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1. Zusammenfassung

1.1 Hintergrund und Fragestellung

Die Lunge des Menschen erfillt essenzielle Kdrperfunktionen. Sie sorgt fur einen geregelten
Gasaustausch, bei dem der Sauerstoff aus der Atemluft durch die kleinsten Lungenbléschen
aufgenommen wird und zu den Endorganen transportiert werden kann. Umgekehrt wird das beim
Stoffwechsel anfallende Endprodukt Kohlenstoffdioxid Uber die Lungen abgeatmet und so
aullerdem der Sdure-Basen-Haushalt des Kérpers im Gleichgewicht gehalten. Ist die Integritat der
Lunge gestort, beispielsweise durch Erkrankungen wie die erst kirzlich weltweit relevante Covid-
19-Erkrankung, kann das schwerwiegende Folgen fir die Gesundheit haben. Charakteristika dieser

Erkrankung sind Entztindungsreaktionen und Umbauprozesse des physiologischen Lungengewebes.

Es ist bereits aus vorangegangenen Arbeiten bekannt, dass die TRPC6-Kanale, eine Gruppe Ca?*-
durchl&ssiger Kationenkanéle, an vielen physiologischen Prozessen im Kdorper beteiligt sind. Es
wurde auch molekulargenetisch festgestellt, dass sie unter anderem bei oben genannten
Entzindungsreaktionen und Umbauprozessen, wie Fibrose, eine Rolle spielen. Daher ist es
naheliegend, dass TRPC6-Kandle auch bei der Ausbildung und Aggravation der Coronavirus-

Erkrankung von Bedeutung sind.

Ziel dieser Arbeit war es erstmals das Vorhandensein von TRPC6-Kanélen in physiologischem
Lungengewebe histologisch nachzuweisen, als auch zu untersuchen, ob es einen Unterschied in der

Expression von TRPC6 bei der Covid-19-Erkrankung im Vergleich zu gesunden Lungen gibt.

1.2 Material und Methoden

Es wurden Gewebeproben aus der Lunge von 13 gesunden Korperspendern und Gewebeproben von

4 Covid-Pneumonien gegeniibergestellt.

Die Lungenproben der 13 Korperspender wurden eigenhédndig entnommen. Bei 8 der 13
Kaorperspender wurde aus jedem Lungenlappen eine Probe entnommen, was demnach 5 Proben pro
Kdorperspender ergibt. Bei 5 Kdrperspendern wurden nur vereinzelte Proben entnommen. Nach der
Entnahme wurden die Proben histologisch aufgearbeitet. Dazu wurden sie zunéchst in Formalin und

PBS uberfiihrt, danach entwassert, eingebettet, geschnitten und geférbt.



Die Proben der 4 Covid-19-Pneumonien wurden vom Institut fir allgemeine und spezielle

Pathologie der Universitét des Saarlandes bereitgestellt.

Bei den durchgefiihrten Farbungen handelt es sich zum einen um eine standardisierte HE-Férbung,
zum anderen um eine spezielle immunhistochemische Antikorperfarbung mittels TRPC6-
Antikorper. Anschlielend konnten die Schnitte unter einem Lichtmikroskop untersucht und anhand
einer Auswertungstabelle ausgewertet werden. Dabei wurde die Starke der Expression von TRPC6
unterschieden in nicht positiv, wahrscheinlich positiv, eindeutig positiv und stark positiv.

1.3 Ergebnisse und Schlussfolgerung

In gesundem Lungengewebe konnten wie erwartet TRPC6-Kanéle nachgewiesen werden. Sie
fanden sich ganz besonders im respiratorischen Flimmerepithel, der glatten Muskulatur der
Bronchioli, in den Alveolarsepten sowie in der Wand kleinerer Lungengefaie. Im Vergleich dazu
zeigte sich in Covid-19-Lungen eine zum Teil verénderte Expression. Hier wiesen vor allem die
entzindlichen Bereiche mit Odem, pneumonischen Infiltraten und hyalinen Membranen sowie
fibrotisch umgebautes Gewebe eine sehr starke TRPC6-Expression auf. AuRerdem war die Wand
der stauungsbedingt dilatierten kleinsten Kapillaren vermehrt mit TRPC6 angereichert. Im
Gegensatz dazu stellten sich die gréReren Geféalle und Bronchiolen weniger TRPC6-reich dar. Diese
Ergebnisse lassen darauf schliefen, dass TRPC6-Kanédle zum einen flir die physiologische
Lungenintegritdt wichtig sind, zum anderen aber auch eine Rolle bei pathologischen VVorgangen
spielen und eine Entziindung im Rahmen einer SARS-CoV-2-Infektion mdglicherweise sogar
aggravieren konnen. Infolgedessen konnten sie zukinftig einen wichtigen Angriffspunkt zur

medikamentdsen Therapie und Prophylaxe von Lungenschaden darstellen.



2. Summary

2.1 Background and question

The human lungs are essential for life. It ensures a regulated gas exchange in which the oxygen from
the air we breathe is absorbed by the smallest alveoli in the lungs and can be transported to the end
organs. Conversely, the end product carbon dioxide produced during metabolism is exhaled through
the lungs, thereby keeping the body's acid-base balance in balance. The lungs therefore fulfill
important bodily functions. If the integrity of the lungs is disturbed, for example due to diseases
such as the recently globally relevant Covid-19 disease, this can have serious consequences for
health. The characteristics of this disease are inflammatory reactions and remodeling processes of

the physiological lung tissue.

It is already known from previous work that the TRPC6 channels, a group of Ca?* permeable cation
channels, are involved in many physiological processes in the body. It has also been determined
through molecular genetics that they play a role in the above-mentioned inflammatory reactions and
remodeling processes, such as fibrosis. Therefore it is obvious that TRPC6 channels are also

important in the development and progression of coronavirus disease.

The aim of this work was to histologically demonstrate the presence of TRPC6 channels in
physiological lung tissue for the first time and to investigate whether there is a difference in the

expression of TRPCG6 in Covid-19 disease compared to healthy lungs.

2.2 Material and methods

Tissue samples from the lungs of 13 healthy body donors and 4 Covid-19 pneumonias were

compared.

The lung samples from the 13 body donors were taken by hand. In 8 of the 13 body donors, a sample
was taken from each lung lobe, resulting in 5 samples per body donor. From 5 body donors there
were only taken isolated samples. After collection, the samples were processed histologically. To
do this, they were first transferred to formalin and PBS, then dehydrated, embedded, sectioned and

stained.

The samples from the 4 Covid-19 pneumonias were provided by the Institute for General and Special

Pathology at Saarland University.

The stainings carried out were a standardized HE staining and a special immunohistochemical

antibody staining using TRPC6 antibodies. The sections could then be examined under a light
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microscope and evaluated using an evaluation table. The strength of TRPC6 expression was

differentiated into not positive, probably positive, clearly positive and strongly positive.

2.3 Results and conclusion

As expected, TRPC6 channels could be detected in healthy lung tissue. They were found particularly
in the respiratory ciliated epithelium, the smooth muscles of the bronchioli, in the alveolar septa and
in the wall of smaller pulmonary vessels. In comparison, expression was partially altered in COVID-
19 lungs. Here, especially the inflammatory areas with edema, pneumonic infiltrates and hyaline
membranes as well as fibrotically remodeled tissue showed very strong TRPC6 expression. In
addition, the wall of the smallest capillaries, which were dilated due to congestion, was increasingly
enriched with TRPCSG. In contrast, the larger vessels and bronchioles were less TRPC6-rich. These
results suggest that TRPC6 channels are important for physiological lung integrity, but also play a
role in pathological processes and may even aggravate inflammation in the context of Covid-19-
Infection. In the future, they could therefore represent an important target for drug therapy and
prevention of lung damage.



3. Einleitung

Die transient receptor potential (TRP) Kanéle gehoren zu einer Gruppe von lonenkandlen, die schon
seit vielen Jahren Gegenstand der Forschung sind. So konnten bereits viele wichtige Erkenntnisse
Uber den Aufbau, das Vorkommen und die Funktion der Kanéle gewonnen werden. Dennoch gibt
es immer noch einige unbeantwortete Fragen. Diese Arbeit soll einen Schritt dazu beitragen, die
Expression der TRPC6-Kanale in menschlichem Lungengewebe weiter aufzuklaren und Aufschluss
Uber die Bedeutung insbesondere im Zusammenhang mit der derzeit relevanten
Coronaviruserkrankung bringen. Im Folgenden wird dafiir zundchst Grundlegendes zu den TRP-
Kanalen sowie ihrer Subfamilie, den TRPC6-Kanélen, erlautert und anschliefend auf den Aufbau
sowie die Physiologie der Lunge und die pathologischen Verdnderungen im Rahmen der

Coronavirus-Erkrankung eingegangen.

3.1 TRP-Kanale

Die TRP-Kandle sind eine vielfaltige Gruppe von lonenkanalen mit diversen physiologischen
Funktionen. Sie spielen beispielsweise in der Sinnesphysiologie eine bedeutende Rolle, v.a. wenn
es um Sehen, Geschmack, Geruchssinn, Horen, Berilihrungs- und Temperaturempfinden geht [59].
Sie wurden erstmals in den 1960er Jahren in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster beschrieben.
Bei einer mutierten Variante dieser Fruchtfliege konnte festgestellt werden, dass deren
Photorezeptoren auf einen Lichtreiz mit einer nur kurz anhaltenden, transienten Depolarisation
reagierten. Wohingegen beim Wildtyp so lange eine Depolarisation stattfand, wie der Lichtreiz
andauerte [17]. Der Name transient receptor potential (TRP) entstand demnach als phanotypische
Beschreibung dieses verdnderten Rezeptorverhaltens [17]. Erst einige Jahre spéter gelang dann die
Identifizierung des verantwortlichen Proteins, welches eine Schlusselrolle zwischen der
Photorezeption und der Offnung lichtsensibler lonenkanale zu haben schien [41]. Von diesem
Ursprungskanal ausgehend konnten mit der Zeit immer weitere Kanale dieser Familie detektiert und
in 7 verschiedene Subfamilien eingeteilt werden (siehe Abb. 1). Allen gemeinsam ist eine
Ahnlichkeit im strukturellen Aufbau. Unterscheiden tun sie sich jedoch insbesondere in ihrer

Selektivitdt und in den unterschiedlichen Wegen der Aktivierung [42].



TRP Superfamilie

Abbildung 1: Die Zusammensetzung der TRP-Superfamilie

3.1.1 Einteilung und Struktur

Die verschiedenen Subfamilien lassen sich in zwei Gruppen einteilen [43]. Die erste Gruppe umfasst
TRPC, TRPV, TRPM, TRPA und TRPN. Die zweite Gruppe wird durch TRPP und TRPML
gebildet.

Die Kanéle beider Gruppen zeichnen sich durch 6 Transmembrandoménen (vgl. Abb. 2 D1-6) mit
einem intrazelluldr gelegenem Amino (N)- und Carboxy (C)-Terminus aus. Zwischen
Transmembrandomane 5 und 6 Dbefindet sich die porenbildende Region. Durch
Zusammenlagerungen vier solcher Proteinuntereinheiten entsteht ein funktioneller Kanal mit einer
zentral gelegenen Pore, die den lonendurchstrom ermdglicht [49] (siehe Abb. 2).

Die beiden oben genannten Gruppen unterscheiden sich zum einen in der Aminosauresequenz ihrer
Transmembrandomanen und zum anderen durch eine nur bei den Mitgliedern der zweiten Gruppe
vorkommende extrazellular gelegene Aminosaureschleife zwischen Transmembrandoméne 1 und 2
[43].
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Abbildung 2: Schematische Darstellung eines funktionellen TRP-Kanals

Die TRPC-Kanile sind die am frithesten entdeckten Kanéle und werden auch als ,,classical® oder
,,canonical“ TRP-Kanéle bezeichnet. Die Namen der anderen Subfamilien leiten sich von den
jeweils zuerst entdeckten Mitgliedern der jeweiligen Gruppe ab [43]: TRPV vom Vanilloid-
Rezeptor 1, TRPM von Melastatin, TRPA von Ankyrin, TRPN von NOMPC (no mechanoreceptor
potential C), TRPP von Polycystin und TRPML von Mucolipin. Im Folgenden soll speziell auf die
Subfamilie der TRPC-Kanéle eingegangen werden, da dieser Familie der TRPC6-Kanal, mit dem

sich diese Arbeit befasst, zuzuordnen ist.

3.1.2 TRPC-Kandle

Die TRPC-Kanale besitzen die groRte strukturelle Ahnlichkeit zum Drosophila TRP-Kanal. Es sind
7 Vertreter dieser Subfamilie, TRPC1-7, bekannt. Im Menschen kommen jedoch nur 6 dieser
Vertreter vor, da es sich bei TRPC2 um ein Pseudogen handelt [68]. Anhand ihrer Ahnlichkeit in
der Aminosauresequenz lassen sie sich wiederrum in 4 Untergruppen einteilen: TRPC1, TRPC2,
TRPC3/6/7 und TRPC4/5. TRPC1 war der zuerst entdeckte Vertreter und kommt am weitesten
verbreitet im menschlichen Kdrper vor. Die Ubrigen sind vor allem im zentralen Nervensystem zu
finden [43]. Die Aktivierung dieser nicht-selektiven Kationenkandle erfolgt Phospholipase C
gekoppelt [59]. Auf den genauen Ablauf der Aktivierungskaskade wird speziell im folgenden
Abschnitt 3.1.3 zum TRPC6 Kanal eingegangen.

3.1.3 TRPC6

TRPC6 wurde erstmals 1997 molekulargenetisch aus Zellen eines Mausegehirns mittels
Polymerasekettenreaktion nachgewiesen [12]. In derselben Arbeit konnte die Hypothese bestatigt
werden, dass es sich bei TRPC6 um einen G-Protein-gekoppelten lonenkanal, der fiir den Einstrom
von Ca?*-lonen verantwortlich ist, handelt. Der Aufbau des TRPC6-Kanals entspricht im
Allgemeinen dem der anderen TRP-Kandle (siehe 3.1.1 Einteilung und Struktur). Nachdem TRPC6



zundchst in Hirn- und Lungengewebe von Mdausen nachgewiesen wurde, kamen mit der Zeit weitere
exprimierende Gewebe wie Placenta und Niere hinzu [31]. AuRerdem wurde herausgefunden, dass
TRPC6 in glatten Muskelzellen unterschiedlichster Gewebe wie Myometrium, Kolon, Magen,

Osophagus, groken und kleinen GefaRen und der Lunge vorkommt [10].

