reproduzierbar. Ein Mangel oder das 

Fehlen von TRPV6 könnte demnach mit einer Dysfunktion der trophoblastischen 

Hormonsekretion einhergehen. Frühere Untersuchungen haben bereits gezeigt, dass hCG 

sowohl calciumabhängig 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, 

möglicherweise ein Resultat der marginal reduzierten intrazellulären Calciumkonzentration im 

Knockout und einer damit einhergehenden reduzierten Synthese und Exozytose ist. Obwohl 

die reduzierte intrazelluläre Calciumkonzentration im ZO-1 Immunfärbungsversuch keinen 

Einfluss auf die Synzytialisierungsfähigkeit hatte, könnten parallele intrazelluläre Signalwege, 

wie die des hormonellen Regelkreises, empfindlicher auf Veränderungen in der 

Calciumhomöostase reagieren. Die Sekretion und Synthese von Progesteron und Estradiol 

zeigten unter Reduktion der extrazellulären Calciumkonzentration keine Calciumabhängigkeit 

(3.1.1, Abb.9 D/E), wurden im klonalen Vergleich jedoch im geringeren Ausmaß im 

Zellkulturüberstand des TRPV6-Knockoutklon D10 detektiert (Abb. 21). Denkbar ist daher 
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entweder eine Beeinträchtigung intrazellulärer Calcium-Transferprozesse im TRPV6-

Knockoutklon oder ein bislang nicht näher charakterisierter calciumunabhängiger Einfluss von 

TRPV6 auf die Synthese oder Sekretion der betreffenden Steroidhormone. Der Mangel an 

diesen Hormonen kann gravierende Konsequenzen für den Verlauf der Schwangerschaft 

haben. Niedrige Progesteron- und hCG-Spiegel sind in der Frühschwangerschaft mit höheren 

Fehlgeburtsraten assoziiert [264, 265], Estrogenmangel wird mit dem Auftreten von 

ektopischen Schwangerschaften [266, 267] und allen voran mit Präeklampsie in Verbindung 

gebracht, der weltweit häufigsten Ursachen für mütterliche und fetale Sterblichkeit [111]. Das 

Krankheitsbild der Präeklampsie 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 ursächlicher 

Zusammenhang zwischen Estradiolmangel und der Entwicklung einer Präeklampsie plausibel. 

Der mögliche Einfluss des TRPV6-Mangels auf die Synthese bzw. Sekretion der genannten 

schwangerschaftsrelevanten Hormone könnte somit mit diesen Erkrankungen in Verbindung 

stehen. Allerdings führte die erhöhte Expression von TRPV6, wie sie in den BeWo-E10-Zellen 

beobachtet wurde, nicht zu einem Anstieg der Steroidhormone im Zellkulturüberstand im 

Vergleich zum BeWo-Zellwildtyp. Der Einfluss von TRPV6 auf die Hormonsekretion könnte 

demnach möglicherweise eine Sättigungsgrenze erreichen. Der 

Hormonkonzentrationsvergleich in Zellkulturständen von Synzytiotrophoblast-artigen 

Zellklonen ergab, dass der TRPV6-Knockoutklon stets stärker 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 

vollständig kompensiert werden konnten, sodass die Konzentrationen im Zellkulturüberstand 

nahezu gleich in allen stimulierten BeWo-Zellklonen waren. Die Unterschiede, die zwischen 

den unbehandelten BeWo-Zellen identifiziert wurden, entfielen daher nach FSK-Inkubation. 

Das könnte darin begründet liegen, dass mit der Zugabe von FSK in zelluläre Signalwege 

eingegriffen wird, die potenziell ebenfalls an der Steroidhormonsynthese und Sekretion 

beteiligt sind, sodass die identifizierte reduzierte Hormonsekretion im Knockout dadurch 

möglicherweise kompensiert wurde. Um die Schlussfolgerungen aus den 

Hormonkonzentrationsbestimmungen auf intrazellulärer Ebene zu validieren, wurde daher 

eine Proteomanalyse der entsprechend behandelten BeWo-Zelllysate durchgeführt. Diese 

Analyse verfolgte das Ziel zu prüfen, ob die beobachteten Unterschiede, die möglicherweise 

mit der TRPV6-Expression zusammenhängen, nicht ausschließlich auf einer reduzierten 

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

Calciumhomöostase, mitverursacht sein könnten. 

