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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsch

Seit seiner Entdeckung wird TRPC-6 mit einer Vielzahl von physiologischen und pathophy-
siologischen Vorgéngen in unterschiedlichen Geweben in Verbindung gebracht. Er fungiert als
nicht selektiver Kationenkanal und gehort zu der Gruppe der TRP-Kanéle. Zunehmend offen-
bart sich dabei auch seine Bedeutung in der Entstehung von Schmerziiberempfindlichkeit. Die-
ser Zustand konnte bereits mit einer erhohten Expression von TRPC-6 in dorsalen Spinalgang-
lien assoziiert werden. Abgesehen davon, dass die meisten Nachweise an Proben tierischen
Ursprungs gefiihrt wurden, bleibt weiterhin unklar, ob der Kanal auch abseits der dorsalen Spi-
nalganglien in peripheren Nerven exprimiert wird. Ziel dieser Arbeit war es daher, periphere
Nerven von menschlichen Proben auf TRPC-6 zu untersuchen. Dafiir wurden sowohl Proben
von N. ischiadicus und N. ulnaris an insgesamt acht Korperspendern entnommen und mittels
Immunhistochemie analysiert. Dabei wurden sowohl Léngsschnitte als auch Querschnitte aus
den Proben gewonnen und angefarbt. Insgesamt zeigte sich bei 43 von 48 histologischen Schnit-
ten ein positives Farbsignal. GroBere Differenzen zwischen N. ischiadicus und N. ulnaris im
Hinblick auf die Anfarbung lieBen sich dabei nicht feststellen. Einen geringen Unterschied gab
es lediglich in der Anfarbung von Querschnitten und Langsschnitten. Dabei waren die Langs-
schnitte bei beiden Nerven durchweg etwas besser geférbt. Stirker ausgepriagt waren hingegen
die interindividuellen Unterschiede zwischen den Spendern. Interessanterweise waren dabei die
Proben eines Spenders besonders stark gefirbt, der zu Lebzeiten unter einem chronischen
Schmerzsyndrom litt. Dies steht im Einklang mit der bisher groBtenteils durch Tierversuche
gewonnenen Kenntnis, dass der Kanal eine vermehrte Expression bei Schmerzzustédnden in dor-
salen Spinalganglien zeigt. Zukiinftig konnte TRPC-6 somit eine wichtige Rolle als Angriffs-

punkt in der Schmerztherapie spielen.

1.2 Englisch

Since its discovery, TRPC-6 has been associated with a variety of physiological and patho-
physiological processes in different tissues. It functions as a non-selective cation channel and
belongs to the group of TRP channels. Its importance in the development of pain hypersensi-
tivity is becoming increasingly apparent. This condition has already been associated with in-
creased expression of TRPC-6 in dorsal root ganglia. Apart from the fact that most of the evi-
dence was obtained from samples of animal origin, it remains unclear whether the channel is
also expressed in peripheral nerves outside the dorsal root ganglia. The aim of this work was
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therefore to examine peripheral nerves from human samples for TRPC-6. For this purpose,
samples of both the sciatic and ulnar nerves were taken from a total of eight body donors and
analyzed by immunohistochemistry. Both longitudinal and transverse sections were obtained
from the samples and stained. In total, 43 of 48 histological sections showed a positive color
signal. There were no major differences between the sciatic and ulnar nerve with regard to
staining. There was only a slight difference in the staining of transverse and longitudinal sec-
tions. The longitudinal sections of both nerves were consistently slightly better colored. How-
ever, the inter-individual differences between the donors were more pronounced. Interestingly,
the samples of a donor who suffered from chronic pain syndrome during his lifetime were par-
ticularly strongly stained. This is consistent with the knowledge gained to date, largely from
animal experiments, that the channel shows increased expression in pain conditions in dorsal
root ganglia. In the future, TRPC-6 could therefore play an important role as a target in pain

therapy.
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2 Einleitung

2.1 Die TRP-Familie

Der TRPC-6 Kanal gehort zur Gruppe der TRPC-Kanéle, welche sich wiederum der Superfa-
milie der TRP-Kanile unterordnen lassen. Die TRP-Superfamilie beinhaltet insgesamt sieben
Untergruppen von Kanélen [1]. Die Zugehorigkeit eines Kanals zur TRP-Superfamilie beruht
dabei vor allem auf Sequenzhomologie [2]. Den TRP-Kanilen liegt eine Reihe von funktionel-
len und strukturellen Gemeinsamkeiten zugrunde. Sie sind durchlissig fiir Kationen und haben

einen dhnlichen Aufbau [2].

Der Ursprung der TRP-Kanéle geht zuriick auf die Entdeckung einer Auffilligkeit im Elektro-
retinogramm einer mutierten Drosophila im Jahr 1969 [3]. Basierend auf der Abnormalitét in
diesem Elektroretinogramm in Form eines transienten Rezeptorpotenzials wurde die Droso-
phila-Mutante spiter als TRP-Mutante bezeichnet [4]. SchlieBlich wurde die Vermutung nahe-
gelegt, dass der Grund fiir die Veranderung im Elektroretinogramm dieser Drosophila-Mutante
das Fehlen eines Ca**-sensitiven Kanals sein muss [5]. Mit der Zeit wurden immer mehr TRP-
Kanile entdeckt, die letztendlich zu einer groen TRP-Superfamilie zusammengefasst wur-

den [6].

Die TRP-Superfamilie ldsst sich grob in zwei Gruppen unterteilen. Der ersten Gruppe gehdren
die fiinf Kanaluntergruppen TRPN, TRPV, TRPM, TRPA und auch TRPC an, wéhrend die
zweite Gruppe durch die Kanaluntergruppen TRPP und TRPML gebildet wird. So ergeben sich
die eingangs erwihnten sieben Untergruppen der TRP-Superfamilie [1]. Die TRPN-Kanéle fin-
den sich dabei allerdings nur in Fisch und wirbellosen Tieren [7]. Daher wird oft auch nur von

sechs Untergruppen von TRP-Kanélen bei Sdugetieren gesprochen [8].

Die TRP-Kanile bilden funktionelle Tetramere aus, wobei ein Tetramer aus vier Untereinheiten
besteht. Dabei konnen sowohl Homotetramere aus vier gleichen TRP-Kanilen als auch Hete-
rotetramere aus vier verschiedenen TRP-Kanilen gebildet werden. Bei den Heterotetrameren
gibt es dabei zum einen Tetramere aus verschiedenen TRP-Kanilen derselben Untergruppe,
wie beispielsweise aus TRPC-3 und TRPC-6. Auf der anderen Seite bilden sich sogar Tetra-
mere mit TRP-Kanélen aus verschiedenen Untergruppen der TRP-Superfamilie, wie es zum

Beispiel bei TRPC-1 und TRPP-2 der Fall ist. Dadurch konnen sich die Eigenschaften der Ka-
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nédle nochmals deutlich unterscheiden, was in einer grolen Diversitdt an unterschiedlichen

Funktionen in der TRP-Superfamilie resultiert [9], [10].

Die TRP-Kanile sind dhnlich aufgebaut. Sie bestehen aus sechs Transmembransegmenten (S1-
S6), wobei sich zwischen dem fiinften und sechsten Protein eine porenbildende Schleife befin-
det. Diese ist flir den Transport von Kationen {iber die Zellmembran verantwortlich [1], [10].
Die N- und C-Termini der Kanalproteine liegen intrazelluldr [2]. Am N-terminalen Ende der
Proteine finden sich bei den Kanédlen TRPC, TRPV, TRPA und TRPN eine Reihe von Ankyrin-
Wiederholungen. Am C-terminalen Ende weisen einige TRP-Kanile auBBerdem eine TRP-Do-
méine auf. Dabei handelt es sich um einen Bereich von ca. 25 Aminosduren. Die beiden am
stirksten konservierten Bereiche dieser TRP-Doméne haben nochmals eigene Bezeichnungen,
ndmlich TRP-Box 1 und TRP-Box 2. Die Aminosdureabfolge der TRP-Box 1 ist in der Gruppe
der TRPC-Kanile sogar bei allen Kanélen identisch [1]. Die TRP-Box 2 der TRP-Domine weist

die Besonderheit auf, dass sie reich an der Aminosaure Prolin ist [6].

Die eingangs erwihnte grobe Einteilung der TRP-Superfamilie in zwei Gruppen ergibt sich
durch den Unterschied, dass die Kanédle TRPP und TRPML der zweiten Gruppe im Gegensatz
zur ersten Gruppe eine gro3e Schleife besitzen, die zwischen den ersten zwei Transmembran-

segmenten lokalisiert ist und diese voneinander trennt [1].

Die Aktivierung der unterschiedlichen Kanile erfolgt iiber verschiedene Mechanismen. Dazu
gehdren unter anderem die Bindung von Liganden, Spannungsunterschiede oder Temperatur-

unterschiede. Viele TRP-Kandle haben auch mehrere Aktivierungsmechanismen gleichzei-

tig [6].

2.2 TRPC-Kanile

Die Untergruppe der TRPC-Kanéle war die erste Gruppe von TRP-Kanélen, die entdeckt wurde
und besitzt die groBte Ahnlichkeit mit dem urspriinglich entdeckten Kanal der Drosophila-Mu-
tante [1], [11]. Im Jahr 1995 wurde dabei mit TRPC-1 der erste Kanal dieser Gruppe beschrie-
ben [12]. Insgesamt gibt es siecben TRPC-Kanile, wobei sich einige aufgrund ihrer Aminoséu-
resequenz in Untergruppen zusammenfassen lassen: TRPC-1, TRPC-2, TRPC-3/6/7, TRPC-
4/5 [1].
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Beim Menschen werden bis auf eine Unterform alle TRPC-Kanile exprimiert. Diese Ausnahme
bildet der TRPC-2 Kanal, welcher bei Nagetieren zwar vorkommt, bei Menschen aber als Pseu-

dogen vorliegt [1], [6].

Die verschiedenen TRPC-Kanéle unterscheiden sich in Bezug auf ihre Eigenschaften wie bei-
spielsweise Kationenselektivitit, Aktivierungsmechanismen und Expression [1]. Daher soll im

Folgenden eine kurze Ubersicht iiber die verschiedenen Untergruppen gegeben werden.

Der TRPC-1 Kanal wird in vielen Geweben exprimiert [6]. Es wird angenommen, dass er keine
Homotetramere ausbildet, sondern lediglich Heterotetramere formt. Beispielsweise ist TRPC-
1 durch Bildung von Heterotetrameren mit TRPC-4 oder TRPC-5 in der Lage, die Leitfahigkeit
dieser Kanile im Vergleich zu TRPC-4 bzw. TRPC-5 Homotetrameren zu dndern [13].

Die Ausbildung von TRPC-3 findet ebenfalls in verschiedenen Geweben statt. Allerdings ist
die Expression im Gehirn besonders hoch. Dabei bildet der Kanal entweder Homotetramere
oder Heterotetramere mit anderen TRPC-Kanélen aus. Insbesondere TRPC-6 und TRPC-7 sind
dabei héufig involviert [6], [13].

Der TRPC-4 Kanal ist ebenfalls in vielen Geweben vertreten. Neben einer Expression in En-
dothel und Nebennieren spielt der Kanal vor allem eine Rolle im Gehirn. Dort ist er besonders
im limbischen System ausgebildet. Er kann sowohl Homotetramere als auch Heterotetramere

mit TRPC-1 und TRPC-5 ausbilden [6], [13].

Die Expression von TRPC-5 ist im Gehirn am stirksten ausgeprégt [7]. Hier ist der Kanal an
Axonwachstum und Neurotransmission beteiligt [13]. AuBerdem ist TRPC-5 an der Blut-
druckstabilisation beteiligt, indem er in den Barorezeptoren der Aorta bei der Druckwahrneh-
mung hilft [13]. Der Kanal kann sowohl Homotetramere als auch Heterotetramere mit TRPC-

1 und TRPC-4 ausbilden [6].

TRPC-7 wurde als letzter Kanal der Untergruppe der TRPC-Kanéle entdeckt [6]. Bei Menschen
wird er vor allem in den Nieren, der Hypophyse und weiteren Bereichen im Gehirn expri-
miert [13]. Der Kanal kann ebenso Homotetramere wie auch Heterotetramere mit TRPC-1,

TRPC-3 und TRPC-6 ausbilden [6].
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2.3 TRPC-6

Da der TRPC-6 Kanal im Zentrum dieser Arbeit steht, soll auf diesen im Folgenden ndher ein-

gegangen werden.

2.3.1 TRPC-6 allgemein
TRPC-6 wurde 1997, nur zwei Jahre nach der Entdeckung von TRPC-1, erstmalig beschrie-

ben [14]. Der Kanal wird in einer Vielzahl von Geweben ausgebildet [15]. Insbesondere in Pla-
zenta, Herz, Lunge, Pankreas und Niere zeigt der Kanal eine vermehrte Expression. Er ist je-
doch ebenfalls in weiten Teilen des Gehirns verbreitet [15]. Durchléssig ist der Kanal nichtse-
lektiv fiir Kationen, wobei die Permeabilitit fiir Calciumionen etwas hoher ist als fiir andere
Kationen [6]. Der Kanal bildet sowohl Homotetramere als auch Heterotetramere aus [6]. Dabei
dienen vor allem TRPC-3 und TRPC-7 als Partner fiir die Tetramerbildung [6]. Allerdings kann
TRPC-6 auch mit TRPC-1, TRPC-4 und TRPC-5 Heterotetramere bilden. Dafiir ist jedoch im-
mer die Anwesenheit von TRPC-1 erforderlich [16].

TRPC-6 spielt eine Rolle bei zahlreichen physiologischen und pathophysiologischen Prozes-
sen [17]. Dennoch gestaltet sich die Forschung, die vor allem mittels Gen-Knockout und nie-
dermolekularen Modulatoren betrieben wird, schwierig [17]. Dies liegt vor allem in der Ver-
breitung des Kanals im Kdrper und der dadurch erschwerten Spezifizierung bestimmter Funk-
tionen begriindet [17]. AuBBerdem wird die Interpretation von Studienergebnissen aufgrund der
ausgeprigten Heteromerbildung von TRPC-Kanélen und der damit einhergehenden Funktions-

verdnderung verkompliziert [17].

2.3.2 Aufbau von TRPC-6
Das eingangs beschriebene Grundgeriist der TRP-Kandle trifft auch auf den Aufbau von TRPC-

6 zu. Dennoch soll die Struktur des Kanals hier nochmal gesondert erldutert werden. Durch das
neuartige Verfahren der Kryoelektronenmikroskopie gelang es im Jahr 2018 aulerdem die drei-
dimensionale Architektur des TRPC-6 Kanals hochauflésend darzustellen [18], [19]. Wie bei
allen Kanélen der TRP-Familie bestehen die Untereinheiten der Tetramere beim TRPC-6 Kanal
ebenfalls aus sechs Transmembransegmenten (S1-S6) [1]. Das fiinfte und das sechste Segment
stellen dabei die Porendoméne mit einer porenbildenden Schleife dar, die zwischen den beiden
Segmenten liegt [13]. Eine Besonderheit bei TRPC-6 und TRPC-3 ist das im Vergleich zu
TRPC-4 und TRPC-5 verldngerte dritte Transmembransegment [10]. Diese extrazelluldre Ver-
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langerung des Segments konnte wichtig flir Interaktionen mit extrazelluliren Molekiilen

sein [10].

TRP
(530 re-entrant

L1 L F
Linker helices TRP helix

Pre-S1 elbow

S5

N terminus

C terminus

Abbildung 1: Aufbau einer TRPC-6 Untereinheit in Anlehnung an Tang et al. [19]

Sowohl das C-terminale als auch das N-terminale Ende der Untereinheit liegt intrazellulér [ 18].
Diese beiden Anteile des Grundgertistes der TRP-Kanéle unterscheiden sich innerhalb der ver-
schiedenen Kanalgruppen am stirksten [18]. Bei den TRPC-6-Kanélen besteht das Aminoende
unmittelbar vor dem ersten Transmembransegment aus einer Region mit drei Helices, die auch
pre-S1 elbow und pre-S1 helix genannt werden und noch zum Teil in der Zellmembran einge-
bettet sind [11]. Vorgeschaltet sind diesem Bereich eine Reihe von neun Linker Helices (LH)
die bereits im Zytoplasma liegen [19]. Distal daran schlieen sich wiederum vier Ankyrin-Wie-
derholungen (AR) an [11]. Das Carboxyende hingegen beginnt nach dem sechsten Trans-
membransegment mit der TRP-Domine, die bereits anfangs ndher beschrieben wurde [6]. An
die TRP-Domaéne schlief3t sich die TRP re-entrant helix an, die zum Teil in der Zellmembran
eingebettet liegt [ 13]. Daraufhin folgt die horizontal verlaufende erste C-terminale Helix (CH1),
wobei die Aminosiuren zwischen TRP re-entrant helix und CH1 ungeordnet verlaufen [19].

Daran kniipft distal dann die vertikal verlaufende zweite C-terminale Helix (CH2) an [19].
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Wenn sich vier Untereinheiten zu einem Tetramer zusammenlagern, bilden sich zwei Schichten
aus und man kann von einer intrazelluldren zytoplasmatischen Doméne und von einer Trans-
membrandoméne sprechen [19]. Die zytoplasmatische Doméne hat eine Form, die einem Dom
dhnelt, dessen Spitze nach intrazellulér zeigt [18]. Die Spitze wird dabei durch die vier gebiin-
delten vertikal verlaufenden CH2-Bereiche gebildet. Die horizontal verlaufenden CH1-Berei-
che liegen immer zwischen zwei benachbarten Untereinheiten der Tetramerstruktur und ver-
binden diese miteinander. Beide Teile der C-terminalen Helix sorgen in der dreidimensionalen

Struktur somit fiir mehr Stabilitét [20].

