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1 Zusammenfassung

TRPV6-lonenkanile besitzen eine besonders hohe Selektivitat fiir Ca**-lonen und sind an der
Ca®*-Homoostase verschiedener Gewebe wie z.B. Uterus, Plazenta und Nebenhoden
beteiligt. Demgemal beeinflusst ihr Fehlen die Reproduktionsmechanismen beider
Geschlechter. So zeigen homozygote TRPVG6-defiziente, mannliche Mause eine gestorte
Spermienreifung, welche auf eine erhohte Ca?*-Konzentration im Lumen des Nebenhodens
zurlckzufiihren ist. Dagegen zeigen TRPV6-defiziente Embryonen, die sich in TRPV6-
defizienten Muttern entwickeln, ein verzdgertes Wachstum und eine unzureichende
Knochenmineralisierung. Dieser Phanotyp der Maus &hnelt dem Krankheitsbild eines
neonatalen  Hyperparathyroidismus beim Menschen, dem eine unzureichende
Calciumversorgung des Embryos Uber die Plazenta aufgrund von Trpv6-Genmutationen
zugrunde liegt. Die Neugeborenen leiden an Skelettverformungen und untermineralisierten
Knochen. Zur Untersuchung der Ursachen embryonaler Fehlbildungen in TRPV6-defizienten
Mausen wurden in dieser Arbeit TRPV6-exprimierende Gewebe analysiert, welche an der
Embryogenese beteiligt sind.

Im nicht schwangeren Uterus, im schwangeren Uterus, in Plazenta und in Trophoblasten sowie
in der Eihulle konnte das TRPV6-Protein nach Immunprazipitation durch Massenspektrometrie
und Western Blot-Analyse nachgewiesen werden. TRPV6-defiziente Gewebe zeigten eine
verstarkte Expression verschiedener Proteasen. In der Plazenta war Granzyme F, in den
Trophoblasten waren die Granzyme C, F, G und HTRA1, im schwangeren Uterus die
Granzyme C, E, F und in der Eihille war Cathepsin D signifikant erhoéht. Die
Proteaseinhibitoren Alpha-1-antitrypsin 1-4 (A1AT4) und Alpha-1-antitrypsin 1-5 (A1AT5)
waren hingegen in Abwesenheit von TRPV6 deutlich reduziert.

In TRPV6-defizienten Plazenten zeigte sich die Oberflache der Labyrinthzone verringert und
die Chorionplatte vergroRert. Die reduzierte Oberflache der Labyrinthzone fiihrt wahrscheinlich
zu einem reduzierten Stofftransport und koénnte eine mogliche Ursache fir die
Unterversorgung von Embryonen in TRPV6-defizienten Tieren sein. Trophoblasten aus der
Labyrinthzone von TRPV6-defizienten Plazenten vernetzten sich in Zellkultur schlechter und
ihre basale Ca?-Konzentration war signifikant reduziert. Ihr Migrationsverhalten und ihre
Vitalitat waren unverandert. Konform zu der Erhéhung von Serinproteasen zeigte sich eine
deutliche Reduktion des extrazellularen Matrixproteins (ECM) Fibronektin. Entsprechend
zeigten Proteinlysate aus TRPV6-defizienten Plazenten verstarkten proteolytischen Abbau
von Fibronektin. Diese Daten belegen die Hypothese, dass TRPV6-Proteine die Struktur der
extrazellularen Matrix im plazentaren Labyrinth kontrollieren.

Die Eihllle von TRPV6-defizienten Tieren war ebenso wie die Embryonen kleiner. lhre Dicke

war jedoch unverandert. Ahnlich wie in den Trophoblasten und der Plazenta war eine
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Protease, Cathepsin D, verstarkt exprimiert, die Proteaseinhibitoren A1AT4 und A1AT5 waren
reduziert und Fibronektin degradiert. Dies legt nahe, dass TRPV6 auch in diesem Gewebe
eine wesentliche Rolle bei der Kontrolle der extrazellularen Matrix spielt. Daher wurde der
transepitheliale Widerstand von Eihillen in Gegenwart und Abwesenheit von TRPV6
bestimmt. Er zeigte sich (trotz reduziertem Fibronektin) bei TRPV6-defizienten Eihiillen
ebenso erhoht, wie in Anwesenheit eines TRPV6-Antagonisten in Eihillen von WT Mausen.
Offensichtlich beeinflussen TRPV6-lonenkanale auch die Permeabilitat der Eihllle wahrend
der Embryogenese.

Der schwangere und der nicht schwangere Uterus zeigten keine offensichtlichen
morphologischen Veranderungen zwischen WT- und TRPV6-defizienten Tieren. Im TRPV6-
defizienten schwangeren Uterus war die Expression der Granzyme C, D, E, F und G erhoht,
der Proteaseinhibitor A1AT5 reduziert, die Menge an Fibronektin jedoch unverandert. Im nicht-
schwangeren Uterus waren keine Granzyme nachweisbar, jedoch war die Menge des
Proteaseinhibitors A1AT4 in TRPV6-defizienten Uteri wahrend des Diestrus und Metestrus
signifikant reduziert, Fibronektin dagegen war nicht verandert. Der nicht-schwangere Uterus
zeigte ein zyklusabhangiges Expressionsmuster von TRPV6 mit der grofiten Menge TRPV6
wahrend des Estrus. Die zyklusabhangige Expression von TRPV6 und dessen Lokalisation im
Uterusepithel legt die Vermutung nahe, dass TRPV6 an initialen Prozessen der
Schwangerschaft wie z.B. der Adhasion und Invasion der Blastozyste oder der

Dezidualisierung beteiligt sein kdnnte.



Summary

TRPVG ion channels have a particularly high selectivity for Ca®* ions and are involved in the
Ca?®* homeostasis of various tissues such as the uterus, placenta and epididymis. Accordingly,
their absence affects the reproductive mechanisms of both sexes. Homozygous TRPV6-
deficient male mice show impaired sperm maturation, caused by an enhanced Ca*
concentration in the lumen of the epididymis. In contrast, TRPV6-deficient embryos from
TRPV6-deficient mothers show delayed growth and insufficient bone mineralization. This
phenotype in the mouse resembles the clinical picture of neonatal hyperparathyroidism in
humans, which is based on an inadequate calcium supply of the embryo via the placenta due
to Trpv6 gene mutations. The newborns suffer from skeletal dysplasia and under-mineralized
bones. To investigate the causes of embryonic malformations in TRPV6-deficient mice,
TRPV6-expressing tissues, which are involved in embryogenesis, were analyzed in this thesis.
In the non-pregnant uterus, the pregnant uterus, the placenta and trophoblasts, as well as the
yolk sac, the TRPV6 protein was detected after immunoprecipitation by mass spectrometry
and Western blot analysis. Tissues with a lack of TRPV6 showed an increase of various
proteases. Granzyme F was significantly higher in the placenta, granzymes C, F, G and
HTRA1 in the trophoblasts, granzymes C, E, F in the pregnant uterus and cathepsin D in the
yolk sac. In contrast, the protease inhibitors alpha-1-antitrypsin 1-4 (A1AT4) and alpha-1-
antitrypsin 1-5 (A1AT5) were significantly reduced in the absence of TRPV6.

In TRPV6-deficient placentas, the surface of the labyrinth zone was reduced and the chorionic
plate was enlarged. The decreased surface area of the labyrinth zone probably leads to
reduced nutrient and mineral transport and could be a possible cause for the undersupply of
embryos in TRPV6-deficient animals. Trophoblasts from the labyrinth zone of TRPV6-deficient
placentas networked less well in cell culture and their basal Ca* concentration was
significantly reduced. Their migratory behavior and vitality were unaffected. In line with the
increase in serine proteases, there was a clear reduction in the extracellular matrix protein
(ECM) fibronectin. Accordingly, protein lysates from TRPV6-deficient placentas showed
increased proteolytic degradation of fibronectin. This data supports the hypothesis that TRPV6
proteins control the structure of the extracellular matrix in the placental labyrinth zone.

The yolk sac of TRPV6-deficient animals was just as smaller as the embryos. However, their
thickness was unchanged. As in the trophoblasts and the placenta, a protease, cathepsin D,
was expressed to an increased extent. The protease inhibitors A1AT4 and A1ATS5 were
reduced, and fibronectin was degraded. This suggests that TRPV6 also plays an essential role
in controlling the extracellular matrix in this tissue. Therefore, the transepithelial resistance of
yolk sac in the presence and absence of TRPV6 was determined. It was found to be increased

(despite reduced fibronectin) in TRPV6-deficient yolk sac as well as in the presence of a



TRPV6 antagonist in the yolk sac of WT mice. Apparently, TRPV6 ion channels also influence
the permeability of the yolk sac during embryogenesis.

The pregnant and non-pregnant uterus showed no apparent morphological changes between
WT- and TRPV6-deficient animals. In the TRPV6-deficient pregnant uterus, the amount of
granzymes C, D, E, F and G was increased, the protease inhibitor A1AT5 was reduced, but
the amount of fibronectin was unchanged. Granzymes were not detectable in the non-pregnant
uterus. However, the amount of the protease inhibitor A1AT4 in TRPV6-deficient uteri was
significantly reduced during the diestrus and metestrus, whereas fibronectin was not changed.
The non-pregnant uterus showed a cycle-dependent expression pattern of TRPV6 with the
largest amount of TRPV6 during estrus. The cycle-dependent expression of TRPV6 and its
localization in the uterine epithelium suggest that TRPV6 may be involved in the initial

processes of pregnancy such as adhesion and invasion of the blastocyst or decidualization.



2 Einleitung

2.1 Murine Plazenta

211 Entwicklung, Aufbau und Funktion der murinen Plazenta

Die adaquate Versorgung des Embryos mit Nahrstoffen und Sauerstoff und der Abtransport
von Stoffwechselprodukten ist eine wesentliche Funktion der Plazenta. Darlberhinaus
produziert die Plazenta hormonelle Botenstoffe, die die Entwicklung des Embryos steuern und
die Mutter auf die Geburt und die anschlieRende Versorgung des Neugeborenen vorbereiten
(Hemberger et al. 2020).

Durch mehrere Zellteilungen kommt es am Embryonaltag (E) 2,5 nach der Befruchtung und
Bildung der Zygote zur Bildung der Morula und dadurch zur Etablierung der zellularen Polaritat
von inneren und auleren Zellen (Abb. 1, A). Zwischen Tag E3,5 und E4,5 bildet die reife
Blastozyste den nachsten Entwicklungsschritt. Sie besteht aus der innerern Zellmasse (ICM),
bestehend aus Epiblast (EPI) und primitivem Endoderm und dem Trophoektoderm (TE). Die
Bildung der Plazenta in der Maus beginnt am Tag E4,5 durch Einnistung (Implantation) der
murinen Blastozyste in den Uterus (Abb. 1, A). Diese Implantation fuhrt unter dem Einfluss
von Progesteron und Estrogen zur Umwandlung maternaler Stromazellen des uterinen
Endometriums zur Dezidua (Dec, Dezidualisierung). Nach Einstllpung der Blastula
(Gastrulation) kommt es zur Ausbildung der Keimblatter am Tag E6,5. Das Trophoektoderm
(TE) und das extraembryonale Ektoderm (ExE) sind in diesen Stadien Quellen multipotenter
Trophoblastenstammzellen (mTSC) (Abb 1, A, 2). Diese differenzieren und bilden zunachst
den extraplazentaren Kegel (EPC) und das Chorion (Ch) und im weiteren Verlauf
Vorlauferzellen der Verbindungszone und der Labyrinthzone (Abb. 1, A, 2) (Leiser and
Kaufmann 1994, Ralston and Rossant 2008, Natale et al. 2017). Nach der Gastrulation werden
am Tag E7,5 neben Chorion (Ch) und extraplazentarem Kegel (EPC) auch Allontois (All),
Amnion (Amn) und primitiver Streifen (PS) angelegt.

Durch Fusion von Chorion und Allantois am Tag E8,5 wird die Bildung extraembryonaler
Blutgefalle ermoglicht. Mit umgebenden Trophoblasten bilden sie letztendlich die
Labyrinthzone der reifen Plazenta, welche einen effizienten Stoffaustausch zwischem Mutter
und Fétus ermoglicht. Um den Tag E10 ist die Plazenta schlieBlich so weit entwickelt, dass sie
die Versorgung des Embryos hauptsachlich von der Eihille Gbernimmt. Im Unterschied zum
Menschen bleibt eine Versorgungsfunktion der Eihulle aber erhalten. Ist die Entwicklung der
Plazenta zu diesem Zeitpunkt mangelhaft, kommt es in den meisten Fallen zu einem
Schwangerschaftsabbruch (Woods et al. 2018).

Die weitere Entwicklung der Plazenta wird durch Trophoblastenvorlauferzellen
vorangetrieben, die u.a. zu parietalen  Trophoblastenriesenzellen (PTGC),

Spongiotrophoblasten (SpT), Synzytiotrophoblasten (STB) und Glykogentrophoblasten (GlyT)
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Abbildung 1: Entwicklung einer hamochorialen murinen Plazenta (A, modifiziert nach Hemberger
et al. 2020) und fetomaternale Blutbarriere der Labyrinthzone (B, vergrofert, modifiziert nach
Woods et al. 2018). Trophoektoderm (TE), primitives Endoderm (PE), Epiblast (EPI), Dezidua (Dec),
extraembryonales Ektoderm (ExE), murine Trophoblastenstammzellen (mTSCs), extraplazentarer
Kegel (EPC), Chorion (Ch), Allantois (All), Amnion (Amn), primitiver Streifen (PS),
Trophoblastenriesenzellen (TGCs), Synzytiotrophoblasten (STB), Spongiotrophoblasten (SpT),
Glykogentrophoblasten (GlyT).
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differenzieren (Abb. 1, A, 2). Diese verschiedenen Trophoblastensubtypen erflllen
unterschiedliche Aufgaben, wie beispielsweise die Produktion von Plazentalaktogen 1 und 2
(PL-1, PL-2) ab der Mitte der Schwangerschaft, die die Mutter auf die Geburt vorbereiten und
die Milchproduktion in den Brustdrisen stimulieren (Soares 2004).

Die Plazenta ist am Tag E13,5 strukturell vollstandig entwickelt und erreicht am E14,5 die
maximale Grofe. Sie besteht nun aus maternalem und fetalem Gewebe und gliedert sich in
drei Schichten: Dezidua (Dec), Verbindungszone (JZ) und Labyrinthzone (LZ) (Abb. 1, A). Die
Dezidua (Dec) bildet die der Mutter zugewandte aufiere Schicht der Plazenta. Sie besteht aus
maternalen uterinen Zellen, spiralarterien-assoziierten Trophoblastenriesenzellen (SpATGC)
und Glykogentrophoblasten (GlyT, Abb. 2) (Simmons et al. 2007, Simmons et al. 2008). Die
Dezidua ist von Spiralarterien durchzogen, durch welche das maternale Blut in die Plazenta
gelangt (Hu and Cross 2009, Rai and Cross 2014). Die nachste Schicht, die Verbindungszone,
ist zwischen Dezidua und Labyrinthzone lokalisiert und besteht im Wesentlichen aus
Spongiotrophoblasten,  Glykogentrophoblasten,  Kanaltrophoblastenriesenzellen  und
parietalen Trophoblastenriesenzellen (Abb 1, A, 2). Letztere bilden eine Grenze zwischen
Dezidua und Verbindungszone (Simmons et al. 2007, Hu and Cross 2009, Natale et al. 2017).
Die Labyrinthzone (Labyrinth) bildet die dritte Schicht und gehért zusammen mit der
Verbindungszone zum fetalen Teil der Plazenta. Durch Invagination und Verzweigung entsteht
in der Labyrinthzone eine extrem grofe Oberflache, Uber welche der Stoffaustausch
stattfindet. Die maternalen BlutgefalRe werden von der Synzytiotrophoblastenschicht | und Il
(SynT I, SynT IlI), die fetalen Blutgefalte von fetalen Endothelzellen umgeben (Abb. 1, B, 2).
Sinusoidale Trophoblastenriesenzellen (STGC) sorgen fiur die Erneuerung von SynT-l und -II
(Abb. 1, B, 2). Die drei genannten Zellschichten bilden die einzige Barriere zwischen fetalem
und maternalem Blut (Abb. 1, B). Ebenso wie in der sogenannten hamochorialen Plazenta
des Menschen erfolgt der Stoffaustausch zwischen miitterlichem und fetalem Blut also ohne
dazwischen liegendes mitterliches Endothel (Wooding and Flint 1994, Adamson et al. 2002,
Ueno et al. 2013). Diese Ubereinstimmung macht die murine Plazenta zu einem interessanten

Modell zur Untersuchung des fetomaternalen Stofftransports im Menschen.



2.1.2 Entwicklung und Funktion muriner Trophoblasten

Verschiedene Vorlauferzellen entwickeln sich aus Trophoblastenstammzellen (nTSC, Abb. 2)
(Leiser and Kaufmann 1994, Ralston and Rossant 2008, Natale et al. 2017). Die erste Linie
bilden die Vorlauferzellen der Verbindungszone (JZ). Aus ihnen gehen die
spiralarterienassoziierten Trophoblastenriesenzellen (SpATGC), Glykogentrophoblasten
(GlyT), parietalen Trophoblastriesenzellen (PTCG), Spongiotrophoblasten (SpT) und
Kanaltrophoblastriesenzellen (CTGC) hervor (Abb. 2) (Guillemot et al. 1994, Simmons et al.
2007, Mould et al. 2012, Natale et al. 2017). Aus Vorlauferzellen der Labyrinthzone entwickeln

mTSC
Vorlaufer-
zellen
Vorlauferzellen der Vorlauferzellen der
Verbindungszone Labyrinthzone
differenzierte
Zellen
SpATGC GlyT PTGC SpT CTGC STGC SynT | SynT I
(Dec) (Dec, JZ) J2) (J2) JZ,L2) (L2) (L2) (L2)

Abbildung 2: Differenzierung von Trophoblastenstammzellen (mTSC, modifiziert nach Natale et
al. 2017).

sich sinusoidale Trophoblastenriesenzellen (STGC), Synzytiotrophoblasten | (SynT |) und
Synzytiotrophoblasten Il (SynT Il) (Abb. 2) (Natale et al. 2017).
SpATGC sind an den maternalen Spiralarterien lokalisiert, wo sie deren Umbau und den
Blutfluss in die Plazenta regulieren (Adamson et al. 2002, Simmons et al. 2007). GlyT dienen
vermutlich als Energiespeicher, da sie viele Glykogengranula enthalten (John and Hemberger
2012). Die Verbindungszone der Plazenta besteht zu grofien Teilen aus PTGC, SpT und
CTGC. PTGC grenzen die Verbindungszone in einer klar definierten Linie von der Dezidua ab.
Sie sind an der Bildung der vaskularen Verbindung zwischen Mutter und Embryo beteiligt und
sorgen durch die Sekretion von Thrombomodulin fir eine verzégerte Blutgerinnung in Plazenta
und Eihdlle (Weiler-Guettler et al. 1996, Isermann et al. 2003). SpT bilden mdglicherweise PL-
1 (lwatsuki et al. 2000, Cross et al. 2002, John and Hemberger 2012). CTGC bilden einen
Kanal, durch den das maternale Blut in die Labyrinthzone gelangt (Hu and Cross 2010). Die
Labyrinthzone der reifen Plazenta besteht aus Synzytiotrophoblasten der Schicht eins und
zwei (SynT I und Il). Zusammen mit den sinusoidalen Trophoblast Riesenzellen (STGC) bilden
sie die Barriere zwischen maternalem und fetalem Blut und sind fur den Stoffaustausch
zwischen Embryo und Mutter zustandig (John and Hemberger 2012).
Alle Trophoblastenriesenzellen SpaTGC, PTGC, CTGC und STGC zeigen endokrine und
parakrine Funktionen. Die endokrinen Funktionen werden hauptsachlich tber PL-1, PL-2 und
Progesterone vermittelt (Wiemers et al. 2003, Wiemers et al. 2003, Hu and Cross 2010). Durch
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sie werden NK-Zellaktivitat, Leberstoffwechsel, Insulinsynthese, ovarielle
Progesteronproduktion und das Verhalten der Mutter der Schwangerschaft angepasst
(Thordarson et al. 1987, Kishi et al. 1988, Thordarson et al. 1989, Lopez-Jaramillo et al. 1990,
Sorenson et al. 1993, Linzer and Fisher 1999, Fleenor et al. 2000).

Parakrine Funktionen werden durch verschiedene Hormone (z.B. Progesteron),
Oberflachenproteine (z.B. Integrine), Wachstumsfaktoren (vaskuldrer endothelialer
Wachstumsfaktor, VEGF) und Proteasen (z.B. Cathepsine) vermittelt (Yamamoto et al. 1994,
Metcalf 2003, Ishida et al. 2004, Tayade et al. 2007). Es werden die Implantation der
Blastozyste, die Dezidualisierung, die Vaskularisierung der Plazenta und die Aktivitdt des
uterinen Immunsystems beeinflusst (McRae and Church 1990, Yamamoto et al. 1994,
Sutherland 2003, Bany and Cross 2006, Herington and Bany 2007).

2.2 Entwicklung, Aufbau und Funktion der murinen Eihiille

Die Versorgung des Embryos mit Nahrstoffen erfolgt bis zum Tag E9,5 der Schwangerschaft
auschlie3lich Uber die Eihille. Danach Ubernimmt die Plazenta den groten Teil des
Stoffaustauschs (Furukawa et al. 2019, Hemberger et al. 2020). Dartiberhinaus bildet sie den
Ursprung verschiedener Zelltypen, wie z.B. Makrophagen. Diese werden vom Embryo selbst
nicht gebildet, wandern jedoch in diesen ein und erfillen lebenswichtige Funktionen wie die
Regulation des Immunsystems (Palis et al. 1999, Ferkowicz et al. 2003).

Der murine Fétus wird im Gegensatz zum Menschen von der Eihille umschlossen (Abb. 3).
Maus Mensch

Plazenta extraembryonaler

Raum Plazenta Eihlle
invertierte
Eihalle

Nabelschnur

Uterus Allantois

Uterus

Amnion Amnion

Dezidua

extraembryonaler
Raum

Nabelschnur terines Lumen

Fetus Embryo

Abbildung 3: Morphologische Unterschiede der Eihiillen von Maus und Mensch (modifiziert nach
Furukawa et al. 2019).

Diese besteht aus zwei Schichten: einer aueren parietalen Schicht (parietale Eihtlle), welche
vom primitiven Endoderm abstammt und einer inneren viszeralen Schicht (viszerale Eihille),
welche sich aus Epiblasten (EPI) entwickelt (Pereira et al. 2011, Yamane 2018, Hemberger et
al. 2020). Der zwischen Plazenta und Embryo liegende Abschnitt der Eihllle wird als
intraplazentarer Teil, der Rest als extraplazentarer Teil bezeichnet. Zwischen Tag E8,5 und

E9,5 kommt es zur Drehung des murinen Embryos in die Eihllle hinein (invertierte Eihdlle),
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wodurch diese danach mit dem Uterus in Kontakt steht (Abb. 3) (Schmidt 1992, Dobreva et
al. 2010). Dadurch kénnen Stoffe durch das uterine Lumen zur Eihllle transportiert werden,
wo diese Uber die viszerale Schicht in die embryonalen Blutgefafe gelangen (DeSesso et al.
2012). Beim Menschen bleibt die beschriebene Drehung aus, weshalb die humane Eihdille
dem Embryo nur anhaftet und im Laufe der Schwangerschaft keine Rolle mehr bei der
Nahrstoffversorgung des Embryos spielt (Abb. 3) (Furukawa et al. 2019).

Sowohl murine als auch humane Eihlle besitzen zellbildende Eigenschaften. Sie ist der Ort,
an dem am Tag E7,5 der Schwangerschaft in der Maus die ersten Blutzellen gebildet werden
(Hamatopoese) (Zon 1995). Diese erythroiden Zellen versorgen den Embryo mit Sauerstoff (Ji
et al. 2003). Daneben werden auch multipotente hamatopoietische Vorlauferzellen gebildet,
welche z.B. zu B-Zellen differenzieren kénnen. Einige dieser Zellen persistieren bis ins
Erwachsenenalter, dazu gehdren unter anderem B1-B Zellen (Yoshimoto et al. 2011, Ito et al.
2013), Mikroglia (Ginhoux et al. 2010) und Makrophagen (Ginhoux et al. 2010).

2.3 Funktion des murinen Uterus wahrend des Estruszyklus und der Schwangerschaft
2.3.1 Die hormonelle Regulation des murinen Estruszyklus

Der Uterus ist der Teil der weiblichen Geschlechtsorgane, in dem sich nach der Befruchtung
die Blastozysten einnisten und sich zu lebensfahigen Embryonen entwickeln. Er ist
schlauchférmig aufgebaut und besteht im Wesentlichen aus zwei Schichten. Einer auflieren
Muskelschicht, dem Myometrium und einer inneren Schicht, dem Endometrium (Abb. 4)
(Westwood 2008, De Clercq et al. 2017). Das Endometrium setzt sich aus der Epithelschicht,
Drusen und dem darunterliegenden Stlitzgewebe, dem Stroma, zusammen. Der Uterus ist
Uber die Eileiter mit den Ovarien verbunden (Abb. 4). In ihnen werden die Eizellen gebildet
und zyklisch freigesetzt.

Der murine Estruszyklus erstreckt sich Uber eine Zeitspanne von ca. 96 Stunden und lasst sich
in vier verschiedene Phasen unterteilen: Proestrus, Estrus, Metestrus und Diestrus (Abb. 5)
(McLean et al. 2012). Die morphologische und histologische Veranderung des Uterus wahrend
dieser Phasen wird durch Hormone gesteuert (McLean et al. 2012, De Clercq et al. 2017).
Beginnend mit der Phase des Proestrus kommt es zu einem pra-ovalutorischen Anstieg des
Estradiolspiegels (Walmer et al. 1992) sowie einem kurzen und relativ geringen Anstieg des
Prolaktin-Levels (Abb. 5) (Parkening et al. 1982). Der Anstieg von Estradiol stimuliert die
Freisetzung des luteinisierenden Hormons (LH) und des follikelstimulierenden Hormons (FSH)
(Sarkar et al. 1976, Kumar et al. 1997). Der daraus resultierende Anstieg der FSH-

Plasmakonzentration I6st den Eisprung (Ovulation) aus und leitet die Estrusphase ein
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(Montgomery et al. 1988, Kumar
et al. 1997). Wahrend des
Estrus kommt es zu einem
Anstieg der
Prolaktinkonzentration, wodurch
die Bildung von Progesteron und
Estrogen gehemmt wird (Abb.
5), um die Befruchtung der
Eizelle in dieser Phase zu
ermdglichen (Parkening et al.
1982, Walmer et al. 1992). In der
ditten Phase, dem Metestrus,
steigt der Progesteronspiegel
kontinuierlich an und erreicht
wahrend der vierten Phase, dem
Diestrus, sein Maximum (Abb.
5) (McLean et al. 2012). Der
Anstieg von Progesteron in
diesen beiden Phasen geht auf
die Aktivitat das Corpus Luteum
zurlck, welcher als ein Teil des
Follikels gebildet wurde und
nach der Ovulation zurlckbleibt
(Appelgren 1969, Walmer et al.
1992, Sander et al. 2009).
Wurde die Eizelle wahrend des
Zyklus nicht befruchtet, stellt das
Corpus Luteum die
Progesteronproduktion wahrend
des Diestrus ein und der Zyklus
beginnt von Neuem. Kommt es
dagegen zu einer Befruchtung
wird das Corpus Luteum weiter
stimuliert, wodurch der
Progesteronspiegel erhdht bleibt
und die  Schwangerschaft

erhalten wird.
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2.3.2 Der murine Uterus wahrend Adhésion und Implantation des Embryos
Die reife Blastozyste wird von einer Schutzhiille (Zona pellucida) umgeben. Aus ihr schllpft

der Embryo am Tag E4,5 (Abb. 6). Dadurch wird der Kontakt zwischen Trophoektoderm der

)
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Adhdsion und Implantation der Blastozyste in das
uterine Gewebe (modifiziert nach Qi et al. 2014). Innere Zellmasse (ICM),
Matrixmetalloprotease-9 (MMP-9).

Blastozyste und den Zellen des uterinen Epithels erméglicht und es kommt zur Adhasion und
Invasion der Blastozyste in das uterine Endometrium (Abb. 6). Dabei lockern Proteasen wie
die Matrixmetalloprotease-9 (MMP-9) aus Trophoblasten des Trophoektoderms das uterine
Gewebe auf (Abb. 6). Durch die Invasion des Embryos wird die Dezidualisierung der uterinen
Stromazellen ausgeldst. Die vollstandige Ausbildung der Dezidua ist ein essentiellier Prozess
in der Aufrechterhaltung der Schwangerschaft, diese Schicht schitzt den semi-allogenischen
Embryo vor der Abstoflung durch das maternale Immunsystem. Die komplexe Kommunikation
zwischen Blastozyste, Epithelzellen und Stromazellen wird durch mechanischer Reizung,
Prostaglandine, Proteasen, Progesteron, Estrogen und durch Ca*-lonen vermittelt (Buxton
and Murdoch 1982, Squires et al. 1993, Sakoff and Murdoch 1995, Salamonsen and Nie 2002,
Salamonsen et al. 2002). So konnte gezeigt werden, dass durch Applikation eines Ca?-
lonophors die Dezidualisierung ausgelost wird und Zellen in dezidualisierten Bereichen des

Uterus eine hdhere intrazellulare Ca®*-Konzentration aufweisen (Hennes et al. 2019).
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2.4 TRP-lonenkanile

Der Name der TRP-Kanale leitet sich von transient receptor potential ab. Dieser Begriff
beschreibt einen Effekt, der erstmalig in einer Mutante der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster beobachtet wurde. Diese Mutante zeigt auf einen Lichtreiz nur ein transientes
Signal im Elektroretinogramm. Als Ursache dieses Effekts stellte sich eine Mutation im
transient receptor potential (Trp)-Gen heraus. (Montell et al. 1985). Spater konnte gezeigt
werden, dass das Trp-Gen einen nicht selektiven Kationenkanal kodiert (Hardie and Minke
1992).

