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2 Zusammenfassung

Hintergrund: Schon seit mehreren Jahrzehnten sind die TRP-Kationenkandle (transient
receptor potential), mit ihrer Unterfamilie der TRPC-Proteine, Gegenstand intensiver
Forschungsarbeiten. Eine Mutation des TRP-Proteins der Fruchtfliege Drosophila melanogaster
fiihrte urspringlich zur Entdeckung der Kanéle, die vor allem fiir Calcium-lonen permeabel

sind.

Fur einige dieser Proteine konnte in weiterfihrenden Arbeiten bereits Korrelation zu
pathologischen Prozessen und Erkrankungen hergestellt werden. Zusammenhdnge zu
kardiovaskularen Erkrankungen und karzinogenen Prozessen wurden schon fir Mitglieder der
TRPC-Subfamilie beschrieben. Insbesondere das in dieser Arbeit untersuchte Protein TRPC3
scheint in Verbindung mit dem Ovarial-Karzinom und der spinozerebelléren Ataxie, die zu den

neurodegenrativen Krankheiten gezahlt wird, zu stehen.

Um Korrelation und/oder Kausalitat zwischen der Expression eines lonenkanals oder der
Mutation eines solchen mit pathologischen Prozessen in Verbindung zu bringen, bedarf es
natlrlich zunéchst der Antwort auf die grundlegende Forschungsfrage, in welchem Gewebe
dieser lonenkanal exprimiert wird. Der Nachweis des TRPC3-Proteins konnte bisher uber
Analysen der Genexpression bei Menschen und Nagetieren fir viele Organe erbracht werden.
Die Datenlage zu immunhistochemischen Nachweisen von TRPC3 in menschlichem Gewebe
ist zum jetzigen Zeitpunkt allerdings sparlich. Die Leber, die eines der beiden Organe ist, die
fir diese Arbeit untersucht wurden, spielt als eine der Hauptverdauungsdriisen eine
entscheidende Rolle in unserem Stoffwechsel. Sie synthetisiert essentielle Substanzen und
metabolisiert korpereigene und korperfremde Stoffe. Im Zusammenspiel mit der
Gallenflussigkeit und der Gallenblase als deren Speicherort, ist sie unerldsslich fir einen
funktionierenden Stoffwechsel. Fur diese Funktionen sind Signaltransduktionsprozesse und

lonenkonzentrationsanderungen, an welchen auch Calcium malRgeblich beteiligt ist,
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zwangslaufig von Bedeutung. Ziel dieser Arbeit war es daher, den nicht-selektiven
Kationenkanal TRPC3 mittels immunhistochemischer Methodik in Leber und Gallenblase

nachzuweisen.

Methoden: Fir diese Arbeit wurden bei acht Korperspender*innen (n=8) des anatomischen
Institutes Homburg Proben von Leber und Gallenblase entnommen. Die Korperspender*innen
wurden mit Nitritpokelsalz-Ethanol-Polyethylenglycol (NEP) fixiert. Pro Kdrperspender*in
sollten neun Gewebeproben (n=9) entnommen werden, sechs davon in der Leber (n=6) und drei
davon in der Gallenblase (n=3). Bei drei der Korperspender*innen konnte keine
Probenentnahme in der Gallenblase erfolgen, da diese hdchstwahrscheinlich durch einen
friheren operativen Eingriff entfernt wurde. Die Probenentnahmestellen orientierten sich an
der makroskopischen Anatomie der Organe. Anschliefend wurden die Proben histologisch
aufgearbeitet. Dabei wurde das entnommene Gewebe in Paraffin eingebettet und die so
entstandenen Bldcke wurden im Anschluss geschnitten. Danach erfolgte eine Féarbung der
Gewebeschnitte mit Hamatoxylin-Eosin, um die Qualitat der geschnittenen Proben beurteilen
zu konnen.  Entsprechende Qualitatskriterien waren unter anderem ein vollstandiger
Gewebeschnitt ohne Risse und maoglichst keine Epithelabschilferungen. AnschlieRend wurden
Proben anhand dieser Qualitdtsmerkmale flr die immunhistochemische Farbung ausgewahlt,
mit welcher TRPC3 nachgewiesen werden sollte. Fiir diese Arbeit wurde das Verfahren der
indirekten Immunhistochemie angewendet, wobei ein gegen TRPC3 gerichteter Knockout-
validierter Primarantikérper und ein Enzym-gekoppelter Sekundérantikdrper verwendet
wurden. Das Enzym des Sekundarantikdrpers war die horseradish peroxidase (HRP), welche
im Deutschen unter dem Namen Meerrettichperoxidase bekannt ist. Bei dem chromogenen
Substrat, welches durch das Enzym umgesetzt wurde, handelte es sich um 3,3°-

Diaminobenzidin (DAB).
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Ergebnisse: Das Ergebnis der Laborarbeit war eine deutlich, positive Farbereaktion der
Gewebeproben von Leber und Gallenblase. In den Analysen zeigten sich die Proben des
Lebergewebes zu den Proben des Gallenblasengewebes weitestgehend gleich stark gefarbt.
Somit konnte die Expression von TRPC3 in Leber und Gallenblase des Menschen

nachgewiesen werden.