2 1 4 3
3 TRPC6 TRPC6 2
* \5 (/
Pore
) 7 ?
2 TRPC6 TRPC6 3
3 4 1 2

Abbildung 2: Homotetramerstruktur von TRPC-6 - Ansicht von oben auf die Zellmembran

2.3.3 Regulation und Funktion von TRPC-6

Die Regulation des TRPC-6 Kanals erfolgt vor allem durch verschiedene Mechanismen, die in
Verbindung mit dem Phospholipase C (PLC) Signalweg stehen [17]. Dieser Signalweg wird
entweder durch Gg-Protein-gekoppelte Rezeptoren oder Rezeptortyrosinkinasen eingelei-
tet [13]. Die Aktivierung Gg-Protein-gekoppelter Rezeptoren stimuliert dabei die Phospholi-
pase CP, wohingegen Rezeptortyrosinkinasen bei Aktivierung die Phospholipase Cy stimulie-

ren [17]. Bei Stimulation spaltet Phospholipase C das Substrat Phosphatidylinositol-4,5-bis-
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phosphat (PIP2) in die beiden Stoffe Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol
(DAG) [1]. IP3 bindet darauthin an Rezeptoren in der Membran des endoplasmatischen Reti-
kulums und sorgt dadurch fiir eine intrazelluldre Calciumfreisetzung aus dem endoplasma-
tischen Retikulum in die Zelle [1]. Hier herrscht im Ruhezustand ndmlich eine deutlich hohere
Calciumkonzentration als im Zytoplasma, wobei der Gradient durch die sogenannte SERCA-
Pumpe aufrechterhalten wird [21]. DAG wiederum aktiviert den TRPC-6 Kanal direkt und fiihrt
so zu einem Calciumeinstrom [22]. Dariiber hinaus aktiviert DAG zusammen mit Calciumionen
die Proteinkinase C (PKC) [23]. Die PKC phosphoryliert darauthin TRPC-6, wodurch der Ka-
nal inhibiert wird [23], [24]. Hierbei konnte es sich daher um einen negativen Feedback-Me-
chanismus handeln [23]. AuBerdem fiihrt die Aktivierung des PLC Signalweges im Rahmen
der Hydrolyse von PIP; in DAG und IP3 zu einem Abfall von PIP; [25]. Es wird angenommen,
dass die sinkende Konzentration an PIP; zur Inaktivierung des TRPC-6 Kanals fiihrt, wobei es
sich ebenfalls um eine negative Riickkopplung handeln kénnte [25]. Calciumionen kdnnen liber
sogenannte calcium-binding-sites (CBS) auch selbst an den TRPC-6 Kanal binden und die Ka-

nalaktivitdt in komplexer Weise beeinflussen [26].

Ein weiteres Protein, welches eine Rolle in der Regulation von TRPC-6 zu spielen scheint, ist
das stromal interaction molecule 1 (STIM1) [13]. Dabei handelt es sich um einen Calci-
umsensor, der im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist und Informationen {iber die dor-
tige Calciumkonzentration an Calciumkanile in der Zellmembran weiterleitet [27]. Wenn es
iiber die weiter oben beschriebene Kaskade beispielsweise zu einem [P3-vermittelten Ausstrom
von Calciumionen aus dem endoplasmatischen Retikulum kommt, ist die Calciumkonzentra-
tion im endoplasmatischen Retikulum erniedrigt [13]. Es kommt dann zu einer Konformations-
dnderung von STIM1 und einer Verlagerung des Proteins an periphere Stellen des endoplasma-
tischen Retikulums, die der Zellmembran nahe anliegen [21]. Durch diesen Mechanismus
kommt es zu einer Aktivierung von Kanilen der Zellmembran und somit einem Calcium-
einstrom in das Zellinnere, um die Calciumreserven aufrecht zu erhalten [13]. Der Vorgang ist
also direkt von dem Calciumspeicher im endoplasmatischen Retikulum abhéngig und wird da-
her auch store-operated Ca?* entry (SOCE) genannt [13]. Dieser steht im Gegensatz zu dem
oben erlduterten sogenannten receptor-operated Ca*" entry (ROCE), der iiber die Aktivierung
von Gg-Protein-gekoppelten Rezeptoren oder Rezeptortyrosinkinasen eingeleitet wird [13]. Die
speicherabhingigen Calciumeinstrome (SOCE) kann man nochmal in Icrac und Isoc differen-
zieren, wobei Icrac durch sehr calciumselektive Orai-Kanéle und Isoc am wahrscheinlichsten

durch nichtselektive TRPC-Kanéle vermittelt wird [27], [28]. Inwieweit genau TRPC-Kanile
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Teil dieses Mechanismus sind, ist allerdings nicht abschlieend geklart [13]. Es scheint jedoch
wahrscheinlich, dass wenigstens einige der Kanédle auch durch STIM1 reguliert werden [13].
Nach Identifikation der Stim Orai activating region (SOAR), einer Aminosduresequenz von
STIM1 zur Aktivierung der Orai-Proteine, konnte gezeigt werden, dass STIM1 die Kanile
TRPC-1, TRPC-4 und TRPC-5 iiber diese Region ebenfalls direkt aktiveren kann [28]. TRPC-
6 konnte hieriiber in der gleichen Versuchsreihe allerdings nicht aktiviert werden [28]. In An-
betracht gegensitzlicher Studien, die eine Aktivierung von TRPC-6 durch STIM1 nahelegen,
ist dies ein liberraschendes Ergebnis [28], [29]. Eine denkbare Erklérung fiir diese Differenzen
ist die bereits erlduterte Heteromerbildung von TRPC-6 [28]. Da in der Versuchsreihe lediglich
mit Homotetrameren gearbeitet wurde, besteht die Moglichkeit, dass Heteromere des Kanals
mit anderer Konformation durchaus durch STIMI1 aktiviert werden konnen [28]. Neben einer
moglichen STIM1-vermittelten Aktivierung von TRPC-Kanidlen wurde im Fall von TRPC-6
gezeigt, dass STIM1 zu einer Translokation des Kanals von der Zellmembran in die Membran

des endoplasmatischen Retikulums fiihrt [27].

Rezeptor- G-Protein gekoppelter
tyrosinkinase Rezeptor

EZR TRPC6
000000000000000000000

PM

IZR

- :Aktivierung
=i :Hemmung

Abbildung 3: Schema der TRPC-6 Regulation - ROCE (links) und SOCE (rechts)

Fiir den SOCE speziell in Neuronen wurde ein weiterer interessanter moglicher Mechanismus
entdeckt [30]. Der Natrium-Calcium-Austauscher NCX1 ist ein Antiporter, der normalerweise

mithilfe des Natriumgradienten Calciumionen aus der Zelle heraustransportiert [31]. Kommt es
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jedoch zu einer intrazelluliren Ansammlung von Natrium, wird dieser Calciumtransport ver-
ringert [31]. Steigt die intrazelluldre Natriumkonzentration weiter an, kann es sogar dazu kom-
men, dass der Natrium-Calcium-Austauscher in einen sogenannten ,,reverse mode* iibergeht
und dann in entgegengesetzter Richtung funktioniert [31]. Dabei kommt es dann zu einem Cal-
ciumeinstrom, wiahrend Natriumionen nach extrazelluldr transportiert werden [31]. Es konnte
gezeigt werden, dass STIM1 einen Einfluss auf die Aktivitit von NCX1 hat und dieser daher
mit hoher Wahrscheinlichkeit am SOCE in kortikalen Neuronen beteiligt ist [30]. TRPC-6
konnte dabei ebenfalls Teil dieses Prozesses sein [30]. Im Rahmen einer Calciumdepletion aus
dem endoplasmatischen Retikulum konnte experimentell ndmlich eine erhohte intrazelluldre
Natriumkonzentration nachgewiesen werden [30]. Dies konnte bei fehlendem STIM1 oder aus-
geschaltetem TRPC-6 Kanal allerdings nicht beobachtet werden [30]. Das wiederum legt die
Vermutung nahe, dass eine Aktivierung von TRPC-6 durch STIMI iiber den nichtselektiven
Kationeneinstrom zu einer Zunahme der lokalen intrazelluliren Natriumkonzentration
fiihrt [30]. Dadurch wiirde der NCX1 in den ,,reverse mode* iibergehen und kdnnte somit zum

SOCE beitragen [30].

Die Hauptfunktion von TRPC-Kanilen besteht in der Ubersetzung extrazellulirer Signale in
einen nichtselektiven Kationeneinstrom von Natrium- und Calciumionen [17]. Zusitzlich
kommt es im Rahmen des PLC-Signalweges auch ohne TRPC-Kanile zu einer IP3-vermittelten
Calciumausschiittung aus dem endoplasmatischen Retikulum nach intrazellular [17]. TRPC-
Kanile konnten jedoch zu einer Aufrechterhaltung und Verldngerung der erh6hten intrazellu-
laren Calciumkonzentration beitragen [17]. Calcium hat dabei eine wichtige Funktion als se-
cond messanger [17]. In exzitatorischen Zellen, zu denen auch Neuronen gehoren, kdnnte es
durch den Kationeneinstrom durch TRPC-Kanéle auBerdem zu einer Aktivierung zusétzlicher
spannungsgesteuerter Calciumkandle kommen, wodurch TRPC-Kanéle einen wichtigen Ein-

fluss auf die Modulation von Aktionspotenzialen haben konnten [17].

2.3.4 Relevanz von TRPC-6 in Nervengewebe

In Nervengewebe konnten bereits einige Vorgiange identifiziert werden, bei denen TRPC-6 eine

wesentliche Funktion innehat.

So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass TRPC-6 eine wichtige Rolle in der mito-
chondrialen Dynamik spielt [32]. Man unterscheidet dabei zum einen mitochondriale Spaltung
und zum anderen mitochondriale Fusion, wobei diese Prozesse essenziell fiir die Aufrechter-

haltung der Zellfunktion sind [33]. Eine iibermiBige Spaltung fiihrt dabei zur Apoptose, wo-
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hingegen eine liberméfBige Fusion eine Zellnekrose begiinstigt [32]. Die mitochondriale Dyna-
mik wird {liber verschiedene Molekiile reguliert, von denen das dynamin-related-protein 1
(DRP1) besonders relevant ist [33]. Durch Phosphorylierung am Serin 616 des DRP1 wird die
mitochondriale Spaltung gefordert [33]. Die Phosphorylierung kann hierbei durch verschiedene
Kinasen wie zum Beispiel die extracellular-signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) erfolgen [33].
Bei der Regulation dieser Kinase wiederum scheint TRPC-6 eine entscheidende Rolle zu spie-
len [32]. Die Stilllegung von TRPC-6 bei Ratten fiihrte in einer Studie nach einem Status epi-
lepticus ndmlich zu einer massiven Degeneration von Kornerzellen des Gyrus dentatus [34]. Im
Bereich des Hippocampus wird TRPC-6 bei Ratten hier mit am stirksten exprimiert, wobei
diese Zellen normalerweise sehr resistent gegen Neuronenschdden durch einen Status epilepti-
cus sind [35]. Der genaue Mechanismus konnte zunichst nicht geklart werden [32]. Durch wei-
tere Forschung konnte jedoch herausgefunden werden, dass die Ausschaltung von TRPC-6 eine
verminderte Phosphorylierung der ERK1/2 zur Folge hat, was wiederum in einer verminderten
Phosphorylierung von DRP1 am Serin 616 resultiert [32]. Daraus folgt eine {iberméBige Fusion
der Mitochondrien mit massiver Zelldegeneration [32]. Demonstriert wurden diese Prozesse
ebenfalls an Kornerzellen des Gyrus dentatus bei Ratten nach einem Status epilepticus [32].
Daher konnte TRPC-6 einen wichtigen therapeutischen Angriffspunkt fiir neurologische Er-
krankungen darstellen, die mit einer Fehlfunktion der mitochondrialen Dynamik

einhergehen [17].

Des Weiteren scheint TRPC-6 eine wichtige Rolle als Angriffspunkt bei ischdmischer Hirn-
schiadigung, wie einem Schlaganfall, zu spielen [36]. Hierbei kommt es aufgrund von Minder-
perfusion zu einer Beeintrichtigung der vaskuldren Autoregulation sowie der Blut-Hirn-
Schranke und zu einem Zusammenbruch der Energieversorgung der Zellen, was schlieSlich
einen Zelluntergang nach sich zieht [36]. Durch die fehlende Energieversorgung der Zellen
versagt die Na'/Ka*-ATPase und es kommt zur Zelldepolarisation und Glutamatfreiset-
zung [36]. Die Glutamatfreisetzung fithrt wiederum zu einem NMDA-Rezeptor vermittelten
Calciumeinstrom in die Zellen [36]. Die Calciumiiberladung der Zellen ist dabei ein wichtiger
Faktor bei Ischimie-Reperfusions-Schadigungen im Gehirn [17]. TRPC-6 wird nach isché-
mischer Hirnschidigung auf Neuronen weniger exprimiert und scheint demnach auch eine Be-
deutung bei den pathophysiologischen Vorgéngen zu haben [37]. Bei pharmakologischer Auf-
rechterhaltung der TRPC-6 Expression kommt es zu einer kleineren Hirnschddigung nach
Ischdmie als normal, was fiir eine protektive Rolle von TRPC-6 spricht [37]. Eine wichtige

Bedeutung kommt dabei dem Transkriptionsfaktor cAMP-response-element-binding protein
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(CREB) zu, welches nach TRPC-6 Aktivierung vermehrt phosphoryliert wird und so die Neu-
ronen vor dem Zelluntergang schiitzt [36]. Es gibt allerdings auch Studien, die eine erhdhte
Expression von TRPC-6 mit einem erhohten bzw. einen TRPC-6 Knockdown mit einem gerin-
geren neuronalen Schaden nach Ischidmie assoziieren [36], [38]. Auch wenn die Klidrung der
genauen Funktion von TRPC-6 bei ischdmischer Hirnschdadigung noch weiterer Forschung be-
darf, steht fest, dass der Kanal hierbei eine wichtige Funktion einnimmt und einen mdglichen

therapeutischen Angriffspunkt darstellt [36].

Eine Fehlregulation der Calciumhomdostase ist nicht nur bei ischdmischer Hirnschédigung ein
wichtiger pathophysiologischer Vorgang, sondern auch bei anderen neurodegenerativen Er-
krankungen [39]. So steht zum Beispiel eine gestorte Calciumhomdgostase im Zusammenhang
mit Anzeichen von Alzheimer auf molekularer Ebene im Sinne einer -Amyloid Akkumula-
tion [40]. Die TRPC-6 Expression ist bei Alzheimer Erkrankung deutlich verringert [39]. Eine
pharmakologische Aktivierung von TRPC-6 mittels Hyperforin fiihrt bei der Erkrankung hin-
gegen zu einer reduzierten Akkumulation von -Amyloid im Gehirn [40]. Grund dafiir konnte
eine TRPC-6 vermittelte Unterbindung der Spaltung des Amyloid precurser protein sein [39].
Fiir Tetrahydrohyperforin, ein Derivat des Hyperforins, konnte am Mausmodell bereits eine

neuroprotektive Wirkung bei Alzheimer gezeigt werden [13].

Fiir Hyperforin konnte aulerdem eine antidepressive Wirkung gezeigt werden [13]. Es wirkt
als nichtselektiver Neurotransmitter-Wiederaufnahmehemmer und sorgt fiir einen Anstieg von
unter anderem Serotonin, Noradrenalin und Dopamin im synaptischen Spalt [41]. Es wird an-
genommen, dass die Hyperforin vermittelte Aktivierung von TRPC-6 iiber eine vermehrte
Durchléssigkeit fiir Natriumionen zu einem verringerten Natriumgradienten fiihrt [11]. Dieser
Gradient ist wichtig fiir die Wiederaufnahme von Neurotransmittern, sodass Hyperforin in die-

sem Fall die Aufnahme von Neurotransmittern aus dem synaptischen Spalt verhindert [41].

TRPC-6 spielt aber nicht nur eine Rolle in der Therapie, sondern auch in der Genese von
psychiatrischen Erkrankungen [39]. Eine reduzierte Funktion von TRPC-6 fiihrte in Studien zu
einer verdnderten neuronalen Entwicklung und Funktion [39]. Es konnten bereits signifikante
Zusammenhidnge zwischen TRPC-6 Mutationen und dem Auftreten von Autismus-Spektrum-
Storungen gezeigt werden [39]. Auch im Tiermodell fiihrte ein Knockout von TRPC-6 zu Ver-
haltensédnderungen, die Anzeichen von Autismus beim Menschen dhneln [39]. Die Bedeutung

von TRPC-6 fiir die neuronale Entwicklung wird in erster Linie auf das bereits angesprochene
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cAMP-response-element-binding protein (CREB) zuriickgefiihrt [41]. Es wird durch den Cal-

ciumeinstrom phosphoryliert und reguliert viele Gene [41].

AuBerdem scheinen TRPC-6 und TRPC-3 wichtig fiir die Vermittlung von Sensibilitit und das
Horvermdgen zu sein [42]. Die Kandle konnten namlich in Spinalganglien und in Haarzellen
der Cochlea nachgewiesen werden, wobei ein Knockdown beider Kanéle zu einer Beeintrach-
tigung von Sensibilitit und Horvermdgen fiihrte [42]. Unter der Annahme, dass die Heteromer-
bildung der TRPC-Kanile eine Kompensationsmoglichkeit fiir die Funktion der Sensibilitét
darstellt, wurde noch eine Studie mit der gleichzeitigen Ausschaltung von TRPC-1/3/5 und 6
angeschlossen [43]. Hierbei zeigte sich, wie bereits vermutet, ein noch groBeres Sensibiltétsde-

fizit [43].

Neben der Wahrnehmung von Sensibilitdt scheint TRPC-6 auch an der Vermittlung von Hy-
peralgesie und Nozizeption beteiligt zu sein [44], [45]. Eine Studie wurde dabei an normogly-
kdmen Ratten durchgefiihrt [44]. Bei einer anderen Studie wurde den Ratten zuerst ein Diabetes
induziert [45]. Bereits die Hyperglykédmie fiihrte zu einer vermehrten TRPC-6 Expression in
den Spinalganglien [45]. Die nachfolgende Gabe von Natriumhydrogensulfid zur Induktion ei-
ner Hyperalgesie fiihrte zu einem weiteren Anstieg der TRPC-6 Expression in den Spinal-
ganglien [45]. TRPC-6 scheint ebenfalls von Mikroglia exprimiert zu werden, deren Uberakti-
vitdt eine bedeutende Rolle in der Genese von neuropathischen Schmerzen spielt [46]. Durch
die intrathekale Gabe von Larixylacetat, einem selektiven TRPC-6 Inhibitor, konnte bei Ratten
die durch neuropathische Schmerzen bedingte mechanische Hypersensitivitit und die Kalteal-
lodynie unterdriickt werden [46]. Unter anderem war dafiir die Herabregulation von TRPC-6 in
Mikroglia verantwortlich [46]. Larixylacetat konnte daher einen vielversprechenden Ansatz in

der Behandlung von neuropathischen Schmerzen darstellen [46].

Auch fiir grundlegende Mechanismen, wie synaptische Plastizitit, hat TRPC-6 eine wichtige
Relevanz [47]. Anhand dieser Auflistung physiologischer und pathophysiologischer Vorgénge,

an denen TRPC-6 beteiligt ist, wird bereits ersichtlich, welche Bedeutung dem Kanal zukommt.