Seit der Endeckung des TRP-Kationenkanals in Drosophila melanogaster wurden 28 TRP-
Proteine in Saugemn identifiziert (Clapham 2003, Flockerzi and Nilius 2014). Anhand der
Sequenzhomologie werden diese TRP-Proteine in sechs verschiedene Familien unterteilt:
TRP-C, -V, -A, -M, -P und -ML (Abb. 7). Die Proteine der TRPC-Familie 8hneln dem TRP-

Abbildung 7: Dendrogramm der TRP-Familien in Saugetieren (modifiziert nach Clapham 2003 und
Flockerzi 2014).

Protein aus Drosophila melanogaster am meisten, daher leitet sich ihr Name vom englischen
,classical“ ab. TRPV1 war der erste identifizierte Kanal der TRPV-Familie und wurde nach dem
Vanilloid Capsaicin benannt, durch das er aktiviert werden kann (Caterina et al. 1997).
Dagegen ist das TRPA1-Protein durch eine hohe Anzahl N-terminaler Ankyrin-Domanen
gekennzeichnet (Story et al. 2003). Das Trom1-Gen wirkt als Tumorsuppressor in Melanomen
und das codierte Protein wird daher auch als Melastatin bezeichnet. Entsprechend werden alle
Mitglieder dieser Familie als TRPM-Proteine bezeichnet (Duncan et al. 2001). Namensgeber
der TRPP-Familie ist das KD2-Gen, welches das Protein Polycystin kodiert (Mochizuki et al.
1996). Mutationen in diesem Gen fihren zu einer polyzystischen Nierenkrankheit. Das
TRPML1-Gen schlieRlich codiert Mucolipin-1 (Sun et al. 2000), das Namensgeber flr alle
Mitglieder der TRPML-Familie war. Mutationen in diesem Gen fuhren zur lysosomalen

Speicherkrankheit Mucolipidose.
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Alle TRP-Proteine sind durch einen ahnlichen strukturellen Aufbau gekennzeichnet. Sie
bestehen aus 6 Transmembrandomanen, intrazellularen Carboxy- (C) und Amino- (N) Termini
und einer leitfahigen Kanalpore zwischen der fiinften und sechsten Transmembrandoméane
(Abb. 8). TRPA1 besitzt N-terminal eine hohe Anzahl an Ankyrin-Domanen. C-terminal weif3t
dieses Protein eine Coiled-Coil-Struktur und eine TRP-Domane auf (TRP-Box) (Abb. 9). Bei
der TRP-Domane handelt es sich um eine Struktur, welche aus 23-25 Aminosauren besteht
und an der Regulation der Leitfahigkeit des Kanals beteiligt ist (Gregorio-Teruel et al. 2014).
Diese stark konservierte Aminosaureseuquenz ist C-terminal auch bei Kanalen der TRPV-,
TRPM- und TRPC-Familien zu finden (Abb. 9). Proteine der TRPV-Familie besitzen N-terminal
ebenfalls mehrere Ankyrin-Domanen und eine Calmodulin-Bindestelle (CaM), welche mit dem
Ca*"-bindenden Protein Calmodulin interagieren kann und damit eine Art Ca?*-Sensor darstellt
(Abb. 8). C-terminal befindet sich neben der TRP-Domane ebenfalls eine Calmodulin-
Bindestelle und eine PDZ-Doméane (PDZ). Die PDZ-Domane ermdglicht méglicherweise eine
Wechselwirkung mit anderen PDZ-Doméan-Proteinen, welche die Struktur und Funktion der
TRP-Kanale modulieren koénnten (Harteneck 2003). TRPC-Proteine besitzen N-terminal

mehrere Ankyrin-Doméanen und eine Coiled-Coil-Doméane, C-terminal befindet sich neben

Ankyrin

Ankyrin
repeats

EF-hand
TRPP1/PKD2

N ERretention ©C

Coiled-coil

ER retention

ADPR/ADPRP Coiled-coil e

Kinase
(TRPM6/ TRPM7) C

Abbildung 8: Schematische Darstellung des strukturellen Aufbaus des N- und C-Terminus der
verschiedenen TRP-Familien (modifiziert nach (Méndez-Reséndiz et al. 2020)). N- und C-Terminus
befinden sich intrazellular und besitzen spezifische Doméanen, welche den Aufbau, die Aktivierung und
die Regulation der Kanale beeinflussen. Die TRP-Doméane (TRP-Box) ist in den Familien TRPC, TRPV,
TRPM und TRPA relativ stark konserviert. Andere Domanen und Motive, welche in verschiedenen TRP-
Familien vorkommen, sind: Ankyrin-Domanen (Ankyrin repeats), Coiled-Coil Domanen (CC), Regionen
mit  hoher Homologie von  Melastatinen (MHRs), Calmodulin-Bindestellen  (CaM),
Inositoltriphosphatrezeptor (InsP3R)-Bindestellen (CIRB), PDZ-bindendes spezifisches Motiv (PDZ),
NUDIX-Box (Substrate: Adenosin-5"-diphosphoribose ADPR und ADPR-2’-phosphat (ADPRP),
Serin/Threonin-Kinase-Doméane  (S/T-Kinase), Ca?*-bindendes Motiv (EFhand) und die
Retentionsdoméane des endoplasmatischen Retikulums.
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TRP- und PDZ-Doméane (TRPC5 und CG6) eine Inositoltriphosphatrezeptor (InsP3R)-
Bindestelle (CIRB, Abb. 8). CIRB spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von TRPC-
Kanalen, eine Trennung des TRPC-InsP3R-Komplexes geht mit einer Aktivierung des Kanals
einher (Yuan et al. 2003). Der N-Terminus von TRPM-Proteinen weist eine Coiled-Coil-
Domane und hoch-homologe-melastatine-Regionen auf (MHRs) auf, C-terminal befinden sich
die TRP-Domane, eine Calmodulin-Bindestelle, eine NUDIX-Domane und eine Serin- und
Threonin-Kinase-Domane (TRPM6 und M7, Abb. 9). Adenosin-5"-phosphoribose (ADPR) und
ADPR-2"-phosphat (ADPRP) sind Substrate der NUDIX-Doméane, wobei die Anwesenheit von
ADPR die Kanaleigenschaften von TRPM-Proteinen beeinflussen kann. TRPP-Proteine
besitzen charakteristischerweise C-terminal ein Ca**-Bindemotiv (EFhand), eine Coiled-Coil-
Domane und eine Endoplasmatische-Retikulum-Retentions-Doméane (ER-Retention, Abb. 8).
Die ER-Retention-Domane verhindert den Transport des Proteins zur Plasmamembran (Cai
et al. 1999, Hanaoka et al. 2000) und erst durch Chaperone-like-Faktoren wird die
Translokation der TRPP-Proteine in die Plasmamembran mdéglich (Vassilev et al. 2001, Luo et
al. 2003). TRPML-Proteine weisen typischerweise auch eine C-terminale ER-
Retentionsdomane auf (Abb. 8). Die beschriebene strukturelle Diversitat der N- und C-Termini
von TRP-Proteinen ist Ausdruck der komplexen Anpassung der Proteine an spezifische
Funktionen.

Hochauflésende Kristallstrukturanalysen haben gezeigt, dass sich TRP-Proteine zu
tetrameren Komplexen zusammenlagern und dadurch funktionsfahige Kationenkanale bilden
(Stribing et al. 2001, Liao et al. 2013). Diese Kanalkomplexe verschiedener TRP-Proteine
unterscheiden sich in ihrer Selektivitdt und Permeabilitit der Pore flr Kationen.
Kanalkomplexe bestehend aus Proteinen der TRPC-Familie bilden beispielsweise nicht-
selektive Kationenkanale (Okada et al. 1998, Plant and Schaefer 2003, Nilius and Szallasi
2014). Dies bedeutet, dass sie gleichermafien permeabel fiir monovalente Kationen (z.B. Na*
und K*) und divalente Kationen (z.B. Ca®* und Mg*") sind (Pca/Pna = 1). Im Gegensatz dazu
bilden die TRPV1-4 Proteine selektive Kanalkomplexe, welche bis zu 10-mal mehr Ca**-lonen
im Vergleich zu Na*-lonen leiten (Pca/Pna= 1 bis 10). TRPV5 und TRPV6 bilden die fir Ca®*
selektivsten lonenkanale.

Die Proteine einer TRP-Familie kdnnen homomere Kanalkomplexe wie beispielsweise
(TRPCG6)s4, aber auch eine Vielzahl verschiedener heteromerer Kanalkomplexe wie z.B.
TRPC1/TRPC3 (Lintschinger et al. 2000, Storch et al. 2012), TRPC1/TRPC4 (Hofmann et al.
2002) oder TRPC1/TRPC3/TRPC7 (Zagranichnaya et al. 2005) bilden. Homomere- und
heteromere Kanalkomplexe unterscheiden sich in ihren Eigenschaften. So zeigen heteromere
TRPM6/TRPM7-Kanalkomplexe im Expressionssystem der Xenopus Oozyte einen signifikant
gréReren Strom als die homomeren Kanalkomplexe der beiden Proteine (Chubanov et al.
2004). Des Weiteren spielt die Heteromerisierung von TRPM6 und TRPM7 beim Transport
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von TRPME6 in die Plasmamembran eine zentrale Rolle. Mutationen, welche keine Interaktion
von TRPM6 und TRPM7 zeigen, verhindern die Translokation von TRPM6 in die
Plasmamembran (Chubanov et al. 2004). Dies fiihrt beim Menschen zu einem verminderten
Transport von Magnesium und dadurch zu primarer Hypomagnesiamie und sekundarer
Hypocalcamie.

Darliberhinaus bilden TRP-Proteine auch mit Nicht-TRP-Proteinen heteromere Komplexe. So
bildet beispielsweise TRPP2 zusammen mit dem PKD1-Protein einen (TRPP2;/PKD1)
Rezeptor-Kanal-Komplex (Wang et al. 2019). Dieser ist an der Morphogenese von Nierentubuli
(Qamar et al. 2007) und der Ausbildung der Links-rechts-Asymmetrie wahrend der
Embryogenese beteiligt (Hofherr and Kéttgen 2011). Neben den bereits genannten Komplexen
kénnen sich mehrere TRP-Proteine zusammen mit anderen Proteinen auch zu
supramolekularen Verbindungen, sogenannten Signal-Komplexen, zusammenlagern (Montell
2005).

TRP-Kanale werden in den unterschiedlichsten Geweben exprimiert und erflllen
verschiedenste Funktionen. TRPMS5 ist z.B. an der Wahrnehmung der Geschmacker Suf und
Bitter (Liman 2007), andere Kanale sind an der Wahrnehmung von verschiedenen
Temperaturen beteiligt (TRPV1, TRPV2, TRPV4, TRPM3, TRPM8 und TRPA1, Montell 2005).
Die Regulation des Zellvolumens wird tiber TRPV4 gesteuert (Moore and Liedtke 2017). Der
vaskulare Tonus und der Blutdruck wird unter anderem tber TRPC4 (Freichel et al. 2001) und
TRPC6 (Dietrich et al. 2005, Venkatachalam and Montell 2007) reguliert. Die Sekretion von
Insulin wird durch TRPM2 (Togashi et al. 2006), TRPM3 (Becker et al. 2020) und TRPM4
(Cheng et al. 2007) gesteuert. TRPV5 ist an der Ca?*-Riickresorbtion in den Nieren beteiligt

(Hoenderop et al. 2003) und spielt somit eine wichtige Rolle im Mineralstoffhaushalt.

2.5 TRPV6-lonenkanale
TRPV6 gehort zur TRPV-Familie und wurde erstmalig aus dem Dunndarm von Rattus

norvegicus (Peng et al. 1999) und humaner Plazenta (Wissenbach et al. 2001) kloniert.

2.5.1 Struktur und Expression des Trpv6-Gens

Das Trpv6-Gen liegt beim Menschen auf Chromosom 7 und bei der Maus auf Chromosom 6.
TRPV6 setzt sich bei der Maus aus 767 Aminosauren (rechnerisches Molekulargewicht 87,38
kDa) und beim Menschen aus 765 Aminosauren (rechnerisches Molekulargewicht 87,28 kDa)
zusammen (Nilius and Flockerzi 2014). Die Identitat der Aminosauresequenz zwischen TRPV6
(Maus) und TRPV6 (Mensch) liegt bei 88,5 % (Recherche Uniprot-Datenbank). Dies ist eine
relativ grole Abweichung verglichen z.B. mit TRPC1 von Mensch und Maus, die bei
annahrend 100 % liegt (Nett et al. 2021). Bei Menschen konnten exklusiv zwei TRPV6-Allele,
Trpv6a und Trpv6b, identifiziert werden (Wissenbach et al. 2001). Die cDNA-Sequenzen von
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Trovea und Trpveb unterscheiden sich in 5 Basenpaaren, dies filhrt zur Anderung von 3
Aminosauren im Protein. In den drei Positionen sind die Aminosauren R197, V418 und T721
in der a-Variante und die Aminosauren C197, M418 und M721 in der b-Variante exprimiert
(Akey et al. 2006, Hughes et al. 2008, Kessler et al. 2009). Die Verteilung von Trpv6a- und
Trpveb-Allelen ist Ethnien-abhangig. So nimmt die Haufigkeit des Trpveb-Allels mit der

geographischen Distanz zum afrikanischen Kontinent kontinuierlich zu.

2.5.2 Struktur und Funktion von TRPV6-lonenkanélen

Der TRPV6-Kanal besitzt ebenfalls sechs Transmembrandomanen. Am N-terminalen Ende
des Proteins befindet sich eine ankyrin-repeat-Domane mit sechs Ankyrin-Wiederholungen
(Saotome et al. 2016) und am C-terminalen Ende die TRP-Domane und zwei Bindestellen fir
Calmodulin (Niemeyer et al. 2001). Die Translation des TRPV6-Proteins beginnt nicht, wie bei
der Proteinbiosynthese Ublich, an dem ersten AUG-Triplett, sondern 120 Basen davor, an
einem ACG-Triplett. Dadurch kommt es zur Bildung eines um 40 Aminosauren verlangerten
N-Terminus. Obwohl das ACG-Triplett flr Threonin codiert, ist die initiale Aminosaure
Methionin, welche normalerweise durch ein AUG-Triplett codiert und durch eine spezifische
Initiator t-RNA transportiert wird (Fecher-Trost et al. 2013). Dieser verlangerte N-Terminus
scheint ein charackteristisches Merkmal von Plazenta-Tieren zu sein (Nett et al. 2021). Der
leitfahige TRPVG6-lonenkanal wird durch vier Untereinheiten, welche sich zu einem

Kanalkomplex zusammenlagern, gebildet (Abb. 9). In nativem Gewebe konnte jedoch bis
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Abbildung 9: Seitliche Ansicht (A) und extrazellulare Aufsicht (B) der Kristallstruktur eines
TRPV6-Homotetramers, jede Untereinheit ist in einer anderen Farbe dargestellt (modifiziert nach
Saotome et al. 2016).

heute kein endogener TRPV6-Strom gemessen werden. TRPV6-Uberexprimierende Zellen
(HEK293) dagegen zeigen nach Ca?*-Applikation einen messbaren TRPV6-Strom, wenn sie
zuvor in Ca*-freiem Medium inkubiert wurden. Der Ca?*-Einstrom durch TRPV6 ist dann mit
fluoreszierenden Ca?-Indikatoren wie Fura-2 und  Whole-cell-patchclampmodus
elektrophysiologisch messbar (Wissenbach et al. 2001, Nilius et al. 2002, Voets et al. 2003,

Voets et al. 2004). TRPV6 wird durch den Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration
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inhibiert. Dies kann jedoch durch die intrazellulare Ca®'-Chelatoren wie beispielsweise
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-tetraessigsaure (EGTA) unterbunden werden, wodurch die
Signale des TRPV6-Stroms vergroRert werden (Nett et al. 2021). Neben homotetrameren
Kanalkomplexen kann TRPV6 auch heterotetramere Kanalkomplexe bilden. In TRPV6- und
TRPC1-tberexprimierenden HEK293-Zellen (HEK-Zellen) kommt es zur Interaktion der
beiden TRP-Proteine, wodurch der TRPV6-Strom durch verminderte Translokation von
TRPV6 in die Plasmamembran reduziert wird (Schindl et al. 2012). In Xenopus-Oozyten
konnte dagegen gezeigt werden, dass TRPC1 zwar ebenfalls den TRPV6-Strom unterdriickt,
jedoch nicht die Translokation von TRPV6 in die Plasmamembran reduziert (Courjaret et al.
2013). TRPV6 und TRPV5 kénnen bei gleichzeitiger Uberexpression in Xenopus-Oozyten
ebenfalls heterotetramere Kanalkomplexe bilden (TRPV5,/TRPV6,). Die verschiedenen
Komplexe unterscheiden sich in ihrer Selektivitat fir Ba®*-lonen und der Ca®*-abhangigen
Inaktivierung (Hoenderop et al. 2003).

TRPVG ist neben TRPV5 der TRP-Kanal mit der hochsten Selektivitat fir Ca?*-lonen mit
Pca/Pna > 100 (Peng et al. 1999, Wissenbach et al. 2001). In Abwesenheit von Ca**-lonen
kénnen auch Mg*-lonen oder Na*-lonen durch den Kanal flieRen, jedoch kommt dies unter

physiologischen Bedingungen praktisch nicht vor (Voets et al. 2001).

2.5.3 TRPV6-assoziierte Erkrankungen des Menschen

In Karzinoma von Prostata- (Wissenbach et al. 2001), Brust- (Bolanz et al. 2008), und
Lungengewebe (Fan et al. 2014) ist die Expression von TRPV6 signifikant erhéht. Die
Expression von TRPVG6 in Prostatakarzinomen korreliert mit deren Progression und eignet sich
daher als Marker fiir die Diagnose und Kategorisierung verschiedener Tumorstadien (Fixemer
et al. 2003).

Verschiedene Mutationen von Trpv6 kbnnen beim Menschen zu chronischer Pankreatitis und
Hyperparathyroidismus fiihren. Bei der chronischen Pankreatitis (CP) handelt es sich um ein
progressives fibroinflamatorisches Syndrom der Pankreas, welches durch genetische
Faktoren und Umweltfaktoren verursacht wird. Die bekannten auslésenden Faktoren der
Krankheit, wie z.B. Medikamenteneinnahme (Diuretika, Zytostatika), Hyperparathyreoidismus,
Hyperlipidamie, chronische Niereninsuffizienz oder Mutationen im Trypsinogen- und
Serinproteaseinhibitor-Gen, erklaren nur einen Teil der erkrankten Patienten. Deshalb wurde
eine Genomanalyse von CP-Patienten und Kontrollgruppen durchgefiihrt, wobei 25 Trpv6-
Varianten entdeckt wurden. Es konnte gezeigt werden, dass einige dieser Mutationen zur
Funktionsstérung des Kanals fliihren und dass es in der CP-Patientengruppe signifikant mehr
Personen (1,35%) mit den nicht-funktionellen Trpv6-Varianten gab als in der Kontrollgruppe
(0,16%). Eine Mutation im Trpv6-Gen kann also die Wahrscheinlichkeit an chronischer

Pankreatitis zu erkranken erhdhen (Masamune et al. 2020, Zou et al. 2020).
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Transienter neonataler Hyperparathyreoidismus (TNHP) ist eine Knochenkrankheit bei
Neugeborenen. Sie geht auf einen TRPV6-bedingten Knochenmineralisierungsmangel
wéahrend der Schwangerschaft zuriick und ist durch reduzierten Ca*-Transport Uber die
Plazenta, Knochendysplasien und hohe Parathormonkonzentrationen im Blut gekennzeichnet.
Es sind mehrere Trpv6-Mutationen bekannt, welche TNHP auslosen konnen. Dazu gehodren
eine Frameshift-Mutation des den Aminoterminus-codierenden Genabschnitts und
Punktmutationen des S2-S3 Loops, sowie der vierten und sechsten Ankyrin-Repeatdomane.
Die skeletalen Fehlbildungen des Embryos kénnen sich nach der Geburt zurtickbilden, wenn
das Kind nicht mehr auf die plazentare Calciumversorgung angewiesen ist (Burren et al. 2018,
Suzuki et al. 2018, Yamashita et al. 2019, Almidani et al. 2020, Mason et al. 2020, Suzuki et
al. 2020).

2.5.4 Physiologische Funktionen von TRPV6-lonenkanalproteinen

Trpv6-Transkripte und TRPV6-Proteine konnten u.a. in Nebenhoden (Weissgerber et al. 2011,
Weissgerber et al. 2012), im Magen-Darm-Trakt (Peng et al. 1999), in Niere (Hoenderop et al.
1999), in Pankreas (Hirnet et al. 2003) und in Knochen (Lieben and Carmeliet 2012)
nachgewiesen werden. Es wird vermutet, dass TRPV6-Kanéle beim transepithelialen Ca®'-
Transport eine Rolle spielen, da der lonenkanal Ca**-selektiv ist und haufig in Epithelzellen
exprimiert wird (Hoenderop et al. 2003, Peng et al. 2003). Dabei geht man davon aus, dass es
zu einer apikalen Ca?*-Aufnahme durch TRPV6 in die Zelle kommt, Ca?-lonen dann an
Calciumbindeproteine wie Calbindin-Dek und Calbindin-D2sk gebunden, zur basolateralen
Seite transportiert und schlieRlich durch Plasmamembran-Ca?*-ATPasen PMCA1 und PMCA4
oder Na*/Ca*-Austauscher ausgeschleust werden (Boros et al. 2009). Dieser
Transportmechanismus wird von Experten hinsichtlich der Ca®*-Aufnahme im Darm jedoch
kontrovers diskutiert (Bronner 2003, Woudenberg-Vrenken et al. 2012), da TRPV6- und
Calbindin-defiziente Mause ihre Eigenschaft, die Ca?*-Aufnahme unter einer reduzierten Ca?*-
Diat zu erhdhen, nicht verlieren (Benn et al. 2008, Woudenberg-Vrenken et al. 2012).
Daruberhinaus spielt TRPV6 eine zentrale Rolle bei der Spermienreifung im Nebenhoden. In
Abwesenheit von TRPV6 kommt es zu einer erhdhten Ca?*-Konzentration im Lumen des
Nebenhodens (Ductus epididymidis), wodurch die Spermien absterben bzw. nicht vollstandig
ausreifen kdonnen (Weissgerber et al. 2011, Weissgerber et al. 2012). Dies fuhrt zu einer an
Infertilitdt grenzenden Hypofertilitat.

Um die physiologische Funktion von TRPV6 in verschiedenen Geweben untersuchen zu
kénnen, wurden verschiedene Mausmodelle mittels Genetargeting entwickelt. Bei einer
Mauslinie wurden die Exons 13 - 15 aus dem Trpv6-Gen entfernt, welche die Porenregion und
den C-Terminus von TRPV6 kodieren. Dadurch sind in diesen Tieren nur noch verkirzte

Trpv6-Transkripte nachweisbar und es kann kein vollstandiges TRPV6-Protein gebildet
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werden (Weissgerber et al. 2012). In einem anderen Mausmodell wurde lediglich die
Leitfahigkeit des TRPV6-Kanals durch eine Punktmutation im Bereich der Kanalpore
vollstandig blockiert. Dazu wurde die Aminosaure Aspartat an Position 581 gegen Alanin
ausgetauscht (D581A) (Weissgerber et al. 2011). Um die Expression von Trpv6 in Geweben
zu untersuchen, wurde eine Mauslinie entwickelt, bei der eine ribosomal entry site (IRES)
gefolgt von einer Cre-Rekombinase in das Trpv6-Gen integriert wurde (Trpv6-IRES-Cre,
Trpv6-IC) (Fecher-Trost et al. 2019). Werden Tiere dieser Mauslinie mit eRosa26-floxed-stop-
tGFP (eR26-tGFP) Expressionsreportertieren verpaart (Wen et al. 2011), so kommt es zur

Bildung des grin fluoreszierenden Reporterproteins tGFP in Trpv6 exprimierenden Zellen.

2.5.5 Expression und mogliche Funktionen von Trpv6 in Plazenta, Eihiille und Uterus
der Maus

Das Trpv6-Gen wird im maternalen und fetalen Teil der murinen Plazenta am Tag E14,5
exprimiert (Fecher-Trost et al. 2019). Die Expression konnte ab Tag E12,5 nachgewiesen
werden und steigt bis zum Ende der Schwangerschaft kontinuierlich an (Lee et al. 2009). In
diesem Zeitraum hat der Embryo aufgrund der Knochenmineralisierung einen erhéhten Ca?*-
Bedarf. Embryonen aus Trpv6-defizienten Muttern zeigen, ahnlich wie beim transienten
neonatalen Hyperparathyreoidismus (TNHP) beim Menschen, eine verminderte
Knochenmineralisierung und verzégertes Wachstum (Fecher-Trost et al. 2019). Dies legt
nahe, dass TRPV6 beim Ca%*-Transport von Mutter zum Fétus eine Rolle spielt. Da Trpv6
(Moreau et al. 2002, Fecher-Trost et al. 2019) ebenso wie die Ca?*-Transportproteine Ca®'-
ATPase (Moreau et al. 2003), Calbindin D9k (Belkacemi et al. 2004), Calbindin D28k
(Belkacemi et al. 2003) und L- und T-Typ Ca**-lonenkanéale (Cemerikic et al. 1998, Del Toro
et al. 2003) in Synzytiotrophoblasten, welche die Kontaktfliche zwischen maternalem und
fetalem Blut bilden, exprimiert wird, geht man davon aus, dass TRPV6 ahnlich wie im Darm
am transzellularen Ca?*-Transport (iber die fetomaternale Barriere beteiligt ist.

Auch in der murinen Eihille konnten TRPV6 (Suzuki et al. 2008, Fecher-Trost et al. 2019) und
die Ca®*-Transportproteine Ca®*-ATPase und Calbindin-D9 nachgewiesen werden (Kovacs et
al. 2002), weshalb man auch hier eine Beteiligung von TRPV6 am transzelluldren Ca®'-
Transport vermutet.

Das Trpv6-Gen wird in Mausen zyklusabhangig exprimiert (Lee and Jeung 2007, De Clercq et
al. 2017). Ubereinstimmend sind TRPV6-Proteine immunhistochemisch wahrend des Estrus
verstarkt und im Diestrus nicht nachweisbar (Lee and Jeung 2007). Aufgrund ihrer Lokalisation
im uterinen Epithel (De Clercq et al. 2017) und dem Wissen, dass Ca®"-lonen in die
Kommunikation von Blastozyste und uterinen Epithel- und Stromazellen involviert sind, wird
spekuliert, dass TRPV6 an Prozessen wie Adhasion/Invasion der Blastozyste und

Dezidualisierung der Stromazellen beteiligt sein kdnnte (De Clercq and Vriens 2018).
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Im schwangeren Uterus wird das Trpv6-Gen ebenfalls exprimiert (Lee and Jeung 2007, Lee
et al. 2009). Auch hier ist die physiologische Funktion des Kanals unbekannt. Wenn WT-
Embryonen in Trpv6”-Weibchen oder Trpv6”-Embryonen in WT-Miitter transferiert werden,
weisen die Embryonen jeweils einen signifikanten Ca?*-Mangel auf (Fecher-Trost et al. 2019).
Diese Ergebnisse machen deutlich, dass sowohl in maternalen (Uterus, Dezidua) als auch
fetalen (plazentare Labyrinthzone) Strukturen an der Ca®*-Versorgung des Embryos beteiligt

sind.

2.6 Zielsetzung

Trpv6 wird wahrend der Schwangerschaft in Plazenta, Eihille und Uterus exprimiert. Eine
TRPV6-Dysfunktion  fuhrt zu  unterentwickelten ~ Embryonen mit mangelhafter
Knochencalzifizierung. TRPV6-Kanale sind sowohl in maternalen als auch fetalen Geweben
an der Calciumversorgung beteiligt.

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war deshalb die Identifikation von Proteinen, die in
diesen Geweben funktionell und/oder strukturell zu TRPV6 in Beziehung stehen. Dazu wurden
mit Hilfe massenspektrometrischer Methoden die Proteome von WT- und TRPV6-defizienten
Geweben quantitativ  verglichen und nachfolgend strukturelle bzw. funktionelle
Wechselwirkungen zwischen TRPV6 und identifizierten Proteinen mit Hilfe geeigneter
Methoden wie Morphometrie, Ca?*-Imaging und Messung des transepithelialen Widerstandes
Uberprift.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Dissertation war schlielich die Klarung der Frage, inwiefern

TRPV6-Proteine einen Einfluss auf den Estruszyklus der Maus haben.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Thermo Fisher
Scientific (Waltham, USA), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), VWR International
(Darmstadt), Sigma Aldrich (Taufkirchen), AppliChem (Darmstadt), GE Healthcare (Little

Chalfont, Vereinigtes Konigreich) und Invitrogen (Karlsruhe) bezogen.