Schlussfolgerung: Mit dieser Arbeit konnte der nicht-selektive Kationenkanal TRPC3 in
humanem Gewebe von Leber und Gallenblase nachgewiesen werden. Damit wird das Wissen
uber die Expression von TRPC3 beim Menschen erweitert und kann als Ansatzpunkt fur
fortflihrende wissenschaftliche Arbeit bezuglich der umfangreichen Thematik der TRPC- und
insbesondere TRPC3-Proteine dienen. Im Hinblick auf die Funktion scheint es naheliegend,
dass der nicht-selektive Kationenkanal auf zelluldrer Ebene durch seine Calcium-Permeabilitét
zum physiologischen Gleichgewicht der lonenkonzentrationen beitragt. Jenes Gleichgewicht
ist von grundlegender Bedeutung fir die Funktionsféhigkeit einer Zelle, ob im Rahmen der
Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials, der Weiterleitung von Signalen oder genereller
Metabolisierungsfunktionen einer Zelle. Der Sachverhalt, dass einige Arbeiten auf einen
Zusammenhang zwischen einer Verdnderung der Expression von TRPC3 und des
strukturverwandten Proteins TRPC6 und karzinogener Prozesse deuten, lasst vermuten, dass
auch fur Leber und Gallenblase eine solche Korrelation bestehen konnte. In diesem

Zusammenhang sind noch weitere Nachforschungen notwendig.
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3 Summary

Background: TRP-cation channels (transient receptor potential), with their subfamily of TRPC
proteins, have been the subject of intensive scientific research for several decades. A mutation
of the TRP protein in the fruit fly Drosophila melanogaster, originally led to the discovery of
the primarily calcium-permeable channels. For some of these proteins, correlations to
pathological processes and diseases have already been established in further work. For example,
connections to cardiovascular diseases and carcinogenic processes have been described,
specifically for channels of the TRPC subfamily. Thus far, a connection with ovarian carcinoma
and spinocerebellar ataxia, which is a neurodegenerative disease, has been established for

TRPC3 in particular.

In order to establish a correlation and/or causality between the expression or mutation of ion
channels with pathological processes, an answer to the fundamental research question, in which
tissue the ion channel that is discussed is expressed, is of course required first. To date, the
TRPC3 channel has been detected for many organs by analyzing gene expression in humans
and rodents. The data on immunohistochemical detection of TRPC3 in human tissue is currently
sparse. As one of the main digestive glands, the liver plays a crucial role in our metabolism. It
synthesizes essential substances and metabolizes endogenous and exogenous substances. In
interaction with the bile and the gallbladder the liver is essential for a functioning metabolism.
Signal transduction processes and changes in ion concentration, in which calcium is also
significantly involved, are of crucial importance for these functions. The aim of this work was
therefore to detect the non-selective cation channel TRPC3 in the liver and gallbladder using

immunohistochemical methods.

Methods: For this work, liver and gallbladder samples were obtained from eight body donors
(n=8) of the Anatomical Institute Homburg. The body donors were fixated with nitrite pickling

salt-ethanol-polyethylene glycol fixation (NEP). In total, nine tissue samples (n=9) were taken
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from each body donor, six of them in the liver (n=6) and three of them in the gallbladder (n=3).
In three of the body donors, it was not possible to take a sample from the gallbladder, as it was
most likely removed by a previous surgical procedure. With regard to the sampling points,
orientation was based on the macroscopic anatomy of the organs. After the removal the samples
were processed histologically, therefore they were embedded in paraffin and the resulting
blocks were cut afterwards. Subsequently, the tissue sections were stained with hematoxylin-
eosin, in order to be able to assess the quality of the sectioned samples. Corresponding quality
criteria included a complete tissue section without tears and no epithelial desquamation. Based
on these quality characteristics, samples were then selected for the immunohistochemical
staining, with which TRPC3 was to be detected. Indirect immunohistochemistry was used for
this work, using a knockout-validated primary antibody directed against the TRPC3 channel
and an enzyme-linked secondary antibody. The enzyme coupled to the secondary antibody was
horseradish peroxidase (HRP). The chromogenic substrate that was converted by the enzyme

was 3,3'-diaminobenzidine (DAB).

Results: The result of this work was a clearly positive staining reaction in the tissue samples
from the liver and gallbladder. In the analysis, the liver tissue samples were mostly stained with
the same intensity compared to the tissue samples of the gallbladder. Thus, the expression of

TRPC3 in human liver and gallbladder could be detected.

