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1 Zusammenfassung 

1.1 Zusammenfassung (english version below) 

1.1.1 Einleitung und klinische Relevanz 

Kardiovaskuläre Erkrankungen sind eine der häufigsten Todesursachen weltweit. Der nicht-

selektive Ionenkanal TRPC6 spielt in der Physiologie und Pathophysiologie der Gefäße eine 

wichtige Rolle. Der TRPC6-Kanal ist ein membranständiger, nichtselektiver, 

kalziumpermeabler Kationenkanal. Als solcher ist er in der Regulation des Kalziumhaushalts 

von TRPC6-Kanal exprimierenden Zellen maßgeblich beteiligt. Aktuelle Erkenntnisse über die 

Funktion des TRPC6-Kanals in Gefäßen beruhen hauptsächlich auf dem Tiermodell  oder 

Zellkulturen. Dass er in menschlichen Geweben jedoch relevante Aufgaben hat, zeigt sich in 

einigen Krankheitsbildern, wie der fokal segmentalen Glomerulosklerose (FSGS) oder der 

Idiopathisch pulmonalarteriellen Hypertonie (IPAH), an deren Ätiologie der TRPC6-Kanal 

beteiligt ist. Allerdings sind Arbeiten zum Nachweis des Kanals in menschlichen Gefäßen 

bislang sehr rar. Eine bessere Erforschung der Expression und Lokalisation des TRPC6-Kanals 

ermöglicht in Zukunft ein besseres Verständnis seiner Rolle in physiologischen und 

pathophysiologischen Prozessen. Ziel dieser Forschungsarbeit ist der erste systematische 

Nachweis von TRPC6-Kanälen in menschlichen Gefäßen. Dafür erfolgte ein spezifischer 

Proteinnachweis des TRPC6-Kanals mittels immunhistochemischer Färbung (IHC). Die 

histologische Auswertung soll als Grundlage für die weitere Erforschung des TRPC6-Kanals 

dienen. 

 



Zusammenfassung 

2 

 

1.1.2 Methodik  

Standardisiert wurden verschiedene Gefäßabschnitte aus insgesamt neun Körperspendern des 

Anatomischen Institutes der Universität des Saarlandes entnommen und in Formaldehyd 

immersionsfixiert. Anschließend wurden die Präparate in Paraffin eingebettet und mittels eines 

Mikrotoms in sieben Mikrometer dünne Proben geschnitten. Die Präparate wurden zunächst 

mittels Hämatoxylin-Eosin (HE) gefärbt und auf intakte Morphologie der Gefäße beurteilt, als 

Grundvoraussetzung für die IHC. In dieser wurden die Proben mit einem Knockout-validierten 

Primärantikörper gegen TRPC6-Antigenstrukturen in einer Konzentration von 1:100 inkubiert. 

Die Spezifität und Qualität des Antikörpers wurde mittels peptidblockierten Kontrollproben 

nochmals überprüft. Als sekundärer Antikörper wurden Horseredish-Peroxidase (HRP) 

konjugierte Goat anti-rabbit-Antikörper (GOT) in einer Konzentration von 1:500 verwendet. 

Die Verdünnungen erfolgten mit Normal-Goat-Serum (NGS). Das hinzugefügte Chromogen 

3,3´-Diaminobenzidin (DAB) wurde durch eine von der HRP katalysierten 

Chromogenumsetzung durch eine Braunfärbung objektivierbar. Die Auswertung der Proben 

erfolgte lichtmikroskopisch. Als zusätzlicher Nachweis des TRPC6-Proteins wurde ein 

Western Blot an skelettierten Gefäßproben durchgeführt. Um einen möglichen Zusammenhang 

zwischen COVID-19 assoziierten Gefäßpathologien und dem TRCP6-Kanal zu untersuchen, 

wurden Proben von fünf Patienten, die an COVID-19 verstorben waren, in diese Arbeit 

miteinbezogen. 

 

1.1.3 Ergebnisse und Interpretation 

Die systematische Auswertung von spezifischen Proteinnachweisen des TRPC6-Kanals mittels 

IHC zeigt Unterschiede bezüglich seines Proteinvorkommens in den Gefäßwandschichten 

sowie in verschiedenen Gefäßabschnitten. In vielen Fällen (50 %) konnten in der Tunica intima 

sowohl im Endothel als auch im Stratum subendotheliale der TRPC6-Kanal nachgewiesen 
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werden. Gehäuft konnte der TRPC6-Kanal beispielsweise in Nierenarterien und Aorten 

nachgewiesen werden. Ein Nachweis des TRPC6-Kanals in der Tunica media konnte in kaum 

einer der untersuchten Proben gelingen (2,5 %). Dies suggeriert, dass der TRPC6-Kanal auf 

Zellen dieser Schicht nicht exprimiert wird. Eine Ausnahme hiervon weisen die COVID-19 

Proben auf, welche als einzige braune Herde in der Tunica media zeigen. Dies könnte einen 

Hinweis auf ein Mitwirken des TRCP6-Kanals bei COVID-19assoziierten Gefäßpathologien 

darstellen.  

Die Adventitia zeigte im Vergleich zwischen verschiedenen Gefäßabschnitten zwar einen 

häufigen TRPC6-Kanal Nachweis (55 %), jedoch kein klares Färbungsmuster. Lediglich 

einzelne Strukturen in der Adventitia, wie Vasa vasorum, stellten sich reproduzierbar positiv 

bzgl. des immunhistochemischen Proteinnachweises von TRPC6-Kanälen dar. 

Diese Ergebnisse legen eine Beeinflussung der Gefäßweitstellung des TRPC6-Kanals in den 

untersuchten Gefäßabschnitten nahe. Im Einklang mit aktuellen Studien könnte der TRPC6-

Kanal somit bspw. an Prozessen der Stickstoffmonoxid (NO) vermittelten Vasodilatation, aber 

auch an Proliferation und Fibrose in Gefäßwänden, wie bspw. bei der Idiopathischen 

pulmonalarteriellen Hypertonie (IPAH), beteiligt sein. Entgegen der aktuellen Mehrheit von 

Forschungsmeinungen konnte kein Proteinnachweis des TRPC6-Kanals mittels IHC in der 

Tunica media in menschlichen Gefäßen erfolgen. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, 

dass der TRCP6 Kanals keinerlei Einflüsse auf vasoaktive Effekte hat, welche durch die glatten 

Gefäßmuskelzellen in der Tunica Media vermittelt werden. Studien zu diesem Thema beziehen 

sich allerdings fast ausschließlich auf Tiermodelle oder Zellkulturen, was den Wert eines 

Proteinnachweises in humanen Gefäßen unterstreicht. 
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1.1.4 Ausblick in die Zukunft 

Das Verständnis der Pathogenese kardiovaskulärer Erkrankungen ist aufgrund der hohen 

Prävalenz und Mortalität dieser Entitäten von immenser Bedeutung. Durch heute bereits 

bekannte Möglichkeiten der pharmakologischen Modulation des TRPC6-Kanals könnten sich 

für die Zukunft bedeutsame neue Therapieoptionen für Patientengruppen mit kardiovaskulären 

Erkrankungen erschließen. Jedoch ist eine weitere Erforschung des TRPC6-Kanals, zur 

Identifizierung seiner Aufgaben und seiner Rolle in pathophysiologischen Prozessen, in 

menschlichen Gefäßen unerlässlich. 
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1.2 Abstract 

1.2.1 Introduction and clinical relevancy 

Cardiovascular disease is one of the leading causes of death worldwide. The transient receptor 

potential canonical 6 (TRPC6) channel plays an important role in the physiology and 

pathophysiology of blood vessels. The TRPC6-channel is a membrane-bound, nonselective, 

calcium-permeable cation channel. As such, it is significantly involved in the regulation of the 

calcium balance of cells expressing the TRPC6-channel. Current knowledge about the function 

of the TRPC6-channel in vessels is mainly based on the animal model or cell cultures. The fact 

that it has relevant tasks in human tissues can be seen in some clinical pictures, such as focal 

segmental glomerulosclerosis (FSGS) or idiopathic pulmonary arterial hypertension (IPAH), in 

the etiology of which the TRPC6-channel is involved. However, work on the detection of the 

canal in human vessels has been very rare so far. Better research into the expression and 

localization of the TRPC6-channel will enable a better understanding of its role in physiological 

and pathophysiological processes in the future. The aim of this research work is the first 

systematic detection of TRPC6-channels in human vessels. For this purpose, a specific protein 

detection of the TRPC6-channel was carried out by means of immunohistochemical staining 

(IHC). The histological evaluation should serve as a basis for further research into the TRPC6-

channel. 

 

1.2.2 Methods 

Using a standardized procedure, various vessel sections were taken from a total of nine body 

donors from the Anatomical Institute of Saarland University and immersion-fixed in 

formaldehyde. The specimens were then embedded in paraffin and cut into seven micrometer 

thin samples using a microtome. The specimens were first stained with hematoxylin-eosin (HE) 
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and assessed for intact morphology of the vessels, as a basic requirement for IHC. In this, the 

samples were incubated with a knockout-validated antibody against TRPC6 antigen structures 

in a concentration of 1: 100. The specificity and quality of the antibody was checked again 

using peptide-blocked control samples. Horseredish peroxidase (HRP) conjugated goat anti-

rabbit antibodies (GOT) in a concentration of 1: 500 were used as secondary antibodies. The 

dilutions were made with normal goat serum (NGS). The added chromogen 3,3' -

diaminobenzidine (DAB) became objectifiable through a brown coloration through a 

chromogen conversion catalyzed by the HRP. The samples were evaluated using a light 

microscope. As additional evidence of the TRPC6-protein, a Western blot was carried out on 

skeletonized vessel samples. In order to investigate a possible connection between COVID-19 

associated vascular pathologies and the TRCP6 channel, samples from five patients who had 

died of COVID-19 were included in this work. 

 

1.2.3 Results and interpretation 

The systematic evaluation of positive and specific protein detection of the TRPC6-channel by 

means of IHC shows differences in its expression in the layers of the vessel wall as well as in 

different vessel sections. The subendothelial stratum in the tunica intima shows clearly 

localizable and clear protein detection of the TRPC6-channel in only a few of the vascular 

sections examined. Here reproducible patterns of positive signals could be shown in several 

samples from the left and right renal artery as well as the aorta. The endothelial cells themselves 

also show evidence of the TRPC6-channel in some preparations. The tunica media is negative 

in almost all experiments, which suggests that the TRPC6-channel is not expressed on cells in 

this layer. An exception to this are the COVID-19 samples, which are the only brown herd in 

the tunica media. This could indicate that the TRCP6-channel is involved in COVID-19 

associated vascular pathologies. The adventitia showed no clear staining pattern in a 
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comparison between different vessel sections. Only individual structures in the adventitia, such 

as the vasa vasorum, were positive and reproducible with regard to the immunohistochemical 

protein detection of TRPC6-channels. 

These results suggest a vasoactivity of the TRPC6-channel in the examined vessel sections. In 

line with current studies, the TRPC6 could thus be involved in processes of nitric oxide (NO) 

mediated vasodilation, but also proliferation and fibrosis in vascular walls, such as in idiopathic 

pulmonary arterial hypertension (IPAH). Contrary to the current majority of research opinions, 

no protein detection of the TRPC6-channel using IHC in the tunica media in human vessels 

could be carried out. These results suggest that the TRCP6-channel has no influence whatsoever 

on vasoactive effects mediated by the smooth vascular muscle cells in the tunica media. Studies 

on this topic relate almost exclusively to animal models or cell cultures, which underlines the 

value of protein detection in human vessels. 

 

1.2.4 Outlook 

Understanding the pathogenesis of cardiovascular disease is of immense importance due to the 

high prevalence and mortality of those affected. The possibilities of pharmacological 

modulation of the TRPC6-channel, which are already known today, could open up important 

new therapeutic options for certain patient groups in the future. However, further exploration 

of the TRPC6-channel is essential to identify its tasks and role in pathophysiological processes 

in human vessels. 
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2 Einleitung und Fragestellung zu TRP-Kanälen 

2.1 Kalziumkanäle 

2.1.1 Lokalisation 

Kalziumkanäle sind im Menschen ubiquitär vorkommende, transmembranöse Kanäle. So sind 

sie bspw. in den Zellmembranen von Endothelzellen [4], glatten Muskelzellen [58] oder in Vasa 

vasorum [118] zu finden. Ihr Vorkommen bleibt dabei nicht nur auf die Zellmembran 

beschränkt, sondern erstreckt sich auch auf Strukturen innerer Zellorganellen und ihrer 

Abgrenzungen, wie z. B. der Kernhülle [138], dem Mitochondrium [80] oder dem 

Endoplasmatischen Retikulum [101]. 

 

2.1.2 Physiologie 

Kalziumkanäle sind essenziell für den Transport von Kalziumionen (Ca2+) über für diese sonst 

nicht überwindbaren Membranen. Dadurch können sich Kalziumkonzentrationen zwischen 

Intra- (niedrige Kalziumkonzentration) und Extrazellularraum (hohe Kalziumkonzentration) 

aus- bzw. angleichen. Kalziumkanäle können auf verschiedene Arten aktiviert werden. Durch 

Depolarisation aktivierte Kalziumkanäle beschreibt man als spannungsabhängige 

Kalziumkanäle, deren Funktion u. a. das Auslösen oder Verlängern von Aktionspotenzialen ist 

[24]. Im Gegensatz dazu gibt es die ligandenabhängigen Kalziumkanäle, die zur Aktivierung 

einen direkten Liganden oder einen Second Messenger benötigen. Ihre Funktion erstreckt sich 

auf Prozesse, wie Genregulation, Zellproliferation, Apoptose oder Enzymkontrolle [149] [13]. 

In menschlichen Blutgefäßen spielen die L-Typ-Kalziumkanäle als spannungsabhängige 

Kalziumkanäle eine entscheidende Rolle. Diese führen in glatten Muskelzellen durch eine 

Erhöhung des Kalzium-Spiegels über eine Signalkaskade zur Vasonkonstriktion [8]. In 
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Endothelien werden durch einen erhöhten Kalzium-Spiegel physiologische Prozesse der 

Regeneration gefördert [126] oder die Weitstellung von Gefäßen beeinflusst [94]. Zudem kann 

eine dauerhaft erhöhte Kalzium-Konzentration die Apoptose einleiten [147]. Diese 

mannigfaltigen physiologischen Aufgaben bilden die Grundlage zum Verständnis vieler 

assoziierter pathophysiologischer Mechanismen. 

 

 

2.2 TRP-Kanäle 

2.2.1 Entdeckung 

Die Erstbeschreibung von Transient-Rezeptor-Potential-Kanälen (TRP) erfolgte bereits 1969 

bei Fruchtfliegen der Gattung Drosophila melanogaster. Durch physiologische Untersuchungen 

an einer im trp-Gen mutierten Fruchtfliege konnte auf einen dauerhaften Lichtreiz ein 

vorübergehendes (transientes) Rezeptorpotenzial anstatt eines anhaltenden Ruhepotenzials 

gemessen werden. Daraus erschloss sich eine Bedeutung für das Impulsbildungs- und 

Impulsleitungssystem der Retina [31]. Zwanzig Jahre später wurde durch die Identifizierung 

der Gensequenz eine Assoziation mit dem Signalweg über die PLC hergestellt [127]. Darauf 

basierte im Verlauf eine detaillierte Beschreibung als transmembranöser, lichtsensitiver 

Kalziumkanal im physiologischen Sehprozess der Fliege [70]. 

 

2.2.2 TRP-Struktur 

Obwohl die Ähnlichkeit der Primärsequenzen der Aminosäuren zwischen den Kanälen 

teilweise nur 20 % beträgt, ist der Grundaufbau jedes TRP gleich [125]: Ein TRP besteht aus 

sechs transmembranösen Segmenten innerhalb einer Zellmembran. Die 

Transmembransegmente fünf und sechs stellen hierbei die porenformende Domäne dar. Beide 
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Enden der Aminosäurekette zeigen sich intrazellular mit einem Amino- (NH2) und einem 

Carboxy- (COOH) Terminus [130]. Dieser allgemeine Aufbau ist in Abbildung 1 schematisch 

dargestellt. 

 

 

Abbildung 1: Grundstruktur von TRP-Kanälen. Jede rote Figur steht für ein transmembranöses 

Segment (S). Die schwarzen Kurven bilden die Aminosäurekette ab, welche die Segmente 

miteinander verbindet. 

Vier TRPs bilden dabei als Tetramer einen funktionellen Kanal. Lagern sich vier gleiche TRPs 

zu einem Kanal zusammen, spricht man von einem Homotetramer. Es können sich auch 

verschiedene TRPs aus der gleichen oder verschiedenen Untergruppe zusammenlagern, z. B. 

zwei TRPC3 und zwei TRPC6. In diesem Fall spricht man von einem Heterotetramer , wie 

Abbildung 2 schematisch darstellt. Heterotetramere besitzen oft vollkommen andere 

Eigenschaften als Homotetramere [79]. 
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Abbildung 2: Heterotetramerbildung eines funktionellen TRP-Kanals 

Jeder große Kreis steht für einen TRP-Kanal, der aus den je sechs roten 

Transmembransegmenten (1 bis 6) besteht. Als gelber Bogen ist jeweils die porenformende 

Region zwischen Transmembransegment 5 und 6 dargestellt. Die zwei blauen Kreise stehen für 

je einen gleichen TRP-Kanal, die orangenen für je einen anderen TRP-Kanal. Mittig ist ein 

Kation dargestellt. 

 

2.2.3 TRP als Kationenkanal 

Die TRP-Kanäle werden in fast jedem Zelltyp exprimiert und können als nicht-selektive, 

kalziumpermeable Kationenkanäle beschrieben werden [140]. Die Permeabilität von Kalzium 

im Vergleich zu anderen Kationen (meist gemessen an Natrium) hängt maßgeblich von der 

porenformenden Region im Strukturaufbau des Kanals ab [148]. Dadurch wird ein 

transmembraner Fluss von Kalziumionen und anderen Kationen entlang ihres 

elektrochemischen Gradienten ermöglicht und reguliert [133]. 
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Ihre Aktivierungsmöglichkeiten sind polymodal und erfolgen über Reize, wie Temperatur 

[203], mechanische Stimulation [205], ligandenspezifische Aktivierung [215], oder durch 

intrazellulare Signalkaskaden (Second-Messenger) [71]. 

In ihrer Funktion sind TRPs somit an mannigfaltigen Aufgaben beteiligt, von spezifischen 

Aktivierungen [27], Membranpotenzialänderung [185] bis zur Aufrechterhaltung der zellulären 

Kalziumhomöostase [28]. Physiologisch sind nicht immer die gesamte zytosolische 

Konzentrationserhöhung des Kalziums relevant, sondern auch lokale Änderungen der 

Konzentration („Kalzium-Spikes“) [29]. Diese lokalisierten Kalzium-Spikes entfalten ihre 

Wirkung dann über Enzyminduktion [30] oder als Second-Messenger in der Aktivierung 

anderer Kanäle [31]. Dies verdeutlicht die Relevanz von vielen TRPs im Kalziumhaushalt der 

Zelle. 

 

2.2.4 Die TRP-Superfamilie 

Die Einteilung in die Superfamilie der TRPs erfolgt heute anhand bestimmter Ähnlichkeiten 

mit dem Drosophila-TRP, der hier als Leitstruktur dient. TRPs können bei Säugetieren in sieben 

Subfamilien gegliedert werden, die wiederum in mehrere Untergruppen kategorisiert werden. 

Die Unterteilung in Subfamilien erfolgt anhand der Proteinhomologie. Spezifische Merkmale 

am strukturellen Aufbau der Kanäle sind ausschlaggebend für die Nomenklatur der Subfamilien 

[212]. Die Nummerierung in einer Subfamilie wurde anhand der chronologischen Entdeckung 

des jeweiligen Kanals vorgenommen. Die Untergruppen ergeben sich aus Homologien in der 

Aminosäuresequenz zwischen den Kanälen in den Subfamilien [128]. Diese gängige Einteilung 

lässt dadurch leider weder auf die Funktion noch die Aktivierungsweise schließen. 
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2.2.5 Die TRP-Subfamilien 

2.2.5.1 TRPV 

Eine Subfamilie sind die TRPV-Kanäle (Vanilloid), die nach dem korrespondierenden 

Rezeptor, Vanilloidrezeptor-1, benannt wurden. Zu ihnen gehören die TRPV1-V6-Kanäle. 

Diese werden heute vor allem als thermosensitive Kanäle beschrieben, die durch verschiedene 

Reize aktiviert werden können [194]. Ein bekannter direkter Ligand des TRPV1-Kanals ist 

bspw. das Capsaicin [100]. 

2.2.5.2 TRPM 

Die TRPM-Kanäle (Melastatin) umfassen eine Aminosäure eines Melastatin-1-Homologon im 

Aufbau. Ihnen werden die TRPM1-M8-Kanäle zugeordnet, die aufgrund ihrer funktionellen 

Vielfalt eine zusammenfassende Beschreibung ihrer Aufgabenbereiche nicht zulassen [52]. 

Vertreter sind  z. B. der TRPM1-Kanal, welcher als möglicher prognostischer Faktor bei 

metastasierten Melanomen von Bedeutung sein könnte [46] sowie der TRPM5-Kanal, der 

maßgeblich an der Transduktion in Geschmacksrezeptoren beteiligt ist [92]. 

2.2.5.3 TRPML  

Die TRPML-Kanäle (Melastatin) beinhalten ein anderes Melastatin-1-Homologon als die 

TRPM-Kanäle. Der Hauptfunktionsbereich der TRPML-Kanäle beschränkt sich auf 

physiologische Prozessen von Endosomen [226] und Lysosomen [97]. Sie scheinen nicht in der 

äußeren Zellmembran vorzukommen [10]. 

2.2.5.4 TRPP 

Die TRPP-Kanäle (Polycystin), die auch als Polycystic-kindey-disease (PKD)-protein bekannt 

sind, sind an der Aufrechterhaltung epithelialer Funktionen involviert [190]. Mutationen dieser 

Kanäle sind bspw. mit der autosomal dominanten polyzystischen Nierenerkrankung (ADPKD) 

assoziiert [103] [211]. 
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2.2.5.5 TRPA 

Die TRPA-Kanäle (Ankyrin) sind nach gehäuften Ankyrin-Repeats in ihrem Aufbau benannt. 

Sie werden in der Zellmembran von Neuronen des nozizeptiven Systems exprimiert [123]. Dort 

liegen sie vor allen an den primären Sinneszellen und tragen zur Transduktion chemischer, 

thermischer und mechanischer Reize bei [106]. Ebenso sind sie bei der Transduktion an 

Haarzellen involviert, womit sie auch an primären Sinneszellen des auditorischen Systems 

mitwirken [134]. 

2.2.5.6 TRPN 

TRPN-Kanäle (no mechanoreceptor potential), sind Kanäle, welche von dem zuerst in der 

Drosophila gefundenem Protein, das „no mechanoreceptor potential c“ (NOMPC) Protein, 

abgeleitet wurden [177]. Ihr Funktionsgebiet hat diese Subfamilie in Bereichen der 

Transduktion von mechanischen Reizen. Dies betrifft den Hör-, Tast- und Gleichgewichtssinn, 

jedoch nur in bestimmten Tierarten, und ist nicht im Menschen nachgewiesen [214]. 

2.2.5.7 TRPC 

Die TRPC- (canonical) Kanal-Subfamilie, erhält ihren Namen aufgrund der großen Ähnlichkeit 

mit dem Drosophila-TRP-Kanal. Die Nomenklatur ergibt sich hier durch das aus dem lateinisch 

abgeleiteten Wort für „regelrecht“, „canonicus“. Die Proteinstrukturen gleichen zu ca. 30-40 % 

dem Drosophila-TRP Kanal. Zu dieser Subfamilie gehören die Kanäle TRPC1-C7 [201]. Da 

dieser Familie das größte Augenmerk dieser Arbeit zukommt, werden ihre Funktionen und 

Untergruppierungen gesondert erklärt. 
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Abbildung 3: Phylogenetischer Stammbaum von TRP-Kanälen 

 

2.2.6 Subfamilie der TRPC-Kanäle 

Diese Subfamilie lässt sich in drei Untergruppen unterteilen: TRPC2, TRPC1/4/5, sowie 

TRPC3/6/7 [183]. Im Allgemeinen sind alle TRPC-Kanäle nichtselektive, kalziumpermeable 

Kanäle. In dieser Subfamilie können sich Heterotetramere ausbilden, deren Eigenschaften sich 

nochmals von den Homotetrameren unterscheiden, was die Komplexität deutlich erhöht und 

die Selektivität von Kalzium im Vergleich mit anderen Kationen beeinflusst [63]. 