Die genaue Analyse der Aktivierungskaskaden ist bis heute Gegenstand der Forschung. Es sind
bereits verschiedene Wege der Aktivierung beschrieben, jedoch noch nicht ganzlich geklért.

Im Folgenden soll auf die bedeutendsten Kaskaden eingegangen werden. Zum einen erfolgt die
Aktivierung der TRPC6-Kanéle rezeptorgesteuert (,,receptor-operated channels® = ROC) durch
Diacylglycerin [30]. Dieser Vorgang beginnt mit der Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten-
Rezeptors z.B. durch Hormonbindung. Dadurch wird die Phospholipase C, eine Phosphodiesterase,
aktiviert. Es kommt zur Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) zu den
Endprodukten Inositol-1,4,5-Bisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG). DAG 0ffnet dann als
second messenger den TRPC6-Kanal. Zum anderen kann das entstandene IPsan den 1Ps-Rezeptor
des endoplasmatischen Retikulums (ER) binden und so die Freisetzung von Ca?*-lonen aus dem ER
bewirken, wodurch die zytoplasmatische Ca?*-Konzentration ansteigt [23]. Die erschopfte Ca?*-
Konzentration innerhalb des ER, welche durch spezielle Sensoren, die sog. STIM-Proteine,
detektiert wird, stellt wiederrum ein zusatzliches Signal fiir die Plasmamembran dar, Ca?* reaktiv
uber die sog. ORAI-Kanéle von extrazelluldr nach intrazelluldr zu transportieren [58]. Dieser Weg
wird als speicherreguliert bezeichnet (,,store-operated channels* = SOC). Die Rolle des TRPC6-
Kanals innerhalb dieses Weges ist jedoch noch nicht génzlich erforscht und daher noch umstritten.
Letztere Forschungsergebnisse lassen jedoch annehmen, dass ein Zusammenspiel aller drei Kanale
(TRPC6, STIM und ORAI) letztlich fiir den Ca?*-Einstrom verantwortlich ist [39,72].

Die intrazellulare Ca?*-Konzentration hat einen bedeutenden Einfluss auf die Zellfunktion [11].
Durch das ubiquitire Vorkommen der TRPC6-Kanédle spielen sie eine Rolle bei vielen
physiologischen Prozessen im Koérper. Einige Studien konnten jedoch auch bereits eine Beteiligung
an pathophysiologischen Prozessen und somit der Krankheitsentstehung darlegen. Diese sollen

nachfolgend kurz erlautert werden.

3.1.4 Klinische Bedeutung von TRPC6

Zum einen konnte TRPC6 in den Podozyten der Niere nachgewiesen werden [50]. Die Podozyten
stellen einen Teil der Blut-Harn-Schranke dar und sind damit wichtig fur die Filtration des Blutes
und den Wasserhaushalt. Es ist bekannt, dass eine Mutation im TRPC6-Gen zur fokal segmentalen
Glomerulosklerose (FSGS) fiihrt [69]. Die FSGS zéhlt zum Krankheitsbild des nephrotischen
Syndroms, das durch eine schwere Proteinurie, Hypalbuminamie und Odeme gekennzeichnet ist

und zur terminalen Niereninsuffizienz fihren kann [69].



Zum anderen konnte TRPC6 im hepatobilidren System nachgewiesen werden und es zeigte sich,
dass die altersbedingte Degeneration des hepatobiliaren Gewebes mit einer breiten, homogenen
Expression von TRPC6 zusammenhéngt [60].

Dariiber hinaus scheint TRPC6 an der Tumorentstehung beteiligt zu sein. Es konnte bei
verschiedenen Tumorentititen eine Uberexpression gefunden werden, so z.B. beim
Prostatacarcinom [61] und beim Mammacarcinom [27]. Auch bei den Gliomen, einer Klasse der
Hirntumore, konnte eine Uberexpression nachgewiesen werden und zugleich konnten auch positive
Effekte gezeigt werden, wie z.B. die Einleitung des Zellzyklusarrestes durch eine Hemmung der
TRPC6-Kanale [21]. In einem Mausmodell konnte sogar eine Abnahme des Tumorvolumens durch
die Hemmung von TRPC6 belegt werden [21]. Dementsprechend scheint die Modulation der
TRPC6-Kandle zukunftig ein moglicher Ansatzpunkt zur Prévention und Behandlung von
Krebserkrankung zu sein [21,27,61].

Des Weiteren ist TRPC6 in glatten Muskelzellen von Gefalien vorzufinden. Hier spielt TRPC6 eine
Rolle bei der Vasokonstriktion als Folge eines Anstiegs des intravaskuldren Drucks [66]. Dieser
physiologisch ablaufende VVorgang wird auch als Bayliss-Effekt bezeichnet und ist wichtig fir eine
konstante Organdurchblutung bei schwankenden Blutdruckwerten [9]. In der Lunge ist TRPC6
ebenso an einem physiologischen Prozess beteiligt und zwar der hypoxisch pulmonalen
Vasokonstriktion, auch Euler-Liljestrand-Mechanismus genannt [63]. Dieser Begriff bezeichnet
einen VVorgang, bei dem auf eine alveol&re Hypoxie mit einer Vasokonstriktion der diesen Abschnitt
betreffenden Gefale reagiert wird, sodass das Blut in besser ventilierte Bereiche umgeleitet wird.
Damit wird ein optimaler Gasaustausch ermdglicht [53]. In einem Versuch mit TRPC6-defizienten
Mausen konnte gezeigt werden, dass bei diesen im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen keine
hypoxisch vermittelte Vasokonstriktion stattfand. Demzufolge scheint TRPC6 eine relevante Rolle
bei der hypoxisch pulmonalen Vasokonstriktion zu spielen [63]. Wahrend es sich bei dem zuvor
erlauternden Mechanismus um einen niitzlichen Effekt zur kurzzeitigen Anpassung an eine
Hypoxamie handelt, kann eine globale, lang andauernde Aktivierung dieses Mechanismus auch
negative Auswirkungen haben. Ein dauerhaft erhdhter GefalRwiderstand kann ndmlich zu einer

manifesten pulmonalen arteriellen Hypertonie fiihren [53].

3.1.5 Die Rolle von TRPC6 bei Erkrankungen der Lunge

Neben der bereits erwahnten pulmonalen arteriellen Hypertonie ist eine Beteiligung von TRPC6
auch bei anderen Erkrankungen der Lunge bekannt. Eine davon ist die idiopathische Lungenfibrose.
Bei dieser Erkrankung kommt es aus unklarer Ursache zu einer Bindegewebszunahme des
Lungenparenchyms und dadurch zur Einschrankung des Gasaustausches mit Symptomen wie
Dyspnoe und Reizhusten. Der bindegewebige Umbau kommt u.a. durch eine vermehrte
Myofibroblastendifferenzierung zustande. Diese Myofibroblasten produzieren grofle Mengen

extrazellulare Matrix und schadigen dadurch die normale Lungenstruktur [36]. In einer vorherigen
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Arbeit konnte anhand eines Mausmodells gezeigt werden, dass es nach Stimulation mit dem
profibrotischen Faktor TGF-; nur in Wildtyp-Mausen zu einer vermehrten TRPC6-Expression und
damit zusammenhangend einer zunehmenden Ausbildung von Stressfasern und erhdéhtem
Zellwiderstand kam [29]. TRPC6-defiziente Mause hingegen reagierten nach Behandlung mit
Bleomycin, welches im Tiermodell zur Induktion einer Lungenfibrose genutzt wird, mit einer
geringeren Kollagenbildung und besserer Lungenfunktion als die Wildtyp-Mause [29]. Demnach
wurde in dieser Arbeit geschlussfolgert, dass TRPC6 an der Differenzierung der Myofibroblasten
beteiligt sein muss.

Eine weitere Erkrankung, an der TRPC6 nachweislich beteiligt ist, ist die chronisch obstruktive
Lungenerkrankung (,,chronic obstructive pulmonary disease” = COPD). Sie gehort weltweit zu den
haufigsten Todesursachen [76]. Zugrunde liegend ist ein chronischer Entziindungsprozess und eine
vermehrte Anzahl an Makrophagen [24]. Eine Studie konnte zeigen, dass Alveolarmakrophagen
von Patienten mit COPD im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich mehr TRPC6-mRNA
exprimierten [25]. Als Hauptrisikofaktor fir die Entwicklung einer COPD gilt das Rauchen. Die
Nikotinexposition flhrt nachweislich zu einer vermehrten Proliferation von glatten Muskelzellen
der Lunge und ist mit einer verstarkten TRPC6-Expression der glatten Muskelzellen assoziiert [28].
In einer neueren Studie konnte TRPC6 sogar als diagnostischer Biomarker fiir die COPD
ausgemacht werden [20].

Dartiber hinaus kommt TRPC6 beim Ischdmiereperfusionsschaden der Lunge zum Tragen. Dieser
tritt beispielsweise nach Lungentransplantationen oder Lungenarterienembolien auf [64].
Charakteristisch ist eine Odembildung infolge einer gestdrten Endothelfunktion, welche bis zum
Organversagen flihren kann [18]. Neueren Erkenntnissen aus einem Tierversuch zufolge sind
TRPC6-defiziente Mause vor einem Ischamiereperfusionsschaden geschiitzt. Es zeigte sich unter
anderem, dass die Wildtyp-Mause im Vergleich zu den TRPC6-defizienten Méausen auf eine
kiinstlich erzeugte Ischdmie mit einem deutlich verminderten Zellwiderstand reagierten [64]. Hier

wird die Bedeutung der TRPC6-Kanadle bei der Barrierefunktion des Lungenendothels deutlich.

Es ist also auch denkbar, dass TRPC6-Kanéle an der Ausbildung eines entziindlichen Lungenddems
beteiligt sein kdnnten. Dieses ist insbesondere im Rahmen der Covid-19-Erkrankung von Relevanz
[7,70]. Hauptverantwortlich fir die Mortalitit der Covid-19-Erkrankung ist das akute
Atemnotsyndrom (,,acute respiratory distress syndrom*“ = ARDS) als Folge eines entzlindlichen
Lungenddems [26]. Es konnte bereits gezeigt werden, dass TRP-Kandle einen Einfluss auf die
Covid-19-Erkrankung und ihre Symptome wie Fieber, Husten und Schmerzen haben und als
potentielle Angriffspunkte fir neue Therapiemdglichkeiten gelten [33], wenngleich auch eine
neuere Studie aus dem Jahr 2023 bisher keinen signifikanten Nutzen einer Therapie mit einem
TRPC6-Inhibitor  gezeigt hat [62]. Auf Zellebene wurden Verdnderungen wie

Pneumozytenhyperplasie, proteinreiche Exsudate, Ausbildung hyaliner Membranen und
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mikrovaskuldre Schéaden beschrieben [7,26]. Um diese Verénderungen besser nachvollziehen zu
kénnen, soll im Folgenden zunéchst auf den physiologischen Aufbau der Lunge eingegangen

werden.

3.2 Der Aufbau der Lunge und des Bronchialsystems

Die Lunge wird unterteilt in 2 Lungenfligel. Der rechte Lungenfligel untergliedert sich in 3
Lungenlappen (Oberlappen, Mittellappen und Unterlappen), der linke Lungenfligel in 2
Lungenlappen (Ober- und Unterlappen) [57]. Beide Lungenfligel werden von der Pleura visceralis
umgeben [57]. Die verschiedenen Lappen lassen sich nochmals in mehrere Segmente unterteilen,
welche der Aufteilung des Bronchialsystems entsprechen [8]. Das Bronchialsystem beginnt an der
Aufzweigung der Trachea in einen linken und rechten Hauptbronchus. Als weitere Unterteilungen
folgen die Lappenbronchien, Segmentbronchien und Subsegmentbronchien, Bronchioli, Bronchioli
terminales, Bronchioli respiratorii, Ductus alveolaris und Sacculus alveolaris mit den Alveolen [57].
Bis zu den Bronchioli terminales spricht man vom luftleitenden System, ab den Bronchioli
respiratorii vom gasaustauschenden Bereich [75]. Entlang der Aufzweigung des Bronchialsystems
verlaufen die Lungengefdle (Aa. pulmonalis und Vv. pulmonalis), welche die systemische
Versorgung gewahrleisten. AuBerdem besitzt die Lunge kleine Gefale flr ihre Eigenversorgung
[75].

Histologisch haben die verschiedenen Abschnitte jeweils charakteristische Eigenschaften. Die
Bronchien zeichnen sich u.a. durch ihre Knorpelspangen aus und besitzen das hdchste
Flimmerepithel [8]. Bis zu den Bronchioli respiratorii nimmt die Hohe des Flimmerepithels
kontinuierlich ab [8]. Die Bronchioli besitzen auch keine Knorpelanteile mehr [8]. Die Wand der
Alveolen istam feinsten und wird hauptsachlich durch die Pneumozyten ausgekleidet [5]. Es werden
zwei Arten von Pneumozyten unterschieden. Pneumozyten Typ 1 sind flache Epithelzellen, die den
groRten Teil der Alveolarwand ausmachen. Pneumozyten Typ 2 liegen vereinzelt zwischen den Typ
1 Pneumozyten und produzieren das fiir die Herabsetzung der Oberflachenspannung wichtige
Surfactant. Sie sind dicker als die Typ 1 Pneumozyten, da ihr Zellktrper konzentrierter ist [75].
AuRerdem im Alveolarraum zu finden sind die Alveolarmakrophagen, die fur die Phagozytose von

Keimen verantwortlich sind [46].
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Abbildung 3: Histologie der Lunge (modifiziert nach [15])

3.3 Bisherige Erkenntnisse tber die Expression von TRPC6 im

Lungengewebe

In einer Arbeit aus dem Jahr 2003 wurde die Expression von TRPC und insbesondere auch TRPC6
im menschlichen Lungengewebe bereits untersucht. Hier wurde zum einen mittels RT-PCR das
Vorkommen von TRPC6 sowohl in der pulmonalen glatten Muskulatur als auch im Bronchialepithel
nachgewiesen [16]. Dartiber hinaus gab diese Arbeit bereits erste Auskiinfte ber die Verteilung von
TRPCS6 innerhalb dieser Zellen. Hierzu wurde die Konfokalmikroskopie genutzt. Es stellte sich
heraus, dass TRPC6 nicht nur im apikalen Teil des Bronchialepithels zu finden ist, also in den cilien-
tragenden Zellen sowie schleimproduzierenden Zellen, sondern auch im Bereich der Basalzellen
[16]. AuBerdem konnte TRPC6 mRNA bereits in Alveolarmakrophagen detektiert werden [25].
Uber die Expression von TRPC6 in den Pneumozyten der Alveolen gibt es derzeit jedoch noch keine

Erkenntnisse.