Conclusion: With this work, the non-selective cation channel TRPC3 could be detected in
human liver and gallbladder tissue. This expands the knowledge about the expression of TRPC3
in human tissue and can serve as a starting point for further scientific work on the extensive
topic of TRPC-, and TRPC3-proteins in particular. In terms of function, it appears that, due to
its calcium permeability, the non-selective cation channel contributes to the physiological
balance of ion concentrations at cellular levels. The balance of the various ions involved at

cellular level is fundamental to the functioning of a cell, whether in maintaining the resting
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membrane potential, the transmission of signals or the cell's metabolic function in general.
Furthermore, some work on TRPC3 indicates a change in the expression pattern in the context
of carcinogenic processes in the ovary. The extent to which the expression of the non-selective
cation channel TRPC3 correlates with pathological processes in the liver and gallbladder

remains open at this point and requires further investigation.
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4 Einleitung

Die Fragestellung, die dieser Dissertation zugrunde liegt, ist, ob der nicht-selektive
Kationenkanal TRPC3 mittels immunhistochemischer Methodik in postmortalem Gewebe von

Leber und Gallenblase des Menschen nachweisbar ist.

Da die Kenntnisse der Anatomie der beiden Organe, die in dieser Arbeit untersucht wurden, die
Grundlage fur zahlreiche Arbeitsschritte sind und somit untrennbar mit der Auswertung der
Proben verbunden sind, werde ich zuerst auf die Anatomie eingehen. Anschlielend werden die

TRP-Proteine mit ihrer Unterfamilie der TRPC-Proteine und insbesondere TRPC3 erlautert.

4.1 Anatomie von Leber und Gallenblase

An dieser Stelle soll auf den makroskopischen und mikroskopischen Aufbau der Gewebe
eingegangen werden, die fir diese Arbeit untersucht wurden. Dies ist sowohl die Voraussetzung
fur eine gute Orientierung wahrend der Probenentnahme als auch fiir ein hinreichendes
Verstandnis der Gewebeschnitte und der darauf aufbauenden Beurteilung der mikroskopierten

Schnittbilder.

4.1.1 Makroskopische Anatomie der Leber

Die Leber befindet sich im rechten Oberbauch unterhalb des Zwerchfells. Mit Ausnahme eines
kleinen Feldes, der Area nuda, liegt das Organ vollstdndig intraperitoneal. Ihre konkave Seite,
die den anderen Bauchorganen zugewandt ist, wird auch Facies visceralis genannt. Die konvexe
Seite der Leber ist dem Zwerchfell zugewandt und wird auch als Facies diaphragmatica
bezeichnet. Die oben erwahnte Area nuda, wird vom Ligamentum coronarium hepatis begrenzt
und bezeichnet die Region um die Vena cava inferior. In der Literatur werden zwei
verschiedene Ansdtze zur Einteilung der Leber beschrieben. Die funktionelle Gliederung
orientiert sich an den Asten der Pfortader und teilt die Leber in acht Segmente, die durch
Veréstelungen der portalen Trias (Arterie, Vene und Gallengang) perfundiert werden (Schiinke

et al., 2018). Die morphologische Gliederung, die Grundlage fir die Probenentnahme dieser
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Arbeit war, unterteilt die Leber in vier Leberlappen (Lobus hepatis sinister, Lobus hepatis
dexter, Lobus caudatus und Lobus quadratus) sowie die Leberpforte zwischen Lobus quadratus

und Lobus caudatus, in welche GefaRe ein- und austreten.

Die GefaRversorgung der Leber weist Parallelen zu der der Lunge auf. Auch die Leber wird
von Vasae privatae und Vasae publicaee perfundiert. Die Vasae privatae, welche der Arteria
hepatica propria entstammen, dienen der Eigenversorgung der Leber mit Sauerstoff, die Vasae
publicae, die wiederum der Vena portae hepatis entspringen, dienen dem ganzen Korper, indem
sie - unter anderem - Nahrstoffe, die bei der Verdauung aus dem Magen-Darm-Trakt
aufgenommen wurden, zur Verstoffwechselung der Leber zufiihren. Der ventse Abfluss beider

Kreislaufe lauft Gber die VVena cava inferior.

Die vegetative Innervation der Leber erfolgt sympathisch tiber das Ganglion coeliacum. Bei
einer Uberwiegenden Aktivitat des sympathischen Anteils des vegetativen Nervensystems wird
der Gallefluss gehemmt und der Glykogenabbau geférdert. Die parasympathische Innervation
erfolgt Uber den Nervus vagus, wodurch der Gallefluss gesteigert und die Glykogensynthese
gefordert wird. Sensibel wird der Peritonealiberzug der Leber und die Glisson-Kapsel vom
rechten Nervus phrenicus (Ramus phrenicoabdominalis) innerviert, weshalb Erkrankungen, die

zu einer Kapseldehnung der Leber fuhren, schmerzhaft sein kénnen (Aumuller et al., 2020).

4.1.2 Makroskopische Anatomie der Gallenblase

Die Gallenblase ist ein birnenférmiges Hohlorgan mit einem Fassungsvermdgen von etwa 70
ml. Sie liegt komplett intraperitoneal, an der Facies visceralis der Leber, in der Fossa vesicae
biliaris. Makroskopisch wird sie in Collum, Corpus und Fundus unterteilt (Schinke et al.,

2018).