3.1.2 Puffer und Lésungen
Die Puffer und Lésungen wurden, sofern nicht anders beschrieben, mit deionisiertem Wasser

aus einer MilliQ-Anlage (Millipore) angesetzt.

3.1.2.1 Losungen fiir die primére Zellkultur
Waschl6sung fiir Trophoblasten-Isolation:

10 % (v /v) 10x Medium 199 (Gibco®)
20 mM HEPES

10 mM NaHCO3

100 U / ml Penicillin (Sigma-Aldrich)

100 pg / ml Streptomycin (Sigma-Aldrich)
pH 7.4

Dissoziationspuffer fiir Trophoblasten-lsolation:

0,005 % (v/v) DNAse | 5 mg / ml (Roche)
0,01 % (m / v) Collagenase | (Gibco®)
in Waschlésung

Zellkulturmedium fir Trophoblasten:

Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM, Gibco®)
10 % (v / v) fetales Kalberserum (Gibco®)

100 U / ml Penicilin (Sigma-Aldrich)

100 pg / ml Streptomycin (Sigma-Aldrich)

Percoll-Gradienten-Losung fiir die Ultrazentrifugation der Trophoblasten:
8,6 ml Percoll (GE-Healthcare)

1 ml 10x Medium 199 (Gibco®)

12 ml Waschlésung

3.1.2.2 Losungen fiir proteinbiochemische Experimente

2x Lammli-Puffer zur Denaturierung der Proteine:
120 mM TRIS-HCI

20 % (v / v) Glycerin

10 % (v / v) B-Mercaptoethanol

8 % (w/v) SDS

0,01 % (w / v) Bromphenolblau

pH 6,8
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RIPA-Puffer zur Herstellung von Lysaten:
150 mM NaCl

50 mM TRIS-HCI

5 mM EDTA

1 % (w / v) Nonidet-P40

0,1 % (w/v) SDS

0,5 % (w / v) Na-Deoxycholat

zuzuglich Proteaseinhibitoren

pH 8,0

Proteaseinhibitoren und deren Endkonzentration:

0,9 mM lodacetamid (Stocklésung: 300 mM in H2O)

1 mM Benzamidin (Stocklésung: 1 M in H20)

1 mM Phenanthrolin (Stocklésung: 1 M in Ethanol)

4 uM Leupeptin (Stocklésung: 4 mM in 50 % Ethanol)

2 uM Pepstatin (Stocklésung: 1 mM in 50% Ethanol)

1,45 uM Antipain (Stocklésung: 1,45 mM in 50% Ethanol)

100 uM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (Stocklésung: 100 mM in Ethanol)
0,3 uM Aprotinin (Stocklésung: 300 uM in H>O)

MOPS-Puffer (Massenspektrometrie):
1x NuPAGE MOPS SDS Running Buffer (20-fach konzentriert), Thermo Scientific

10x TBS:

0,5 M TRIS-HCI
1,5 M NaCl

pH 7,5

10x SDS Elektrophoresepuffer (Western-Blot):
0,25 M TRIS-HCI

1,92 M Glycin

1% (w/v) SDS

pH 8,3

Blotting-Puffer fiir Western-Blot:
10% (v / v) 10x SDS Elektrophoresepuffer
20% (v / v) Methanol

Stripping-Puffer fiir Western-Blot:
50 mM TRIS-HCI

2% (w/v)SDS

0,7 % (v / v) B-Mercaptoethanol

pH 6,8

PBS:

140 mM NaCl
2,7 mM KCI

1,5 mM KH2PO4
8 mM NazHPO4
pH 7,4

Primérantikorperlosung fir Western-Blot:
1% (w/v)BSA

0,05 % (w / v) NaN3

Primarantikérper Tabelle 1

in 1x TBS
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Primarantikorperléosung fir Immunzytochemie:
1% (w/v)BSA

Primarantikorperlosung Tabelle 1

in 1x PBS

Sekundarantikorperlosung fiur Western-Blot:
5 % (m/ v) Magermilchpulver
Sekundarantikérperlésung Tabelle 2

in 1x TBS

Sekundarantikorperlésung fir Inmunzytochemie:

Sekundarantikérperlésung Tabelle 2
0,1 % (v /v) Héchst oder DAPI (2 mg / ml)
in 1x PBS

Blockierungslosung fiir Inmunzytochemie:
3 % (w/v)BSA

1 % (v/v) Ziegenserum

0,1 % (v /v) TritonX-100

in 1 x PBS

Blockierungspuffer fir Western-Blot:
5 % (w / v) Magermilchpulver
in 1x TBS

Fixierungslosung fiir Inmunzytochemie:
4 % (v / v) Paraformaldehyd in 1 x PBS

Permeabilisierungslésung fiir Immunhistochemie:

0,5 % (v /v) Triton X-100 in 1 x PBS

Ponceau-Rot-Lésung fiir Proteinfarbung:
0,5 % (w/v) Ponceau S
1 % (v /v) Essigsaure

3.1.2.3 Losungen fiir massenspektrometrische Experimente

Fixierungslosung:
50 % (v / v) Methanol
10 % (v / v) Essigsaure

Blue Silver Farbelésung:

0,125 % (w / v) Coomassie G250
20 % (v / v) Methanol

10 % (v / v) Phosphorsaure

10 % (w / v) Ammoniumsulfat

Losung A (wassrig):
50 mM NH4HCO3

Losung B (organisch):
50 % (v /v) Lésung A
50 % (v / v) Acetonitril

DTT-Lésung:
1 M Dithiothreitol in Losung A

IAA-L6sung:
5,3 M lodacetamid in Losung A

24



Trypsin-Verdaul6sung:
20 ug “Sequencing Grade Modified Trypsin”, Promega
ad 1 ml Loésung A

Extraktionspuffer:
50 % (v / v) Acetonitril
2,5 % (v /v) Ameisensaure

FlieBmittel A (wassrig):
0,1 % (v/v) Ameisensaure

FlieBmittel B (organisch):
0,1% (v / v) Ameisensaure
90 % (v / v) Acetonitril

Aufnahmepuffer fiir nano-HPLC-Proben:
2 % (v / v) Acetonitril
0,05 % (m / v) Trifluoressigsaure

3.1.2.4 Losung fir elektrophysiologische Experimente

Krebs-Puffer:

115 mM NaCl

24 mM KoHPO4

0,4 mM KH2PO4

1,2 mM MgCl*6H.0
1,2 mM CaCly*H.0
25 mM NaHCO;

pH 7,4

3.1.2.5 Loésungen fiir Ca?*- Imaging Experimente

Fura-2-AM-L6sung:
1 mM Fura-2-AM (Invitrogen)
in DMSO

Ca®*-Imaging-Puffer:
115 mM NaCl

2 mM MgCl;

2,5 mM CaCl;

5 mM KCI

10 mM HEPES

oH 7.4
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3.1.3 Antikorper

Tabelle 1: Primédrantikorper fiir Western-Blot (WB), Inmunzytochemie (ICC), Immunprazipitation

(IP).

Name Klonalitait Lage Epitop = Herkunft Hersteller
429 Polyklonal C-Terminus  Kaninchen FR 2.4 UdS,
(TRPVG) (Arbeitsgruppe
Flockerzi)
20C6 Monoklonal ~ C-Terminus Maus FR 2.4 UdS,
(TRPVG) (Arbeitsgruppe
Flockerzi)
GCM1 Polyklonal N-Terminus  Kaninchen Acris
Dysferlin C19  Polyklonal Interne Ziege Santa Cruz
Region
Cytokeratin 7 Polyklonal N-Terminus  Kaninchen Santa Cruz
(H50)
Fibronektin Monoklonal - Maus Invitrogen

Tabelle 2: Sekundarantikorper fiir Western-Blot (WB), Inmunzytochemie (ICC).

Name
Anti-mouse HRP
(horseradish
peroxidase)
Anti-rabbit HRP

Alexa Fluor 488
anti-rabbit
Alexa Fluor 488
anti-goat
Alexa Fluor 488
anti-mouse

Klonalitat Epitop

Polyklonal 1gG heavy and
light chain

Polyklonal 1gG heavy and
light chain
Polyklonal 1gG heavy and
light chain
Polyklonal 1gG heavy and
light chain
Polyklonal 1gG heavy and
light chain

Herkunft Hersteller

Schaf GE
Healthcare
Affe GE
Healthcare
Ziege Invitrogen
Affe Invitrogen
Ziege Invitrogen

Anwendung

1:100
(WB)
10 ug
(IP)
1:50
(WB)

1:100
(ICC)
1:100
(ICC)
1:100
(ICC)
1:750
(ICC)
1:100
(WB)

Verdiinnung

1:20.000
(WB)

1:50.000
(WB)
1:1000
(ICC)
1:1000
(ICC)
1:1000
(ICC)
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3.1.4 Mauslinien

Tabelle 3: Verwendete Mausmodelle und ihre genetischen Modifikationen.

Mauslinie Genotyp Erstbeschreibung

Trpv6™ Deletion der Trpv6-Exons 13- (Weissgerber et al. 2012)
(,,Knockout“, TRPV6-KO) 15, die fur die S5, Porenregion,
S6 und C-Terminus codieren.

Trpv6™'™ Austausch der Aminosaure (Weissgerber et al. 2011)
(,,Porenmutante”, Aspartat 581 zu Alanin in der
D581A) Kanalpore, Punktmutation im

Trpv6-Exon 13.
Trpv6-IC/eR26-vGFP Insertion einer IRES-Cre- (Fecher-Trost et al. 2019)
(,,TRPV6- Kassette 50 Basenpaare eR26-GFP (Wen etal. 2011)
Expressionsreporter) stromabwarts des TRPVG6-

Stopcodons in Exon 15. Durch
die Verpaarung mit einer
eR26-tGFP Reportermaus
kommt es in der F1-Generation
zur Expression des
grunfluoreszierenden
(Reporter-) Proteins (GFP) in
solchen Zellen, welche das
Trpv6-Gen exprimieren.
Wildtyp 129SVJ / C57BL/6 (Dunn 1928, Molomut et al.
WT 1954)

3.2 Methoden

3.2.1 Kultivierung und Charakterisierung von Mausen

Die Mause wurden in einer pathogenfreien Umgebung bei einem 12-Stunden Hell-/Dunkel-
Lichtrhythmus und einer Temperatur von 22 °C gehalten (SPF Tierhaltung, Leitung Frau Dr.
P. WeilRgerber). Es wurden maximal 5 Tiere pro Kafig gehalten und sie erhielten pelletiertes
Futter sowie Wasser ad libitum. Die Einstreu bestand aus Weichholzgranulat sowie Zellstoff
zum Nestbau. Da homozygote Trpv6™ und Trpv6™™ Mannchen hypofertil sind (3.1.4), wurden
zur Verpaarung immer homozygote Trpv6” oder Trpv6™™ Weibchen und heterozygote Trpv6
M oder Trpv6™" Mannchen eingesetzt. Die Verpaarungen wurden von Herrn Johannes
Stegner betreut und angesetzt. Um homozygote von heterozygoten Nachkommen zu
unterscheiden, wurde nach Entnahme von Geweben eine Genotypisierung mit einem Teil der
Eihllle oder des Embryoschwanzes durchgefiihrt. Die Genotypisierung wurde von Frau
Francis Glaser oder Herrn Johannes Stegner durchgefiihrt. Bei allen Experimenten wurden
Gewebe von Wildtyp und/oder homozygoten Trpv6” und/oder Trpv6™™ Tieren verwendet. Die
zellmorphologische Analyse des Vaginalschmiers zur Bestimmung des Zyklusstatus der

Mause wurde von Frau Tanja Maurer durchgefihrt.
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3.2.2 Isolierung von Plazenta, Eihiille und Uterus

Die Tiere der oben beschriebenen Mauslinien (3.1.4) wurden mittels zervikaler Dislokation um
den Tag E13,5 + 0,5 der Schwangerschaft getétet und anschlieffend wurde der Bauchraum
geoffnet. Danach wurde der gesamte schlauchférmige Uterus mit den Embryonen enthommen
und im Langsschnitt gedffnet. Die Embryos wurden zusammen mit Plazenta und Eihille mit
einer Schere herausgeldst, der separierte Uterus wurde von Blutgefafien und Fettgewebe
befreit und bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert oder bei -20 °C eingefroren.
AnschlieRend wurde die Verbindung von Plazenta und Eihiille sowie die Nabelschnur
durchtrennt. Die dadurch separierte Plazenta wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis
gelagert oder bei -20 °C verwahrt. Die Eihllle wurde tiber den Embryo abgezogen und bis zur
weiteren Verarbeitung in Krebs-Puffer auf Eis gelagert oder bei -20°C verwahrt. Der freigelegte

Embryo wurde dekapitiert.

3.2.3 Morphometrische Analyse der Chorionplatte

Isolierte Plazenten (3.2.2) wurden von dem intraplazentalen Teil der Eihille mithilfe einer
Mikroschere befreit, sodass die Chorionplatte sichtbar war. Die Chorionplatte der nativen
Plazenta wurde mit dem Stereomikroskop M205FA (Leica) lichtmikroskopisch fotografiert. Die
Flache der gesamten Plazenta und der Chorionplatte wurde mit dem Programm AxioVision

(Zeiss) ermittelt und der relative Flachenanteil der Chorionplatte berechnet.

3.2.4 Herstellung und Farbung von Kryoschnitten

Embryos mit Eihulle und Plazenta (3.2.2) wurden Uber Nacht bei 4 °C in Paraformaldehyd
(PFA) 4 % fixiert. Danach wurde das Gewebe uber Nacht bei 4 °C in 17 % Saccharoselésung
eingelegt. 2-Methylbutan wurde auf -80 °C gekuhlt und in einem Becherglas auf Trockeneis
gelagert. Die Probe wurde mit CEM-Medium (Leica) fir 5 min bei RT inkubiert. AnschlieRend
wurde der Edelstahicontainer mit CEM-Medium gefillt und die Probe komplett darin
eingebettet. Die Probe wurde fiir 3 min in 2-Methylbutan bei -80 °C eingefroren, der gefrorene
Block wurde aus dem Edelstahl Container entnommen und im Gefrierschrank bei -80 °C
gelagert. Das Kryomikrotom (Leica, Jung CM 3000) wurde auf -25 °C gekuhlt und es wurden
7 um Gewebeschnitte hergestellt. Jeder Schnitt wurde mithilfe des Kawamoto-Klebefilms
(Kawamoto 2003) wahrend und nach dem Schneiden dauerhaft fixiert. Die Schnitte wurden
bis zur Farbung und Analyse im Gefrierschrank bei -20 °C gelagert.

Die Kryoschnitte wurden aufgetaut und fur 60 s in Ethanol 100 % getrocknet. Die Schnitte
wurden mit 4 % PFA bei RT fixiert und 4 min bei RT mit Leitungswasser gewaschen. Im
nachsten Schritt wurde der Schnitt fir 7 min bei RT mit Mayers Hamatoxylin Lésung inkubiert,
danach fiir 8 min mit Leitungswasser gewaschen und anschlief3end mit Eosin Lésung (0,2 %)

fur 2 min inkubiert. Der Schnitt wurde mit Leitungswasser fur 10 s gewaschen, fir 10 s mit
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Ethanol 100 % behandelt, nochmals mit Leitungswasser fir 10 s gewaschen, in Mounting
Medium (SCMM-G1, Section-Lab) eingebettet und bei RT fiir 30 min getrocknet.

Die Erstellung der Durchlichtaufnahmen erfolgte an einem Stereomikroskop M205FA (Leica)
mit einer 20-fachen VergroRerung. Die Bilder wurden mit der Farbkamera (Zeiss, Axiocam
MR.) aufgenommen. Die Aufnahme und Bearbeitung der Bilder wurde mit den Programmen
Axio Vision (Zeiss, Oberkochen), Zen (Zeiss, Oberkochen) und ImagedJ (NIH, Bethesda, USA)
durchgefihrt.

Die morphometrischen Analyse der Kryoschnitte bestehend aus den Embryonen, Plazenten
und Eihtllen erfolgte nach mikroskopischer Bildaufnahme mithilfe des Programms Axio Vision
(Zeiss). Fur die morphometrische Analyse der Eihulle wurde der Umfang der gesamten Eihulle
und die Dicke des intraplazentalen Teils der Eihllle mit dem Programm Axio Vision (Zeiss)
gemessen. Bei der morphometrischen Analyse der plazentalen Labyrinthzone wurde die
ungefarbte Flache der Labyrinthzone vermessen, die Anzahl der ungefarbten geschlossenen
Flachen bestimmt und anschlieend die durchschnittliche GréRe der geschlossenen Flachen

berechnet. Die dafiir verwendeten Plazentaschnitte stammen von Frau Femke Lux.

3.2.5 Trophoblastenprimarkultur

3.2.5.1 Isolierung von primaren Trophoblasten aus der murinen Plazenta

Am Tag E13,5 der Schwangerschaft wurden die Plazenten entnommen (3.2.2) und zur
Genotypisierung auf Eis gelagert. Nach der Genotypisierung wurden Wildtyp und Trpv6-
defiziente Plazenten getrennt voneinander gepoolt. Je Genotyp wurden mindestens 6
Plazenten in 25 ml Dissoziationspuffer (3.1.2.1) aufgenommen und im Wasserbad bei 37 °C
fur 60 min inkubiert. Zwischenzeitlich wurde die Gewebssuspension alle 10 min mithilfe von
serologischen Pipetten (25 ml 5x, 10 ml 10x) homogenisiert. AnschlieBend wurde die
Suspension durch ein Zellsieb (Fisher Scientific, Porengrofie 100 um, Nylon) filtriert, um
unverdautes Gewebe abzutrennen. Die Zell-Suspension wurde zentrifugiert (Heraeus
SEPATECH Megafuge 1.0R, 500 x g, 5 min, 4 °C), der Uberstand entnommen, das
Zellsediment in 10 ml Waschlésung (3.1.2.1) resuspendiert und erneut zentrifugiert. Die
gewaschenen Zellen wurden in 2 ml Waschlésung resuspendiert und mit 21,6 ml Percoll-
Gradienten-Lésung (3.1.2.1) vereinigt. Es folgte eine Dichte-Gradienten-Zentrifugation bei
30000 x g fir 30 min bei 4 °C (Beckmann Coulter, Optima XPN-90). Die Trophoblasten-
Schicht, welche sich im oberen Drittel des Rohrchens befand, wurde mit einer blauen
Pipettenspitze mit vergroBerter Offnung (Spitze mit Schere entfernt) entnommen, in ein neues
Reaktionsgefal uberfihrt, auf ein Volumen von 45 ml mit Waschlésung aufgefillt und
anschlieRend zentrifugiert (500 x g, 5 min, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellsediment in 2 ml Zellkulturmedium fur Trophoblasten (3.1.2.1) aufgenommen. Danach

wurde die Lebendzellzahl bestimmt, wobei ein Aliquot der Trophoblasten-Suspension (10 pl)
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im  Volumenverhaltnis 1:1 mit Trypanblau (Sigma) versetzt wurde. Mithilfe der
Neubauerzahlkammer wurden die nicht gefarbten (lebenden) Zellen gezahlt und die Zelldichte
der Suspension berechnet. Die Zellen wurden im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO: fiir maximal

7 Tage in Zellkulturmedium inkubiert (Pennington et al. 2012).

3.2.5.2 Azur- und Eosin- Farbung

Die isolierten Trophoblasten (3.2.5.1) wurden mithilfe eines HAEMA-Schnellfarbekits
(Eberhard Lehmann GmbH) gefarbt. Dazu wurden Zellen, die auf Glasplattchen (g = 0,5 cm)
oder auf einer Membran gewachsen sind (Migration Assay: 3.2.5.4), je finfmal fur eine
Sekunde in Methanol (Fixierung), Eosin Farbelésung und Azur Farbelésung getaucht. Die
gefarbten Zellen auf Glasplattchen wurden direkt mikroskopisch untersucht. Zellen auf
Membranen des Migrations-Assays wurden nach der Farbung in DEPEX Medium (Serva

Electrophoresis, Heidelberg) eingebettet.

3.2.5.3 Analyse des Wachstums primarer Trophoblasten in Zellkultur

200.000 Trophoblasten (3.2.5.1) wurden in einer Zellkulturschale (Falcon, g = 3cm) mit
Glasplattchen Orsa™ g = 1,2 cm und 2 ml Medium ausgesét und bei 37 °C und 5 % CO fiir 7
Tage inkubiert. Nach ca. 16 h wurde einmalig das Medium ausgetauscht. Fir die
Wachstumsexperimente unter reduziertem Calcium wurde durch Zugabe von 7 ul EDTA-
Lésung (0,5 M) die Konzentration von freiem Ca?" auf 0,1 mM eingestellt (berechnet mit der
Software MaxChelator). Pro Tag wurden zwei Glasplattchen mit Azur und Eosin gefarbt
(3.2.5.2) und mikroskopisch analysiert.

Die mikroskopische Aufnahme erfolgte am Mikroskop Imager M2 (Zeiss, Oberkochen) mit
einem 10 x und einem 20 x Objektiv (Zeiss, Oberkochen). Die Weisslicht-Bilder wurden mit
der Farbkamera (Zeiss, Axiocam MR.) aufgenommen. Die Aufnahme, Bearbeitung und
Analyse der Bilder erfolgte mit den Programmen Axio Vision (Zeiss, Oberkochen), Zen (Zeiss,
Oberkochen) und Imaged (NIH, Bethesda, USA).

3.2.5.4 Transwell Migration Assay
Zum Aufbau des chemotaktischen Transwell Migration Assays wurden die einzelnen Kavitaten
einer 24-Well-Platte mit 1 ml Zellkulturmedium beladen. Jede Kavitat wurde mit einem
speziellen, zellpermeablen Einsatz (Falcon) bestlickt. Die PorengréRe der Membran der
Einsatze betrug 8 um. Jeder Einsatz wurde mit 0,8 ml Zellkulturmedium ohne FKS und 200.000
Trophoblasten befllt. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37 °C und 5 % COx fur 48 h.
Danach wurden die Einsatze entnommen und die Zellen auf der Oberseite der Membran
mithilfe eines spitzen Wattestabchens entfernt und vorsichtig mit 1 x PBS gewaschen. Die
Zellen wurden mit Methanol fixiert und es wurde mit Azur und Eosin gefarbt (3.2.5.2).
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AnschlieRend wurde die Membran mit einer Mikro-Schere aus den Einsatzen
herausgeschnitten und auf einen Objekttrager in DEPEX (Serva Electrophoresis, Heidelberg)
eingebettet. Die Objekttrager wurden fir ca. 1 h getrocknet, die Membranen mikroskopisch
fotographiert oder in Dunkelheit bei 4 °C verwahrt.

Durchlichtaufnahmen wurden wie unter 3.2.5.3 beschrieben erstellt. Bei der anschlieRenden
Bildanalyse wurde das Programm Axio Vision verwendet. Die gesamte gefarbte Flache wurde
bestimmt und als MaR fur die Menge der migrierten Zellen verwendet. Die Daten wurden

abschlieend, wie in Abschnitt 3.2.9 beschrieben, verarbeitet und ausgewertet.

3.2.5.5 Zellaktivitatstest

5000 Trophoblasten (3.2.5.1) wurden in 100 pl Zellkulturmedium in einer Kavitat einer
Mikrotiterplatte bei 37 °C und 5 % CO:fur 7 Tage kultiviert. In Abstdnden von 24 h wurden zu
je 3 Kavitdten 20 pul 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-Lésung (MTS, Promega) gegeben. Nach 4 h wurde die

Umwandlung von MTS zu Formazan bei 490 nm quantifiziert (Tecan, Infinite M200).

3.2.5.6 Apoptose / Nekrose-Assay

200.000 Trophoblasten (3.2.5.1) wurden, wie unter 3.2.5.3 beschrieben, kultiviert. Nach
Austausch des Zellkulturmediums wurden nach insgesamt 72 h je Genotyp zwei Glasplattchen
einmal mit PBS gewaschen, 1h bei RT in Dunkelheit mit Apopxin Green Solution, 7-ADD und
Cytocalcein Violet 450 (Necrosis Detection Kit, Abcam) inkubiert und anschlielend
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden am Mikroskop
Imager M2 (Zeiss, Oberkochen) mit einem 10 x und einem 20 x Objektiv (Zeiss, Oberkochen)
durchgefiihrt. Das Mikroskop war mit einer Lichtquelle HXP 120C (Pulch und Lorenz, March)
ausgestattet. Die Fluoreszensbilder wurden mit der Kamera (Zeiss, Axiocam MRn)
aufgenommen. Nach Anregung mit monochromatischem Licht der Wellenlange (Cytocalcein:
359 nm, Apopxin: 498 nm, 7-AAD: 550 nm) wurden blaue, griine und rote Fluoreszenssignale
mit den jeweiligen Filtern (DAPI: 461 nm, eGFP: 516 nm, Cy 3: 570 nm) der Firma AHF
Analysetechnik AG, Tlbingen, aufgenommen. Die Aufnahme, Bearbeitung und Analyse der
Bilder erfolgte mit den Programmen Axio Vision (Zeiss, Oberkochen), Zen (Zeiss, Oberkochen)
und Imaged (NIH, Bethesda, USA). Die nachfolgende Tabelle 4 gibt Auskunft Uber die

Zuordnung der Fluoreszenzemissionen zum Zellstatus.
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Tabelle 4: Signalgebung Apoptose / Nekrose-Assay

Farbstoff Fluoreszenz apoptotische nekrotische lebende Zelle
(Ex / Em) Zelle Zelle
Apopxin Griin ja nein nein
(498 nm /516 nm)
7-AAD Rot ja ja nein
(550 nm /570 nm) (Endstadium)
Cytocalcein Blau nein nein ja

(359 nm /461 nm)

3.2.5.7 Immunzytochemie

200.000 Trophoblasten wurden wie in 3.2.5.3 und 3.2.5.6 kultiviert. Nach 72 h oder 120 h
wurde das Medium entfernt und die Zellen mit PBS (3.1.2.2) gewaschen. Danach wurden die
Trophoblasten mit 4 % Paraformaldehyd fur 15 min bei RT fixiert. Die Zellen wurden viermal
mit 1 ml PBS gewaschen und anschlieflend mit 1 ml Permeabilisierungslésung (3.1.2.2) fir 15
min bei Raumtemperatur permeabilisiert. Nach viermaligem Waschen mit PBS, Inkubation in
1 ml Blockierungslésung (3.1.2.2) fir 60 min bei RT und erneutem viermaligem Waschen
wurden die Trophoblasten in Erstantikdrperlésung (3.1.2.2, 3.1.3) Uber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Die Zellen wurden funfmal mit PBS gewaschen und in Zweitantikdrperlésung
(3.1.2.2, 3.1.3) fur 60 min bei RT in Dunkelheit inkubiert, finfmal gewaschen und fir 30 min
bei RT getrocknet. Nun wurden die Glasplattchen auf Objekttrager in Immu-Mount
(ThermoScientific™) oder Vector Shield (Vector Laboratories, Burlingame) eingebettet und fir
30 min getrocknet. Die Objekttrager wurden im Dunkeln bei 4 °C verwahrt.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wurden wie unter (3.2.5.6) beschrieben hergestellt

und ausgewertet.

3.2.5.8 Ca*-lmaging

Zur Messung der relativen Anderung der intrazellularen Ca?* - Konzentration wurden 200.000
isolierte primare Trophoblasten Zellen (3.2.5.1) pro Zellkulturschale (Falcon, & = 3 cm) mit
einem Glasplattchen (& = 2,5 cm, Orsa'®) ausgesat und bei 37°C und 5 % CO- fiir 48 h in
Zellkulturmedium inkubiert. Nach 24 h wurden die Zellen einmalig mit Medium gewaschen.
Nach 48 h wurden die Zellen fir 30 min in Medium mit 5 uM Fura-2-acetoxymethylesther (Fura-
2-AM) beladen (37 °C, dunkel, 5 % CO,). Dabei diffundiert das membrangangige Fura-2-AM
in die Zelle und wird durch intrazelluldre Esterasen zur Fura-2 hydrolysiert, welches sich im
Zytosol der Trophoblasten anreichert. AnschlieRend wurden die Glasplattchen dreimal mit
Fura-Puffer (3.1.2.5) gewaschen, in den Objekttrager des Mikroskops (Axiovert S100, Zeiss)
eingesetzt und mit 300 pul Fura-Puffer beschichtet. Die beladenen Zellen wurden durch die
Anregung des Fura-2-Farbstoffs mit 360 nm sichtbar gemacht und markiert. Die Messung der

Emission bei 510 nm erfolgte nach alternierender Exzitation mit Licht der Wellenlangen 340
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nm und 380 nm fiir 30 ms einmal pro s. Die Messung der basalen Ca®"-Konzentration der
Trophoblasten erfolgte Uber 60 Sekunden bei Raumtemperatur unter Verwendung eines 20 x
Objektives (Zeiss), einer CCD-Kamera SensiCam (PCO, Kelheim) und der TillVision Software.