Der TRPC2-Kanal ist in Menschen nachweislich nur als Pseudogen vorhanden. Weitere 

Forschungen zu diesem Kanal beziehen sich daher ausschließlich auf Tiere [217]. 

Die Kanäle TRPC1, 4 und 5 werden hier als Untergruppe zusammengenommen, in manchen 

Literaturen wird der TRPC1-Kanal nochmal gesondert aufgeführt. Strukturell sind der TRPC4- 

und der TRCP5-Kanal zu ca. 70 % identisch zueinander und zu etwa 64 % mit dem TRPC1 

[82]. Dabei wird oftmals das Vorhandensein von intrazellularem Kalzium und einer PLC-

Aktivität vorausgesetzt, um diese Kanäle zu aktivieren [79]. Einzelne Homotetramere lassen 
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sich auch direkt über DAG aktivieren [169] [145]. Homotetramere TRPC5 haben mit einer 

neunmal höheren Affinität zu Kalzium im Vergleich mit Natrium die größte Selektivität für 

Kalzium in der gesamten Subfamilie [151]. Heterotetramere dieser Untergruppe sind essenziell 

für zentrale neuronale Funktionen, wie z. B. im Bereich des Hippocampus [20]. 

Die Strukturen der Kanäle TRPC 3, 6 und 7 sind zu rund 70 % identisch [82]. Die Mehrheit der 

veröffentlichten Ergebnisse deuten auf eine direkte Aktivierung durch Liganden hin [158] 

[195]. Die höchste Kalziumselektivität von Homotetrameren in dieser Untergruppe im 

Vergleich mit Natrium hat der TRPC6-Kanal mit einer fünfmal höheren Affinität zu Kalzium 

[129]. Die TRPC-Kanäle dieser Untergruppe kommen in Zellen des zentralen Nervensystems, 

des Herzens, der Niere, Lunge, Plazenta und neutrophilen Lymphozyten vor [26]. 

 

2.3 TRPC6-Kanal 

2.3.1 Genaufbau 

Die Entdeckung der DNA für den TRPC6-Kanal erfolgte 1997 aus Mäusehirnen [16]. Das Gen 

für den humanen TRPC6-Kanal konnte wenig später auf dem Chromosom 11q21-q22 

identifiziert werden [41] und wurde u. a. in Geweben von Plazenta, Zentrales Nervensystem 

und Lunge nachgewiesen [163]. 

 

2.3.2 Molekulare Struktur 

Die Grundstruktur des TRPC6-Kanals ist identisch mit anderen TRP-Kanälen. Auch hier liegen 

sechs Transmembransegmente (auch Transmembrandomäne, kurz TMD) vor. Jede TMD 

besteht aus sechs α-Helices. Die TMDs sind mit einer durchgehenden Aminosäurekette 

verbunden. Die Kette endet intrazellular mit je einem N- und C-terminalen Ende [188]. Viele 
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Stellen der Aminosäurekette sind flexibel und können Andockstellen für andere Moleküle sein 

[49]. Der Bereich zwischen der fünften (S5) und sechsten (S6) TMD ist dabei die 

porenformende Region. Dadurch ist die Aminosäureschleife zwischen S5 und S6 an der 

Selektivität des Kanals für Kationen beteiligt [107] [11]. Dem TRPC6-Kanal ist es möglich, 

sich mit dem TRPC3- oder TRPC7-Kanal zusammenzulagern und heterotetramere 

Funktionseinheiten zu bilden [82]. 

Die vier Ankyrin-Repeats am N-Terminalen-Ende vermitteln Protein-Protein-Reaktionen mit 

anderen Makromolekülen [153]. Zudem können sie Anbindungen an das Zytoskelett der Zelle 

herstellen [124]. Sowohl am N- als auch am C-Terminus befinden sich Coiled-Coiled-

Regionen, die wichtig für die Zusammensetzung des Kanals in der Quartärstruktur sind 

(Assemblierung) [196]. Ohne diese ist eine Zusammensetzung als Homo- oder Heterotetramer 

gestört [56]. 

Am C-Terminalen-Ende folgt auf S6 eine spezifische TRP-Domäne (auch TRP-Box genannt), 

die etwa sechs Aminosäuren umfasst und deren Funktion bislang unbekannt ist. Sie ist für fast 

alle TRP-Kanäle spezifisch (Ausnahme: TRPP-Kanäle und TRPA-Kanäle) [191] [108].  

Ebenfalls existiert am C-Terminus eine Calmodulin - Inositol-1,4,5-trisphosphat-Rezeptor-

Bindungsstelle (CiRB) [44]. Hier können sowohl Calmodulin als auch Inositol-1,4,5-

trisphosphat (IP3) untereinander und bzw. oder mit Kalzium interagieren [187] [27]. Der 

komplette Aufbau ist schematisch in Abbildung 4 dargestellt. 
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Abbildung 4: Schematischer Aufbau eines TRPC6-Kanals 

 

2.3.3 Physiologische Prozesse des TRPC6-Kanals 

Der TRPC6-Kanal hat als nicht-selektiver Kationenkanal eine entscheidende Rolle im 

Kalziumhaushalt. Die Aktivierungsmöglichkeiten des TRPC6-Kanals sind vielseitig und noch 

Gegenstand aktueller Forschung. Definitiv gesichert ist die Interaktion über den Phospholipase-

C-Weg (PLC), welcher den TRPC6-Kanal als receptor-operated-channel klassifiziert. Hierbei 

wird ein G-Protein durch Ligandenbindung an seinem gekoppelten Rezeptor stimuliert, welches 

mit seiner Untereinheit (Gαq11) die PLC aktiviert. Die PLC phosphoryliert das 

membranständige Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) und spaltet dies in IP3 und 

Diacylglycerol (DAG). Das IP3 kann über einen korrespondierenden IP3-Rezeptor am 

Endoplasmatischen Retikulum (ER) für eine Kalziumfreisetzung sorgen [182]. Das DAG 

vermag den TRPC6-Kanal direkt zu aktivieren [78] [165]. Darüber hinaus können auch externe 

DAG-Analoga den TRPC6-Kanal aktivieren, unabhängig von der PLC. Dies ist möglich, 

solange diese Analoga membrangängig sind und somit ebenfalls intrazellular am TRPC6-Kanal 

wirken können, wie z. B. 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG) [48] [5]. 
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Die heutige Forschung gibt Hinweise für eine weitere physiologische Aktivierung des Kanals 

als Store-operated-Channel [109]. Dies beschreibt ein Öffnen des Kanals durch niedrige 

Speicherzustände von Kalzium im ER. Mittels des Kalziumsensors Stromal interacting 

molecule (STIM1/2) am ER, kann der TRPC6-Kanal bei niedriger Kalziumkonzentration 

aktiviert werden [223] [36]. Wie genau dies von statten geht, ist Gegenstand aktueller 

Forschung [83] [141]. Direkt aktiviert werden z. B. der TRPC4-Kanal und auch der Orai1-

Kanal, ein kalziumselektiver Kationenkanal [222] [216]. Eine mögliche Aktivierung des 

TRPC6-Kanals könnte damit durch Heterotetramerbildung von TRPC6-Kanälen mit TRPC4-

Kanälen erfolgen. Dies beschreibt eine indirekte Aktivierung des TRPC6-Kanals durch STIM 

über TRPC4-Kanäle [222]. Doch auch eine direkte Interaktion von Orai1 mittels 

Komplexbildung am C-Terminus des TRPC6-Kanals ist in Diskussion [113] [112]. 

Des Weiteren ist es denkbar, dass intrazelluläre Spiegel von Kalzium und IP3 die 

Offenwahrscheinlichkeit des TRPC6-Kanals durch Calmodulin beeinflussen können. Über die 

CiRB-Region (Calmodulin und IP3 Rezeptor Bindungsstelle) am C-Terminus kann Calmodulin 

binden und dieses Bindungsverhalten des Calmodulsins wird darüber hinaus durch 

intrazellulares Kalzium moduliert. Calmodulin konkurriert dabei mit IP3 um die gleiche 

Bindungsstelle am TRPC6-Kanal [17] [96]. Es gibt sogar Hinweise, dass eine direkte 

Interaktion mit PIP2 möglich ist. [164] [142]. Schematisch werden in Abbildung 5 verschiedene 

gesicherte Aktivierungsmöglichkeiten veranschaulicht. 
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Aktivierung eines TRPC6-Kanals 

 

Gezeigt wird die Bindung eines Liganden an einem zugehörigen G-Protein gekoppelten 

Rezeptor. Daraufhin lösen sich Untereinheiten des G-Proteins und die Gαq-Untereinheit 

aktiviert die PLC. Die PLC hydrolysiert PIP2 zu DAG und IP3. Das IP3 bindet an seinen 

korrespondierenden Rezeptor auf dem ER und setzt dadurch Kalzium ins Zytoplasma frei. Das 

DAG aktiviert den TRPC6-Kanal direkt. Unabhängig von dem bisherigen Weg kann das OAG 

den TRPC6-Kanal ebenfalls direkt aktivieren; dieses muss jedoch zuvor durch die Zellmembran 

diffundieren muss. 

 

2.3.4 Klinische Relevanz im Gefäßsystem 

Kardiovaskuläre Erkrankungen sind eine der häufigsten Todesursachen weltweit [172]. Ihre 

Entstehungen sind oft polymodal. Das vaskuläre System spielt auch in der Pathophysiologie 

anderer Entitäten, wie bspw. Schlaganfällen, eine übergeordnete Rolle. Daher ist es wichtig, 
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alle physiologischen und pathophysiologischen Prozesse zu verstehen. Der TRPC6-Kanal 

scheint im Bereich der Gefäße dabei eine tragende Rolle zu spielen, wie nachfolgende Beispiele 

verdeutlichen. 

So zeigen Untersuchungen am Mausmodell, dass der TRPC6-Kanal ähnliche Aufgaben wie der 

α-Adrenorezeptor hat und wichtig ist für den systemischen Blutdruck ist [85]. Durch den 

Kalziumeinstrom werden zelluläre Aktionen, wie die Aktivierung der Myosin-leichten-Ketten-

Kinase, direkt vermittelt, wodurch es zur Vasokonstriktion kommt [90]. Durch den generellen 

Kationeneinstrom können weitere spannungsabhängige Kanäle aktiviert werden [144]. 

Der physiologische Bayliss-Effekt (auch myogene Autoregulation genannt) beschreibt eine 

Vasokonstriktion, ausgelöst durch einen erhöhten Blutdruck [1]. Dabei messen 

mechanosensible Kationenkanäle eine Druckerhöhung im jeweiligen Gefäßabschnitt und lösen 

eine Vasokonstriktion aus. Hierdurch wird der Strömungswiderstand erhöht und eine konstante 

Durchblutung im nachfolgendem Versorgungsgebiet sichergestellt. Dieser Mechanismus ist 

essenziell für die konstante Durchblutung des Gehirns und der Niere, welche teilweise auf eine 

exakte Durchblutung angewiesen sind. An Mausmodellen konnte dem TRPC6-Kanal eine 

tragende Rolle am Bayliss-Effekt zugeordnet werden [204] [208]. Auch pathophysiologisch 

konnte bei Ratten mit ischämischem Schlaganfall ein verbessertes Outcome gezeigt werden, 

wenn eine Aktivierung des TRPC6-Kanals vorlag [45]. Dies deutet auf eine wichtige Rolle bei 

der Weitstellung von Gefäßen durch den TRPC6-Kanal hin. 

Die hypoxische Vasokonstriktion (auch Euler-Liljestrand-Reflex) beschreibt eine 

physiologische Reaktion, bei der minder ventilierte Anteile der Lunge konsekutiv minder 

perfundiert werden. Dies bewirkt, dass das Kapillarbett von Alveolen welche nicht ventiliert 

werden direkt durch arteriovenöse Anastomosen in Lungenvenen ablaufen. Dieser 

Mechanismus verhindert somit unnötige Durchblutung von Arealen, in denen durch minder 

Ventilation der Alveolen kein Gasaustausch stattfinden würde. Dabei erhöht sich auch der 
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Druck im pulmonalen Stromgebiet [202]. Ein wichtiger Bestandteil dieses Mechanismus ist der 

TRPC6-Kanal [54] [179]. 

Fibroblasten in Gefäßen sind wichtiger Bestandteil für die Wundheilung im vaskulären System 

[32]. TRPC6-Kanäle sind in der Lage diese Fibroblasten zu aktivieren und eine 

Fibroblastendifferenzierung zu initiieren um Wundheilungsprozesse zu fördern [33] [192]. 

TRPC6-Kanäle werden aufgrund dieses Mechanismus mit der Entstehung von sklerotischen 

und proliferativen Veränderungen an Gefäßen assoziiert und rücken auch deswegen in das 

Interesse wissenschaftlicher Studien [230] [111]. Der TRPC6-Kanal scheint mit 

morphologischen Gefäßveränderungen und kardiovaskulärem Remodeling sowie 

Restenosierungen nach Stentimplantation in Verbindung zu stehen [232] [50]. 

 

2.3.5 Assoziierte Krankheiten 

Dass die physiologischen Prozesse des TRPC6-Kanals eine relevante Bedeutung im 

menschlichen Körper haben können, zeigen die assoziierten Krankheitsbilder bei pathologisch 

veränderten TRPC6-Kanälen. Da es sich um einen Ionenkanal handelt, werden Krankheiten, 

die mit dem TRPC6-Kanal assoziiert sind, den Kanalopathien zugeordnet. 

Als eine ätiologische Ursache der Fokal-segmentale Glomerulosklerose (FSGS) konnte der 

TRPC6-Kanal identifiziert werden. Die FSGS ist eine Erkrankung des Nephrons. Ein 

Untergang von Podozyten und Podozytenfortsätzen führt konsekutiv zu einer fehlerhaften 

Schlitzmembran. Hieraus ergibt sich eine Filterfunktionsstörung, die mit einem nephrotischen 

Syndrom einhergeht [35]. Diese Erkrankung endet oft innerhalb von 10 Jahren nach 

Erstdiagnose in einer terminaler Niereninsuffiziens. 20 % aller Dialysepatienten sind mit FSGS 

diagnostiziert [206] [9]. Eine Mutation im TRPC6-Gen der Podozyten führt zu einer 

molekularen Veränderung am ersten Ankyrin Repeat. Dabei wird angenommen, dass es 
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hierdurch zu einer Überfunktion (auch „gain-of-function“) des Kanals kommt, was einen 

dauerhaft erhöhten Kalziumspiegel zur Folge hat, der eine Apoptose auslöst [210] [132] [55]. 

Eine weitere Möglichkeit ist eine Mutation in der Coiled-Coil-Region. Hierbei kann 

Calmodulin auch im mit Kalzium beladenem Zustand an den TRPC6-Kanal binden und diesen 

aktivieren, wodurch ein negatives Feedback des hohen Kalziumspiegels auf den TRPC6-Kanal 

nicht mehr möglich ist [154]. 

Ebenfalls liegen Hinweise vor, dass der TRPC6-Kanal an der Entstehung der idiopathischen 

pulmonalarteriellen Hypertonie (IPAH) beteiligt ist. Bei einer pulmonalarteriellen Hypertonie 

handelt es sich definitionsgemäß um einen chronisch erhöhten pulmonalarteriellen Mitteldruck 

in Ruhe von ≥25 mmHg, bei der es zum Rechtsherzversagen kommen kann. Pathophysiologisch 

sind u. a. eine Proliferation der Gefäßwände und der Mikroumgebung mit konsekutiver 

Druckerhöhung im pulmonalen Gefäßsystem relevant [170]. Bei IPAH Patienten konnte eine 

erhöhte Expression des TRPC6-Kanals in Lungengefäßen nachgewiesen werden, was für die 

Entstehung der Krankheit mitverantwortlich sein könnte [220] [219]. Zudem spielen 

Entzündungen in der Genese der IPAH eine wichtige Rolle [73] [168]. Bei einigen IPAH 

Patienten konnten Genvariationen des TRPC6-Kanals nachgewiesen werden, die spezielle 

Bindungsstellen für NF-κB in der Promoterregion besitzen und somit die Expression von 

TRPC6-Kanälen durch inflammatorische Prozesse erhöhen [221] [120]. Speziell für die IPAH 

zeigen Forschungsergebnisse eine Behandlungsmöglichkeit durch Modellierung des TRPC6-

Kanals, was seine Rolle in der Entstehung der Erkrankung nochmals hervorhebt [88]. 

Darüber hinaus ist eine Beteiligung an der Pathogenese atherosklerotischer Veränderungen in 

Gefäßen naheliegend. Dies würde einen möglichen Einfluss des TRPC6-Kanals auf viele 

daraus resultierende Krankheitsbilder, wie bspw. arterieller Hypertonie, periphere arterielle 

Verschlusskrankheit (pAVK) oder koronarer Herzkrankheit (KHK), bedeuten [135]. 
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Diese Entitäten legen nahe, dass TRPC6-Kanäle in exprimierten Geweben an der Entstehung 

von Krankheiten im Menschen beteiligt sind. 

In verschiedenen Modellen konnte die pharmakologische Beeinflussbarkeit des TRPC6-Kanals 

nachgewiesen werden. So kann er durch Hyperforin (Wirkstoff des Johanniskrautes) oder OAG 

agonisiert werden [110]. Antagonisiert werden kann er durch Larixylacetat [199], das 

physiologische Hormon ANP (atriales natriuretisches Peptid) [95] oder den oral verfügbaren 

Inhibitor BI-749327 (BI = bioaviable) [114]. Diese genannten und weitere Beispiele 

unterstreichen die klinische Bedeutung der TRCP6-Kanäle als möglichen pharmakologischen 

Angriffspunkt in der Therapie vaskulärer Erkrankungen [198] [119] [180]. Eine tiefergehende 

Forschung bezüglich des TRPC6-Kanals in humanem Gewebe ist daher unerlässlich. 

 

2.3.6 Nachweis in humanem Gewebe 

Derzeit ist die Forschung bezüglich des Nachweises des TRPC6-Kanals in humanem Gewebe 

sehr lückenhaft. Die hauptsächliche Annahme des Vorhandenseins und der Lokalisation in 

Gefäßen beruht auf dem Nachweis in Tiermodellen von Ratten und Mäusen [167] [91]. Diese 

Modelle liefern gute Hinweise, sind aber nicht eins zu eins auf den Menschen übertragbar. 

Ebenso bezieht sich der Großteil der Forschung physiologischer Aufgaben des TRPC6-Kanals 

auf tierisches Gewebe oder isolierte humane Zellen [2] [42]. Direkte Nachweise des Kanals in 

humanen Geweben sind rar vorhanden. Jedoch lassen uns diese Erkenntnisse über die 

Lokalisation der Kanäle völlig im Unklaren [59]. Histologische Nachweise des TRPC6-Kanals 

in menschlichen Gefäßen sind bisher nur sehr vereinzelt publiziert und nicht reproduziert 

worden [218]. Grundvoraussetzung für die zukünftige Forschung ist daher eine systematische, 

histologische Untersuchung an menschlichen Präparaten. Aufgrund der ethischen Fragen und 

geringen Verfügbarkeit von menschlichen Körperspenden ist die Forschung der Funktion von 

TRPC6-Kanälen im menschlichen Körper sehr eingeschränkt möglich und mit viel 
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Zeitaufwand verbunden. Daher soll diese Arbeit eine Grundlage in der Forschung zu TRPC6-

Kanälen darstellen. 

 

2.4 Coronavirus SARS-CoV-2 (COVID-19) 

Die Infektionen mit COVID-19 haben sich zu einer allumgreifenden Pandemie entwickelt. Die 

virale Erkrankung ist aktuell alltagsbestimmend und erweckt weit über die Fachwelt hinaus ein 

großes Interesse. Hierbei handelt es sich primär um eine Viruserkrankung durch Coronaviren, 

die als infektiöse Lungenerkrankung ein akutes respiratorisches Syndrom (ARDS) auslösen 

kann [28] [231] [159]. Mittlerweile ist sie jedoch als Multiorganerkrankung anzusehen und so 

können eine Vielzahl von Organen von dem Virus befallen werden, so auch das kardiovaskuläre 

System [57] [122]. 

Klinisch ergeben sich Hinweise darauf, dass COVID-19 eine Vaskulitis auslösen kann [121] 

[23] [84]. Zudem zeigt sich ein thrombogener Einfluss auf die Hämostase. Die 

Thrombenbildung beruht wahrscheinlich auf einer Endothelschädigung mit konsekutiven 

Mikrozirkulationsstörungen [150] [209] [156] [74]. Nach aktuellen Erkenntnissen wird die 

Endothelschädigung durch einen Zytokinsturm vermittelt und beeinflusst bereits bestehende 

kardiovaskuläre Vorerkrankungen negativ [173] [176] [155]. 

Die Untersuchungen postmortaler Befunde sollen Klarheit über die Auswirkungen des Virus 

auf das Gefäßsystem bringen. Studien von an COVID-19 verstorbenen Patienten mit Bezug zu 

Gefäßpathologien stehen noch am Anfang und müssen weiter fortgeführt werden, liefern jedoch 

erste Ergebnisse [69] [184] [162] [75]. Daher sollen in dieser Arbeit Gefäßproben von 

Patienten, die an COVID-19 verstorben sind, mittels immunhistochemischer Färbung mit 

anderen Gefäßproben verglichen werden. Dafür sollen systematisch erste Daten erfasst werden, 

um einen Beitrag zur aktuellen Forschung zu leisten. 



Einleitung 

26 

 

2.5 Fragestellung 

1. Lässt sich der TRPC6-Kanals in Gefäßen mittels Immunhistochemischer Färbung 

     nachweisen? 