Die Gallenblase wird iber die Arteria cystica arteriell versorgt, die ein Ast der Arteria hepatica
dextra ist. Der vendse Abfluss der Gallenblase erfolgt tiber die Venae cysticae, die in die Venae
portae minden.
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Die Innervation der Gallenblase lauft Gber den Plexus hepaticus (sensibel, sympathisch und
parasympathisch). Zusatzlich dazu laufen, wie auch bei der Leber, Schmerzfasern aus dem
rechten Nervus phrenicus des Plexus cervicalis zur Gallenblase. Interessanterweise kénnen tiber
einen viszerokutanen Reflexbogen Schmerzen der Gallenblase in die rechte Schulter Ubertragen
werden, da Nervenfasern der inneren Organe im Rickenmark mit somatischen Nervenfasern
der Dermatome zusammenlaufen und im zentralen Nervensystem eine strikte Differenzierung

nicht mehr maoglich ist (Aumiller et al., 2020).

4.1.3 Mikroskopische Anatomie der Leber

Die Leber wird von einer Kapsel aus Bindegewebe, der sogenannten Glisson-Kapsel, umgeben.
Das Bindegewebe dieser Kapsel dient auch als Grundlage fir den histologischen Aufbau.
Bindegewebige Ausldaufer der Kapsel ziehen in das Innere der Leber und bilden im Schnittbild
die Glisson-Felder, in denen wiederum Abzweigungen der Gallengange, der Pfortader und der

Leberarterie verlaufen.

Zur weiteren Beschreibung des mikroskopischen Aufbaus der Leber gibt es verschiedene
Ansétze. Das Zentralvenen-Lappchen ist einer dieser Ansatze und gleichzeitig auch der
geléufigste. Es hat einen sechseckigen Grundriss um eine mittige Zentralvene. Grundlage dieses
Aufbaus ist die Flussrichtung des Mischblutes in den Sinusoiden in Richtung Zentralvene.
Dieses Blut setzt sich aus arteriellem, sauerstoffreichnem Blut der Aste der Arteria hepatica
propria und dem nahstoffreichen Blut aus den Asten der Venae portae hepatis zusammen. Der
Azinus ist ein anderes, rautenformiges Konzept des mikroskopischen Aufbaus der Leber. Drei
verschiedene Zonen der Sauerstoff- und Né&hstoffversorgung bilden zwei einander
gegeniberliegende Azini. Dabei ist Zone 1, jene Zone mit dem hdchsten Sauerstoff- und
Né&hstoffgehalt und Zone 3, die mit dem geringsten. Eine dritte Méglichkeit der Einteilung der
hepatozelluldren Struktur ist das Portallappchen. Auch dieses hat einen sechseckigen Grundriss.

Jener orientiert sich allerdings um eine zentral liegende Glisson-Trias. Die Glisson-Trias
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besteht aus Asten des Ductus hepatis communis, der Venae portae hepatis und der Arteria
hepatica propria. Diese Einteilung hat vor allem historischen Stellenwert und ist heute kaum
noch gebréduchlich (Ulfig f, 2019). Sie soll an dieser Stelle der Vollstdndigkeit wegen jedoch

erwahnt sein.

Hepatozyten (Leberzellen) sind auf den vielseitigen Stoffwechsel der Leber spezialisiert und
haben daher zahlreiche Zellorganellen. Sie besitzen einen polyploiden Zellkern und zeichnen
sich durch eine polare Bauweise aus. Der basolaterale Anteil der Membran ist in Richtung der
mit Mischblut gefllten Sinusoide gerichtet und wird daher auch Blutpol genannt. Durch ein
komplexes System und Zusammenspiel mehrerer Transmembranproteine werden an dieser
Seite unterschiedliche Stoffe aufgenommen und andere sezerniert. Der apikale Anteil der
Phospholipidmembran, der Gallepol, grenzt an die Gallekanéle, wohin die Galle sezerniert
wird. Interzellular wird durch tight junctions (Zell-Zell-Verbindungen) die Polaritat, die durch
die diverse Proteinausstattung gewahrleistet wird, aufrechterhalten; durch gap junctions stehen
benachbarte Hepatozyten miteinander in Verbindung und kénnen lonen und kleinere Molekdile

austauschen (Lillmann-Rauch & Asan, 2019).

Die aneinander gelegenen Hepatozyten sind in Balken angeordnet. Mit ihrer Seitenflache bilden
sie eine Spaltseite des Disse-Raums. Dieser, auch perisinusoidaler Raum genannte Spalt, wird
von der anderen Seite mit diskontinuierlichem Endothel ausgekleidet. Durch die groRRen Poren
der flachen Endothelzellen kdnnen Molekule diffundieren und Substanzen, die die Hepatozyten
sezernieren, gelangen in die Blutbahn. Auf der anderen Seite kleiden die Endothelzellen die
Lebersinusoide aus. Dies sind Kapillare mit weitem Lumen und diunner Wand. Durch die
Sinusoide zwischen den Hepatozyten-Balken flieRt Mischblut aus Einfliissen der Verastelungen
der Vena portae hepatis und der Arteria hepatica propria. An den jeweiligen Riickseiten von
zwei aneinander liegenden Hepatozyten befinden sich die Canaliculi biliferi, die intralobuléren