3.4 Covid-19 Erkrankung
Die Covid-19 Erkrankung ist eine Infektionserkrankung, die durch das SARS-CoV-2 Coronavirus

ausgeldst wird [77]. Erstmals aufgetreten ist sie 2019 in China und hat sich innerhalb kurzer Zeit zu
einer weltweiten Pandemie ausgebreitet [52]. Das SARS-CoV-2-Virus zéhlt zur Familie der
Coronaviren, welche v.a. fiir das Hervorrufen von Erkéltungskrankheiten verantwortlich sind [77].
Die Ubertragung des Virus erfolgt hauptsachlich aerogen und als Tropfcheninfektion [77]. Meist
prasentiert sich die Krankheit mit allgemeinen Erkaltungssymptomen wie Fieber, Husten,
Schnupfen und Halsschmerzen [77]. Die Schwere des Verlaufs kann allerdings sehr unterschiedlich

sein. Neben ganzlich asymptomatischen Verlaufen kommen auch Félle von tédlich verlaufendem
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Lungenversagen vor [34]. AulRerdem kann sich die Krankheit neben der Lunge auch auf andere
Organe auswirken [77]. Im Gastrointestinalbereich kénnen sich Beschwerden wie Ubelkeit,
Bauchschmerzen und Diarrhd duBern [56]. Ein haufiges neurologisches Symptom sind
Riechstérungen bis hin zur Anosmie und Geschmacksstérungen. Schwerwiegendere neurologische
Manifestationen kénnen aber auch Enzephalopathien, Neuromyopathien und Schlaganfélle sein
[78]. Eine kardiale Beteiligung in Form von erhéhten Herzenzymen, EKG-Veranderungen und
Auffalligkeiten in der Echokardiographie ist ebenso méglich [22].

In Hinblick auf diese Arbeit ist jedoch vor allem die pulmonale Manifestation von Bedeutung. Hier
zeichnen sich schwere Verlaufe durch die Ausbildung einer Pneumonie aus [48]. Klinisch zeigen
die Patienten zunehmende Dyspnoe, Abfalle der Sauerstoffsattigung und Tachypnoe [48]. Kommt
es zum akuten Lungenversagen (Acute respiratory distress syndrom = ARDS) ist meist eine
Intubation und maschinelle Beatmung notwendig [34]. Pathophysiologisch kommt es zur
Ausbildung eines Lungenddems mit Alveolarkollaps und Hypoxie. Im Rahmen der Inflammation
kann zusatzlich ein septischer Schock und Multiorganversagen ausgeldst werden [51].
Histopathologisch konnten bereits charakteristische pulmonale Verdnderungen durch die Covid-19-
Erkrankung ausgemacht werden. Es zeigten sich eine Konsolidierung des Lungengewebes,
Mikrothromben der alveoldren Kapillaren, hyaline Membranen und interstitielle
Lymphozyteninfiltrate [7]. Im weiteren Krankheitsverlauf zeigte sich aulerdem eine interstitielle
Fibrosierung durch Kollagenfaserablagerungen [7]. Die meisten der vorbeschriebenen
Verédnderungen sind jedoch nicht spezifisch fiir Covid-19, sie kommen auch im Rahmen anderer
viral bedingter Lungenschéden wie z.B. bei Influenza, MERS oder SARS vor [70]. Lediglich im
Falle der alveoldren Kapillarschadigung konnte bereits festgestellt werden, dass diese bei der Covid-
19 Erkrankung ausgepragter ist. Einer Studie zufolge ist die Ausbildung alveolarkapilléarer

Mikrothromben 9 mal haufiger bei Covid-19 Patienten als bei Influenza-Patienten [3].

13



3.5 Ziele der Arbeit

In Hinblick auf die bisherigen Erkenntnisse tuber das Vorkommen und die Rolle der TRPC6-Kanale

an verschiedenen physiologischen sowie pathophysiologischen Prozessen der Lunge, ist es von

Interesse die genaue Lokalisation der Kandle weiter aufzuklaren, um daraus auch mogliche Ansétze

fur zukiinftige Therapien in Bezug auf verschiedene Lungenerkrankungen gewinnen zu kdnnen. Die

bisherigen Erkenntnisse beruhen tiberwiegend auf molekulargenetischen Untersuchungen.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die TRPC6-Kandle immunhistochemisch im menschlichen

Lungengewebe nachzuweisen. Es ergeben sich folgende Fragestellungen:

>

Sind TRPC6-Kanédle mittels immunhistochemischer Farbung im menschlichen
Lungengewebe nachweisbar?

Innerhalb welcher Strukturen sind TRPC6-Kanale im humanen Lungengewebe
nachweisbar?

Liegt ein Unterschied in der Expression von TRPC6- Kanalen in gesundem Lungengewebe

im Vergleich zu Covid-19-Lungen vor?
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4. Material und Methodik

4.1 Korperspender

Die Proben wurden von Kdrperspendern des Anatomischen Instituts der Universitit des Saarlandes
entnommen. Insgesamt handelte es sich um 13 Kdorperspender, von denen 10 weiblich und 3
mannlich waren. Der Altersdurchschnitt lag bei rund 87 Jahren. Die Todesursache war in den
meisten Féllen Herz-Kreislauf-Versagen oder eine fortgeschrittene Tumorerkrankung. Zur
Konservierung waren alle Kdrperspender zuvor NEP-fixiert worden. Die durchgefiihrte Arbeit an
den Koperspendern wurde von der Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes unter der
Zulassungsnummer 163/20 genehmigt.

Die Korperspende ist fur die medizinische Wissenschaft von grofer Bedeutung. Indem sich
Menschen zu Lebzeiten fur eine Spende ihres Kdrpers nach dem Tod an einem anatomischen Institut
entscheiden, tragen sie nicht nur einen wesentlichen Teil zur Aus- und Weiterbildung von Arzten
bei, sondern ermdglichen damit auch die wissenschaftliche Forschung und Gewinnung neuer
medizinischer Erkenntnisse. Ein groler Dank gilt daher den Kdrperspendern sowie ihrer Familien
und Freunde. Es wurde allzeit auf einen wirdevollen und respektvollen Umgang mit den

Korperspendern geachtet.

4.2 Probengewinnung

Die Probengewinnung erfolgte primér Uber einen gefensterten Zwischenrippenraum auf Hohe der
flinften bis sechsten Rippe. Hierzu wurde ein Schnitt an der Oberkante der unteren Rippe entlang
des Rippenverlaufs gesetzt. AnschlieBend wurde stumpf mit den Fingern in die Tiefe prapariert und
so Binde- und Muskelgewebe von den Rippen abgehoben. Danach wurde die Interkostalmuskulatur
punktuell mit einer stumpfen Praparierschere getunnelt und im nachsten Schritt die Pleura parietalis
eroffnet. Es folgte das Tasten mit den Fingern, um ggf. Verwachsungen zu l6sen. Daraufhin wurde
mit Hilfe einer Rippenschere die obere Rippe medial und lateral in einem Abstand von 4-5cm
durchgeschnitten und konnte dann nach oben weggeklappt werden. Die er6ffnete Korperhohle
wurde durch Einsetzen zweier Wundhakenspreizer am medialen und lateralen Rand offengehalten.
Im néchsten Schritt konnte mit der eigentlichen Probenentnahme begonnen werden. Hierbei stellte
sich heraus, dass die Verwendung von zylindrischen Gewebestanzen fiir die Lunge nicht geeignet
ist, da das Gewebe zu weich ist und nicht gentigend Widerstand bietet. Daher erfolgte die Enthahme
mittels einer chirurgischen Schere. Die Schnittfiihrung verlief von der Pleura ausgehend senkrecht
in die Tiefe. Hierbei wurden von peripher nach zentral pyramidenférmig zulaufende Gewebeproben
mit einer viereckigen Grundflache herausgeschnitten. Die Grundflache der pyramidenférmigen

Gewebeprobe entsprach demnach zur eindeutigen Orientierung immer der Pleura.
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4.3 Externe Proben

Die Proben der vier Covid-19-Pneumonien wurden vom Institut fir allgemeine und spezielle
Pathologie der Universitat des Saarlandes bereitgestellt. Die Forschung an diesen Proben beruht auf
der Genehmigung der Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes unter der

Zulassungsnummer 130/21.

4.4 Materialien

Die nachfolgend tabellarisch aufgefiihrten Materialien wurden fur die Durchfiihrung der Arbeit von
der Probenentnahme, Uber die histologische Aufarbeitung bis hin zum Eindecken der Schnitte
bendtigt. Sie wurden unterteilt in Gerate, Chemikalien, Antikdrper und Verbrauchsmaterialien.

4.4.1 Gerate

Geréte/Instrumente Hersteller

Einbettautomat SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland

Vakuumpumpe Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

ParaffingieRer SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland

Kdihlplatte SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland

Mikrotom Ref.: RM2025, Heidelberg Instruments Mikrotechnik GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Wasserbad Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwedel, Deutschland

Wérmeplatte Kunz Instruments, Stockholm, Schweden

Warmeschrank Ref: 51014550; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

Lichtmikroskop Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Wundhakenspreizer unbekannt

Schere unbekannt

Kivette unbekannt

Vortex-Mixer Heathrow Scientific, Vernon Hills, Illinois, USA

Fotomikroskop Nikon Nikon Corporation, Tokio, Japan

ECLIPSE E200

Kihlanlage fur Koperspender Thalheimer Kiihlung GmbH & Co. KG, Ellwangen-Jagst,
Deutschland

Einkanalpipetten UHP VWR International, Radnor, Pennsylvania, USA

Tabelle 1: Verwendete Gerate
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4.4.2 Chemikalien

Chemikalien/Lésungen

Hersteller

Paraformaldehyd
PBS

2-Propanol (70, 80, 90 und
100%)

Methylbenzoat

Paraffin

Xylol

Héamatoxylin nach Ehrlich

Eosin (0,1%)

Eisessig

Citrat-Puffer (pH 6)
Aqua dest.

35% Wasserstoffperoxid
10% NGS Blockierlsung

ImmPACT (Biozol) DAB
EqV

Kaninchenserum

Kontrollpeptid (TRPC6
Blocking Peptid)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Ref.: 1105.1; Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Zentrales Chemikalienlager Universitét des Saarlandes,
Saarbriicken, Deutschland

Acros Organics B.V.B.A., New Jersey, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
VWR International, Fontenay-sous-Bois, Frankreich
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Zentrales Chemikalienlager Universitat des Saarlandes
(ZChL), Saarbriicken, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Abcam (ab93678)

unbekannt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Ref.: A10547; Life Technologies AG, Carlsbad, USA
Ref.: BLP-CC017; Alomone Labs, Jerusalem, Israel

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien/Ldsungen

4.4.3 Antikorper

Antikorper

Hersteller

Anti-TRPC6-Antikorper

HRP-Antikorper (goat serum)

Ref.: ACC017; Alomone Labs, Jerusalem, Israel
Ref.: A10547; Invitrogen AG, Carlsbad, USA

Tabelle 3: Verwendete Antikorper
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4.4.4 VVerbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Pipettenspitzen
Skalpelle
Einbettkassette

Einbettringe

Obijekttrager

Deckglaschen

Dako Pen

Reagiergefale
Eindeckmedium Roti HistoKit
Schere

Feuchte Kammer

Mikrotomklingen

Filterpapier

VWR International, Radnor, Pennsylvania, USA
C. Bruno Bayha GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Ref.: M512; Simport Scientific Inc., Saint-Mathieu-
de-Beloeil, Kanada

Ref: M460; Simport Scientific Inc., Saint-Mathieu-
de-Beloeil, Kanada

SuperFrost plus Langenbrick GmbH, Emmendingen,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Ref.: S200230-2; Agilent, Santa Clara, USA
Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

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

DB80, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Macherey-Nagel, Diren, Deutschland

Tabelle 4: Verwendete Verbrauchsmaterialien

4.5 Histologische Aufarbeitung

4.5.1 Fixierung

Nach der Entnahme wurden die Proben umgehend in Probenréhrchen mit Formalin gegeben. Dort
verblieben sie fur etwa 24 Stunden. Dieser Schritt dient der Fixierung des Gewebes. Mittels
Formalinldsung werden die Proteine denaturiert und somit Verdnderungen der Gewebeproben durch
metabolische Prozesse wie Faulnisvorgange verhindert. Aulerdem fiihrt die Fixierung zu einer

Verhdartung des Gewebes, was wichtig fir das Gelingen des spateren Schneidevorgangs ist [65].

Nach 24 Stunden folgte das Auswaschen der Formalinlésung, indem die Proben in PBS-Puffer
Uberfuhrt wurden. In dieser Losung konnten die Proben bis zur Durchfiihrung des néchsten Schrittes

gelagert werden.
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4.5.2 Vakuumpumpe

Um den Schneideprozess zu optimieren wurden die Proben vor dem Einbetten eine Stunde in einem
Vakuumschrank aufbewahrt. Mit Hilfe der Vakuumpumpe konnten Lufteinschliisse aus dem

Lungengewebe entfernt werden.

45.3 Einbetten

Um feinste Schnitte der Gewebeproben anfertigen zu kdénnen, mussten diese zundchst in Paraffin
eingebettet werden. Da Paraffin hydrophob ist, war es nétig, die Proben eingangs zu entwéssern.
Die Entwésserung erfolgte mittels einer in der Konzentration aufsteigenden Alkoholreihe
(Isopropanol 70%, 80%, 90%), wobei die Proben in jeder Losung fur mehrere Stunden verblieben.
AnschlieBend wurden die Proben in Xylol als Zwischenmedium Uberfihrt, um zum einen das
alkoholische Losungsmittel auszuwaschen und zum anderen die Infiltration mit Paraffin zu
ermdglichen [54]. Zum eigentlichen Einbetten wurden die Gewebeproben in Einbettformchen mit

heilRem Paraffin tibergossen und auf einer Kélteplatte zum Ausharten gebracht.