3.2.6 Proteinbiochemie

3.2.6.1 Herstellung von RIPA-Lysat

Je eine Plazenta, ein Uterus, eine Eihiille oder 10° Trophoblasten wurden in 300 pl, 600 pl,
200 pl oder 350 ul RIPA-Puffer mit Proteaseinhibitoren aufgenommen. Gewebe wurden durch
einen Ultra-Turrax (Kinetamica AG Polytron PT 1200) mechanisch aufgeschlossen und mithilfe
einer Kanule (27G) geschert. Gewebe und Zellen wurden fir 45 min bei 4 °C auf einem
Rollenschuttler inkubiert, anschliefend wurde das Lysat bei 86.000 g und 4 °C fur 45 min
zentrifugiert und der Uberstand entnommen (Beckmann Coulter Optima™ MAX-E
Ultrazentrifuge). Das Proteinlysat wurde 1 : 1 mit 2x Lammlipuffer verdinnt, Ultraschall
behandelt (5 x 1 s, 31%, Bandelin Sonoplus HD2200, Bandelin Electronic, Berlin), 20 min bei
60 °C inkubiert und bei -20 C° weggefroren.

3.2.6.2 Proteinbestimmung (BCA-Assay)

Die Proteinkonzentration wurde mithilfe der BCA-Methode bestimmt (Smith et al. 1985). Es
wurde das Pierce BCA Protein Assay Kit verwendet. 5 ul RIPA-Lysat (3.2.6.1) wurden mit
Wasser 1:200, 1:400 und 1:800 verdinnt. Eine Eichreihe mit (0, 20, 40, 60, 80, 100 pg / pl
BSA) erlaubte die Berechnung der Proteinkonzentration. Verdinnungen und Eichlésungen
wurden als Dublikate hergestellt. Von allen Verdiinnungen wurden je 50 pl in ein Eppendorf-
Reaktionsgefal tberfiihrt und mit je 300 pl BCA-Lésung (Pierce™ BCA Protein Assay Kit)
vereinigt und fur 30 min bei 60°C inkubiert. Anschie3end wurden 300 pul pro Probe in eine
Mikrotiterplatte Gberfihrt und die Extinktion bei 562 nm photometrisch bestimmt (Tecan Infinite
M200).

3.2.6.3 Immunprazipitation

Fir jede Immunprazipitation wurden 60 ul Suspension magnetischer Protein A gekoppelter
Partikel (Invitrogen, Dynabeads™) mithilfe eines Magneten zweimal mit je 500 ul RIPA-Puffer
gewaschen. AnschlieRend wurden die magnetischen Beads in 300 ul RIPA-Puffer mit 10 pg
Antikdrper (3.1.3) fir 30 min bei RT in einem Drehschdttler inkubiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die magnetischen Beads dreimal mit je 500 ul RIPA Puffer gewaschen, mit
RIPA-Lysat mit 10 mg Protein beladen und tuber Nacht bei 4 °C inkubiert und dann viermal mit

RIPA-Puffer gewaschen. Immunkomplexe wurden schlieBlich nach Zugabe von 50 ul 2x
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Lammli-Puffer bei 60 °C fur 20 min denaturiert und mit Ultraschall (5 x 1 s, 31 %) behandelt
(Bandelin Sonoplus HD2200, Bandelin Electronic, Berlin).

3.2.6.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Es wurden Bis-Tris-Gradientengele (NUPAGE) mit einer Acrylamidkonzentration von 4 % bis
12 % in Kombination mit einem MOPS-Puffer (Novex, NUPAGE) als Laufpuffer zur Trennung
der Proteine verwendet. Die Gelelektrophorese wurde zuerst fir 15 min bei einer Spannung
von 80 V und anschlieBend bis zur gewlnschten Trennung der Proteine bei 180 V
durchgefihrt.

3.2.6.5 Western-Blot

In Bis-Tris-Gelen getrennte Proteine wurden in einer Blotting-Kammer (Bio-Rad) unter
Verwendung des Blotting-Puffers (3.1.2.2) durch 350 mA Strom fur 1,5 h auf eine
Nitrocellulosemembran (BioRad) transferiert. Proteine wurden fir 10 min mit Ponceau-Rot
gefarbt und Uberschissiges Farbreagenz wurde mit H.O entfernt. Die Membran wurde
anschlieend in Blocking-Puffer (3.1.2.2) 1 h bei RT inkubiert. Danach wurde die Membran fir
wenige s mit 1x TBS gewaschen und anschlieRend mit 10 ml Erstantikérperldsung (3.1.3) bei
4 °C Uber Nacht inkubiert. Die Zweitantikdrperinkubation (3.1.3) wurde fur 1 h bei RT
durchgefiihrt Der Western Blot wurde dreimal fir jeweils 10 min bei Raumtemperatur mit 1x
TBS gewaschen und dann fir eine Minute mit Western Lightning Chemiluminescence Reagent
Plus (PerkinElmer, Waltham, USA) inkubiert. Die Chemilumineszenz wurde anschlieRend
mithilfe des LAS 3000 Imager (Fujifilm, Nikkei, Japan) fur 15 sec, 1 min, 5 min und 60 min
detektiert. Um einen Western Blot erneut mit einem anderen Antikdrper zu inkubieren, wurde
der Blot zunachst viermal fir jeweils 5 min bei Raumtemperatur mit 1x TBS gewaschen. Die
gebundenen Antikdrper wurden durch 30 min (50 °C) Inkubation im Stripping-Puffer (3.1.2.2)

entfernt.

3.2.6.6 Fibronektin-Hydrolyse-Assay

Die proteolytische Aktivitat von Plazentalysaten wurde durch Hydrolyse von Fibronektin
quantififiziert. Dazu wurden RIPA-Lysate von Plazenten ohne Proteaseinhibitoren hergestellt
(3.2.6.1) und ihre Proteinkonzentration bestimmt (3.2.6.2). 2,5 ug Fibronektin und 100 ug
RIPA-Lysat wurden bei bei 37 °C fur 1h inkubiert und durch die Zugabe 2x Lammlipuffer
gestoppt. Die Proben wurden bei 60 °C fir 20 min denaturiert und mittels Westernblot (3.2.6.5)
analysiert (Winter et al., 2020).
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3.2.7 Massenspektrometrie

3.2.7.1 Probenvorbereitung

Massenspektrometrische Analysen wurden von RIPA-Proteinlysaten nach vorheriger
Proteinbestimmung (3.2.6.2) oder von Eluaten der Immunprazipitationen (3.2.6.3)
durchgefihrt. Dazu wurden 100 oder 120 pg Protein oder 25 ul des Eluates
Immunprazipitationsansatzes gelelektrophoretisch getrennt (3.2.6.4). Die Proteine wurden im
Gel mit Fixierungspuffer (3.1.2.3) fur 1 h bei RT fixiert und dreimal fur jeweils 10 min mit
destilliertem Wasser gewaschen. Die Proteine wurden mithilfe von Blue Silver Farbelésung
(3.1.2.3) fur maximal 20 min bei RT gefarbt. AnschlieRend wurde das Gel mit destiliertem
Wasser unter konstantem Schutteln nach Bedarf entfarbt. Das Gel wurde eingescannt,
digitalisiert und dokumentiert. Die gefarbten Gele wurden in Abhangigkeit der Laufstrecke in 4
bis 16 gleich groRe Banden geschnitten. Die Gelstlicke wurden fir 10 min unter konstantem
Schitteln mit jeweils 0,5 ml Lésung A (3.1.2.3) inkubiert. Der Uberstand wurde entfernt und
die Banden wurden fir 10 min mit 0,5 ml Lésung B (3.1.2.3) gewaschen. Das alternierende
Waschen wurde einmal wiederholt. Danach wurden die Gelstiicke fir 30 min bei 56 °C mit je
0,5 ml DTT-L6sung (3.1.2.3) inkubiert, wodurch die Disufidbriickenbindungen der Proteine
reduziert wurden. AnschlieRend wurde der Uberstand entfernt und die Banden fiir 30 min mit
je 0,5 ml IAA-L6ésung (3.1.2.3) versetzt und im Dunkeln bei RT inkubiert, wodurch die freien
Thiolgruppen der Cysteinreste alkyliert wurden. Der Uberstand wurde entfernt, die Proben
zweimal abwechselnd mit je 0,5 ml Ldsung A und 0,5 ml Lésung B und fir 10 min mit je 0,5 ml
Acetonitril gewaschen. Die Gelstlicke wurden in einer Vakuumzentrifuge (Savant SpeedVac
Plus) bei 40 °C getrocknet. Die tryptische Hydrolyse der Proteine erfolgte nach Zugabe von 25
ul Trypsin (Promega, V5111) (3.1.2.3) bei 37 °C Uber Nacht. Am nachsten Tag wurden die
Proben zentrifugiert und mit 25 pl Extraktionspuffer (3.1.2.3) fur 15 min im Ultraschallbad bei
RT inkubiert. Der Uberstand wurde entnommen, in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt und
der Extraktionsschritt ein weiteres Mal wiederholt. Die Uberstande wurden vereinigt in der
Vakuumzentrifuge (Savant SpeedVac Plus) bei 40 °C getrocknet. Die extrahierten Peptide
wurden mit 20 pl 0,1 % Ameisensaure versetzt und im Ultraschallbad (15 min) gelést. Die
Peptidldsung wurden anschliefiend bei 13,500 x g fir 5 min zentrifugiert, um Schwebstoffe zu
sedimentieren. 19 ul des Probenvolumens wurde in ein Autosampler geeignetes Glas-Gefaf
mit 0,2 ml Einsatz (Macherey-Nagel GmbH, Diren, Deutschland) uberfihrt und mit einem
Septum verschlossen. Die Proben wurden entweder direkt zur massenspektrometrischen

Analyse verwendet oder bei -20 °C gelagert.

35



3.2.7.2 Massenspektrometrische Analyse

Die massenspektrometrische Analyse der peptidhaltigen Proben erfolgte nach
chromatographischer Trennung durch eine nano-UHPLC (ultra high pressure liquid
chromatography) Einheit und Elektrosprayionisation (ESI) durch mehrfache Fragmentierung
und Messung der Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse (m/z) der Peptidmutterionen und deren
Fragmente. Das hierzu verwendete System bestand aus einer Ultimate 3000RSLC nano-
UHPLC Einheit, dem Ultimate RS Autosampler und dem LTQ Orbitrap Velos Pro
Massenspektrometer (alle Gerate von ThermoScientific, Dreieich, Germany). Zur
chromatographischen Trennung der tryptischen Peptide wurde als stationare Phase eine
reversed phase (RP)-C18 Trennsaule (nano viper Acclaim PepMap capillary column, C18, 2
um, 75 um x 50 cm Dionex) mit Vorsaule (75 um x 2 cm, Acclaim PepMap100C18, 3 um,
Dionex) verwendet. Als mobile Phase dienten die beiden FlieRmittel A (0,1 % Ameisensaure,
wassrig) und B (90 % Acetonitril und 0,1 % Ameisensaure, organisch). 6 ul der Probe wurden
aus dem Glasgefaly enthnommen und bei einer Flussrate von 200 nl / min (96 % FlieRmittel A /
4 % FlieBmittel B) auf das Saulensystem geleitet. Die Peptide wurden anschlieRend durch eine
kontinuierliche Erhéhung des Anteils des organischen FlieRmittels B ihrer Polaritdt nach
getrennt und eluiert (Gradienteneluation). Es wurden in dieser Arbeit zwei unterschiedliche

Gradienten verwendet (Tabelle 5). AnschlieRend wurden die getrennten Peptide in der
Tabelle 5: Zur Trennung der tryptischen Peptide verwendete HPLC Gradienten.

Zeit (min) FlieBmittel FlieBmittel Zeit (min) FlieBmittel FlieBmittel

A (%) B (%) A (%) B (%)
6 h 94 min
Gradient Gradient
(Fluss: 0,2 (Fluss: 0,2
pl / min) pl / min)
0 96 4 0 96 4
4 96 4 4 96 4
320 45 55 60 45 55
327 10 90 67 10 90
329 10 90 69 10 90
330 50 50 70 50 50
333 50 50 73 50 50
334 10 90 74 10 90
339 10 90 78 10 90
340 96 4 79 96 4
360 96 4 94 96 4

Elektrospray-lonisationsquelle, ausgestattet mit einer Nano-Kapillare (PicoTipEmitter
SilicaTip™, 30 um, New Objective, Woburn, USA), bei einer Spannung von 2,2 kV, RT und
unter atmospharischem Druck ionisiert und in die Gasphase uberfuhrt. Die so erzeugten positiv
geladenen Mutterionen wurden unter Verwendung des positiven Messmodus in das

Massenspektrometer hinein beschleunigt und mittels TOP10 Methode analysiert. Dazu wurde
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zuerst ein MS-Spektrum der Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisse (m/z) der Mutterionen im
Bereich von 300 bis 1700 aufgenommen. Die 10 Mutterionen mit den starksten Signalen
(TOP10-Mutterionen) und einer Ladung von > 2 wurden anschlie3end fragmentiert (collision
induced dissociation, CID, normalisierte Kollisionsenergie 35 %, Stickstoff). Die resultierenden
Massen-zu-Ladungs-Verhaltnisse der Peptid-Fragmente wurden im Orbitrap-Analysator
bestimmt. Die Signale der 10 abundandesten Peptide (TOP10-Mutterionen) wurden daraufhin
fur 30 s nicht gemessen, aus den restlichen Signalen wurden erneut die aktuellen TOP10-

Mutterionen ermittelt und der Analyseprozess begann von vorne.

3.2.7.3 Analyse der massenspektrometrischen Rohdaten

Die Analyse der massenspektrometrisch erzeugten Rohdaten erfolgte mit der Software
Proteome Discoverer 1.4 (ThermoScientific). Hierzu wurden die Rohdaten in das Programm
Proteom Discoverer (ThermoScientific) geladen und mit dem Mascot-Algorithmus (Version
2.4.0) analysiert. Hierbei wurden die in Tabelle 6 aufgefiihrten dynamischen und statischen
Proteinmodifikationen angenommen. Die durch die Mascot-Analyse erzeugten Ergebnisfiles
(dat.files) wurden in das Programm Scaffold 4 (Proteome Software Inc., USA) hochgeladen.
Entstanden wahrend der Analyse mit dem Proteomediscoverer mehrere einzelne dat files, die
zu einer Probe gehorten, wurden diese mittels multidimensionaler
Proteinidentifikationstechnologie (MudPIT)-Verfahren im Programm Scaffold wieder vereinigt
und analysiert. Im Programm Scaffold betrug die Signifikanzgrenze fiir Proteine 95 % und fir
Peptide 90 %. Die Massentoleranz fir Mutterionen und Fragmente war auf 7 ppm und 0,5 Da
begrenzt. Mindestens 2 spezifische Peptide eines Proteins mussten detektiert werden, damit
ein Protein als identifiziert galt. Die ,false discovery rate“ (FDR) lag im Programm Proteome
Discoverer bei maximal 5 % und 1 % fur Proteine und Peptide. Die Abbildungen der Vulcano-
Blots wurden mit der Scaffold Software erstellt, alle Venn Diagramme mit mehr als zwei zu
vergleichenden Proben wurden mit dem Webtool ,Bioinformatics and Evolutionary Genomics

Venn diagram“ der Universitat Gent generiert.

Tabelle 6: Einstellungen und Parameter der Software Proteom Discoverer 1.4

Referenzdatenbank Swissprot 2018
Taxonomie Mouse
Enzym Trypsin
Maximal Ubersehene Schnittstellen 2
Dynamische Modifikationen Deamidierung (N, Q), Oxidation (M),
Acetylierung (K)
Statische Modifikationen Carbamidomethylierung (C)
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3.2.8 Elektrophysiologische Messung des transepithelialen Widerstandes (TER) der
murinen Eihiille (Ussing-Kammer)

Ein quadratisches Stiick (ca. 4 x4 mm) der Eihille (3.2.2) wurde in einem Halter (Physiological
Instruments, Easy Mount, 0,031 cm?) fixiert und in die Ussing Kammer (Physiologic
Instruments, Easy Mount) eingefihrt. Beide Seiten der Kammer wurden mit jeweils 3 ml
Krebspuffer (3.1.2.4) befillt und das System wurde fir 10 min bei 37 °C &quilibriert. Danach
wurde die Potentialdifferenz auf 0 mV geklemmt. Anschlielend wurde der TER mittels
Pulsverfahren gemessen. Dazu wurde die Membran mit einem Spannungspuls von 2 mV fir
5 ms elektrisch geladen und der Entladestrom gemessen. Zur Messung des Einflusses eines
TRPV6-Antagonisten auf den transepithelialen Widerstand der Eihille wurden nach der
Aquilibrierungsphase je 30 ul einer Antagonistenldsung (5 mM in DMSO) auf beide
Kammerseiten gegeben (Endkonzentration 50 pM). Nach 10 und 20 min wurde der
transepitheliale Widerstand bestimmt. Zur Kontrolle wurde das gleiche Experiment mit 30 pl
DMSO mit einer zweiten Eihulle durchgefiihrt. Um die Calciumabhangigkeit zu untersuchen,
wurde nach der Aquilibrierungsphase freies Ca** durch Zugabe von 30 pl 0,5 M EDTA

gebunden und der TER nach weiteren 20 min bestimmt.

3.2.9 Datenverarbeitung und Statistik

Die Auswertung, Darstellung und statistische Analyse der Daten wurde mit dem Programm
Graph Pad Prism 3.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA) durchgefiihrt. Bei zwei zu
vergleichenden Gruppen wurde der Student’s-t-Test fir zwei unabhangige Stichproben, beim
Vergleich mehrerer Gruppen eine One-way ANOVA Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur
durchgefuhrt. Bei den statistischen Tests galt ein p-Wert von > 0,05 als nicht signifikant (ns),
Werte von p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)und p <0,001 (***) wurden als signifikant eingestuft. Die
Abbildungen wurden mit den Programmen Microsoft PowerPoint (Version 2019) und
CorelDRAW X7 (Corel, Ottawa, Kanada) angefertigt.
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4 Ergebnisse

4.1 Vorkommen und Funktion von TRPV6 in Plazenta und plazentaren Trophoblasten
am Tag E13,5

4.1.1 Untersuchungen der murinen Plazenta

4.1.1.1 Nachweis von TRPV6 in der Plazenta

Zum Nachweis von TRPV6 in muriner Plazenta wurden mindestens drei Plazenten von WT-
Tieren am Tag 13,5 der Schwangerschaft entnommen (3.2.2), das Gewebe wurde lysiert
(3.2.6.1) und es wurde eine Immunprazipitation mit einem TRPV6-spezifischen, polyklonalen
Antikérper aus Kaninchen (AK429) durchgefihrt (3.2.6.3). AnschlieBend wurden die
Immunprazipitate mittels Western-Blot-Analyse und Massenspektrometrie untersucht. (Abb.

10). Im Western-Blot (Abb. 10, A) konnten starke Signale immunprazipitierter Proteine (IP)

A A(-Q Q}{\@ @ B 1 MGPLQREDRP ALGGANVAPG SSPVGVWHQP QPPKEPAFHP MGWSLPKEKG
Q \ro'" Q}‘ 51 LILCLWNKFC RWFHRQESWA QSRDEQNLLQ QKRIWESPLL LAAKENDVQA

\l*&q. + &Q Q\'b/\’ 101 LSKLLKFEGC EVHQRGAMGE TALHIAALYD NLEAAMVLME AAPELVFEPM

Q{o Q{(/ \(\Q \Q 151 TSELYEGQTA LHIAVINQNV NLVRALLARG ASVSARATGS VFHYRPHNLI

201 YYGEHPLSFA ACVGSEEIVR LLIEHGADIR AQDSLGNTVL HILILQPNKT

kDa TRPV6 251 FACQMYNLLL SYDGGDHLKS LELVPNNQGL TPFKLAGVEG NIVMFQHLMQ
%28 : (Oligomere) 301 KRKHIQWTYG PLTSTLYDLT EIDSSGDDQS LLELIVTTKK REARQILDQT
100 - 351 PVKELVSLKW KRYGRPYFCV LGAIYVLYII CETMCCVYRP LKPRITNRTN
75 - ; TRPV6 401 PRDNTLMQQK LLQEAYVTPK DDLRLVGELV SIVGAVIILL VEIPDIFRLG
(Monomere) 451 VTRFFGQTIL GGPFHVIIIT YAFMVLVTIMV MRLTNVDGEV VPMSFALVLG

50 - p— 501 WCNVMYFARG FQMLGPFTIM IQKMIFGDLM RFCWLMAVVI LGFASAFYIIL
551 FQTEDPDELG HFYDYPMALF STFELFLTII DGPANYDVDL PFMYSVTYAA

37 - 601 FAIIATLLML NLLIAMMGDT HWRVAHERDE LWRAQVVATT VMLERKLPRC

651 LWPRSGICGR EYGLGDRWFL RVEDRQDLNR QRIRRYAQAF QQQODGLYSED
701 LEKDSGEKLE TARPFGAYLS FPTPSVSRST SRSSTNWERL RQGALRKDLR
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Abbildung 10: Nachweis des TRPV6-Proteins in der Plazenta (E13,5) von WT-Mausen nach
Immunprazipitation mittels Western-Blot und massenspektrometrischer Analyse.

A. Western-Blot Analyse von Proteinlysaten aus TRPV6-transfizierten HEK-Zellen (Positivkontrolle),
nicht transfizierten HEK-Zellen (Negativkontrolle), RIPA-Lysat von WT-Plazenten (Inputkontrolle) und
der TRPV6-Immunprazipitation (IP) aus WT-Plazenten. B. Massenspektrometrischer Nachweis des
TRPV6-Proteins nach Immunprazipitation aus WT-Plazenten (E13,5). Die Lage der identifizierten,
tryptischen TRPV6-Peptide ist in der Proteinsequenz von murinem TRPV6 rot hervorgehoben.

von = 75 kDa, = 150 kDa und grofer 250 kDa detektiert werden, welche auch in mTRPV6
uberexprimierenden HEK293 (HEK)-Zellen nachweisbar waren. Die Kontrolle (HEK-Zellen)
und Plazentalysate vor Immunprazipitation (Input) zeigten hingegen keine Signale.
Offensichtlich wird im Vergleich zu TRPV6-iberexprimierenden HEK293-Zellen TRPV6 in
Zellen der Plazenta nur schwach exprimiert und erst durch Anreicherung mithilfe von
Immunprazipitation nachweisbar. Die unterschiedlichen Massen der nachgewiesenen
Proteine kdnnten TRPV6-Monomeren (rechnerische molekulare Masse 87,3 kDa) und TRPV6-
Oligomeren entsprechen. Die massenspektrometrische Analyse der Immunprazipitate zeigte
mehrere tryptische TRPV6-Peptide (Abb. 10, B). Diese Peptide deckten 20 % der TRPV6-
Aminosauresequenz ab. Im RIPA-Lysat der Plazenten ohne vorherige Immunprazipitation

konnten hingegen keine TRPV6-Peptide nachgewiesen werden. Die massenspektrometrische
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Analyse bestatigte damit zweifelsfrei die Expression von TRPV6 in der Plazenta der Maus am
Tag E13,5.

41.1.2 TRPV6-abhidngige Veranderungen von Labyrinthzone und Chorionplatte
Wahrend des letzten Trimesters der Schwangerschaft kommt es aufgrund der beginnenden
Knochenmineralisierung des Embryos zu einem erhdhten Calciumbedarf (Comar and
Wasserman 1956). Gleichzeitig kommt es zu einer erhdhten Expression des Trpv6-Gens
(Suzuki et al. 2008). TRPV6-defiziente Embryonen, die in TRPV6-defizienten Mduttern
heranwachsen, sind signifikant kleiner und ihre Knochen sind weniger mineralisiert als WT-
Embryonen, die von WT-Muttern ausgetragen werden (Fecher-Trost et al. 2019), sodass sich
die Frage stellt, inwiefern TRPV6 in der Plazenta eine Rolle beim Calciumtransport spielt. Um
Hinweise zu finden, ob die Versorgung des Embryos direkt von der Aktivitdt des TRPV6-Kanals
abhangt oder inwiefern morphologische Veranderungen der Plazenta dabei eine Rolle spielen,
wurde die Flache der Chorionplatte von WT- und Trpv6”-Plazenten analysiert. Die
Chorionplatte entspricht der Flache des Plazentalabyrinths, welche mit dem intraplazentalen
Teil der Eihulle in Verbindung steht (Kaufmann 1998) und damit potentiell zur Versorgung des
Embryos beitragt.

Zur morphologischen Analyse wurden Embryonen am Tag E13,5 der Schwangerschaft
entnommen (Abb. 11, A, B), die Plazenten isoliert (3.2.2) und anschlie3end lichtmikroskopisch
photographiert (Abb. 11, C). Mithilfe des Computerprogramms Axio Vision (Zeiss) wurde die
Gesamtflache der Plazenta und die Flache der Chorionplatte bestimmt und zueinander ins
Verhaltnis gesetzt (Abb. 11, D). Der relative Flachenanteil der Chorionplatte im Verhaltnis zur
gesamten Flache der Plazenta war in Trpv6”-Plazenten (16,09 + 1,56 %) an Tag 13,5 der
Schwangerschaft im Vergleich zu Wildtyp-Plazenten (32,93 + 4,77 %) signifikant vergroRert
(Abb. 11, D), d.h. die Flache der intraplazentaren Eihille, Gber die Stoffe zwischen Mutter und
Fotus ausgetauscht werden kénnen, ist in Trpv6”-Plazenten vergroRert.

Die Labyrinthzone bildet die Kontaktfliche zwischen maternalem und fetalem Blutkreislauf,
Uber die der grolte Teil des Stoffaustausches zwischen Mutter und Fétus stattfindet. Die
Labyrinthzone ist in der Plazenta zwischen der Verbindungszone und dem intraplazentalen
Teil der Eihulle lokalisiert (Abb. 11, A, B). Zur Analyse der Labyrinthzone wurden Plazenten
am Tag 13,5 der Schwangerschaft enthommen (3.2.2), es wurden Kryoschnitte nach
Kawamoto hergestellt (3.2.4), mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt (3.2.4) und
lichtmikroskopisch abgebildet. In den gefarbten Schnitten ist zu erkennen, dass die
ungefarbten zellfreien Flachen in der Labyrinthzone von Trpv6”-Plazenten verglichen mit WT-
Plazenten grofRer erscheinen (Abb 12, A). Um dies quantitativ zu analysieren, wurden die
zuvor beschriebenen Bilder der Kryoschnitte der Labyrinthzone (zur Verfugung gestellt von

Frau Femke Lux) mit der Analysesoftware Axio Vision (Zeiss) untersucht. Dabei wurde die
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Abbildung 11: Morphologische Analyse der murinen Chorionplatte von WT- und Trpv6~-
Embryonen am Tag E13,5 der Schwangerschaft.

A. Lichtmikroskopische Aufnahme (links) und schematische Darstellung (rechts) eines Embryos mit
anhaftender Plazenta und umgebender Eihllle. B. Hamatoxylin/Eosin-gefarbter Kryoschnitt eines WT-
Embryos mit Eihllle und Plazenta (Sagittalebene). Die Lokalisation von Dezidua, Verbindungszone,
Labyrinthzone, Chorionplatte, Eihiille (intra- und extraplazentar) und Embryo sind durch schwarze Pfeile
gekennzeichnet und durch  schwarz-gestrichelte Linien getrennt. C. Reprasentative
Durchlichtaufnahmen von WT- und Trpv67-Plazenten. Die Flachen der Chorionplatten sind mit weil3-
gestrichelten Linien umrandet D. Mittelwerte (+SD) der relativen Flachen der Chorionplatten (im
Verhéltnis zur Flache der gesamten Plazenten) in sechs Plazenten aus drei WT- und Trpv67-Tieren.
Zweistichproben-t-Test mit Signifikanzniveau *** p < 0,001.
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nicht gefarbte, zellfreie Flache benutzt. Diese unterscheidet sich nicht signifikant in WT- und
Trpv6”-Plazenten (Abb. 12, B). Dagegen war die Anzahl geschlossener, nicht-gefarbter
Flachen in der Labyrinthzone von Trpv6”-Plazenten im Vergleich zu WT-Plazenten signifikant
erhoht (Abb. 12, C). Die durchschnittliche GroRe dieser Flachen war in Trpv6”-Plazenten
signifikant vergroRert (Abb. 12, D). Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass es zu
morphologischen Veranderungen der Labyrinthzone in Plazenten von Trpv6”-Tieren kommt
und diese signifikant groReren zellfreien Hohlraume aufweisen. Somit besitzen TRPV6-
defiziente Tiere eine reduzierte Kontaktflache innerhalb der Labyrinthzone, Uber die der

Stoffaustausch zwischen Mutter und Fétus erfolgen kann.
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Abbildung 12: Morphologische Analyse der murinen Labyrinthzone der Plazenta aus WT- und
Trpv6”-Mausen am Tag E13,5 der Schwangerschaft.