Ausfiihrungsgange. Die Galle, die von den Hepatozyten sezerniert wird, kann dann in Richtung
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Glisson-Trias, mit den darin befindlichen interlobuldren Ausfiihrungsgangen, abflieRen. Neben
den Hepatozyten gibt es noch weitere Zellen, die in den Sinusoiden und/oder dem Disse-Raum
anséssig sind. Eine dieser Zellarten sind die Kupffer-Zellen, die den Endothelzellen aufliegen
und deren Fortsatze bis in den Disse-Raum reichen konnen. Die Kupffer-Zellen sind
leberspezifische Makrophagen und zahlen zum mononukledren Phagozytosesystem. Zu ihren
Aufgaben gehért die Phagozytose - also endozytotische Aufnahme mit anschlieRender
intrazellularer Hydrolyse - von Bakterien, Fremdpartikeln und beschadigten oder gealterten
Blutzellen. Dartber hinaus befinden sich innerhalb der Sinusoide die Ito-Zellen. Sie enthalten
grolRe Lipidtropfen, in denen sie das im Darm aufgenommene Vitamin A speichern kdnnen.
Zusétzlich sind Ito-Zellen, die auch als perisinusoidale Zellen bezeichnet werden, an der

Produktion des intralobuldaren Bindegewebes beteiligt sind (Lillmann-Rauch & Asan, 2019).

Folgende Grafik verbildlicht den komplexen mikroskopischen Aufbau des Lebergewebes.

Sinusoid Canaliculus

ilif
Endothelzelle biliferus

Hepatozyt
Zellkern eines
Hepatozyten

Disse-Raum Ito-Zelle

Kupffer-Zelle Mikrovilli

Abbildung 1: Schematisches Modell eines Leberzellbalkchens
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4.1.4 Mikroskopische Anatomie der Gallenblase

Der mikroskopische Wandaufbau der Gallenblase (Vesica biliaris) ist eng an den
dreischichtigen Wandbau des gastrointestinalen Systems angelehnt. AuRerlich ist die
Gallenblase bedeckt von der Tunica serosa, welche durch eine Tunica adventitia nur in jenem
Bereich ersetzt wird, in dem die Gallenblase direkt an der Leber anliegt. Die Tela subserosa
liegt der Tunica serosa auf und ist als bindegewebige Schicht fiir eine gute Verschieblichkeit
der Tunica serosa und Tunica muscularis verantwortlich. Weiter nach intern schlief3t sich die
Lamina muscularis an. Sie besteht aus glatten Muskelzellen, welche scherengitterartig
angeordnete Zuge haben. Die dadurch ermdglichte Kontraktionsfahigkeit der Gallenblase ist
sehr wichtig fur die Ausschittung der Galle in den Ductus cysticus im Rahmen der Verdauung.
Auf die genannte Muskelschicht folgt die Tunica mucosa der Gallenblase. Diese besteht aus
der Lamina epithelialis, aufgebaut aus einschichtigem Zylinderepithel mit Mikrovilli, und einer
gut vaskularisierten, bindegewebigen Lamina propria. Die Mikrovilli der Lamina epithelialis,
welche unflexible Fortsatze der apikalen Zellmembran darstellen, fungieren dabei im Sinne
einer OberflachenvergroRerung, wodurch das Epithel seiner resorbierenden Funktion gerecht
werden kann. Hierdurch wird der Galle Wasser entzogen und die Galle somit konzentriert (siehe
auch: 4.2 Physiologie und wichtige Funktionen von Leber und Gallenblase). Zuséatzlich haben
die Epithelzellen auch sekretorische Funktion. Sie sondern Muzine (Schleimstoffe) ab, welche

das Epithel der Gallenblase und der Gallenwege vor der Galle schitzen (Wennemuth, 2017).

Ein interessantes Unterscheidungsmerkmal der Gallenblase von anderen Teilen des
gastrointestinalen Traktes ist das Fehlen einer Lamina muscularis mucosae. Diese
Gewebeschicht besteht aus glatten Muskelzellen und kommt ausschlieBlich in der Tunica

mucosa des Osophagus und des Magen-Darm-Traktes vor.
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Ein weiteres charakteristisches Wiedererkennungsmerkmal der Gallenblase ist die zu Falten
aufgeworfene Tunica mucosa. Durch diese Falten bilden sich die typischen, tiefen Rokitansky-

Aschoff-Krypten (Lillmann-Rauch & Asan, 2019).

Folgende Grafik verbildlicht den mikroskopischen Wandaufbau der Gallenblase.

«—— Lamina epithelialis
Tunica mucosa

«—— Lamina propria

«——— Tunica muscularis

«— Telasubserosa
«— Tunica serosa

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Wandaufbaus der Gallenblase

Anmerkung: Dieses Schema stellt den Teilausschnitt der Gallenblase dar, der sich auf der der Bauchhohle zugewandten Seite
befindet, daher werden die beiden &uReren Schichten von Tela subserosa und Tunica serosa gebildet.
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4.2 Physiologie und wichtige Funktionen von Leber und Gallenblase
Nachdem im letzten Kapitel die mikroskopische Anatomie von Leber und Gallenblase
beschrieben wurde, soll in diesem Kapitel nun auf die Physiologie und die damit

einhergehenden Funktionen der beiden Organe eingegangen werden.