45.4 Schneiden

Mithilfe eines Mikrotoms wurden Schnitte von 5 um Dicke angefertigt. Die Paraffinbléckchen
wurden zuvor im Kihlschrank gelagert, um ein besseres Schneiden zu ermdglichen. Der
Schneidevorgang erfolgte komplett manuell. Zunéchst wurde ein Paraffinblockchen in das
Mikrotom eingespannt. Durch Drehen an einer seitlich angebrachten Kurbel, bewegte sich das
Bldckchen in vertikaler Richtung. Nun wurde das eingespannte Bldckchen in der horizontalen
Ebene immer weiter auf die Klinge am Mikrotomtisch zubewegt. Anhand eines ebenfalls seitlich
angebrachten R&dchens erfolgte die Feinjustierung auf die gewinschte Dicke von 5 pm. Vom
Mikrotomtisch wurden die Schnitte vorsichtig mit einem feinen, angefeuchteten Pinsel
aufgenommen und in ein warmes Wasserbad mit destilliertem Wasser (Temperatur: 36°C)
Uberfuhrt. Dort glatteten sich die Schnitte und konnten bereits auf Risse tUberprift und selektiert
werden. Im Anschluss konnten die unbeschadigten Schnitte auf einen silanisierten Objekttrédger
gebracht werden. Dazu wurde der Objekttréger leicht schrdg in das Wasserbad eingetaucht und bis
zur Kante des Schnittes herangeflhrt, wodurch dieser sich der Oberflache des Objekttrégers
anschmiegte und dem Wasserbad entnommen werden konnte. AnschlieRend erfolgte das Trocknen

auf einer Warmeplatte (Temperatur: 32°) und die Lagerung Gber Nacht im Warmeschrank.
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455 Farben

Zur Darstellung der unterschiedlichen Gewebeelemente wurden 2 verschiedene Farbungen
angewandt, zum einen die herkdmmliche Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) und zum
anderen die immunhistochemische Diaminobenzidin-Féarbung (DAB-Farbung).

4.5.5.1 HE-Farbung

Mit der HE-Farbung kommen die Zellkerne sowie Zytoplasmaanteile, welche viel
endoplasmatisches Retikulum enthalten, blau-violett zur Darstellung, wohingegen andere

Zytoplasmaanteile und bindegewebige extrazellulare Bestandteile rot gefarbt werden [65].

Gefarbt wurde anhand eines festen Schemas, welches bereits in unserem Labor etabliert war.

Entparaffinieren Xylol 5 min
Xylol 5 min
Xylol 5 min
100% 2-Propanol 5 min
100% 2-Propanol 5 min
90% 2-Propanol 5 min
80% 2-Propanol 5 min
Hamatoxylin-Farbung Hamatoxylin nach Ehrlich 8 min
Spulen Destilliertes Wasser 5 x Eintauchen
Blauen Leitungswasser 12 min
Spulen Destilliertes Wasser 0,5 min
Eosin-Farbung Eosin (0,1%) 2,5 min
Entwassern 90% 2-Propanol individuell
100% 2-Propanol 5 min
100% 2-Propanol 5 min
Xylol 5 min
Xylol 5 min
Xylol 5 min

Tabelle 5.: Ablauf der HE-Féarbung

Vor Gebrauch wurden das Hadmatoxylin nach Ehrlich und das 0,1%ige Eosin gefiltert. Auf3erdem
wurden dem Eosin vor Benutzung 2 Tropfen Essigsaure hinzugefiigt, was dem ,,Scharfen* der

Farbung dienen soll [54].

Der erste Schritt der HE-Farbung fand unter dem Abzug statt. Hier war eine Reihe Kivetten mit den

verschiedenen Losungen vorbereitet. In diese wurden jeweils 10 Objekttrager in einer speziellen
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Halterung nacheinander Gberfuihrt. Zunéchst durchliefen die Proben dreimal hintereinander fir
jeweils 5 min eine mit Xylol geflllte Kivette. Im Anschluss wurden sie nacheinander in zweimal
100% Propanol, 90% Propanol und 80% Propanol fur ebenfalls je 5 min gegeben. Damit waren die

Proben nun entparaffiniert und bereit fir den néchsten Férbeschritt.

Hierfur wurden auf einer Arbeitsplatte wiederum das zuvor gefilterte Himatoxylin und das ebenfalls
gefilterte und mit 2 Tropfen Eisessig versehene Eosin in einer Kiivette mit Glasdeckel bereitgestellt,
ebenso wie eine Kivette mit destilliertem Wasser und eine mit Leitungswasser. Vom 80%igen
Propanol wurden die Objekttrager nun direkt ins Hamatoxylin uberfiihrt. Hier verblieben sie fir 8
Minuten. AnschlieRend wurde die Objekttragerhalterung 4- bis 5-mal in destilliertes Wasser
getunkt, bis die Uberschissige Farbe entfernt war. Als néchstes erfolgte das Blduen in
Leitungswasser. Hierfir wurde die entsprechende Kuvette in ein Waschbecken direkt unter dem
Wasserhahn gestellt und so platziert, dass ein leichter Wasserstrahl in einer Ecke der Kiivette auftraf.
So konnte ein kontinuierlicher Fluss gewahrleistet werden, ohne dabei die Schnitte durch zu starken
Druck vom Obijekttrager abzuldsen. Daraufhin wurden die Objekttrager wiederum fiir 30 Sekunden

in destilliertem Wasser gespult und anschlieBend fir 2,5 Minuten in das 0,1%ige Eosin getaucht.

Die letzten Schritte fanden wieder unter dem Abzug statt. Zum Entwassern wurden die Objekttrager
zundchst so lange in 90%iges Propanol eingetunkt, bis die gewiinschte Rotfarbung erreicht war.
Danach durchliefen sie in umgekehrter Reihenfolge erst zweimal 100% Propanol und dann dreimal
Xylol wieder fur jeweils 5 min. Die Zeiten wurden wahrend des gesamten Férbeprozesses mittels

Stoppuhr genauestens (berwacht.

Nach dem Farbevorgang erfolgte das Eindecken. Hierzu wurde ein Einschlussmittel mithilfe einer
Pipette auf den Obijekttrager gegeben und anschlielend ein Deckgléschen aufgebracht. Zur
Vermeidung einer Luftblasenbildung war es wichtig, das Deckglaschen mit einer Kante zuerst auf
dem Objekttrager aufzusetzen und es dann mithilfe einer feinen Nadel langsam tber dem Schnitt

abzusenken.

4.5.5.2 Immunhistochemische Farbung

Im Allgemeinen dient die immunhistochemische Fé&rbemethode dem Nachweis bestimmter
Gewebsantigene. Das Prinzip beruht auf der Bindung eines Antikdrpers an ein gewlinschtes
Antigen, wodurch eine zumeist enzymatisch vermittelte Farbreaktion ausgeldst wird, welche
letztlich das nachzuweisende Antigen sichtbar macht. Unterschieden werden die direkte von der
indirekten Technik. Bei der direkten Technik, vermittelt bereits ein an den Primarantikdrper
gebundener Marker die enzymatische Farbreaktion. Bei der indirekten Technik bindet zunédchst der
Primarantikdrper spezifisch an das Antigen. Es folgt ein weiterer Schritt, indem ein markierter

Sekundarantikorper wiederrum an das Fc-Fragment des Primérantikorpers bindet und somit die
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Farbreaktion auslost. Ein Vorteil der indirekten Methode besteht darin, dass durch die Mdglichkeit
der Bindung mehrerer Sekundérantikdrper an einen Priméarantikdrper ein starkeres Signal

hervorgerufen werden kann [54].

Zur Erzeugung des Farbsignals wird ein Markersystem an den Primar- bzw. Sekundarantikorper
gekoppelt. Dies besteht meist aus einem Enzym, wie der sog. Meerrettichperoxidase (horseradish
peroxidase = HRP), welche auch in diesem Fall verwendet wurde. Das Enzym setzt ein bestimmtes
Substrat um, wodurch eine Farbreaktion eintritt. Bei dem hier verwendeten Substrat handelt es sich
um Diaminobenzidin (DAB), welches eine Braunfarbung des untersuchten Antigens hervorruft.

. Sekundéarantikdrper .

Primarantikorper Priméarantikorper

OMarker

{)Antigen

Abbildung 4: Direkte und indirekte IHC-Technik
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455.2.1 Ablaufder IHC

Auch die immunhistochemische Féarbung erfolgte nach einem bereits in unserem Labor etablierten,
festen Schema (siehe Tab. 6). Der Farbevorgang liel? sich in 2 Abschnitte unterteilen, welche an
zwei aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrt wurden. Wie bei der HE-Farbung konnten pro
Farbevorgang insgesamt 10 Objekttrager gefarbt werden. Bei 9 der 10 Objekttrager handelte es sich
um Positivkontrollen, wahrend ein Objekttrager als Negativkontrolle diente.

Als Vorbereitung fur den ersten Tag wurde eine Citratpufferlosung frisch angesetzt. Hierzu wurden
247,5 ml destilliertes Wasser mit 2,5 ml Citratpuffer versetzt. Anschlieend wurde die angesetzte

Losung in einer Kivette mit Deckel im Wéarmeschrank auf 95 °C vorgewarmt.

Im ersten Schritt erfolgte das Entparaffinieren. Dieser Schritt lief &hnlich dem
Entparaffinierungsvorgang der HE-Farbung ab. Auch hier durchliefen die Gewebeproben zunéchst
dreimal in Folge fiir jeweils 5 Minuten eine Kuvette mit Xylol. Im Anschluss daran folgten jeweils
zwei Kivetten mit 100% 2-Propanol und jeweils eine Kivette mit 90%- und 80% 2-Propranol fir
je 5 Minuten. Zusétzlich wurde in diesem Fall eine Kuvette mit 70% 2-Propanol und eine Kuvette
mit destilliertem Wasser fir ebenso je 5 Minuten durchlaufen.

Als néchstes fand die Antigen-Demaskierung statt. Dieser Schritt ist notwendig, da es wahrend der
Fixierung durch die Denaturierung der Proteine zu strukturellen Veranderungen kommen kann,
welche das gesuchte Antigen maskieren [32]. Die Losung der entstandenen Proteinverbindungen
gelang mittels Hitze. Hierflr wurden die Proben in eine Kilvette mit dem zuvor frisch angesetzten
Citratpuffer gegeben und dann fiir eine Stunde bei 95°C im Warmeschrank aufbewahrt. Nach Ablauf
der 60 Minuten konnten die Proben fir 30 Minuten bei Raumtemperatur abkihlen. Im Anschluss
wurden sie eine Minute mit PBS gewaschen. Daraufhin wurden die Objekttréger einzeln aus der
Kivette genommen und die Gewebsschnitte grof3ziigig mit einem Fettstift umrandet. Dadurch
konnte sichergestellt werden, dass die spéter auf den Schnitt pipettierten Lésungen nicht vom

Objekttrager laufen, sondern auf dem Schnitt verbleiben.

Bevor sich der nachste Schritt, das Blockieren, anschliefen konnte, musste zuvor eine
Feuchtkammer vorbereitet werden. Hierzu fanden spezielle Boxen mit Deckel und Einkerbungen
zur Platzierung von 10 Objekttragern Verwendung. In diese wurden mit Leitungswasser befeuchtete
Papiertticher gelegt. Zum Blockieren wurde fertig angesetztes 10%iges Normal Goat Serum (NGS)
in PBS verwendet. Es dient der Vermeidung unspezifischer Bindungen des Antikorpers an das
Gewebe. Auf jeden Objekttrédger wurden ca. 70 pl NGS-L6sung pipettiert. Anschliellend verblieben
die Objekttrager fir eine Stunde in der geschlossenen Feuchtkammer, um eine Austrocknung

wéhrend des Inkubationsvorgangs zu vermeiden.

Nachdem die Schnitte eine Stunde mit der Blockierungsldsung inkubiert wurden, schloss sich die

Farbung mit dem Primé&rantikdrper an. Dieser ist ein aus Kaninchen gewonnener Antikorper, der
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spezifisch an TRPC6-Kandle bindet. Vorbereitend wurde zum einen Anti-TRPC6 mit NGS in einer
Verdinnung von 1:100 angesetzt. Hierflr wurde der im Gefrierfach gelagerte und im Verhaltnis
1:50 vorverdiinnte TRPC6-Antikorper mit derselben Menge NGS versetzt, um eine 1:100 verdlnnte
fertige Antikdrperldsung zu erhalten. Zum anderen wurde fur die Negativkontrolle Kaninchenserum
mit einer Verdunnung von 1:500 vorbereitet. Dazu wurde eine ebenfalls im Gefrierschrank gelagerte
Stocklésung mit der 499-fachen Menge PBS versetzt. Beide Losungen wurden anschlieend fir ein

paar Sekunden im Vortexer vermischt.

Rechenbeispiel:

Anti-TRPCS:
700 ul NGS
700 pl Anti-TRPC6 1400 ul Anti-TRPC6
1:50 1:100

Abbildung 5: Rechenbeispiel zur Verdinnung von Anti-TRPC6

Kaninchenserum:

24.950 pl PBS

50 pl Kaninchenserum 25 ml Kaninchenserum 1:500

Abbildung 6: Rechenbeispiel zur Verdiinnung des Kaninchenserums
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Pro Schnitt stand somit eine Menge von ca. 70 pl Anti-TRPC6 zu Verfugung. Die Menge des
angefertigten Kaninchenserums reichte flir mehrere Farbevorgange und konnte bis zu zwei Monate

im Kuhlschrank gelagert werden.

Die zuvor in der Feuchtkammer inkubierten Schnitte wurden nacheinander herausgenommen und
die Blockierungsldsung auf ein sauberes Tuch abgeklopft. Im n&chsten Schritt konnte dann die
Primérantikorperlosung auf die Schnitte pipettiert werden. Dabei wurden pro Farbedurchgang
jeweils 9 Schnitte mit Anti-TRPC6 als Positivkontrolle und 1 Schnitt als Negativkontrolle mit
Kaninchenserum inkubiert. Die Schnitte verblieben nun ber Nacht bei Raumtemperatur in der
Feuchtkammer.

Der nachste Farbetag begann mit der Peroxidase-Inaktivierung. Diese ist notwendig, da im
untersuchten Gewebe natiirlicherweise Peroxidasen vorkommen, welche ein falsch positives
Ergebnis hervorrufen kénnten. Denn die endogenen Peroxidasen kénnen ebenso wie die verwendete
horseradish peroxidase zu einer Umsetzung des Chromogens DAB filhren. Um dies also zu
verhindern, wurde 3%iges Wasserstoffperoxid verwendet [6], welches zuvor frisch angesetzt wurde.
Zunéchst musste die Primarantikérperlosung von den Schnitten abgeklopft werden. Dann wurden
die Objekttrager zweimal in Folge fir je zwei Minuten in eine Kuvette mit PBS Uberflhrt. Im
Anschluss wurden die Objekttrdger wieder in die Feuchtkammer gelegt und das 3%ige
Wasserstoffperoxid direkt auf den Schnitt pipettiert. Nach 10 Minuten konnte das
Wasserstoffperoxid vom Schnitt geklopft werden und es erfolgte ein erneutes Waschen in PBS flr

zweimal zwei Minuten.