2.3.5 TRPC-6 und nicht neuronale Erkrankungen

Zusitzlich zu seiner Relevanz in Nervengewebe spielt TRPC-6 auch eine wichtige pathophy-

siologische Rolle in anderen Bereichen des Kdrpers.
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In Bezug auf die Niere stehen Mutationen von TRPC-6 beispielsweise im Zusammenhang mit
fokal segmentaler Glomerulosklerose (FSGS) [13]. Die Erkrankung fiihrt zu einer gestorten
Filterfunktion der Niere und dadurch zu einer Proteinurie [13]. Normalerweise wird TRPC-6
von Podozyten exprimiert [11]. Die Podozyten bilden zusammen mit der Schlitzmembran einen
wichtigen Teil der glomeruldren Filtrationsbarriere [48]. Diese ist bei FSGS beeintréachtigt [13].
Bei den Mutationen, die in FSGS resultieren, sind sowohl gain-of-function- als auch loss-of-
function-Mutationen beschrieben [13]. Daraus lésst sich schlieen, dass ein vermehrter Calci-
umeinstrom iiber TRPC-6 in die Podozyten zwar die Nierenfunktion schidigt, eine gewisse
Aktivitdt von TRPC-6 allerdings trotzdem notwendig fiir eine normale Funktion der Podozyten

sein konnte [17].

Auch bei diabetischer Nephropathie kommt TRPC-6 eine Bedeutung im Sinne einer vermehrten
Expression in Podozyten zu [39]. Ein Knockdown von TRPC-6 hat hier eine schiitzende Wir-
kung auf die Podozyten bei diabetischer Nierenerkrankung [17]. In Blutgefden von Diabe-

tespatienten hingegen ist die Expression von TRPC-6 herunterreguliert [11].

Im Herzen spielt TRPC-6 ebenfalls eine wichtige Rolle [39]. Vor allem an der Genese einer
Myokardhypertrophie scheint der Kanal beteiligt zu sein, da er hier deutlich stirker exprimiert
wird als normalerweise [49]. Eine Hypertrophie ist bedingt durch eine Vergroferung der Kar-
diomyozyten, welche infolge von vermehrter Druck- oder Volumenbelastung des Herzens auf-
tritt [17]. Entscheidend fiir diesen Prozess ist ein Signalweg, der iiber die Dephosphorylierung
des nuclear factor of activated T cells (NFAT) zu einer Aktivierung von Hypertrophiegenen
fiihrt [50]. Verantwortlich fiir die Dephosphorylierung ist dabei Calcineurin, welches selbst
durch eine ldnger vorliegende erhohte intrazellulire Calciumkonzentration aktiviert
wird [50], [51]. Die erhohte Calciumkonzentration ist dabei TRPC-3 und TRPC-6 vermit-
telt [S1]. Zum einen kann eine myokardiale Dehnung einen Anstieg des Calciumspiegels nach
sich ziehen [39]. Zum anderen kdnnen auch Faktoren wie Angiotensin II iiber Aktivierung von
Gg-Protein-gekoppelten Rezeptoren zu einer erhdhten Calciumkonzentration fiihren und so eine
Hypertrophie stimulieren [50]. An beiden Signalwegen sind TRPC-3 und TRPC-6 dabei betei-
ligt, wobei der Signalweg tliber die Gq-Protein-gekoppelten Rezeptoren bereits weiter oben be-
schrieben wurde [51]. TRPC-6 konnte somit ein mdglicher Angriffspunkt fiir kardioprotektive
Medikamente sein [39]. Ein TRPC-6 Inhibitor konnte im Tierversuch bereits fiir eine verbes-
serte Herzfunktion nach ldngerer Druckiiberlastung sorgen [13]. In Bezug auf das Herz konnte

aullerdem gezeigt werden, dass TRPC-6 nach Myokardinfarkt bei Ratten iiberexprimiert
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wird [39]. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Expressionsstirke von TRPC-6 in

Koronarien mit deren Kontraktilitit korreliert [17].

Bei Lungenerkrankungen kommt TRPC-6 ebenso eine gewisse Bedeutung zu [39]. Der chro-
nisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) liegt pathophysiologisch sowohl eine vermehrte
Proliferation glatter Muskelzellen in den Atemwegen sowie eine vermehrte calciumabhéngige
Aktivierung von Alveolarmakrophagen zugrunde [39]. Die TRPC-6 Expression in den Alveo-
larmakrophagen ist bei COPD-Patienten dabei deutlich hoher als normal [11]. Auch bei Pati-
enten mit COVID-19 war die Expression von TRPC-6 in den Infiltraten, inflammatorisch ver-
dndertem Gewebe und fibrotischen Lungenanteilen erhoht [39]. Bei Lungenddem scheint der
Kanal ebenfalls eine Rolle zu spielen [ 11]. Ein weiterer Mechanismus, an dem TRPC-6 beteiligt
zu sein scheint, ist die hypoxische Vasokonstriktion in der Lunge [39]. Dieser physiologische
Prozess wird auch Euler-Liljestrand-Mechanismus genannt [52]. Er ist wichtig, um das Blut in
der Lunge anstatt in minderbeliiftete Bereiche in Bereiche mit normaler Sauerstoftkonzentra-
tion zu leiten [17]. Entscheidend dafiir ist eine vermehrte Proliferation und Kontraktion von
glatten Muskelzellen in der Lunge [39]. Dabei kommt es zu einem vermehrten Calciumeinstrom
iiber TRPC-6 in die glatten Muskelzellen [39]. Hélt die Hypoxie an, kommt es zusétzlich zu
einer vermehrten Expression von TRPC-6 in den Zellen [39]. Auch bei idiopathischer pulmo-
nalarterieller Hypertension konnte der Kanal eine wichtige Funktion haben [52]. Hierbei
kommt es zu einem Umbau der Lungengefdfle und zu einer Proliferation von pulmonalarteriel-
len glatten Muskelzellen [52]. Die TRPC-6 Expression in der Lunge ist bei dieser Krankheit
deutlich erhdht [52]. Durch Inhibition der Genexpression von TRPC-6 konnte die Proliferation

dieser pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen deutlich verringert werden [52].

Zuletzt konnte TRPC-6 auch einen wichtigen Angriffspunkt in der Tumortherapie darstel-
len [17]. Insbesondere bei Brustkrebs spielt der Kanal eine wichtige Rolle, was aufgrund der
Wichtigkeit der Calciumsignalwege bei dieser Tumorentitdt wenig verwunderlich ist [39].
Auch bei Prostatakrebs ist der Kanal von Bedeutung, da ein erhohter Calciumeinstrom iiber
TRPC-6 fiir eine schnellere Proliferation von Prostatakrebszellen sorgt [39]. Durch eine Aus-
schaltung des Kanals konnte dies unterbunden werden [39]. AuBerdem konnte durch eine Vi-
tamin-D Supplementation diese durch TRPC-6 vermittelte calciumbedingte Progression der
Krebszellen reduziert werden [13]. Der Kanal wird weiterhin mit einer Reihe von anderen Tu-
morarten wie beispielsweise Malignomen von Niere, Osophagus, Lunge oder Ovarien in Ver-

bindung gebracht [39].
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2.4 Aufbau peripherer Nerven

Die peripheren Nerven bilden sich ausgehend von Fasern des zentralen Nervensystems und
lassen sich in Hirnnerven und Spinalnerven unterteilen, welche sich wiederum weiter in klei-
nere Aste verzweigen [53]. Der Aufbau dieser peripheren Nerven ist jedoch in fast allen Berei-
chen des Korpers dhnlich [53]. Da sich diese Arbeit mit dem N. ulnaris und dem N. ischiadicus
als reprasentative Vertreter der peripheren Nerven befasst, soll nun als Néchstes auf die Anato-

mie und den Verlauf dieser beiden Nerven eingegangen werden.

2.4.1 N. ulnaris
Der Verlauf des N. ulnaris wurde detailliert von Schiinke et al. [54] und Moll et al. [55] be-

schrieben und lésst sich wie folgt darstellen. Es ist ein Nerv der oberen Extremitét, der einen
Endast des Plexus brachialis darstellt. Dabei handelt es sich um ein Nervengeflecht, das sich
vor allem aus den ventralen Asten der Spinalnerven von den Riickenmarkssegmenten C5 - Th1
zusammensetzt. Diese auch Rr. ventrales genannten Nerven vereinigen sich zunéchst lateral der
hinteren Skalenusliicke zu drei Primérstringen. Man unterscheidet hier einen Truncus superior
(C5 und C6), Truncus medius (C7) und Truncus inferior (C8 - Th1). Dorsal der Clavicula teilen
diese sich wiederum in drei vordere und drei hintere Divisiones auf, welche sich schliefllich
dorsal des M. pectoralis minor zu drei Sekundérstrangen vereinigen. Diese werden auch Faszi-
kel genannt. Je nach Lage zu ihrer Leitstruktur, der A. axillaris, unterscheidet man hier Fasci-
culus lateralis, medialis und posterior. Anhand der abgehenden Aste lisst sich der Plexus bra-
chialis zusitzlich in eine Pars supraclavicularis und eine Pars infraclavicularis unterteilen. Bei
der Pars supraclavicularis handelt es sich um vier Nerven, die direkt aus den ventralen Asten
der Spinalnerven oder den Trunci entspringen (N. dorsalis scapulae, N. thoracicus longus, N.
suprascapularis, N. subclavius). Bei der Pars infraclavicularis hingegen unterscheidet man die
abgehenden Nerven nochmals in kurze und lange Aste. Die kurzen Aste verlassen den Plexus
brachialis bereits auf Hohe der Faszikel (N. subscapularis, N. thoracodorsalis, Nn. pectorales
medialis und lateralis, N. cutaneus brachii medialis, N. cutaneus antebrachii medialis, Nn. in-
tercostobrachiales), wiihrend es sich bei den langen Asten um die Endaufzweigungen der Fas-

zikel handelt (N. musculocutaneus, N. axillaris, N. radialis, N. medianus, N. ulnaris).

Da es sich bei dem relevanten Nerv fiir diese Arbeit um den N. ulnaris handelt, soll dessen
weiterer Verlauf zusitzlich explizit erldutert werden. Der N. ulnaris enthilt Anteile der Riicken-
markssegmente C8 - Thl und geht aus dem Fasciculus medialis hervor. Zunichst zieht er im

Sulcus bicipitalis medialis des Oberarms, bevor er das Septum intermusculare mediale durch-
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bricht und die Flexorenloge verldsst. Anschlieend verlduft er in der Extensorenloge bis zum
Sulcus n. ulnaris auf der medialen Seite des Ellenbogengelenks. Hier ist er zwischen Epicon-
dylus medialis des Humerus und Olecranon der Ulna oberfldchlich gut tastbar. Im weiteren
Verlauf tritt er zwischen den beiden Kopfen des M. flexor carpi ulnaris hindurch. Dieser dient
als Leitstruktur, da der N. ulnaris unter dem genannten Muskel bis zum Handgelenk zieht. Auf
seinem Weg gibt er noch direkte Aste zur Innervation des M. flexor carpi ulnaris sowie dem
ulnaren Anteil des M. flexor digitorum profundus ab. Auflerdem gibt er noch einen R. palmaris
zur sensiblen Innervation der ulnaren Hohlhand und einen R. dorsalis zur sensiblen Innervation
der Streckseite der ulnaren Finger ab, bevor er auf dem Retinaculum musculorum flexorum am
Handgelenk durch die Guyon-Loge zieht. Hier teilt sich der N. ulnaris in einen zur Palmarflache
verlaufenden R. superficialis und einen R. profundus, der gemeinsam mit dem Arcus palmaris
profundus in die Tiefe der Hohlhand zieht. Der R. superficialis ist vor allem fiir die sensible
Innervation der Beugeseite der ulnaren Finger verantwortlich und hat lediglich einen motori-
schen Ast, mit dem er den M. palmaris brevis innerviert. Der R. profundus hingegen ist ein rein
motorischer Ast und ist fiir die Innervation von M. abductor digiti minimi, M. flexor digiti
minimi brevis, M. opponens digiti minimi, Mm. lumbricales III und IV, Mm. interossei palma-
res und dorsales, M. adductor pollicis und M. flexor pollicis brevis (Caput profundum) verant-

wortlich.

2.4.2 N. ischiadicus

Auch die Anatomie des N. ischiadicus wurde durch Schiinke et al. [56] und Moll et al. [57]
genaustens dargelegt und wird im Folgenden erldutert. Es ist ein Nerv der unteren Extremitit,
der aus dem Plexus sacralis hervorgeht. Dieser ist Teil des groeren Plexus lumbosacralis, der
in erster Linie fiir die nervale Innervation der unteren Extremitit verantwortlich ist. Der Plexus
lumbosacralis wiederum ldsst sich in einen Plexus lumbalis und einen Plexus sacralis untertei-
len. Der Plexus lumbalis setzt sich aus den Rr. ventrales der Spinalnerven Th12 - L4 zusammen,
wohingegen der Plexus sacralis seine Nerven aus den ventralen Asten der Riickenmarksseg-
mente L5 - S1 bezieht. Zusétzlich gibt es einen Verbindungsast, der Faseranteile von L4 zum
Plexus sacralis hinzufiihrt. Dieser wird auch Truncus lumbosacralis genannt. Der Plexus lum-
balis teilt sich schlussendlich in sechs Nerven auf, die vor allem zur Bauchwand und Ober-
schenkelvorderseite ziehen. Dabei handelt es sich um den N. iliohypogastricus, N. ilioinguina-
lis, N. genitofemoralis, N. cutaneus femoris lateralis, N. obturatorius und N. femoralis. Der
Plexus sacralis hingegen verlduft ausgehend vom Os sacrum auf dem M. piriformis und zieht

mit seinen Endéasten entweder oberhalb oder unterhalb von diesem Muskel auf die Oberschen-

22



Einleitung

kelriickseite. Vorher gibt er noch einige direkte Aste an die Mm. gemelli, den M. obturatorius
internus, M. quadratus lumborum und den M. piriformis selbst ab. Insgesamt gehen fiinf Nerven
aus dem Plexus sacralis hervor. Der N. gluteus superior tritt als einziger Nerv oberhalb des M.
piriformis durch das Foramen suprapiriforme und versorgt dort den M. gluteus medius und
minimus, sowie den M. tensor fasciae latae. Alle anderen Nerven des Plexus sacralis ziehen
durch das Foramen infrapiriforme unterhalb des M. piriformis und gelangen so auf die Ober-
schenkelriickseite. Wahrend der N. gluteus inferior dort nach seinem Durchtritt den M. gluteus
maximus versorgt, zieht der N. pudendus einmal dorsal der Spina ischiadica entlang und ver-
lduft dann im Alcock-Kanal, einer Faszienduplikatur des M. obturatorius internus, wieder nach
ventral, um dort motorisch die Beckenbodenmuskulatur und sensorisch den Intimbereich zu
innervieren. Lediglich der N. ischiadicus und der N. cutaneus femoris posterior, der im weiteren
Verlauf die Riickseite des Oberschenkels sensibel versorgt, zichen nach ihrem Durchtritt durch

das Foramen infrapiriforme nach kaudal.

Da im Hinblick auf die untere Extremitdt im Fall dieser Studie der N. ischiadicus von Relevanz
ist, soll dessen Verlauf an dieser Stelle auch gesondert herausgearbeitet werden. Nach seinem
Durchtritt durch das Foramen infrapiriforme verlduft der N. ischiadicus zunichst unter dem M.
gluteus maximus und zieht zwischen dem Tuber ischiadicum und dem Trochanter major des
Femurs nach kaudal. Danach zieht er unter dem M. biceps femoris hindurch und gelangt
schlieBlich in die Fossa poplitea. Wéhrend seines Verlaufs bis zur Kniekehle teilt sich der N.
ischiadicus in einen N. tibialis und einen N. fibularis communis auf. Die Hohe dieser Aufteilung
ist jedoch von Mensch zu Mensch variabel. Die Nervenfasern dieser beiden Nerven liegen meis-
tens schon vorher getrennt vor, teilen sich jedoch eine Bindegewebshiille, sodass sie makrosko-
pisch nicht voneinander differenziert werden konnen. Bereits im Oberschenkelbereich inner-
vieren Aste des Tibialisanteils des N. ischiadicus den M. semimembranosus, M. semitendino-
sus, Teile des M. adductor magnus und das Caput longum des M. biceps femoris, wihrend der

Fibularisanteil hier lediglich das Caput breve des M. biceps femoris innerviert.

Nach der Aufteilung des N. ischiadicus verlduft der N. tibialis zundchst oberhalb von V. und
A. poplitea durch die Kniekehle und zieht dann unter den M. gastrocnemius, an den er motori-
sche Aste abgibt. AuBerdem innerviert er den M. popliteus, M. plantaris sowie den M. soleus,
bevor er durch den Arcus tendineus musculi solei in die tiefe Flexorenloge eintritt. Hier versorgt
er den M. flexor hallucis longus, M. flexor digitorum longus sowie den M. tibialis posterior mit
motorischen Asten und zieht in Begleitung der A. tibialis posterior bis hinter den Malleolus

medialis. Hier tritt er durch den Tarsaltunnel und teilt sich dabei in einen N. plantaris medialis
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und lateralis auf. Der N. plantaris lateralis zieht im weiteren Verlauf gemeinsam mit der A.
plantaris lateralis unter dem M. flexor digitorum brevis zur FuauB3enseite. Analog zur Inner-
vation der Handmuskulatur versorgt er hier den M. adductor hallucis, das Caput laterale des M.
flexor hallucis brevis, den M. abductor digiti minimi, den M. flexor digiti minimi brevis, den
M. opponens digiti minimi, die Mm. interossei plantares und dorsales sowie die Mm. lumbri-
cales III und IV. Zusitzlich innerviert der N. plantaris lateralis am Fuf3 noch den M. quadratus
plantae. Der N. plantaris medialis verlduft unter dem M. abductor hallucis zur medialen FuB3-
sohle, wo er das Caput mediale des M. flexor hallucis brevis, den M. flexor digitorum brevis,

den M. abductor hallucis und die Mm. lumbricales I und II motorisch innerviert.