Das Zusammenspiel von Leber und Gallenblase ist fir einen funktionierenden Stoffwechsel
von enormer Bedeutung. Die Leber ist die groRRte Driise des menschlichen Kérpers und erfillt
eine Vielzahl von verschiedenen Funktionen. Eine jener Funktionen ist die Biotransformation.
Uber diesen Prozess metabolisiert die Leber endogene Stoffe, die beispielsweise beim Abbau
von Erythrozyten anfallen. Auch exogene Stoffe, die dem Kdorper also von aul3en zugefiihrt
wurden, wie beispielsweise Medikamente oder Noxen (Behrends et al., 2021), werden Uber die
Biotransformation verstoffwechselt. Lipophile (fettlésliche) Substanzen, die nur schwer
ausgeschieden werden konnen, werden im Rahmen der Metabolisierungsprozesse der Leber an
hydrophile (wasserlésliche) Substanzen gekoppelt und kénnen anschlieBend tber den Urin

eliminiert werden.

Dartiber hinaus verstoffwechselt die Leber die einzelnen Bestandteile der von uns
aufgenommenen Nahrung. Sie baut im Rahmen umfangreicher biochemischer Prozesse
Kohlenhydrate (Glykolyse) und Fettséuren (beta-Oxidation) ab und kann, sofern der Korper
dies bendtigt, Gber die Gluconeogenese auch wieder neue Glucosemolekile synthetisieren
(Heinrich et al., 2014). Des Weiteren synthetisiert die Leber Ketonkdrper, welche als wichtige
Energielieferanten fiir unser Gehirn dienen und verschiedene Plasmaproteine wie Albumin,
Proteine des Blutgerinnungsystems oder auch Akute-Phase-Proteine, die im Rahmen von
Entziindungen ausgeschdittet werden. Weitere Aufgaben der Leber sind die Herstellung von
Erythropoetin und Thrombopoetin. Auch wichtige Reaktionsschritte der Synthese der
Schilddriisenhormone Thyroxin, Triiodthyronin und des Vitamin-Ds-Stoffwechsels finden

unter Beteiligung der Leber statt (Pape et al., 2019).
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Durch die im vorherigen Abschnitt genannten Prozesse der Glykolyse und Gluconeogenese ist
die Leber auch entscheidend an der Glucosehomdostase beteiligt. Angehoben wird der
Blutzuckerspiegel durch Glykogenolyse, Gluconeogenese und den Abbau von Insulin.
Wohingegen durch die Synthese von Glykogen und den Vorgang der Glykolyse der

Blutzuckerspiegel gesenkt werden kann (Heinrich et al., 2014).

Die Verbindung zwischen Leber und Gallenblase im hepatobilidaren System wird dadurch
geschaffen, dass die Leber die Galle synthetisiert, welche anschlieBend in der Gallenblase
gespeichert wird und bei Bedarf in das Verdauungssystem abgegeben werden kann. Zusatzlich
wird die Galle nach ihrer Ausschittung durch die Hepatozyten noch modifiziert. So werden
durch die Epithelzellen der Gallengdnge zun&chst osmotisch wirksame Substanzen wie
Bicarbonat sezerniert, woraufhin Wasser entsprechend des osmotischen Gefalles passiv folgt.
In der Gallenblase wird in der interdigestiven Phase der Wasseranteil der Galle durch Entzug
von Natriumchlorid erniedrigt, wodurch die Galle stark eingedickt und ihr Volumen vermindert

wird (Rassow & Netzker, 2016).

Die Galle besteht zu einem groRen Anteil aus Wasser und zu etwa 10%-15% aus den
Gallesduren, die der Fettverdauung und Fettresorption dienen. Weitere Bestandteile sind
Cholesterin, Phospholipide und Abbauprodukte des H&moglobins, welche der Galle ihre
charakteristische gelb-griinliche Farbe verleihen. Zu den Hauptfunktionen der Galle gehdrt das
Mitwirken bei der Verdauung von Fetten. Die Galle bildet gemischte Mizellen, in denen
Monoglyceride, Triglyceride und Cholesterin von den Gallesauren eingeschlossen und somit
fir die Verdauungsenzyme des Pankreas leichter zuganglich gemacht werden. Verschiedene
Reize kénnen die Sekretion der Galle steigern. Das Hormon Cholecystokinin, welches bei der
Verdauung von Fetten von den I-Zellen des Duodenums und Jejunums gebildet wird, fuhrt zu

Kontraktionen der Gallenblase und stellt somit einen Ausschittungsreiz fir die Galle dar.

23



Einleitung

Auch eine Erhéhung der Aktivitat des Nervus vagus wirkt stimulierend auf die Ausschittung

der Galle.