Einen weiteren wichtigen Baustein der IHC-Farbung stellt die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper dar. Bei diesem handelte es sich um einen aus Ziegen gewonnenen Antikorper,
welcher spezifisch an den Priméarantikorper bindet und an den eine Meerrettichperoxidase gekoppelt
ist, welche die Farbreaktion katalysiert. Der Sekundarantikdrper wurde in einer Verdinnung von
1:500 verwendet. Diese wurde in zwei Verdunnungsschritten erreicht. Im ersten Schritt wurden 20
pl des Sekundarantikorpers mit 980 pl NGS vermischt, sodass eine 1:50 Verdiinnung entstand. Im
zweiten Schritt wurden 100 pl des 1:50 verdiinnten Sekundérantikdrpers 10fach weiterverdiinnt,
indem 900 pl NGS zugegeben wurden. Das Ergebnis war 1 ml des Sekundarantikdrpers in einer

Verdiinnung von 1:500.
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980 pl NGS

20 pl Sekundarantikdrper 1 ml SekundarantikGrper 1:50

900 pl NGS

100 pl Sekundarantikérper 1:50 1 ml Sekundérantikdrper 1:500

Abbildung 7: Rechenbeispiel zur Verdlinnung des Sekundarantikorpers

Die Sekundarantikdrperlosung konnte dann auf alle zehn Schnitte in der Feuchtkammer pipettiert
werden und verblieb fur eine Stunde. Daraufhin wurde die Losung wiederrum von den Schnitten
geklopft und es erfolgte ein vollstandiges Abwaschen des (berschiissigen Sekundarantikdrpers in

PBS fir zweimal zwei Minuten.

Unmittelbar folgend schloss sich die DAB-Farbung an. Da DAB aufgrund seiner Kanzerogenitat als
Gefahrstoff einzuordnen ist, galten bei diesem Arbeitsschritt besondere Vorsichtsmanahmen wie
z.B. das Tragen spezieller Chemikalienschutzhandschuhe und das sichere Entsorgen als
Sonderabfall. Genutzt wurde eine DAB-L6sung der Firma Biozol, welche aus zwei einzelnen
Reagenzien bestand, die, im gleichen Volumen zusammengefihrt, ihre eigentliche Wirkweise
entfalteten. Da ca. 700 pul DAB-LGsung benétigt wurden, wurden 350 pl von Reagenz 1 mit 350 pl
von Reagenz 2 in einem Eppendorfgefdl? zusammengefiihrt. Anschlieend wurde unter einem
Lichtmikroskop ca. 70 pl DAB-L6sung direkt auf den Schnitt pipettiert und eine Stoppuhr gestartet.
Aufgrund der Umsetzung des DAB durch die an den Sekundarantikérper gekoppelte Peroxidase
kam es langsam zur immer deutlicheren Braunfarbung, welche unter dem Mikroskop bewertet
werden konnte. Die Dauer der Inkubation mit dem DAB musste fir alle Schnitte identisch sein. Sie
betrug in diesem Fall 10 Minuten. Um die Reaktion zu stoppen, wurden die Proben in eine Kiivette
mit PBS getaucht.

Als letzter Schritt erfolgte die Gegenfarbung. Sie dient der generellen Sichtbarmachung der
Gewebsstrukturen. Hierzu wurden die Proben zuerst fir eine Minute in eine Kivette mit
destilliertem Wasser gestellt und anschlieBend kurz in Hdmatoxylin nach Ehrlich getaucht. Dann
folgte ein vier- bis fiinfmaliges Dippen in destilliertes Wasser sowie das Blauen in Leitungswasser

fur 4 Minuten. Zuletzt wurden die Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe von 70%-, 80%,
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90%- und 100%-Propanol sowie Xylol firr je 5 Minuten entwassert. Hierbei wurde 100%-Propanol

zweimal, Xylol dreimal aufeinanderfolgend durchlaufen.

Am Ende wurden die Proben, wie bereits bei der HE-Farbung erldutert, eingedeckt.
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Entparaffinieren Xylol 5min
Xylol 5 min
Xylol 5min
100% 2-Propanol 5 min
100% 2-Propanol 5min
90% 2-Propanol 5 min
80% 2-Propanol 5 min
70% 2-Propanol 5 min
Destilliertes Wasser 5 min
Demaskierung Citratpuffer (95°C) 60 min
Citratpuffer (RT) 30 min
PBS 1 min
Blockierung 10% NGS in PBS 60 min
Primarantikdrper
Anti-TRPC6 Kaninchenserum
(1:100) (1:500)
+ 24 h
Peroxidase-Inaktivierung PBS 2 min
PBS 2 min
3% H20: 10 min
PBS 2 min
PBS 2 min
Sekundarantikorper
HRP-Antikorper HRP-Antikorper
(1:500) (1:500)
+ 60 min
Waschen PBS 2 min
PBS 2 min
DAB-Féarbung
A DAB-L0Osung DAB-L0Osung
+ ca. 10 min
Stoppen der Reaktion PBS
Gegenfarbung Destilliertes Wasser 1 min
Hamatoxylin 1s
Leitungswasser 4 min
Entwassern 70% 2-Propanol 5 min
80% 2-Propanol 5 min
90% 2-Propanol 5 min
100% 2-Propanol 5 min
100% 2-Propanol 5 min
Xylol 5 min
Xylol 5 min
Xylol 5 min

Tabelle 6: Ablauf der immunhistochemischen DAB-Farbung
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4.6 Peptidkontrolle

Die Peptidkontrolle dient der Qualitatssicherung des Antikorpers. Sie stellt sicher, dass der
verwendete Antikorper spezifisch an das gesuchte Antigen, den TRPC6-Kanal, bindet. Das Prinzip
beruht darauf, dass ein speziell angefertigtes Peptid, welches dem gesuchten Antigen, dem TRPC6-
Kanal, entspricht, den verwendeten Antikdrper bindet und somit blockiert, wodurch bei der IHC-

Farbung ein geringeres Signal als bei der Positivkontrolle entsteht.
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Anti-TRPC6 bindet an
Gewebsantigene

»

_—

Anti-TRPC6 Gewebeprobe mit Antigenen

w A
Y U

Anti-TRPC6 mit
Kontrollpeptid

Gewebeprobe mit Antigenen

N

blockierter Anti-TRPC6 bindet
nicht an Gewebsantigene

Abbildung 8: Peptidkontrolle schematisch

Zur Durchfuhrung der Peptidkontrolle wurde eine Probe aus einer Farbereihe ausgewéhlt, welche
zuvor ein eindeutig positives Ergebnis erzeugt hat. Das eindeutig positive Ergebnis konnte dann am
Ende mit dem Ergebnis der Peptidkontrolle verglichen werden. Die Vorbereitung fand einen Tag
vor der eigentlichen IHC-Férbung statt. Von dem im Gefrierfach bei -20°C gelagerten, pulverigen
Kontrollpeptid wurden 40 pg in einem Eppendorfgefa mit 20ul PBS aufgeldst. Die Probe wurde
vorsichtig geschwenkt, bis alle Peptidkristalle aufgeldst waren. Zusatzlich wurde eine
Antikorperlosung mit der gleichen Verdiinnung (1:100) wie bei den anderen Farbevorgéngen zuvor
hergestellt. Anschliefend wurde gerade so viel von der Antikorperldsung zu der Lésung mit dem
Kontrollpeptid gegeben, dass ein Volumen entstand, das genau fur einen Schnitt ausreichte. Die
fertige Losung wurde dber Nacht im Kihlschrank aufbewahrt. Die IHC-Farbung lief, wie im
vorherigen Kapitel beschrieben, ab. Es wurde lediglich beim Schritt der Inkubation mit dem
Primarantikorper anstelle der Anti-TRPC6-L6sung die einen Tag zuvor angesetzte Kontrollldsung

auf den Schnitt pipettiert.
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4.7 Auswertung

4.7.1 Allgemeines zur Auswertung

Die Auswertung der Praparate erfolgte eigenstandig in systematischer Weise. Zur Kontrolle der
Ergebnisse wurden die Praparate stichprobenartig durch eine auf dem Gebiet der Histologie erfahrene
Person begutachtet und die Ergebnisse bestétigt.

In die Auswertung der gesunden Lungenproben gingen insgesamt 20 Préparate von 12 verschiedenen
Korperspendern mit ein. Entsprechend eines Kreuzschemas wurden von zwei Korperspendern alle
finf Lungenlappen mittels IHC gefarbt. Zusatzlich wurde der rechte Mittellappen bei allen 12

Korperspendern vergleichend untersucht.

Seite/ | links links rechts rechts rechts
appen

Spender

V|| B|W N~

==
= O

Tabelle 7: Ubersicht der ausgewahlten Lungenproben der Kérperspender
Die braun markierten Felder zeigen die Proben an, welche zur IHC verwendet wurden.

Abkirzungen: OL = Oberlappen, UL = Unterlappen, ML = Mittellappen

Die Auswertung der Covid-19-Proben umfasste insgesamt 11 Proben von 4 verschiedenen
Verstorbenen mit Covid-19-Pneumonie. Hierbei wurde jeweils von allen 4 Verstorbenen der rechte
Unterlappen untersucht, sowie jeweils vereinzelt mindestens eine weitere Probe eines anderen

Lungenlappen. Von Covid-Probe Nr. 4 gab es 2 verschiedene Schnitte des rechten Unterlappens.
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Lappen

Covid-Probe
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Tabelle 8: Ubersicht der Proben der Covid-19-Pneumonien

Die braun markierten Felder zeigen die Proben an, welche zur IHC verwendet wurden. In diesem
Falle entsprechen die Proben, an welchen die IHC Farbung durchgefihrt wurde, allen
vorhandenen Proben.

Abkilirzungen: OL = Oberlappen, UL = Unterlappen, ML = Mittellappen

Die in dieser Arbeit enthaltenen Bilder wurden mithilfe eines Fotomikroskops aufgenommen und

zeigen reprasentative Praparatausschnitte.

4.7.2 Auswertungsschema

Bei der Auswertung der Proben ging es um die Auspragung der Farbung. Eine Braunfarbung
bedeutete das Vorhandensein von TRPC6, wohingegen keine Braunfarbung das
Nichtvorhandensein von TRPC6 anzeigte. AuBerdem wurde die Intensitét der Braunfarbung
beurteilt und in unterschiedliche Abstufungen eingeteilt. Die Beurteilung der Farbintensitat ist
folgender Tabelle zu entnehmen:

BEWERTUNG INTENSITAT DER BRAUNFARBUNG
0 nicht positiv = keine Braunfirbung
&) wahrscheinlich positiv = angedeutete Braunfarbung
+ positiv = helle Braunfirbung
++ stark positiv = kréftige Braunfarbung

Tabelle 9: Auswertungsschema
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Abbildung 9: Auswertungsprotokoll



Es wurden verschiedene Anteile des Lungengewebes im gesamten Schnitt beurteilt. Zum einen
wurde die Pleura und das subpleurale Bindegewebe auf das VVorhandensein von TRPC6 untersucht.
Zum anderen wurden kleine GeféaRRe beurteilt. Hierbei wurde nochmals separat das GefélRendothel
von der Gefalmedia unterschieden. Bei den Covid-Proben wurde zudem die Adventitia mitbeurteilt.
Auch der GefaRinhalt wurde betrachtet. Dartber hinaus von groRer Bedeutung war die
Untersuchung der Alveolarsepten mit Pneumozyten Typ 1 und 2 sowie den Alveolarmakrophagen.
Aulerdem flossen die Bronchiolen und Bronchien mit in die Auswertung, wobei letztere in den

gesunden Lungenproben nicht mit angeschnitten waren.
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5. Ergebnisse

5.1 Ergebnis der Peptidkontrolle

Die Peptidkontrolle konnte die Spezifitit des TRPC6-Antikorpers bestétigen. Sowohl die
Alveolarsepten mit den Typ 1 und Typ 2 Pneumozyten als auch die Gefalie und Bronchiolen zeigen
in der Positivkontrolle eine starke Braunfarbung [++]. In der Peptidkontrolle ist die Braunfarbung
jedoch deutlich schwécher [+] bis fraglich [(+)] ausgepragt. Die Negativkontrolle zeigt lediglich

eine schwache blduliche Farbung [0] entsprechend dem Nichtvorhandensein von TRPCS.

Abbildung 10: Positivkontrolle

Starke Braunfarbung [++] des Bronchiolus (oben links), des GefaRes (rechte Bildmitte) sowie der
Alveolen.
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Abbildung 11: Peptidkontrolle
Schwache Braunfarbung [+] des Bronchiolus (oben links), des Geféales (rechte Bildmitte)
sowie der Alveolen.

Abbildung 12: Negativkontrolle
Keine Braunfarbung [0] des Bronchiolus (oben links), des Gefal3es (rechte Bildmitte) sowie

der Alveolen.



5.2 Ergebnisse der gesunden Lungenproben

5.2.1 Pleura und subpleurales Bindegewebe

Die Pleura und das subpleurale Bindegewebe zeigten sich von allen untersuchten Gewebsstrukturen
beziglich ihrer Anfarbung am variabelsten. In genau der Halfte der Proben war keine Braunfarbung
ersichtlich. In 20% der Falle war die Pleura fraglich positiv, in 30% der Falle eindeutig positiv.

Abbildung 13 zeigt beispielhaft einen Pleuraabschnitt mit eindeutigem Nachweis von TRPCB.

Abbildung 13: Pleura pulmonalis und subpleurales Bindegewebe in IHC-Farbung

20x Vergrolerung
Die Pleura pulmonalis (schwarzer Pfeil) zeigt sich hier eindeutig braun gefarbt. Das subpleurale
Bindegewebe erscheint etwas schwécher braun gefarbt.
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Abbildung 14: Pleura pulmonalis und subpleurales Bindegewebe mit Ablagerungen von
anthrakotischem Pigment (roter Pfeil) in IHC-Féarbung, 20x Vergréfierung

Die Pleura pulmonalis hier mit starker Braunfarbung.