Der N. fibularis communis zieht nach der Aufteilung des N. ischiadicus nach lateral und ver-
lduft am medialen Rand des M. biceps femoris entlang durch die Kniekehle bis zum Fibulakopf-
chen. Dort umlduft er das Collum fibulae, um nach ventral zu gelangen und tritt schlief8lich in
den M. fibularis longus. Hier teilt sich der Nerv in einen N. fibularis superficialis und einen N.
fibularis profundus auf. Der N. fibularis superficialis bleibt in der Fibularisloge und zieht nach
kaudal. Auf seinem Weg innerviert er sowohl den M. fibularis longus als auch den M. fibularis
brevis motorisch. SchlieBlich tritt er im Bereich des unteren Unterschenkels durch die Fascia
cruris nach auBen, um zum FufBriicken zu ziehen. Der N. fibularis profundus hingegen tritt di-
rekt nach der Aufteilung durch das Septum intermusculare cruris anterius in die Extensoren-
loge. Hier innerviert er den M. tibialis anterior, den M. extensor hallucis longus und den M.
extensor digitorum longus motorisch. Der Nerv zieht gemeinsam mit der A. tibialis anterior
zwischen M. extensor hallucis longus und M. tibialis anterior nach kaudal. Dort gelangt er
ebenfalls zum FuBriicken, wo er mit der A. dorsalis pedis verlauft und zusétzlich den M. exten-

sor hallucis brevis und den M. extensor digitorum brevis versorgt.

Neben der motorischen Versorgung der oben genannten Muskeln, spielt der N. ischiadicus auch
eine wichtige Rolle bei der sensiblen Innervation der unteren Extremitit. Sowohl der N. tibialis
als auch der N. fibularis communis geben auf Hohe der Kniekehle einen sensiblen Ast ab. Beim
N. tibialis handelt es sich dabei um den N. cutaneus surae medialis und beim N. fibularis com-
munis um den N. cutaneus surae lateralis. Diese beiden Nervenéste vereinigen sich schlieBlich
iiber einen R. communicans zum N. suralis, der zusammen mit der V. saphena parva verlduft
und zum lateralen FuBrand zieht. Die verschiedenen Aste sind fiir die sensible Innervation von
Unterschenkelriick- und auBBenseite sowie lateralem Ful3- und Fersenrand verantwortlich. Der
N. tibialis ist mit seinen Endésten weiterhin fiir die sensible Versorgung der Fuf3sohle verant-

wortlich. Die Innervation des GroBteils des FuBriickens hingegen erfolgt durch den N. fibularis
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superficialis. Lediglich der erste Interdigitalraum wird durch den N. fibularis profundus sensi-

bel versorgt.

2.4.3 Histologie

Ahnlich wie bei anderen Organen, lassen sich im Fall von peripheren Nerven Stroma und Pa-
renchym unterscheiden [53]. Das Parenchym besteht dabei aus Nervenfasern, welche sich aus
den Axonen und den Myelinscheiden, die die Axone ummanteln, zusammensetzen [58]. Das
Myelin wird im peripheren Nervensystem dabei von Schwann-Zellen produziert [59]. Je nach-
dem, ob die Axone von Myelinscheiden umgeben sind oder nicht, unterscheidet man zwischen
myelinisierten und unmyelinisierten Nervenfasern [60]. Das Stroma der peripheren Nerven be-
steht vor allem aus Bindegewebe, das die Fasern umgibt [53]. Die einzelnen Nervenfasern sind
dabei zunichst in Endoneurium eingebettet [58]. Dieses wiederum wird von Perineurium um-
geben, das die Nervenfasern in mehrere Nervenfaserbiindel unterteilt [58]. Die dullerste Schicht

bildet dann das Epineurium, in dem auch Blutgefa3e verlaufen, die die Nerven versorgen [53].

Endoneurium

Myelinisierte Nerven

( ! } Unmyelinisierte Nerven
@ ‘?Blutgef%e

Perineurium

< Epineurium

Abbildung 4: Querschnitt Nervy

2.5 Ziele der Arbeit

Wie bereits erwédhnt, wird TRPC-6 in einer Vielzahl von Geweben exprimiert [15]. Im Hinblick
auf das Nervengewebe wurde der Kanal bereits in einer Vielzahl von Regionen des zentralen
Nervensystems nachgewiesen [37]. In Bezug auf das periphere Nervensystem konnte bereits

gezeigt werden, dass TRPC-6 in dorsalen Spinalganglien exprimiert wird [61]. Bisher gibt es

25



Einleitung

jedoch keine wissenschaftliche Arbeit zum Vorkommen von TRPC-6 in den peripheren Ner-
ven. Diese bestehen zwar unter anderem aus den Axonfortsdtzen der sensorischen Neuronen
der Spinalganglien, beinhalten jedoch auch motorische Nervenfasern von Neuronen aus dem

Riickenmark [53].

Ein weiterer Schwachpunkt in der bisherigen Datenlage liegt darin begriindet, dass die meisten
Nachweise von TRPC-6 an Tieren wie beispielsweise Ratten erfolgt sind [45], [46], [62], [63].
Auch wenn im Fall der dorsalen Spinalganglien tatsédchlich schon mal menschliche Proben ana-
lysiert wurden [64], ist die Arbeit mit humanem Gewebe aufgrund der erschwerten Verfligbar-

keit deutlich seltener und daher nur vereinzelt vorhanden.

Zudem stiitzen sich die Nachweise von TRPC-6 hiufig auf Methoden wie PCR und Western
Blot [15], [44]. Die Immunhistochemie bietet hingegen den Vorteil, dass man anhand des his-
tologischen Schnitts Riickschliisse auf die Lokalisation des zu untersuchenden Antigens im je-

weiligen Gewebe ziehen kann [65].

Ziel dieser Arbeit soll es daher sein, den Nachweis von TRPC-6 in menschlichen peripheren
Nerven zu erbringen. Als Methode soll dabei die Immunhistochemie dienen, um auf mogliche
Differenzen in der Kanalexpression in verschiedenen Gewebeabschnitten eingehen zu konnen.

Als zentrale Fragestellung dieser Studie kdnnen dabei folgende Unterpunkte formuliert werden:

1. Ist TRPC-6 mittels Immunhistochemie in menschlichen peripheren Nerven nachweis-
bar?

2. Gibt es Unterschiede in der Kanalexpression im Hinblick auf bestimmte Gewebeab-
schnitte?

3. Gibt es Unterschiede in der Kanalexpression zwischen den ausgewdhlten Nerven?
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3 Material und Methodik

3.1 Material

3.1.1 Geriite

Tabelle 1: Verwendete Geriite

Gerit Hersteller

Karussell Gewebeeinbettautomat MTP SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland
Paraffin AusgieBstation (MPS/P1) SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland
Kiihlplatte (MPS/C) SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland
Paraffin-Streckbad Ref.: 1052; Gesellschaft fiir Labortechnik

mbH, Burgwedel, Deutschland

Objekttragerwarmeplatte W10 VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Mikrotom (Microm RM 2025) Heidelberg Instruments, Heidelberg,
Deutschland

Digitaler Ikubator VWR INCU-Line IL 56 VWR International GmbH, Darmstadt,

Deutschland
Wirme-/Trockenschrank VT6025 Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
UHP-Einkanalpipetten VWR International, Pennsylvania, USA
Vortexmischer Heathrow Scientific, Illinois, USA
Lichtmikroskop Leica Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
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3.1.2 Chemikalien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

NEP-Losung nach Weigner

Ref.: 27796; Otto Fischar GmbH & CO. KG,

Saarbriicken, Deutschland

Formaldehyd-Ldsung

Ref.: 27244; Otto Fischar GmbH & CO. KG,

Saarbriicken, Deutschland

Roti®fair 10 x PBS 7.4

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

2-Propanol 97 %

Ref.: 700212; Zentrales Chemikalienlager
Universitit des  Saarlandes  (ZChL),

Saarbriicken, Deutschland

Menthylbenzoat 99 %

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

Paraffin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Ethanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Xylol Zentrales Chemikalienlager Universitéit des

Saarlandes (ZChL), Saarbriicken, Deutsch-
land

Héamatoxylin nach Ehrlich

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
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Chemikalie

Hersteller

Eosin 0,1 %

Zentrales Chemikalienlager Universitit des
Saarlandes (ZChL), Saarbriicken, Deutsch-
land

Eisessig

VWR International GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Citrat-Puffer

Ref.: ab93678; Abcam, Cambridge, Grof3bri-

tanien

NGS Ref.: G6767; Sigma Aldrich, Zentr. ChL.

Kaninchenserum Life Technologies, Carlsbad, USA

Wasserstoffperoxid Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

DAB Ref.: SK-4103; Vector Laboratories, Burlin-

game, USA

3.1.3 Antikorper

Tabelle 3: Verwendete Antikiorper

Material

Hersteller

Primérantikrper (Anti-TRPC-6 Antibody)

Ref.: ACCO017; Alomone Labs, Jerusalem, Is-

rael

Sekundirantikorper (Anti-rabbit HRP)

Ref.: A10547; Invitrogen, Carlsbad, USA
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3.1.4 Sonstige Materialien

Tabelle 4: Sonstige verwendete Materialien

Material

Hersteller

Sterile Skalpellklingen Nr.22

C. Bruno Bayha GmbH, Tuttlingen, Deutsch-
land

Anatomische Pinzette 14,5 cm

Schreiber Instrumente GmbH, Fridingen,

Deutschland

Chirurgische Pinzette 13,5 cm

Schreiber Instrumente GmbH, Fridingen,

Deutschland

Inzisionsschere Gerade 13 cm

Schreiber Instrumente GmbH, Fridingen,

Deutschland

Feilchenfeld Splitterpinzette 11,5 cm

Schreiber Instrumente GmbH, Fridingen,

Deutschland

Sektionsnadel PM/S-1

Ref.: 14.69.41; Medicon eG, Tuttlingen,
Deutschland

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

Einbettringe Ref.: M460; Simport Scientific Inc., Bernard-
Pilon Beloeil, Kanada

Mikrotomklingen Leica-Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Objekttrager Ref.: 1110022A; Engelbrecht Medizin- und

Labortechnik GmbH, Edermiinde, Deutsch-
land
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Material

Hersteller

Objekttrager Superfrost Plus

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland

Filterpapiere Ref.: 534018; Macherey-Nagel GmbH und
Co. KG, Diiren, Deutschland
Deckgléser 24 x 50 mm Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Eindeckmedium Roti-HistoKitt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Pipettenspitzen Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

DakoPen Fettstift Ref.: S200230-2; Agilent, Glostrup, Dine-
mark

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

Deutschland

3.2 Methoden

Alle der im folgenden Abschnitt beschriebenen Handlungen mit Ausnahme der Leichenfixie-

rung wurden in Eigenregie durchgefiihrt.

3.2.1 Daten der Korperspender

Die Entnahme der Proben erfolgte an fixierten Korperspendern des anatomischen Instituts in

Homburg. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden Nerven an insgesamt acht fixierten Prépa-

raten entnommen. Die nachfolgenden Tabellen sollen eine Ubersicht iiber verschiedene Daten

der Korperspender geben.
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Tabelle 5: Ubersicht iiber die Korperspender

Spender Alter Tage bis Fixierung Geschlecht
1 79 1 weiblich
2 89 6 weiblich
3 90 2 weiblich
4 91 1 weiblich
5 95 2 weiblich
6 104 2 weiblich
7 86 2 weiblich
8 97 2 weiblich

Tabelle 6: Gesundheitsdaten der Korperspender

Spender Vorerkrankungen Todesursache
1 Arterielle Hypertonie, Zustand nach | Multiorganversagen durch respiratori-
Begleiturosepsis sche Globalinsuffizienz durch Tu-
morandmie durch Plasmazellleukédmie
2 Exsikkose durch Nierenversagen durch
Immobilitidtssyndrom durch Subduralhé-
matom links
3 Koronare Herzerkrankung, Zustand | Verbrauchskoagulopathie bei Verdacht
nach Schrittmacherimplantation auf Mesenterialarterienembolie durch
Vorhofflimmern durch Angiosklerose
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Spender Vorerkrankungen Todesursache
4 Niereninsuffizienz, Diabetes mellitus | Hochgradige Aortenklappenstenose
Typ 2
5 Akute Gastroenteritis bzw. Exsikkose,
Herzinsuffizienz, dadurch Verschlechte-
rung des Allgemeinzustandes bzw. Mul-
tiorganversagen
6 Chronisch obstruktive Lungenerkran- | Kardiale Rhythmusstorung, Verdacht
kung auf Tachyarrhythmia absoluta und Herz-
insuffizienz bei koronarer Herzerkran-
kung
7 Pneumonie durch hydropische Dekom-
pensation bei chronischer Niereninsuffi-
zienz
8 Chronisches Schmerzsyndrom, Herz- | Multiorganversagen durch Zustand nach
insuffizienz, Aorten- und Mitralklap- | Ablatio mammae durch Mammakarzi-
peninsuffizienz nom rechts

3.2.2 Fixierung der Leichen

Bei den Korperspendern handelte es sich in diesem Fall ausschlieBlich um Priparate, die mittels

NEP fixiert wurden. Der genaue Fixiervorgang soll im Folgenden néher erldutert werden.

Nach Eintreffen eines neuen Korperspenders erfolgte zunéchst die vollstindige Entkleidung

und ein Wiegen des Leichnams. Daran schloss sich eine umfassende Rasur der Behaarung von

Kopfund Kérper an. Um eine spétere Identifizierung der Kérperspender zu gewéhrleisten, wur-

den auBerdem kleine Schildchen mit einer Journalnummer versehen und an mehreren Stellen

am Korper angebracht. Die Zusammensetzung der Fixationslosung fiir die anschlieBende NEP-

Fixierung kann der nachfolgenden Tabelle entnommen werden.
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Tabelle 7: NEP-Fixierung nach Weigner

Stoffname Gewichtsprozent

Ethanol 25-<35

Polyethylenglykol 10 - <25

Formaldehyd 0,1-<1

Methanol 0,1-<1

Demineralisiertes Wasser Vom Hersteller nicht néher definiert
Nitrit-Pokelsalz Vom Hersteller nicht néher definiert

Insgesamt wurden fiir eine Fixierung zwischen 10 1 und 15 1 der oben genannten Losung bend-
tigt. Zunichst wurde dafiir die rechte A. femoralis freigelegt. Dann wurden Venenkaniilen so-
wohl kranial als auch kaudal in das Gefdf} eingefiihrt und mithilfe von Klemmen fixiert. Die
anschlieBende Injektion der Losung erfolgte bei einem Druck von 1,5 - 2,0 bar. Zum Schluss
wurden noch Nachinjektionen an der oberen und unteren Extremitdt sowie der Regio glutealis,
Regio nuchae und der Finger- und Zehenbeeren vorgenommen. Nachdem die innere Fixierung
abgeschlossen war, erfolgte die dulere Fixierung. Dafiir wurden die Kdrperspender fiir mindes-
tens vier Monate in eine 3 - 5-prozentige Formalinlésung verbracht. Danach wurden sie luft-

und wasserdicht verschweifit und so bis zur Anwendung aufbewahrt.

3.2.3 Auswahl der Proben und Probenentnahme

Um eine reprisentative Probenentnahme fiir den Nachweis von TRPC-6-Kanilen in peripherem
Nervengewebe zu gewéhrleisten, wurde sowohl ein Nerv der oberen Extremitét als auch ein
Nerv der unteren Extremitét ausgewahlt. Bei der oberen Extremitét handelte es sich dabei um

den N. ulnaris und bei der unteren Extremitdt um den N. ischiadicus.

Insgesamt wurden Proben von acht Kdrperspendern entnommen. Dabei wurden jeweils beide
Nerven rechtsseitig an einer ausgewihlten Entnahmestelle bei allen Korperspendern entnom-
men. Zusdtzlich wurden die beiden Nerven viermal linksseitig entnommen, um einen Seiten-

vergleich zu erhalten.
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Als Entnahmestelle wurde fiir den N. ulnaris der Sulcus nervi ulnaris im Bereich des Ellenbo-
gens gewihlt, da dieser anatomisch relativ leicht zuganglich ist. Fiir den N. ischiadicus fiel die
Entscheidung fiir die Entnahmestelle auf den Bereich proximal der Aufteilung in N. tibialis und
N. fibularis. Dabei wurde immer ein groBBeres Stiick Nerv entnommen, welches dann an einem
separaten Arbeitstisch in vier kleinere ca. 1 cm lange Teile zerlegt wurde. Diese wurden da-
rauthin in zwei kleine Plastikkifige verbracht, wobei einer fiir die Nervenlidngs- und einer fiir
die Nervenquerschnitte bestimmt war. Hierbei waren jeweils zwei Proben pro Kéfig vorgese-
hen, um im Falle einer Nichtverwertbarkeit eine Probe als Riicklage zu haben. Die Kéfige wur-
den vorher bereits mit Journalnummer des Korperspenders, Art des entnommenen Nervs, Ent-
nahmeseite und geplanter histologischer Schnittanfertigung beschriftet, um eine Probenver-
wechslung zum spéteren Zeitpunkt zu vermeiden. Um eine gute Vergleichbarkeit der Proben
zu gewihrleisten, wurden die Proben immer nach demselben Vorgehen und an der gleichen

Stelle herauspripariert. Dieses Vorgehen wird im Folgenden nédher beschrieben.

Sowohl fiir die Praparation des N. ulnaris als auch fiir die Entnahme des N. ischiadicus war eine

Bauchlagerung der Korperspender erforderlich.

Fiir die Préparation des N. ulnaris wurde zunéchst das Olecranon getastet. Anschlieend wurde
ein etwa 10 cm langer vertikal verlaufender Hautschnitt gelegt. Die Inzision wurde ungefahr 5
cm proximal des Olecranons begonnen, verlief iiber den genannten Knochenpunkt und endete
ca. 5 cm distal von diesem. Dadurch wurde die Gefahr einer Verletzung des N. ulnaris, der
medial des Olecranons verlduft, minimiert. Als Nachstes wurden die Schnittrdnder erweitert
und die Haut vorsichtig vom Fettgewebe getrennt. Dieses wurde im néchsten Schritt entfernt,
sodass die darunterliegenden Faszien zum Vorschein kamen. Daraufhin wurde der N. ulnaris
im Sulcus nervi ulnaris getastet und in Richtung des Olecranon geschoben. So konnte man me-
dial des Nervs die Faszien und Muskeln er6ffnen, ohne Gefahr zu laufen den N. ulnaris zu
verletzen. Wenn man schlielich den N. ulnaris dargestellt hatte, wurde er vorsichtig aus dem
Sulcus herausgeldst und noch von Fettgewebe befreit. AuBerdem wurde er sowohl nach kranial
verfolgt als auch kaudal bis zu seinem Durchtritt zwischen dem Caput humerale und Caput
ulnare des M. flexor carpi ulnaris dargestellt, um ein angemessen grof3es Stiick entnehmen zu

konnen.
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Abbildung 5: Préiparation N. ulnaris

Ansicht eines rechten Arms von dorsal vor Probenentnahme. Der bereits etwas herausgeloste
N. ulnaris (3) verlduft zwischen dem Epicondylus medialis (1) und dem Olecranon (4) durch
den Sulcus nervi ulnaris (2).