Nur ein geringer Teil der Gallensauren wird mit den Fazes vom Korper ausgeschieden. Der
grofte Teil wird im terminalen Illeum wieder resorbiert. Dafur werden die Gallensauren
sekundar aktiv Uber einen Natrium-Symporter ins Blut aufgenommen. Wie auch
Nahrungsbestandteile, die vom Darm aufgenommen wurden, gelangen die Gallenséuren
anschlieBend tber die Pfortader wieder zurlck zur Leber und kénnen erneut in die Canaliculi
biliferi sezerniert werden. Dieser Zyklus wird enterohepatischer Kreislauf genannt und
wiederholt sich mehrmals am Tag. Die Effizienz dieses Kreislaufs ermdglicht einen niedrigeren

Anteil neu synthetisierter Gallensauren pro Tag (Behrends et al., 2021).
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4.3 TRP-Kanéle
Nachdem im letzten Kapitel die Grundlagen der Thematik dieser Dissertation geschildert
wurden, soll in diesem Kapitel auf den Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit eingegangen

werden.

Schon seit mehreren Jahrzehnten wird Forschung rund um das Vorhandensein, die
Regulationsmechanismen und mdogliche Beteiligung der TRP-Kanéle an pathologischen
Prozessen betrieben. Noch immer sind viele Fragen ungeklért. Dieses Kapitel soll — mit Fokus

auf TRPC3 - einen Uberblick tiber den aktuellen Stand der Forschung liefern.

4.3.1 TRP-Kanéle

Die TRP-Kanile sind eine Superfamilie von 28 transmembranéren Proteinen, die nicht-
selektive lonenkandle fur mono- und divalente Kationen darstellen. Es sind mindestens sieben
Unterfamilien der TRP-Kanéle bekannt, denen ihre Struktur und Permeabilitat fur Kationen

gemein ist (Ramsey et al., 2006).

TRPC
(classical, canonical)

TRPV

(vanilloid)

TRPA
(ankyrin)

TRPM

(melastin)

TRP-Superfamilie  f=t—

TRPN
(NOMPC)

TRPP
(polycystin)

TRPML

(mucolipin)

Abbildung 3: Ubersicht (iber die TRP-Subfamilien
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Die Funktionen vieler TRP-Kanéle sind bis jetzt nicht eindeutig geklart. Beim Menschen
scheinen die TRP-Kanéle eine wichtige Rolle in der sensorischen Erkennung der Umwelt zu
haben. Sie sind unter anderem beteiligt an der Wahrnehmung von Temperatur, Druck, Schmerz,
Pheromonen und Geschmack (Song & Yuan, 2010). Bei Insekten sind die TRP-Kanéle an der
visuellen Wahrnehmung beteiligt — dieser Sachverhalt hat urspriinglich auch zur Entdeckung

der vielféltigen Kanale gefuhrt und wird im Folgenden beschrieben.

Erste Hinweise auf das Vorhandensein der TRP-Kanéle wurden schon im Jahr 1969 geliefert.
Bei Experimenten mit einer Mutantenart der Fruchtfliege Drosophila melanogaster entdeckten
die Forschenden Verdnderungen im Elektroretinogramm, die auf einen Defekt der Lichtreiz-
verarbeitenden Signaltransduktionskaskade hindeuteten. Die Photorezeptoren der Mutantenart
reagierten auf einen andauernden Lichtreiz mit einer transienten Anderung des
Rezeptorpotenzials, wobei die Wildtypfliege mit einer fur den Zeitraum des Lichteinfalls
anhaltenden Anderung des Rezeptorpotenzials reagierte (Cosens & Manning, 1969). Das im
Jahr 1969 durchgefiihrte Experiment wurde sechs Jahre spéter wieder aufgegriffen. Die
Forschenden um Minke gaben der Drosophila Mutante, deren Elektroretinogrammausschlag
trotz anhaltenden Lichteinfalls vorribergehend war, damals den Namen transient receptor
potential mutant (Minke et al., 1975). Die Photorezeptoren von Fruchtfliegen umfassen
Rhodopsin, einen lichtsensiblen G-Protein-gekoppelten Rezeptor, welcher zu einer Aktivierung
der Phospholipase C flhrt, was wiederum Uber mehrere Zwischenschritte einen Einstrom von
Calciumionen bedingt. Dieser Einstrom wird auch als lichtinduzierter Strom (light-induced
current, LIC) bezeichnet und ist wesentlich fiir die visuelle Signaltransduktion. Die
naheliegende Vermutung, die transiente Anderung des Rezeptorpotenzials kénne auf einen
Mangel an Sehpigment zurtickzufiihren sein, konnte widerlegt werden (Minke, 1982). Rund
zehn Jahre spater konnte der Zusammenhang zwischen einem Calciumeinstrom und den TRP-
Proteinen bewiesen werden, mit der Erkenntnis, dass es sich bei den TRP-Proteinen um

lonenkandle handeln muss (Hardie & Minke, 1992). 1985 gelang es Montell ein DNA-
26