4.7 Einfluss des TRPV6-Knockouts auf die Expression von Proteinen der 
Calciumhomöostase in Trophoblast-artigen BeWo-Zellen 
In der Zytotrophoblast-artigen BeWo TRPV6-Knockoutmutante D10, wurden mehrere Proteine 

der Calciumhomöostase (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 schließen, damit die mitochondriale Calciumaufnahme verhindern und die 

zytosolische Calciumkonzentration damit erhöhen [192] und das im Knockoutklon abundante 

SESTD1 gilt als Regulator der TRP-C Kanalaktivität [193]. Die Abwesenheit von Spatacsin 

(SPG11) stimuliert, in Abhängigkeit des Cholesterolgehalts der Plasmamembran, die 

Interaktion des Calciumsensor STIM1 mit dem Plasmamembran-Calciumkanal Orai1, was 

zum Import von extrazellulärem Calcium führt [194]. Das Calcium-Bindeprotein Annexin A6 

(ANXA6) reduziert, wenn es an der Plasmamembran lokalisiert vorliegt, den Ca2+-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 ausgelöst, der infolge der IP₃R-vermittelten Freisetzung von 

Calciumionen in das Zytosol entsteht. Die nachgeschaltete STIM1-induzierten Mechanismen 

leiten den Calciumeinstrom aus dem extrazellulären Raum ein und füllen so die intrazellulären 

Speicher wieder auf [270, 271]. Dieser Mechanismus nimmt daher eine essenzielle Rolle in 

der Calciumhomöostase 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 Ca2+-Einstrom in verschiedenen Zelltypen moduliert [196] 

indem es z.B. in ß-Zellen die spannungsgesteuerte Calciumkanal Auxiliary Subunit Gamma 1 

(CACNG1) bindet [272],  wurden in der TRPV6-Knockoutmutante D10 signifikant mehr 

gebildet. Darüber 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 Veränderungen in der Calciumkonzentration exprimiert werden 

kann,  Battenin (CLN3P), dessen Fehlen mit einer Dysregulation der intrazellulären 

Calciumhomöostase einhergeht [278, 279]  sowie PDPK1, das den Ca2+-Eintritt und Ca2+ - 

aktivierte K+-Kanälen reguliert [280] und die Freisetzung von gebundenen Calciumionen in das 

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

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

lediglich im Überexpressionsexperimenten gemessen werden, wenn bespielweise HEK293 
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Zellen zuvor in Ca2+-freiem Medium inkubiert wurden [135, 281-283]. Jedoch wurde TRPV6 in 

der Literatur als ein entscheidender Faktor für 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 intrazellulären 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 führte, die entweder das 

zytosolische Calciumlevel erhöhen oder am Transmembrantransfer von Calcium in 

intrazelluläre Organelle beteiligt sind. Die Aktivierung der Trophoblasten ist eng mit der 

Generierung von Calciumionen-Transienten verknüpft [287, 288]. Vor diesem Hintergrund 

könnte die beobachtete Reaktion auf den TRPV6-Knockout als Versuch eines zellulären 

Kompensationsmechanismus interpretiert werden, der darauf abzielt, die Trophoblast-

ähnlichen Zellfunktionen und -merkmale aufrechtzuerhalten. 

Auch nach Induktion der Synzytialisierung mittels FSK-bedingter Aktivierung der 

Adenylatzyklase änderte sich das Expressionsprofil von Proteinen der Calciumhomöostase 

(3.11.1.2). Abgesehen von ANXA6 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 Calciumhomöostase ersetzt: 1) Neben der Kanalporenbildenden-Untereinheit 

des nicht-spezifischen Kationen Piezo Kanals (PIEZO1) [289], 2) dem Modulator der 

subzellulären TRPV4 Calciumkanallokalisation PACSIN3 [290], 3) dem G-Protein gekoppelte 

Rezeptor GPR32, der laut Uniprot die zytosolische Calciumkonzentration positiv regulieren 

könnte, 4) dem primär in Kardiomyozyten als Regulator von Calciumkanälen des Ryanodin-