5.2.2 Gefale

Bei der Betrachtung der GefaRe wurde zwischen GefélRendothel, GefdBmedia und GefaRinhalt
unterschieden. Hier stellte sich heraus, dass das GeféRendothel in der Halfte der Félle kein TRPC6
nachwies. Die GefaBmedia war hingegen in allen mittels IHC geférbten Proben positiv bis sogar
stark positiv fur TRPC6. Ebenso wies auch der GefaRinhalt durchgehend eine eindeutige
Braunfarbung auf. Auf Seite 38 zeigen die Abbildungen 15 und 16 eine Gegenuberstellung eines
Geféles und eines begleitenden Bronchiolus sowohl in der IHC-Féarbung als auch in der
Negativkontrolle.
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Abbildung 15: GefaR (links) und begleitender Bronchiolus (rechts) in der IHC-Féarbung

4x Vergrofierung

Abbildung 16: GefaR (links) und begleitender Bronchiolus (rechts) in der Negativkontrolle

4x Vergrofierung
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Abbildung 17: Anschnitt der GefaBwand (links) und des begleitenden Bronchiolus (rechts) in der
IHC-Férbung, 10x Vergrofierung

Der diinne schwarze Pfeil deutet auf das braun geférbte Geféllendothel. Darunter liegend findet
sich die ebenfalls kréaftig angefarbte Media (dicke Pfeilspitze). Mittig im Bild findet sich ein
weiteres kleineres GefaR mit teils negativ (blauer Pfeil) und teils positiv (roter Pfeil) angefarbten
Endothel. Der GefaRinhalt erscheint hier schwach positiv.

Abbildung 18: Gefal? in IHC-Farbung, 20x VergrdfRerung
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5.2.3 Bronchioli

Der Nachweis von TRPC6 war in allen Proben positiv. Sowohl das Flimmerepithel als auch die
Schicht aus glatter Muskulatur zeigten eine eindeutige Braunfarbung im Vergleich zur
Negativkontrolle (siehe auch Abbildung 15-17). Beim Flimmerepithel erkennt man die intensive
Braunfarbung v.a. im apikalen Anteil, wéhrend der basale Teil zundchst blau erscheint. Bei
genauerer Betrachtung erkennt man jedoch auch im basalen Bereich des Flimmerepithels um die
blau gefarbten Zellkerne herum eine Braunfarbung (siehe Abbildung 20).

Abbildung 19: Bronchiolus mit teils abgeldstem Flimmerepithel in IHC-Farbung

10x VergroRerung
Der Pfeil deutet auf das braungefarbte Flimmerepithel. Rundherum erkennt man die ebenso

deutlich braungeférbten glatten Muskelzellen und peribronchiol&ren Fasern.
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Abbildung 20: Anschnitt eines Bronchiolus mit Flimmerepithel in IHC-Féarbung
40x VergroRerung

Intensive Braunfarbung des apikalen Anteils des Flimmerepithels (Pfeil), aber auch bei genauerer
Betrachtung des basalen Anteils
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5.2.4 Alveolen

Die einzelnen Alveolen werden durch die Alveolarsepten voneinander getrennt. Sie enthalten die
Typ 1 und Typ 2 Pneumozyten. Fur die Typ 1 Pneumozyten konnte in 65% der Proben ein sicher
positives Ergebnis detektiert werden. Z&hlt man auch die wahrscheinlich positiv gefarbten Proben
hinzu, waren es 75%. Die Typ 2 Pneumozyten waren in 70% der Proben sicher positiv geférbt, unter
Hinzunahme der wahrscheinlich positiv gefarbten Proben wéren es sogar 90%.

Abbildung 21: Alveolen und Blutkapillaren in IHC-Féarbung, 20x VergréfRerung
Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 in den Alveolarsepten und Kapillaren der
Interalveolarsepten (Pfeilspitze)
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Abbildung 22: Alveolen mit Typ 1 und Typ 2 Pneumozyten in IHC-Farbung, 40x VergroRerung
Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 in Typ 1(roter Pfeil) und Typ 2 (schwarzer Pfeil)

Pneumozyten. Zudem zeigt sich ein kleiner Alveolarmakrophage (gelber Pfeil).

Abbildung 23: Gegentiberstellung von Positiv-(A) und Negativkontrolle (B) eines Bronchiolus

respiratorius mit Ubergang tber den Ductus alveolaris in die Alveolen, 4x VergroRerung
1=Bronchiolus respiratorius, 2=Ductus alveolaris, 3=Alveole
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5.2.5 Gesamtauswertung der gesunden Lungenproben

In die Gesamtauswertung gingen alle 20 Lungenproben ein, die der immunhistochemischen Farbung

unterzogen worden sind. Die Ergebnisse des in Kapitel 4.7.3. aufgeftihrten Auswertungsprotokolls,

welches fir jede der Proben angewandt wurde, wurden in folgende Grafik tbernommen.

Auswertung der gesunden Lungenproben
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Abbildung 24: Gesamtauswertung aller gesunden Lungenproben in absoluten Zahlen
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5.2.6 Auswertung des rechten Mittellappens aller Kérperspender

Zur vergleichenden Betrachtung des gleichen Lungenlappens an allen Kdrperspendern wurde der

rechte Mittellappen ausgewéhlt. Bei der Auswertung zeigt sich ein sehr &hnliches Verteilungsmuster

wie in der Gesamtauswertung. Die Ergebnisse stimmen also weitestgehend tiberein.

Auswertung des rechten Mittellappens aller

Kérperspender

10

9

8

7

6

5

4

3

2

1 1 I I

0

AN !
L & & NG X & &@ Q\’ 3
Q\Q/ \Q,(" S ((\Q/ & ‘(\\O ) )
@ o S0 i & < KN K\
» SF 0 & & @ o v
° e & © ¢ & N N
& © ¥ < ¥
negativ wahrscheinlich positiv positiv. W stark positiv

Abbildung 25: Isolierte Auswertung des rechten Mittellappens an allen Kdrperspendern
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5.2.7 Auswertung aller Lungenlappen an jeweils 2 verschiedenen Koérperspendern

Beim Vergleich beider Korperspender fallt auf, dass bei Korperspender 12 (siehe Abbildung 27)
alle Strukturen haufiger positiv bis stark positiv flir TRPC6 waren als bei Korperspender 4. Somit
erscheint der TRPC6-Nachweis in den jeweiligen Strukturen bei diesem Korperspender eindeutiger.
Bei Korperspender 4 (siehe Abbildung 26) zeigte sich v.a. die Pleura und das subpleurale
Bindegewebe deutlich haufiger negativ. Auch im Bereich der Alveolen ist der Anteil nur fraglich
positiver Proben groRer als bei Korperspender 12, wo die Alveolen inklusive der Pneumozyten einen
eindeutigen TRPC6 Nachweis liefern. Im Falle der GefdBmedia, des GeféaBinhaltes und der
Bronchiolen iberwog wie auch in der Gesamtauswertung der Anteil positiv gefarbter Proben. Bei

beiden Kdorperspendern liel sich jedoch keine lappenabhéngige Expression der TRPC6-Kanéle

feststellen.
Auswertung aller Lungenlappen von Korperspender 4
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Abbildung 26: Isolierte Auswertung aller 5 Lungenlappen an Korperspender 4 (weiblich)
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Auswertung aller Lungenlappen von Korperspender 12
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Abbildung 27: Isolierte Auswertung aller 5 Lungenlappen an Korperspender 12 (mannlich)
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5.3. TRPC6-Kanadle in Covid-19-Lungengewebe

5.3.1 Pleura und subpleurales Bindegewebe von Covid-19-Patienten

Die Pleura war bei allen Proben nicht braun angefarbt (siehe Abbildung 28 und 29), es konnte also
kein TRPC6 nachgewiesen werden. Eine Probe enthielt keinen Anschnitt der Pleura sowie des
subpleuralen Bindegewebes, sodass in der Gesamtauswertung nur 10 statt der insgesamt 11
ausgewerteten Proben aufgefuhrt sind. Das subpleurale Bindegewebe wies in 50% der Félle keine

Braunfarbung auf, nur in 20% der Félle war eine Braunfarbung wie in Abbildung 29 zu sehen.
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Abbildung 28: Pleura pulmonalis und subpleurales Bindegewebe von Covid-Probe Nr. 4
IHC-Férbung, 10x Vergrofierung

Die Pleura und das subpleurale Bindegewebe (linker Bildrand, hier vertikal verlaufend) zeigen
sich blaulich (= kein TRPC6-Nachweis).
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Abbildung 29: Pleura pulmonalis und subpleurales Bindegewebe von Covid-Probe Nr.3
IHC-Férbung, 20x VergroRerung

Die Pleura (oberer Bildrand, hier horizontal verlaufend) zeigt eindeutig keinen TRPC6-Nachweis.
Das subpleurale Bindegewebe hingegen ist leicht braun gefarbt = TRPC6 Nachweis (Pfeile).
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5.3.2 Lungengefale von Covid-19-Patienten

Bei der Auswertung der Covid-19-Proben wurde zusatzlich zum Endothel und der Tunica media
auch die Tunica adventitia mit ausgewertet, da sich hier aufgrund der unterschiedlichen Anfarbung
der Wandschichten eine eindeutige Dreischichtung darstellte. Das Endothel war in 82% der Falle
nicht angeféarbt (Abbildung 31). Die Media zeigt sich nur in 3 von 11 Féllen als eindeutig positiv.
In 4 von 11 Féllen war nur eine angedeutete Braunfarbung zu erkennen und ebenso haufig war sie
ganzlich ohne Braunfarbung zu sehen. Die Adventitita hingegen wies bei allen Schnitten eine
Braunfarbung auf, in 90% der Falle sogar eine starke Braunfarbung.

Abbildung 30: Lungenarterie, IHC-Féarbung, 10x VergroRerung
Media (M) und Endothel (Pfeil) ohne Braunfarbung, Adventitia (A) mit starker Braunfarbung. Die

Adventitia wirkt verbreitert.
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Abbildung 31: Anschnitt einer Lungenarterie, IHC-Férbung, 10x Vergréferung

Pulmonalarterie (rechte, obere Bildecke) mit Endothel (Pfeil), Media (M) und Adventitia (A).
Endothel und Media: kein TRPC6-Nachweis; Adventitia: deutlicher TRPC6-Nachweis

Zusatzlich sient man sekretgefllte Alveolen, passend zu einem alveolaren Lungenddem (*).
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5.3.3 Bronchien von Covid-19-Patienten

Bronchien waren nur in 4 der 11 Proben enthalten. In allen der 4 Proben zeigten sich
unterschiedliche Ergebnisse. Einmal wurde die Férbung als negativ bewertet, in den tbrigen Fallen
war die Braunfarbung unterscheidlich stark ausgepragt (von angedeutet positiv, Uber positiv bis
stark positiv). Abbildung 32 und 33 zeigen einen Bronchus mit Nachweis einer TRPC6-Expression.

Abbildung 32: Bronchus, IHC-Farbung, 4x VergréRerung

1=Knorpel, 2= Lumen des Bronchus, 3=Tunica mucosa, 4= Tunica fibromusculocartilaginea
Der Pfeil deutet auf das respiratorische Epithel. Bis auf die Knorpelstruktur zeigt die Tunica
fibromusculocartilaginea eine zarte Braunfarbung.
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Abbildung 33: Bronchus Nahaufnahme, IHC-Farbung, 10x VergréRerung

1=Kapillarlumen, 2=glatte Muskulatur

Der Pfeil zeigt auf das braungefarbte respiratorische Epithel. Die Pfeilspitze markiert die
ebenfalls intensiv braungefarbte Basalmembran. Die Kapillarwand sowie die glatte Muskulatur
zeigen sich ebenfalls positiv gefarbt.
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5.3.4 Bronchioli von Covid-19-Patienten

In den Bronchioli der Covid-19-Proben war &hnlich wie in den Proben der Kdrperspender eine
Braunfarbung sowohl im Epithel als auch in der glatten Muskulatur nachweisbar.

Abbildung 34: Bronchiolus und begleitende Lungenarterie, IHC-Farbung, 4x VergréRerung

1=Lumen des Bronchiolus, 2=Gefalllumen
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Abbildung 35: Wand eines Bronchiolus, IHC-Féarbung, 10x VergrélRerung

1=Lumen des Bronchiolus, 2=glatte Muskulatur, 3=Kapillarlumen; Der Pfeil weist auf das
respiratorische Epithel, die dicke Pfeilspitze auf die Basallamina. Alle markierten Strukturen
zeigen einen TRPC6-Nachweis.
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5.3.5 Alveolen von Covid-19-Patienten

Bei der Betrachtung der Alveolen zeigte sich eine sehr variable Farbung. Auch innerhalb einer Probe
gab es hdufig Unterschiede in der Braunfarbung. So waren in manchen Proben sowohl positiv
gefarbte Alveolarsepten zu finden, als auch Bereiche mit negativen Alveolarsepten. Ein sicherer
immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 in den Alveolarsepten sowie Typ 1 und Typ 2
Pneumozyten gelang in einem Drittel der Falle. Ein weiteres Drittel stellte sich mit einer
angedeuteten Braunféarbung dar, dementsprechend wurden diese Proben als wahrscheinlich positiv
kategorisiert.

Abbildung 36: Alveolarsepten aneinander angrenzender Alveolen, IHC-Férbung

40x VergroRerung
Nicht geschadigte Alveolarsepten (Pfeile) ohne Braunfarbung. Fibrotisch verdickte
Alveolarsepten (Pfeilspitze) mit Braunfarbung.
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Abbildung 37: Bindegewebig verbreiterte Alveolarsepten (Pfeile), sowie fibrotischer Umbau(*)
IHC-Férbung, 10x Vergrolierung
roter Pfeil=Alveolarmakrophage

Abbildung 38: Dystelektatische Alveolen, IHC-Farbung, 10x VergréRerung

Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 in Pneumozyten vom Typ 1 (schwarzer Pfeil) und
Typ 2 (roter Pfeil)
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5.3.6 Gesamtauswertung der Covid 19-Proben

Die in den Einzelkapiteln zuvor beschriebenen Ergebnisse wurden in folgendem Diagramm

visualisiert.
Gesamtauswertung der Covid-19-Proben
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Abbildung 39: Gesamtauswertung aller Covid-19-Proben in absoluten Zahlen
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5.3.7 Sonstige Pathologien der Covid-19-Patienten

Neben den Unterschieden in der TRPC6-Expression der grundlegenden Strukturen des
Lungengewebes, welche im Folgekapitel gesondert beschrieben werden, zeigten sich am
Lungengewebe der Covid-19-Patienten zusétzlich noch besondere Auffélligkeiten. Zum einen fielen
die zahlreichen dilatierten Kapillaren ins Auge, deren Wand eine ausgepragte TRPC6-Expression
aufwies (Abbildung 40). Sie waren v.a. im Bereich der Alveolarsepten zu finden. Dartiber hinaus
war das Lungengewebe der Covid-19-Patienten von reichlich fibrotischem Gewebe durchzogen.
Sowohl die Alveolarsepten zeigten sich durch Bindegewebe verbreitert (Abbildung 36), als auch
die Gefalle und Bronchiolen waren von viel bindegewebigen Fasern ummauert (Abbildung 30 und
34). Auch zwischen den Alveolen lagen verteilt flachenhafte Bereiche fibrotischen Umbaus
(Abbildung 41). All diese fibrotisch veranderten Areale waren gekennzeichnet durch eine
ausgepragte Braunfarbung. Darlber hinaus stellten sich auch die entzlindlich veranderten Bereiche
mit begleitender Odembildung positiv gefarbt dar (Abbildung 31 und 42). Eine weitere typische
Veranderung sind die hyalinen Membranen als Ausdruck eines ARDS. Auch sie zeigten eine
markante TRPC6-Expression (Abbildung 42).