2. Gibt es einen Unterschied in dem Nachweis zwischen verschiedenen Gefäßabschnitten? 

3. Gibt es einen Unterschied in dem Nachweis zwischen den einzelnen Gefäßwandschichten? 

4. Gibt es einen Unterschied zwischen Gefäßproben von non-COVID-Körperspendern im 

     Vergleich zu COVID-Körperspendern? 
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3 Material und Methodik 

3.1 Materialliste 

3.1.1 Antikörper 

Name Firma 

primärer TRPC6-Antikörper Ref.: ACC017; Alomone Labs, Jerusalem, 

Isreal 

sekundärer Anitkörper: HRP goat anti rabbit  Ref.: A10547; Invitrogen AG, Carlsbad, 

USA 

Kaninchenserum Von einem unbehandelten Kaninchen 

(freundlich überlassen von Prof. Dr. Martin 

Jung, Biochemie, Homburg an der Saar) 

Kontrollpeptid TRPC6-Antigene Ref.: BLP-CC017; Alomone Labs, 

Jerusalem, Israel 

Anti-β-Aktin-Antikörper Ref.: A5441; Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

sekundärer Antikörper: goat anti-rabbit-

Antikörper mit konjugierter HRP 

Rerf.: A10547; Invitrogen AG, Carlsbad, 

USA 

Tabelle 1: Verwendete Antikörper 

 

3.1.2 Chemikalien 

Name Firma / Zusammensetzung 

Polyethylenglycol (NEP) Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbrücken, 

Deutschland 
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Formaldehyd-Lösung zur Fixierung Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbrücken, 

Deutschland 

Formaldehyd-Lösung Ref.: 27244; Otto Fischar GmbH & Co. KG, 

Saarbrücken, Deutschland 

Isopropanol 100 %ig Zentrales Chemikalienlager der Universität 

des Saarlandes, Saarbrücken, Deutschland 

Xylol VWR International, Pennsylvania, 

Vereinigte Staaten 

Methylbenzoat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Hämatoxylin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Eosin Zentrales Chemikalienlager der Universität 

des Saarlandes, Saarbrücken, Deutschland 

 

Essigsäure VWR International GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Parraffin-Pallets Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) Ref.: 1105.1; Carl Roth GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, Ger 

histologischer Klebstoff Roti-Histokitt©, Carl Roth GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland 

Citratpuffer pH6 Ref.: ab93678; Abcam AG, Cambridge, 

Großbritannien 

Blockierlösung: Normal-Goat-Serum (NGS) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
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Wasserstoffperoxid 35 %ig Ref.: UN2014; Carl Roth GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland 

3,3´-Diaminobenzidin (DAB) Ref.: 7411-49-6; Vector Laboratories Inc.; 

Burlingame, USA 

Lysepuffer Complete:RIPA im Verhältnis 

1:25 

Roche, Mannheim, Deutschland 

Laemmlipuffer  3,125 mM TRIS-HCl pH 6,8, 50 % 

Glycerol, 25 % 2-Mercaptoethanol, 10 % 

SDS =sodium dodecyl sulfate, 

0,005 %Bromphenolblau, pH 8,3 

SDS-Page Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Proteinmarker Color Prestained Protein Standard, 11-245 

kDa, New England Biolabs, Frankfurt, 

Deutschland 

SDS-Stopp-Puffer 125mM Trisaminomethanpuffer, 2mM 

EDTA, 20 % Glycerol, 9 %SDS, 0,5 % 

Bromphenolblau, pH 6,8 

Towbin Transferpuffer (0,025 M TRIS-Base, 

1,92 M Glycin, 20 % Methanol, pH ca. 8,3)  

Advansta Inc., San Jose, Vereinigte Staaten 

TBST-Milch, 5 % non-fat milk Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Tween Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Chemilumineszens Substrat Western Bright Quantum, Advansta Inc., San 

Jose, Vereinigte Staaten 

Strippingpuffer Advansta Inc., San Jose, Vereinigte Staaten 

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien 
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3.1.3 Materialien 

Foliensarg Pharaopack Europe, Wuppertal, Deutschland 

Einbettkassetten Ref.: M512; Simport Scientific Inc., Bernard-

Pilon Beloeil, Kanada 

Einbettring Ref: M460; Simport Scientific Inc., Bernard-

Pilon Beloeil, Kanada 

Filterpapier Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 

Mikrotomklinge DB80, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, 

Wetzlar, Deutschland 

silanisierte Objektträger Langenbrick GmbH, Emmendingen, 

Deutschland 

Deckglässchen Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Feuchtekammer Ref.: 21049-B; Plano GmbH, Wetzlar, 

Deutschland 

DakoPen© Ref.: S200230-2; Agilent, Santa Clara, USA 

96-Well-Titerplatte Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbrücken, 

Deutschland 

Nitrozellulose-Membran GE Healthcare Systema, Chicago, Vereinigte 

Staaten 

Whatman-Papier Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Tabelle 3: Verwendete Materialien 
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3.1.4 Gerätschaften 

Kühlanlage der Körperspender Thalheimer Kühlung GmbH & Co. KG, 

Ellwangen-Jagst, Deutschland 

Karussell-Gewebeeinbetter SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland 

Paraffinguss-Gerätes mit integrierter 

Kälteplatte 

SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland 

Mikrotom Ref.: RM2025, Heidelberg Instruments 

Miktrotechnik GmbH 

Paraffinstreckbad Gesellschaft für Labortechnik mbH, 

Burgwede, Deutschland 

Wärmeplatte Kunz Instruments, Sandelsgatan, Schweden 

Inkubator VWR International, Pennsylvania, USA 

Wärmeschrank Ref: 51014550; Thermo Fisher Scientific 

Incorporation, Massachusetts, USA 

Gewebemühle Pre Cellys; Peclab Biotechnologie GmbH, 

Erlangen, Deutschland 

Zentrifuge  

Blottig-Vorrichtung Peqlab Biotechnologies GmbH, Erlangen, 

Deutschland 

Detektor ChemiDoc System XRS, Bio-Rad 

Laboratories GmbH, Feldkirchen, 

Deutschland 

Bildaufnahme-Software (für Western Blot) Image Lab Software, Bio-Rad Laboratories 

GmbH, Feldkirchen, Deutschland 
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Bildbearbeitungs-Software (für Western 

Blot) 

Adobe Photoshop CS4, Adobe, San Jose, 

Vereinigte Staaten 

Lichtmikroskop: Leica  Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, 

Deutschland 

Bildaufnahme-Software (für 

Immunhistochemie) 

Ref.: TC Capture; Tucson Photonics Co. 

Limited; Tucson, USA 

Tabelle 4: Verwendete Geräte 

 

3.2 Übersicht zu den Abläufen 

Nach Erhalt der Körperspende wurde diese fixiert und die Probenentnahme erfolgte wenige 

Tage darauf. Die fixierten Proben wurden in Paraffin eingebettet und am Mikrotom in dünnen 

Schnittserien auf Objektträgern fixiert. Diese Schnitte wurden zuerst einer HE-Färbung 

unterzogen, um die Qualität der einzelnen Proben zu beurteilen. Zum spezifischen Nachweis 

von TRPC6-Kanälen im Gewebe wurden immunhistochemische Färbungen der Proben 

angefertigt. Darüber hinaus wurde mittels Western-Blot der Nachweis des TRPC6-Proteins im 

Gewebe bestätigt. 

 

3.3 Arbeit mit Körperspendern 

3.3.1 Umgang mit Körperspendern 

Alle Mitarbeitenden im Institut sind sehr dankbar für die Entscheidung von Menschen, ihren 

Körper zweckgebunden zu spenden. Daher ist ein reflektierter und würdevoller Umgang mit 

den Körperspenden oberstes Gebot. Die Körperspenden wurden nach ihrem Ableben dem 

Anatomischen Institut der Universität des Saarlandes gespendet und anschließend fixiert. Die 
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Proben wurden von mir aus erster Hand entnommen. Die Studie erfolgte nach einem Ethik-

Votum der ständigen Ethikkommission der Ärztekammer des Saarlandes unter der 

Antragsnummer: 162/20. 

Die Proben der Corona-Körperspender wurden post mortem vom Pathologischen Institut der 

Universität des Saarlandes für diese Studie entnommen. Das Ethik-Votum der ständigen 

Ethikkommission der Ärztekammer des Saarlandes erfolgte hierzu unter der Antragsnummer: 

130/21. 

Zur größeren Transparenz sind die Körperspender mit Geschlecht, Sterbealter, Todesursache 

und jeweiliger Vorerkrankung in Tabelle 5 für die non-COVID-Spender und Tabelle 6 für die 

COVID-Spender dargelegt. 

 

3.3.2 Fixierung der Körperspender 

Nach der Einlieferung der Körperspende in das Institut wurde diese zunächst fixiert. Dadurch 

konnte eine Verlangsamung der physiologischen Zerlegungs- und Fäulnisprozesse erreicht 

werden. Bis zur Fixierung vergingen maximal 72 Stunden post mortem. Vor Beginn der 

eigentlichen Fixierung wurden die Körperspenden vollständig entkleidet, gewogen und einer 

Rasur von Kopf- und Körperbehaarung unterzogen. Zur Identifikation der einzelnen 

Körperspenden wurden diese mit extern angebrachte Identifikationsnummern versehen. 

Art und Stärke der Fixierung erfolgten nach den Standards des Anatomischen Instituts der 

Universität des Saarlandes. Zur Fixierung der Körperspenden wurde Nitritpökelsalz-Ethanol-

Polyethylenglycol (NEP) nach Weigner [207] verwendet. Die Fixierung erfolgte in zwei 

Schritten: Zur inneren Fixierung wurden mittels großlumiger Venenkanülen die Vasa femoralia 

punktiert und per Arterienklemme fixiert. Über die Kanülen wurden zwischen 10 und 15 Liter 

der Fixierlösungen mit einem Druck zwischen 110 und 150mmHg injiziert. Die genaue Menge 



Material und Methodik 

34 

 

der eingelaufenen Fixierlösung konnte mittels Waage errechnet und protokolliert werden. 

Nachinjektionen wurden in jeder Extremität sowie der Regio glutealis, der Finger- und der 

Zehenbeeren mittels Einmalkanüle (18G) eingebracht. Bei der anschließenden äußeren 

Fixierung, bei der die Fixierungslösung per Osmose transdermal eindringt, wurde die 

Körperspende bei unter 15°C in dem Fixiermittel für wenige Tage gelagert.  

Stichprobenartig wurden auch höherkonzentrierte formaldehydfixierte Körperspenden 

bearbeitet. Hierbei handelte es sich bei der Fixierung um die „neue Basler Lösung nach Kurz“. 

Die Methode unterscheidet sich nur in der äußeren Fixierung von der oben beschriebenen 

Fixation nach Weigner. In der Fixation nach Kurz wurden die Spender für mindestens vier 

Monate in dem Fixationsmittel gelagert. Danach erfolgte die Aufbewahrung in einem luft - und 

wasserdichten verschweißten Foliensarg in der Kühlanlage bei unter 15°C. 
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3.3.3 Liste der Körperspender „non-COVID“ 
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Tabelle 5: Liste der non-COVID-Spender 
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3.3.4 Liste der Köperspender COVID 
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Tabelle 6: Liste COVID-Körperspender 
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3.4 Probenauswahl 

Die Probenauswahl erfolgte unter Berücksichtigung der verschiedenen histologischen 

Besonderheiten der Gefäße sowie der möglichen klinischen Relevanz des betreffenden 

Blutgefäßes wie in Tabelle 7 zusammengefasst. Schlussendlich wurden 14 Gefäße ausgewählt. 

Schematisch wurden die häufigsten Entnahmestellen in Abbildung 6 dargestellt.  

 

Nr. Gefäß Standard -Entnahmeort Auswahl des Gefäßabschnitts 

1 Arteria renalis 

dextra 

mindestens 2 cm vom 

Abgang aus der Aorta 

entfernt 

physiologischer Bayliss-Effekt in Mäusen 

[204]; möglicherweise pathophysiologische 

Beteiligung an Nierenarterienstenose 

(NAST) [43] ; Seitenvergleich 

2 Arteria renalis 

sinistra 

mindestens 2 cm vom 

Abgang aus der Aorta 

entfernt 

physiologischer Bayliss-Effekt in Mäusen 

[204]; möglicherweise pathophysiologische 

Beteiligung an Nierenarterienstenose 

(NAST) [43]; Seitenvergleich 

3 Arteria thoracica 

interna dextra 

im dritten 

Intercostalraum 

Graft für einen koronaren Bypass mit höherer 

Offenheitsrate als A. radialis [14]; 

Seitenvergleich 

4 Arteria thoracica 

interna sinistra 

im dritten 

Intercostalraum 

Graft für einen koronaren Bypass mit höherer 

Offenheitsrate als A. radialis [14]; 

Seitenvergleich 

5 Arteria radialis 

dextra 

2 cm proximal der 

Höhe des Processus 

styloideus radii  

Graft für einen koronaren Bypass [40][3]; 

stichprobenartiger Seitenvergleich; Arterie 

vom muskulären Typ mit mittlerem Druck 
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6 Aorta (abdominal 

oder thorakal) 

2 cm proximal der 

Aortenbifurkation, bzw. 

Aorta ascendens 

Arterie vom Übergangs-Typ mit hohem 

Druck, bzw. Arterie vom elastischen Typ mit 

hohem Druck 

7 Vena cava inferior paarig zum 

Entnahmeort der Aorta 

abdominalis 

Vene mit positivem Druck und 

Venenklappen 

8 Vena jugularis 

interna sinistra 

Vagina carotica, auf 

Höhe des Larynx 

Vene mit negativem Druck ohne 

Venenklappen 

9 Truncus 

pulmonalis 

2 cm distal der Valva 

trunci pulmonalis 

Herznahe Arterie mit mittlerem Druck; 

Nachgewiesene Proteinsequenz [32] 

10 Ramus 

interventricularis 

anterior 

mittleres Drittel, 

beginnend nach 

Abgang Ramus 

circumflexus  

Koronararterie, die häufig von 

Stenosierungen betroffen ist 

11 Arteria iliaca 

communis sinistra 

2 cm distal der 

Bifurcatio aortae 

Arterie vom muskulären Typ mit mittlerem 

Druck 

12 Sinus caroticus 

dextra 

kompletter Sinus 

caroticus 

Arterie vom muskulären Typ mit mittlerem 

Druck; Glomuszellen als Baro- und 

Chemorezeptorem 

13 Vena cava superior zwischen dem 

Zusammenschluss der 

Trunci 

brachiocephalicae und 

Einmündung in Atrium 

dextrum 

Vene mit negativem Druck, ohne 

Venenklappen 
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14 Arteria carotis 

communis dextra 

ventral des M. 

sternocleidomastoideus, 

in der Vagina carotica 

Arterie vom muskulären Typ mit hohem 

Druck 

Tabelle 7: Probenauswahl und Entnahmeorte 

 

 

 

Abbildung 6: Schematisch dargestellte Beispiele für die häufigsten Entnahmeorte 

Arterien sind rot und Venen blau markiert. In Grün ist der Entnahmeort eingezeichnet. 

Abgebildet sind die häufigsten Entnahmeorte der Gefäße. In Braun stellen sich die Nieren dar. 

 

V. jugularis interna 

A. thoracica  

interna dextra 

A. renalis dextra 

V. cava inferior 

A. radialis dextra 

A. renalis sinistra 

A. thoracica 

interna sinistra 

Aorta abdominalis 

Aorta thoracalis 
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3.5 Probengewinnung 

Die Entnahme der intra- und retroperitoneal gelegenen Gefäße erfolgte durch eine mediane 

Laparotomie. Nach Durchtrennung des Omentum majus und Orientierung am Darmkonvolut 

des Dünndarms wurde die Arteria mesenterica inferior identifiziert. Im weiteren Verlauf der 

Arterie erfolgte die Darstellung der proximal gelegenen Aorta abdominalis sowie der kaudal 

gelegenen Aortenbifurkation. Anschließend konnten die Aorta abdominalis und die Vena cava 

inferior zwei Zentimeter oberhalb der Aortenbifurkation entnommen werden. Diese wurden als 

ganze Gefäße auf einer Länge von ca.1,5 cm entnommen. 

Anschließend wurde dem Verlauf der Aorta folgend weiter proximal die Arteria mesenterica 

superior aufgesucht. Hier erfolgte die Darstellung der Aorta in Gänze sowie die Identifikation 

der Aa. renales. Dem Verlauf der Nierenarterien folgend, wurden die Aufteilungen der 

einzelnen Segmentarterien der Niere sowie das Organ als Ganzes dargestellt. Die Aa. renales 

in einer Länge von 1 cm wurden mindestens 2 cm vom Abgang aus der Aorta entnommen. 

Für die Entnahme der Aa. thoracicae wurde der dritte Intercostalraum gefenstert (eine 

Präparationstechnik, bei der man die Muskeln zwischen der dritten und vierten Rippe sowie des 

Sternums absetzt) und im Block reseziert. In der entnommenen Gewebeprobe erfolgte die 

weitere Darstellung und Entnahme der Gefäße. 

Die in der Regio cervicalis anterior befindlichen Gefäße wurden durch eine Inzision entlang 

des ventralen Randes des Musculus sternocleidomastoideus erreicht. Hier konnte ventral die 

Vagina carotica dargestellt und eröffnet werden. Nach Präparation der Arteria carotis communis 

sinistra und Vena jugularis interna sinistra konnte letztere in Gänze entnommen werden. Davon 

wurde ein Quader in der Größe von 1,2 cm x 1,2 cm präpariert. 

Zur Entnahme der Arteria radialis dextra wurde zunächst eine laterale Inzision bis auf den 

Radius durchgeführt. Anschließend erfolgte nach proximal die Darstellung des Musculus 
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brachioradialis und nach distal der Abgang der Arteria radialis dextra in die Foveola radialis. 

Der Processus styloideus radii wurde als Landmarke ertastet und die Arteria radialis dextra zwei 

Zentimeter unterhalb der Höhe des Processus styloideus radii entnommen. Hier wurde 1 cm des 

Gefäßes entnommen. Die Entnahme der Arteria radialis sinistra erfolgte nach dem gleichen 

Prinzip auf der kontralateralen Seite. 

Zur Entnahme der sich im Thoraxsitus befindlichen Proben wurde eine mediane Sternotomie 

durchgeführt. Dies geschah durch eine mediale Inzisur von der Fossa jugularis bis zum 

Processus xiphoideus. Davon ausgehend wurde Gewebe nach lateral vom Sternum abgesetzt 

und mit der Knochensäge das Sternum mittig durchtrennt. Durch Einsetzen eines 

Rippenspreizers konnte ein guter Zugang zum Thoraxsitus etabliert werden. Die Pleura 

visceralis wurde stumpf von der Pleura parietalis getrennt, um die Lungen besser in der 

jeweilige Pleurahöhle mobilisieren zu können und dadurch das Mediastinum deutlicher 

darzustellen. Zunächst wurde die Vena brachiocephalica sinistra im oberen Mediastinum 

dargestellt. Dieser nach rechts folgend stieß man auf die Vereinigung beider Vv. 

brachiocephalicae. Kaudal der Vv. brachiocephalicae wurde die Vena cava superior identifiziert 

und wenige Zentimeter weiter kaudal die Einmündung in das Atrium dextrum. Augenscheinlich 

mittig zwischen diesen beiden Landmarken wurde die Vena cava superior in Gänze 

entnommen.  

Zur Entnahme des ganzen Herzens erfolgte das Absetzten der Aa. und Vv. pulmonales sowie 

der Aorta am Übergang zum Arcus aortae. Danach wurde das Pericardium fibrosum durch eine 

kleine Inzisur an der aortalen Umschlagsfalte von Pericardium fibrosum und Pericardium 

serosum Lamina parietalis eröffnet. Mit einer Schere wurde der Schnitt Richtung Apex cordis 

erweitert. Jetzt konnte stumpf das Herz mit seinem Pericardium serosum lamina visceralis, an 

der Facies diaphragmatica mobilisiert werden. Nach Ertasten der Umschlagsstellen zwischen 

Lamina parietalis und visceralis des Pericardium serosum wurden auch diese durchtrennt. Nach 



Material und Methodik 

43 

 

Anheben des Herzens von der Facies diaphragmatica nach kranial konnte die Vena cava inferior 

abgesetzt werden und das Herz in toto entnommen werden. 

Der Truncus pulmonalis wurde 2 cm distal der tastbaren Valva trunci pulmonalis mit einem 

Scherenschnitt entnommen. Für die Entnahme des Ramus interventricularis anterior (RIVA) 

wurde zunächst der Abgang der Arteria coronaria sinistra dargestellt, welche durch sondieren 

des Ostium Arteria coronaria sinistra ausgemacht wurde. Dadurch konnten die Koronarien 

schnell aus dem umliegenden Fettgewebe herauspräpariert werden. Zur Orientierung wurde der 

Abgang des Ramus circumflexus aus der A. coronaria sinistra bestimmt und die nach ventral 

verlaufende Struktur konnte als der Ramus interventricularis anterior identifiziert werden. Aus 

dem in voller Länge sichtbaren RIVA wurde das mittlere Drittel entnommen. 

Für die Stichprobe der Vena basilica sinistra wurde die Vena mediana cubiti sinistra dargestellt. 

Von dieser ausgehend konnte zwischen der lateral verlaufenden Vena cephalica sinistra und der 

medial gelegenen Vena basilica sinistra differenziert werden. Anschließend wurde die Vena 

basilica sinistra bis zum Hiatus basilicus verfolgt und dort entnommen. 

Die Stichprobe der Arteria iliaca communis sinistra wurde 2 cm distal der Aortenbifurkation 

entnommen. Zur Darstellung dieser siehe oben. Die Entnahme der Stichproben der Arteria 

carotis communis dextra, Vena jugularis interna dextra und des Sinus caroticus dextra erfolgten 

nach demselben Prinzip wie der Entnahme der Vena jugularis interna sinistra. 

Alle Proben wurden direkt nach der Entnahme und Präparation für 24 Stunden in 4 %iger-

Formaldehydlösung immersionsfixiert. Die Formaldehydlösung wurde danach durch eine 

phosphatgepufferte Salzlösung (PBS), in der die Proben weitere 24 Stunden zur Waschung 

belassen wurden, ausgetauscht. Die Lagerung erfolgte im Kühlschrank bei 6,5°C. Jede weitere 

entnommene Struktur wurde dem Spender wieder anatomisch korrekt eingesetzt und im 

Anschluss alle Inzisuren vernäht. 
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3.6 Einbettung der Proben in Paraffin 

Zur histologischen Begutachtung wurden die Proben zunächst in Paraffin eingebettet, um diese 

später am Mikrotom zu schneiden und auf Objektträger aufbringen zu können. Hierzu wurde 

jede einzelne Probe in eine dafür vorgesehene Einbettkassette gelegt und mit dieser bis zur 

Bearbeitung aller Proben in einer 70 %ige Isopropanol-Lösung belassen. Anschließend wurden 

sie in einem Wasserbad aus Leitungswasser für 15 Minuten sprudelnd gewaschen.  

Der Wasserentzug und das Entfetten erfolgte über einen Karussell-Gewebeeinbetter mittels 

automatisierter Verweildauer in den einzelnen Lösungen. Zuerst erfolgte eine Dehydrierung 

und Entfettung über eine aufsteigenden Alkoholreihe mittels Isopropanol. Das Isopropanol 

wurde durch das Paraffin verdrängt. Damit lagen die Proben entwässert, entfettet und komplett 

mit Paraffin durchtränkt zur Weiterverarbeitung vor [166]. 

Die Einbettkassetten mit den darin befindlichen Proben wurden dafür in einen Korb an dem 

Karussell befestigt. Die gesamte Dauer des Prozesses betrug 17 Stunden und 30 Minuten. 

Tabelle 8 gibt eine Übersicht über alle Stationen mit jeweiliger Verweildauer im Karussell . 

 

Nr. Lösungsmittel Verweildauer 

1 Isopropanol 70 %ig 3 h 00 Min 

2 Isopropanol 80 %ig 1 h 30 Min 

3 Isopropanol 90 %ig 1 h 30 Min 

4 Isopropanol 100 %ig 1 h 30 Min 

5 Isopropanol 100 %ig 1 h 30 Min 

6 Methylbenzoat 1 h 30 Min 

7 Methylbenzoat 1 h 30 Min 
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8 Methylbenzoat 1 h 30 Min 

9 Paraffin (flüssig) 2 h 00 Min 

10 Paraffin (flüssig) 2 h 00 Min 

Tabelle 8: Ablauf der Einbettung 

 

Nach der Dehydratation befanden sich die Proben in flüssigem Paraffin zur Durchtränkung. Die 

Proben wurden einzeln entnommen, aus der Kassette entfernt und mittels eines Paraffinguss-

Gerätes in Paraffinblöcke gegossen. Hierzu wurde zunächst der Boden mit flüssigem Paraffin 

bedeckt und die Proben anschließend dort so fixiert, dass sie möglichst lumenseitig zum Boden 

zeigten. Durch kurze Verweildauer auf einer Kälteplatte blieb das Präparat in der Fixierung. 

Anschließend wurde ein Einbettring über die Gussform gelegt und mit flüssigem Paraffin 

aufgegossen. Daraufhin wurde die Gussform zum Aushärten des Materials auf die Kälteplatte 

gegeben. Nach der Aushärtung konnte der Block der Gussform entnommen werden. Die 

Lagerung der Paraffinblöcke erfolgte in Eisenschränken knapp unterhalb der Raumtemperatur. 

 

3.7 Anfertigung von Mikrotomschnitten 

Zum Anfertigen der Schnitte wurde ein manuelles Mikrotom benutzt. In dieses wurden die 

Paraffinblöcke durch den Einbettring am Mikrotom eingespannt. Die Schnitte erfolgten durch 

eine spezielle Klinge in sieben Mikrometer dicken Schnittfolgen. Die einzelnen Schnitte 

wurden für wenige Minuten in ein Paraffinstreckbad mit 37 °C warmen, destilliertem Wasser 

überführt. 

Hiernach erfolgte die Fixierung der Proben auf Objektträger aus dem Wasserbad. Die 

Objektträger mit den darauf befindlichen Proben trockneten für circa einer halben Stunde auf 

einer Wärmeplatte, bevor sie anschließend für 12 Stunden in einem Inkubator bei 37 °C 
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vollständig antrockneten. Die Aufbewahrung der Objektträger im weiteren Verlauf erfolgte 

licht- und staubgeschützt bei Raumtemperatur. 