A. Reprasentative Hamatoxylin und Eosin gefarbte Durchlichtbilder von Kryoschnitten der
Labyrinthzonen aus WT- und Trpv6”-Plazenten (entnommen aus Winter et al. 2020). Geschlossene
nicht gefarbte Flachen sind beispielhaft mit roten Pfeilen markiert. B. Nicht gefarbte Gesamtflache pro
Bild, C. Anzahl der einzelnen geschlossenen nicht gefarbten Flachen, D. Durchschnittlichen
FlachengroRe geschlossener nicht gefarbter Flachen pro Bild. Angegeben sind jeweils die Mittelwerte
+SD von je 40 Kryoschnitten aus je 4 Embryonen von 2 Muttertieren. Signifikanzniveau ** p < 0,01; n.s.
nicht signifikant.
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4.1.1.3 Vergleichende Proteomanalyse von WT- und TRPV6-defizienten Plazenten

Zur vergleichenden Proteomanalyse zwischen WT- und Trpv6”-Plazenten wurden je drei
Plazenten pro Genotyp lysiert (3.2.6.1). AnschlieBend wurde eine Proteinbestimmung
durchgefihrt (3.2.6.2) und jeweils 120 ug Gesamtprotein der Plazenta-Lysate wurden
elektrophoretisch getrennt (3.2.6.4). Das Trenngel wurde in vier Streifen geschnitten und fir
die massenspektrometrische Analyse aufgearbeitet (3.2.7.1) Die Peptide wurden mittels eines
HPLC-Gradienten Uber 6 Stunden getrennt und massenspektrometrisch analysiert (1 Probe =
24 h Messzeit) (3.2.7.2). In der qualitativen Proteomanalyse (Abb. 13, A) konnten in WT-
Plazenten insgesamt 859 Proteine identifiziert werden, davon waren 388 Proteine in allen drei
WT-Proben nachweisbar. In Trpv6'/'-PIazenten wurden insgesamt 1719 Proteine identifiziert,
davon 503 Proteine in allen drei Proben dieses Genotyps. In beiden Genotypen zusammen
wurden insgesamt 1778 Proteine identifiziert (Abb. 13, B). Davon waren 59 Proteine
auschlieRlich in WT-Plazenten und 919 Proteine ausschlieBlich in Trpv6”-Plazenten
nachweisbar. 800 Proteine wurden in Proben beider Genotypen detektiert. Es wurden Proteine
aus dem Zytosol, der Plasmamembran und allen Organellen wie Nukleus, Mitochondrien,
endoplasmatisches Retikulum und Golgiapparat detektiert und es waren Proteine nahezu aller
Gene Ontology (GO)-Kategorien wie Metabolismus, Transport, Zelladhasion, extrazellulare
Matrix, lonentransport und Tight Junctions identifizierbar. Die Masse der identifizierten
Proteine lag im Bereich von 7 kDa bis 834 kDa. Somit bilden die identifizierten Proteine einen
reprasentativen Querschnitt aller zellularen Bestandteile des Gewebes ab. Die plazenta- bzw.
schwangerschafts-spezifischen Proteine wie das Schwangerschaftszonenprotein (PZP),
Schwangerschaft spezifisches Glykoprotein 22 (PSG22) und das Plazenta-exprimierte
Transkript 1 Protein (PLET1) wurden ebenfalls identifiziert.

Eine semiquantitative Analyse der identifizierten Proteine (Abb. 13, C) zeigte, dass 19 in
Trov6”-Plazenten und 5 in WT-Plazenten vermehrt vorkommen. Die Proteine Coronin-1C
(COR1C) und Granzym F (GRAF) waren in Trpv6”-Plazenten am stérksten angereichert.
COR1C ist an der Organisation des Zytoskeletts und der Zellmigration beteiligt (Williamson et
al. 2014, Williamson et al. 2015, Behrens et al. 2016). Bei Granzym F handelt es sich um eine
Serinprotease. Granzyme C und G (GRAC, GRAG) konnten ebenfalls detektiert werden,
unterschieden sich aber in ihrer relativen Menge nicht signifikant zwischen den beiden
Genotypen. Eine weitere Funktion der Granzyme besteht darin, die extrazellulare Matrix
umzustrukturieren (Buzza et al. 2005), jedoch erschien das extrazellulare Matrixprotein
Fibronektin (FINC) zwischen WT- und Trpv6”-Plazenten unverandert. Die Proteine Alpha-1-
antitrypsin 1-5 (A1AT5) und zona pellucida-like domain-containing protein 1 (CUZD1) waren

in Trov6”-Plazenten am starksten reduziert. Bei A1AT5 handelt es sich um einen
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Serinprotease-Inhibitor und CUZD1 ist ebenfalls in Prozesse wie Zelladhdsion und
Proliferation involviert (Kasik 1998).
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Abbildung 13: Massenspektrometrische Proteomanalyse der murinen Plazenta am Tag 13,5 der
Schwangerschaft von WT- und Trpv6” ‘Mausen.
A. Venn-Diagramm identifizierter Proteine (Anzahl in Klammern) in einzelnen WT- und Trpv6”-
Plazenten. B. Venn-Diagramm identifizierter Proteine in je drei WT- und Trpv67-Plazenten. C. Vulcano-
Blot aller in je drei Plazenten identifizierten Proteine. Proteine unveranderter Menge unterhalb des
Signifikanzniveaus (rote Linie) sind grau, andere griin gekennzeichnet. Die Namen einzelner Proteine

sind als SwissProt-Kennung angegeben.
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4.1.1.4 Die proteolytische Aktivitat ist in TRPV6-defizienten Plazenten erh6ht

Eine erhdhte Expression der Serinprotease Granzym F und eine reduzierte Menge des
Proteaseinhibitors A1AT5 deuten darauf hin, dass die proteolytische Aktivitdt in TRPV6-
defizienten Plazenten erhoht sein kénnte. Daher wurde ein Fibronektin-Hydrolyse-Assay
durchgefiihrt. RIPA-Lysate (3.2.6.1) von WT- und Trpv6”-Plazenten wurden mit Fibronektin
als Substrat inkubiert und anschlie3end proteolytisch erzeugte Fragmente mittels Western-
Blot analysiert (Abb. 14, A, B). Im Lysat von Trpv6”-Plazenten konnten signifikant mehr
Fibronektin-Abbauprodukte (55 kDa) detektiert werden (Abb. 14, C). Dies bestatigt, dass die
proteolytische Aktivitat in TRPV6-defizienten Plazenten signifikant erhoht ist. Dies kdnnte die
morphologischen Veranderungen in der Labyrinthzone (4.1.1.2) und den reduzierten Ca?-

Transport in Trpv6”-Plazenten erklaren (Fecher-Trost et al. 2019).
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Abbildung 14: Analyse der proteolytischen Aktivitat in WT- und Trpv6”-Plazenten (E13,5)
(entnommen aus Winter et al. 2020).

A, Western-Blot mit einem Anti-Fibronektin-Antikérper von Fibronektin vor (-) und nach (+) Hydrolyse
mit Trypsin. B. Western-Blot mit einem Anti-Fibronektin-Antikérper (oben) in Abwesenheit (-) oder
Gegenwart (+) von Fibronektin und RIPA-Lysaten aus WT- oder Trpv6”-Plazenten. Nach Entfernung
der Antikérper durch Strippen (3.2.6.5) wurde der Blot zur Kontrolle mit Anti-B-Actin-Antikorpern
inkubiert (unten). C. Densitometrische Auswertung der exemplarisch in B gezeigten Signale von 55
kDa-Fibronektinabbauprodukten, normalisiert auf die Kontrollbanden des [3-Actins (n=3). Die Abbildung
zeigt Mittelwerte + SD (** p < 0,01).

4.1.2 Untersuchung von primédren Trophoblasten

Trophoblasten bilden den gréRten Teil der Labyrinthzone und steuern als Kontaktflache
zwischen maternalem und fetalem Blutkreislauf den Stoffaustausch zwischen Mutter und
Fetus. Eine TRPV6-abhangige Expression von Proteasen in Trophoblasten konnte also die
Struktur der Labyrinthzone und somit den Stofftransport von der Mutter zum Embryo

beeinflussen.
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4.1.21 Charakterisierung von primaren Trophoblasten aus Mausplazenta

Primare Trophoblasten aus Mausplazenta wurden nach 3 Tagen in Kultur mithilfe von
Antikérpern gegen die trophoblastenspezifischen Markerproteine Dysferlin, Cytokeratin 7 und
GCM1 (3.2.5.1) immunzytochemisch analysiert (3.2.5.7; Abb. 15). Nahezu alle Zellen zeigten
Fluoreszenzsignale aller drei Markerproteine und kénnen somit als primare Trophoblasten

betrachtet werden.
Dysferlin Cytokeratin 7 GCM1

Abbildung 15: Immunzytochemischer Nachweis von trophoblasten-spezifischen Markerproteinen
in isolierten WT-Trophoblasten.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen am Tag 3 in Zellkultur nach immunzytochemischer Farbung
der Markerproteine Dysferlin, Cytokeratin 7 und GCM1 und Zellkernfarbung mit DAPI (blau).

4.1.2.2 Nachweis von TRPV6 in primaren Trophoblasten

Zum Nachweis von TRPVG6 in primaren Trophoblasten wurden 6 - 30 Plazenten von WT-Tieren
am Tag 13,5 der Schwangerschaft entnommen (3.2.2). Die primaren Trophoblasten wurden
isoliert (3.2.5.1) und lysiert (3.2.6.1). Wie unter 4.1.1.1 beschrieben, wurde TRPV6
immunprazipitiert und mittels Western-Blot und massenspektrometrischer Analyse untersucht
(Abb. 16, A, B). Im Unterschied zu nicht-transfizierten HEK-Zellen und Trophoblasten vor
Immunprazipitation (Input) konnten sowohl mTRPV6-uberexprimierenden HEK-Zellen als
auch Trophoblasten nach Immunprazipitation Proteine einer GroRe von ~ 80 kDa, die der
rechnerischen GréRe von TRPV6 entspricht (Abb. 16, A). Zusatzlich identifizierte Proteine
einer Grole > 250 kDa kdnnten TRPV6-Oligemere darstellen. Dieses Ergebnis wurde durch
die massenspektrometrische Analyse immunprazipitierter TRPV6-Peptide bestatigt (Abb. 16,
B). Die TRPV6-Aminosauresequenzabdeckung dieser Peptide betrug 27 %. Sowohl Western-
Blot als auch Massenspektrometrie zeigten somit die Expression von TRPV6 in Trophoblasten
am Tag E13,5. Zur unabhangigen Bestatigung dieses Ergebnisses wurden Trophoblasten aus
Plazenten der Mauslinie Trpv6-IC/eRosa26-tGFP untersucht, in welchen die Aktivitat des
TRPV6-Promotors durch Expression des grin-fluoreszierenden Reporterproteins GFP
sichtbar wurde (Abb. 16, C). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des Western-Blots und
der massenspektrometrischen Analyse zeigten Trophoblasten dieser Mauslinie im

Unterschied zum WT eine grune Fluoreszenz
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Abbildung 16: Nachweis des TRPV6-Proteins in isolierten Trophoblasten (E13,5) von WT-Mausen.
A. Western-Blot von TRPV6 aus TRPVG6-transfizierten HEK-Zellen, nicht transfizierte HEK-Zellen,
Trophoblasten vor (Input) und nach Immunpréazipitation (IP) mit Anti-TRPV6-Antikdrper 429. B.
Massenspektrometrische Analyse nach Immunprazipitation. Identifizierte, tryptische Peptide sind in der
TRPV6-Aminosauresequenz rot hervorgehoben. C. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der
grinen Fluoreszenz des GFP-Reporterproteins aus isolierten Trophoblasten von Trpv6-IC/eRosa26-
tGFP-Tieren nach Zellkernfarbung mit DAPI (blau). Als Kontrolle dienten DAPI-gefarbte Trophoblasten
aus WT-Mausen.

4.1.2.3 Einfluss von Ca* auf Wachstum und Zellmorphologie von Trophoblasten der
Maus

Der Einfluss der extrazellularen Ca?*-Konzentration auf das Wachstum und die
Zellmorphologie von Trophoblasten wurde durch Vergleich primarer Trophoblasten aus WT-
und Trpv6”-Mausen untersucht. Zellen wurden in 1,5 mM oder 0,1 mM Ca?®* kultiviert, taglich
mit Eosin und Azur gefarbt und lichtmikroskopisch analysiert (Abb. 17, A). in Gegenwart von
1,5 mM Ca*" war bereits am dritten Tag in Kultur deutlich zu erkennen, dass sich Trpv6”-
Trophoblasten schlechter vernetzen (Abb. 17, A) und es zeigte sich eine gréfRere Zahl
einzelner (isolierter) Zellen (Abb. 17, B). Die Morphologie der Zellen unterschied sich dagegen
nicht. Sowohl ihre Zellflache (Abb. 17, C) als auch die Zahl spindelartiger Zellen (Abb. 17, D)

war gleich. In niedriger (0,1 mM) Ca?-Konzentration wuchsen Trpv6”-Trophoblasten
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signifikant besser (Abb. 17, E). Die Daten zeigten, dass die extrazellulare Ca**-Konzentration
das Wachstum und die Zellmorphologie von WT- und TRPV6-defizienten Trophoblasten in
unterschiedlicher Weise beeinflusst.
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Abbildung 17: Bildunterschrift siehe nachste Seite.
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Abbildung 17: Analyse des Wachstums und der Zellmorphologie von isolierten priméren
Trophoblasten in Zellkultur aus Plazenten (E13,5) von WT- und Trpv6/--Mausen.

A. Hamatoxylin/Azur-Farbung primarer Wildtyp- (WT) und Trpv6”-Trophoblasten an 7 Tagen nach
Inkulturnahme in 1,5 mM oder 0,1mM Ca?*. B. Anzahl isolierter Trophoblasten (3.Tag, 1,5 mM Ca?*),
C. Zellflache normiert auf die Anzahl der Zellkerne (3. Tag, 1,5 mM Ca?*), D. die Anzahl der Zellen mit
spindelférmiger Morphologie (3. Tag, 1,5 mM Ca?") und E. der Zellzahl (7. Tag, 0,1 mM Ca?),
Zweistichproben-t-Test fiir unabhangige Stichproben, Signifikanzniveau n.s. nicht signifikant dargestellt
als Mittelwert + SD.

4.1.2.4 TRPV6 beeinflusst das Migrationsverhalten primérer Trophoblasten nicht

Verschiedene Trophoblastensubtypen (z.B. SpaTGC) sind wahrend der Schwangerschaft am
Remodelling der Spiralarterien beteiligt und besitzen die Fahigkeit zu migrieren und das
umliegende uterine Gewebe zu infiltrieren. Der Einfluss von TRPV6 auf das
Migrationsverhalten wurde in einem Transwell Migration Assay (3.2.5.4) mit isolierten WT-,
Trpv6”- und Trpv6™ ™ Trophoblasten untersucht (Abb. 17). Wahrend Trpv6”-Zellen kein
TRPV6-Protein bilden, entsteht in Trov6™™-Trophoblasten ein als lonenkanal funktionsloses
TRPV6-Protein (Weissgerber et al. 2011, Weissgerber et al. 2012). Isolierte Trophoblasten
wurden in definierter Zahl (3.2.5.1) auf der Membran einer Migrationskammer ausgesat, fur 48
Stunden inkubiert und migrierte Zellen wurden nach Eosin/ Azur-Farbung (3.2.5.2) und
lichtmikroskopisch analysiert (Abb. 18, A). Die Migration von Trpv6”-Trophoblasten war nicht
signifikant verandert (Abb. 18, B), ebenso wie das Migrationsverhalten von Trpv6™™-
Trophoblasten (Abb. 18, C). Offensichtlich beeinflussen weder der TRPV6-abhangige Ca*'-
loneneinstrom noch das als lonenkanal funktionslose TRPV6-Protein das Migrationsverhalten

von Trophoblasten.
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Abbildung 18: Migrationsverhalten von isolierten primaren Trophoblasten aus Plazenta an Tag
13,5 der Schwangerschaft von WT-, Trpv6”- und Trpv6™’™-Mausen.

A. Durchlichtbild einer ausgeschnittenen Membran aus einem Einsatz fir den Transwell-Migration
Assay nach Eosin/Azur Farbung. B. Quantitative Analyse der blau gefarbten Flache relativ zur Flache
der Membran in Prozent als Maf fir die Anzahl der migrierten Zellen im Vergleich von WT- und Trpv6
~-Trophoblasten und C. im Vergleich von WT- und Trpv6™™ -Trophoblasten von je 12 Membranen und
je 6 Tieren. Zweistichproben-t-Test fur unabhangige Stichproben mit Signifikanzniveau n.s. nicht
signifikant, Mittelwert + SD.
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4.1.2.5 Die Vitalitat primarer Trophoblasten ist unabhéngig von TRPV6

Zur Untersuchung der Vitalitadt von WT- und Trpv6-defizienten Trophoblasten wurde 48h, 96h
und 168h nach Inkulturnahme die Bildung von Formazan aus MTS durch vitale Zellen
photometrisch bestimmt. Die Vitalitit von Trpv6”-Trophoblasten (Abb. 19, A) als auch der
Trpov6™ ™ Trophoblasten (Abb. 19, B) unterschied sich zu keinem der Zeitpunkte signifikant
von der Vitalitat der WT-Trophoblasten.
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Abbildung 19: Vitalitat primarer Trophoblasten aus Plazenten von WT-, Trpv6” -und Trpv6™/™! -
Mausen am Tag 13,5 der Schwangerschaft.

A. Zellvitalitat Gber 7 Tage dargestellt als Extinktion von Formazan bei 490 nm von WT- und Trpv6”-
Trophoblasten und B. WT- und Trpv6™™-Trophoblasten von je 12 Kavitdten und je 6 Tieren.
Signifikanzniveau n.s. nicht signifikant.
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4.1.2.6 Apoptose und Nekrose werden in Trophoblasten nicht durch TRPV6 beeinflusst
Ein méglicher Einfluss von TRPV6 auf die Uberlebensfahigkeit von Trophoblasten wurde mit
Hilfe eines Apoptose/Nekrose-Assays untersucht (3.2.5.6). Abbildung 20, A zeigt beispielhaft
eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer solchen Zellfarbung primarer Trophoblasten
aus WT- und Trpv6”-Tieren. Es konnten keine signifikanten Unterschiede der Anzahl
lebender, apoptotischer und nekrotischer Trpv6”- und WT-Trophoblasten identifiziert werden
(Abb. 20, B). Offensichtlich hat TRPV6 keinen signifikanten Einfluss auf die Apoptose oder die
Nekrose von Trophoblasten.
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Abbildung 20: Apoptose und Nekrose primarer Trophoblasten aus Plazenta am Tag 13,5 der
Schwangerschaft von WT- und Trpv6/-Mausen.

A. Fluoreszensmikroskopische Aufnahmen von lebenden (blau), apoptotischen (griin) und nekrotischen
(rot) Trophoblasten nach 72 h in Kultur. B. Haufigkeit (%) von wie in A gezeigten Zellen aus 22/18
Aufnahmen von je 3 WT und Trpv6”~Tieren, n.s. nicht signifikant unterschiedlich.
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4.1.2.7 Die basale Ca?**-Konzentration ist in TRPV6-defizienten Trophoblasten reduziert
Um den Einfluss von TRPV6 auf die basale Ca?*-Konzentration von Trophoblasten zu
untersuchen, wurden WT-und Trpv6” -Trophoblasten aus Plazenten isoliert (3.2.5.1) und nach
zwei Tagen in Kultur mittels Ca**-Imaging untersucht (Abb 21, A) (3.2.5.8). Die basale Ca?*-
Konzentration war in Trpv6” -Trophoblasten signifikant reduziert (Abb. 21, B). Dies zeigt, dass

TRPVG in die Regulation der intrazellularen Ca?-Konzentration von Trophoblasten am Tag

E13,5 der Schwangerschaft involviert ist.
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Abbildung 21: Basale Ca?*-Konzentration isolierter Trophoblasten (E13,5) von WT- und Trpv6” -
Tieren am Tag 13,5 der Schwangerschaft.

A. Flureszenzmikroskopische Aufnahme von Fura-2 beladenen Trophoblasten (F 360 nm). B. Messung
der intrazellularen Ca®*-Konzentration von 200 WT-Trophoblasten aus 6 Tieren und 280 Trpv6”-
Trophoblasten aus 8 Tieren mittels Ca?*-Imaging. Zweistichproben -t-Test fiir unabhangige Stichproben
mit dem Signifikanzniveau * p < 0,05, dargestellt als Mittelwert + SD.
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4.1.2.8 Vergleichende Proteomanalyse von WT- und TRPV6-defizienten Trophoblasten
Zur Analyse des Einflusses von TRPV6 auf die Genexpression wurde das Proteom von WT-
und TRPV6-defizienten Trophoblasten vergleichend massenspektrometrisch untersucht. Die
Zellen wurden lysiert (3.2.6.1), die Proteinkonzentration bestimmt (3.2.6.2), 100 ug Protein
gelelektrophoretisch getrennt (3.2.6.4), 20 einzelne Gelabschnitte separiert aufgearbeitet
(3.2.7.1), die Proteine mittels HPLC getrennt (94 min Gradient) und schlieB3lich
massenspektrometrisch analysiert (3.2.7.2). Das Ergebnis ist in Abbildung 22 dargestellt. In
finf Proben aus WT-Trophoblasten wurden 1144, in Trpv6”-Trophoblasten 937 gemeinsam
vorkommende Proteine identifiziert (Abb. 22, A). Insgesamt wurden 2824 unterschiedliche
Proteine detektiert (Abb. 22, B). 746 Proteine kamen ausschlieRlich in WT- und 182 Proteine
ausschlieBlich in Trpv6”-Zellen vor, 1896 Proteine wurden in Trophoblasten beider Genotypen
nachgewiesen. Ebenso wie in Trpov6”-Plazenten (4.1.1.3) waren in Trpv6”-Trophoblasten
Serinproteasen signifikant angereichert (Abb. 22, C). Es handelte sich um die Serinproteasen
GRAF, GRAC, GRAG und HTRA1. AuRerdem zeigten sich Matrixproteine (FND3A, FINC) im
WT starker exprimiert, waren also in TRPV6-defizienten Zellen unterreprasentiert.

Eine immunzytochemische Analyse nach drei Tagen in Kultur bestatigte das Fehlen von
Fibronektin (FINC) in Trpv6”-Trophoblasten (Abb. 23). Im Unterschied zur Proteomanalyse
der Plazenta zeigten sich die Antitrypsine A1AT4 und A1AT5 in Trophoblasten unverandert
(Abb. 22, C). Das Magnesiumtransporterprotein 1 (MAGT1) war im WT deutlich haufiger
nachweisbar als in Trpv6”-Trophoblasten. In Epithelzellen ist MAGT1 am Mg?*-Transport in
die Zelle beteiligt (Goytain et al. 2005) und kénnte somit auch in Trophoblasten fiir den Mg?*-
Aufnahme wichtig sein.

Weitere mogliche Unterschiede im Proteom von WT- und Trpv6”-Trophoblasten wurden
mithilfe des Computerprogramms Scaffold analysiert. Ziel der Untersuchung war es,
unterschiedlich exprimierte Gene und ihre Genprodukte ontologisch definierten GO-
Kategorien (Gene Ontology Domain) wie zelluldre Komponenten, biologische Prozesse und
molekulare Funktionen zuzuordnen. In Abbildung 24 sind Subkategorien solcher
Genprodukte dargestellt, die haufige Abweichungen der beiden Genotypen zeigten. Es wurden
31 Proteine identifiziert, welche in der Kategorie Extrazellulare Matrix (ECM) zwischen beiden
Genotypen signifikant unterschiedlich reguliert waren. Davon waren in WT-Trophoblasten 23
Proteine haufiger und acht Proteine weniger haufig exprimiert. Dies bestatigt die Tendenz,
dass TRPV6 fir die Bildung der extrazellularen Matrix eine funktionelle Bedeutung hat. In der
GO-Kategorie Adhasion wurden 41 Proteine nachgewiesen, die sich zwischen den
Trophoblasten beider Genotypen unterschieden. Darunter waren die Proteine Laminin
(LAMAS), Nidogen-1 (NID-1) und Nidogen-2 (NID-2), welche die direkte Zell-Zell-Adh&sion
maRgeblich beinflussen. Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit der mangelhaften

Vernetzung
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Abbildung 22: Massenspektrometrische Proteomanalyse von murinen Trophoblasten am Tag
13,5 der Schwangerschaft aus WT- und Trpv6” ‘Mausen.

A. Venn-Diagramm identifizierter Proteine (Anzahl in Klammern) einzelner Praparate. B. Venn-
Diagramm identifizierter Proteine in je flUnf Praparaten. C. Vulcano-Blot aller identifizierten Proteine.
Proteine unveranderter Menge unterhalb des Signifikanzniveaus (rote Linie) sind grau, andere griin
gekennzeichnet. Die Namen einzelner Proteine sind als SwissProt-Kennung angegeben.
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TRPV6-defizienter Trophoblasten in Zellkultur (4.1.2.3). Sieben Tight Junction-assoziierte
Proteine waren unterschiedlich stark exprimiert. Darunter waren das strukturbildende Tight-
Junction Protein Cadherin 5 (CADH5) sowie die beiden cadherin-assoziierten Proteine Catenin
D1 (CTND1) und Catenin B1 (CTNB1), welche in Trpv6”-Trophoblasten signifikant reduziert
waren. CADH5 beeinflusst die Struktur des Tight-Junction-Proteinkomplexes und verrandert
damit potentiell die parazellulare Permeabilitdt von Epithelien (Gavard 2014). Catenine
verbinden Cadherine mit dem Zytoskelett, wodurch sie den Tight-Junction-Komplex
stabilisieren, aber dessen Permeabilitat nicht direkt beeinflussen (Salon et al. 2005). TRPV6
beeinflusst demnach mdglicherweise die Struktur von Tight-Junctions in Trophoblasten tber
den Cadherin-Catenin-Komplex. 26 lonentransport-assoziierte Proteine waren in Abwesenheit
von TRPV6 verandert, jedoch waren keine anderen Ca?*-permeablen Transportproteine
darunter, die ein Fehlen von TRPV6 kompensieren kdnnten. Das von Trophoblasten gebildete
Peptidhormon Prolaktin (PR8A8) war in Trpv6”-Zellen vermindert. Somit kdnnte TRPV6 einen

Fibronektin
WT Trove™

GFP

DAPI

merged

Abbildung 23: Immunzytochemie zum Nachweis von Fibronektin in WT und Trpv6’-
Trophoblasten von Mausen am Tag 13,5 der Schwangerschaft.

A, Immunzytochemie von WT- und Trpv6” -Trophoblasten in Zellkultur an Tag 3 nach lIsolation.
Inkubation mit einem Fibronektin spezifischen Antikdrper (griin), Zellkernfarbung DAPI (blau).
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Extrazellulare Matrix

TGM2, CO6A1, CO6A2, CLH1, G3P,
KPYM, EF2, DYNC1, FLNA, PLEC,
ADT2, RS3, HNRPU, TINAL, HSPB1,
CATD, PLAK, SAP, RS11, HTRA1,
SFPQ, PFKAP, SODC, LMCD1, ICAM1,
RABS8A, NID2, COIA1, NID1, FINC,
LAMAS,

LAMAS, RAB1A, TLN1, FLNA, HSPB1
ML12B, CSRP1, STXB1, PLEK, EZRI,
CADH5, NECT2, LEGY, FERM2, VINC,
CTNA1, COR1A, NID1, NID2, CDK5,
SRC, PDLI5, FND3A, CD2AP, PECA1,
CTNB1, CTND1, ITA2, ICAM1, TINAL,
TM9S4, CO6A1, COIA1, CD47, CO6A2,
GP1BB, TOR1A, GPNMB, FINC, PLAK,
MOES,

Adhésion

Trophoblasten

auch die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft

Tight Junction

AOC1, PDC6l, CTND1, CTNB1, VAPA,
CADHS5, TBCD,

Mrmonaktivitét

COPA, PR8A8

AP3B1, AP3D1, CLH1, DYN2, NSF,
EMB, MOT1, MAGT1, LASP1, MYOB6,
SAP, GTR1, CLIC4, CLIC5, NHRF3,
COR1A, ASPH, CDK5, VDAC2, AOC1,
PRAF3, TM165, VATH, AT2A2, ADT2,
ADT1,

lonentransport

Abbildung 24: Proteine aus den GO-Kategorien (Gene Ontology Domain): Extrazelluldre Matrix
(ECM), Tight Junction, Adhdsion, lonentransport und Hormonaktivitit, die in primaren
Trophoblasten von WT- (n=5) und Trpv6” (n=5) Miusen am Tag 13,5 der Schwangerschaft
unterschiedlich stark exprimiert werden.