Bei der Priparation des N. ischiadicus wurde als erstes die Glutealfalte aufgesucht. Von hier
aus erfolgte ein mittiger Sagittalschnitt nach kaudal bis etwa 5 cm {iber die Kniekehle hinaus.
Anschlielend erfolgte am oberen und unteren Schnittende eine weitere quer verlaufende Inzi-
sion liber den gesamten hinteren Oberschenkel. Als Néchstes wurde die Haut vom darunter
liegenden Fettgewebe separiert und buchartig zu beiden Seiten aufgeklappt. Das nun sichtbare
Unterhautfettgewebe wurde dann grob entfernt, sodass die darunter liegende dorsale Ober-
schenkelfaszie zum Vorschein kam. Hier erfolgte erneut eine sagittale Inzision tiber die Linge
des gesamten Oberschenkels mit anschlieBender T-formiger Schnittfiihrung, wie es schon bei
der Haut der Fall war. Sie wurde mittels Inzisionsschere vorgenommen, um das darunterlie-
gende Gewebe zu schonen. Danach wurde die Haut ebenfalls zu beiden Seiten hin aufgeklappt.
Der Blick fiel nun auf die dorsale Oberschenkelmuskulatur. AuBerdem waren je nach Korper-
fettverhiltnissen der Korperspender in der Fossa poplitea bereits Anteile des N. ischiadicus
oder sogar der A. und V. poplitea sichtbar. Hier wurde dann iiberschiissiges Fettgewebe ent-
fernt, um die Aste des N. ischiadicus als am oberflichlichsten laufende Strukturen darzustellen.
Von der Kniekehle ausgehend wurde der N. ischiadicus nach kranial verfolgt, bis man die Stelle
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seiner Aufteilung in N. fibularis communis und N. tibialis sehen konnte. Dazu war es nétig, die
eng aneinander liegenden Muskelbduche der ischiocruralen Muskulatur mit den Hénden ausei-
nander zu trennen. Das Caput longum des M. biceps femoris wurde nach lateral und der M.
semimembranosus mit darauf liegendem M. semitendinosus nach medial verlagert, sodass man
in der Mitte des dorsalen Oberschenkels den N. ischiadicus darstellen konnte. Oberhalb der
Aufteilung wurde der Nerv dann noch etwas nach kranial hin freipripariert, um schlieBlich ein

ausreichend grof3es Stiick Nervengewebe entnehmen zu konnen.

Abbildung 6: Praparation N. ischiadicus

Ansicht eines linken Oberschenkels von dorsal vor Probenentnahme. Der N. ischiadicus (1)
teilt sich von kranial kommend auf'in N. fibularis (2) und N. tibialis (3). Lateral davon liegt der
lange Kopf des M. biceps femoris (4) und medial davon die restlichen Anteile der ischiocruralen
Muskulatur (5) bestehend aus M. semimembranosus und M. semitendinosus.

Im Anschluss an jede Priparation wurden die Entnahmestellen mittels Nahtmaterial verschlos-

sen, um die Kdrperspender in einem moglichst pietdtvollen Zustand zu hinterlassen.
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3.2.4 Anfertigung histologischer Schnitte

Nach der Entnahme wurden die Proben in den Plastikkéfigen bei 4 °C im Kiihlschrank in einer
4-prozentigen Formaldehydlosung {iber Nacht fixiert. Am néchsten Tag wurden sie dann in
PBS iiberfiihrt und darin ebenfalls bei 4 °C fiir mindestens weitere 24 Stunden gelagert. Fiir die
Einbettung in Paraffin wurden die Proben dann zunéchst fiir 3 Stunden in eine Box unter flie-
Bendes Leitungswasser und anschlieBend in eine 70-prozentige 2-Propanol-Ldsung verbracht,
wo sie weitere 3 Stunden verblieben. Darauthin schloss sich die automatische Gewebeeinbet-
tung im sogenannten Karussell Gewebeeinbetter an. Dabei handelt es sich um ein Gerit, das
die Proben nach Einstellung des richtigen Programms automatisiert von Losung zu Losung be-
fordert, sodass man die Priparate nicht jedes Mal von Hand iiberfiihren muss. Das ausgewéhlte
Programm hatte eine Dauer von 17 Stunden und 30 Minuten. Dabei verweilten die Proben zu-
néchst fiir 3 Stunden in 70-prozentiger 2-Propanol-Losung und darauffolgend fiir jeweils 1,5
Stunden in 80-prozentiger und dann in 90-prozentiger 2-Propanol-Losung. Danach verblieben
sie zweimal fiir jeweils 1,5 Stunden in 100-prozentiger 2-Propanol-Losung. Dieser Vorgang
diente der Entwésserung. Nachfolgend kamen die Proben dreimal nacheinander fiir je 1,5 Stun-
den in Methylbenzoat und zum Schluss noch zweimal fiir je 2 Stunden in Paraffin. Dadurch
wurden die Rdume im Gewebe, die vorher von Wasser eingenommen waren, mit Paraffin auf-
gefiillt. Der genaue Ablauf kann nochmals anhand der nachfolgenden Tabelle rekapituliert wer-

den.

Tabelle 8: Ubersicht iiber die Stationen am Gewebeeinbettautomat

Station Losung Verweildauer in Stunden
1. 70% 2-Propanol 3

2. 80% 2-Propanol 1,5

3. 90% 2-Propanol 1,5

4. 100% 2-Propanol 1,5

5. 100% 2-Propanol 1,5

6. Methylbenzoat 1,5
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Station Losung Verweildauer in Stunden
7. Methylbenzoat 1,5

8. Methylbenzoat 1,5

0. Paraffin 2

10. Paraffin 2

Nachdem der Automat durchgelaufen war, schloss sich nun das AusgieBen der Pridparate in
Paraffinblockchen an. Dies wurde an einer Ausgiefstation durchgefiihrt. Die Proben sollten
nach Durchlauf durch das Karussell zeitnah weiterverarbeitet werden. Daher musste man die
Ausgielstation bereits vorher anschalten, da sich das Paraffin darin erst verfliissigen musste.
Zur besseren Organisation dieses Ablaufs wurde deshalb eine Zeitschaltuhr verwendet. Die
Kassetten mit den einliegenden Proben wurden nun aus dem Gewebeeinbettautomat in einen
Behilter mit fliissigem Paraffin tiberfiihrt, wo sie bis zum Ausgieen verblieben. Nacheinander
wurden die Proben entnommen und in Blockchen gegossen. Dafiir wurde zundchst der Boden
eines AusgieBformchens mit Paraffin bedeckt. Im Anschluss daran wurde das Préparat mithilfe
von zwel Prépariernadeln mittig in dem Formchen platziert. Hierbei war es wichtig, auf die
richtige Ausrichtung zu achten, da dies den Anschnitt der spéteren histologischen Schnitte be-
stimmte. Fiir die Langsschnitte musste der Nerv dabei flach in dem Formchen liegen, wohin-
gegen er flir einen Querschnitt aufrecht hingestellt werden musste. Darauthin wurde das Form-
chen kurz auf eine Kilteplatte gestellt, um das Prédparat in seiner Position zu fixieren. Dann
wurde ein Einbettring aufgesetzt, auf dem der Priparatname und die Journalnummer des Kor-
perspenders vermerkt wurde. Durch ein Loch in der Mitte des Einbettrings wurde das Formchen
nun sukzessive mit Paraffin aufgefiillt und zwischendrin immer wieder auf eine Kiélteplatte
gestellt. Wenn das Formchen samt Einbettring vollstindig mit Paraffin ausgefiillt war, wurde
es schlieBlich so lange auf die Kaélteplatte verbracht, bis das Paraffin ausgehértet war. Die fer-
tigen Paraffinblockchen wurden zum Schluss in einer Box im Kiihlschrank gelagert, um die

Bedingungen fiir die nachfolgende Schnittanfertigung zu optimieren.

Fiir die sich anschlieBende Anfertigung histologischer Schnitte aus den zuvor gefertigten Paraf-
finblockchen wurde ein Mikrotom benutzt. Zu Beginn wurde ein auf 37 °C temperiertes Was-

serbad bereitgestellt, dessen Temperatur mittels Thermometer iiberwacht wurde. Aulerdem
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wurde eine nebenstehende Heizplatte eingeschaltet, die ebenfalls eine Temperatur von 37 °C
hatte. Nach der Vorbereitung begann die Schnittanfertigung. Dazu wurde immer ein Paraffin-
blockchen aus der Box im Kiihlschrank entnommen und in das Mikrotom eingespannt. Mithilfe
einer liber dem Mikrotom angebrachten Lupe wurden nun Klinge und Paraffinblckchen pas-
send zueinander ausgerichtet. Zunédchst wurde die Schnittdicke etwas grofer gewéhlt, um das
iiberschiissige Paraffin zu entfernen. Wenn das Gewebe in den Schnitten erkennbar war, wurde
die Schnittdicke auf 7 pm eingestellt und mit der eigentlichen Schnittanfertigung begonnen.
Zwischendurch wurde die Mikrotomklinge mit einem in Ethanol getrinkten Tupfer von iiber-
schiissigem Paraffinwachs befreit. Zusétzlich erfolgte in regelmiBigen Abstinden ein Klingen-
wechsel, um mdglichst optimale Schnittbedingungen zu schaffen. Sobald ein Schnitt verwert-
bar schien, wurde er mithilfe von Pinsel und Pripariernadel von der Auflagefldche des Mikro-
toms abgelOst und in das vorbereitete Wasserbad verbracht. Dadurch wurden die Schnittflachen
geglittet. Im Anschluss wurden die Schnitte mittels vorher beschrifteter Objekttrager aufge-
fischt und zum weiteren Trocknen auf die vorgeheizte Warmeplatte gelegt. Dabei wurden von
einem Paraffinblockchen insgesamt vier Schnitte auf herkommliche Objekttrager und sechs
Schnitte auf spezielle Adhdsionsobjekttrager verbracht. Die gewohnlichen Objekttrager dienten
dabei der HE-Farbung, wiahrend die Adhésionsobjekttriger aufgrund ihrer besseren Haftung fiir
die IHC-Farbung verwendet wurden. AuBerdem wurden aus logistischen und praktischen Griin-
den jeweils Langs- und Querschnitt eines Priparats auf denselben Objekttriger verbracht. Da-
bei lieB man die Langsschnitte auf den Objekttragern erst kurz auf der Wéarmeplatte trocknen,
bevor man beim Mikrotom auf das Paraffinblockchen mit dem Praparat im Querschnitt wech-
selte. Dann wurden wieder zehn Schnitte angefertigt, die auf dieselben Objekttrager verbracht
wurden und erneut zum Trocknen auf die Warmeplatte gelegt wurden. So ergaben sich pro
entnommenem Nerv also zehn Objekttriger, auf denen jeweils Langs- und Querschnitt des Pri-
parats nebeneinander lagen. Diese wurden im Anschluss in eine Kiivette gestellt und {iber Nacht
zum weiteren Trocknen in einem Wérmeschrank platziert. Am néchsten Tag wurden dann die
Objekttrager entnommen und in einen Priparatekasten verbracht, in dem sie bis zur weiteren

Verarbeitung vor Staub geschiitzt bei Raumtemperatur lagerten.

3.2.5 HE-Farbung

Die HE-Férbung ist eine histologische Standardfirbung, bei der mit zwei Farbstoffen verschie-
dene Gewebeanteile dargestellt werden. Das Hidmatoxylin dient dabei als basischer Farbstoff
und férbt saure (anionische) Komponenten wie DNA und RNA an, die daher auch als basophil

bezeichnet werden [66]. Diese Zellbestandteile, zu denen vor allem der Zellkern und die Ribo-
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somen zéhlen, werden durch das Himatoxylin blau eingeférbt [67]. Als saurer Farbstoff wird
das Eosin verwendet, welches folglich die basischen (kationischen) Anteile einférbt [66]. Diese
werden deshalb auch azidophil genannt und entsprechen vor allem dem Zytoplasma und den

Mitochondrien [66]. Sie werden durch das Eosin rot dargestellt [67].

In diesem Fall diente die HE-Firbung als Ubersichtsfirbung, um die Gewebequalitiit einer
Schnittserie zu beurteilen, bevor man diese der IHC-Farbung zufiihrte. Dafiir nahm man sich
fiir jeden Farbevorgang insgesamt zehn Objekttriger von verschiedenen Schnittserien. Dabei
war darauf zu achten, dass man einen der vier herkdmmlichen Objekttrager einer Schnittserie

nutzte, da die Adhédsionsobjekttriger fiir die IHC-Farbung vorgesehen waren.

Zu Beginn stellte man die Objekttrager mit den Préparaten in eine Halterung. Diese wurde an-
schlieBend von Losung zu Losung iiberfiihrt. Der erste Teil des Farbevorgangs fand dabei unter
einem Abzug statt. Hierbei wurden die Préparate zunéchst jeweils fiir 5 Minuten in drei unter-
schiedliche Kiivetten mit Xylol gestellt. Dieser Vorgang diente dem Entparaffinieren, um das
Gewebe iiberhaupt erst fiir den Fiarbevorgang zugénglich zu machen [68]. Anschlieend er-
folgte die langsame Rehydrierung des Gewebes durch eine absteigende Alkoholreihe. Dies war
ndtig, da es sich bei den Farbstoffen um wissrige Losungen handelt und so die Aufnahme der
Farbstoffe in das Gewebe erleichtert wird [69]. Dafiir lie man die Objekttrager jeweils fiir 5
Minuten in zwei Gefden mit 100-prozentiger 2-Propanol-Ldsung ruhen. Daraufthin wurden sie
zuerst fiir 5 Minuten in 90-prozentige und danach fiir 5 Minuten in 80-prozentige 2-Propanol-

Losung iiberfiihrt.

Wihrend der Verweildauer der Objekttriger in den unterschiedlichen Losungen wurden die
ndchsten Schritte des Farbungsprozesses vorbereitet. Dies fand auBlerhalb des Abzuges statt.
Insgesamt wurden dafiir fiinf Kiivetten bereitgestellt. Zwei der Gefdle wurden mit destilliertem
Wasser und ein Gefa3 mit Leitungswasser befiillt. Die beiden anderen Kiivetten waren fiir die
Farbkomponenten Hdamatoxylin und Eosin vorgesehen. Um ein mdglichst homogenes Fér-
bungsmuster zu erhalten, wurden diese beiden Losungen vorher noch filtriert. Zuerst wurde die
Kiivette mit Himatoxylin befiillt. Dafiir wurde iiber der Kiivette ein Trichter mit einliegendem
Filterpapier eingespannt, durch den das Hamatoxylin schlieBlich schrittweise eingegossen
wurde. Mit der demselben Prinzip folgenden Filtration des Eosins wartete man jedoch noch ab,
bis die Objekttriager in die Kiivette mit Leitungswasser verbracht worden waren. Dies lag darin

begriindet, dass dem Eosin zusétzlich zwei Tropfen Eisessig zugefiihrt wurden. Dabei handelt
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es sich um einen fliichtigen Stoff, sodass man seinem Entweichen durch die spite Filtration und

einem direkt danach folgenden Auflegen eines Deckels entgegenwirken wollte.

Nachdem die 5 Minuten in 80-prozentiger 2-Propanol-Ldsung verstrichen waren, wurden die
Objekttrager samt Kiivette aus dem Abzug geholt und anschlieend fiir 8 Minuten in das Hi-
matoxylin tiberfithrt. Danach wurde durch Dippen in das erste Gefd3 mit destilliertem Wasser
die tiberschiissige Farbe entfernt. Daraufhin wurden die Priparate in die Kiivette mit Leitungs-
wasser verbracht. Diese wurde im Anschluss fiir 12 Minuten unter einen laufenden Wasserhahn
gestellt. Der Prozess wird auch als Blduen bezeichnet. Durch das Stellen unter flieBendes Lei-
tungswasser wird der pH-Wert deutlich angehoben, was einen Farbwechsel von Rotbraun zur
typischen Blaufarbung bewirkt und zusétzlich den Farbstoff aufgrund von schlechterer Loslich-
keit im Gewebe fixiert [70]. In dieser Zeit erfolgte dann die oben erlduterte Filtration des Eo-
sins. Danach wurden die Priparate noch fiir 30 Sekunden in dem zweiten vorbereiteten Gefal3
mit destilliertem Wasser gespiilt, bevor sie fiir eine Dauer von 2,5 Minuten in die Eosin-Losung
mit dem hinzugefligten Eisessig gestellt wurden. Die durch den Eisessig bedingte leichte An-
sdauerung der Losung sorgt fiir den Abbruch des alkalischen Blduens und fiihrt so zu einer bes-

seren Farbkontrastierung [70].

Die letzten Arbeitsschritte erfolgten wieder unter dem Abzug. Als die 2,5 Minuten verstrichen
waren, wurden die Objekttriager in eine 90-prozentige 2-Propanol-Losung tiberfiihrt und so
lange darin belassen, bis eine angemessene Rotfarbung erkennbar wurde. Dieser Vorgang wird
auch als Differenzierung bezeichnet und erfolgt, da die Farbung mit Eosin regressiv
verlauft [70]. Danach kamen die Priparate noch fiir jeweils 5 Minuten in zwei verschiedene
Kiivetten mit 100-prozentiger 2-Propanol-Losung. Durch diesen Schritt wurde das Gewebe
wieder dehydriert [71]. AnschlieBend wurden sie noch nacheinander in drei unterschiedliche

Gefdlle mit Xylol verbracht, wo sie jeweils flir 5 Minuten verblieben.

Nach Ablauf der Zeit war der Farbevorgang abgeschlossen und es erfolgte die Eindeckung der
Priaparate mit Deckgldsern. Dafiir wurden die Objekttrdger nach und nach einzeln aus der
Kiivette herausgenommen und vorsichtig das iiberschiissige Xylol entfernt. Dann erfolgte die
Aufbringung einer geringen Menge von dem histologischen Einschlussmittel auf den Objekt-
trager mittels Pipette. Nachfolgend wurde ein Deckglas genommen und mithilfe von Sonden
vorsichtig auf die Préparate abgesenkt, um Luftblasen moglichst zu vermeiden. Als die Ein-

deckung aller Priparate abgeschlossen war, wurden diese in eine Mappe verbracht und iiber
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Nacht bei Raumtemperatur trocknen gelassen. Am néchsten Tag konnte dann die histologische

Beurteilung unter dem Mikroskop erfolgen.