 

3.8 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

3.8.1 Versuchsaufbau 

Die HE-Färbung nach Ehrlich ist ein etabliertes Verfahren zur Darstellung verschiedener 

Zellbestandteile. Mit dem Hämatoxylin werden negativ geladenen Strukturen (basophile) blau 

angefärbt. Durch das Eosin ist eine Färbung positiv geladener Strukturen (azidophil) in 

Rottönen anfärbt [117]. Für die Färbung wurden nicht silanisierte Objektträger benutzt. Mit HE 

gefärbte Präparate lassen eine gute Beurteilung über die intakte Morphologie der Probe zu. 

 

3.8.2 Versuchsdurchführung 

Zunächst erfolgte eine Entparaffinierung der Präparate mittels Xylollösung sowie eine 

Rehydrierung durch eine absteigende Alkoholreihe. Hierbei verweilten die Schnitte dreimal für 

jeweils fünf Minuten in Xylol, für zweimal fünf Minuten in 100 %iger und jeweils einmal für 

fünf Minuten in 90 %iger und 80 %iger Isopropanol-Lösung. Daraufhin wurden die Proben für 

acht Minuten in Hämatoxylin getaucht. Danach erfolgte eine kurze Spülung mit destilliertem 

Wasser, um überschüssige Farbe zu entfernen. Im nächsten Schritt wurden die Proben unter 

laufendem Leitungswasser gebläut. 

Nach dem Bläuen wurden die Präparate erneut für 30 Sekunden in destilliertem Wasser gespült. 

Darauffolgend wurden die Proben für zweieinhalb Minuten in Eosin (Eosin + zwei Tropfen 

0,1 %ige Essigsäure) gebadet. Anschließend wuschen die Proben kurz in 90 %igem 

Isopropanol aus. Schlussendlich erfolgte eine Rehydrierung der Proben durch eine absteigende 

Alkoholreihe (umgekehrt wie oben beschrieben), sowie Xylol. 
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Abschließend wurden die Proben mittels Deckgläschens und speziellem Klebstoff eingedeckt. 

Unter einem Abzug trockneten die fertigen Objektträger für mindestens 12 Stunden und 

lagerten in Kästen bei Raumtemperatur. 

Tabelle 9 zeigt den Ablauf des Färbeverfahrens mit den jeweiligen Zeiten noch einmal 

vereinfacht. 

Nr. Lösung Verweildauer 

1 Xylol 05 Min 00 Sek 

2 Xylol 05 Min 00 Sek 

3 Xylol 05 Min 00 Sek 

4 Isopropanol 100 %ig 05 Min 00 Sek 

5 Isopropanol 100 %ig 05 Min 00 Sek 

6 Isopropanol 90 %ig 05 Min 00 Sek 

7 Isopropanol 80 %ig 05 Min 00 Sek 

8 Hämatoxylin nach Ehrlich 08 Min 00Sek 

9 destilliertes Wasser kurz 

10 Leitungswasser 12 Min 00Sek 

11 destilliertes Wasser 00 Min 30 Sek 

12 Eosin-Lösung 02 Min 30 Sek 

13 Isopropanol 90 %ig 05 Min 00 Sek 

14 Isopropanol 100 %ig 05 Min 00 Sek 

15 Isopropanol 100 %ig 05 Min 00 Sek 

16 Xylol 05 Min 00 Sek 

17 Xylol 05 Min 00 Sek 

18 Xylol 05 Min 00 Sek 

Tabelle 9: Ablauf der HE-Färbung 
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Anschließend wurden die Proben mikroskopisch auf intakte Integrität und morphologische 

Veränderungen untersucht. Dies ist Voraussetzung für eine Immunhistochemische Färbung. 

 

3.9 Immunhistochemische Färbung  

3.9.1 Versuchsaufbau 

Die IHC ist eine immunhistochemische Methode, die dem Nachweis spezifischer 

Gewebsantigene dient. Zur Markierung des gesuchten Antigens wird ein primärer Antikörper, 

welcher spezifisch gegen das gesuchte Antigen gerichtet ist, mit dem Gewebe inkubiert, in 

welchem die gesuchte Struktur erwartet wird. Nach Abwaschen des Primärantikörpers wird die 

Probe mit einem Sekundärantikörper inkubiert, dessen Fab-Teil spezifisch gegen den Fc-Teil 

des primären Antikörpers gerichtet ist. An dem Fc-Teil des sekundären Antikörpers befindet 

sich ein Enzym (HRP = Meerrettich-Peroxidase), welches Chromogene als Substrat in eine 

sichtbare Färbung umschlagen lässt. Das Zusammenspiel von verschiedenen Antikörpern und 

der HRP mit dem Chromogen, DAB, ist in Abbildung 7 schematisch dargestellt. Dieses 

Verfahren wird auch als indirekte IHC bezeichnet. 

Zur Darstellung von TRPC6-Kanälen wurde als Zielstruktur bei der IHC ein intrazellular am 

N-Terminus des S1-Segmentes liegendes Peptid ausgewählt. Es dient als Epitop für den 

primären Antikörper [81] und besteht aus den Aminosäuren 24-38 des TRPC6-Gens. Die 

Qualität des Antikörpers wurde in dieser Versuchsreihe der IHC nochmals mittels  eines 

Kontrollpeptids bestätigt. Dieses bindet in der Vorinkubation mit dem primären Antikörper 

gegen TRPC6-Kanäle an den Fab-Teil einiger Antikörper. Dadurch wird weniger TRPC6-

Kanal auf dem Präparat selbst gebunden und es werden mehr Antikörper in den nachfolgenden 

Schritten abgewaschen. Hierdurch sollte ein im Vergleich zur nicht mit Kontrollpeptid 

vorinkubierten Probe eine schwächere Färbung durch DAB entstehen. 
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Abbildung 7: Schematischer Aufbau einer indirekten IHC-Färbung 

 

3.9.2 Versuchsvorbereitung 

In einer Färbeserie (einer kompletten Versuchsdurchführung) konnten zehn silanisierte 

Objektträger bearbeitet werden. Die unterschiedlichen Gewebeproben wurden mit je einem 

Vergleichspräparat (Gewebe, in dem TRPC6-Kanäle mittels IHC nachgewiesen wurde als 

Positivkontrollschnitt) aus Herzgewebe (Atrium, Ventrikel, Ventrikelseptum) gefärbt. Zudem 

wurde für jede Gewebeart nochmals eine eigene Negativkontrolle (Gefäße und Herz) zur 

Überprüfung des Färbungserfolges angefertigt. 

Zunächst wurde die zur Antigendemaskierung benötigte 1 %ige Citratpufferlösung angesetzt. 

Hierfür wurden 5ml des Citratpuffers mit 495 ml destilliertem Wasser verdünnt und in einem 

Wärmeschrank auf 95°C erhitzt. Zur Vorbereitung der Feuchtekammer wurde diese mit nassen 

Papiertüchern ausgelegt und verschlossen. Zur Blockade unspezifischer Antigene wurde 
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vorgefertigtes 10 %iges (0,1 % Triton x100, 89,9 % PBS) normal-goat-serum (NGS) 

angewendet. Für die Negativkontrolle wurde Kaninchenserum in einer Verdünnung von 1:500 

benutzt. Die 1:50 mit PBS vorverdünnte Stocklösung wurde mit 24.950 µl PBS weiter verdünnt, 

um so eine effektive Verdünnung von 1:500 zu erreichen. Der primäre Antikörper wurde in der 

Verdünnung 1:100 benutzt. Hierzu wurde jener zunächst mit NGS 1:50 vorverdünnt. Dafür 

wurden 4 µl Primärantikörpers mit 196 µl NGS verdünnt, um ein Gesamtvolumen von 200 µl 

zu erreichen. 200 µl des 1:50 vorverdünnten primären Antikörpers wurden dann mit weiteren 

200 µl 10 %iger NGS Blockierlösung weiter verdünnt. 

Zur Herstellung einer 3 %igen Wasserstoffperoxidlösung wurden 8,57 ml der Ausgangslösung 

mit 91,43 ml destilliertem Wasser verdünnt. Zur Verdünnung des Sekundärantikörpers musste 

das Ausgangsubstrat 1:500 verdünnt werden. Zur einfacheren Handhabung erfolgte die 

Verdünnung in zwei Schritten. Zunächst wurden 20 µl des Sekundärantikörpers mit 980 µl 

NGS-Blockierlösung vermischt, um so eine Verdünnung von 1:50 zu erreichen. Darauffolgend 

wurden 100 µl der Lösung mit 900 µl NGS verdünnt, was einer Verdünnung von 1:10 

entspricht. Das zur Färbung eingesetzte Chromogen, 3,3´-Diaminobenzidin (DAB), besteht aus 

zwei Substraten, welche kurz vor Gebrauch im Verhältnis 1:1 gemischt wurden. 

Zur Qualitätskontrolle mittels eines Kontrollpeptids wurden 40 µg des Peptids mit 20 µl PBS 

aufgelöst und anschließend mit 40 µl 1:100 verdünntem TRPC6-Primärantikörper über Nacht 

bei 7 °C inkubiert.  

 

3.9.3 Versuchsdurchführung 

Zunächst erfolgte eine Entparaffinierung der Präparate mittels Xylollösung sowie eine 

Rehydrierung durch eine absteigende Alkoholreihe. Hierbei verweilten die Schnitte dreimal für 

jeweils fünf Minuten in Xylol, für zweimal fünf Minuten in 100 %iger und jeweils einmal für 
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fünf Minuten in 90 %iger, 80 %iger und 70 %iger Isopropanol-Lösung. Anschließend wurden 

die Objektträger zur Spülung fünf Minuten in destilliertem Wasser belassen. Danach erfolgte 

eine Inkubation der Proben für 60 Minuten bei 95°C in 1 %igem Citratpuffer. Nach Ablauf der 

Inkubationszeit kühlten die Proben für 30 Minuten bei Raumtemperatur ab und wurden für eine 

Minute in PBS gespült. Um die Objektträger schnell und grob zu trocknen, wurden diese der 

Küvette entnommen und mit der Hand kräftig abgeklopft. Mit einem hydrophoben Fettstift 

konnten die Proben lückenlos umrandet und in die Feuchtekammer gelegt werden. Auf die 

Proben wurde die fertige 10 %ige NGS-Lösung pipettiert und damit für eine Stunde in der 

Feuchtekammer inkubiert. Nach Ablauf der einen Stunde wurden die Objektträger der 

Feuchtekammer entnommen und das NGS wurde von den Schnitten geklopft. Auf die als 

Negativkontrollen vorgesehenen Proben wurde die Kaninchenserumlösung pipettiert; die 

restlichen Proben wurden mit Primärantikörpern inkubiert (oder mit der Kontrollpeptidlösung). 

Die Proteinkonzentration des Kaninchenserums ist in der genutzten Verdünnung die Gleiche 

wie bei der Lösung des primären Antikörpers. Die Feuchtekammer wurde verschlossen und 

über Nacht bei Raumtemperatur mit der jeweiligen Lösung inkubiert. 

Am nächsten Tag wurden die Proben zwei Mal für je zwei Minuten in PBS gewaschen. 

Anschließend wurde die Wasserstoffperoxidlösung auf jeden Objektträger pipettiert und für 10 

Minuten in der neu vorbereiteten Feuchtekammer inkubiert. Hiernach wurden die Proben zwei 

mal zwei Minuten in PBS gewaschen. Nun erfolgte eine einstündige Inkubation der Proben mit 

dem Sekundärantikörper. Nach Ablauf der Inkubationszeit folgte eine Waschung in PBS wie 

oben beschrieben. Unter Mikroskopiekontrolle wurde die fertig angesetzte DAB-Lösung auf je 

einen Schnitt pro Gewebe pipettiert und die Färbung unter dem Mikroskop verfolgt. Die 

Zeiterfassung erfolgte mittels Stoppuhr. Die Reaktion des DAB mit der am Sekundärantikörper 

befindlichen Peroxidase wurde mit Eintauchen in PBS gestoppt, sobald mikroskopisch eine 

deutliche Braunfärbung registrierbar war. Die Inkubationszeiten wurden in jeder Färbeserie für 
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alle Proben des gleichen Gewebes eingehalten, konnten jedoch von Färbeserie zu Färberserie 

variieren und wurden für jede Serie neu erfasst. Der zeitliche Rahmen der Inkubation lag 

zwischen acht und 15 Minuten. Zur Gegenfärbung wurde die Küvette entnommen und eine 

Minute in destilliertem Wasser gewaschen. Danach wurde die Küvette für eine Sekunde in 

Hämatoxylinlösung nach Ehrlich (gefiltert) getaucht und anschließend für fünf Minuten in 

Leitungswasser gebläut. Nach Abschluss des Bläuens erfolgte eine aufsteigende Alkoholreihe, 

beginnend mit jeweils fünf Minuten in 70 %igem, 80 %igem, 90 %igem und zweimal fünf 

Minuten in 100 %igem Isopropanol. Danach wurden die Proben drei Mal je fünf Minuten in 

Xylol gebadet. Im letzten Schritt wurden die Proben mittels Roti-Histokitts und einem Deckglas 

eingedeckt. Über Nacht verweilten die Proben zur Aushärtung unter einem Abzug. 

 

 

3.10 Western-Blot 

3.10.1 Versuchsaufbau 

Bei einem Western-Blot handelt es sich um ein etabliertes biochemisches Verfahren zum 

Nachweis von Proteinstrukturen, bei dem man Proteine durch eine Gelelektrophorese nach 

Größe voneinander trennen kann und auf einem Sammelgel auffängt. Über das Blotten werden 

die getrennten Proteine auf ein Medium gebracht, mit dem man Antikörperfärbungen zum 

spezifischen Proteinnachweis durchführen kann. Die einzelnen Banden der in der 

Gelelektrophorese gelaufenen Proteine werden mittels Enhanced Chemiluminescence (ECL) 

photometrisch sichtbar und können anhand des Vergleichs mit einer Kontrollbahn abgelesen 

werden. 

Zur Darstellung von TRPC6-Kanälen wurde als Zielstruktur bei dem WB der gleiche primäre 

Antikörper wie bei der oben beschriebenen IHC verwendet, der sich nachweislich auch für eine 
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WB-Analyse eignet [228]. Die Qualität des Antikörpers wurde in dieser Versuchsreihe auch für 

den WB nochmal mittels Kontrollpeptids bestätigt. Die Ladekontrolle erfolgte mit Anti -β-

Aktin-Antikörper. 

 

3.10.2 Versuchsvorbereitung 

Für den Versuch wurde die Aorta ascendens aus der gleichen Lokalisation wie für die IHC 

verwendet. Das Probenmaterial wurde nativ (aus einem unfixiertem Körperspender) 

entnommen und ohne Medium in einem Eppendorfgefäß bei -20°C für zwei Wochen 

aufbewahrt. Das post mortem Intervall betrug weniger als 48 Stunden. Vorbereitend taute das 

Gewebe, auf Eis liegend, für eine Stunde lang auf und wurde mit Lysepuffer (Complete:RIPA 

im Verhältnis 1:25) bedeckt. Mittels mechanischer Lyse durch eine Gewebemühle 

homogenisierten die Proben mit dem Lysepuffer. Durch anschließende Zentrifugation mit 

12.000 Umdrehungen pro Minute für 30 Minuten bei 4°C entstand ein flüssiger Überstand in 

Abgrenzung zu restlichen Bestandteilen. Der Überstand der Flüssigkeit wurde in ein neues 

Reaktionsgefäß abpipettiert und im Verhältnis 1:15 erneut mit Lysepuffer verdünnt (2 µl 

Übstand + 28 µl 1:25 Complete/RIPA). Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in dem 

Überstand, wurde der etablierte Bradford-Test angewendet [30]. Bei der Kalibrierung wurde 

mit Coomassie-Brilliant-Blau G250 (CBBG) versetztes BSA (bovine serum albumin) 

verwendet und zusammen mit dem Überstand in 96-Well-Titerplatte pipettiert. Die 

photometrische Messung zur Proteinbestimmung erfolge mit Pierce 660 nm, einer auf 

Bicinchoninsäure (BCA) beruhender kolorimetrischer Lösung. Zum Angleichen der 

Proteinkonzentrationen wurde die benötigte Zugabe von weiterem Lysepuffer und 20 µl 

Laemmlipuffer (3,125 mM TRIS-HCl pH 6,8, 50 % Glycerol, 25 % 2-Mercaptoethanol, 10 % 

SDS =sodium dodecyl sulfate, 0,005 %Bromphenolblau, pH 8,3) berechnet, sodass bei einem 

Endvolumen von 100 µl eine Endkonzentration an Proteinen von 2 µg/µl erreicht wurde. Die 
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Lösungen wurden in ein Eppendorfgefäß pipettiert und für fünf Minuten bei 95 °C mit 300 

Umdrehungen pro Minute nach Zugabe von 2-Mercaptoethanol zentrifugiert und anschließend 

eingefroren. 

 

3.10.3 Versuchsdurchführung 

Die Gelelektrophorese mittels gegossener SDS-Page (SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese) 

wurde in eine mit Laemmli-Puffer gefüllte Wanne versenkt, so dass die Taschen mit Puffer 

vollliefen. Danach wurde ein Proteinmarker zur Bestimmung des Molekulargewichts (Color 

Prestained Protein Standard, 11-245 kDa, New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland) in die 

erste Tasche gefüllt; die anderen wurden entweder mit den Proben Lysaten oder SDS-Stopp-

Puffern (125 mM Trisaminomethanpuffer, 2mM EDTA, 20 % Glycerol, 9 %SDS, 0,5 % 

Bromphenolblau, pH 6,8) beladen. Daraufhin wurde eine Spannung von 250 Volt und einer 

Stromstärke von 50 Milliampere für 60 Minuten angesetzt. Als die Lauffront das untere Ende 

des Gels (Sammelgel) in Richtung Anode erreichte, wurde die Elektrophorese gestoppt und das 

Gel entnommen. Das Sammelgel wurden abgeschnitten und äquilibrierte für 10 Minuten in 

Towbin Transferpuffer (0,025 M TRIS-Base, 1,92 M Glycin, 20 % Methanol, pH ca. 8,3).  

Für das Blotten wurden vorbereitend sechs Lagen Whatman-Papier und eine Nitrozellulose-

Membran auf das Sammelgel zugeschnitten und in Transferpuffer eingelegt. Auf die untere 

Platte (Anode) der Blottig-Vorrichtung (Peqlab Biotechnologies GmbH, Erlangen, 

Deutschland) wurden drei Lagen Whatman-Papier gelegt und darauf die Nitrozellulose-

Membran. Auf diese Membran wurde dann der Gelausschnitt und dann weitere drei Lagen 

Whatman-Papier gelegt. Die obere Platte (Kathode) wurde nach Anfeuchten mit Transferpuffer 

aufgesetzt und ein Strom mit einer Spannung von 10 Volt bei 54 Milliampere Stromstärke für 

40 Minuten angelegt. Augenscheinlich war zu betrachten, ob die Kontrollmarker auf die 

Nitrozellulose-Membran übertragen wurden. Die Nitrozellulose-Membran wurde für 30 
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Minuten zum Blockieren in TBST-Milch (TRIS-bufferd Saline + 0,005 % Tween20) belassen 

und anschließend über Nacht bei 4°C auf einem Schüttler mit dem 1:200 verdünnten primären 

TRPC6-Antikörper (1,5 ml 1:50 TRPC6-AK + 4,5 ml TBST-Milch) inkubiert. 

Am nächsten Tag wurde die Nitrozellulosemembran entnommen und 3 x 5 Minuten mit TBST 

gewaschen. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem in TBST-Milch 1:7.000 verdünntem 

Sekundärantikörper für 90 Minuten auf dem Schüttler bei Raumtemperatur. Nun wurde die 

Membran erneut für 3 x 5 Minuten mit TBST gewaschen und bis zur Entwicklung darin 

belassen. Zur Entwicklung wurde die Membran für fünf Minuten mit dem Chemilumineszenz 

Substrat inkubiert. Daraufhin erfolgte die Erkennung der photometrischen Signale mit einem 

Detektor und die Umwandlung dieser in Bilder mit anschließender Bildbearbeitung. 

Die Entfernung der Antikörper von der Membran erfolgte durch fünfminütiges Waschen in 

bidestilliertem Wasser und fünfminütiges Verweilen in Strippingpuffer. Daraufhin wurde die 

Membran für 3 x 5 Minuten in 5 %igem TBST-Milchpulver gewaschen. Zur Ladekontrolle 

wurde Anti-β-Aktin-Antikörper 1:1.000 in 1 %iger TBST-Milch bei 4 °C über Nacht inkubiert 

und am nächsten Tag 3 x 5 Minuten mit der Membran gewaschen. Die folgende Inkubation mit 

dem Sekundärantikörper (Ziege Anti-Maus HRP 1:7.000 verdünnt mit 1 %iger TBST-Milch) 

dauerte 90 Minuten bei Raumtemperatur. Zuletzt erfolgte eine Waschung für 3 x 5 Minuten in 

TBST und die Entwicklung nach dem selben Schema wie in diesem Kapitel bereits erklärt. 
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3.11 Auswertung 

3.11.1 Auswertung IHC 

Im Rahmen der IHC soll eine spezifische Färbung nachgewiesen werden, welche sich 

signifikant von der Negativkontrolle oder eventueller Hintergrundfärbung darstellt. Zur 

histologischen Auswertung wurden die IHC-gefärbten Proben mit einem Fotomikroskop 

doppelblind von zwei histologisch Fachkundigen nach selben Schema ausgewertet. 

Ein Kriterium der Auswertung ist die Qualität der Braunfärbung durch das DAB, bezogen auf 

die Abgrenzbarkeit zur Negativkontrolle bzw. zur Hintergrundfärbung. Positiv bedeutet hier 

eine gute bzw. signifikante Abgrenzbarkeit und negativ keine Abgrenzbarkeit  zur 

Negativkontrolle. Hierbei gibt es Abstufungen von deutlich positiv [++], signifikant positiv [+], 

fraglich positiv [?] bis zu negativen [0] TRPC6-Kanal Nachweisen, wie Tabelle 10 

zusammenfasst. 

 

Bewertete Qualität Bedeutung 

[++] deutlich positiv 

[+] positiv 

[?] fraglich positiv 

[0] negativ 

Tabelle 10: Auswertungsschema 

 

Die Proben wurden anhand des histologischen Aufbaus eines Gefäßes in Tunica intima, Tunica 

media und Adventitia gegliedert. Jedes Kompartiment wurde gesondert betrachtet und die 

jeweilige Qualität des Signals beurteilt. Inhalte der Tunica intima sind das Stratum endotheliale 

als positiv bewertet 
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(Endothel), Stratum subendotheliale (Subendothel) und die Membrana elastica interna (M. e. 

i.) als Abgrenzung zur Tunica media. Die Tunica media beinhaltet das Stratum musculare und 

die Membrana elastica externa (M. e. e.) als Abgrenzung zur Adventitia. Die Adventitia 

beinhaltet umliegendes Bindegewebe, ggfs. mit Nerven, kleinen Gefäßen zur Selbstversorgung 

(Vasa vasorum) oder anderen Zellarten. Diese Landmarken sind zweckdienlich zur 

Beschreibung der Ergebnisse, wie Tabelle 11 aufzeigt. 

 

Lokalisation Inbegriffene Strukturen 

Tunica 

intima 

Endothel + Subendothel + Membrana elastica interna 

Tunica 

media 

Muscularis + Membrana elastica externa 

Adventitia umliegendes Bindegewebe + Vasa vasorum + periphere Nerven 

Tabelle 11: Übersicht der Inhalte einzelner Gefäßwandschichten 

 

Die Färbung und Auswertung der Proben erfolgte nach einem Kreuzschema. Hierbei wurden 

zum einen möglichst viele Gefäßabschnitte aus einem Körperspender beurteilt. Zum anderen 

wurden möglichst viele Nierenarterien und Aorten aus allen zu Verfügung stehenden 

Körperspendern genutzt. 

Abbildung 8 stellt ein Beispiel für Verbildlichung dieser Strukturen dar. Zudem sind die 

histologischen Landmarken beschriftet, an denen sich in der Auswertung orientiert wurde. Dies 

dient vorab als Überblick für die groben Größenverhältnisse und zum vertraut machen mit den 

unterschiedlichen Erscheinungsmöglichkeiten von Strukturen und vor allem als Hilfestellung 

für nachfolgende Erklärungen. 