Proteine (SwissProt-Kennung) in schwarzer Schrift waren in WT-Trophoblasten und Proteine in roter
Schrift in Trpv6”-Trophoblasten signifikant angreichert. Die statistische Analyse erfolgte unter
Verwendung des emPAIl-Wertes und das Signifikanzniveau lag bei p < 0,05.
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4.2 Vorkommen und Funktion von TRPV6 in der Eihiille am Tag E13,5

4.2.1 Nachweis von TRPV6 in der murinen Eihiille

Eihillen von WT-, Trpv6™- und Trpv6™™. Tieren wurden am Tag 13,5 der Schwangerschaft
entnommen (3.2.2) und lysiert (3.2.6.1). TRPV6-Proteine wurden durch Immunprazipitation mit
dem polyklonalen Antikérper AK429 angereichert (3.2.6.3) und mittels Western-Blot (3.2.6.5)
und Massenspektrometrie (3.2.7) untersucht. Im Western-Blot (Abb. 25, A) konnten in
MTRPV6-Uberexprimierenden HEK-Zellen Signale bei 70-90 kDa und gréRer 250 kDa
detektiert werden. Diese Signale zeigten sich ebenfalls bei immunprazipitierten Proteinen aus
WT-Eihullen. Die Masse der nachgewiesenen Proteine konnte dem TRPV6-Monomer
(rechnerische molekulare Masse 87,3 kDa) entsprechen. Die Kontrolle (HEK-Zellen),
Eihlllenlysate vor Immunpréazipitation (Input) und die Immunpréazipitation aus Trpv6”-Eihillen
zeigten dagegen keine Signale. Mithilfe der massenspektrometrischen Analyse von

immunprazipitierten Proteinen aus WT-Eihullen konnten 12 verschiedene tryptische TRPVG-
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Abbildung 25: Nachweis des TRPV6-Proteins in Eihiillen aus WT-, Trpv6”-, Trpv6™/™- und Trpv6-
IC/eRosa-TGFP-Mausen am Tag 13.5 der Schwangerschaft.

A. Western-Blot von TRPV6 aus TRPV6-transfizierten HEK-Zellen, nicht transfizierten HEK-Zellen,
Eihulle vor (Input) und nach Immunprazipitation (IP) aus WT und nach Immunprazipitation mit Anti-
TRPV6-Antikorper 429 aus Trpv6”-Tieren. B. Massenspektrometrische Analyse nach
Immunprazipitation Eihillenproteinen aus WT. Identifizierte, tryptische Peptide sind in der TRPV6-
Aminosauresequenz rot hervorgehoben. C. Anzahl massenspektrometrisch identifizierter TRPV6-
spezifischer Peptide nach Immunprazipitation aus Eihille von WT-, Trpv6”- und Trpv6™™-Mausen D,
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Eihlille aus einer Trpv6-IC/eRosa-TGFP Reportermaus.
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Peptide identifiziert werden (Abb. 25, B). Diese deckten 27% der TRPV6-Aminosauresequenz
ab. Fluoreszensmikroskopische Aufnahmen von Trpv6-IC/eRosa-tGFP-Eihillen zeigten
deutliche griin-floureszierende Signale des Reporterproteins GFP. Dies bestatigte eine
Expression von TRPV6 in Eihlllen. Eine massenspektrometrische Analyse von Proteinlysaten
aus Trpv6” und Trpv6™™.Eihiillen bestatigte, dass TRPV6 in Eihiillen von Trpv6”-Tieren
fehlte, diese Tiere also tatsachlich TRPV6-defizient sind (Abb. 25, D). Dagegen wurden in
Eihiillen von Trpv6™ ™ Tieren 14 TRPV6-Peptide identifiziert. Dies zeigt, dass die Mutation
D581A keinen Einfluss auf die Gegenwart des TRPV6-Proteins in Eihlllen hat.

4.2.2 TRPV6 beeinflusst die Morphologie der Eihiille nicht

Die murine Eihulle umhullt den kompletten murinen Embryo und steht mit der Plazenta und
dem Uterus in Verbindung. Der Stofftransport zwischen Mutter und Embryo erfolgt bei Mausen
sowohl Uber die Plazenta als auch Uber die Eihdlle (Suzuki et al. 2008, Hemberger et al. 2020).
Da die Labyrinthzonen von TRPV6-defizienten Plazenten am Tag E13,5 morphologische
Unterschiede im Vergleich zu WT-Tieren aufwiesen (4.1.1.2), wurden Unterschiede auch in
der Eihulle vermutet. Die Vaskularisierung der Eihulle am Tag 13,5 erschien hinsichtlich der
Verzweigung der feinen Kapillaren und der Dicke und der Lange der Blutgefale unverandert
(Abb. 26, A). Der Umfang der gesamten Eihulle (Abb. 26, B) und die Dicke ihres
intraplazentaren Teils (Abb. 26, C) wurden in Hamatoxylin/Eosin-gefarbten Kryoschnitten von
WT- und Trpv6”-Embryos mit Eihiille und Plazenta analysiert. Der Umfang von Trpv6”-
Eihdllen erwies sich als signifikant kleiner. Dagegen war die Dicke des intraplazentalen Teils
der Eihiille nicht signifikant verandert. Die verringerte GréRe von Eihiillen aus Trov6”-Tieren
korrelierte mit der geringeren GroRe von TRPV6-defizienten Embryonen (Fecher-Trost et al.
2019) und ist vermutlich eine direkte Folge ihrer Unterentwicklung und keine TRPV6-

spezifische Stérung der Eihlle.
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Abbildung 26: Morphologische Analyse der murinen Eihiille von WT- und Trpv6”-Embryonen am
Tag E13,5 der Schwangerschaft.

A. Durchlichtaufnahmen zur Veranschaulichung der Vaskularisierung von WT- und Trpv6”-Eihlllen. B.
Quantitative Analyse des Umfangs der gesamten Eihille (rote Linie) und C. der Dicke des
intraplazentaren Teils der Eihille (Mittel von je 3 Messpunkten, wie gezeigt). Untersucht wurden je 2
Kryoschnitte von je 3 WT- und Trpv6”-Embryonen aus jeweils 2 Muttertieren. Signifikanzniveau * p <
0,05; n.s. nicht signifikant.
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4.2.3 Vergleichende Proteomanalyse von WT- und TRPV6-defizienten Eihiillen

Der Einfluss von TRPV6 auf die Genexpression in der Eihtlle wurde massenspektrometrisch
in WT- und Trpv6”-Tieren untersucht. Das Gewebe wurde nach der Entnahme (3.2.2) lysiert
(3.2.6.1). Eine Proteinbestimmung wurde durchgefuhrt (3.2.6.2) und 120 pg Protein wurde
gelelektrophoretisch getrennt (3.2.6.4). Das Gel wurde in 16 Streifen geschnitten,
aufgearbeitet (3.2.7.1) und die Proteine eines Streifens mittels HPLC- Gradienten Uber eine
Zeit von 94 Minuten getrennt und massenspektrometrisch analysiert (3.2.7.2). In funf Proben
aus WT-Eihiillen wurden 562, in Trpv6”-Trophoblasten 775 gemeinsam vorkommende
Proteine identifiziert (Abb. 27, A). Insgesamt wurden 1744 unterschiedliche Proteine detektiert
(Abb. 27, B). 124 Proteine wurden ausschlieRlich in WT- und 359 Proteine in Trpv6”-Eihiillen
nachgewiesen, 1261 Proteine kamen in Eihlllen beider Genotypen vor.

Die semiquantitative Analyse der Proteomdaten (Abb. 27, C) zeigte, dass 174 Proteine
signifikant stérker und 50 Proteine weniger abundant in Trpv6”-Eihiillen waren. 1520 Proteine
unterschieden sich in ihrer Menge nicht zwischen den beiden Genotypen. Die beiden E3-
Ubiquitin-Proteinligasen NEDD4 und NHLC1 waren in Trpv6”-Eihiillen am starksten
angereichert. Sie sind am Abbau von fehlgefalteten Proteinen tber das Ubiquitin-Proteasom-
System und der Degradation von Lysosomen beteiligt (Zeng et al. 2009, Garyali et al. 2009).
Die beiden Proteine Carboxylesterase-1-C (EST1C) und Obscurin-like Protein 1 (OBSL1)
waren in WT-Eihillen im Vergleich am starksten exprimiert. OBSL1 ist vermutlich an der
Organisation von Mikrotubuli beteiligt. Im Unterschied zu Plazenta und Trophoblasten konnten
in der Eihllle keine Granzyme nachgewiesen werden. Die Serinprotease HTRA1 wurde
identifiziert, unterschied sich aber in ihrer Expression nicht zwischen WT- und Trpv6”-Eihiillen.
Die Protease Cathepsin D (CATD) war in Trpv6”-Eihiillen signifikant starker exprimiert. CATD
ist ebenso wie Granzyme in der Lage, die extrazellularen Matrixproteine wie Fibronektin zu
degradieren (Vidak et al. 2019). Konform dazu war Fibronektin in Trov6”-Eihiillen signifikant
reduziert. Die Proteaseinhibitoren A1AT4 und A1AT5 waren in Trpv6”-Eihiillen ebenfalls
vermindert. Dies kdnnte ebenfalls zu einer verstarkten proteolytische Aktivitat in Trpv6”-
Eihlillen beitragen. Das Ca®"-bindende Protein Annexin-1 (ANXA1) war in Trpv6”-Eihiillen
verstarkt exprimiert. Dieses Protein ist an der Translokation von TRPV6 an die
Plasmamembran beteiligt (Raphaél et al. 2014). Andere Annexine, wie ANXA2 und ANXA4
waren nicht unterschiedlich exprimiert.

Zur weiteren Analyse der Proteomdaten wurden mithilfe des Computerprogramms Scaffold die
GO-Kategorien (Gene Ontology Domain): Extrazellulare Matrix, Adhasion, Tight Junctions und
lonentransport analysiert (Abb. 28). Es wurden 15 Proteine identifiziert, welche in der GO-
Kategorie Extrazellulare Matrix zwischen den Genotypen der Eihillen unterschiedlich stark
exprimiert waren, davon waren vier Proteine in WT Eihdllen angereichert und elf Proteine

davon waren in Trpv6” Eihlillen abundanter. Neun Proteine waren signifikant unterschiedlich
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Abbildung 27: Massenspektrometrische Proteomanalyse der murinen Eihiille am Tag 13,5 der
Schwangerschaft von WT- und Trpv6” ‘Mausen.

A. Venn-Diagramm identifizierter Proteine (Anzahl in Klammern) in einzelnen Praparaten. B. Venn-
Diagramm identifizierter Proteine in je fUnf Praparaten. C. Vulcano-Blot aller identifizierten Proteine.
Proteine unveranderter Menge unterhalb des Signifikanzniveaus (rote Linie) sind grau, andere griin
gekennzeichnet. Die Namen einzelner Proteine sind als SwissProt-Kennung angegeben.
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stark exprimiert, welche sich in der GO-Kategorie Adhasion befanden. Davon waren sechs
Proteine signifikant weniger abundant in WT Eihdllen und drei Proteine waren in WT Eihllen
signifikant angereichert. Darunter befand sich das Calcium bindende Protein Annexin 1
(ANXA1). ANXA1 istin Trpv6”-Eihillen starker exprimiert als in WT-Eihillen. ANXA1 ist in den
Transport und die Translokation von TRPV6 in die Plasmamembran beteiligt, somit konnte die
erhdhte Expression eventuell durch einen kompensatorischen Mechanismus ausgeldst
werden, um nicht vorhandene TRPV6-Proteine in die Membran zu transportieren. Andere
Annexine, wie ANXA2 und ANXA4 waren nicht unterschiedlich exprimiert. Es waren zwei
Proteine in WT-Eihlllen signifikant erhoht, welche zur GO-Kategorie Tight Junctions
zugeordnet werden konnten. Das Tight Junction Protein Cingulin (CING) war in Trpv6”-
Eihdllen signifikant abundanter. Cingulin spielt vermutlich eine Rolle bei der Regulation der
parazellularen Permeabilitdt. Von den lonentransportproteinen waren zwischen WT- und
Trpv6™-Eihlillen 20 Proteine signifikant in inrer Menge verandert. Davon waren 17 Proteine
signifikant in den WT-Proben abgereichert und drei Proteine kamen in den WT-Eihdlllen

vermehrt vor. Unter den lonenkanal-Proteinen war kein Calcium-Kanal zu finden, welcher

Extrazellulare Matrix Tight Junction

LEG3, CLH1, G3P, APOA4, RS3A, CING, CTNB1
RS7, CATD, ATPO, APOE, RS11,
SAP, SFPQ, TENA, FINC, PGBM,

/Eihﬁlle

APOA4, FERM2, CTNB1, CDHR, ANXA1,] CLH1, RB11B, NSF, APOA4, APOE,
TENA, AT1B1, FINC, MOES, MYOS6, SAP, AT1B1, PARK?, CLIC4,

NHRF1, ANXA1, VDAC1, VDAC3, GHC1,
VATC1, VAOD1, ATPO, ATPSH, PCYOX,

Adhdsion lonentransport

Abbildung 28: Proteine aus den GO-Kategorien (Gene Ontology Domain): Extrazelluldre Matrix
(ECM), Tight Junction, Adh&sion und lonentransport, die in Eihiillen von WT- (n=5) und Trpv6™”
(n=5) ‘"Mausen am Tag 13,5 der Schwangerschaft unterschiedlich stark exprimiert werden.
Proteine (SwissProt-Kennung) in schwarzer Schrift waren in WT-Trophoblasten und Proteine in roter
Schrift in Trpv6”-Trophoblasten signifikant angreichert. Die statistische Analyse erfolgte unter
Verwendung des emPAIl-Wertes und das Signifikanzniveau lag bei p < 0,05.
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zwischen den beiden Genotypen signifikant unterschiedlich reguliert war. Somit konnte eine

kompensatorische Expression eines Kationenkanals ausgeschlossen werden.

4.2.4 Der transepitheliale Widerstand (TER) ist in TRPV6-defizienten Eihiillen erhoht

Die Versorgung des murinen Embryos wahrend der Schwangerschaft erfolgt zum grofiten Teil
uber die Plazenta, aber auch Uber die Eihulle. Es konnte bereits gezeigt werden, dass TRPV6
bei der Versorgung des Embryos Uber die Plazenta eine wichtige Rolle spielt, jedoch ist nicht
bekannt, ob Gleiches fur die murine Eihllle gilt. Die Ergebnisse der Proteomanalyse zeigten
signifikante Unterschiede in der Expression von Proteinen aus den Kategorien der
extrazellularen Matrix und der Adhasion zwischen WT- und Trpv6”-Eihiillen (4.2.3), z.B. ist die
Expression des Proteins CING in Trpv6”-Eihiillen erhéht, wodurch die Permeabilitat von lonen
durch die Eihulle verandert sein kdnnte. Um Anhaltspunkte zu finden, ob TRPV6 in der Eihdlle
bei der Regulation der Permeabilitdt eine Rolle spielen kdnnte, wurde der transepitheliale
Widerstand (3.2.2) von Eihullen am Tag 13,5 der Schwangerschaft bestimmt (Abb. 29, A).
Trpv6™-Eihlillen zeigten einen signifikant erhdhten transepithelialen Widerstand (254 + 53,11
Ohm x cm?) im Vergleich zu WT-Eihillen (116,7 + 20,21 Ohm x cm?) (Abb. 29, B). Dies

bedeutet, dass die Permeabilitat von lonen lber die Eihiille in Trpv6”-Tieren reduziert ist,

A TER, Applikation TER,, TER,,
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WT Trpv6 TRPV6 Antagonist +  +  + - - 4 - -
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Abbildung 29: Elektrophysiologische Messung des transepithelialen Widerstands der Eihiillen
von WT- und Trpv6”-Mausen am Tag 13,5 der Schwangerschaft mittels Ussing-Kammer Setup.
A. Schematische Darstellung des Versuchaufbaus der elektrophysiologischen Experimente zur
Charackterisierung der murinen Eihille. B. Transepithelialer Widerstands (TER) in Ohm x cm?) von WT-
und Trpv6” -Eihlllen, dargestellt als Mittelwert + SEM. C. Relativer Anstieg des TER (%) nach
Applikation von TRPV6-Antagonist, DMSO oder EDTA-Lésung nach jeweils 10 oder 20 min
Inkubationszeit mit dem Signifikanzniveau * p < 0,05; n.s. nicht signifikant.
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wodurch der Embryo méglicherweise unzureichend mit Nahrstoffen versorgt wird. Im nachsten
Schritt wurden die Eihdllen tber 10 min bzw. 20 min mit einem TRPV6-Antagonisten inkubiert
(Abb. 29, C). Nach 10 min kam es zu einem Anstieg des transepithelialen Widerstandes, wobei
dieser nicht signifikant unterschiedlich zwischen den beiden Genotypen war. Nach weiteren
10 min kam es bei WT-Eihdllen zu einem signifikanten Anstieg des TER. Dieser Anstieg wurde
bei Trpv6”-Eihiillen ebenso wie in Kontrollmessungen ohne Antagonisten, nicht beobachtet
(Abb. 29, C). Eine ahnliche Wirkung wie der TRPV6-Antagonist hatte die Abwesenheit von
divalenten Kationen wie Ca®* auf den transepithelialen Widerstand. Bei WT-Eihiillen kam es
zu einem signifikanten Anstieg des TER in Gegenwart des Ca?-Chelators EDTA, der in
Trpv6”-Eihiillen ausblieb (Abb. 29, C). Diese Ergebnisse dokumentieren, dass TRPV6-

Proteine einen direkten Einfluss auf die lonenpermeabilitat der Eihtille haben.

4.3 Vorkommen und Funktion von TRPV6 im Uterus am Tag E13,5

4.3.1 Nachweis von TRPV6 im schwangeren Uterus

Zum Nachweis von TRPV6 im murinen Uterus wurden Uteri von WT-Tieren am Tag 13,5 der
Schwangerschaft enthommen (3.2.2), lysiert (3.2.6.1) und es wurden Immunprazipitate
(3.2.6.3) mittels Western-Blot und Massenspektrometrie analysiert (Abb. 30). Im Western-Blot
(Abb. 30, A) konnten Signale immunprazipitierter Proteine bei einer Masse von 75 kDa und
groler 150 kDa detektiert werden, welche auch in mMTRPV6 Uberexprimierenden HEK-Zellen
nachweisbar waren. Die Massen der nachgewiesenen Proteine konnten TRPV6-Monomeren

und TRPV6-Oligomeren entsprechen. Bei der massenspektrometrischen Analyse (Abb. 30,

A B
1 MGPLOREDRP ALGGANVAPG SSPVGVWHQP QPPKEPAFHP MGWSLPKEKG
R\ 51 LILCLWNKFC RWFHRQESWA QSRDEQNLLQ QKRIWESPLL LAAKENDVQA
&o" 101 LSKLLKFEGC EVHQRGAMGE TALHIAALYD NLEAAMVLME AAPELVFEPM
*?‘((’\J: S¥ 151 TSELYEGQTA LHIAVINQNV NLVRALLARG ASVSARATGS VFHYRPHNLI
201 YYGEHPLSFA ACVGSEEIVR LLIEHGADIR AQDSLGNTVL HILILQPNKT
TRPV6 251 FACQMYNLLL SYDGGDHLKS LELVPNNQGL TPFKLAGVEG NIVMFQHLMQ
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100 - 401 PRONTLMQQK LLOQEAYVTPK DDLRLVGELV SIVGAVIILL VEIPDIFRLG
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Abbildung 30: Nachweis von TRPV6 in schwangerem Uterus (E13,5) von WT-Mausen mittels
Western-Blot und massenspektrometrischer Analyse.

A. Western-Blot fir die Immunprazipitation (IP) aus WT-Uteri mit TRPV6 transfizierten HEK-Zellen
(HEK) und Immunprazipitation aus RIPA-Lysat von WT-Uteri. B. Massenspektrometrischer Nachweis
von TRPV6 nach Immunprazipitation von Proteinen aus schwangerem WT-Uterus. Identifizierte Peptide
sind in der Proteinsequenz von TRPV6 rot hervorgehoben.
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B) konnten ohne IP keine tryptischen TRPV6-Peptide nachgewiesen werden. Nach IP wurden
verschiedene TRPV6-Peptide detektiert, welche 33 % der TRPV6-Aminosauresequenz
abdeckten. Die massenspektrometrische Analyse bestatigte somit die Expression von TRPV6

im murinen Uterus am Tag 13,5 der Schwangerschaft.

4.3.2 Vergleichende Proteomanalyse von schwangeren WT- und TRPV6-defizienten
Uteri

Die Proteome von WT- und Trpv6”-Uteri (E13,5) wurden vergleichend analysiert, um den
Einfluss von TRPV6 auf die Expression anderer Gene zu untersuchen. Das Gewebe wurde
nach der Entnahme (3.2.2) lysiert (3.2.6.1), eine Proteinbestimmung durchgefihrt (3.2.6.2)
und 120 ug Protein gelelektrophoretisch getrennt (3.2.6.4). Das Trenngel wurde in 4 Streifen
geschnitten, aufgearbeitet (3.2.7.1) und die Proteine eines jeden Streifens wurden mittels
HPLC- Gradienten uber eine Zeit von 94 Minuten getrennt und massenspektrometrisch
analysiert (3.2.7.2). In WT-Uteri wurden 1182 Proteine identifiziert, von diesen waren 654 in
allen drei Proben nachweisbar. In Trpv6”-Uteri wurden 1314 Proteine analysiert, von denen
812 in allen drei Proben zu finden waren (Abb. 31, A). In WT- und Trpv6”-Uteri wurden
zusammen 1445 Proteine identifiziert (Abb. 31, B). Davon waren 1051 Proteine in Proben
beider Genotypen prasent. 131 Proteine konnten nur in WT-Uteri und 263 Proteine nur in
Trpv67"-Utei detektiert werden.

Die Analyse der Proteomdaten zeigte, dass sich 1319 Proteine in ihrer Expression nicht
signifikant zwischen beiden Genotypen unterschieden (Abb. 31, C). 108 Proteine zeigten sich
in Trov6”-Uterus signifikant angereichert und 18 Proteine waren in WT-Uterus héaufiger. Die
Serinproteasen GRAC, GRAE und GRAF waren in Trpv6”-Uterus verstarkt exprimiert. GRAD
und GRAG konnten zwar identifiziert werden, unterschieden sich in ihrer Menge aber nicht
zwischen beiden Genotypen. Die Serinprotease HTRA1 wurde nicht detektiert. Der
Serinproteaseinhibitor A1AT5 war in Trpv6”-Uteri signifikant reduziert. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die proteolytische Aktivitat in Trpov6”-Uteri analog zur proteolytischen
Aktivitat in Trov6”-Plazenten erhdht sein kdnnte. Jedoch war die Menge an Fibronektin (FINC)
zwischen den beiden Genotypen nicht unterschiedlich. Ahnlich wie bei der Plazenta kénnte
der Grund sein, dass der Uterus aus einer Vielzahl verschiedenster Zellen besteht und
Unterschiede, welche in nur einem Zelltyp vorherrschen, nicht auflésbar waren. Die Proteine
Carcioembryonic antigen-related cell adhesion molecule 5 (CEAMS) und A-kinase anchor
protein 12 (AKA12) waren in Trpv6”-Uteri deutlich weniger exprimiert. CEAM5 spielt eine Rolle
bei der Zelladhdsion und der Tumorprogression, AKA12 ist an der Regulation der
Proteinkinasen A und C beteiligt. (Oikawa et al. 1989, Ordonez et al. 2000, Taheri et al. 2000).
Der Serinproteaseinhibitor A3K (SPA3K) und die Hamoglobinuntereinheit beta-2 (HBB2)

waren in Trpv6”-Uteri besonders haufig nachweisbar. SPA3K inhibiert trypsindhnliche
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Abbildung 31: Massenspektrometrische Proteomanalyse des murinen schwangeren Uterus am
Tag 13,5 der Schwangerschaft von WT- und Trpv6” -M&usen.

A. Venn-Diagramm identifizierter Proteine (Anzahl in Klammern) in einzelnen WT- und Trpv67-Uteri. B.
Venn-Diagramm identifizierter Proteine in je drei WT- und Trpv67-Uteri. C. Vulcano-Blot aller in je drei
Uteri identifizierten Proteine. Proteine unveranderter Menge unterhalb des Signifikanzniveaus (rote
Linie) sind grau, andere griin gekennzeichnet. Die Namen einzelner Proteine sind als SwissProt-
Kennung angegeben.

Proteasen (Takahara et al. 1982, Takahara et al. 1983) und HBB2 ist am Sauerstofftransport
beteiligt. Die GO-Kategorien (Gene Ontology Domain): Extrazellulare Matrix (ECM), Tight
Junctions, Adhasion und lonentransport wurden mithilfe der Software Scaffold gesondert
analysiert (Abb. 32). 16 Proteine der extrazellularen Matrix waren verandert, davon waren 15
Proteine haufiger in WT-Uteri und ein Protein war in Trpv6”-Uteri haufiger. In der Kategorie
Adhasion waren zwdlf Proteine zwischen beiden Genotypen verandert. Neun Proteine waren

in WT-Proben signifikant ernéht und drei Proteine waren in Trpv6”-Uteri haufiger. In den
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Kategorien ECM und Adhasion waren die typischen Vertreter dieser Gruppe wie Fibronektin
oder Laminin nicht unterschiedlich exprimiert, lediglich Nidogen-1 war in Trpv6”-Uteri
reduziert. Das Protein ANXA1 (Adhé&sion) war analog zum Proteom der Trpv6”-Eihiillen (4.2.3)
in Trpv6”-Uteri signifikant erhoht. Andere Annexine wie beispielsweise ANXA1 und ANXA3
waren zwischen Uteri beider Genotypen unverandert. In der Kategorie Tight Junctions waren
drei Proteine verandert, zwei Proteine waren in WT-Uteri und ein Protein war in Trpv6”-Uteri
haufiger. Tight Junction bildende Proteine wie beispielsweise Claudine oder ZO-1 waren
jedoch nicht verandert. Somit ist davon auszugehen, dass TRPV6 die Haufigkeit anderer
Proteine in Tight Junctions von Uteri am Tag 13,5 der Schwangerschaft nicht beeinflusst. In
der Kategorie lonentransport waren zehn Proteine verandert. Unter diesen Proteinen wurde

kein Kationenkanal identifiziert.

Extrazellulare Matrix Tight Junction

CO6A1, SPONT1, PGS1, PGS2, CTNB1, PDC6I,VAPA
BCAM, EF2, ENPL, TBB4B, GANAB,
CH60, TBB5, SFPQ, SODC, APOE,

P3H1, NID1,
ﬁterus
(schwang)r)

TLN1, EZRI, CTNA1, ITBS, NID1, | FKB1A, ATPK, AT8A1, APOE, SFXN3,

BCAM, CTNB1, ANXA4, CNN3, AT1B3, CERU, ASPH, ANXA4, ACE,
ITB3, CO6A1, SPONA1,

Adhidsion lonentransport

Abbildung 32: Proteine aus den GO-Kategorien (Gene Ontology Domain): Extrazelluldre Matrix
(ECM), Tight Junction, Adhéasion, lonentransport und Hormonaktivitit, die in Uteri von WT- (n=3)
und Trpv6” (n=3) ‘Mausen am Tag 13,5 der Schwangerschaft unterschiedlich stark exprimiert
werden.

Proteine (SwissProt-Kennung) in schwarzer Schrift waren in WT-Trophoblasten und Proteine in roter
Schrift in Trpv6”-Trophoblasten signifikant angreichert. Die statistische Analyse erfolgte unter
Verwendung des emPAIl-Wertes und das Signifikanzniveau lag bei p < 0,05.
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4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der Proteomanalyse von Plazenta,
Trophoblasten, Eihiille und schwangerem Uterus

Ein Vergleich der Proteomanalysen von Plazenta, Trophoblasten, Eihille und schwangerem
Uterus (Tabelle 7) lasst erkennen, dass die Expression von Proteasen in allen untersuchten
Trpv6”-Geweben signifikant erhéht war. Die Serinproteaseinhibitoren (Antitrypsine) sind mit
Ausnahme der Trophoblasten in allen untersuchten Trpv6”-Geweben weniger stark
exprimiert. Zusammengenommen fiihrt dies, wie unter 3.2.6.6 gezeigt, zu einer erhdhten
proteolytischen Aktivitat in Trov6”-Geweben. Konform dazu ist das ECM-Protein Fibronektin
(FINC) in Trpv6”-Trophoblasten und Trpv6”-Eihiillen degradiert. In Plazenta und Uterus
konnte diesbezuglich kein Unterschied detektiert werden, was durch eine mangelnde
Auflésung der Methode in dem komplexen Gewebe erklart werden kdnnte. Die Ergebnisse
zeigen, dass die Expression von Proteasen und die damit einhergehende Degradation von
Fibronektin TRPV6-abhangig ist. Interessanterweise sind Ca**-bindenden Annexine, welche
an der Translokation von TRPV6 in die Plasmamembran beteiligt sind (Raphaél et al. 2014) ,
in Trpv6”-Eihiillen und Trpv6”-Uteri erhéht.

Tabelle 7: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der Proteomanalyse von Plazenta,
Trophoblasten, Eihiille und schwangerem Uterus von WT- und Trpv6/-Tieren beziiglich der
Expression Proteasen, Antitrypsine, Annexin und Fibronektin.

Proteine welche schwarz gekennzeichnet sind waren in WT-Geweben abundanter, rot gekennzeichnete
Proteine waren in Trpv67-Geweben angreichert. Zweistichproben-t-Test mit dem Signifikanznivau p <
0,5.

= : Protein unterscheidet sich zwischen den beiden Genotypen nicht.