Die folgende Grafik dient nochmals der Ubersicht iiber den oben beschriebenen Firbevorgang.
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Abbildung 7: Ablauf HE-Fiirbung

3.2.6 IHC-Farbung

Die immunhistochemische Fiarbung ist eine weitverbreitete Methode zum Nachweis bestimm-
ter Molekiile in verschiedenen Geweben [65]. Das grundlegende Prinzip beruht dabei auf der
Bindung eines Antikdrpers an ein bestimmtes Antigen, welches nachgewiesen werden soll [72].
Zunichst erfolgt dafiir nach Entparaffinierung der Schnitte eine Antigendemaskierung. Dies ist
notwendig, um potenzielle Querverbindungen zwischen Proteinen im Gewebe aufzuheben, die
durch die Fixierung entstehen kdnnen [73]. Aufgrund der recht widrigen Bedingungen bei die-
sem Schritt, liegen die Praparate fiir eine IHC-Farbung meist auf Adhésiv-Objekttragern [74].
Als nichster Schritt schlieft sich zur Vermeidung von tiberméBiger unspezifischer Farbung die
Blockierung der Schnitte an [75]. Darauthin werden die Proben mit einem Primérantikdrper
inkubiert. Fiir diese Studie wurde dabei ein indirektes Verfahren gewihlt. Hierflir wird zunichst
ein unkonjugierter Primérantikdrper verwendet [74]. Dieser bindet zunédchst mit seinem Fap-
Teil an das zu detektierende Antigen [72]. In einem zweiten Schritt werden die Schnitte dann

mit einem Sekundirantikdrper inkubiert [74]. Dieser ist markiert und kann nun wiederum mit
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seinem Fap-Teil an den Fe-Teil der Primérantikdrper binden [72]. Im Fall dieser Arbeit handelte
es sich bei der Markierung um eine an den Sekundérantikdrper gebundene Meerrettichperoxi-
dase. Peroxidasen wie diese gehoren dabei zu den am hiufigsten eingesetzten Enzymen und
sorgen nach Zugabe eines Chromogens fiir eine Farbverdnderung des Gewebes [72]. Hier
wurde als Chromogen DAB verwendet, welches durch Reaktion mit der Meerrettichperoxidase
eine charakeristische Braunfarbung hervorruft [72]. Um einer moglichen unspezifischen Far-
bung durch die Reaktion von DAB mit endogenen Peroxidasen vorzubeugen, werden die
Schnitte auBerdem zwischen der Inkubation mit Primér- und Sekundirantikdrper mit Wasser-
stoffperoxid behandelt [76]. Zur besseren Darstellung der Gewebemorphologie und Kontras-
tierung erfolgt zum Schluss noch eine Gegenfarbung der Proben, wobei, wie auch in diesem

Fall, hdufig Himatoxylin eingesetzt wird [74].

Horseradish

0000 Peroxidase

/R:—Teil

Fab-Teil

Abbildung 8: Schema ITHC - Primdirantikorper (rot) und Sekunddrantikorper (griin)

Fiir den Nachweis der TRPC-6-Kanéle im Nervengewebe wurde eine solche IHC-Féarbung an-
gefertigt. Bevor eine Schnittserie jedoch der immunhistochemischen Farbung zugefiihrt werden
konnte, erfolgte eine Beurteilung der Gewebemorphologie mittels Lichtmikroskop anhand der
HE-gefarbten Proben. Wenn hier keine groBeren Gewebeschédden festgestellt wurden, konnte

mit der IHC-Férbung fortgefahren werden.

Zu Beginn wurden analog zur HE-Férbung wieder Objekttréger verschiedener Schnittserien fiir

die Farbung ausgewdhlt. Allerdings waren es in diesem Fall nur neun Objekttriager, die ange-
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farbt werden konnten, da es bei jedem Féarbevorgang einen Schnitt gab, der als Negativkontrolle
diente. Dieser wurde mit einem Minuszeichen gekennzeichnet. Um bei dem ersten Féarbevor-
gang zusdtzlich die Sicherheit einer richtigen Durchfithrung zu gewdhrleisten, wurde hierbei
auch ein Nervenanschnitt als Positivkontrolle ausgewihlt, der in der HE-Farbung einen Gefal3-
anschnitt im Epineurium enthielt. In Gefdlen konnte der TRPC-6 Kanal mit dieser Methode

nidmlich bereits nachgewiesen werden [77].

Die IHC-Firbung erforderte einen Zeitaufwand von zwei aufeinander folgenden Tagen. Die

Vorbereitungen und Arbeitsschritte jedes Tages sollen nun im Weiteren separat erkldrt werden.

Tag 1:

Zunichst wurde eine 1-prozentige Citrat-Pufferlosung frisch angesetzt. Dazu wurden 5 ml Ci-
trat-Puffer mit 495 ml destilliertem Wasser aufgefiillt. Diese Losung wurde in eine Kiivette

gegeben, mit einem Deckel versehen und darauthin bei 95 °C in einen Warmeschrank gestellt.

Anschliefend wurde wie auch bei der HE-Férbung mit dem Entparaffinieren und der Re-
hydrierung der Schnitte begonnen. Die dafiir notwendigen Arbeitsschritte erfolgten wieder un-
ter dem Abzug. Zuerst wurden die Objekttrager dreimal fiir jeweils 5 Minuten in Xylol gestellt.
Daran schloss sich die absteigende Alkoholreihe mit zweimal 5 Minuten in 100-prozentiger, 5
Minuten in 90-prozentiger und 5 Minuten in 80-prozentiger 2-Propanol-Losung an. Im Unter-
schied zur HE-Fiarbung wurden die Proben danach jedoch auch noch fiir 5 Minuten in eine
Kiivette mit 70-prozentiger 2-Propanol-Losung und anschlieBend fiir 5 Minuten in destilliertes

Wasser gestellt.

Nach Ablauf der Zeit wurden die Proben dann in die bereits vorgewdrmte Citrat-Pufferlosung
iiberfiihrt und mit Deckel fiir 60 Minuten im Warmeschrank belassen. AnschlieBend nahm man
die Kiivette mit den Objekttrigern heraus, entfernte den Deckel und lieB sie 30 Minuten bei

Raumtemperatur abkiihlen.

In dieser Zeit bereitete man die ndchsten Schritte vor. Dafiir wurde zunéchst 10-prozentiges
NGS aus dem Gefrierfach geholt und bei Raumtemperatur auftauen gelassen. Dann wurde eine
Kiivette mit PBS gefiillt. Aulerdem wurde eine Feuchtekammer vorbereitet. Dabei handelt es
sich um einen Kasten, in dem zehn Objekttrager Platz haben und worin zwei mit Leitungswas-

ser getrdankte Papiertiicher ausgelegt wurden.
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Nach den verstrichenen 30 Minuten wurden die Proben dann fiir I Minute in PBS gewaschen.
Daraufhin wurden sie mittels Pinzette einzeln aus der Lésung genommen und auf einem Tuch
gut abgeklopft, um moglichst wenig Fliissigkeitsriickstinde zu haben. Dann wurden sowohl der
Liangs- als auch der Querschnitt mit einem Fettstift umrandet und die Objekttréger schlieBlich
in die Feuchtekammer gelegt. Diese Umrandung diente dazu ein Verlaufen der spiter auf den
Schnitt applizierten Substanzen und somit ein Austrocknen des Schnittes zu verhindern. Im
Anschluss wurde das mittlerweile fliissige NGS vorsichtig auf die Schnitte pipettiert. Nachdem
alle Objekttrager in die Feuchtekammer verbracht und mit NGS versehen waren, wurde sie

verschlossen und die Schnitte darin fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

In der Zwischenzeit wurde dann die Antikorperlosung mit dem Primérantikdrper gegen TRPC-
6 vorbereitet. Dieser wurde im Gefrierschrank gelagert und musste daher erstmal aufgetaut
werden. Dafiir nahm man sechs der 150 pl des Primérantikdrpers fassenden Mikroreaktionsge-
faBe heraus und lieB sie bei Raumtemperatur stehen. Die Verdiinnung des Antikorpers lag bei
1:50. Fiir die IHC-Féarbung wurde jedoch eine Verdiinnung von 1:100 angestrebt. Daher mischte
man ihn immer mit der dquivalenten Menge an NGS. Dieses musste, falls es beim oben erldu-
terten Arbeitsschritt verbraucht wurde, ebenfalls neu aufgetaut werden. Fiir die Anfertigung der
Antikorperlosung nahm man sich schlieBlich zwei grofe 1,5 ml fassende Eppendorf-Gefifle
und befiillte sie mit insgesamt jeweils 600 pl Primérantikdrper in der Verdiinnung 1:50 und 600
ul NGS. So erhielt man die gewiinschte Verdiinnung von 1:100. Die Gefd3e wurden anschlie-
end noch beschriftet und mit dem Vortexmischer gemischt. Bis zur weiteren Verwendung

wurden sie dann im Kihlschrank aufbewahrt.

Fiir die Negativkontrolle wurde eine Losung mit Kaninchenserum der Verdiinnung 1:500 an-
gefertigt. Das Kaninchenserum lagerte so wie der Primdrantikorper 1:50 verdiinnt im Gefrier-
fach und wurde zum gleichen Zeitpunkt herausgeholt. Um die gewiinschte Verdiinnung zu er-
reichen, wurden 24,95 ml PBS mit 50 pl des Kaninchenserums auf 25 ml aufgefiillt und mit
dem Vortexgerit vermischt. Da diese Losung liber mehrere Wochen im Kiihlschrank gelagert
werden konnte, musste sie im Laufe der Versuche nur einmal angefertigt werden. Zu diesem

Zweck wurde sie zusitzlich zur Beschriftung mit einem Datum versehen.

Nachdem 1 Stunde vergangen war, wurden die Objekttrager schrittweise aus der Feuchtekam-
mer genommen, ordentlich auf einem Tuch abgeklopft, um tiberschiissige Fliissigkeit zu ent-
fernen und danach wieder zuriick in die Feuchtekammer gelegt. Als nichstes wurde dann die

vorbereitete Antikorperlosung auf die Schnitte pipettiert. Lediglich auf die Negativkontrolle
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wurde die Kaninchenserum-L&sung appliziert. Nach Abschluss des Vorgangs wurde die Feuch-

tekammer verschlossen und die einliegenden Proben {iber Nacht inkubiert.
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Abbildung 9: Ablauf IHC Tag 1

Tag 2:

Zu Beginn des zweiten Tages wurden vier Kiivetten mit PBS befiillt und bereitgestellt. AuBer-
dem wurde eine 3-prozentige Losung mit Wasserstoffperoxid angesetzt. Dafiir wurden von der
35-prozentigen Ausgangslosung 8,57 ml zusammen mit 91,43 ml PBS in einen Standzylinder
gefiillt. Weiterhin wurde ein Mikroreaktionsgefdl mit dem Sekundérantikorper sowie das NGS

zum Auftauen aus dem Gefrierschrank geholt.

Sobald die Vorbereitungen abgeschlossen waren, wurden die Objekttriger nacheinander aus
der Feuchtekammer genommen, durch Abklopfen auf ein Tuch bestmoglich von Fliissigkeits-
resten befreit und in eine Halterung gestellt. Diese wurde dann fiir jeweils 2 Minuten in zwei
der vorbereiteten Kiivetten mit PBS gewaschen. In der Zwischenzeit wurde in der Feuchtekam-
mer ein neues nasses Tuch ausgelegt. Danach wurden die Objekttriger einzeln aus der PBS-

Losung herausgeholt, erneut abgeklopft, zuriick in die Feuchtekammer gelegt und anschlieBend

47



Material und Methodik

mit der vorbereiteten Wasserstoffperoxid-Losung versehen. Hier wurden sie wiederum fiir 10

Minuten in der verschlossenen Kammer belassen.

Dies bot Zeit, um die Sekundirantikdrperlésung vorzubereiten. Diese sollte eine Verdiinnung
von 1:500 aufweisen. Dafiir wurden 20 pl des unverdiinnten Sekundirantikorpers zusammen
mit 980 pul NGS in ein Eppendorf-Gefall gegeben, sodass sich eine Verdiinnung von 1:50 ergab.
Dieses wurde dann mithilfe des Vortexgerites vermischt. Von dieser Losung wurden wiederum
100 pl mit 900 ul NGS zusammengegeben. Somit ergab sich zusammengenommen die ge-
wiinschte Verdiinnung von 1:500. Insgesamt wurden drei Eppendorf-Gefafie mit jeweils 1 ml

dieser Losung fiir den weiteren Verlauf bereitgestellt.

Nach Ablauf der 10 Minuten in der Feuchtekammer wurden die Objekttriger abermals durch
Abklopfen von der iiberschiissigen Fliissigkeit befreit und in eine Halterung iiberfiihrt. Die Pro-
ben wurden dann zweimal fiir jeweils 2 Minuten in den verbleibenden zwei vorbereiteten
Kiivetten mit PBS gewaschen. Danach wurden die Objekttriger wieder einzeln aus dem PBS
entnommen, abgeklopft und zuriick in die Feuchtekammer verbracht. Hier wurde dann die L6-
sung mit dem Sekundérantikorper auf die Schnitte pipettiert. AnschlieBend wurden die Proben

fiir 60 Minuten in der Feuchtekammer inkubiert.
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Abbildung 10: Ablauf IHC Tag 2 (1)

Zwischenzeitlich wurden nochmals drei Kiivetten mit PBS, eine Kiivette mit Leitungswasser
sowie zwei Kiivetten mit destilliertem Wasser vorbereitet. Kurz vor Ablauf der 60 Minuten
wurde zusitzlich die DAB-Losung angefertigt. Dazu wurden dquivalente Mengen der zwei im
Kiihlschrank lagernden DAB-Reagenzien in ein Eppendorf-Gefa3 gegeben. In diesem Fall wur-
den zwei Mikroreaktionsgefifle mit jeweils 1,4 ml der fertigen DAB-L6sung bendtigt. Auf3er-

dem wurde ein Lichtmikroskop bereitgestellt.

Nach Ablauf der Zeit wurden die Objekttrager schrittweise aus der Feuchtekammer genommen,
erneut abgeklopft und in eine Halterung gestellt. Diese wurde dann fiir jeweils 2 Minuten in
zwei Kiivetten mit PBS gestellt. Danach wurde ein Objekttrager, der nicht der Negativkontrolle
entsprach, daraus entnommen, abgeklopft und unter das Mikroskop verbracht. Hier wurden die
Schnitte schlieSlich mit der angefertigten DAB-L6sung versehen. Ab diesem Zeitpunkt erfolgte
eine kontinuierliche Beurteilung unter dem Mikroskop und es wurde eine Stoppuhr gestartet.
Wenn sich eine ausreichend gewiinschte Braunfiarbung eingestellt hatte, wurde die Reaktion
durch Eintauchen des Objekttragers in eine weitere mit PBS gefiillte Kiivette unterbrochen und

die Zeit gestoppt. AnschlieBend wurden die verbleibenden Proben fiir dieselbe Zeit mit der
DAB-Losung versehen und danach auch in PBS {iberfiihrt.
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In der Zwischenzeit wurde bereits eine Kiivette mit gefiltertem Hédmatoxylin nach Ehrlich be-
reitgestellt. Vom PBS ausgehend wurden die Objekttrdger zundchst fiir 1 Minute in die erste
der beiden vorbereiteten Kiivetten mit destilliertem Wasser gestellt. Darauthin wurde die Hal-
terung mit den Proben kurz in das Hdmatoxylin gedippt und dann in die zweite Kiivette mit
destilliertem Wasser iiberfiihrt, um tiberschiissige Farbe zu entfernen. Im Anschluss wurden die
Objekttrager in das Leitungswasser gestellt und zum Blduen fiir 5 Minuten unter den flieBenden

Wasserhahn verbracht.

Zum Schluss folgte analog zur HE-Farbung wieder eine Dehydratation durch eine aufsteigende
Alkoholreihe. Bei der IHC-Farbung startete diese aber bereits mit einer 70-prozentigen 2-Pro-
panol-Losung, in der die Objekttriger 5 Minuten verweilen mussten. Danach kamen sie fiir 5
Minuten erst in 80-prozentige, dann 90-prozentige und anschlieBend zweimal in 100-prozentige
2-Propanol-Losung. Danach wurden die Proben noch dreimal fiir jeweils 5 Minuten in Xylol

gestellt. Diese Arbeitsschritte erfolgten wieder unter dem Abzug.

Der Prozess des Eindeckens wurde wieder nach demselben Prinzip wie bei der HE-Farbung

durchgefiihrt.

Aufgrund des umfangreichen Féarbeprotokolls sind die erlduterten Arbeitsschritte in den Grafi-

ken nochmal zusammengefasst.
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Abbildung 11: Ablauf IHC Tag 2 (2)
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3.2.7 Auswertung

Bei der Auswertung der immunhistochemischen Farbung wurde die Expression des TRPC-6
Kanals anhand der Braunfarbung der histologischen Schnittpriaparate im Lichtmikroskop beur-
teilt. Dabei wurde zwischen einem starken, mittleren und schwachen Signal sowie keinem
Signal unterschieden. Als Referenz hierfiir wurde die Negativkontrolle der jeweiligen Firbe-
serie herangezogen. Insgesamt handelt es sich daher um eine rein deskriptive semiquantitative

Auswertung.

Negativ Schwache Farbung Mittlere Farbung Starke Férbung

Abbildung 12: Farblegende fiir die IHC-Auswertung
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4 Ergebnisse

4.1 Uberblick

Wie bereits in der Methodik beschrieben, wurden zwei verschiedene periphere Nerven unter-
sucht. Zum einen der N. ulnaris als Vertreter der oberen Extremitét und zum anderen der N.
ischiadicus als Vertreter der unteren Extremitdt. Insgesamt wurden Proben von acht Korper-
spendern untersucht. Dabei wurden die Nervenproben rechtsseitig bei allen Korperspendern
entnommen. Bei den zum Vergleich entnommenen linksseitigen Nervenproben wurde sowohl
der N. ulnaris als auch der N. ischiadicus nur viermal exzidiert. Insgesamt wurden somit zwolf
Nervenproben des N. ischiadicus und ebenfalls zwolf Nervenproben des N. ulnaris untersucht,
sodass sich durch Anfertigung von Léngsschnitten und Querschnitten insgesamt 48 histolo-
gische Schnitte ergaben. Im Folgenden sollen nun die verschiedenen Proben anhand der erldu-

terten Methodik miteinander verglichen werden.