Material und Methodik 

58 

 

 

Abbildung 8: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. renalis sinistra, Spender 7) 

mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher Niederschlag 

entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Endothel, 3 = Stratum subendotheliale, 4 = Tunica media, 5 = Adventitia, 6 

und blaue Linie = Membrana elastica interna, 7 und gelbe Kreise = Vasa Vasorum, grüne Linie 

= Membrana elastica externa) Dies ist eine zehnfache Vergrößerung. Die 1 markiert hier das 

Lumen, in diesem findet der eigentliche Blutfluss statt. Die 2 weist auf das Endothel. Dies ist 

Teil der Tunica intima und löst sich häufig bei Fixierungsprozessen als einzelne dünne Schicht 

Richtung Lumen ab. Die 3 deutet das Stratum subendotheliale an, welches sich adluminal des 

Endothels (auf der sich vom Lumen abwendenden Seite) bis zur blauen Markierung erstreckt. 

Die blaue Markierung ist mit 6 gekennzeichnet und überlagert zur Veranschaulichung die 

Membrana elastica interna. Es ergibt sich eine Dicke der Tunica intima von 111 µm, hier 

gezeigt als roter Begrenzungsbalken über der jeweiligen Gefäßwandschicht. Die 4 stellt die 

Tunica media dar, die hier 263 µm groß ist. Diese beinhaltet die mit grünen Markierungen 

überlagerten Membrana elastica externa. Die 5 beschreibt einen Teil der Adventitia, die hier 

beispielhaft mit einer Länge von 487 µm gemessen wurde. Durch das lockere Bindegewebe und 
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die anatomische Lage als äußerste Schicht kommen hier besonders häufig artifizielle 

Veränderungen zu Stande. Eine Auflockerung des gesamten Gewebes, die adluminal weiter 

zunimmt, ist an dieser Stelle gut zu sehen. Eine klare Begrenzung zum Ende der Adventitia ist 

hier nicht möglich. Zudem können bei der Präparation der Adventitia Gewebe verloren gehen 

oder vermehrt erhalten bleiben. Die 7 zeigt beispielhaft ein Vasa vasorum in dem sich 

Erythrozyten befinden. Die gelben kreisförmigen Figuren schließen beispielhaft einige Vasa 

vasorum in Quer- wie im Längsschnitt ein. 

 

3.11.2 Statistische Auswertung 

Beim Vergleich dieser qualitativen Merkmale wurde eine semiquantitative Statistik benutzt. 

Zur Erhebung kamen hier die Modalwerte (gibt den häufigsten Wert in einer Stichprobe an), 

absolute und relative Häufigkeit. Dabei richtete sich die Wertung als positiv, negativ sowie 

fraglich positiv nach denen in 4.1.2 beschriebenen Kriterien. 

 

3.12 Auswertung WB 

Die Auswertung des Western Blots bezieht sich auf die sichtbar markierten Proteinbanden in 

ihren durch das Molekulargewicht bedingten Ausprägungen. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Ergebnisse IHC 

4.1.1 Spezifitätsnachweis 

Für den Spezifitätsnachweis erfolgte eine Vorinkubation mit einem Immunogen, hier das 

Kontrollpeptid. In den Abbildungen 9 bis 11 ist eine Schnittserie einer Arteria renalis sinistra 

dargestellt. Alle drei Proben wurden im gleichen IHC-Durchgang gefärbt. Abbildung 9 zeigt 

den mit primären TRPC6-Antikörpern inkubierten Schnitt. Hier stellen sich deutliche 

Färbungen in der Tunica intima [++], klar begrenzt durch die Membrana elastica interna, zur 

Tunica media, dar. Zudem erscheint die Adventitia ebenfalls deutlich braungefärbt [++]. Die 

Tunica media weist keine TRPC6-Kanäle auf und wurde als negativ [0] bewertet. Abbildung 

10 zeigt die mit dem Kontrollpeptid vorinkubierte Probe. In dieser sieht man exakt dieselben 

Färbungsmuster wie in der Probe ohne Kontrollpeptid, nur mit einer deutlichen niedrigeren 

Intensität. Die Tunica intima und Adventitia wurde jeweils als signifikant positiv [+] bewertet 

und die Tunica media als negativ [0]. Dies beweist, dass der verwendete TRPC6-Antikörper 

qualitativ gegen das gesuchte Antigen des TRPC6-Kanals gerichtet ist und die Vorinkubation 

eine Abschwächung der Färbung durch vorherige Bindung von Antikörpern gewährleistet. 

Abbildung 11 zeigt dieselbe Probe in der gleichen Schnittserie, welches mit Kaninchenserum 

inkubiert wurde. Hierbei wies keine der Gefäßwandschichten einen bräunlichen Niederschlag 

auf und sie wurden somit negativ gewertet [0]. In dieser Negativkontrolle zeigte sich zudem, 

dass kaum Hintergrundfärbung bei der hier verwendeten Methodik entstand. In den 

nachfolgenden Abbildungen sind die wichtigsten Strukturen annotiert. 
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Abbildung 9: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. renalis sinistra, Spender 7) 

mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher Niederschlag 

entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

 (1 = Lumen, 2 = Endothel, 3 = Tunica intima, 4 = Tunica media, 5 = Adventitia, 6 = 

Membrana elastica interna, 7 = Vasa vasorum). TRPC6-Kanäle wurden in diesem Präparat in 

der Tunica intima [++] und Adventitia [++] nachgewiesen. Die Tunica media weist keine 

Signale auf [0]. 
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Abbildung 10: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. renalis sinistra, 

Spender 7) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin, nach 

Präinkubation mit Kontrollpeptiden als Spezifitätsnachweis. 

(1 = Lumen, 2 = Endothelzelle, 3 = Tunica intima, 4 = Tunica media, 5 = Adventitia, 6 = 

Membrana elastica interna, 7 = Vasa vasorum). TRPC6-Kanäle wurden in diesem Präparat in 

der Tunica intima [+] und Adventitia [+] nachgewiesen. Die Tunica media weist keine Signale 

auf [0]. 
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Abbildung 11: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. renalis sinistra, 

Spender 7) mit immunhistochemischer Kontrolle nach Inkubation mit Kaninchenserum (als 

bräunlicher Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Endothelzelle, 3 = Tunica intima, 4 = Tunica media, 5 = Adventitia, 6 = 

Membrana elastica interna, 7 = Vasa vasorum). TRPC6-Kanäle wurden in diesem Präparat in 

keiner Gefäßwandschicht nachgewiesen [0]. 
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4.1.2 Kreuzschema: Ein Körperspender (Proband Nr. 6) 

 

Bei dem Körperspender Nr. 6 wurden die Entnahmeorte eins bis acht ausgewertet. Im 

Folgenden sollen die Ergebnisse der IHC immer im Vergleich zwischen Proben, welche mit 

primärem TRPC6-Antikörper inkubierten wurden, verglichen werden mit Proben, welche als 

Negativkontrolle mit Kaninchenserum inkubierten wurden. 

In Abbildung 12 sieht man eine deutliche Braunfärbung des Subendothels und des zum Teil 

abgelösten Endothels als Nachweis von TRPC6-Kanälen. Daher wurde die Tunica intima hier 

als deutlich positiv [++] bewertet. Die Tunica media zeigt sich komplett ungefärbt und wurde 

als negativ [0] gewertet. Die Adventitia unterscheidet sich nicht signifikant gegenüber der 

Negativkontrolle in Abbildung 13 und wurde daher auch als negativ [0] bewertet. Bei der 

Arteria renalis sinistra in Abbildung 14 zeigt sich eine deutlich braungefärbte Adventitia. Diese 

wurde als deutlich positiv [++] angesehen. Die Tunica intima ist hier besonders subendothelial 

deutlich braun gefärbt [++]. In der Tunica media sind keine Braunfärbungen zu erkennen, 

weshalb sie als negativ [0] gewertet wurde. Die mitgeführte Negativkontrolle in Abbildung 15 

weist keinerlei Braunfärbung auf, weshalb alle Gefäßwandschichten als negativ [0] bewertet 

wurden. Bei der Arteria thoracica interna dextra (Abbildung 16) zeigt sich in allen drei 

Schichten kein Unterschied in den Färbungen zwischen der mit primären Antikörpern gegen 

TRPC6-Protein inkubierten Probe und der Negativkontrolle in Abbildung 17. Hier wurden in 

beiden Proben alle Schichten als negativ [0] bewertet. Kontralateral zeigt sich bei der Arteria 

thoracica interna sinistra (Abbildung 18) ebenfalls kein Unterschied zur Negativkontrolle 

(Abbildung 19). Daher wurden auch hier alle Gefäßwandschichten als negativ [0] beurteilt. 

Abbildung 20 zeigt die Arteria radialis dextra. Sämtliche Schichten ließen unter 

mikroskopischer Beobachtung keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zur 

Negativkontrolle (Abbildung 21) erkennen und wurden daher als negativ [0] bewertet. 
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Die Tunica intima der Aorta (Abbildung 22) imponiert deutlich positiv gefärbt [++]. Der 

Übergang zur Tunica media ist hier nicht scharf abgrenzbar, jedoch bleibt der Großteil der 

Tunica media ungefärbt und ist daher als negativ [0] zu bewerten. Das Gewebe der Adventitia 

zeigt abschnittsweise signifikant positive [+] Braunfärbungen im Vergleich zur 

Negativkontrolle (Abbildung 23). Unter mikroskopischer Begutachtung der Negativkontrolle 

konnte keine Wandschicht eine Braunfärbungen aufweisen, weshalb hier alle Schichten als 

negativ [0] bewertet wurden. Als Nebenbefund kann man in Abbildung 22 ein längs 

angeschnittenes Vasa vasorum mit sich darin befindlichen Erythrozyten erkennen. Die 

Erythrozyten zeigen einen deutlichen Nachweis von TRPC6-Kanälen. Die mit primären 

Antikörpern gefärbte Vena cava inferior (Abbildung 24) kann keinen Unterschied zur 

korrespondierenden Negativkontrolle in Abbildung 25 aufweisen. Daher wurden in beiden 

Präparaten alle Wandschichten als negativ [0] gewertet. In der Vena jugularis interna 

(Abbildung 26), wurde die Tunica intima als negativ [0] angesehen. Die Tunica media zeigt 

genauso wie die Adventitia keine Braunfärbungen [0]. Kontralateral zeigt sich kein Unterschied 

(Abbildung 27). Auch hier wurden alle Gefäßwandschichten als negativ [0] bewertet. In den 

nachfolgenden Abbildungen sind die wichtigsten Strukturen annotiert. 
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Abbildung 12: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. renalis dextra, Spender 6) 

mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher Niederschlag 

entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Endothelzelle teilweise artifiziell abgelöst, 3 = Stratum subendotheliale, 4 = 

Tunica media, 5 = Adventitia). TRPC6-Kanäle wurden in diesem Präparat in der Tunica intima 

deutlich nachgewiesen [++]. In der Tunica media und der Adventitia zeigt sich keine 

Braunfärbung [0]. 
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Abbildung 13: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. renalis dextra, Spender 6) 

mit immunhistochemischer Kontrolle nach Inkubation mit Kaninchenserum (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Endothelzelle teilweise artifiziell abgelöst, 3 = Stratum subendotheliale, 4 = 

Tunica media, 5 = Adventitia). TRPC6-Kanäle wurden in diesem Präparat in keiner 

Gefäßwandschicht nachgewiesen [0]. 
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Abbildung 14: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. renalis sinistra, 

Spender 6) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Stratum subendotheliale, 3 = Tunica media, 4 = Adventitia). Ein TRPC6-

Kanal Nachweis erfolgte in der Tunica intima [++]. Ebenso zeigt die Adventitia deutlich 

positive Braunfärbungen [++]. Die Tunica media wurde negativ bewertet [0]. 
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Abbildung 15: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. renalis sinistra, 

Spender 6) mit immunhistochemischer Kontrolle nach Inkubation mit Kaninchenserum (als 

bräunlicher Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Stratum subendotheliale, 3 = Tunica media, 4 = Adventitia). Eine 

Braunfärbung konnte in keiner Gefäßwandschicht nachgewiesen werden [0]. 
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Abbildung 16: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. thoracica interna dextra, 

Spender 6) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media, 4 = Adventitia). In keiner der 

Gefäßwandschichten konnten TRPC6-Kanäle nachgewiesen werden [0]. 
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Abbildung 17: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. thoracica interna dextra, 

Spender 6) mit immunhistochemischer Kontrolle nach Inkubation mit Kaninchenserum (als 

bräunlicher Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media, 4 = Adventitia). Es konnte keine 

Braunfärbung im gesamten Präparat nachgewiesen werden, weshalb alle Gefäßwandschichten 

als negativ [0] gewertet wurden. 
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Abbildung 18: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. thoracica interna sinistra, 

Spender 6) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media, 4 = Adventitia). In keiner der Wandschichten 

konnte ein TRPC6-Kanal nachgewiesen werden, weshalb alle Schichten hier negativ [0] 

bewertet wurde. 
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Abbildung 19: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. thoracica interna sinistra, 

Spender 6) mit immunhistochemischer Kontrolle nach Inkubation mit Kaninchenserum (als 

bräunlicher Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media, 4 = Adventitia). Es konnte keine 

Braunfärbung innerhalb des Präparates nachgewiesen werden, weshalb alle Schichten hier als 

negativ [0] bewertet wurde. 
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Abbildung 20: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. radialis dextra, 

Spender 6) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media, 4 = Adventitia). Alle Gefäßwandschichten 

erbrachten keinen Nachweis des TRPC6-Kanals, weshalb alle negativ [0] bewertet wurden. 
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Abbildung 21: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. radialis dextra, 

Spender 6) mit immunhistochemischer Kontrolle nach Inkubation mit Kaninchenserum (als 

bräunlicher Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media, 4 = Adventitia). Es konnte keine 

Braunfärbung im gesamten Präparat nachgewiesen werden, weshalb alle Gefäßwandschichten 

als negativ [0] gewertet wurden. 
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Abbildung 22: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (Aorta abdominalis, 

Spender 6) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media, 4 = Adventitia, 5 = Vasa Vasorum im 

Längsschnitt mit Erythrozyten). Die Tunica intima wurde als deutlich positiv [++] bewertet. In 

der Tunica media konnten keine TRPC6-Kanäle nachgewiesen werden [0]. Die Adventitia ist 

als signifikant positiv [+] gewertet worden. 
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Abbildung 23: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (Aorta abdominalis, 

Spender 6) mit immunhistochemischer Kontrolle nach Inkubation mit Kaninchenserum (als 

bräunlicher Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media, 4 = Adventitia, 5 = Vasa Vasorum im 

Längsschnitt mit Erythrozyten). Alle Gefäßwandschichten wurden negativ hinsichtlich eines 

TRPC6-Kanal-Nachweises [0] bewertet. 
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Abbildung 24: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (V. cava inferior, Spender 6) 

mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher Niederschlag 

entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Endothel, 3 = Stratum subendotheliale, 4 = Tunica media, 5 = Adventitia). In 

keiner der Gefäßwandschichten konnten TRPC6-Kanäle nachgewiesen werden, weshalb alle 

Schichten hier negativ [0] bewertet wurden. 
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Abbildung 25: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (V. cava inferior, Spender 6) 

mit immunhistochemischer Kontrolle nach Inkubation mit Kaninchenserum (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Endothel, 3 = Stratum subendotheliale, 4 = Tunica media, 5 = Adventitia). 

TRPC6-Kanäle wurden in diesem Präparat in keiner Gefäßwandschicht nachgewiesen [0]. 
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Abbildung 26: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (V. jugularis interna sinistra, 

Spender 6) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Endothel, 3 = Stratum subendotheliale, 4 = Tunica media, 5 = Adventitia). In 

dieser Probe erfolgte kein Nachweis des TRPC6-Kanals, weshalb alle Gefäßwandschichten 

hier als negativ [0] gewertet wurden. 
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Abbildung 27: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (V. jugularis interna sinistra, 

Spender 6) mit immunhistochemischer Kontrolle nach Inkubation mit Kaninchenserum (als 

bräunlicher Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Endothel, 3 = Stratum subendotheliale, 4 = Tunica media, 5 = Adventitia). In 

dieser Probe wurden alle Gefäßwandschichten negativ [0] bewertet. 
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4.1.3 Kreuzschema: Nierenarterien (alle Spender) 

 

Die Tunica intima stellt sich in Abbildung 28, V. a. durch das stark braungefärbte Endothel, als 

signifikant positiv [+] dar. Die Tunica media ist als negativ [0] bewertet worden, da sich hier 

kein TRPC6-Kanal Nachweis zeigt. In der Adventitia sind deutliche Braunfärbungen zu 

erkennen. Die Adventitia wurde als deutlich positiv [++] gewertet. 

Bei der rechten Nierenarterie (Abbildung 29) stellt sich zwar das Endothel als negativ dar, 

jedoch zeigt das Subendothel deutliche Braunfärbungen. Daher wurde die Tunica intima als 

deutlich positiv [++] bewertet. Die Tunica media bleibt ohne Braunfärbung [0]. Die Adventitia 

wurde als deutlich positiv bewertet [++]. In der korrespondierenden linken Nierenarterie 

(Abbildung 30) stellt sich die Tunica intima als deutlich positiv [++] dar. Die Tunica media ist 

komplett negativ [0]. Die Adventitia stellte sich größtenteils als braungefärbt dar und wurde 

daraufhin als deutlich positiv [++] bewertet. 

In der Arteria renalis dextra (Abbldung 31) stellen sich sowohl die Tunica intima als auch die 

Adventitia durch kräftige Braunfärbung als deutlich positiv [++] dar. Die gut abgrenzbare 

Tunica media ist hier als negativ [0] bewertet worden. Die kontralaterale Arteria renalis sinistra 

dieses Spenders (Abbildung 32) weist ein ähnliches Färbemuster auf. Hier sind die Tunica 

intima und Adventitia als signifikant positiv [+] gewertet worden und die Tunica media als 

negativ [0]. 

In Abbildung 33 weisen die Tunica intima und die Adventitia eine andere Farbintensität als die 

korrespondierende Negativkontrolle auf. Bei alleiniger Durchsicht dieser Probe kann keine 

direkte Braunfärbung ausgemacht werden. Durch den Vergleich mit der Negativkontrolle 

wurden die Tunica intima und die Adventitia als fraglich positiv [?] bewertet. Die Tunica media 

stellt sich als homogen blaugefärbt dar [0]. Eine signifikant positive [+] Färbung der Tunica 
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intima und Adventitia ist in Abbildung 34 zu erkennen. Auch wenn die Abbildung 

Braunfärbungen in diesem Abschnitt in der Tunica media erahnen lässt, so waren diese 

lichtmikroskopisch nicht auszumachen im Vergleich zur Negativkontrolle. Die Tunica media 

wurde hier als negativ [0] gewertet. 

Eine klare Braunfärbung der Tunica intima lässt sich in der in Abbildung 35 gezeigten Arteria 

renalis dextra erkennen, die als deutlich positiv [++] gewertet wurde. Die Tunica media zeigt 

vereinzelte braune Färbungen nahe der Adventitia. Diese sind lichtmikroskopisch schwach 

erkennbar und unscharf ausgeprägt. Die Negativkontrolle präsentiert hier jedoch keine 

Besonderheiten. Die Tunica media wurde hier als fraglich positiv [?] bewertet, da diese 

Braunfärbungen an nur wenigen Stellen im Präparat vorkommen. Die Adventitia wurde als 

deutlich positiv [++] bewertet. In der Arteria renalis sinistra des gleichen Spenders stellt sich 

das Stratum subendotheliale stark braungefärbt dar (Abbildung 36). Die Abgrenzung der 

Tunica intima zur Tunica media ist sehr klar durch die Membrana elastica interna 

differenzierbar. Hier wurde die Tunica intima daher als deutlich positiv [++] gewertet. Ebenso 

zeigt die Adventitia eine homogene Braunfärbung als Nachweis des TRPC6-Kanals. Gut 

erkennbar sind in diesem Fall mehrere Vasa vasorum mit ebenfalls braungefärbten 

Erythrozyten. Die Adventitia ist als deutlich positiv [++] bewertet worden. Die Tunica media 

spiegelt hier die gleichen Ergebnisse wie in der kontralateralen Nierenarterie des 

Körperspenders wider. Lichtmikroskopisch schwer zu erkennende Braunfärbungen der Tunica 

media sind hier ebenfalls erkennbar, stellen sich jedoch anders dar als in der 

korrespondierenden Negativkontrolle. Daher wurde die Tunica media als fraglich positiv [?] 

gewertet. 

Die Tunica intima und media der in Abbildung 37 gezeigten Nierenarterie zeigen keinen 

Unterschied zur Negativkontrolle und wurden beide als negativ [0] bewertet. Die Adventitia 

präsentiert sich inhomogen mit Braunfärbungen an teilweise artifiziell auseinandergezerrtem 
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Gewebe und wurde hier als fraglich positiv [?] gewertet. Abbildung 38 zeigt die linke 

Nierenarterie des Körperspenders. Hier wurde die Tunica intima ebenfalls negativ [0] bewertet. 

Die Tunica media lässt fragliche Braunfärbungen in dieser Gefäßwandschicht erkennen, 

weshalb sie als fraglich positiv [?] bewertet wurde. Beide Gefäßwandschichten lassen 

lichtmikroskopisch keine klaren Braunfärbungen erkennen. Die Adventitia hier ist als 

signifikant positiv [+] bewertet worden. In den nachfolgenden Abbildungen sind die 

wichtigsten Strukturen annotiert. 

 

Abbildung 28: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. renalis dextra, Spender 1) 

mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher Niederschlag 

entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Endothel, 3 = Tunica intima, 4 = Tunica media, 5 = Adventitia). Die Tunica 

intima stellt sich als signifikant positiv [+] dar. Die Tunica media bleibt negativ [0] und die 

Adventitia ist braun gefärbt [++]. 
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Abbildung 29: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. renalis dextra, Spender 2) 

mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher Niederschlag 

entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Endothel, 3 = Tunica intima, 4 = Tunica media, 5 = Adventitia). Die Tunica 

intima und Adventitia zeigen einen deutlichen TRPC6-Kanal Nachweis [++]. Die Tunica media 

zeigt keinerlei Braunfärbung [0]. 
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Abbildung 30: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. renalis sinistra, 

Spender 2) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Endothel, 3 = Tunica intima, 4 = Tunica media, 5 = Adventitia). Die Tunica 

intima ist deutlichen braun gefärbt [++]. Die Adventitia ist an dieser Stelle schwächer braun 

gefärbt, weist im gesamten Präparat jedoch eine deutliche Braunfärbung auf [++]. Die Tunica 

media zeigt keinerlei Braunfärbung [0]. 
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Abbildung 31: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. renalis dextra, Spender 3) 

mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher Niederschlag 

entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media, 4 = Adventitia). Die Tunica intima und 

Adventitia zeigen eine deutliche Braunfärbung [++]. In der Tunica media ist kein TRPC6-

Kanal nachweisbar [0]. 
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Abbildung 32: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. renalis sinistra, 

Spender 3) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media, 4 = Adventitia, 5 = Erythrozyten in Vasa 

vasorum). Die Tunica intima und Adventitia weisen einen signifikanten TRPC6-Kanal 

Nachweis auf [+], die Tunica media verbleibt negativ [0]. Als Zufallsbefund sind hier deutlich 

positive Erythrozyten in den Vasa vasorum zu erkennen. 
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Abbildung 33: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. renalis dextra, Spender 5) 

mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher Niederschlag 

entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Endothel, 3 = Stratum subendotheliale, 4 = Tunica media, 5 = Adventitia). 

Stratum subendotheliale und Adventitia wurden (in Zusammenschau mit der Negativkontrolle) 

als fraglich positiv [?] bewertet, die Tunica media zeigt keinerlei Braunfärbung [0]. 
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Abbildung 34: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. renalis sinistra, 

Spender 5) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media, 4 = Adventitia). Tunica intima und 

Adventitia wurden als signifikant positiv [+] bewertet. Die Tunica media als negativ [0]. 
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Abbildung 35: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. renalis dextra, Spender 7) 

mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher Niederschlag 

entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media, 4 = braungefärbte Anteile, 5 = Adventitia). 