Gewebe Proteasen Proteaseinhibitoren Fibronektin Annexine
Plazenta GRAF A1ATS = =
GRAC, GRAF,
Trophoblasten GRAG, HTRA1, = FINC =
CATD
Eihiille CATD A1AT4, A1ATS FINC ANXA1
Uterus GRAC, GRAE,
(schwanger) GRAF ATATS ) ANXAS
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4.5 Einfluss der TRPV6-Expression auf die uterine Proteinexpression wahrend des
Estruszyklus der Maus

4.51 TRPV6 wird im nicht schwangeren Uterus zyklusabhdngig exprimiert

Die Uteri von nicht schwangeren Mausen wurden im Hinblick auf eine Expression von TRPV6
in Abhangigkeit vom Zyklusstadium untersucht. Uteri von WT, Trpv6™™ und Trpv6” Tieren
zeigten keine offensichtliche Veranderung von Form oder Gro3e (Abb. 33, A). Je Genotyp und
Zyklusstadium wurden finf Uteri entnommen und nach Immunprazipitation (3.2.6.3) mittels
Western-Blot und Massenspektrometrie untersucht. Die Positivkontrolle (mTRPV6
Uberexprimierende HEK-Zellen) zeigte im Western-Blot starke Signale bei= 75 kDa und gréRer
250 kDa (Abb. 33, B). Die detektierten Massen kdnnten TRPV6-Monomeren und TRPV6-
Oligomeren entsprechen. In der Negativkontrolle (HEK-Zellen) und Uteri-Lysaten aus WT,
Trpv6™™ und Trpv6 ' Tieren (Input Diestrus, Input Proestrus, Input Estrus, Input Metestrus)
fehlten diese Signale. Im Diestrus wurden nur sehr schwache Signale detektiert. In den
anderen Zyklusstadien Proestrus, Estrus und Metestrus hingegen konnten starke Signale bei
75 kDa und groRer 250 kDa nachgewiesen werden. Die massenspektrometrische Analyse
(Abb. 33, C) der immunprazipitierten Proteine zeigte keine TRPV6-spezifischen Peptide im
Diestrus, im Proestrus fanden sich 13 Peptide, im Estrus 15 Peptide und im Metestrus 4
Peptide. Somit zeigen beide Untersuchungsmethoden (bereinstimmend eine
zyklusabhangige Expression von TRPV6, wobei TRPV6 im Diestrus nicht und im Estrus am
starksten exprimiert wird. Sehr ahnliche Ergebnisse wurden bei der Untersuchung von Uteri
aus Trpv6™™ Tieren (Abb. 33, B) beobachtet. Dies zeigt, dass die Punktmutation in der Pore
nur zu einer funktionellen Inaktivierung des Kanals fuhrt und keinen Einfluss auf seine
Expression hat. In immunprazipitierten Proteinen aus Trpv6”-Uteri konnten zu keinem
Zeitpunkt TRPV6-Proteine detektiert werden (Abb. 33, B, C). Dies bedeutet, dass TRPV6 in

diesem Genotyp nicht oder nicht vollstandig gebildet wird.
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Abbildung 33: Analyse von TRPV6 in Uteri von WT-, Trpv6™/™- und Trpv6”-Mausen wahrend der
Zyklusstadien Diestrus, Proestrus, Estrus und Metestrus mittels Western-Blot und
massenspektrometrischer Analyse.

A. Bilder der isolierten Uteri von WT-Mausen in den Zyklusstadien Diestrus, Proestrus, Estrus und
Metestrus. B. Western-Blot Analyse von Proteinlysaten aus TRPV6-transfizierten HEK-Zellen
(Positivkontrolle), nicht-transfizierten HEK-Zellen (Negativkontrolle), Uteri Diestrus (Input), Uteri
Proestrus (Input), Estrus (Input) und Metestrus (Input) und Western-Blot Analyse von TRPV6-
Immunprazipitaten (IP) aus Uteri aller vier Zyklusstadien. C. Massenspektrometrische Analyse von
TRPV6 nach Immunpraziptation aus WT, Trpv6”, Trpv6™™ Uteri der Zyklusstadien Diestrus, Proestrus,
Estrus und Metestrus.
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4.5.2 Vergleichende zyklusabhdngige Proteomanalyse des nicht schwangeren Uterus
aus WT- und TRPV6™ ™.Tieren

Um die Frage zu klaren, inwiefen die Ca?*-Leitfahigkeit des TRPV6-Proteins die Expression
anderer Proteine wahrend des murinen Estruszyklus beeinflusst, wurden die folgenden
Experimente mit Geweben aus Trpv6™™-Tieren durchgefilhrt. Die TRPV6-Porenmutante
(Trpv6™™) unterscheidet sich vom WT nur dadurch, dass der TRPV6-lonenkanal aufgrund
einer Punktmutation (D581A) nicht mehr fiir Ca?*-lonen leitfahig ist.

Es wurde eine vergleichende Proteomanalyse der vier Zyklusstadien (Diestrus, Proestrus,
Estrus, Metestrus) zwischen WT- und Trpv6™™-Uteri durchgefiihrt. Dazu wurde das Gewebe
entnommen (3.2.2), lysiert (3.2.6.1) und die Proteinkonzentration (3.2.6.2) bestimmt. 120 ug
Protein wurden gelektrophoretisch getrennt (3.2.6.4), das Gel in 8 Streifen geschnitten und
aufgearbeitet (3.2.7.1). Die Proteine wurden je Streifen mithilfe eines 94 min HPLC-Gradienten
getrennt und massenspektrometrisch analysiert (3.2.7.2). Die Proben der 5 gepoolten Uteri
wurden je Genotyp und Zyklusstadium dreimal gemessen (technische Replikate). In der
qualitativen Proteomanalyse (Abb. 34, A) konnten in WT-Uteri 1748 Proteine Uber alle vier
Zyklusstadien hinweg identifiziert werden, davon waren 974 Proteine in jedem der vier
Zyklusstadien nachweisbar. Im Diestrus wurden 1316, im Proestrus 1352, im Estrus 1289 und
im Metestrus 1431 Proteine identifiziert. In Trpv6™™-Uteri konnten 2158 Proteine in allen vier
Zyklusstadien identifiziert werden, 1411 dieser Proteine waren in jedem Zyklusstadium
nachweisbar. Im Diestrus wurden 1723, im Proestrus 1736, im Estrus 1800 und im Metestrus
1765 Proteine identifiziert. Das Protein Mucin wird zyklusabhangig exprimiert, wobei seine
Expression im Estrus am hdchsten und im Diestrus am niedrigsten ist (Pluta et al. 2012, Vania
et al. 1993). Dieser typische Expressionsverlauf von Mucin wahrend des Estruszyklus konnte
sowohl in WT- als auch in Trpv6™™-Tieren gezeigt werden (Abb. 34, B). Dies bestatigt zum
einen, dass die Bestimmung der Zyklusstadien anhand der Zellmorphologie mit der Expression
des Zyklusmarkers Mucin korreliert und sowohl WT- als auch Trpv6™™-Tiere in etwa gleich

viel Mucin wahrend der einzelnen Zyklusstadien exprimieren.
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Abbildung 34: Massenspektrometrische Proteomanalyse des murinen Uterus zu den
verschiedenen Estruszyklusstadien (Diestrus, Proestrus, Estrus, Metestrus) von WT- und
Trpv6™/™- Mausen.

A. Venn-Diagramm identifizierter Proteine (Anzahl in Klammern) in Préparaten von WT- und Trpv6™/m-
Uteri zu der vier Zyklusstadien. B. Massenspektrometrische Analyse des Estruszyklusmarkers Mucin,
dargestellt als Anzahl der identifizierten Peptide. Von jeder Probe (5 Uteri) wurden 3 technische
Replikate gemessen.

4.5.2.1 Diestrus

In WT-Uteri wurden wahrend des Diestrus insgesamt 1290 Proteine identifiziert, von diesen
konnten 407 in jeder der drei Messungen nachgewiesen werden. In den Trpv6™™-Uteri
wurden 1801 Proteine identifiziert, davon waren 862 in allen Messungen nachweisbar (Abb.
35, A). In WT- und Trpv6™™-Uteri wurden insgesamt 2725 Proteine identifiziert (Abb. 35, B),
von diesen Proteinen wurden 110 ausschlieBlich in WT-Proben und 633 ausschlieflich in
Trpv6™™-Proben detektiert. 1982 Proteine waren in den Uteri beider Genotypen nachweisbar.
In der semiquantitativen Proteomanalyse (Abb. 35, B) wurden 64 Proteine identifiziert, die in
Trpv6™™-Uteri signifikant hochreguliert waren. In WT-Uteri waren 29 signifikant angereichert,
1982 Proteine waren zwischen beiden Genotypen nicht unterschiedlich stark exprimiert. In
Trpv6™™_Proben waren die beiden Proteine 3-Mercaptopyruvat-Sulfotransferase (THTM) und
WD repeat-containing Protein 82 (WDR82) am starksten verandert. THTM ist an der Bildung
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Abbildung 35: Massenspektrometrische Proteomanalyse des murinen Uterus im Zyklusstadium
Diestrus von WT- und Trpv6™’™ -Mausen.

A. Venn-Diagramm identifizierter Proteine (Anzahl in Klammern) in WT- und Trpv6™™-Praparaten. B.
Venn-Diagramm identifizierter Proteine in den Praparaten. C. Vulcano-Blot aller identifizierten Proteine.
Proteine unveranderter Menge unterhalb des Signifikanzniveaus (rote Linie) sind grau, andere griin
gekennzeichnet. Die Namen einzelner Proteine sind als SwissProt-Kennung angegeben.

von Hydrogensulfid beteiligt, detoxifiziert Cyanide und wird fir die Biosynthese von
Thiosulfaten bendtigt (Nagahara et al. 1996, Nagahara et al. 1998, Nagahara et al. 2005). Das
WDRS82 ist an der Methylierung von Histonen beteiligt (Lee et al. 2008) Die Proteine Prohibitin
(PHB) und Alpha-1-Antitrypsin  1-4 (A1AT4) sind in Trpv6™™-Uteri am starksten
herunterreguliert. PHB ist ein Transkriptionsregulator von p53 und als Chaperon wirksam
(Fusaro et al. 2003, Zhang et al. 2020). A1AT4 ist ein Serinproteaseinhibitor, welcher auch in
anderen Trpv6”-Geweben signifikant erhoht war (4.4). Dies deutet darauf hin, dass auch im

73



Trpve™™.Uterus (Diestrus) die proteolytische Aktivitat erhdht sein kénnte, jedoch wurden die
Serinproteasen HTRA1 und Granzyme nicht detektiert. Andere Proteasen unterschieden sich
zwischen WT- und Trpv6™™-Uteri im Diestrus nicht. Die Menge an ECM-Proteinen wie z.B.
Fibronektn (FINC) unterschied sich ebenfalls zwischen beiden Genotypen nicht. Annexin 2
(ANXA2) war analog zu Trpv6”-Geweben (4.4) in Trpv6™™-Uteri verstarkt exprimiert. Der
Progesteronrezeptor (PRGR) wurde nur in Trpv6™™-Uteri identifiziert, dies deutet darauf hin,
dass der TRPVG6-lonenstrom in die hormonelle Regulation wahrend des Estruszyklus involviert

sein konnte.

4.5.2.2 Proestrus

Wiahrend des Proestrus wurden in WT-Uteri 1317 und in Trpv6™™.-Uteri 1724 Proteine
identifiziert, von diesen waren 399 bzw. 685 in allen drei Messungen nachweisbar (Abb. 36,
A). Insgesamt wurden 2033 verschiedene Proteine identifiziert (Abb. 36, B). 131 Proteine
kamen auschlieRlich in WT- und 599 Proteine ausschlieBlich in Trov6™™-Uteri vor. 1303
Proteine wurden in Uteri beider Genotypen nachgewiesen.

Die semiquantitative Analyse der Proteomdaten (Abb. 36, C) zeigte, dass 47 Proteine in
Trpv6™™-Uteri hochreguliert sind. 1963 Proteine unterschieden sich nicht signifikant in ihrer
Expression zwischen den beiden Genotypen und 23 Proteine waren in WT-Proben
abundanter. Die beiden Proteine Neprilysin (NEP) und Ribonucleoprotein A/B (ROAA) waren
in Trpv6™™.Uteri am starksten herunterreguliert. NEP spaltet Opioid-Peptide (Gly-Phe-
Bindung) (Wisner et al. 2006) und ROAA wirkt als Transkriptionsrepressor. Die
Superoxiddismutase (SODM) und Cathepsin Z (CATZ) sind in Trpv6™™-Uteri am starksten
hochreguliert. Durch SODM werden reaktive Sauerstoffspezies unschadlich gemacht, indem
diese zu Wasserstoffperoxid umgewandelt werden. Bei CATZ handelt es sich um eine
Protease (Naegler et al. 1999), Cathepsine kénnen in das Remodelling der ECM involviert
sein. Die erhéhte Expression von CATZ in Trpv6™™-Uteri (Proestrus) deuten auf eine erhéhte
proteolytische Aktivitdt hin, jedoch ist der Proteaseinhibitor A1AT4 unverandert und
Fibronektin unterscheidet sich ebenfalls nicht zwischen beiden Genotypen. Die
Serinproteasen HTRA1 und Granzyme wurden nicht identifiziert. Die Proteine ANXA1 und 4
waren analog zu den bereits beschriebenen Ergebnissen in Trov6™™-Uteri hochreguliert. Das
Progesteronrezeptorcompartiment-1 (PGRC1) war nur in Trpv6™™.-Uteri nachweisbar, dies
deutet ebenfalls darauf hin, dass der TRPV6-lonenstrom die hormonelle Steuerung wahrend

des Estruszyklus beeinflussen kdnnte.
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Abbildung 36: Massenspektrometrische Proteomanalyse des murinen Uterus im Zyklusstadium
Proestrus von WT- und Trpv6™/™ -Mausen.

A. Venn-Diagramm identifizierter Proteine (Anzahl in Klammern) in WT- und Trpv6™™-Praparaten. B.
Venn-Diagramm identifizierter Proteine in den Praparaten. C. Vulcano-Blot aller identifizierten Proteine.
Proteine unveranderter Menge unterhalb des Signifikanzniveaus (rote Linie) sind grau, andere griin
gekennzeichnet. Die Namen einzelner Proteine sind als SwissProt-Kennung angegeben.

4.5.2.3 Estrus

In der massenspektrometrischen Analyse von Uteri wahrend des Estrus wurden in WT-Proben
1353 und in Trpv6™™-Proben 1737 Proteine detektiert, davon waren 404 bzw. 773 Proteine
in allen drei Messungen nachweisbar (Abb. 37, A). Insgesamt wurden 2060 unterschiedliche
Proteine nachgewiesen (Abb. 37, B). 1336 Proteine wurden in Uteri beider Genotypen
nachgewiesen. 161 Proteine waren nur in WT- und 563 Proteine nur in Trpv6™™-Uteri
detektierbar.
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Abbildung 37: Massenspektrometrische Proteomanalyse des murinen Uterus im Zyklusstadium
Estrus von WT- und Trpv6™/™ -M&iusen.

A. Venn-Diagramm identifizierter Proteine (Anzahl in Klammern) in WT- und Trpv6™™-Praparaten. B.
Venn-Diagramm identifizierter Proteine in den Praparaten. C. Vulcano-Blot aller identifizierten Proteine.
Proteine unveranderter Menge unterhalb des Signifikanzniveaus (rote Linie) sind grau, andere griin
gekennzeichnet. Die Namen einzelner Proteine sind als SwissProt-Kennung angegeben.

Laut semiquantitativer Analyse (Abb. 37, C) waren 1978 Proteine in ihrer Expression nicht
zwischen WT- und Trpv6™™-Uteri im Estrus verandert. 38 Proteine waren in Trpv6™™-Uteri
signifikant hochreguliert und 44 Proteine waren in WT-Uteri signifikant abundanter. Die beiden
Proteine Aquaporin-1 (AQP1) und F-actincapping protein subunit beta (CAPZB) waren in WT-
Uteri am abundantesten. AQP1 bildet H.O-spezifische Kanéle und ist an der Regulation des

Zellvolumens von Epithelzellen beteiligt und spielt eine wichtige Rolle beim
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Flissigkeitshaushalt (Yang et al. 2002). CAPZB dagegen ist in die Organisation des
Zytoskeletts involviert (Bai et al. 2011). Die Proteine Eukaryotic peptide chain release factor
subunit 1 (ERF1) und Vacuolar protein sorting-associated protein 4B (VPS4B) sind in
Trpv6™™-Uteri (Estrus) am starksten angereichert. ERF1 spielt eine wichtige Rolle bei der
Termination der Peptidsynthese (Translation) (Frolova et al. 1994) und VPS4B ist an der
intrazellularen Verteilung von Proteinen beteiligt (Scheuring et al. 2001). Die Expression von
Proteasen und Proteaseinhibitoren unterschied sich zwischen den beiden Genotypen nicht,
somit gibt es im Estrus keinen Hinweis auf eine erhdhte proteolytische Aktivitat in Trpov6™™-
Uteri. Die Menge an Fibronektin und Annexinen unterschied sich im Estrus ebenfalls nicht

zwischen WT- und Trpv6™™-Uteri.

4.5.2.4 Metestrus

1432 Proteine wurden in WT- und 1755 Proteine in Trpv6™™-Uteri wahrend des Metestrus
nachgewiesen, davon wurden 666 und 726 Proteine in allen drei Messungen nachgewiesen
(Abb. 38, A). Insgesamt wurden 2102 Proteine detektiert (Abb 38, B). Davon wurden 1403 in
Proben beider Genotypen identifiziert. 174 Proteine waren auschlieRlich in WT- und 525
Proteine ausschlieRlich in Trpv6™™-Uteri zu finden.

In der semiquantitativen Analyse (Abb. 38, C) unterschieden sich 1403 Proteine nicht
signifikant in ihrer Expression zwischen den beiden Genotypen. 27 Proteine waren in
Trpv6™™-Uteri signifikant hoch und 74 Proteine signifikant herunterreguliert. Die Proteine
Esterhydrolase (CK054) (Manjasetty et al. 2006) und Carbonylreduktase (CBR3) (Miura et al.
2008) waren in Trpv6™™-Uteri am starksten hochreguliert. In WT-Uteri waren die beiden
Proteine Serinproteaseinhibitor A1AT4 und Glucose-6-phosphatisomerase (G6PI), die in die
Glykolyse und Glukoneogenese involviert ist (Bueker et al. 1981, Pretsch et al. 1990, Merkle
et al. 1993) am abundantesten. Diese Ergebnise zeigen, dass TRPV6 in die Regulation
verschiedener enzymatischer Prozesse wahrend des Metestrus involviert sein koénnte.
Granzyme und HTRA1 konnten nicht nachgewiesen werden. Andere Proteasen und
Fibronektin unterschieden sich nicht zwischen den beiden Genotypen, ebenso waren
Annexine (ANXA1, ANXA2, ANXA4) nicht verandert.

77



mt/mt

A WT Trpv6 B

t/
(1432) (1755) WT (n=3) Tipv6" " (n=3)
Metestrus 1 Metestrus 2 Metestrus 1 Metestrus 2
(1287) (1026) (1604) (1550)

2102
Metestrus 3 Metestrus 3
(900) (748)
t/mt
C WT Trov6
n=74 Proteine n=27 Proteine CK054 ©
4
A1AT4©
)
o 3 ;
=
oY CBR3®
o N
3?2 :
T -
H
1 :
o AN | S W N O - o ) N N Y S A S N [
-10

log2 (fold change (WT/Trpv6™™)

Abbildung 38: Massenspektrometrische Proteomanalyse des murinen Uterus im Zyklusstadium
Metestrus von WT- und Trpv6™’™ -M&iusen.

A. Venn-Diagramm identifizierter Proteine (Anzahl in Klammern) in WT- und Trpv6™™-Praparaten. B.
Venn-Diagramm identifizierter Proteine in den Praparaten. C. Vulcano-Blot aller identifizierten Proteine.
Proteine unveranderter Menge unterhalb des Signifikanzniveaus (rote Linie) sind grau, andere griin
gekennzeichnet. Die Namen einzelner Proteine sind als SwissProt-Kennung angegeben.
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4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse der Proteomanalysen von Uteri aus allen vier
Zyklusstadien

Die Serinproteasen HTRA1 und Granzyme konnten im Uterus in keinem der vier Zyklusstadien
identifiziert werden. Jedoch war die Protease CATZ im Proestrus in Trpv6™™-Uteri erhdht und
der Serinproteaseinhibitor A1AT4 war in Trpv6™™.Uteri wahrend Diestrus und Metestrus
reduziert. Dies deutet darauf hin, dass die proteolytische Aktivitat in Trpv6™™-Uteri wéahrend
des Estruszyklus erhdht sein koénnte. Die Expression der typischen extrazelluldren
Matrixproteine wie z.B. Fibronektin war in Trpv6™™-Uteri unverandert. Annexine waren in
Trpv6™™-Uteri wahrend dem Diestrus (ANXA2) und Proestrus (ANXA1, ANXA4) erhoht. Es
konnten keine charakteristischen Unterschiede identifiziert werden, welche in jedem der vier
Zyklusstadien vorhanden waren ebenso konnte kein Unterschied zwischen Zyklusstadien in
denen TRPV6 exprimiert wird (Proestrus, Estrus, Metestrus) und dem Diestrus, in dem TRPV6
kaum exprimiert wird, identifiziert werden (4.5.1). Die Ergebnisse zeigen, dass in WT- und
Trov6™ ™ Tieren alle vier Zyklusstadien vorhanden sind, aber die Expression der Proteine
A1AT4, CATZ und verschiedene Annexine von der Ca**-Leitfahigkeit des TRPV6-lonenkanals
beeinflusst wird, wodurch die proteolytische Aktivitdt in Trpv6™™-Uteri wéhrend des
Estruszyklus erhdht ist.

Tabelle 8: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der Proteomanalyse von Uteri der vier
Zyklusstadien Diestrus, Proestrus, Estrus und Metestrus von WT- und Trpv6™™.-Geweben
beziiglich der Expression von Proteasen, Antitrypsinen, Annexinen und Fibronektin.

Proteine welche schwarz gekennzeichnet sind waren in WT-Geweben abundanter, blau

gekennzeichnete Proteine waren in Trpov6™™-Geweben angreichert. Zweistichproben-t-Test mit dem
Signifikanznivau p < 0,5.

= : Proteinmenge unterscheidet sich zwischen den beiden Genotypen nicht signifikant
Gewebe Proteasen Proteaseinhibitoren Fibronektin Annexine
Uterus
= A1AT4 = ANXA2
(Diestrus)

Uterus
CATZ =

ANXA1, ANXA4
(Proestrus)

Uterus
(Estrus)
Uterus

= A1AT4 = =
(Metestrus)
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5 Diskussion
5.1 TRPV6 in der murinen Plazenta und Trophoblasten

5.1.1 Einfluss des TRPV6 Proteins auf Morphologie, Calciumgehalt und Wachstum
von Trophoblasten

Wahrend der Schwangerschaft erfolgt der Nahrstoff- und Mineralientransport von der Mutter
hin zum Foétus Uber die Plazenta. Ab dem letzten Drittel der Schwangerschaft steigt der
Calciumbedarf des Embryos aufgrund seiner Knochenmineralisierung stark an. Die
Expression von Trpv6 nimmt parallel dazu bis zum Ende der Schwangerschaft kontinuierlich
zu (Lee et al. 1992). TRPV6-defiziente Embryonen aus TRPV6-defizienten Muttern zeigen ein
verzdgertes Wachstum und eine mangelhafte Knochencalzifizierung. Beim Menschen fuhren
Mutationen im TRPV6-Gen zu einem ahnlichen Phanotyp, auch hier ist die Mineralisierung der
Knochen unzureichend (Suzuki et al. 2018, Mason et al. 2020, Suzuki et al. 2020). Die
skelettalen Fehlbildungen sind Folge einer verminderten plazentaren Calciumversorgung des
Foétus. Aufgrund der plazentaren Expression und der hohen Ca*-Selektivitat des TRPV6-
lonenkanals wird vermutet, dass dieser am transepithelialen Ca?-Transport (ber die
fetomaternale Blutbarriere beteiligt ist.

In der Literatur wurde die Expression des TRPV6-Proteins in fetalen und maternalen Teilen
der Plazenta bereits beschrieben (Fecher-Trost et al. 2013, Fecher-Trost et al. 2019). Die
Expression von TRPV6 in Plazenta (4.1.1.1) und Trophoblasten (4.1.2.2) am Tag E13,5 der
Schwangerschaft konnte im Rahmen dieser Arbeit mittels Westernblot und
massenspektrometrischer Analyse bestatigt werden. TRPV6 war jedoch erst nach Anreichung
mittels Immunprazipitation nachweisbar. Diese geringe Expression von TRPV6 konnte eine
mogliche Erklarung dafir sein, dass bislang kein TRPV6-Strom in nativen Geweben mit Hilfe
elektrophysiologischer Methoden nachgewiesen werden konnte (Nett et al. 2021). Eine
erhohte Expression von TRPV6 flihrt moglicherweise zu zytotoxischen Effekten, sowie dies
bereits in TRPV6-Uberexprimierenden HEK293-Zellen gezeigt werden konnte (Cao et al. 2013,
Peng et al. 2017, Singh et al. 2018, Stewart 2020). Trophoblasten aus Plazenten von Trpv6-
IC/eRosa-tGFP Mausen zeigten zum groften Teil Trpv6-positive Signale (4.1.2.2). Dies
bedeutet, dass die Mehrheit der Trophoblasten Trpv6 exprimiert, es aber auch
Trophoblastensubtypen gibt, welche Trpv6 nicht exprimieren. Méglicherweise steuert TRPV6
spezifische Funktionen einzelner Trophoblasten.

Die morphometrische Analyse von TRPV6-defizienten Plazenten zeigte strukturelle
Veranderungen von Labyrinthzone und Chorionplatte (4.1.1.2). Die Oberflache der
Labyrinthzone, welche von Synzytiotrophoblasten gebildet wird, war in TRPV6-defizienten
Mausen signifikant kleiner. Uber sie lauft der Stofftransport von der Mutter zum Fétus. Es wére
also moglich, dass diese verringerte Oberflache zu einem reduzierten Stoffaustausch fihrt,
womit die Unterversorgung von Embryonen aus TRPV6-defizienten Muttern erklart werden

konnte.
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TRPV6-defiziente Trophoblasten nehmen in Kultur weniger Ca?*-lonen auf, nachdem sie zuvor
in Ca®* freiem Medium inkubiert wurden (Fecher-Trost et al. 2019). Mithilfe von Ca**-Imaging
mittels Fura-2 konnte in dieser Arbeit eine reduzierte Ca®*-Aufnahme von TRPV6-defizienten
Trophoblasten bestatigt werden, so zeigten diese nach 48 h in Kultur eine reduzierte basale
Ca*"-Konzentration (4.1.2.6). Diese reduzierte Ca®*-Aufnahme kdnnte zu einem verringerten
transzelluldren Ca®*-Transport Uber die fetomaternale Blutbarriere filhren und die
unzureichende Knochencalzifizierung in Embryonen von TRPV6-defizienten Mausen und
Menschen erklaren.

Die Untersuchung des Wachstums primarer Trophoblasten Giber 7 Tage zeigte hinsichtlich der
Zellmorphologie keine signifikanten Unterschiede zwischen WT- und Trpv6”-Tieren. Jedoch
vernetzen sich TRPV6-defiziente Trophoblasten ab Tag 3 in Kultur sichtbar schlechter und es
sind mehr isolierte Zellen vorhanden, welche sich trotz raumlicher Nahe zu anderen Zellen
nicht vernetzen (4.1.2.3). Die gestorte Vernetzung kdnnte die Ursache fir die morphologische
Veranderung (reduzierte Oberflache) in der Labyrinthzone von Trpv6”-Plazenten sein. Bei der
Kultivierung der Trophoblasten unter reduzierten Calciumbedingungen wuchsen die TRPV6-
defizienten Trophoblasten deutlich besser (4.1.2.3). Dies kdnnte dadurch zu erkaren sein,
dass diese aufgrund ihrer per se reduzierten Ca?*-Aufnahme bereits an reduzierte Ca?-
Konzentrationen angepasst sind.

Einige Trophoblasten Subtypen wie spiralarterienassoziierte Trophoblastenriesenzellen
(SpATGC) sind in der Lage zu migrieren. In dem Migrationstest konnten keine Unterschiede
zwischen WT- und TRPVG6-defizienten Trophoblasten detektiert werden, was zeigt, dass die
Migration von Trophoblasten unabhangig von TRPV6 ist.

Die Flache der Chorionplatte ist in TRPV6-defizienten Plazenten am Tag E13,5 reduziert
(4.1.1.2). Da ihre GroRRe mit der Ausbreitung der plazentaren Blutgefalie korreliert (Gordon et
al. 2007), deutet eine vergroRerte Chorionplatte auf eine verstarkte Vaskularisierung in Trpv6
-Plazenten hin. Dies kdnnte eine kompensatorisch, aber funktionell unzureichende Reaktion
auf die reduzierte Transportoberflaiche der Labyrinthzone darstellen. Inwiefern die
Vaskularisierung tatsachlich verandert ist, soll zuklnftig durch Immunfarbung von
GefalRendothelmarkern wie dem platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM)

untersucht werden.