Abbildung 40: Dilatierte Kapillaren eines Covid 19-Patienten, IHC-Féarbung, 20x Vergrélierung

Die dilatierten Kapillaren zeigen eine intensive Braunfarbung (Pfeilspitzen).
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Abbildung 41: Ausgeprégte Fibrose und Lymphozyteninfiltration eines Covid 19-Patienten
IHC-Féarbung, 4x VergroRerung

Zellarmer Bereich mit ausgepragter Fibrosierung (*), welcher sich stark braun zeigt.

Abbildung 42: Hyaline Membranen eines Covid 19-Patienten, IHC-Farbung, 10x Vergroferung

Die hyalinen Membranen (beispielhaft mit Pfeilen markiert) weisen eine intensive Braunfarbung
auf.
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5.4. Vergleich der gesunden Proben mit den Covid-19-Proben

Vergleicht man die Proben der lungengesunden Kdrperspender mit denen der Covid-19-Patienten
fallen mehrere Unterschiede auf. Die Pleura der Covid-19-Patienten war in allen Féllen ohne
Braunfarbung, wohingegen die der gesunden Kdorperspender noch in der Halfte der Falle ein
positives Ergebnis zeigte (siehe Abbildung 13, 14, 28 und 29). Auch das subpleurale Bindegewebe
war bei den Covid-19-Patienten seltener braungefarbt. In Bezug auf die LungengefaRe zeigte sich
ein beachtlicher Unterschied. Wahrend die Tunica media der gréfReren Gefale der normalen Proben
in allen Schnitten eindeutig positiv gefarbt war, zeigte die Tunica media der Covid-19-Proben eine
auffallend weniger starke bis gar keine Braunfarbung (siehe Abbildung 17, 18, 30 und 31). In Bezug
auf das Endothel der GeféaRRe zeigte sich bei den Covid-19-Proben ebenfalls haufiger ein negatives
Ergebnis. Die Bronchioli waren in beiden untersuchten Gruppen meistens braun geférbt, bei den
Covid-19-Proben schien die Intensitat der Braunfarbung jedoch sowohl im Epithel als auch in der
glatten Muskulatur schwécher zu sein (Abbildung 19, 20, 34 und 35). Beim Vergleich der
Alveolarsepten und Pneumozyten fiel auf, dass diese mit ca. 60% in den Proben der Kdrperspender
haufiger positiv waren als mit ca. 36 % in denen der Covid-19-Patienten (siehe Abbildung 21, 22,
36 und 37). Mdgliche Erklarungen und Ursachen fiir die gezeigten Ergebnisse und Unterschiede
werden in Kapitel 6 diskutiert.

Abbildung 43: Gegenuberstellung einer Covid-19-Pneumonie (A) und gesundem Lungengewebe
(B) in IHC-Féarbung, beide 10x Vergrélerung
Auf beiden Bildern erkennt man einen angeschnittenen Bronchiolus (1=Lumen des Bronchiolus)

und umgebendes alveolares Lungengewebe (2).
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6. Diskussion

Ziel der Arbeit war es, einen immunhistochemischen Nachweis der TRPCG6-Expression in
verschiedenen Strukturen des menschlichen Lungengewebes zu liefern. Dartber hinaus wurde
untersucht, ob es einen Unterschied in der TRPCG6-Expression im Rahmen der Covid-19-
Erkrankung gibt. Dieser Nachweis konnte erbracht werden. Es gibt im Zuge des experimentellen
Vorgehens in dieser Arbeit jedoch einige kritische Aspekte, auf die nachfolgend genauer

eingegangen wird.

6.1 Diskussion der Methodik

6.1.1 Patientenkollektiv

Die Zahl der Kdrperspender, welche in die Auswertung eingingen, war mit 12 Kdrperspendern
uberschaubar. Die Covid-19-Proben stammten von 4 verschiedenen Patienten. Hier zeigt sich die
erste Limitation der Arbeit darin, dass es sich lediglich um eine Untersuchung an einem kleinen
Patientenkollektiv handelte. Die Ergebnisse sind daher als vorlaufig zu betrachten und bedirfen
weiteren Untersuchungen an einem gréReren Patientenkollektiv. Dennoch konnten bei einigen
pulmonalen Strukturen, wie z.B. der Pleura, der GefdBmedia und den Bronchiolen sowie den
pathologischen Covid-19-Verénderungen, auch an dieser Ubersichtlichen Patientenzahl bereits
eindeutige Ergebnisse erzielt werden. Die Ergebnisse der Alveolarsepten und Pneumozyten gilt es
insbesondere bei den durch Covid-19 geschadigten Lungen durch weitere Untersuchungen zu

verifizieren.

6.1.2 Probenentnahme

Die Probenentnahme lief standardisiert, wie in Kapitel 4.2 beschrieben, ab. Durch die Art des
gewahlten Zugangs war eine sichere Entnahme der Proben aus den jeweiligen Lungenlappen immer
moglich. Aufgrund der weichen, nachgiebigen Struktur der Lunge war eine Entnahme mittels
herkommlicher Biopsie-Stanze nicht moglich. Die Proben wurden deshalb mittels Schere aus dem
Lungengewebe herausgeschnitten. Hierdurch unterschieden sich die Proben leicht in Form und
GroRe, was fur die Anfertigung und Auswertung der Schnitte jedoch unbetréchtlich war. Durch die
pyramidenartige Probenform war die pleurale Seite der Proben auch immer sicher identifizierbar.
Es ergaben sich jedoch durch Unterschiede in der Konsistenz der Lungen zum Teil Schwierigkeiten
bei der Probenentnahme. Obwohl anamnestisch keine bekannten Lungenerkrankungen bei den

Korperspendern vorlagen, waren manche Lungen in ihrer Konsistenz sehr derb, andere wiederum
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aufRerst feucht-schwammig. Auch hier ergaben sich jedoch im weiteren Aufarbeitungsprozess keine

Probleme.

6.1.3 Aufarbeitung der Proben

Die ersten drei Schritte der Probenaufarbeitung (Fixierung, Vakuumpumpe und Einbetten) stellen
in meinen Augen keine fiir das Endergebnis relevanten fehleranfélligen Prozesse dar. Das Schneiden
der Paraffinblocke mithilfe des Mikrotoms hingegen ist ein Teilschritt, der zunéchst ausgiebig in
unterschiedlicher Weise getestet werden musste, um das beste Schneideergebnis mit moglichst
erhaltener Lungenstruktur zu erzielen. Aufgrund der lockeren Struktur des Lungengewebes zeigten
sich durch das Schneiden hdufig bereits makroskopisch Gewebedefekte. Diese Schnitte wurden
jedoch selektiert, sodass nur die Schnitte mit intakter Gewebsstruktur zur Auswertung ausgewahlt
wurden. Dennoch fiel v.a. bei der Betrachtung der Bronchioli auf, dass das Flimmerepithel,
hdchstwahrscheinlich dem Aufarbeitungsprozess geschuldet, hdufig zum Teil losgeldst von der
Basalmembran im Lumen des Bronchiolus lag. Trotzdem war auch so eine Bewertung der

Braunfarbung immer sicher moglich.

6.1.4 Farbeprozess

Fir die immunhistochemische Farbung musste im Voraus zum eigentlichen Farbeprozess zunachst
in mehreren Testreihen die richtige Antikdrperverdiinnung eruiert werden. Im Falle einer zu starken
Verdiinnung hétte sich die eigentlich vorhandene Zielstruktur ndmlich mdglicherweise nicht
anfarben lassen. Bei einer zu geringen Verdiunnung hatte es zu unerwinschten unspezifischen
Hintergrundeffekten kommen kdnnen. Letztlich wurde eine passende Verdinnung von 1:100
gefunden und fiir jeden Férbevorgang gleichermalien verwendet. Ein weiterer Einflussfaktor auf die
Qualitat der Farbung war die jeweilige Inkubationszeit in den verschiedenen Medien. Mittels einer
Stoppuhr wurden die Zeiten méglichst genau Gberwacht. Trotzdem ist es méglich, dass es zu kleinen
Unterschieden in der Inkubationszeit gekommen sein konnte, welche beispielsweise Einfluss auf
die Intensitdt der Féarbung haben konnten. Dariiber hinaus kodnnten Verunreinigungen der
unterschiedlichen Medien potenziell einen Einfluss auf das Ergebnis genommen haben. Um dies
maoglichst zu vermeiden, wurden Medien, welche fiir mehrere Férbedurchgange genutzt werden

konnten, regelmaRig ausgewechselt.
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6.1.5 Auswertung

Die Auswertung der Proben war eine subjektive Beurteilung der Strukturen und ihrer Farbintensitéat.
Es ist nicht auszuschliel3en, dass gewisse Farbintensitaten interindividuell unterschiedlich beurteilt
werden wirden. Zu Kontrollzwecken wurden die Proben ebenfalls durch eine auf dem Fachgebiet
der Histologie und Pathologie erfahrenen Person stichprobenartig begutachtet. Eine génzlich
objektive Auswertung war jedoch nicht moglich.

Es ist zu beachten, dass es sich bei dieser Forschungsarbeit um einen deskriptiven, semiquantitativen
Ansatz handelt. Sie kann einen Uberblick zum untersuchten Thema geben und Anregungen zu
weiteren quantitativen Untersuchungen schaffen. Statistische Analysen waren jedoch in diesem Fall

nicht sinnvoll und kénnten Gegenstand zukdinftiger Studien sein.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Einordnung der nachgewiesenen TRPC6-Expression im gesunden

Lungengewebe

Es gibt bereits einige in der Literatur beschriebene Erkenntnisse tber das Vorkommen der TRPC6-
Kanéle. Die meisten Daten stammen allerdings aus Tiermodellen und molekulargenetischen
Untersuchungen. Bisher gibt es nur sehr wenige immunhistochemische Untersuchungen an
menschlichem Lungengewebe. Eine ganzliche Untersuchung aller verschiedenen Lungenstrukturen
fehlt. Diese Arbeit stellt eine erste systematische immunhistochemische Untersuchung des

menschlichen Lungengewebes dar.

In dieser Arbeit konnte eine eindeutige TRPCG6-Expression in der Tunica media der kleinen
Lungengefale gezeigt werden. Dieses Ergebnis ist vereinbar mit dem bisherigen Wissen, dass die
TRPC6-Kanéle eine relevante Rolle bei der hypoxisch pulmonalen VVasokonstriktion (HPV) spielen
[63]. Getestet wurde dies in einem Mausmodell. Es zeigte sich, dass in TRPC6 defizienten M&usen
keine HPV stattfand [63]. Sie ist jedoch ein wichtiger physiologischer Mechanismus zur
Vermeidung hypoxamischer Zustande durch Umverteilung des Blutvolumens. Da dieser
Mechanismus bewiesen TRPC6-vermittelt stattfindet, ist also ein entsprechender TRPC6-Nachweis
in der glatten Muskulatur gesunder Lungengefalle zum bisherigen Wissen passend. Aullerdem
wurden TRPC6-Kandle zum Vergleich auch bereits in der glatten Muskulatur Kkleiner
Zerebralarterien nachgewiesen [66,71] und ihre Rolle bei der Regulierung des Gefalitonus belegt
[66]. Eine dieser Arbeit sehr ahnliche Studie von Abdinghoffet al., in welcher ebenfalls an
Korperspendern Nierenarterien und die Aorta untersucht wurden, zeigte hingegen keinen Nachweis

von TRPCG6 in der Tunica media. In derselben Arbeit stellte sich jedoch auch heraus, dass der
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Truncus pulmonalis, als einziges der untersuchten GeféaRe eine TRPC6-positive Tunica media besal
[1]. Diese GefaRe sind jedoch aufgrund ihrer GréRe und groReren Wanddicke differenziert von den

hier untersuchten deutlich kleineren und zarteren Lungengeféalen zu betrachten.

Das GefaBendothel zeigte in der Halfte aller Falle keine Braunfarbung. Dieses Ergebnis stimmt mit
den Daten von Abdinghoff et al. berein. Dort wurde zwar nicht das Endothel isoliert betrachtet,
sondern die Tunica intima als Ganzes, allerdings war auch hier nur in der Halfte der Proben eine
TRPCG6-Expression nachweisbar [1]. Unklar bleibt, ob es sich bei den braun gefarbten Proben um
falsch Positive handelt, oder bei den nicht angeférbten Proben um falsch Negative. Mdglicherweise
sind die unterschiedlichen Ergebnisse durch einen teilweise im Aufarbeitungsprozess entstandenen
Endothelschaden bedingt. Dagegen spricht, dass auch am Bronchialepithel, wo ein sichtbarer
Schaden durch teilweise Ablosung des Epithels stattgefunden hat, ein eindeutiges Ergebnis vorlag.
Dennoch konnten sich etwaige Schaden an verschiedenen Geweben auch unterschiedlich
auswirken. In der Literatur wurde TRPCG6 bereits im Endothel von Koronararterien, Zerebralarterien
sowie Arteriolen molekulargenetisch beschrieben [71]. AuBerdem ist eine Beteiligung von TRPC6
an verschiedenen, die Permeabilitdt des Endothels betreffenden Prozessen bekannt [37,55,64].
Relevant sind die Kandle beispielsweise bei der Ausbildung eines Hypoxie-induzierten
Lungenddems, welches durch eine Endotheldysfunktion entsteht. Es konnte gezeigt werden, dass
TRPC6-defiziente Méuse vor einem solchen Lungenddem geschiitzt sind [64]. All diese bereits
bekannten Informationen ber die Expression von TRPC6 in endothelialen Zellen unterstiitzen den

auch in dieser Arbeit beobachteten Nachweis von TRPC6 im GefalRendothel.