Rezeptors bekannte GSTM2 [216], 5) DIAPH, das mit Polycystin 2 interagiert und sich so 

positiv auf die intrazelluläre 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 stärker im TRPV6-Knockout 

gebildet. Die Anreicherung dieser regulatorischen Proteine der Calciumhomöostase könnte 

die Aufrechterhaltung der Synzytialisierungsfähigkeit durch potenzielle Generierung von 

Calcium Transienten im TRPV6-Knockout erklären, da neben dem calciumunabhängigen 

Synzytialisierungsmarker AKAP12 auch der calciumabhängige Marker COX7C (3.1) [180]  

stärker im Knockout gebildet wurde. Ob die nach FSK-Behandlung beobachteten 

kompensatorischen Hochregulationen modulierender Proteine der Calciumhomöostase 

tatsächlich zu einem Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration im TRPV6-Knockout 

geführt haben, wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht systematisch untersucht. Folglich 
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kann der Erhalt calciumabhängiger trophoblastärer 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 führte nicht nur zu einer Modifikation des Expressionsprofils von 

Proteinen, die an der Calciumhomöostase beteiligt sind, sondern hatte auch signifikante 

Auswirkungen auf die Synthese von Proteinen, die für die Steroidhormonsynthese 

verantwortlich sind (3.12.1.1). Letztere stellt eine der zentralen Funktionen der plazentaren 

Trophoblasten dar und ist entscheidend für die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft und 

die Unterstützung der fetalen Entwicklung. Die Enzyme der Steroidhormonsynthese und des 

Metabolismus DHCR7, FDX1 und COMT zeigten eine höhere Expression in Zytotrophoblast-

artigen Zellen, die kein TRPV6 exprimierten. Der enzymatische Mechanismus von DHCR7 

katalysiert die Reduktion des Vitamin-D3-Vorläufers 7-Dehydrocholesterol (7DHC) zu 

Cholesterol, dem zentralen Ausgangsstoff für die Steroidhormonsynthese. Die erhöhte 

Expression von DHCR7 in Zytotrophoblast-artigen Zellen könnte als Reaktion auf eine 

verminderte Sekretion von Steroidhormonen im TRPV6-Knockoutklon hochreguliert worden 

sein, um den Mangel an Steroidhormonen auszugleichen.  Eine verstärkte Katalyse von 7DHC 

zu Cholesterol könnte jedoch potenziell nachteilige Auswirkungen auf die Synthese von 

Vitamin D3 haben. Auch Vitamin D3 und seine aktiven Metabolite erfüllen relevante 

Funktionen in der Plazenta, darunter die Induktion der Invasion extravilliärer Trophoblasten 

sowie die Regulation der Hormonsynthese [291-293] , sodass sich die Reduktion der Synthese 

nachteilig auf die embryonale Entwicklung auswirken würde. 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 Gründe haben 

könnte. Das würde implizieren das zwar größere Mengen des Progesteronvorläufers gebildet 

werden, da die Steroidhormonkonzentrationen im Zellkulturüberstand jedoch reduziert sind 

scheint die Katalyse auf dieser Stufe im TRPV6-Knockout zu stagnieren. Zur Validierung 

dieser Hypothese wäre im Rahmen weiterführender Untersuchungen eine quantitative Analyse 

der Konzentration steroidogener Vorläufermetabolite im Zellkulturüberstand erforderlich. Die 

Catechol-O-Methyltransferase (COMT) katalysiert die Inaktivierung von Catecholestrogenen, 

darunter 2-Hydroxyestron und 4-Hydroxy-17β-Estradiol. Es ist jedoch bekannt, dass erhöhte 

Estradiolkonzentrationen einen suppressiven Effekt auf die Genexpression von COMT 

ausüben können [294, 295]. In Anbetracht der Tatsache, dass im TRPV6-Knockoutklon die 
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Estradiolkonzentration im Zellkulturüberstand im Vergleich zum Wildtyp signifikant reduziert 

war, könnte das die erhöhte Expression des Estradiol-metabolisierenden Enzyms COMT 

erklären. Wie zuvor für die Proteine der Calciumhomöostase, die im TRPV6-Knockout 

angereichert waren, geschlussfolgert, führte das Fehlen von TRPV6 im DMSO-behandelten 