Die Tunica intima und Adventitia zeigen einen deutlichen TRPC6-Kanal Nachweis [++]. In 

der Tunica media sind fragliche Braunfärbungen zu erkennen. Diese Schicht wurde als fraglich 

positiv [?] bewertet. 
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Abbildung 36: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. renalis sinistra, 

Spender 7) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Endothel, 3 = Tunica intima, 4 = Tunica media, 5 = Adventitia, 6 = Membrana 

elastica interna, 7 = Vasa vasorum). TRPC6-Kanäle wurden in diesem Präparat in der Tunica 

intima [++] und Adventitia [++] deutlich nachgewiesen. Die Tunica media enthält keine 

signifikante Braunfärbung [0]. 
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Abbildung 37: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. renalis dextra, Spender 8) 

mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher Niederschlag 

entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media, 4 = Adventitia). Tunica intima und Tunica 

media sind als negativ [0] bewertet. Die Adventitia zeigt fraglich positive [?] Braunfärbungen. 
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Abbildung 38: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (A. renalis sinistra, 

Spender 8) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media, 4 = Adventitia). Die Tunica intima 

präsentiert sich als negativ [0]. Die Tunica media wurde fraglich positiv [?] bewertet . Die 

Adventitia zeigt signifikant positive [+] Braunfärbungen. 
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4.1.4 Kreuzschema: Aorten (alle Spender) 

 

In Abbildung 39 ist ein Gefäßabschnitt der Aorta abdominalis dargestellt. Ein großer Teil der 

Tunica intima kann als deutlich positiv [++] bewertet werden. In diesem Fall ist die Abgrenzung 

zur Tunica media unscharf. Dennoch konnte in der Tunica media kein TRPC6-Nachweis 

erfolgen und diese Gefäßwandschicht wurde als negativ [0] gewertet. Die Adventitia präsentiert 

sich als deutlich positiv [++]. In der Tunica intima der Aorta abdominalis (Abbildung 40) ist 

das Endothel nicht braungefärbt. Die Adventitia ist signifikant positiv [++]. Dahingegen weist 

das Stratum subendotheliale starke Braunfärbungen auf. Die Tunica intima ist artifiziell 

auseinandergezerrt. Diese Gefäßwandschicht wurde als deutlich positiv [++] bewertet. Die in 

der Tunica media angedeutete Braunfärbung zeigte sich in gleicher Form auch in der 

mitgeführten Negativkontrolle. Die korrespondierende HE-Färbung dieser Schnittserie deutete 

durch überfärbte Areale an diesen Stellen ebenfalls auf eine teilweise veränderte Integrität des 

Gewebes hin. Als Konsequenz dieser Ergebnisse wurde die Tunica media hier als negativ [0] 

bewertet.  

Die Tunica intima und Tunica media der thorakalen Aorta (Abbildung 41) zeigen keinen 

signifikanten Unterschied in der Farbintensität im Vergleich zur Negativkontrolle.  Daher 

wurden diese beiden Gefäßwandschichten als negativ [0] gewertet. Die Adventitia zeigt eine 

andere Farbintensität als die Negativkontrolle, aber keine klare Braunfärbung. Sie ist somit als 

fraglich positiv [?] bewertet worden. Die in Abbildung 42 dargestellte Aorta thoracica zeigt 

sehr flache Zellkerne an der luminalen Seite, welche als Endothelzellen identifiziert werden 

können. Das darunter liegende Stratum subendotheliale weist eine klare braune Färbung als 

Nachweis des TRPC6-Kanals auf. Hier ist die Abgrenzung zwischen Tunica intima und Tunica 

media unscharf. Die Tunica intima kann als deutlich positiv [++] bewertet werden. Die Tunica 

media weist hingegen keinerlei Braunfärbung auf und ist negativ [0] anzusehen. Die Adventitia 
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zeigt eine signifikant positive [+] Braunfärbung. Die Besonderheit an der in Abbildung 43 

dargestellten Aorta thoracica ist die Fixierweise des Körperspenders. Bei diesem komplett auf 

Formalinbasis fixierten Spender zeigt sich die Tunica intima als signifikant positiv [+], ebenso 

wie die Adventitia [+]. Die Tunica media blieb negativ [0]. Dieses Ergebnis entspricht dem 

erwarteten Ergebnis aufgrund der Beobachtungen in anderen Aortenproben, bei welchen der 

Körperspender mit NEP-Lösung fixiert wurden. In den nachfolgenden Abbildungen sind die 

wichtigsten Strukturen annotiert. 

 

Abbildung 39: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (Aorta abdominalis, 

Spender 2) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media, 4 = Adventitia). Die Tunica intima und 

Adventitia zeigen einen deutlichen TRPC6-Kanal Nachweis [++], die Tunica media zeigt 

keinerlei Braunfärbung [0]. 
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Abbildung 40: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (Aorta abdominalis, 

Spender 3) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Endothel, 3 = Stratum subendotheliale, 4 = Tunica media, 5 = angedeutete 

Braunfärbungen). Die Tunica intima und Adventitia wurden als deutlich positiv gewertet [++]. 

Die Tunica media zeigt fragliche Braunfärbungen, die ebenfalls in der Negativkontrolle und 

HE-Färbung zu sehen sind und daher als nicht signifikant bewertet wurden [0]. 
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Abbildung 41: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (Aorta thoracica, Spender 7) 

mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher Niederschlag 

entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media). Die Tunica intima und Tunica media zeigen 

keinerlei Braunfärbungen [0]. 
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Abbildung 42: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (Aorta thoracica, Spender 8) 

mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher Niederschlag 

entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Endothel, 3 = Stratum subendothelilale, 4 = Tunica media). Die Tunica intima 

enthält einen deutlichen TRPC6-Kanal Nachweis [++], die Tunica media weist keinerlei 

Braunfärbung auf [0]. 
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Abbildung 43: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (Aorta thoracica, Spender 9) 

mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher Niederschlag 

entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media). Die Tunica intima wurde als signifikant 

positiv [+] gewertet. Die Tunica media ist negativ bewertet worden [0]. Die zwei länglichen 

Strukturen die sich vom unteren Bildrand durch die Tunica media strecken sind typische 

Schnittartefakte bei großen Gefäßen. 
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4.1.5 COVID Proben 

 

Bei der Auswertung der COVID-Proben wurde vor allem auf Besonderheiten und Unterschiede 

zu bereits ausgewerteten non-COVID-Proben geachtet. Die Todesursache und mögliche 

Begleiterkrankungen sind in Tabelle 6 nachzulesen. 

Der Gefäßabschnitt der Aorta abdominalis des Spenders C1 wurde in Abbildung 44 mit der 

korrespondierenden Negativkontrolle in Abbildung 45 verglichen. Die Tunica intima zeigt 

keinen Unterschied zur Negativkontrolle und wurde als negativ [0] gewertet. Im Vergleich zur 

Negativkontrolle sind in der Tunica media mehrere gefärbte Herde zu sehen. Dieses Ergebnis 

unterscheidet sich von allen anderen Ergebnissen aus non-COVID-Proben in dieser Arbeit. Hier 

ist die braungefärbte Herdformation nicht in der Negativkontrolle sichtbar. Auch weist die HE-

Färbung keine Anzeichen auf eine zerstörte Integrität auf. Somit fällt sie an dieser Stelle als 

mögliche Quelle einer falsch positiven Färbung weg. Diese gefärbten Herde konnten in einem 

Großteil des gesamten Präparates nachgewiesen werden. Es war keine Verstärkung oder 

Abschwächung zur luminalen bzw. adluminalen Seite zu erkennen. Abbildung 46 zeigt eine 

andere Position des gleichen Präparates. Auch hier sind die negative Tunica intima und die 

braunen Herde in der Tunica media zu erkennen. Die Tunica media ist daher als signifikant 

positiv [+] bewertet worden. Die Adventitia zeigt sich deutlich positiv [++] gefärbt. In der 

Adventitia sind Entitäten wie Vasa vasorum mit ebenfalls deutlich gefärbten Erythrozyten als 

Nebenbefund zu sehen. Die Negativkontrolle (Abbildung 45) enthält keine Braunfärbung und 

alle Gefäßwandschichten stellen sich als negativ [0] dar. 

In Abbildung 47 ist die Probe einer Aorta abdominalis des Probanden C2 dargestellt. Die 

Tunica intima ist signifikant positiv gefärbt [+], die Tunica media verbleibt ohne TRPC6-

Nachweis [0]. Die Adventitia stellt sich als fraglich positiv [?] dar. Im Vergleich zu non-

COVID-Proben zeigten sich bei Spender C2 keine Auffälligkeiten. 
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In Abbildung 48 ist ein Ausschnitt der abdominellen Aorta des Spenders C3 zu sehen. Die 

Tunica intima und die Adventitia sind in diesem Präparat durch eine schwache Braunfärbung 

als fraglich positiv [?] bewertet worden. In der Tunia media konnte kein Nachweis für TRPC6-

Kanäle erbracht werden [0]. 

Ein exemplarischer Ausschnitt aus der Tunica media der Aorta abdominalis des Spenders C4 

ist in Abbildung 49 dargestellt. Die Tunica intima in dieser Probe konnte keine Braunfärbung 

erkennen lassen und wurde negativ [0] bewertet. Die Adventitia zeigt einen deutlichen 

Nachweis von TRPC6-Kanälen [++]. Die Tunica media enthält in großen Teilen dieser 

Gefäßwandschicht die in Abbildung 49 exemplarisch dargestellten braunen Herde. Das 

Färbemuster ähnelt dem des Spenders C1. Die Auffälligkeiten in den Aortae der beiden 

COVID-Spendern konnten bei non-COVID-Spendern nicht nachgewiesen werden. Die Tunica 

media wurde hier als signifikant positiv [+] gewertet. 

In Abbildung 50 ist die Aorta abdominalis des Spenders C5 zu sehen. Das Präparat enthält 

keinen Nachweis des TRPC6-Kanals in der Tunica intima und Tunica media [0]. Die Adventitia 

wurde als signifikant positiv [+] bewertet. In den nachfolgenden Abbildungen sind die 

wichtigsten Strukturen annotiert. 
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Abbildung 44: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (Aorta abdominalis, 

Spender C1) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media, 4 = Adventitia, 5 = brauner Herdbefund, 6 

= Vasa vasorum mit Erythrozyten). Die Tunica intima wurde als negativ gewertet [0]. Die 

Tunica media wird durch die braunen Herde als signifikant positiv [+] bewertet. Ein deutlicher 

TRPC6-Kanal Nachweis erfolgte in der Adventitia [++]. Nebenbefundlich sind hier die gut 

gefärbten Vasa vasorum mit auf dem Bild zu erahnenden Erythrozyten erkennbar. Ganz links 

im Bild stellt sich ein großes Schnittartefakt dar. 
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Abbildung 45: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (Aorta abdominalis, 

Spender C1) mit immunhistochemischer Kontrolle nach Inkubation mit Kaninchenserum (als 

bräunlicher Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media, 4 = Adventitia, 5 = Vasa vasorum mit 

Erythrozyten). Alle Gefäßwandschichten lassen keine Braunfärbung erkennen [0]. 
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Abbildung 46: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (Aorta abdominalis, 

Spender C1) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

In der Abbildung sind die wichtigsten Strukturen annotiert (1 = Lumen,  

2 = Tunica intima, 3 = Tunica media, 4 = brauner Herdbefund). Die Tunica intima wurde als 

negativ gewertet [0]. Die Tunica media wird durch die braunen Herde als signifikant positiv 

[+] bewertet. 
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Abbildung 47: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (Aorta abdominalis, 

Spender C2) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media). Die Tunica intima wurde als signifikant 

positiv [+] gewertet. Die Tunica media enthält keinen TRPC6-Kanal Nachweis [0]. 
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Abbildung 48: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (Aorta abdominalis, 

Spender C3) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media). Die Tunica intima und Adventitia zeigen 

fraglich positive [?] Braunfärbungen. Die Tunica media wurde als negativ bewertet [0]. 
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Abbildung 49: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (Aorta abdominalis, 

Spender C4) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = braune Herde). Die Tunica media wurde aufgrund der herdartigen TRPC6-Kanal-

Nachweise als signifikant positiv [+] bewertet. 
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Abbildung 50: Mikrofotografie eines repräsentativen Präparates (Aorta abdominalis, 

Spender C5) mit immunhistochemischem Nachweis von TRPC6-Kanälen (als bräunlicher 

Niederschlag entwickelt mit DAB) und einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin. 

(1 = Lumen, 2 = Tunica intima, 3 = Tunica media, 4 = Adventitia). Die Tunica intima und 

Tunica media zeigen keine Braunfärbungen [0]. Die Adventitia wurde als signifikant positiv 

[+] bewertet. 
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4.2 Statistische Ergebnisse der IHC 

 

Die semiquantitative Auswertung bezieht sich auf das Auswertungsschema der IHC. Somit 

wurde die Qualität der Braunfärbung, unter Berücksichtigung der Negativkontrollen, für jede 

Gefäßwandschicht bestimmt. Insgesamt wurden 40 non-COVID-Proben und 18 COVID-

Proben in dieser Statistik ausgewertet. Die Tabelle 12 gibt dabei die Rohdaten für die non-

COVID-Proben an und die Tabelle 13 bildet diese für die COVID-Proben ab. Hierbei werden 

in den Zeilen die nummerierten Gefäßabschnitte dargestellt. In den Spalten sind die 

Gefäßwandschichten mit jeweiliger Bewertung der Qualität der Braufärbung eingetragen. Die 

Zahlen geben die absolute Häufigkeit an mit der die jeweilige Gefäßwandschichten in dem 

jeweiligen Gefäßabschnitt bewertet wurde. 

 

4.2.1 Daten zu non-COVID-Proben 

 

Nr. Probe Tunica intima Tunica media Adventitia 

1 Arteria renalis 

dextra 

++ → 3 

+   → 2 

?   → 0 

0   → 2 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 1 

0   → 6 

++ → 4 

+   → 0 

?   → 2 

0   → 1 

2 Arteria renalis 

sinistra 

++ → 3 

+   → 2 

?   → 0 

0   → 1 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 2 

0   → 4 

++ → 3 

+   → 3 

?   → 0 

0   → 0 
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3 Arteria thoracica 

interna dextra 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 1 

0   → 3 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 4 

++ → 0 

+   → 1 

?   → 0 

0   → 3 

4 Arteria thoracica 

interna sinistra 

 

 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 2 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 2 

++ → 0 

+   → 1 

?   → 0 

0   → 1 

5 Arteria radialis 

dextra 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 2 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 2 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 2 

6 Aorta abdominalis / 

thoracica 

++ → 4 

+   → 0 

?   → 1 

0   → 1 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 6 

++ → 1 

+   → 4 

?   → 1 

0   → 0 

7 Vena cava inferior ++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 2 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 2 

++ → 0 

+   → 1 

?   → 0 

0   → 1 

8 Vena jugularis 

interna sinistra 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 2 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 2 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 2 

9 Truncus pulmonalis ++ → 1 ++ → 0 ++ → 0 
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+   → 0 

?   → 1 

0   → 0 

+   → 1 

?   → 0 

0   → 1 

+   → 1 

?   → 1 

0   → 0 

10 Ramus 

interventricularis 

anterior 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 2 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 2 

++ → 1 

+   → 0 

?   → 1 

0   → 0 

11 Arteria iliaca 

communis sinistra 

++ → 1 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 0 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 1 

++ → 0 

+   → 1 

?   → 0 

0   → 0 

12 Sinus caroticus ++ → 0 

+   → 1 

?   → 0 

0   → 1 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 2 

++ → 1 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 1 

13 Vena cava superior ++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 1 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 1 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 1 

0   → 0 

14 Arteria carotis 

communis dextra 

++ → 1 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 0 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 1 

++ → 0 

+   → 1 

?   → 0 

0   → 0 

Tabelle 12: Rohdaten non-COVID-Proben 
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Von insgesamt 40 bewerteten Proben zeigten 20 (50 %) einen deutlichen Nachweis von 

TRPC6-Kanälen in der Tunica intima. In 18 Proben (45 %) konnte kein Nachweis von TRPC6-

Kanälen erbracht werden und zwei Proben (5 %) zeigten eine nicht genügend von der 

Negativkontrolle abweichende Färbung. In der Tunica media konnte in einem von 40 Fällen 

(2,5 %) der TRPC6-Kanal-Nachweis erbracht werden. In 36 Fällen (90 %) konnte der TRPC6-

Kanal nicht nachgewiesen werden. In drei Fällen (7,5 %) wurde ein fraglicher Nachweis 

erbracht. In der Adventitia waren in 22 von 40 Fällen (55 %) ein deutlicher Nachweis des 

TRPC6-Kanals sichtbar. In 13 Fällen (32,5 %) war kein Nachweis von TRPC6-Kanälen 

möglich. In fünf von 40 Fällen (12,5 %) konnte ein fraglicher Nachweis von TRPC6-Kanälen 

erbracht werden. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 51 übersichtlich dargestellt. 

 

 

Abbildung 51: Ergebnisse des TRPC6-Kanal-Nachweises in einzelnen Gefäßwandschichten bei 

non-COVID-Proben als Balkendiagramm 
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Gehäuft konnte der TRPC6-Kanal in der quantitativ größten Probengruppe nachgewiesen 

werden. Dies betrifft Nierenarterien sowie thorakal und abdominell entnommene Aorten. Dabei 

zeigten 10 von 13 Nierenarterien (77 %) eine deutliche Färbung in der Tunica intima, 

wohingegen in zwei von 13 Fällen (15,4 %) kein Nachweis gelang. In einem von 13 Fällen 

(7,7 %) war der Nachweis von TRPC6-Kanälen in der Tunica intima fraglich positiv.  

In der Tunica media konnte in keiner der 13 Proben (0 %) ein Nachweis für den TRPC6-Kanal 

erbracht werden. Hier stellte sich diese Schicht in 10 von 13 Fällen (77 %) als negativ und in 

drei von 13 Fällen (23 %) als fraglich positiv dar. In der Adventitia der Nierenarterien wurde 

der TRPC6-Kanal in 10 von 13 Fällen (77 %) nachgewiesen. In einem von 13 Fällen (7,7 %) 

erfolgte kein Nachweis und in zwei von 13 Fällen (15,4 %) zeigte sich eine fragliche Färbung, 

die auf den TRPC6-Kanal hindeutet. 

Fünf von sechs Aorten (83 %) enthielten eine deutliche Färbung der Tunica intima. Eine von 

sechs (17 %) zeigte keinen TRPC6-Nachweis in dieser Wandschicht. In allen sechs von sechs 

Fällen (100 %) konnte kein Nachweis für den TRPC6-Kanal in dieser Gefäßwandschicht 

ausgemacht werden. In der Adventitia wurde der TRPC6-Kanal in fünf von sechs Fällen (83 %) 

nachgewiesen. In einem von sechs Fällen (17 %) zeigte sich eine fragliche Färbung, die auf den 

TRPC6-Kanal hindeutet. 

Die beidseitig entnommenen thorakalen Arterien sind mit insgesamt sechs ausgewerteten 

Proben ebenfalls eine der häufigsten Proben dieser Arbeit. Die Tunica intima konnte in keinem 

von sechs Fällen (0 %) einen Nachweis für den TRPC6-Kanal liefern. Das gleiche Ergebnis 

wurde in der Tunica media erzielt. In der Adventitia wurde je ein positiver und ein fraglich 

positiver Nachweis von sechs Fällen (je 17 %) des TRPC6-Kanals gezeigt. In vier von sechs 

Fällen (67 %) blieb die Adventitia hier ohne Nachweis für TRPC6-Kanäle. 

 



Ergebnisse 

115 

 

4.2.2 Daten zu COVID-Proben 

 

Nr. Probe Tunica intima Tunica media Adventitia 

6 Aorta abdominalis ++ → 0 

+   → 1 

?   → 1 

0   → 3 

++ → 0 

+   → 2 

?   → 0 

0   → 3 

++ → 2 

+   → 1 

?   → 2 

0   → 0 

6 Arcus aortae ++ → 2 

+   → 2 

?   → 1 

0   → 0 

++ → 0 

+   → 1 

?   → 1 

0   → 3 

++ → 1 

+   → 2 

?   → 1 

0   → 1 

(11) Arteria iliaca 

externa sinister 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 1 

0   → 3 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 4 

++ → 0 

+   → 2 

?   → 2 

0   → 0 

14 Arteria carotis 

communis dextra 

 

 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 1 

0   → 3 

++ → 0 

+   → 0 

?   → 0 

0   → 4 

++ → 0 

+   → 2 

?   → 0 

0   → 2 

Tabelle 13: Rohdaten COVID-Proben 

Bei insgesamt 18 ausgewerteten COVID Proben zeigte sich in 5 von 18 Fällen (27 %) ein 

positiver Nachweis für den TRPC6-Kanal in der Tunica intima. Die größte Gruppe, bei der die 

Tunica intima positive Ergebnisse erzielte, waren die Aortenproben. Hier waren fünf von zehn 

Proben (50 %) positiv, zwei von 10 (20 %) waren fraglich positiv und in drei von 10 Fällen 

(30 %) konnte in der Tunica intima keine Braunfärbung ausgemacht werden. In allen 18 Proben 



Ergebnisse 

116 

 

konnte der TRPC6-Kanal drei Mal (16,7 %) in der Tunica media nachgewiesen werden. Im 

Vergleich dazu zeigte sich dies bei den non-COVID-Proben nur in einem von 40 Fällen (2,5 %). 

In 10 von 18 Fällen konnte in der Adventitia der TRPC6-Kanal nachgewiesen werden. Die 

Ergebnisse der COVID-Proben für die jeweilige Gefäßwandschicht werden in Abbildung 52 

vereinfacht visualisiert. 

 

 

Abbildung 52: Ergebnisse des TRPC6-Kanal Nachweises in einzelnen Gefäßwandschichten bei 

COVID-Proben als Balkendiagramm 
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4.3 Ergebnisse Western Blot 

 

Abbildung 53: Ergebnis des Western Blots 

Im Western Blot kann das Vorhandensein von dem TRPC6-Protein in skelettierten Präparaten 

der Aorta nachgewiesen werden. Wie in Abbildung 53 zu sehen, erscheint eine Proteinbande 

bei den erwarteten ca. 110 kDa. Dies ist vergleichbar mit den Ergebnissen anderer Studien, 

welche den gleichen Antikörper im Western Blot verwendet haben [229]. Zur Verifizierung 

eines korrekt durchgeführten Western Blots erscheint bei ca. 42 kDa die Kontrollbande mit 

Aktin. 
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4.4 Ergebnisse Fragestellung 

Im Nachfolgenden sollen die Kernaussagen der Fragestellungen kurz zusammengefasst 

werden: 

1. Lässt sich der TRPC6-Kanals in Gefäßen mittels Immunhistochemischer Färbung 

      nachweisen? 

Ja, ein Nachweis von TRPC6-Kanälen ist möglich. In vielen Fällen konnte ein spezifischer 

Nachweis durch den Vergleich mit Negativkontrollen erfolgen. 

 

2. Gibt es einen Unterschied in dem Nachweis zwischen verschiedenen Gefäßabschnitten? 

Ja, es konnte ein Unterschied abhängig vom betrachteten Gefäßabschnitt belegt werden. So 

zeigten sich in Nierenarterien und Aorten spezifische Färbungsmuster, die so nicht in anderen 

Abschnitten reproduziert werden konnten. Im Groben kann zusammengefasst werden, dass in 

größeren Arterien der TRPC6-Kanal eher nachgewiesen wurde als in kleineren Arterien oder 

Venen. 