5.1.2 TRPV6 steuert die proteolytische Aktivitat von Trophoblasten

Um die molekularen Mechanismen, auf denen die morphologischen Veranderungen der
TRPV6-defizienten Plazenten beruhen, genauer zu untersuchen, wurde eine vergleichende
massenspektrometrische Proteomanalyse von WT- und Trpv6”-Plazenten (E13,5)
durchgefuhrt. Es wurden 1778 Proteine identifiziert, von denen sich 24 signifikant in ihrer

Menge unterschieden (4.1.1.3). Das Oberflachenglykoprotein CEAMS5 (carcioembryonic
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antigen-related adhesion molecule 5) war in Trpv6”-Plazenten angereichert. Dieses Protein
spielt eine Rolle bei der Zell-Zell-Adhasion (Oikawa et al. 1989) und koénnte somit ein Grund
fir die veranderte Struktur der Labyrinthzone in Trpv6”-Plazenten sein. Die Serinprotease
Granzym F war in Trpv6”-Plazenten signifikant starker und der Serinproteaseinhibitor A1AT5
weniger stark exprimiert. Dies deutet auf eine erhohte proteolytische Aktivitat in Trpv6”-
Plazenten hin, welche in einem Fibronektin-Hydrolyse-Assay bestatigt werden konnte
(4.1.1.4). Das zeigt, dass TRPV6 in die Regulation der proteolytischen Aktivitat in plazentarem
Gewebe involviert ist.

Um einen tieferen Einblick in das Proteom der Labyrinthzone zu bekommen, wurden WT- und
Trpv6”-Trophoblasten vergleichend massenspektrometrisch analysiert. Dabei wurden 2824
Proteine detektiert, von denen 474 unterschiedlich stark exprimiert waren (4.1.2.8). In den
Trophoblasten wurden aufgrund einer aufwendigeren Probenvorbereitung vergleichweise
mehr Proteine identifiziert als in den Plazentaproben. Die Anzahl der analysierten Proteine ist
als sehr gut zu bewerten, so wurden gerade einmal 1557 Proteinidentifikationen mittels
Massenspektrometrie fur die humanen Trophoblastenmodellzelle (BEWO) beschrieben
(Szklanna et al. 2017). Die Serinproteasen Granzym C, F, G und HTRA1 (High-temperature
requirement A serine protease 1) waren in Trpv6”-Trophoblasten vermehrt und das
extrazellulare Matrixproteins Fibronektin (FINC) vermindert (4.1.2.8). Es wurden funf
verschiedene Granzymisoformen (A, B, H, K und M) im Menschen und elf in der Maus
beschrieben (Grossman et al. 2003). Die am besten untersuchten Isoformen sind Granzym A
und B, diese werden hauptsachlich von zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen zusammen mit
dem porenbildenden Protein Perforin exprimiert und sekretiert. Die Granzyme gelangen durch
die Perforinporen in die Zielzelle und I6sen dort die Apoptose aus (Afonina et al. 2010).

Die beiden Granzyme A und B wurden im Trophoblastenproteom nicht identifiziert und die
genannten Granzymisoformen zeigten keinen Einfluss auf die Anzahl von apoptotischen und
nekrotischen Trophoblasten in Kultur (4.1.2.6). Eine spezifische Funktion der Granzyme C, F
und G wahrend der Schwangerschaft ist bislang nicht beschrieben. Es ist jedoch bekannt,
dass Trophoblastensubtypen Proteasen wie Matrix-Metalloproteasen und Cathepsine
exprimieren und sekretieren, wodurch unter anderem die Implantation und der Umbau der
extrazellularen Matrix reguliert werden (Hu and Cross 2010). Auch eine Expression von
Granzymen konnte bereits gezeigt werden (Masuzaki et al. 1997). Nach Behandlung mit
Leptin, einem Proteohormon, welches hauptsachlich in Adipozyten, in geringen Mengen aber
auch in der Plazenta gebildet wird und in die Regulation des Lipidstoffwechsels involviert ist
(Masuzaki et al. 1997), steigt die Expression der Granzyme D, E, F und G in
Trophoblastenriesenzellen (Schulz et al. 2009). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass

auch Granzym D, E, F und G am Umbau der extrazellularen Matrix beteiligt sein kénnten.
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Neben den Granzymen war auch die Serinprotease HTRA1 in Trpv6”-Trophoblasten
angereichert. Diese ist selbst am Umbau der extrazellularen Matrix beteiligt und kann indirekt
Uber Fragmente von extrazellularen Matrixproteinen die Aktivitat von Matrix-Metalloproteasen
regulieren (Li et al. 2018). Schwangere Htra1-defiziente Mause zeigen unterentwickelte
Embryonen, kleinere Plazenten, eine reduzierte Dicke der Verbindungszone, eine veranderte
Vaskularisierung der Labyrinthzone und eine Reduktion der Anzahl von Spongio- und
Glykogentrophoblasten (Hasan et al. 2015). In diesen Mausen ist zwar die Proteaseaktivitat
im Unterschied zu TRPV6-defizienten Tieren verringert, jedoch zeigt dies, dass eine
veranderte proteolytische Aktivitdt zu einer veranderten Morphologie der Plazenta und damit
zur Unterentwicklung des Embryos fuhren kann. Beim Menschen konnte im Blutserum von
Patientinnen mit Praeklampsie eine erhohte Konzentration von HTRA1 nachgewiesen werden.
Auch wenn der Mechanismus bisher nicht verstanden ist, scheint die Aktivitdt der HTRA1-
Protease fur eine normale Funktion der Plazenta wichtig zu sein (Inagaki et al. 2012, Marzioni
etal. 2012, Zong et al. 2013). Ein weiteres Beispiel fuir den Einfluss der Serinproteasenaktivitat
auf die Funktion der Plazenta ist der spezifische Kunitz-Typ Serinproteaseinhibitor SPINT1
(Kawaguchi et al. 1997, Shimomura et al. 1997). Schwangere SPINT1-defiziente Mause, die
aufgrund des fehlenden Proteaseinhibitors eine erhdhte proteolytische Aktivitat aufweisen,
zeigen eine gestorte Vaskularisierung der Plazenta, eine kleinere Labyrinthzone und die
Embryonen sterben in der Mitte der Schwangerschaft (Tanaka et al. 2005, Fan et al. 2007,
Szabo et al. 2007).

Zu den gemeinsamen Substraten von Granzymen und HTRA1 gehdren unter anderem das
Protein Fibronektin (Buzza et al. 2005), welches im Proteom von Trpv6”-Trophoblasten
gegenlaufig zu den Proteasen reduziert ist (4.1.2.8). Die Minderung von Fibronektin konnte
nach Immunfarbung von Trpv6”-Trophoblasten am Tag 3 in Kultur bestatigt werden (4.1.2.8).
Bei Fibronektin handelt es sich um Adapterprotein, das Integrine der Plasmamembran mit
Proteinen der extrazellularen Matrix wie z.B. Kollagene und Proteoglykane verankert (Sasaki
and Hidaka 1982, Ruoslahti 1988, Schultz and Armant 1995). Bindet Fibronektin an den
Integrinrezeptor des Trophoektoderms der murinen Blastozyste, so kommt es zu einem
Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration der Trophoblastenvorlauferzellen und zu einer
verstarkten Adhasion der Blastozyste (Wang and Armant 2002). Somit ware denkbar, dass die
erhohte Expression von Serinproteasen in Trpv6”-Trophoblasten Fibronektin degradieren,
wodurch die Struktur der extrazellularen Matrix verandert und die Zell-Zell-Adhasion gestort
wird. Dies wiederum kdnnte zu einer reduzierten Oberflache der fetomaternalen Blutbarriere
in Trpv6”-Plazenten filhren. Die erhohte proteolytische Aktivitat in Trpv6”-Plazenten
gegenlber Fibronektion konnte mithilfe des Fibronektin-Hydrolyse-Assays bestatigt werden.
Die Proteomanalyse legt nahe, dass diese erhdhte Aktivitat auf die verstarkte Expression von

Serinproteasen in Trophoblasten zuriickzufiihren ist.
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Analog zu Fibronektin, war auch das fibronektinahnliche Protein Fibronectin type-3 domain
containing protein 3 A (FND3A, Fndc3a) in Trpv6”-Trophoblasten signifikant reduziert. Es ist
ebenfalls Bestandteil der extrazellularen Matrix. FNDC3A-defiziente Zebrafische zeigen eine
veranderte extrazellulare Matrix, welche zu einer fehlerhaften Entwicklung bzw. Regeneretaion
der Flossen fuhrt (Liedtke et al. 2019). Bei Mausen fihrt ein nicht funktionelles Fndc3a-Gen
aufgrund einer gestorten Zell-Zell-Adhasion von Spermatiden und Sertolizellen, zur Sterilitat
(Obholz et al. 2006). Die reduzierte Menge von FND3A in Trpv6”-Trophoblasten kénnte also
zu einer gestorten Zell-Zell-Adhasion beitragen.

Ein anderer Grund fiir den proteolytischen Abbau von Fibronektin in Trpv6”-Trophoblasten
kénnte die reduzierte basale Ca®*-Konzentration sein. Méglicherweise werden Ca?*-abhéngige
Transkriptionsfaktoren in Abwesenheit von TRPV6 unter verminderter Ca?*-Konzentration
verstarkt aktiviert (Savignac et al. 2007, Mesko et al. 2020), welche die Expression von
Proteasen steuern. Die Sekretion und die Aktivitat von Granzymen sind ebenfalls Ca*'-
abhangig (Velotti et al. 1992). SchlieBlich kann die Bindung von Ca**-lonen Proteine gegen
proteolytische Degradation schuitzen, z.B. wird die Autolyse durch Trypsin-like Serinproteasen
durch Ca?" inhibiert (Papaleo et al. 2005). Da Fibronektin in der Lage ist Ca®*-lonen zu binden
(Amphlett and Hrinda 1983), welche die Proteinfaltung stabilisieren kénnen (Milles et al. 2018),
kénnte eine Reduktion der intrazelluldren Ca*-Konzentration zu einer Destabilisierung des
Proteins und damit zu einem vermehrten Abbau flihren. Gegen diese Hypothese spricht
jedoch, dass Fibronektin im Fibronektin-Hydrolyse-Assay bei annahrend gleicher Ca®'-
Konzentration in Proben beider Genotypen nach Zugabe des Puffers in Lysaten von Trpv6”-
Plazenten trotzdem starker degradiert wird (4.1.1.4).

Das extrazelluldre Matrix Adapterproteine Laminin 5 (LAMAS5) ist ebenfalls in TRPV6-
defizienten Trophoblasten reduziert (4.1.2.8). Da Laminin auch ein potentielles Substrat von
Granzymen ist (Buzza et al. 2005), wird dieses vermutlich ebenso wie Fibronektion in Trpv6™
-Trophoblasten degradiert. Laminin selbst hat keinen Einfluss auf die Zell-Zell-Adhasion,
beeinflusst jedoch die Vaskularisierung der Plazenta. LAMA5-defiziente Mause zeigen eine
verringerte Vaskularisierung der Plazenta (Miner et al. 1998). Obwohl die Chorionplatte und
damit die Vaskularisierung der Palzenta in Trpv6”-Plazenten vergroRert ist, kdnnte die
veranderte Expression von LAMAS die Ausbildung dieser Strukturen beeinflussen.

Im Gegensatz zu Fibronektin und Laminin sind die Adapterproteine der extrazellularen Matrix
Nidogen-1 und Nidogen-2 in TRPV6-defizienten Trophoblasten angereichert (4.1.2.8).
Nidogen-1 und -2 sind analog zu Fibronektin an der Zell-Zell-Adh&sion beteiligt, auch sie
kénnen beispielsweise die Adhasion der murinen Blastozyste an Oberflachen verstarken
(Wang and Armant 2002). lhre verstarkte Expression in Trpv6”-Trophoblasten kdnnte somit

eine Kompensation des Fibronektinmangels darstellen.
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Cathepsin D (CATD) war als einzige weitere Protease in Trophoblasten unterschiedlich stark
exprimiert (Tabelle 7). Sie war in Trpv6”-Trophoblasten signifikant abgereichert. Cathepsin D
wird von Trophoblastenriesenzellen exprimiert und sekretiert und spielt bei der Invasion der
Blastozyste eine Rolle (Simmons et al. 2007). Daruiberhinaus ist CATD in der Lage Prolaktine
zu spalten und dadurch in ihre aktive Form zu Uberfihren. Sie ist somit an der hormonellen
Regulation der Schwangerschaft beteiligt (Clapp et al. 2006, Clapp et al. 2006, Piwnica et al.
2006, Hilfiker-Kleiner et al. 2007). Die signifikant geringere Menge des Prolaktins PR8AS8 in
Trpv6”-Trophoblasten kdnnte somit in der verminderten CATD Expression begriindet sein, da
die Proform mdglicherweise nicht vollstandig in die aktive Form PR8AS8 Uberfihrt wird. In der
Maus sind 23 verschiedene Prolaktinisoformen bekannt, beim Menschen gibt es nur eine
einzige (Simmons et al. 2008). Prolaktine werden wahrend der Schwangerschaft gebildet und
bereiten unter anderem den Koérper der Mutter auf die Versorgung des Kindes vor indem sie
die Milchbildung (Laktation) stimulieren (Soares 2004). Diese Ergebnisse zeigen, dass TRPV6
somit auch indirekt in die hormolle Regulation wahrend der Schwangerschaft involviert sein
kdnnte.

Eine weitere Erklarung fiir die reduzierte Zell-Zell-Adhasion von Trpov6”-Trophoblasten kénnte
schlieRlich die verringerte Expression von Cadherin-5 (CADH5) sein. CADHS5 ist ein Ca*-
bindendes transmembrares Glykoprotein (Gooding et al. 2004). Die Interaktion von CADH5
mit benachbarten Zellen fiihrt zur Ca**-abhangigen Zell-Zell-Adhésion durch Ausbildung von
Tight Junctions (Halbleib and Nelson 2006). Als Bestandteil des Tight Junction-
Proteinkomplexes ist CADH5 an der Regulation der parazellularen Permeabilitat von Epithelen
beteiligt (Gavard 2014). Somit kénnte die verringerte Menge von CADH5 in Trpv6”-
Trophoblasten ebenfalls ein Grund fiir den reduzierten Stofftransport in TRPV6-defizienten
Plazenten sein.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass TRPV6 die Struktur der extrazellularen Matrix
in der plazentaren Labyrinthzone Uber Proteasen reguliert. Darliberhinaus ist TRPV6 fur die
Aufnahme von Ca?*-lonen in Trophoblasten verantwortlich und somit wahrscheinlich am

transzellularen Ca?*-Transport Uiber die fetomaternale Blutbarriere beteiligt.

5.2 Rolle von TRPV6 in der murinen Eihlle

Neben der Plazenta ist die murine Eihllle ebenfalls an der Versorgung des Embryos mit
Nahrstoffen beteiligt. Die Expression von Trpv6-Transkripten und TRPV6-Proteinen in der
Eihdlle wurde bereits beschrieben (Suzuki et al. 2008, Fecher-Trost et al. 2019). Dies konnte
im Rahmen dieser Arbeit mittels Western-Blot und massenspektrometrischer Analyse in
Eihdllen am Tag 13,5 der Schwangerschaft bestatigt werden. Analog zu Plazenta und
Trophoblasten war TRPV6 nur nach Anreicherung mittels Immunprazipitation nachweisbar

(4.2.1). Dies deutet darauf hin, dass die Expression von TRPV6 in Eihillen ebenfalls gering
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ist. Auch Eihullen aus Trpv6-IC/eR26-tGFP-Mausen am Tag E13,5 zeigten Trpv6-positive
Signale Uber die gesamte Flache. Dies deutet darauf hin, dass Trpv6 vermutlich in der
gesamten Eihlle exprimiert wird.

TRPV6 war auch in Trpv6™™-Eihiillen nachweisbar. Damit konnte erstmalig gezeigt werden,
dass modifizierte TRPV6-Proteine in Trpv6™™-Gewebe vollstandig exprimiert wird. In Trov6™
-Eihdllen dagegen konnte kein TRPV6 Protein nachgewiesen werden. Vermutlich wird das
Protein aufgrund der Deletion der Exons 13-15 nicht gebildet, oder das verkiirzte Protein wird
als fehlerhaft erkannt und abgebaut.

Bei der morphologischen Analyse von Trpv6”-Eihiillen waren keine Veranderungen beziiglich
Vaskularisierung und Dicke zu erkennen, lediglich ihr Umfang war reduziert (4.2.2). Da
bekannt ist, dass Eihille und Uterus unter anderem durch das Wachstum des Embryos
vergrofert werden, ist der verringerte Umfang vermutlich auf die kleineren Embryonen in
Trpv6”-Tieren zuriickzufiihren (Fecher-Trost et al. 2019).

Bei der massenspektrometrischen Proteomanalyse wurden 1744 Proteine identifiziert, von
denen 224 unterschiedlich stark im Vergleich zwischen WT- und Trpv6”-Eihlille exprimiert sind
(4.2.3). Die Protease Cathepsin D ist in Trpv6”-Eihiillen signifikant angereichert, sie wird durch
Trophoblastenriesenzellen exprimiert und ist am Umbau der extrazellularen Matrix beteiligt
(Simmons et al. 2007, Screen et al. 2008). Ein mdgliches Substrat ist das extrazellulare
Matrixprotein Fibronektin, welches in Trpv6”-Eihiillen signifikant reduziert ist. Vermutlich wird
Fibronektin durch die erhéhte Expression von CATD in Trpv6”-Eihiillen stéarker degradiert als
in WT-Gewebe. Dariiberhinaus sind die Proteaseinhibitoren A1AT4 und A1AT5 in Trpv6”-
Eihdllen weniger stark exprimiert, was ebenfalls zu einer erhdhten proteolytischen Aktivitat
beitragen kann. Es handelt sich hierbei wahrscheinlich um einen ahnlichen Mechanismus wie
in Trpv6”-Trophoblasten, lediglich die Proteasen unterscheiden sich (4.2.3).

Annexin 1 (ANXA1) ist in Trpv6”-Eihillen angereichert, es handelt sich dabei um ein Ca?*-
bindendes Protein, welches in der Lage ist, hexamere Komplexe zu bilden (van de Graaf et al.
2003, McNeil et al. 2006). Diese sind an der Translokation von TRPV6 in die Plasmamembran
beteiligt (Raphaél et al. 2014). Es ware also denkbar, dass ANXA1 aufgrund des fehlenden
TRPV6-Proteins in Trpv6”-Eihiillen verstarkt exprimiert wird. Moglicherweise fungiert der
TRPV6-abhangige Ca**-Einstrom als Feedback-Mechanismus, bleibt dieser aus, kénnte es zu
einer Uberexpression von ANXA1 kommen.

Der transepitheliale Widerstand (TER) war in Trpv6”-Eihillen signifikant erhéht (4.2.4). Der
TER beschreibt den elektrischen Widerstand eines Epithels und ist somit ein MaR fir die
transzellulare und parazellulare Permeabilitdt von lonen. Eine erhdhter TER bedeutet somit,
dass die Permeabilitdt fir lonen in Trpv6”-Eihiillen reduziert ist. Dies kénnte zur Ca*-
Unterversorgung von Embryonen in Trpv6”-Miittern beitragen. Die veréanderte Permeabilitét

kénnte durch die erhéhte Expression von Cingulin (CING) in Trpv6”-Eihillen verursacht sein.
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Bei CING handelt es sich Tight Junction-assoziiertes Protein, welches vermutlich an der
Regulation der parazellularen Permeabilitat Uber Tight Junctions beteiligt ist (Guillemot et al.
2012). Tight Junction-Proteine selbst unterschieden sich im Proteom von WT- und Trpv6”-
Eihdllen nicht (4.2.3). Werden WT-Eihlllen mit einem TRPV6-Blocker inkubiert oder das freie
Ca?" durch die Zugabe von EDTA chelatiert, kommt es zu einem signifikanten Anstieg des
TER (4.2.4). Der Anstieg des TER ist in beiden Fallen in etwa gleich groR. In Trpv6”-Eihiillen
bleibt dieser Effekt aus, der TER verandert sich nicht nach Applikation. Die Ergebnisse zeigen,
dass die Permeabilitat von Eihiillen am Tag 13,5 der Schwangerschaft Ca**-abhéngig durch
TRPV6 reguliert wird. Um zu untersuchen, in welchem MalR die transzelluldre bzw.
parazelluldre Permeabilitit von Ca?'-lonen durch TRPV6 beeinflusst wird, kénnte man
zukiinftig den Ca**-Transport tiber die Eihiille unter Verwendung von radioaktiven “°*Ca*-lonen
in der Ussing-Kammer messen. Wirde dabei der parazellulare lonen-Transport mithilfe einer
Klemmspannung auf 0 V unterdriickt und ein TRPV6-Antagonist verwendet werden, so lielte
sich der Einfluss auf den transzelluldren Ca®*-Transport bestimmen. Wiirde zuséatzlich der
gesamte “°Ca?*-Transport (iber die Eihiille bestimmt ohne Unterdriickung des parazelluléren
lonentransports und unter Verwendung eines TRPV6-Antagonisten, so liese sich aus der
Differenz von diesem und dem transzelluldren “°Ca®*-Transport der parazelluldre *°Ca?*-

Transport bestimmen.

5.3 Einfluss von TRPV6 auf die Proteinexpression im schwangeren Uterus

Die Expression von TRPV6 im schwangeren Uterus wurde bereits beschrieben (Lee and
Jeung 2007). Mithilfe von Westernblot und massenspektrometrischer Analyse am Tag 13,5
der Schwangerschaft konnte dies bestatigt werden (4.3.1). Auch im Uterus war die Menge des
TRPV6-Proteins so gering, dass es erst nach Anreicherung mittels Immunprazipitation
identifiziert werden konnte.

Die Granzyme C, E und F waren in Trpv6”-Uteri angereichert (4.3.2). Granzyme werden
wahrend der Schwangerschaft durch uterine NK-Zellen sekretiert und sind an der Regulation
der Plazentation und dem Umbau des uterinen Gewebes beteiligt (Finn and Porter 1975,
Tarachand 1986, Allen and Nilsen-Hamilton 1998). Granzym A und B werden ab Tag E7 bis
E13 und die Granzyme D-G werden ab Tag E9 bis E17 exprimiert (Allen and Nilsen-Hamilton
1998). Dieses bekannte Expressionsmuster entspricht den identifizierten Granzymisoformen
im Uterus am Tag E13,5. Die verstarkte Expression von Granzymen in Trpv6”-Uteri kdnnte
mit einer veranderten Aktivitdt oder Zahl von NK-Zellen in Zusammenhang stehen. Der
Proteaseinhibitor A1AT4 war in Trpv6”-Uteri ebenfalls angereichert. Diese Ergebnisse deuten
analog zu Plazenta und Eihiille auch auf eine gesteigerte proteolytische Aktivitat in Trpv6”-
Uteri wahrend der Schwangerschaft hin. Das extrazellulare Matrixprotein Fibronektin war in

Trpv6”-Uteri aber nicht degradiert. Méglicherweise wurden hier keine Unterschiede detektiert,
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da es sich beim Uterus ebenso wie bei der Plazenta um ein heterogenes Gewebe mit einer
Vielzahl von unterschiedlichen Zellen handelt und Unterschiede, welche in nur einem Zelltyp
auftreten, kaum nachweisbar sind. Das Ca?'-bindende Protein Annexin 4 (ANXA4) lag in
Trpv6”-Uteri ebenfalls vermehrt vor. ANXA4 ist ebenso wie ANXA1 an der Translokation von
TRPV6 in die Plasmamembran beteiligt und kénnte auch aufgrund der Abwesenheit von

TRPV6 im Trpv6”-Uterus analog zu ANXA1 in der Trpv6”-Eihlille verstarkt exprimiert sein.

5.4 Einfluss des nicht-funktionellen TRPV6-Proteins (Trpv6™™) auf den Estruszyklus
Vorarbeiten zeigen eine zyklusabhangige Expression von Trpv6 (Lee and Jeung 2007, De
Clercq and Vriens 2018), die im Rahmen dieser Arbeit bestéatigt werden konnte (4.5.1). Mithilfe
von Westernblot und massenspektrometrischer Analyse wurde TRPV6 in WT- und Trpv6™™-
Uteri in den Zyklusstadien Proestrus, Estrus und Metestrus nachgewiesen, wobei die
Expression von TRPV6 im Estrus am starksten war. TRPV6 war wie in den anderen Geweben
auch im nicht schwangeren Uterus erst nach Anreicherung mittels Immunprazipitation
nachweisbar. Wahrend des Diestrus konnte TRPV6 in WT- und Trpv6™™-Uteri nicht
nachgewiesen werden. In Trpv6”-Uteri konnte eine TRPV6-Expression in keinem der vier
Zyklusstadien nachgewiesen werden. Dies bestatigt die Ergebnisse der Expression von
TRPVG6 in der Eihlle (4.2.1).

Die Regulation der Trpv6-Expression erfolgt wahrend des Estruszyklus vermutlich tber
Estrogen. So konnte bereits gezeigt werden, dass die Trpv6-Expression in Mausen nach
Estrogeninjektion im Uterus sprunghaft anstieg (De Clercq et al. 2017). Dartberhinaus ist
bekannt, dass die Gabe eines Estrogenrezeptorblockers zu einer signifikanten Reduktion der
Trpv6-Transkriptmenge im Uterus fihrt (Lee et al. 2009). So kdnnte man vermuten, dass es
durch den Anstieg der Estrogenkonzentration im Proestrus (2.3.1) zu einer verstarkten
Expression von Trpv6-Transkripten kommt, wodurch schluRendlich die TRPV6-Proteinmenge
im Estrus, wie in dieser Arbeit gezeigt, ihr Maximum wahrend des Zyklus erreicht. Die
Regulation der Trpv6-Expression konnte alternativ aber auch Gber Prolaktin erfolgen. Es ist
bekannt, dass eine Prolaktininjektion bei Mausen zu einem Antieg von Trpv6 im Darm fihrt
(Ajibade et al. 2010). Da die Prolaktinkonzentration wahrend des Proestrus ein lokales
Maximum erreicht, kdnnte dies ebenso ein Ausldser fir die Aktivierung der Trpv6-Expression
sein.

Die massenspektrometrische Proteomanalyse von WT- und Trpv6™™-Uteri in allen vier
Zyklusstadien zeigte den Proteaseinhibitor A1AT4 in Trpv6™™-Uteri wahrend Diestrus und
Metestrus signifikant reduziert. Im Proestrus war die Protease CATZ in Trpv6™™-Uteri
signifikant erhoht. Diese Ergebnisse deuten analog zu Plazenta, Eihille und schwangerem
Uterus darauf hin, dass die proteolytische Aktivitat in Trov6™™-Uteri wahrend des Estruszyklus

erhoht ist. Da Proteasen wie Cathepsine an dem strukturellen Umbau des Uterus im

88



Zyklusverlauf beteiligt sind (Song et al. 2005), ware es denkbar, dass TRPV6 in diese
Umbauprozesse involviert ist. Jedoch ist bislang unbekannt, inwiefern die Abwesenheit von
TRPV6 den Zyklus und damit die Fruchtbarkeit der weiblichen Maus negativ beeinflusst.
Granzyme konnten im nicht schwangeren Uterus zu keinem Zeitpunkt nachgewiesen werden.
Dies ist dadurch zu erklaren, dass im nicht schwangeren Uterus keine NK-Zellen (Granulated
Metrial Gland Cells) vorkommen, sondern erst ab Tag E7 der Schwangerschaft exprimiert
werden (Tarachand 1986). Die Menge an Fibronektin war ebenfalls unverandert zwischen WT-
und Trpv6™™-Uteri, jedoch kdnnte auch hier das komplexe Gemisch uteriner Zellen die
Detektion von Unterschieden, welche in nur einem Zelltyp vorkommen, erschweren. So ware
es zukunftig sinnvoll z.B. uterine Epithelzellen und Stromazellen isoliert zu untersuchen, um
einen besseren Einblick zu bekommen. Im Diestrus war der Progesteronrezeptor (PRGR) und
im Proestrus war die Progesteronrezeptoruntereinheit (PGRC1) in Trpv6™™-Uteri signifikant
angereichert. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass TRPV6 in die hormonelle Regulation
wahrend des Estruszyklus involviert sein konnte. Analog zur Eihdlle und zum schwangeren
Uterus waren in den Zyklusstadien Diestrus Annexin 2 (ANXA2) und im Proestrus Annexin 1
(ANXA1) und Annexin 4 (ANXA4) in Trpv6™™.-Uteri verstarkt exprimiert.

Zusammenfassend lasst sich vermuten, dass TRPV6-Proteine in die Regulation der
proteolytischen Aktivitat wahrend des Estruszyklus involviert sind und daruberhinaus eventuell
die hormonelle Zyklusregulation beeinflussen. Ob das TRPV6-Protein, bei dem die Ca?-
leitende Pore inaktiviert wurde (Trpv6™™), einen Einfluss auf die Fruchtbarkeit bei weiblichen
Mausen hat, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Es wird aufgrund der
Lokalisation von TRPV6 im Uterusepithel und dessen zyklusabhangiger Expression vermutet,
dass der lonenkanal in die Adhasion und Invasion der Blastozyste sowie in die
Dezidualisierung der Stromazellen involviert sein kénnte (De Clercq and Vriens 2018).

Um zukiinftig die Frage zu klaren, ob TRPV6 den Estruszyklus und damit die Fruchtbarkeit
beeinflusst, kbnnte man den Verlauf des Estruszyklus und die Schwangerschaften von WT-

und TRPV6-defizienten Mausen Uber mehrere Monate miteinander vergleichen.
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