Die Pleura pulmonalis zeigte kein einheitliches Ergebnis. In 50% der Félle war in der Pleura und
dem subpleuralen Bindegewebe kein TRPC6-Nachweis mdglich. In 30% war ein eindeutig positives
Signal fir TRPC6 auszumachen und in 20% war der Nachweis fraglich. In der Literatur finden sich
fur die TRPC6-Expression in der Pleura pulmonalis keine Angaben. Zu ihrer Funktion ist bekannt,
dass sie als Teil der zweibléttrigen Pleura eine Verschiebeschicht zwischen Lunge und Thorax
darstellt [74]. Sie besteht aus einer Mesothelzellschicht, die die Serosafliissigkeit produziert.
Darunter befindet sich eine diinne bindegewebige Schicht mit kleinen Blut- und Lymphgeféalien
sowie elastischen Fasern, welche eine Anpassung der Pleura an die In- und Exspiration ermdglichen
[45]. Inwiefern TRP-Kanéle bei diesen Prozessen eine Rolle spielen, ist bisher nicht bekannt und

bendtigt weiterer Forschung.

Ein eindeutiger TRPC6-Nachweis konnte fiur die Bronchioli erbracht werden. Hier zeigte sich in
allen untersuchten Schnitten eine Braunférbung. Diese betraf sowohl das Flimmerepithel als auch
die glatte Muskulatur der Bronchioli. Auch in diesem Falle sind die Ergebnisse mit bisherigen
Erkenntnissen Ubereinstimmend. Die wichtigste Studie, die hier zum Vergleich herangezogen
werden kann, stammt aus dem Jahr 2004. Corteling et al. konnten mittels RT-PCR und

Konfokalmikroskopie einen Nachweis von TRPC6 im Bronchialepithel und der
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Bronchialmuskulatur erbringen [16]. Dartber hinaus beschrieben sie die Expression von TRPC6
im Bronchialepithel noch genauer, und zwar sowohl im apikalen als auch im basalen Teil der
Epithelzellen. Diese Beobachtung deckt sich mit den Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit.
Welche Funktionen die TRPC6-Kanale im Bronchialepithel erfiillen, ist nicht vollkommen geklart.
Sie scheinen u.a. bei Entziindungsprozessen eine Rolle zu spielen. Es konnte beispielsweise bereits
gezeigt werden, dass TRPC6-Kandle an der Toll-like Rezeptor 4 (TLR4)-vermittelten
Entziindungsreaktion in Bronchialepithelzellen beteiligt sind [73]. Dartber hinaus wurde die Rolle
von TRPC6 bei der Ozon-vermittelten Entziindungsreaktion im Bronchialepithel untersucht. Hier
konnte in TRPC6-defizienten Mausen eine verminderte Rekrutierung von Neutrophilen ausgemacht
werden [14]. Da das Bronchialepithel, als erster Kontaktpunkt fir aerogene Noxen im
Bronchialsystem, auch in dieser Arbeit eine starke TRPC6 Expression gezeigt hat, ist anzunehmen,
dass TRPC6 fur die Barrierefunktion des Respirationstraktes von Bedeutung sein konnte.

Im Bereich der Alveolen konnte in mehr als 60% der Félle ein positives Ergebnis nachgewiesen
werden. Die Alveolarsepten inklusive der Typ 1 und Typ 2 Pneumozyten zeigten eine eindeutige
TRPC6-Expression. Die Intensitat der Braunfarbung war bei beiden Pneumozyten-Typen identisch.
Dariiber hinaus zeigten sich auch die feinen Kapillaren der Alveolarsepten inklusive ihres
GeféaBinhaltes braun gefarbt. AuBerdem konnte exemplarisch ein TRPC6-Nachweis in
Alveolarmakrophagen gezeigt werden. Von diesen Zellen am meisten erforscht in Bezug auf das
Vorkommen von TRPC6 sind die Alveolarmakrophagen. In ihnen gelang der Nachweis von TRPC6
molekulargenetisch bereits im Jahr 2010 [25]. AuRerdem konnte in der Arbeit von Finney-Hayward
et al. eine vermehrte TRPC6-Expression in Alveolarmakrophagen von Patienten mit COPD im
Vergleich zu gesunden Patienten ausgemacht werden [25]. Bezliglich der Expression von TRPC6
in Alveolarsepten und Pneumozyten gibt es in der Literatur bisher keine Studien, die zum Vergleich
der Ergebnisse herangezogen werden kénnten. Es konnte lediglich bereits TRPA1L, ein anderer
Vertreter der TRP-Familie, in Alveolarepithelzellen nachgewiesen werden [35,44]. TRPAL gilt als
Vermittler fir Thermosensorik und Nozizeption und spielt in neuronalem Gewebe eine Rolle als
Hypoxie-Sensor [35]. Auflerdem scheint TRPAL an Entzindungsprozessen im Lungenepithel
beteiligt zu sein [40]. Einen Nachweis von TRPC6 im Alveolarepithel konnten wir in dieser Arbeit
liefern. Um die Funktion von TRPC6 im Alveolarepithel zu kléaren, bedarf es jedoch weiterer

Forschung.
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6.2.2 Einordnung der nachgewiesenen TRPC6-Expression im Rahmen der Covid-

19-Erkrankung

Zunachst soll auf die reguldaren Strukturen des Lungengewebes eingegangen werden. Die Pleura
pulmonalis zeigte sich im Gegensatz zum gesunden Lungengewebe eindeutig ohne TRPCG6-
Nachweis. Lediglich im subpleuralen Bindegewebe ergab sich in 20% der Falle ein TRPCG6-
Nachweis. Um herauszufinden, inwiefern diese verminderte Expression von TRPC6 in der Pleura
pulmonalis flur die Covid-19-Erkrankung von Bedeutung sein konnte, bendtigt es weiterer

Forschung.

Ein beachtlicher Unterschied fiel bei der Betrachtung der groRen Lungengefaie auf. Wie in Kapitel
5.4 beschrieben, wies die Tunica media der Covid-19-Proben keine bis kaum TRPC6-Expression
auf, wohingegen die Tunica media der gesunden Lungenproben in allen Fallen eine starke TRPC6-
Expression zeigte. Wie diese Minderexpression in der Tunica media zustande kommt, ist noch
fraglich. Da die TRPC6-Kanéle allerdings wie im vorherigen Kapitel beschrieben, an physiologisch
wichtigen Prozessen wie der hypoxisch pulmonalen Vasokonstriktion beteiligt sind [63], 14sst sich
vermuten, dass ein Fehlen dieser regulierenden Mechanismen sich negativ auf die Ventilation
auswirken kann. Insbesondere im Rahmen einer Ventilationsstérung bei Pneumonie kann eine
fehlende Blutumverteilung von schlecht ventilierten Bereichen zu gut ventilierten Bereichen eine
Hypoxie aggravieren. Hinzu kommt, dass die Adventitia, welche hauptsachlich aus Bindegewebe
besteht, eine starke TRPC6-Expression aufwies. Es macht den Eindruck, als ummauere sie das
Gefal (vergleiche Abb. 30). Mdglicherweise ist auch hier ein fibrotischer Umbau denkbar, welcher

sich ebenso negativ auf die Kontraktilitat der Gefalle auswirken konnte.

Die Bronchien der Covid-19-Patienten zeigten sich in ihrer TRPC6-Expression sehr unterschiedlich.
Daher lasst sich hier keine eindeutige Aussage zur Expression treffen. Da auch nur in 4 von 11
Covid-19-Proben Anschnitte eines Bronchus enthalten waren, sind weitere Untersuchungen an
einem groReren Patienten- bzw. Probenkollektiv notwendig, um das Ergebnis zu verifizieren. Die
Bronchioli der Covid-19-Proben zeigten hingegen eine eindeutige TRPC6-Expression sowohl im
Bronchialepithel als auch in der glatten Muskulatur der Bronchioli. Wie bereits im vorherigen
Kapitel beschrieben, wird vermutet, dass TRPC6 im Bronchialepithel an Entziindungsprozessen
beteiligt ist. Eine vermehrte Expression im Sinne einer starkeren Aktivitat im Rahmen des Covid-
19-bedingten Entziundungsprozesses konnte jedoch nicht beobachtet werden. Entsprechend der
Beschreibungen in der Literatur ist allerdings auch bekannt, dass sich die ausgeprégten Pathologien
im Lungengewebe von Covid-19-Patienten v.a. im Alveolarbereich finden und nicht im Bereich der
Bronchioli [7,19].

In den Alveolen war ein sicherer TRPC6-Nachweis nur in knapp 36 % der Falle mdglich. Das ist

deutlich weniger als im gesunden Lungengewebe mit 60%. Generell gab es jedoch auch innerhalb
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eines Prédparates deutliche Unterschiede, von Alveolarsepten ohne TRPC6-Expression bis
Alveolarsepten mit starker TRPC6-Expression. Dies konnte ein Ausdruck der Dysregulation der

physiologischen Alveolarfunktion sein.

Bezlglich der Pathologien der Covid-19-Proben l&sst sich festhalten, dass sich die bereits bekannten
histologischen Verdnderungen bei einer Covid-19-Erkrankung in dieser Arbeit ebenfalls gezeigt
haben. Hierzu zihlen eine Konsolidierung des Parenchyms, ein alveolares Odem, die Ausbildung
hyaliner Membranen, interstitielle Lymphozyteninfiltration, entzlindliche Infiltrate und fibrotischer
Umbau [7]. All diese Verdnderungen sind charakteristisch fiir das akute Atemnotsyndrom.

Bei der Betrachtung der Covid-19-Proben fiel eine Uberaus starke TRPCG6-Expression v.a. im
Bereich von fibrotischem Gewebe auf. Diese Feststellung passt zu den Erkenntnissen aus der
Literatur, wo TRPC6 in einem Mausmodell bereits als Mediator bei der Ausbildung einer
Lungenfibrose beschrieben wurde [29]. Auch unsere Daten legen nahe, dass TRPC6 an der
Ausbildung der Lungenfibrose beteiligt sein muss. Die Lungenfibrose kann sowohl als kurzfristige
als auch als langfristige Komplikation der Covid-19-Erkrankung auftreten [4]. Sie ist eine ernst zu
nehmende Komplikation, da sie die Lungenfunktion langfristig einschranken kann [47]. Daher
besteht ein groRes Interesse an medikamentdsen Therapiemdglichkeiten. Neben der Therapie mit
antiviralen Wirkstoffen, spielen auch Antifibrotika eine Rolle. In Tiermodellen konnte die
Wirksamkeit von Antifibrotika wie Nintedanib bereits belegt werden [67]. Auch an Covid-19-
Patienten gibt es bereits mehrere Untersuchungen, die die Wirksamkeit des Antifibrotikums
Pirfenidon zeigen [2]. Es handelt sich bei diesen Untersuchungen jedoch lediglich um kleinere
Fallserien, sodass es noch groRere Studien benétigt. Im April 2024 wurde eine Ubersichtsarbeit zur
Pharmakotherapie der Post-Covid-19-Fibrose veroffentlicht. Hier wurde u.a. zusammengefasst,
dass nur in einer von drei Publikationen eine signifikante Verbesserung der Lungenfunktion durch
Antifibrotika, in dem Fall Nintedanib, gezeigt werden konnte [13]. Auch in dieser Ubersichtsarbeit
wurde geschlussfolgert, dass es weiterer Forschung bendtigt. Ein moglicher Ansatzpunkt konnten
zukunftig auch die TRPC6-Kanale sein.

Dariiber hinaus war eine sehr starke TRPC6-Expression in Bereichen mit intraalveoldrem
Lungenddem und innerhalb der hyalinen Membranen als Zeichen des diffusen Alveolarschadens zu
beobachten. Aus Tierversuchen ist bekannt, dass TRPC6 die GefalRpermeabilitat beeinflusst und so
an der Ausbildung eines Ischdmie-induzierten Lungenddems beteiligt ist [64]. Diese Annahme wird
durch die zahlreichen dilatierten Kapillaren, deren Wand eine auffallend starke TRPC6-Expression
aufwies, noch zusétzlich unterstitzt. TRPC6 ist folglich in dieser Hinsicht ein interessanter
Angriffspunkt zur Vermeidung eines Lungenddems. So wurde sich in einer Studie bereits mit der
Wirksamkeit eines TRPC6-Blockers befasst und in vitro gezeigt, dass durch dessen Einsatz ein

Ischamiereperfusionschaden mit Odembildung verhindert werden kann [24].
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6.3. Zusammenfassung und Ausblick

Es l&sst sich abschlieBend festhalten, dass TRPC6 histologisch in gesundem Lungengewebe
nachgewiesen werden konnte. Dies gilt insbesondere fiir das respiratorische Flimmerepithel, die
glatten Muskelzellen der Bronchioli, die Wand kleiner Lungengefae und die Alveolarsepten.
Aulerdem konnte an den Covid-19-Proben gezeigt werden, dass inshesondere Bereiche, welche fur
das akute Atemnotsyndrom histologisch kennzeichnend sind, eine starke TRPC6-Expression
aufweisen. Demnach ist anzunehmen, dass TRPC6 ein vielversprechender Modulator der beteiligten
Pathomechanismen sein kénnte und somit einen mdglichen medikamentdsen Angriffspunkt in der
Behandlung der Covid-19-Erkrankung darstellt. Hierzu gibt es bereits eine Studie, die den Nutzen
eines TRPCG6-Inhibitors an Covid-19-Patienten im Vergleich zu einer Placebogruppe untersucht hat.
Es ergab sich jedoch kein signifikanter Unterschied beziiglich des Outcomes der Patienten [38].
Warum das Ergebnis trotz der zuvor angenommen Wirksamkeit des TRPC6-Inhibitors negativ
ausfiel, konnte verschiedene Griinde haben und bleibt letztlich offen. Trotz des fehlenden
Wirksamkeitsnachweis in dieser einen Studie bleibt der TRPC6-Kanal ein potenzieller
Angriffspunkt fiir medikamentése Therapien von Lungenerkrankungen, auch unabhéngig von
Covid-19, und sollte in weiteren Studien tiefergehend untersucht werden.
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