 

3. Gibt es einen Unterschied in dem Nachweis zwischen den einzelnen Gefäßwandschichten? 

Ja, es gibt Unterschiede des TRPC6-Nachweises in den einzelnen Gefäßwandschichten. So 

zeigten die Tunica intima und die Adventitia TRPC6-Kanal spezifische Färbungen. In der 

Tunica media konnte, bis auf eine Ausnahme, bei allen non-COVID-Proben kein TRPC6-Kanal 

nachgewiesen werden. 
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4. Gibt es einen Unterschied zwischen Gefäßproben von non-COVID-Körperspendern im 

     Vergleich zu COVID-Körperspendern 

Ja, es konnten Unterschiede zwischen non-COVID-Proben und COVID-Proben beobachtet 

werden. Diese beziehen sich V. a. auf die Tunica media. Hier konnten in manchen Fällen 

TRPC6-Kanäle herdförmig angeordnet nachgewiesen werden. Eine Beobachtung, die in allen 

non-COVID-Proben nicht zu machen war. 
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5 Diskussion 

Ziel dieser Forschungsarbeit ist der Nachweis des TRPC6-Kanals mittels 

immunhistochemischer Färbung in humanen Gefäßen in verschiedenen histologischen 

Gefäßwandschichten und an verschiedenen Gefäßabschnitten. 

 

5.1 Methodik 

Um mögliche Fehlerquellen oder Verbesserungspotential detektieren zu können, sollen hier 

einzelne Schritte der Methodik kritisch hinterfragt und diskutiert werden. 

 

5.1.1 Probenentnahme 

Die Anatomie des Menschen ist nur in den Lehrbüchern immer übereinstimmend. Die hier 

verwendeten Landmarken (Tabelle 7) beschreiben dabei Strukturen, die eine hohe 

Vergleichbarkeit aufgrund der anatomischen Lage ermöglichen. Bedingt durch zu Lebzeiten 

durchgeführte operative bzw. interventionelle Eingriffe war es nicht möglich, bei jedem 

Körperspender auch jeden Gefäßabschnitt zu entnehmen. Durch Eingriffe beeinflusste 

Gefäße wurden in dieser Arbeit nicht entnommen. Beispiel hierfür ist die Ross-Operation, 

ein herzchirurgischer Eingriff, bei der die Pulmonalklappe als Autograft (der Spender des 

Gewebes ist auch gleichzeitig der Empfänger) für die Aortenklappe eingesetzt wird und 

somit den Entnahmeort der Aorta ascendens nicht mehr nachvollziehbar ist. Auch mit 

Polyester ummantelte Stents der Aorta abdominalis erschwerten eine Probengewinnung, 

wobei die Aortenprobe an dieser Stelle vom Stent hätte abgeschält werden müssen. Auch 

ein gänzliches Fehlen des Gefäßabschnittes ist möglich. So fehlte bei einer Entnahme die A. 

radialis, da diese als Graft (Transplantat) für einen koronaren Bypass verwendet wurde. 
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Genauso haben offensichtlich pathologisch veränderte Gefäßabschnitte (bspw. sehr starke 

Atherosklerose am Entnahmepunkt) die Probe unbrauchbar gemacht. 

Da alle Gefäße aus einem Spender unter dessen Lebensbedingungen relativ gleich geprägt 

wurden, ist die Vergleichbarkeit zwischen den Gefäßabschnitten verschiedener Spender 

dadurch schwieriger. Eine Lösung wäre eine deutlich erhöhte Stückzahl an Proben, was 

wiederum mehr Körperspender voraussetzt und aus ethischen und zeitlich Gründen zu 

diskutieren ist. Da es sehr variabel ist wie viele Körperspenden das Institut pro Jahr erhält 

sollte für zukünftige Untersuchungen ein größerer Beobachtungszeitraum gewählt werden, 

um eine mögliche Verzerrung besser auszuschließen. 

 

5.1.2 Aufbewahrung der Proben in Formaldehyd nach der Entnahme 

Die chemische Fixierung dient der Unterbrechung autolytischer Prozesse und verhindert so 

eine Gewebsdestruktion, die das TRPC6-Protein zerstören könnte. Es ist in der Diskussion, 

Formaldehyd für die Fixierung zu substituieren, da dieses mit größerem Anteil irreversible 

Denaturierungen verursacht als mögliche Substituenten, wie z. B. Ethanol. Durch 

Formaldehyd als Fixierungslösungen werden Proteine besser vor der Autolyse geschützt als 

Lipide und viele als Antigen dienende Kohlenhydrate. Auch die Renaturierung von Lipid- 

und Kohlenhydratstrukturen gelingt deutlich schwerer [12] [117]. Da die Zielstruktur des 

verwendeten primären Antikörpers hier ein Peptid ist wurde sich in dieser Arbeit für 

Formaldehyd entschieden. 

 

5.1.3 Mikrotomschnitte 

Einige Proben sind in diesem Schritt aus der Studie gefallen. Starke sklerotische 

Veränderungen können die Proben unbrauchbar machen. Eine Dicke von sieben Mikrometer 
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zu schneiden, war bei Präparaten mit makroskopischen Plaques nicht möglich. Die Proben 

zerfledderten, selbst wenn die Paraffinblöcke zuvor gekühlt wurden. Es hätte eine deutlich 

größere Schnittdicke gewählt werden müssen. Hierbei sind dann mehrere Zellschichten 

überlagert was eine Auswertung deutlich erschwert und die Ergebnisse verzerren könnte. 

Damit in Zukunft auch atherosklerotisch veränderte Proben nicht unbrauchbar sind, ist eine 

chemische Entkalzifizierung möglich [189] [157]. Welche Auswirkung das auf den 

Nachweis des TRPC6-Kanals hat, ist jedoch unklar. In Schnittserien, die nur mikroskopisch 

Plaques zeigten, war der Mikrotomschnitt einfacher und die Qualität der Proben einer 

Schnittserie im Regelfall ausreichend. 

 

5.1.4 Demaskierung der Antigenstrukturen 

Durch die Konservierung der Proben in Formaldehyd bilden sich Quervernetzungen 

zwischen einzelnen Proteinen und teilweise irreversible Denaturierungen aus. Als Folge 

dieser Prozesse können Antigenstrukturen verdeckt werden, was man als 

Antigenmaskierung bezeichnet. Um diese Strukturen als Epitope für korrespondierende 

Antikörper sichtbar zu machen, also zu demaskieren, ist eine gewisse Renaturierung nötig. 

Dieser Effekt beruht auf neuen Denaturierungsprozessen und Teilchenbewegungen durch 

Hitze, wie auch auf der puffernden Eigenschaft des Citrats. Die Wahl der Dauer und 

Temperatur des Demaskierungsvorganges erfolgten aufgrund mehrerer Versuchsreihen. Je 

mehr Temperatur und Zeit in diesem Vorgang angewendet wurde, umso mehr Gewebe 

wurde destruiert und die Proben waren morphologisch schlechter. Je kürzer die Zeit und je 

niedriger die Temperatur waren, desto wahrscheinlicher blieben Antigene des TRPC6-

Kanals durch die Konservierung verborgen, trotz histologisch besseren Ergebnissen. Um die 

Wahrscheinlichkeit für falsch negative Ergebnisse zu minimieren, sollten eine maximale 

Zeit und Temperatur verwendet werden, ohne dass das Gewebe destruiert. Somit liegt hier 
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ein Spagat zwischen Antigen Freilegung und Gewebsdestruktion vor. Für diese Studie 

wurden die Proben für 60 Minuten bei 95°C in 1 %igem Citratpuffer demaskiert. Je nach 

Struktur und Lokalisation (Zellmembran, Zytoplasma, etc.) werden heute unterschiedliche 

Möglichkeiten der Demaskierung diskutiert [175] [174]. Dieser Schritt sollte in zukünftigen 

Arbeiten bedacht werden. 

 

5.1.5 Blockierung der Proben 

Die Blockierung wird mit 10 %igem NGS als Blockierlösung durchgeführt. Der Zweck der 

Blöckierlösung besteht darin, unspezifische Antigen-Antikörper-Bindungen zu minimieren 

und damit Hintergrundfärbungen herabzusetzen. Dies ermöglicht in der Auswertung eine 

bessere Darstellung spezifischer Bindungsgebiete. Des Weiteren werden auch Fc-Teile des 

Antikörpers blockiert, um eine endogene Bindung zwischen zwei Antikörpern möglichst zu 

verhindern. Durch eine Vorinkubation der Sekundärantikörper mit dem Serum der Spezies, 

die den Sekundärantikörper zu Verfügung stellt (Host), sollen diese unspezifischen 

Bindungen größtenteils vermieden werden [21]. Trotz der Annahme, dass unspezifische 

Antigen-Antikörper-Reaktionen bei menschlichen Geweben, die mit Ziege als Host für 

sekundäre Antikörper inkubiert werden, so gut wie gar nicht vorkommen, gibt es dennoch 

unspezifische Bindungen. Diese beruhen vermutlich auf ionischen und hydrophoben 

Wechselwirkungen, die bei Nicht-Blockierungen auftreten und noch nicht genau 

beschrieben sind. Daher wurden in dieser Studie Sekundärantikörper aus Ziegen benutzt und 

mit dem Serum des Hosts vorinkubiert, obwohl es keine bekannten Antigene gibt, die zu 

einer Hintergrundfärbung führen könnten [6]. 
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5.1.6 Verwendeter Antikörper 

Der hier verwendete primäre Antikörper gegen TRPC6-Kanäle ist ein Knockout-validierter 

Antikörper. Dieser wurde in seiner Qualität von anderen Forschern mittels Kontrollpeptid 

getestet [81] [200]. Für diese Arbeit wurde die verwendete Charge der Antikörper ebenfalls 

mittels Kontrollpeptid auf die Qualität überprüft. Wie die IHC-Ergebnisse zeigen, liegt eine 

schwächere Färbung des Präparates vor, wenn die Proben zuvor mit einem mit 

Kontrollpeptid inkubierten Antikörper bearbeitet wurde. Die Qualität der Braunfärbung ist 

deutlich abgeschwächt im Vergleich zum Präparat, welches ohne Kontrollpeptid gefärbt 

wurde. Dies deutet auf eine vermehrte Bindung von primären Antikörpern bei der 

Vorinkubation mit dem Immunogen hin, welche auf der Probe nicht mehr den TRPC6-Kanal 

binden konnten und in weiteren Schritten abgewaschen wurden. Das bestätigt die Qualität 

des Antikörpers für diese Versuche. Die mitgeführte Negativkontrolle zeigte ein homogenes, 

negatives Signal. Die verwendete Antikörperkonzentration von 1:100 wurde vorab durch 

einen Feldversuch mit verschiedenen Konzentrationen erwählt. Hierbei zeigten sich bei der 

Konzentration von 1:100 sowohl spezifische Färbemuster als auch wenig 

Hintergrundfärbung. Die Proteinkonzentration der Antikörperlösung ist mit der des 

Kaninchenserums, welches für die Negativkontrollen verwendet wurde, vergleichbar.  

Die gleiche Vorinkubation mit Kontrollpeptid erfolgte ebenfalls bei der Durchführung des 

Western Blots. Hier bestätigte sich die Qualität des Antikörpers durch ein fehlendes Signal 

einer Proteinbande bei ca. 110 kDa und vorhandener Aktin-Bande bei 42 kDa zur Probe 

[98]. 

 

5.1.7 Inaktivierung der Peroxidase 

Der Zweck dieses Schrittes besteht darin, dass das Wasserstoffperoxid durch irreversible 

Reaktionen endogene Peroxidasen blockiert. Somit werden Substrate, die als Chromogene 
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fungieren, nur durch die Peroxidase des Sekundärantikörpers katalysiert. Endogene 

Peroxidasen könnten diesen Farbumschlag ebenfalls bewirken, was die Hintergrundfärbung 

erhöht und die Sensitivität des Ergebnisses senkt. Die endogenen Peroxidasen können an 

vielen Stellen in der Färbung ausgeschaltet werden. Wichtig ist hierbei die Konzentration, 

da in der Literatur Konzentrationen von 0,9 %iger [65] oder gar 0,3 %iger [197] 

Wasserstoffperoxid-Lösung beschrieben werden. In dieser Arbeit wurde eine 3 %ige 

Wasserstoffperoxid-Lösung verwendet [160] [161]. Unter dieser Konzentration blieb das 

Gewebe morphologisch intakt und es zeigten sich spezifische Braunfärbungen, die den 

TRPC6-Kanal nachwiesen. Die Hintergrundfärbung ist dabei kaum ausgeprägt. 

 

5.1.8 Substrat der Peroxidasereaktion 

Die an den Fc-Teil des sekundären Antikörpers gekoppelte HRP (Horseradish-Peroxidase) 

katalysiert die Oxidation von Substraten in der Gegenwart von Wasserstoffperoxid. Waren 

diese Substrate Chromogene, erfolgte durch Konformationsänderung ein Farbumschlag in 

den sichtbaren Bereich. Für die Färbung wurde 3,3´-Diaminobenzidin (DAB) als Substrat 

verwendet. Durch dieses Chromogen zeigte sich eine sichtbare Braunfärbung mit bekanntem 

leichtem Hintergrund (eine leichte, unspezifische Braunfärbung) als Artefakt. 

Stichprobenartig wurde auch 3-Amino-9-ethylcarbazol (AEC) verwendet. Hierbei wurde die 

Intensität der spezifischen Färbung mit der Hintergrundfärbung verglichen. Es sollte das 

optimale Chromogen für diese Gewebe ermittelt werden. Beide Substrate haben sich, auch 

in Kombination mit HRP, gut in der Färbung humanen Gewebes bewährt. Bei den 

angefertigten Proben war der Unterschied der Hintergrundfärbung zwischen beiden 

Substraten (DAB und AEC) kaum zu unterscheiden. In der Literatur gibt es oftmals nur 

subjektive Argumente für den Einsatz von einem der Substrate. Demnach kann der objektive 

Zeitansatz in der IHC als Argument für die Benutzung von DAB als Substrat angeführt 
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werden. In den Stichproben, die mit AEC inkubiert wurden, wurde ein mehr als doppelt so 

großer Zeitaufwand beobachtet wie bei gleichem Prozedere mit DAB [61] [64]. 

 

5.2 Diskussion der Ergebnisse 

5.2.1 Unterschied in den Gefäßabschnitten 

Die Ergebnisse zeigen Unterschiede in den Gefäßabschnitten. So konnten nur in den 

Nierenarterien- und Aorta-Proben regelhaft TRPC6-Kanäle in der Tunica intima 

nachgewiesen werden. Zudem gab es Nachweise in Stichproben des Truncus pulmonalis, 

des Sinus caroticus dextra und der A. carotis communis dextra. Die Tunica media zeigte, bis 

auf wenige Ausnahmen, in allen Abschnitten keinen TRPC6-Kanal-Nachweis. Ein TRPC6-

Kanal-Nachweise in der Tunica media konnte in Stichproben des Truncus pulmonalis und 

drei der COVID-Proben erfolgen. Die Adventitia zeigt keine klare Linie in den Ergebnissen 

der Färbung. So konnten in einigen Schnittserien reproduzierbar braune Färbungen der 

Adventitia gezeigt werden, in andere blieben die Signale jedoch reproduzierbar negativ. Eine 

Häufung von braungefärbter Adventitia zeigten größere Arterien und Venen im Vergleich 

zu Kleineren. 

 

5.2.2 Tunica intima 

Das Endothel selbst stellte sich in nicht allen Gefäßen als positiv dar. Dies ist hinweisend 

auf ein unterschiedliches Vorkommen von TRPC6-Kanälen in diversen Gefäßabschnitten. 

Es kann aber auch eine Verzerrung des Ergebnisses vorliegen. Ursächlich hierfür könnte 

zum einen sein, dass das Endothel sich durch die Prozesse der Fixierung leicht abgelöst hat. 

Das kann zu Zellschädigung geführt haben und weiteren Artefakten, die einen 

durchgehenden Nachweis von TRPC6-Kanälen verhinderten. Genauso gut können abgelöste 
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Zellen aus dem Stratum subendotheliale oder Reste von Blutzellen (z. B. Erythrozyten oder 

Leukozyten) eine falsch positive Färbung verursacht haben. Auf menschlichen Erythrozyten 

ist der TRPC6-Kanal bereits nachgewiesen worden, was sich auch in unseren Ergebnissen 

nebensächlich widerspiegelt [53]. In Bezug zu Thesen aus Tiermodellen würde ein 

Vorhandensein von TRPC6-Kanälen im Gefäßendothel der aktuellen Forschungsmeinung 

entsprechen. So zeigen einige Studien einen für die Zellphysiologie von Endothelzellen 

signifikanten Kalziumeinstrom über TRPC6- und andere TRP-Kanäle [178] [193] [66]. 

Durch eine Aktivierung der Synthese von Stickstoffmonoxid könnte der TRPC6-Kanal so 

zur Gefäßweitstellung beitragen. Stickstoffmonoxid führt zur Vasodilatation und wirkt 

blutdrucksenkend [51] [186]. So konnte in einer Studie bei TRPC6-/--Mäusen (TRPC6-

Knockout-Mäusen) ein höherer systemischer Blutdruck nachgewiesen werden als beim 

Wildtyp [42]. Dies ist hinweisend auf eine verminderte NO-Freisetzung aus dem Endothel 

durch fehlende TRPC6-Kanäle. 

Das Stratum subendotheliale weist deutlich reproduzierbar und spezifisch lokalisierte 

positive Signale in Nierenarterien und Aorten auf. Dies belegen die gleichen Färbemuster in 

9 von 13 Fällen bei Nierenarterien, regelhaft klar begrenzt durch die Membrana elastica 

interna, welche sich selbst artifiziell verändert, aber deutlich darstellt. In den Aortenproben 

zeigten sich in 5 von 6 Fällen ebenfalls subendothelial deutlich positive Signale. Dahingegen 

ist hier die Abgrenzung zur Tunica media unschärfer als bei den Nierenarterien.  

Ein Zellbestandteil dieser Schicht sind bindegewebsproduzierende Fibroblasten [104]. 

Bereits in mehreren Versuchen konnte der TRPC6-Kanal auf der Oberfläche von 

Fibroblasten nachgewiesen werden [224]. Diese Ergebnisse würden die bisherigen 

Annahmen der Forschung bestätigen, dass einige humane Fibroblasten in vivo den TRPC6-

Kanal an ihrer Oberfläche besitzen. 
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Sehr häufig finden in der Pathogenese der Atherosklerose in dieser Schicht Veränderungen 

statt. Fibrotisches Remodeling kann durch eine Überaktivierung von Fibroblasten entstehen 

[213] [93] [146]. Eine Fibroblastendifferenzierung durch den TRPC6-Kanal über 

Angiotensin-II und anderen Zytokinen konnte in Studien am Mausmodell bereits belegt 

werden. Hier zeigte sich eine Aktivierung des TRPC6-Kanals auf Fibroblasten bei Wildtyp-

Mäusen im Vergleich zu TRPC6-/--Mäusen unter Zugabe von Angtiotensin-II [51] [34]. 

Dadurch könnte eine Überaktivierung des TRPC6-Kanals auf Fibroblasten zu Stenosen in 

Gefäßabschnitten führen. Dies würde die vermehrte Expression von TRPC6-Kanälen bei 

IPAH-Patienten erklären [220] [219]. Zudem könnte ein Beitrag des TRPC6-Kanals zu 

vielen weiteren Krankheiten möglich sein, in denen die Atherosklerose ätiologisch beteiligt 

ist [72]. Gerade durch Veränderungen der Nierenarterien wäre die Entstehung einer 

Nierenarterienstenose mit konsekutiver renaler Hypertonie möglich [47] [18]. Hierbei 

handelt es sich um eine Erkrankung, die durch Minderperfusion der Niere das Renin-

Angiotensin-Aldosteron System triggert und eine systemische Blutdruckerhöhung zur Folge 

hat [99]. 

In Bezug zu Studien, welche den TRPC6-Kanal sowohl in menschlichen Koronararterien als 

auch Herzmuskelzellen nachgewiesen haben, ist es denkbar, dass der TRPC6-Kanal an der 

Entstehung von KHK und Herzhypertrophie mitwirkt [218] [87]. 

 

5.2.3 Tunica media 

Die Ergebnisse in der Tunica media zeigen in der absoluten Mehrheit aller ausgewerteten 

Gefäßabschnitten kein positives Signal. Somit konnten in 39 von 40 Fällen keinerlei 

Braunfärbung als positives Signal für den TRPC6-Kanal nachgewiesen werden. Einzig eine 

Stichprobe des Truncus pulmonalis zeigte signifikante Braunfärbungen. Zudem zeigten drei 
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COVID-Proben Färbungen in der Media. Die COVID-Proben wurden jedoch isoliert 

ausgewertet und werden gesondert diskutiert. 

In der Regel konnte der TRPC6-Kanal mittels IHC somit nicht in der Tunica media 

nachgewiesen werden. Die Tunica Media beinhaltet hauptsächlich glatte Muskelzellen 

[131]. Diese Ergebnisse widersprechen der aktuellen Annahmen der Forschung, dass der 

TRPC6-Kanal auf humanen glatten Muskelzellen in Gefäßen vorhanden ist. Dafür sprechen 

Studienergebnisse, welche einen relevanten Kalziumeinstrom in glatten Gefäßmuskelzellen 

bei Ratten beschreiben [233]. Dieser Einstrom sorgt für eine Kontraktion in den 

Muskelzellen und führt zu einer Vasokonstriktion mit konsekutiver Erhöhung des 

Blutdrucks [137]. Der sympathischen Einfluss auf die Gefäßstellung soll ebenfalls durch den 

TRPC6-Kanal moduliert werden. So zeigen sich relevante Kalziumeinströme in Versuchen, 

in denen die Auswirkungen des α1-Adrenorezeptoren zur Vermittlung einer 

Vasokonstriktion über Transmitter mit TRPC6-Liganden verglichen wurden [85] [171]. Es 

scheint so, als würde der α1-Adrenorezeptor vermittelte Kalziumeinstrom eine 

Hochregulation der TRPC6-Kanaldichte auf Zellmembranen bewirken [102]. Der 

physiologische Bayliss-Effekt spricht ebenfalls für eine mechanosensitive Komponente, die 

eine Konstriktion der Gefäßmuskelzellen durch TRPC6-Kanäle vermitteln könnte [181] 

[86]. 

Für ein richtig negatives Ergebnis dieser Arbeit und somit für ein Fehlen des TRPC6-Kanals 

an der Zelloberfläche von Gefäßmuskelzellen sprechen Studienergebnisse, die bei  

TRPC6-/--Mäusen einen höheren Blutdruck aufweisen im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen 

[42]. Dies ist erklärbar durch eine verminderte vasodilative Wirkung aufgrund einer 

niedrigeren NO-Freisetzung aus dem Endothel und einem relativ geringen Einfluss des 

TRPC6-Kanals auf die glatte Muskulatur. 
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Zu beachten ist, dass keine dieser Studien Situationen in Menschen in vivo abbilden. Der 

Großteil dieser Annahmen beruht auf Forschungsergebnissen in Tiermodellen mit Mäusen 

und Ratten [167] [91] oder Zellkulturen mit humanen embryonalen Zellen, sogenannten 

HEK-Zellen [59]. Diese Forschungen sind ein wichtiger Bestandteil da häufig Parallelen in 

der Physiologie und Pathophysiologie zum Menschen gezogen werden können. Im Sinne 

der translationalen Forschung müssen die Grundlagen der Übertragbarkeit von Tiermodellen 

auf den Menschen überprüft werden. Denn Gewebe kann sich in bspw. Mäusen anders 

verhalten als im Menschen [152]. Daher ist die Grundlagenforschung auf diesem Gebiet 

unerlässlich und der Nachweis des TRPC6-Kanals ein wichtiger Baustein. 

Für diesen Abschnitt kann zusammengefasst werden, dass es vorher noch keinen 

systematischen Nachweis von TRPC6-Kanälen in Proben gab, welche direkt aus Menschen 

entnommen wurden. Dies wird erschwert durch die komplexe Arbeit mit Körperspendern 

und limitierten Probenanzahl in einem dafür bestimmten Zeitraum. Als erste Arbeit in 

diesem Bereich sind die Ergebnisse hinweisend auf das Nichtvorhandensein von TRPC6-

Kanälen in menschlichen Gefäßmuskelzellen, was konträr zur aktuellen Forschungsmeinung 

ist. Es sind weitere Untersuchungen vonnöten um dieses Ergebnis zu verifizieren oder zu 

widerlegen. 