Klon D10 potenziell zum kompensatorischen Anstieg von Enzymen der Steroidhormon-

Vorläufersynthese. Die Ergebnisse der Quantifizierung von Steroidhormonen im 

Zellkulturüberstand 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 könnte 

potenziell die hormonelle Homöostase und die damit verbundenen physiologischen Prozesse 

während der Schwangerschaft beeinträchtigen. Zu den identifizierten Proteinen der 

Steroidhormonsynthese, die im TRPV6-Knockout signifikant weniger gebildet wurden als im 

Wildtyp zählten 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].  Darüber hinaus beeinflussen GNAI1-

Untereinheiten über die PKA/ERK1/2-Signalkaskade die Expression des Transkriptionsfaktors 

SREBP2, welcher wiederum als zentraler Regulator der de-novo-Cholesterinsynthese 

fungiert, indem er die Transkription von HMGCR und weiteren Genen der 

Cholesterinbiosynthese- und aufnahme steuert [186]. Beide Proteine könnten 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-oxo-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-Vorläufers, 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 CHDR7, stärker 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, könnte mehr der 

Vitamin-D3 Vorstufe 7-Dehydrocholesterol vorliegen, während im TRPV6-Knockout mehr 

Desmosterol zu erwarten ist. Auf Ebene der Bildung des Steroidvorläufers scheint TRPV6 

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

Dehydroxysterol Reduktasen benötigen.  

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-abhängige Suppression der entsprechenden Enzyme funktionelle 

Relevanz besitzen und zu einer verminderten katalytischen Aktivität mit potenziell 

pathophysiologischen Konsequenzen führen könnte.  

Frühere 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 Zellkulturüberstand 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-abhängigen Modulation der 

Aromatase-Expression bzw. -Aktivität besteht. Vor dem Hintergrund der bekannten Rolle von 

TRPV6 und Estradiol in der Aufrechterhaltung der Calciumhomöostase [50, 51, 300-305] 

deutet diese Beobachtung darauf hin, dass eine TRPV6-abhängige Regulation der 

Steroidgenese auch zur integrativen Kontrolle der feto-maternalen Barrierefunktion beitragen 

könnte. Diese Annahme wird durch die signifikante Anreicherung von Proteinen, die an der 

Calciumhomöostase beteiligt sind, im TRPV6-Knockoutklon mit niedriger Aromatase-

Expression, belegt. Störungen der Calciumhomöostase und des transzellulären 

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 

calciumabhängigen Mineralstoffhomöostase sind simultan betroffen und könnten daher 

synergistisch zur Entstehung calciumbedingter fetaler Skelettdysplasien beitragen. Darüber 
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hinaus ist eine Defizienz der Aromatase mit dem Auftreten von früh einsetzender Präeklampsie 

ab der 24. Schwangerschaftswoche assoziiert. Dies legt nahe, dass TRPV6 über die 

verminderte Aromataseexpression auch eine Rolle in der Pathogenese dieser 

Schwangerschaftskomplikation spielen könnte. 

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 primär in den 

Synzytiotrophoblasten statt, um den Fetus an dieser Grenzschicht vor einer übermäßigen 

Cortisol- oder Corticosteron-Exposition zu schützen [76, 307] und damit 

Schwangerschaftskomplikationen wie eine intrauterine Wachstumsrestriktion [308] und 

niedriges fetales Geburtsgewicht [307] zu verhindern. 

 

Abbildung 34: Schematische Darstellung der feto-matenalen Glukokortikoidhomöostase, 
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. 

Ältere Studien beschreiben eine direkte Induktion der PTH-Sekretion durch Glukokorticoide in 

Ratten [310]. Ergänzend dazu berichten klinische Studien an erkrankten Personen mit 
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chronischem Hypercortisolismus, dass ein Glukokortikoidüberschuss mit einer verstärkten 

PTH-Antwort auf eine experimentell induzierte Hypocalcämie einhergeht. Laut Autoren könnte 

das einen möglichen Pathomechanismus für den osteoporotischen Phänotyp dieser 

Erkrankung darstellen [311]. Auf molekularer Ebene konzentrieren sich die verfügbaren Daten 

jedoch überwiegend 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 Calciumhomöostase und hohe Konzentrationen 

beider Hormone gehen mit Knochenphänotypischen Komplikationen einher. Cortisol hemmt 

die Proliferation von Osteoblasten [313], induziert den RANKL zur Induktion der 

Osteoklastenbildung und fördert 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 Aktivität des Enzyms HSD11B2 infolge des 