Tabelle 9: Ubersicht iiber entnommene Proben (griin-entnommen und weif3-nicht entnommen)
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4.2 Bildmorphologie

4.2.1 HE-Farbung
Bevor die histologischen Schnitte der IHC-Farbung zugefiihrt wurden, wurden sie zunéichst in
der HE-Farbung auf grofere Gewebeschiden untersucht. Nachfolgend sollen beispielhaft ei-

nige Bilder dieser HE-gefirbten Préparate gezeigt werden, an denen die Gewebemorphologie

beurteilt wurde.

Abbildung 13: HE-Firbung N. ischiadicus - Lingsschnitt - Spender 1

Ldngs angeschnittene Nervenfasern (1) und Adipozyten (2).
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Abbildung 14: HE-Firbung N. ischiadicus - Léingsschnitt - Spender 1

Ldngs angeschnittene Nervenfasern (1), Adipozyten (2) und ein Gefdfianschnitt (3).
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N

Abbildung 15: HE-Fiirbung N. ischiadicus - Querschnitt - Spender 8

Mehrere quer angeschnittene Nervenfaserbiindel (1), Schrumpfspalt (2) und Perineurium (3).
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Abbildung 16: HE-Fiirbung N. ischiadicus - Querschnitt - Spender 8

Adipozyten (1), lings angeschnittene Nervenfasern (2) und quer angeschnittene Nervenfasern

03).
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4.2.2 THC-Firbung

Nachdem die Proben in der HE-Firbung als verwertbar klassifiziert wurden, folgte die IHC-
Féarbung der Préparate. Dabei wurde bei jeder Fiarbeserie eine Negativkontrolle angefertigt, die
nicht mit dem Primérantikorper inkubiert wurde. Nachfolgend sind einige ausgewihlte Bilder

der IHC-Fiarbung dargestellt. Hierbei soll auch auf die Verteilung des Farbsignals innerhalb der

Schnittpriparate eingegangen werden.

Abbildung 17: Negativkontrolle IHC-Firbung N. ischiadicus - Querschnitt - Spender 8
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Abbildung 18: Negativkontrolle IHC-Firbung N. ulnaris - Lingsschnitt - Spender 5
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Abbildung 19: IHC-Firbung N. ulnaris - Lingsschnitt - Spender 8

Adipozyten (1) ohne Farbsignal, lings angeschnittene Nervenfasern (2) mit starkem Farbsignal
und Perineurium (3) mit schwéicherem Farbsignal.
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Abbildung 20: Vergrofierung markierter Ausschnitt - IHC-Féarbung N. ulnaris - Lingsschnitt - Spender 8
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Abbildung 21: IHC-Firbung N. ischiadicus - Lingsschnitt - Spender 1

Ldngs angeschnittene Nervenfasern (1) mit starkem Farbsignal, Ldngsschnitt eines Blutgefifies
(2) mit starkem Farbsignal und Adipozyten (3) ohne Farbsignal.
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Abbildung 22: Vergrofierung markierter Ausschnitt - IHC-Firbung N. ischiadicus - Lingsschnitt - Spender 1
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Abbildung 23: IHC-Firbung N. ulnaris - Querschnitt - Spender 8

Schrumpfspalt (1), Querschnitt eines Blutgefifses (2) und Perineurium (3) mit etwas schwdche-
rem Farbsignal im Vergleich zu den quer angeschnittenen Nervenfaserbiindeln (4) mit starkem
Farbsignal.

63



Ergebnisse

Abbildung 24: Vergrofierung markierter Ausschnitt - IHC-Firbung N. ulnaris - Querschnitt - Spender 8

Quer angeschnittene markhaltige Nervenfasern (1) mit schwicherem Farbsignal, quer ange-
schnittene marklose Nervenfasern (2) mit starkem Farbsignal und Perineurium (3) mit schwd-
cherem Farbsignal.
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Abbildung 25: IHC-Firbung N. ischiadicus - Querschnitt - Spender 8

Schrumpfspalt (1), Adipozyten (2) ohne Farbsignal und quer angeschnittene Nervenfaserbiin-
del (3) mit starkem Farbsignal.
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Abbildung 26: Vergrofierung markierter Ausschnitt - IHC-Firbung N. ischiadicus - Querschnitt - Spender 8

Quer angeschnittene markhaltige Nervenfasern (1) mit schwéicherem Farbsignal und quer an-
geschnittene marklose Nervenfasern (2) mit starkem Farbsignal.
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4.3 Farbesignal aller Nerven bei allen Spendern

Zunichst sollen die Nervenproben, die bei jeweils einem Korperspender entnommen wurden,

untereinander verglichen werden. Dabei wird noch zwischen links- und rechtsseitiger Ent-

nahme unterschieden.

4.3.1 Spender 1

Vergleich IHC: Spender 1 rechts

Farbeintensitat

N. ulnaris langs N. ulnaris quer ~ N. ischiadicus ldngs N. ischiadicus quer

B Negativ [ Schwache Farbung [ Mittlere Fairbung [ Starke Farbung

Diagramm 1: IHC-Firbesignal bei Nerven der rechten Seite von Spender 1

Dargestellt sind die Ergebnisse der IHC-Auswertung von Spender 1 rechts. Auf der x-Achse
sind die untersuchten Nerven aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Farbintensitdt in der IHC-
Férbung als Ordinalskala aufgetragen. Zusdtzlich ist die Fdrbeintensitdt farblich kodiert.
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Vergleich IHC: Spender 1 links

Farbeintensitat

N. ischiadicus langs N. ischiadicus quer

B Negativa [ Schwache Firbung [ Mittlere Firbung [l Starke Firbung

Diagramm 2: IHC-Firbesignal bei Nerven der linken Seite von Spender 1

Dargestellt sind die Ergebnisse der IHC-Auswertung von Spender 1 links. Auf der x-Achse sind
die untersuchten Nerven aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Farbintensitdt in der IHC-Fdr-
bung als Ordinalskala aufgetragen. Zusdtzlich ist die Firbeintensitdt farblich kodiert.

4.3.2 Spender 2
Vergleich IHC: Spender 2 rechts

Farbeintensitit

N. ulnaris langs N. ulnaris quer  N. ischiadicus langs N. ischiadicus quer

B Negativ ] Schwache Firbung [l Mittlere Firbung [l Starke Firbung

Diagramm 3: IHC-Firbesignal bei Nerven der rechten Seite von Spender 2

Dargestellt sind die Ergebnisse der IHC-Auswertung von Spender 2 rechts. Auf der x-Achse
sind die untersuchten Nerven aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Farbintensitdt in der IHC-
Férbung als Ordinalskala aufgetragen. Zusdtzlich ist die Fdrbeintensitit farblich kodiert.
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Vergleich IHC: Spender 2 links

Farbeintensitat

N. ulnaris ldngs N. ulnaris quer

B Negativ [ Schwache Firbung [ Mittlere Firbung [l Starke Firbung

Diagramm 4: IHC-Fiirbesignal bei Nerven der linken Seite von Spender 2

Dargestellt sind die Ergebnisse der IHC-Auswertung von Spender 2 links. Auf der x-Achse sind
die untersuchten Nerven aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Farbintensitdt in der IHC-Fdr-
bung als Ordinalskala aufgetragen. Zusdtzlich ist die Firbeintensitdt farblich kodiert.

4.3.3 Spender 3
Vergleich IHC: Spender 3 rechts

Férbeintensitét

N. ulnaris langs N. ulnaris quer  N. ischiadicus langs N. ischiadicus quer

B Negativ ] Schwache Firbung [l Mittlere Firbung [l Starke Firbung

Diagramm 5: IHC-Firbesignal bei Nerven der rechten Seite von Spender 3

Dargestellt sind die Ergebnisse der IHC-Auswertung von Spender 3 rechts. Auf der x-Achse
sind die untersuchten Nerven aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Farbintensitdt in der IHC-
Férbung als Ordinalskala aufgetragen. Zusdtzlich ist die Fdrbeintensitit farblich kodiert.
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Vergleich IHC: Spender 3 links

Farbeintensitat

N. ulnaris langs N. ulnaris quer  N. ischiadicus langs N. ischiadicus quer

B Negativ [ Schwache Firbung [ Mittlere Farbung [ Starke Farbung

Diagramm 6: IHC-Fiirbesignal bei Nerven der linken Seite von Spender 3

Dargestellt sind die Ergebnisse der IHC-Auswertung von Spender 3 links. Auf der x-Achse sind
die untersuchten Nerven aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Farbintensitdt in der IHC-Fdr-
bung als Ordinalskala aufgetragen. Zusdtzlich ist die Firbeintensitdt farblich kodiert.

4.3.4 Spender 4

Vergleich IHC: Spender 4 rechts

Farbeintensitit

N. ulnaris langs N. ulnaris quer  N. ischiadicus langs N. ischiadicus quer

B Negativ ] Schwache Farbung [ Mittlere Farbung [ Starke Firbung

Diagramm 7: IHC-Firbesignal bei Nerven der rechten Seite von Spender 4

Dargestellt sind die Ergebnisse der IHC-Auswertung von Spender 4 rechts. Auf der x-Achse
sind die untersuchten Nerven aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Farbintensitdt in der IHC-
Férbung als Ordinalskala aufgetragen. Zusdtzlich ist die Fdrbeintensitdt farblich kodiert.
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4.3.5 Spender 5
Vergleich IHC: Spender 5 rechts

Farbeintensitat

N. ulnaris langs N. ulnaris quer  N. ischiadicus ldngs N. ischiadicus quer

B Negativ [ Schwache Farbung [l Mittlere Firbung [l Starke Farbung

Diagramm 8: IHC-Firbesignal bei Nerven der rechten Seite von Spender 5

Dargestellt sind die Ergebnisse der IHC-Auswertung von Spender 5 rechts. Auf der x-Achse
sind die untersuchten Nerven aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Farbintensitdt in der IHC-
Férbung als Ordinalskala aufgetragen. Zusdtzlich ist die Fdrbeintensitdt farblich kodiert.

4.3.6 Spender 6
Vergleich IHC: Spender 6 rechts

Farbeintensitit

N. ulnaris ldngs N. ulnaris quer  N. ischiadicus lings N. ischiadicus quer

B Negativ [ Schwache Firbung [ Mittlere Firbung [ Starke Firbung

Diagramm 9: IHC-Firbesignal bei Nerven der rechten Seite von Spender 6

Dargestellt sind die Ergebnisse der IHC-Auswertung von Spender 6 rechts. Auf der x-Achse
sind die untersuchten Nerven aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Farbintensitdt in der IHC-
Férbung als Ordinalskala aufgetragen. Zusdtzlich ist die Fdrbeintensitdt farblich kodiert.
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4.3.7 Spender 7

Vergleich IHC: Spender 7 rechts

Féarbeintensitit

N. ulnaris langs N. ulnaris quer  N. ischiadicus ldngs N. ischiadicus quer

B Negativn [ Schwache Farbung [l Mittlere Farbung [l Starke Fiarbung

Diagramm 10: IHC-Fiirbesignal bei Nerven der rechten Seite von Spender 7

Dargestellt sind die Ergebnisse der IHC-Auswertung von Spender 7 rechts. Auf der x-Achse
sind die untersuchten Nerven aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Farbintensitdt in der IHC-
Férbung als Ordinalskala aufgetragen. Zusdtzlich ist die Fdrbeintensitdt farblich kodiert.

Vergleich IHC: Spender 7 links

Farbeintensitit

N. ulnaris ldngs N. ulnaris quer  N. ischiadicus lings N. ischiadicus quer

B Negativ [ Schwache Firbung [l Mittlere Firbung [l Starke Firbung

Diagramm 11: IHC-Fiirbesignal bei Nerven der linken Seite von Spender 7

Dargestellt sind die Ergebnisse der IHC-Auswertung von Spender 7 links. Auf der x-Achse sind
die untersuchten Nerven aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Farbintensitdt in der IHC-Fdr-
bung als Ordinalskala aufgetragen. Zusdtzlich ist die Firbeintensitdt farblich kodiert.
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4.3.8 Spender 8
Vergleich IHC: Spender 8 rechts

Féarbeintensitit

N. ulnaris langs N. ulnaris quer  N. ischiadicus ldngs N. ischiadicus quer

B Negativn [ Schwache Farbung [l Mittlere Farbung [l Starke Fiarbung

Diagramm 12: IHC-Fiirbesignal bei Nerven der rechten Seite von Spender 8

Dargestellt sind die Ergebnisse der IHC-Auswertung von Spender 8 rechts. Auf der x-Achse
sind die untersuchten Nerven aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Farbintensitdt in der IHC-
Férbung als Ordinalskala aufgetragen. Zusdtzlich ist die Fdrbeintensitdt farblich kodiert.

Vergleich IHC: Spender 8 links

Farbeintensitit

N. ulnaris langs N. ulnaris quer  N. ischiadicus ldngs N. ischiadicus quer

B Negativ ] Schwache Firbung [l Mittlere Firbung [l Starke Firbung

Diagramm 13: IHC-Fiirbesignal bei Nerven der linken Seite von Spender 8

Dargestellt sind die Ergebnisse der IHC-Auswertung von Spender 8 links. Auf der x-Achse sind
die untersuchten Nerven aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Farbintensitdt in der IHC-Fdr-
bung als Ordinalskala aufgetragen. Zusdtzlich ist die Firbeintensitdt farblich kodiert.
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4.4 Farbesignal aller Nerven im Vergleich

Im néchsten Schritt sollen die beiden Nerven N. ischiadicus und N. ulnaris in jeweils Lings-
und Querschnitt untereinander verglichen werden. GroBere Unterschiede zwischen N. ischiadi-
cus und N. ulnaris lieBen sich im Hinblick auf die Anfarbung nicht feststellen. Es zeigte sich
jedoch, dass sich die Nervenquerschnitte im Vergleich zu den Langsschnitten generell etwas
schwécher angefarbt haben. Bei den Querschnittspréparaten des N. ulnaris gab es insgesamt
drei Proben, die sich gar nicht in der IHC-Firbung angefédrbt haben, wohingegen sich die Langs-
schnitte alle angefdrbt haben. Beim N. ischiadicus gab es sowohl beim Querschnitt als auch

beim Léngsschnitt jeweils eine Probe, die kein Signal in der IHC-Féarbung zeigte.

Tabelle 10: IHC-Firbesignal aller Nerven im Vergleich

N. ulnaris N. ischiadicus
Langsschnitt Querschnitt Léangsschnitt Querschnitt
Spender | recht links recht links rechts links rechts links
1 ++ + +++ +++ - -
2 ++ o+ e - - -
3 ++ ++ + - ++ ++ ++ +
4 ++ e - +
5 + ++ + I
6 ++ + ++ +
7 + +++ - ++ ++ ++ - -
8 — b 1ol ot ot ot ot ot

Stdrke des Farbsignals unterteilt in stark (+++), mittel (++), schwach (+) und negativ.
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Vergleich IHC: Alle Nerven

12

Anzahl der IHC-geférbten Préparate
o

N. ulnaris langs N. ulnaris quer ~ N. ischiadicus lings N. ischiadicus quer

B Negativ [ Schwache Firbung [ Mittlere Firbung [ Starke Férbung

Diagramm 14: IHC-Fiirbesignal aller Nerven im Vergleich

Dargestellt sind die Ergebnisse der IHC-Auswertung aller beurteilten Nervenschnitte bei allen
Spendern. Auf der x-Achse sind die untersuchten Nervenschnitte aufgetragen. Auf der y-Achse
ist die Anzahl der untersuchten IHC-Fdrbungen des jeweiligen Nervs aufgetragen. Dabei
wurde kein Unterschied zwischen rechts- und linksseitig entnommenen Nerven gemacht,
wodurch sich insgesamt zwélf Proben fiir einen Nerv ergeben (acht rechtsseitig und vier links-
seitig entnommene Nerven). Die farbliche Kodierung innerhalb der einzelnen Sdulen stellt die
Farbintensitdt der unterschiedlichen ausgewerteten Nervenprdparate dar.

4.5 Farbesignal aller Spender im Vergleich

Zum Schluss sollen noch die verschiedenen Spender in Bezug auf die Féarbeintensitdt ihrer Ner-
ven in der [IHC-Férbung verglichen werden. Dabei zeigen sich teilweise deutliche Unterschiede.
Spender 8 beispielsweise zeigte bei allen entnommenen Nerven durchweg eine starke Farbung.
Spender 2 hingegen hat bei zwei Proben ein negatives Signal gezeigt. Auch die Proben von
Spender 4 haben sich im Gesamtvergleich aller Spender eher schlecht angefarbt. Auch hier gab

es eine Probe, die kein Signal gezeigt hat.
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Vergleich IHC: Alle Spender

Anzahl der IHC-geférbten Préparate
ESN

0

Spender 1 Spender 2 Spender 3 Spender 4 Spender 5 Spender 6 Spender 7 Spender 8

B Negativ [ Schwache Farbung [l Mittlere Farbung [l Starke Férbung

Diagramm 15: IHC-Fiirbesignal aller Spender im Vergleich

Dargestellt sind die Ergebnisse der IHC-Auswertung aller beurteilten Nervenschnitte bei allen
Spendern. Auf der x-Achse sind die Spender aufgetragen. Auf der y-Achse ist die Anzahl der
untersuchten IHC-Fdrbungen des jeweiligen Spenders aufgetragen. Die unterschiedliche An-
zahl der IHC-Prdparate bei verschiedenen Spendern kommt dadurch zustande, dass die Nerven
bei einigen Spendern beidseitig entnommen wurden (s. Tabelle 9). Die farbliche Kodierung
innerhalb der einzelnen Sdulen stellt die Farbintensitit der unterschiedlichen ausgewerteten

Nervenprdparate dar.