 

5.2.4 Tunica adventitia 

Die Adventitia ist von allen bewerteten Schichten die mit den meisten Artefakten. Das 

lockere Bindegewebe, welches die Adventitia zum Großteil bildet, ermöglicht ihre 

Verankerung und Verschiebbarkeit im Gewebe. Sie kann durch die Präparation bei der 

Entnahme von verschiedenen mechanischen Reizen zerstört worden sein. Bei weiteren 

Prozessen kann diese Schicht durch chemische Reize progredient zerstört bzw. abgelöst 

werden. Bereits in den HE-Schnitten zeigten sich teilweise große Artefakte. Eine Streuung 
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anderer Gewebearten bzw. Zellen in die Adventitia ist nicht auszuschließen, wie bspw. 

versprengtes Fettgewebe. So können neben ortsständigen Fibroblasten auch Makrophagen, 

Erythrozyten, Leukozyten oder andere Zellen eingewandert sein. Die Ergebnisse zeigen in 

manchen Schnitten klare positive Färbungen von gut erhaltenen Entitäten, bspw. Vasa 

vasorum mit Erythrozyten. Diese Ergebnisse waren reproduzierbar und daher lässt sich hier 

die Vermutung anstellen, dass Vasa vasorum TRPC6-Kanäle in ihrem Wandaufbau 

beinhalten. Als Nebenbefund konnte man ein Vorhandensein des TRPC6-Kanals auf 

Erythrozyten bestätigen. Waren die Entitäten nicht mehr gut und deutlich erhalten, zeigt 

auch die gesamte Adventitia ein homogen positives Signal. In einigen Schnitten waren 

homogene, unspezifische Färbungen, in denen das Gewebe der Adventitia nicht genau 

identifiziert werden konnte, zu finden. Summa summarum ist der Großteil der Ergebnisse 

zu unspezifisch und einzelne spezifische positive Signale sollten nur als grober Hinweis für 

den Proteinnachweis des TRPC6-Kanals gelten. Zukünftig sollten andere Verfahren in 

Betracht gezogen werden, um die Zellen in der Adventitia zu identifizieren, die einen 

positiven Proteinnachweis von TRPC6-Kanälen zeigen. So könnten mittels 

Immunfluoreszenzfärbung die positiven Signale für einen TRPC6-Proteinnachweis mittels 

spezifischer Zellantikörper (bspw. gegen Fibroblasten Subtypen) besser dargestellt werden. 

 

5.2.5 Physiologie und Pathophysiologie des TRPC6-Kanals in Gefäßen 

Anhand der einzeln diskutierten Ergebnisse dieser Arbeit, in Zusammenschau mit aktuellen 

Forschungsergebnissen, lässt sich die Beteiligung des TRPC6-Kanals an physiologischen 

und pathophysiologischen Prozessen in Gefäßen zusammenfassen. Als Bestandteil von 

Endothelzellen kann der TRPC6-Kanal über einen signifikanten Kalziumeinstrom die 

Synthese von Stickstoffmonoxid anregen [186]. Hierbei kommt es durch eine Aktivierung 

der löslichen Guanylatzyklase zur Vasodilatation [39]. Ebenso kann über einen 
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Kalziumeinstrom die Erhöhung der endothelialen Permeabilität als Teil des physiologischen 

Entzündungsprozesses (bspw. durch Histamin) zum Einstrom von Blutbestandteilen in 

Gewebe führen [193]. Ein pathologisch veränderter TRPC6-Kanal könnte damit zur 

endothelialen Dysfunktion beitragen. Im Stratum subendotheliale und der Adventitia wäre 

es möglich, Fibroblasten physiologisch durch TRPC6-Kanäle zu aktivieren [224]. 

Fibroblasten und ihre Subtypen sind in Gefäßen an der Aufrechterhaltung der 

Extrazellularmatrix bspw. durch elastische Fasern beteiligt [68]. Diese sind gerade bei 

Arterien im höherem Druckgebiet (Aorta und Aorten nahe Gefäße) wichtig, um die 

Dehnbarkeit der Gefäße zu gewährleisten. Eine Beteiligung des TRPC6-Kanals als Teil der 

Wundheilung, bspw. bei Gefäßverletzungen, ist somit denkbar [34]. Eine über den TRPC6-

Kanal vermittelte Fibroblasten-Aktivität kann somit pathophysiologisch an der 

Atherosklerose durch fibrotisches Remodeling beteiligt sein [213] [72]. Zudem kann eine 

Fibroblasten-Überaktivität u. a. zur Nierenarterienstenose als seltene Ursache für sekundäre 

Hypertonie führen [47]. Ebenso deutet die erwähnte erhöhte TRPC6-Expression bei IPAH 

Patienten auf eine höhere Aktivität und damit auf eine ätiologische Beteiligung des TRPC6-

Kanals bei dieser Krankheit hin [220]. 

In den beobachteten Gefäßabschnitten scheint der TRPC6-Kanal in der Tunica media nicht 

an der durch Kalzium-Calmodulin vermittelten Vasokonstriktion beteiligt zu sein. Diese 

beschreibt einen Kalziumeinstrom, welcher über Calmodulin die Myosin-Leichte-Ketten-

Kinase aktiviert und konsekutiv Myosin phosphoryliert, an welches Aktin andocken kann. 

Dies führt in glatten Gefäßmuskelzellen zur Vasokonstriktion [19] und deutet als Folge auf 

eine geringere Relevanz der sympathisch vermittelten Vasokonstriktion durch den TRPC6-

Kanal hin. 
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5.2.6 Literaturvergleich 

Aktuelle Forschungen aus Tiermodellen und mit HEK-Zellen, gehen von TRPC6-Kanälen 

in der Tunica intima aus. Besonders Endothelzellen [178], Fibro- [225] und Myofibroblasten 

[76] sollen den TRPC6-Kanal an ihrer Oberfläche besitzen. Die Forschungsergebnisse dieser 

Arbeit können diese Daten bestätigen. Darüber hinaus gibt es durch verschiedene 

Proteinnachweise des TRPC6-Kanals Hinweise auf unterschiedliche Ausprägungen, je nach 

Gefäßabschnitt. 

In der Tunica media konnte in dieser Arbeit in lediglich einem von 40 Fällen ein signifikanter 

Nachweis des TRPC6-Kanals gezeigt werden. Dies ist hinweisend auf ein Fehlen von 

TRPC6-Kanälen auf glatten Muskelzellen in den Gefäßabschnitten, welche in der 

vorliegenden Beobachtung berücksichtigt wurden. Dieses Ergebnis steht konträr zur 

aktuellen Forschungsmeinung, die von einem Vorhandensein des TRPC6-Kanals vor allem 

auf glatten Gefäßmuskelzellen ausgeht. Viele dieser Ergebnisse berufen sich auf Nachweise 

der TRPC6-Kanal-mRNA durch RT-PCR Verfahren, Zellkulturen [59]oder 

Tiermodellen[167]. Das Verfahren selbst ist sehr genau in dem Nachweis von mRNA, 

jedoch besagt eine vorhandene mRNA noch nicht explizit, dass der Kanal tatsächlich und in 

welchem Maße auf der Zelloberfläche eingebaut wird [67]. Andere Ergebnisse berufen sich 

auf Zellkulturen mit HEK-Zellen oder gezüchteten glatten Gefäßmuskelzellen. Auch diese 

Studien belegen ein Vorhandensein des TRPC6-Kanals in vitro, jedoch können in vivo 

aufgrund vieler systemischer und lokaler Gegebenheiten und Wechselwirkungen die 

Expressionen ganz anders sein [22]. Systematisch aus Menschen entnommene und 

untersuchte Gefäßproben gibt es bis dato nicht. An dieser Stelle zeigt sich die Notwendigkeit 

weitere Grundlagenforschung über den Nachweis des TRPC6-Kanals in menschlichen 

Gefäßen, um die Ergebnisse dieser Studie zu belegen oder widerlegen. 
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Die Adventitia ist in der Forschung nur sehr wenig beschrieben in Bezug zum 

Vorhandensein des TRPC6-Kanals. Diese Arbeit gibt Hinweise darauf, dass der TRPC6-

Kanal auf Zellen in der Adventitia exprimiert wird. So zeigt sich in der Adventitia in 22 von 

40 Fällen ein zumindest signifikanter Nachweis. Die braungefärbten Entitäten, die sehr gut 

erkannt werden konnten, waren Vasa vasorum mit enthaltenen Erythrozyten. Dabei gilt es 

zu bedenken, dass die Wahrscheinlichkeit ein Vasa vasorum zu finden in größeren Arterien 

auch höher ist als in kleineren Arterien bzw. in Venen. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten 

also darauf hin, dass je größer ein Gefäß ist, desto wahrscheinlicher kann in der Adventitia 

der TRPC6-Kanal nachgewiesen werden. Wie in der Diskussion zur Adventitia bereits 

dargelegt, ist es gut vorstellbar, dass es dort ebenfalls Zellen wie bspw. Fibroblasten gibt, 

welche den TRPC6-Kanal exprimieren. Vermutlich ist aufgrund der scheinbar geringeren 

klinischen Relevanz diesem Thema bisher kaum Aufmerksamkeit zugekommen. 

 

5.2.7 Nicht bewertete Ergebnisse 

Nicht in die Bewertung eingeflossen sind Präparate in denen sich deutliche Pathologien 

zeigten. Zum einen da eventuell eine Pathologie den Nachweis von TRPC6-Kanälen 

verändern könnte. Zum anderen könnten entzündliche Zellinfiltrate die Ergebnisse 

verzerren. 

Jedoch sollen einzelne Beobachtungen nicht unerwähnt bleiben: Große Plaques in der Aorta 

abdominalis wurden aus Interesse immunhistochemisch gefärbt und zeigten in zwei von 

zwei Fällen homogen, deutlich positive Signale der Plaques und des Umliegenden Gewebes. 

Auch eine Probe der A. radialis enthielt exzentrische Plaques, die IHC gefärbt das gleiche 

Bild zeigten. Alle anderen Proben der A. radialis die keine Plaques aufwiesen, keinen 

TRPC6-Kanal-Nachweis im Stratum subendotheliale. Das könnte hinweisend auf die 
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Beteiligung des TRPC6-Kanals an der Entstehung von atherosklerotischen Plaques sein und 

würde sich mit den anderen Erkenntnissen dieser Diskussion decken. 

 

5.2.8 COVID-Proben 

Im Vergleich zu non-COVID Proben konnten in 3 von 18 Fällen bei COVID-Proben 

Ergebnisse beobachtet werden, die es bei allen 40 non-COVID-Proben nicht gab. Es 

imponierten signifikante Braunfärbung in der Tunica media, welche sich herdförmig 

angeordnet darstellten (siehe Abbildungen 46 und 49). Dieses Färbemuster konnte in der 

gesamten Studie nur in diesen drei Fällen ausgemacht werden. Bei zwei der 

Gefäßabschnitten handelt es sich um die Aorta abdominalis und thoracica des Probanden 

C1. Es wurde jeweils eine korrespondierende Negativkontrolle mitgeführt. Diese konnten 

keinerlei Anzeichen einer Braunfärbung an diesen Stellen zeigen. Auch HE-Färbungen 

gaben keine Hinweise auf mögliche falsch positive Signale aufgrund veränderter Integrität 

der Proben. Auf dem Totenschein des Patienten wurde als Todesursache „infektiös 

getriggertes kardial führendes Herzkreislaufversagen bei globaler Herzhypertrophie und 

viraler Pneumonie“ vermerkt. 

Gleiche Herde finden sich auch in der Tunica media der Aorta abdominalis in Proband C4, 

wobei auch hier keine Auffälligkeiten bezogen auf die HE-Färbung und die Negativkontrolle 

beobachtbar waren. Eine fraglich positive Färbung war ebenfalls in der Aorta thoracica des 

gleichen Probanden auszumachen. Dabei sind in beiden Präparaten die braunen Herde nur 

teilweise in den Proben zu entdecken und schwächer ausgeprägt als bei dem Probanden C1. 

Die Todesursache bei Proband 4 ist laut Totenschein „dekompensierte Herzinsuffizienz bei 

NYHA IV“. Die hier vorliegenden Färbemuster sind hinweisend auf ein verändertes 

Vorkommen von TRPC6-Kanälen in Gefäßen durch COVID-19 bzw. starke 

inflammatorische Reize. 
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In der Gesamtschau der Ergebnisse kann angeführt werden, dass proinflammatorische 

Prozesse die Ausprägung des TRPC6-Kanals in Bezug auf Lokalisation bzw. Expression zu 

verändern scheinen. Darauf weisen die Herdbefunde in der Tunica media hin. Diese Studie 

gibt bis dato einmalige Daten über den Proteinnachweis von TRPC6-Kanälen bei Patienten 

mit Viruserkrankungen, die eine fakultative Pathologie in Gefäßen auslösen können. 

Darüber hinaus kann nur gemutmaßt werden, welche Rolle speziell COVID-19 als 

Viruserkrankung hier spielt. An dieser Stelle müssen definitiv weitere Studien erfolgen, um 

eine Korrelation zwischen den hier beschriebenen Befunden und COVID-19 zu festigen. 

Eine mögliche Erklärung für die Kausalität einer solchen Korrelation geben die bereits 

erwähnten Studien, die eine vermehrte Expression von TRPC6-Kanälen durch NFκB 

nachgewiesen haben [209] [210]. Zu bedenken gilt jedoch, dass es sich um einen 

Zufallsbefund handeln könnte, ohne jegliche Assoziation mit der akuten viralen Erkrankung 

selbst. Es könnten auch andere Vorerkrankungen des Probanden zu diesen beobachteten 

Veränderungen geführt haben. 

 

5.3 Ausblick in die Zukunft 

Da der TRPC6-Kanal eine tragende Rolle in der Entstehung für verschiedene Krankheiten 

des Herzkreislauf Systems haben könnte, stellt eine pharmakologische Modulation einen 

realistischen Therapieansatz für die Zukunft dar. Weitere zellphysiologische 

Untersuchungen in vitro und später auch in vivo am Menschen müssen folgen. Nach 

aktuellen Erkenntnissen kann, je nach Krankheitsentität, sowohl eine Aktivierung als auch 

eine Blockade des Kanals eine sinnvolle Option sein.  

Die Agonisierung bzw. Antagonisierung als Möglichkeit der pharmakologischen 

Modulation hat sich bereits in vielen Studien bereits bestätigt. Pharmakologischer Agonist 
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könnte das Zellmembran permeable DAG Analogon, OAG, sein. Es hat eine direkt 

aktivierende Wirkung auf den TRPC6-Kanal (siehe Abbildung 5) [78]. Dessen Selektivität 

müsste für einen Einsatz als spezifischer Agonist noch weiter überprüft werden. Es gibt 

deutliche Hinweise auf einen agonistischen Zusammenhang der Wirkung von Angiotensin-

II auf den TRPC6-Kanal. Zum einen scheint ein Teil der durch Angiotensin-II ausgelösten 

Vasokonstriktion auf einer Aktivierung der PLC über den Angiotensin-II-Rezeptor-Subtyp-

1 (AT1-Rezeptor) zu liegen. Dies legt eine konsekutiver TRPC6-Kanal-Aktivierung nahe 

[167]. Zum anderen bedingt die Angiotensin-II-Wirkung auf Zellen eine vermehrte 

Expression des TRPC6-Kanals [139]. 

Pharmakologisch möglicher Antagonist könnte bspw. das Larixylacetat [199] sein. Es zeigte 

eine durch TRPC6-Kanal-Blockade verminderte endotheliale Dysfunktion in Aorten von 

Ratten [25]. Jüngst beweist sich auch der oral verfügbare und selektive Antagonist, BI-

749327 (BI = bioaviable), als eine mögliche Option [114]. Weitere Studien legen einen 

Zusammenhang zwischen den endogen vorkommenden natriuretischen Peptiden ANP 

(Atriales Natriuretisches Peptid) und BNP (brain natriuretic peptide) mit der TRPC6-

Aktivität nahe. ANP und BNP zeigen eine hemmende Wirkung auf die Aktivität des TRPC6-

Kanals im Mausmodell [95]. Somit könnte über die Regulierung von ANP und BNP indirekt 

die Aktivität des TRPC6-Kanals beeinflusst werden. Dies erfolgt bspw. über den Neprylisin-

Inhibitor Sacubitril, welcher den ANP-Abbau hemmt [37]. 

Eine sinnvolle Aktivierung des TRPC6-Kanals könnte bei Patienten mit arterieller 

Hypertonie vorliegen. So führt ein endothelial vermittelter Kalziumeinstrom zu einer 

Aktivierung der NO-Synthese mit konsekutiver NO-Freisetzung führen. Dies hat in glatten 

Muskelzellen der Tunica media eine Aktivierung der löslichen Guanylatzyklase und damit 

die Vasodilatation zur Folge [60]. Durch die Weitstellung der Gefäße sinkt der Druck im 
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Stromgebiet. Somit könnten TRPC6-Kanal-Agonisten, neben bspw. Kalziumantagonisten, 

eine weitere Therapieoption für diese Patientengruppe sein. 

Da die Expression des TRPC6-Kanals in verschiedenen Gefäßabschnitten auch verschieden 

ausgeprägt zu sein scheint, könnten über den gleichen Mechanismus nur selektiv manche 

Gefäßabschnitte angesprochen werden. Einen Nutzen würden bspw. Patienten mit erektiler 

Dysfunktion haben, die eine Alternative zu Phosphodiesterase-V-Hemmern bekommen 

könnten [15]. Voraussetzung wäre, dass die Dichte an TRPC6-Kanälen im Stromgebiet der 

blutversorgenden Arterien für den Schwellkörper des Penis am Endothel möglichst größer 

ist als in anderen Bereichen. 

Bei Krankheiten, die eine Verdickung der Gefäßwand und ggfs. daraus resultierend eine 

Einengung des Lumens erfahren, kann eine Antagonisierung des TRPC6-Kanals eine 

vielversprechende Therapieoption sein. Eine mögliche Indikation für eine Therapie bieten 

dabei atherosklerotischer Veränderungen. Durch Blockade des TRPC6-Kanals ist eine 

verminderte Aktivität von Fibroblasten möglich. Somit würde zum einen die 

Fibroblastenproliferation reduziert und die Progredienz einer Fibrose des Gefäßes 

verlangsamt werden. Die natürliche Elastizität arterieller Gefäße bliebe damit länger erhalten 

und Krankheiten, die sich auf dem Boden der Atherosklerose bilden, sind in ihrer Entstehung 

verlangsamt. Zum anderen spielt in der Genese der Atherosklerose auch die Einlagerung 

bestimmter Lipide, wie Cholesterin, eine wichtige Rolle. Gelangen diese Lipide durch bspw. 

LDL-Cholesterin (Low-Density-Lipoprotein) in die Gefäßwand, können sie dort von 

Cholinesterasen gespalten werden und das Cholesterin wird freigesetzt. Hier wird es von 

Makrophagen phagozytiert und es bilden sich sogenannten Schaumzellen aus, welche einen 

Lipidkern bilden und damit die Gefäßwand verdicken. An der Freisetzung des Cholesterins 

ist die Fibroblastenaktivität über eigene Cholinesterasen ebenfalls beteiligt [105]. Somit 

könnte eine Antagonisierung des TRPC6-Kanals über verminderte Aktivität von 
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Fibroblasten und damit der Cholinesterase zu einer Verlangsamung der Bildung von 

Schaumzellen bedeuten und damit die Progredienz der Atherosklerose verlangsamen.  

In der Pathogenese der Atherosklerose findet sich darüber hinaus eine entzündliche 

Komponente. Die Bindungsstelle für NFκB an TRPC6-Kanälen, das bei inflammatorischen 

Prozessen vermehrt gebildet wird, ist hinweisend auf eine erhöhte Aktivität des TRPC6-

Kanals bei Entzündungsprozessen [116,227]. Zudem ist die endotheliale Dysfunktion ein 

wesentlicher Bestandteil in der Entstehung von vasokonstriktiven und prothrombogenen 

Prozessen [62]. Diese Prozesse könnten eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der 

Atherosklerose und KHK spielen. Von einer präemptive Therapie könnten vor allem 

Patienten mit Risikofaktoren für Schlaganfälle und Herzinfarkte profitieren [72]. 

Wie in der Einleitung bereits dargelegt ist der TRPC6-Kanal bei Patienten mit IPAH 

übermäßig exprimiert [220] [219]. In der Entstehung der IPAH ist vor allem eine 

Gefäßwandproliferation, die auch als Fibrose beschrieben werden kann, ursächlich. Durch 

eine Blockierung des TRPC6-Kanals könnte hier eine weitere Einengung der Gefäßwand 

verhindert werden und der pulmonalarterielle Druck damit nicht weiter erhöht werden. Dies 

könnte wieder auf der niedrigeren Fibroblastenaktivität beruhen [89]. Die Antagonisierung 

des TRPC6-Kanals zu Verminderung von Fibrose im Herzen bspw. ist bereits nachgewiesen 

worden [114]. 

Der gleiche Mechanismus kann letztendlich auch bei Patienten mit NAST eine weitere 

Therapieoption bieten. Da diese Arbeit ein Vorhandensein des TRPC6-Kanals im Stratum 

subendotheliale nahelegt und letzterer mutmaßlich eine Expression auf Fibroblasten zeigen 

könnte, würde auch hier eine verminderte Fibroblastenproliferation zu keiner weiteren 

Einengung der Nierenarterien führen. Im weiteren Verlauf wäre die Aktivität des RAAS 

damit weniger ausgeprägt und eine renale Hypertonie in ihrer Progredienz verlangsamt. 

Doch auch eine Agonisierung des Kanals an Endothelzellen könnte eine Vasodilatation über 
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endotheliale NO-Freisetzung hervorrufen und damit die Durchblutung in den Nierenarterien 

verbessern. Welcher Mechanismus hier tatsächlich vorliegt, kann nur gemutmaßt werden. 

Darüber hinaus könnte sich ein TRPC6-Antagonismus als Co-Medikation unter Bleomycin 

(ein bei manchen Krebserkrankungen eingesetztes Chemotherapeutikum) Therapie als 

sinnvoll darstellen, wie aktuelle Studienergebnisse suggerieren. Bleomycin zeigt als 

unerwünschte Arzneimittelwirkung pulmonale Fibrosen [38]. Es ließ sich eine weniger 

ausgeprägte pulmonale Fibrose im Mausmodell nach Ausschalten von TRPC6-Kanälen 

nachweisen [77]. 

Es bleibt abzuwarten, wie schnell weitere anatomische und physiologische 

Forschungsergebnisse bezüglich der TRPC6-Kanäle im menschlichen Körper gewonnen 

werden können. Es sind weitere Studien zum TRPC6-Nachweis in Gefäßen mit größeren 

Fallzahlen und ggfs. anderen Methoden vonnöten, um die Ergebnisse dieser Arbeit zu 

bestätigen oder widerlegen. Der TRPC6-Kanal scheint ein guter Kandidat für eine 

pharmakologische Therapieoption für Patienten mit Atherosklerose oder IPAH zu sein. 

Darüber hinaus ist eine Erforschung andere TRP-Kanäle im Hinblick auf die gleiche 

Thematik sehr interessant, wobei der Nachweis im menschlichen Gewebe und 

physiologische Forschung an Tiermodellen oder Zellkulturen im Vordergrund stehen 

sollten. 

Diese Ergebnisse sollen im Sinne des translationalen Konzepts zur Erforschung des TRPC6-

Kanals dienen. In der Übertragbarkeit von Forschungsergebnissen aus Tiermodellen oder 

Zellkulturen auf den Menschen scheint sich zu bestätigen, dass der TRPC6-Kanal in 

menschlichen Gefäßen vorhanden ist. Dabei deuten die Ergebnisse darauf hin, dass der 

TRPC6-Kanal in größeren Arterien im Vergleich zu kleineren Arterien oder Venen eine 

übergeordnete Rolle zu spielen scheint. Zudem können die Ergebnisse die Annahme der 

Forschung eines Vorhandenseins des TRPC6-Kanals in der Tunica intima bekräftigen. 
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Dahingegen deutet ein verminderter Nachweis des TRPC6-Kanals in der Tunica media in 

den Ergebnissen auf weniger Relevanz des TRPC6-Kanals für glatte Gefäßmuskelzellen hin. 

In der Hoffnung dass ein Grundstein für eine systematische anatomische Untersuchung mit 

dieser Arbeit gelegt wurde, darf man gespannt in die Zukunft blicken.
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