TRPV6-Knockouts zu untermauern, ist es jedoch erforderlich, eine differenzierte Analyse der 

Cortisol- und Cortison-Spiegel in den Überständen der Zellmodelle durchzuführen. Aufgrund 

technischer Limitationen war diese Quantifizierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht 

zu realisieren. Zudem sollte auch die PTH-Konzentration überprüft werden, um einen 

möglichen 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 stärkere 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 übertragen lässt (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 Zellkulturüberstand gemessen wurden. Demnach scheint eine 

Aktivierung der Adenylatzyklase die meisten Proteinexpressions-Defizienzen im TRPV6-

Knockout zu kompensieren. Die Induktion der Steroidgenese in Trophoblasten könnte 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-

Signalübertragung in Verbindung steht. Dabei sind regulatorische Feedbackmechanismen, die 

zur Aufrechterhaltung der Hormonhomöostase beitragen, nicht auszuschließen. Die 

signifikante Reduktion der Synthese von HSD11B2 im TRPV6-Knockoutklon, selbst nach der 



109 

 

Aktivierung der Adenylatzyklase, könnte daran liegen, dass HSD11B2 als calciumabhängiger 

Marker für die Synzytialisierung fungiert (3.1) [180]. Zudem besteht die Möglichkeit, 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 Steroidvorläufern in ihre freie 

Steroidform katalysiert [315], die 3-keto-steroid Reduktase/17-beta-hydroxysteroid 

Dehydrogenase 7 (HSD17B7) und die Oxidoreduktase AKR1B1 eine stärkere Expression im 

Wildtyp. Diese Expressionsänderungen 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-Überexpression. Der 

funktionelle Vergleich dieser Mutanten mit dem Wildtyp ergab, dass die Fähigkeit zur 

Synzytialisierung unabhängig von TRPV6 zu sein scheint. Es wurden jedoch mehrere 

signifikante funktionelle Unterschiede zwischen Wildtyp- und Knockoutzellen festgestellt: Das 

Fehlen von TRPV6 führte zu einer veränderten Zellmorphologie, einer signifikant reduzierten 

intrazellulären 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, möglicherweise paralleler, Signaltransduktionswege 

bei der Regulation trophoblastärer Funktionen hin. Alternativ könnte 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 gestörte Knochenmineralisierung und reduzierten plazentaren Calciumtransport 

charakterisiert ist. Die in dieser Arbeit nachgewiesene reduzierte intrazelluläre 

Calciumkonzentration in TRPV6-defizienten Zellen könnte ein pathophysiologisches Korrelat 

dieser klinischen Manifestation darstellen. Ergänzend hierzu zeigte sich ein verminderter 

Gehalt des Enzyms HSD11B2, das als zentrale Komponente der feto-maternalen 

Glukokortikoidbarriere gilt. Da auch für HSD11B2 eine Rolle in der ossären 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 Präeklampsie in Verbindung 

gebracht wird, könnte TRPV6 auch als modulierender Faktor in der Entstehung dieser 

Schwangerschaftserkrankung fungieren. Allerdings bedarf diese Hypothese einer 

weiterführenden Validierung in primären Trophoblastenmodellen und vergleichender 

Untersuchung von Gewebebiopsien gesunder und an Präeklampise erkrankter Patientinnen. 

Die Überexpression von TRPV6 führte weder zu einer Erhöhung der intrazellulären 

Calciumkonzentration noch zu einer gesteigerten Hormonsynthese. Dies legt nahe, dass eine 

basal-physiologische Expression von TRPV6 essenziell für die Calciumhomöostase und die 

sekretorische Funktion trophoblastärer Zellen ist, jedoch mögliche Rückkopplungs- oder 

Sättigungsmechanismen eine Überkompensation verhindern könnten. Zukünftige 

Untersuchungen sollten sich daher auf die Klärung der genauen Rolle von TRPV6 innerhalb 

zellulärer Signalkaskaden konzentrieren und insbesondere den funktionellen Einfluss der 

TRPV6-abhängigen Calciumregulation auf hormonelle, metabolische und strukturelle 

Prozesse in der Plazenta weiter differenzieren. 
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