4.6 Gesamtergebnis

Bezugnehmend auf die zentralen Fragestellungen dieser Arbeit ldsst sich festhalten, dass der
Nachweis von TRPC-6 im peripheren Nervengewebe mittels Immunhistochemie erbracht wor-
den ist. Insgesamt zeigten 43 von 48 histologischen Schnitten ein positives Farbsignal. 16
Schnitte zeigten dabei ein starkes, 16 Schnitte ein mittleres und 11 Schnitte ein schwaches Farb-
signal. Lediglich 5 Schnitte zeigten kein Farbsignal. Verschiedene Bereiche der histologischen
Proben wurden dabei unterschiedlich stark angeférbt. So zeigen die Adipozyten kein Farb-
signal, wohingegen die marklosen Nervenfasern ein starkes Signal aufweisen. Sowohl Perineu-
rium und myelinisierte Nervenfasern zeigen ein etwas schwicheres Farbsignal. Grofere Diffe-
renzen zwischen N. ischiadicus und N. ulnaris im Hinblick auf die Anfarbung lieen sich nicht
feststellen. Einen geringen Unterschied gab es lediglich in der Anfirbung von Querschnitten
und Langsschnitten. Dabei waren die Langsschnitte bei beiden Nerven durchweg etwas besser
gefarbt. Groere Abweichungen zeigten sich hingegen zwischen den verschiedenen Spendern.
Ein starkes Signal zeigte sich unter anderem bei Spender 1 und 8, wihrend Spender 2 und 4

eine eher schwichere Anfarbung zeigten.
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5 Diskussion

Insgesamt kann konstatiert werden, dass der Nachweis von TRPC-6 in dem peripheren Nerven-
gewebe von N. ischiadicus und N. ulnaris erbracht worden ist. Trotzdem soll auf potenzielle
Schwachstellen in der Methodik und eine differenziertere Betrachtung der Auswertung im Fol-
genden noch genauer eingegangen werden. Abschlie3end soll noch eine Einordnung der Ergeb-

nisse anhand des aktuellen Forschungsstandes erfolgen.

5.1 Methodendiskussion

Bei der angewandten Methodik handelt es sich um ein in der Arbeitsgruppe etabliertes und
durch mehrere Studien validiertes Protokoll [77], [78], [79], [80], [81]. Dennoch sollen mog-
liche Schwichen im Ablauf dieses Verfahrens an dieser Stelle in chronologischer Reihenfolge

besprochen werden.

Als erster Punkt ist die unterschiedlich lange Zeitspanne zwischen Tod und Fixierung der Kor-
perspender zu nennen. In diesem Zeitraum setzen bereits Verfallsprozesse ein, welche zu einem
vermehrten Proteinabbau fiihren kdnnen [82]. Wie ausgeprégt diese Proteindegradation statt-
findet, hingt von einer Reihe von Faktoren ab [82]. Eine wichtige Rolle spielen dabei unter
anderem die Umgebungstemperatur, Alter sowie duflere Faktoren zum Zeitpunkt des Able-
bens [82] und nicht zuletzt die Dauer bis zur endgiiltigen Fixierung [83]. So kann es passieren,
dass das Antigen in den verschiedenen Spendern unterschiedlich gut erhalten bleibt und es zu
Abweichungen in der IHC-Farbung kommt [83]. In dieser Studie lag die Lange des postmorta-
len Intervalls bis zur Fixierung bei den meisten Korperspendern im Bereich von ein bis zwei
Tagen. Lediglich bei Spender 2 war dieses Intervall mit sechs Tagen deutlich ldnger. Hier gab
es zwar auch zwei negative Schnitte, die restlichen Proben von Spender 2 waren jedoch eben-

falls positiv.

Der néchste Schritt war die Fixierung. Die Korperspender wurden dabei alle mittels NEP-Fixie-
rung nach Weigner fixiert. Eine unterschiedliche Fixierung der Korperspender stellt somit keine

Variable in dieser Studie dar.

Die Probenentnahme stellt eine weitere potenzielle Fehlerquelle dar. Hierbei wurde aber wie in

der Methodik beschrieben auf ein standardisiertes Vorgehen geachtet. Die Nerven wurden im-

71



Diskussion

mer an der gleichen Stelle entnommen und die Schnitte erfolgten immer entlang von ausge-

wihlten Landmarken, um eine moglichst hohe Prizision zu gewihrleisten.

Nach der Entnahme wurden die Proben zunichst in Formalin gelagert. Das fiihrt zu Querver-
bindungen zwischen den Proteinen und kann so durch Strukturverdnderungen deren Epitope
maskieren [84]. Dies kann Auswirkungen auf die IHC-Farbung haben, wobei dies mutmaflich
stark von der Dauer der Formalinfixierung, dem verwendeten Antikorper und entsprechendem
Antigen sowie dem Demaskierungsvorgang abhangt [85]. Fiir den in dieser Studie verwendeten
Citratpuffer konnte jedoch eine gute Fahigkeit zur Demaskierung verschiedener Antigene,

selbst bei unterschiedlich langen Fixierungszeiten, gezeigt werden [86].

Ein weiterer wichtiger Faktor, auf den noch nicht eingegangen wurde, ist der Antikdrper gegen
TRPC-6. Wie fiir jeden Antikorper, wird auch hier ein Spezifitdtsnachweis benétigt [87]. Hier-
fiir farbt man zwei Gewebeproben, die das Antigen enthalten, mittels IHC und inkubiert dabei
eine Gewebeprobe lediglich mit Primérantikorper und die zweite Probe zusétzlich mit einem
Kontrollpeptid, wobei das Peptid der Zielbindungsregion des Antikorpers entspricht [87]. Bei
vorliegender Spezifitdt des Antikorpers sollte beim abschlieBenden Vergleich beider Schnitte
die Probe mit zusitzlich inkubiertem Kontrollpeptid deutlich schwécher angefarbt sein [87].
Wie bereits beschrieben, handelte es sich bei der Methodik dieser Studie um ein in der Arbeits-
gruppe bewihrtes Protokoll. Im Rahmen bereits stattgefundener Untersuchungen wurden dabei
schon Spezifitdtsnachweise in Bezug auf den Antikdrper an menschlichem Gewebe vorgenom-
men, sodass im Fall dieser Versuchsreihe darauf verzichtet wurde [77], [79]. Eine noch bessere
Moglichkeit, um die Spezifitit des Antikorpers nachzuweisen, ist die Anwendung des Antikor-
pers an einer Knockout-Zelllinie, die das Antigen nicht exprimiert [87]. Fiir den Antikorper,
der in dieser Studie benutzt wurde, wurde eine solche Knockout-Validierung bereits im Rahmen
einer Arbeit von Kistler et al. mittels Western-Blot an TRPC-6 negativen Méusen vorgenom-

men [88].

Bei dem verwendeten Primérantikdrper handelte es sich in diesem Fall um einen polyklonalen
Antikorper der Firma Alomone Labs [89]. Trotz mehrfacher Validierung stellt der Antikorper
jedoch immer noch eine Schwachstelle in der Studie dar. Gerade polyklonale Antikorper zeigen
eine hohe Variabilitit zwischen verschiedenen Chargen und kénnen so die Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse beeinflussen [90]. Allerdings konnen selbst die Antikdrperchargen von mono-
klonalen Antikorpern divergieren und so ebenfalls Differenzen in der IHC-Farbung bedin-

gen [87].
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Ein Problem bei der Auswertung der Proben stellte auBerdem die unspezifische Fiarbung dar.
Potenzieller Grund hierfiir kann eine zu starke Konzentration des Primérantikorpers sein [91].
In dieser Studie wurde eine Konzentration des Primdrantikorpers von 1:100 gewéhlt. Auch
wenn diese Konzentration bereits in einigen anderen Arbeiten verwendet wurde [77], [78], [79],
kann sich die optimale Antikdrperkonzentration von Gewebe zu Gewebe unterscheiden [92].
Um die geeignete Antikorperkonzentration herauszufinden, bei der ein moglichst grofer Un-
terschied zwischen unspezifischer und spezifischer Fiarbung vorliegt, kann man verschiedene
Konzentrationen des Primérantikorpers anhand einer Verdiinnungsreihe testen [92]. Eine sol-
che Verdiinnungsreihe wurde im Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht durchgefiihrt. Aufgrund
seiner Polyklonalitdt ist der verwendete Primédrantikdrper zusitzlich anfillig fiir Kreuzreaktio-
nen mit anderen Proteinen und kann dadurch auch zu einer vermehrten unspezifischen Farbung

beitragen [93].

Kritisch zu sehen ist aulerdem die rein subjektive Beurteilung in Bezug auf die IHC-Férbung.
Bei dem angewandten System zur semiquantitativen Auswertung mit der Unterscheidung von
vier Stufen (negativ, schwach, mittel, stark) handelt es sich um eine weit verbreitete Me-
thode [94]. Die lediglich visuell erfolgte Bewertung durch Inspektion der histologischen
Schnitte kann durch die Subjektivitit des Untersuchenden jedoch variieren und ist somit sehr
fehleranfillig [95]. Zusétzlich kompliziert wurde die Auswertung durch das Phidnomen der

Farbiiberlagerung von Chromogen und Gegenfarbung mit Himatoxylin [96].

Zuletzt kann auch die Schnittdicke der histologischen Priparate eine Auswirkung auf die An-
farbbarkeit der Proben haben, wobei dickere Schnitte sich intensiver anzufarben scheinen [93].
Um diesen Storfaktor zu umgehen, wurde die Schnittdicke am Mikrotom immer auf 7 pm ein-

gestellt.

Alle diese Punkte konnen Unterschiede in der Auspragung des Farbsignals und der Bewertung

der mittels IHC geférbten Proben bedingen.

5.2 Diskussion individueller Faktoren

Eine unterschiedlich starke Féarbung in der IHC kann ebenfalls auf Differenzen in der Kanalex-
pression zurilickzufiihren sein [94]. Da die Nervenproben von acht verschiedenen Spendern
stammen, ist davon auszugehen, dass die Nerven aufgrund individueller Faktoren eine unter-

schiedlich starke Kanalexpression zeigen. Dabei kommt eine Vielzahl von Ursachen infrage.

79



Diskussion

Einige der mdglichen Aspekte gehen aus den Spenderdaten und den Totenscheinen der Spender
hervor. Aufgrund des lediglich kleinen Spenderkollektivs, welches hier untersucht wurde, kon-
nen allerdings keine definitiven Riickschliisse auf den Einfluss gezogen werden, den diese Fak-
toren auf die Kanalexpression haben. Trotzdem sollen im Folgenden einige mdgliche Punkte

diskutiert werden.

Wie bereits in der Einleitung erwihnt, konnen Erkrankungen der Grund fiir eine verdnderte
Expression von TRPC-6 sein [39]. Eine relevante Erkrankung bei der TRPC-6 eine Rolle spielt,
ist der Diabetes mellitus [17]. Hierbei kommt es zu erhdhten Blutzuckerspiegeln [45]. Fiir ei-
nige Gewebe wie zum Beispiel dorsale Spinalganglien sowie auch Podozyten und Glomeruli
der Niere konnte im Rahmen einer solchen hyperglykdmischen Stoffwechsellage bereits ein
vermehrtes Vorkommen von TRPC-6 gezeigt werden [45], [97]. Dies steht im Kontrast zu dem
insgesamt eher schwachen Farbsignal von Spender 4, bei dem ebenfalls ein Diabetes mellitus
Typ 2 als Vorerkrankung angegeben war. Allerdings muss man sagen, dass sowohl die genauen
Krankheitsstadien als auch die Krankheitsverldaufe und ggf. stattgefundene Therapien nicht aus
den Totenscheinen hervorgehen. Beispielsweise konnen eingenommene Medikamente wie
Metformin zur Behandlung eines Diabetes mellitus Typ 2 den Blutzuckerspiegel reduzie-
ren [98]. Zudem konnte explizit fiir Metformin gezeigt werden, dass es zu einer Herunterregu-
lation von TRPC-6 in den Podozyten der Niere fiihrt [97]. Ahnliche Mechanismen wiiren auch
fiir andere Gewebe denkbar. AuBlerdem gibt es auch Gewebe, in dem bei vorliegendem Diabetes

mellitus weniger TRPC-6 exprimiert wird, wie es zum Beispiel bei Blutgefd3en der Fall ist [99].

Eine besonders starke Farbung zeigte sich hingegen bei Spender 8. Bei diesem Korperspender
lag laut Totenschein ein chronisches Schmerzsyndrom vor. Chronische Schmerzen kdnnen un-
ter anderem eine Hyperalgesie und Allodynie bedingen [100]. Die Induktion einer solchen Hy-
peralgesie stand in Tierversuchen im Zusammenhang mit einer erhdhten Expression von TRPC-
6 in dorsalen Spinalganglien [45]. In einer weiteren Studie war eine induzierte Allodynie ebenso
mit einer vermehrten TRPC-6 Expression in dorsalen Spinalganglien vergesellschaftet [62].
Dabei wurde TRPC-6 vor allem in IB4-positiven Neuronen vermehrt exprimiert [62]. Sie ge-
horen zu den sensorischen Neuronen vom Fasertyp C [101]. Diese C-Fasern sind unmyelinisiert
und unter anderem fiir die Schmerzwahrnehmung verantwortlich [102], [103]. Die angefiihrten
Erkenntnisse sind konsistent mit der Beobachtung, dass die unmyelinisierten Nervenfasern im

histologischen Querschnitt bei Spender 8 ein besonders starkes Farbsignal bieten.
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Auch korperliche Aktivitét hat einen Einfluss auf die Expression von Transmembranproteinen,
wie die folgenden Beispiele zeigen. Vor allem fiir Muskelgewebe sind dabei entsprechende
Anpassungsprozesse beschrieben. So kommt es durch sportliche Betétigung beispielsweise zu
einem vermehrten Einbau bestimmter Calciumkanéle, den Dihydropyridinrezeptoren, in den
Skelettmuskel [104]. Des Weiteren hat Training einen Einfluss auf die Expression von Pan-
nexinen im Muskelgewebe [105]. Hierbei handelt es sich ebenfalls um Membrankanéle [105].
Auch die Expression des mitochondrialen Calciumuniporters (MCU), der eine entscheidende
Rolle bei der Muskelfunktion spielt, wird durch Kraftiibungen der jeweiligen Muskeln hochre-
guliert [106]. AuBlerdem werden durch Sport auch vermehrt kardiale Kaliumkanile expri-
miert [107]. Aber auch in Nerven kommt es nach Belastung zu einer modifizierten Expression
verschiedener Kanéle [108]. Neben diesen muskuldren Verdnderungen konnte ndmlich gezeigt
werden, dass es durch Training ebenfalls zu einer verdnderten Transkription von Genen fiir
verschiedene Rezeptoren und Ionenkanéle in alpha-Motoneuronen kommt [108]. Ein Einfluss
von korperlicher Aktivitit auf die Expression von TRPC-6 in peripheren Nerven wére daher
durchaus denkbar. Erkrankungen wie zum Beispiel ein Subduralhdimatom kdnnen eine Muskel-
schwiche bedingen und dadurch zu einer eingeschrinkten Mobilitét fiihren [109]. Eine solche
Immobilitit aufgrund eines Subduralhédimatoms lag auch bei Spender 2 vor, was in diesem Fall
moglicherweise einen Grund fiir das schwéchere Farbsignal des N. ischiadicus darstellen

konnte.

Aber auch im Alter nimmt die Mobilitét und in der Folge auch die Aktivitit der Muskulatur oft
stark ab [106]. AuBerdem kommt es zu einer Reihe von physiologischen Verdnderungen der
peripheren Nerven durch den Alterungsprozess [110]. Zudem ist weithingehend bekannt, dass
die Expression verschiedener lonenkanéle altersbedingten Verdnderungen unterliegt [111].
Diese Punkte konnten also auch fiir Unterschiede in der TRPC-6 Expression sorgen. Im Fall
dieser Studie waren die Farbsignale mit zunehmendem Alter etwas schwécher ausgeprégt, auch
wenn dies lediglich eine Tendenz darstellt. Einzige Ausnahme dabei war Spender 8, der wie

bereits beschrieben an einem chronischen Schmerzsyndrom litt.

Ein Faktor, der ebenfalls Einfluss auf die Expression von Kanélen haben kann, ist das Ge-
schlecht, wie beispielsweise eine Arbeit zeigt, bei der unter anderem die Haufigkeit von ROMK
und NKCC2 in der Niere zwischen Miusen verglichen wurde [112]. Ein Vergleich der ge-
schlechtsabhingigen Expression von TRPC-3 und TRPV-4 in Koronararterien von Schweinen
zeigte wiederum keine Unterschiede zwischen den ménnlichen und weiblichen Gewebepro-

ben [113]. Ein Einfluss des Geschlechts auf Differenzen in der Kanalexpression von TRPC-6
81



Diskussion

in peripherem Nervengewebe kann in dieser Arbeit aufgrund der ausschlieBlich weiblichen

Korperspender allerdings nicht beurteilt werden.

5.3 Zusammenfassung

Die Relevanz von TRPC-6 fiir eine Vielzahl pathophysiologischer Zusammenhinge ist mittler-
weile bekannt [39]. Auch in Nervengewebe hat der Kanal dabei wichtige Funktionen [114].
Speziell in peripherem Nervengewebe spielt er eine wesentliche Rolle bei der Entstehung von
Hyperalgesie [64]. Mehrere aktuelle Studien konnten bereits zeigen, dass eine vermehrte
Schmerzwahrnehmung in Form einer Hyperalgesie oder Allodynie im Zusammenhang mit ei-
ner vermehrten Expression von TRPC-6 in dorsalen Spinalganglien steht [45], [62], [64]. Zu-
kiinftig konnte der Kanal daher einen wichtigen Angriffspunkt in der Behandlung dieser

Schmerzzustidnde darstellen [64].

Hinsichtlich der Zielsetzung dieser Arbeit ldsst sich zusammenfassend festhalten, dass der im-
munhistochemische Nachweis von TRPC-6 in Humanpraparaten des N. ulnaris und N. ischiadi-
cus mit dieser Studie erbracht werden konnte. Dabei zeigten die unmyelinisierten Nervenfasern
das stérkste Signal. Eine etwas schwéchere Anfarbung zeigten myelinisierte Nervenfasern und
das Perineurium. Die Adipozyten zeigten kein Signal. Unterschiede im Hinblick auf die Anfér-
bung von N. ulnaris und N. ischiadicus gab es nicht. Beim Farbsignal von Langsschnitten und
Querschnitten lief sich lediglich eine geringe Differenz im Sinne einer etwas besseren Anfér-

bung der Langsschnitte feststellen.

Vorherige Studien waren bisher auf peripheres Nervengewebe aus den dorsalen Spinalganglien
begrenzt [45], [46], [62], [63], [64]. AuBerdem handelte es sich dabei bei den meisten Proben
um tierisches Gewebe [45], [46], [62], [63]. Ob TRPC-6 abseits der dorsalen Spinalganglien
auch in peripheren Nerven exprimiert wird, war bisher unklar. Soweit bekannt, stellt dies somit

den ersten Nachweis von TRPC-6 in peripheren Nerven menschlicher Gewebeproben dar.
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