Einleitung

Fragment zu identifizieren und das TRP-Gen zu isolieren (Montell et al., 1985). Ein weiterer
Meilenstein in der Entdeckung der TRP-Kandle wurde im Jahr 1989 geliefert. Damals war es
den Forschenden mdglich, das TRP-Gen auf dem rechten Arm des dritten Chromosoms zu
lokalisieren (Wong et al., 1989) und das Gen fur das TRP-Protein zu klonieren, wobei auch klar
wurde, dass das TRP-Protein durchaus strukturelle Ahnlichkeit zu bereits entdeckten
lonenkandlen, die permeabel fiir Natrium und Calcium sind, aufweist (Zhu et al., 1996, Montell
& Rubin, 1989). Das TRP-Protein konnte in diesem Zusammenhang als ein transmembranares
Protein, bestehend aus 1275 Aminosauren, beschrieben werden (Montell & Rubin, 1989).
Heute hat man verstanden, dass eine Spontanmutation im TRP-Gen der Fruchtfliege Drosphila
melanogaster zu einem dysfunktionalen Proteinprodukt flihrte, was wiederum den Abbruch des
Calciumeinstroms bedingte und somit in einer transienten Anderung des Rezeptorpotenzials

resultierte (Minke, 2010).

Den Unterfamilien der TRP-Superfamilie ist gemeinsam, dass sie aus sechs
Transmembrandomanen (S1-S6), einer porenbildenden, rekursiv in der Plasmamembran
verlaufenden Schleife zwischen den Transmembrandoménen S5 und S6 sowie intrazellularen
Amino (NH>) - und Caboxyltermini (COOH) aufgebaut sind (Nilius, 2007). Sie unterscheiden
sich in der Sequenz der DNA, die fur die Gene der Proteine codiert, und damit einhergehend
auch in der Aminosaurensequenz, die das Transmembranprotein aufbaut. Alle TRP-Kanéle sind
durchlassig fur Kationen. Die Valenz der lonen, fur die der Kanal permeabel ist, differenziert
die Kandle jedoch untereinander (Venkatachalam & Montell, 2007). So sind, bis auf TRPM4
und TRPMS5, alle TRP-Kandle fiir Calcium-lonen (divalent) durchléssig. Durch die beiden
genannten Kandle kdnnen jedoch nur monovalente lonen, wie beispielsweise Natrium-lonen,

diffundieren (Nilius, 2007).
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4.3.2 TRPC-Kanéle
Da der lonenkanal, der fiir diese Arbeit untersucht wurde zur Unterfamilie der TRPC-Kanale
gehort, soll dieser Untergruppierung im folgenden Kapitel besondere Aufmerksamkeit

geschenkt werden.

Die Namensgebung der TRPC-Subfamilie kommt durch ihre sequenzielle Ahnlichkeit
hinsichtlich des TRP-Gens der Fruchtfliege Drosophila melanogaster zustande. Aufgrund der
ausgepragten Homologie zum TRP-Protein der Fruchtfliege steht das ,,C* im Namen der Kanéle

fur classical oder canonical (klassisch) (Chen et al., 2020).

Die TRPC-Unterfamilie umfasst sieben Kandle (TRPC1-7), welche aufgrund der Homologie
ihrer Aminoséurensequenz und ihrer funktionellen Ahnlichkeit untereinander in vier Gruppen
(TRPC1, TRPC4/5, TRPC3/6/7, TRPC2) untergliedert werden (Clapham et al., 2001). Dabeli
zeichnen sich die TRPC-Kanéle durch ein vielfaltiges Vorkommen in tierischen und
menschlichen Zellen aus (Wang et al., 2020). Die calciumpermeable Kanalfamilie wird tber
einen rezeptorvermittelten Signalweg, an den das Enzym Phospholipase C gekoppelt ist,
aktiviert (Harteneck et al., 2000). Kontrovers wird diskutiert, ob die TRPC-Kanéle, auch
sogenannte store-operated channels (SOCs) sein kdnnten. Das wirde bedeuten, dass eine
Depletion der intrazellularen Calciumspeicher mit einer Aktivierung der Kanéle und einem

konsekutiven Calciumeinstrom in die Zelle einhergehen wiirde (Salido et al., 2009).

Beziiglich des Aufbaus des lonenkanals finden sich in der Literatur viele Hinweise darauf, dass
mehrere TRPC-Proteine homo- oder heteromere Komplexe bilden, wodurch die Kanalpore
entstent. Dabei werden verschiedene Kombinationen von Kanaluntereinheiten beschrieben

(Strubing et al., 2003).
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Im Folgenden werden die Mitglieder der TRPC-Familie kurz vorgestellt. TRPC3 wird als

Gegenstand dieser Dissertation gesondert und umfangreich dargestelit.

TRPCL1 ist ein Kanal mit sehr breitem Vorkommen, dessen Expression im ZNS, den Ovarien,
den Hoden und im Herzen nachgewiesen werden konnte (Wes et al., 1995; Zhu et al., 1995).
Der Expression im Herzen wurde unter anderem 2007 erneut Aufmerksamkeit geschenkt, als
Forschende herausfanden, dass TRPCL1 ein bedeutender Regler in der Entwicklung kardialer
Hypertrophie ist (Ohba et al., 2007). In einer anderen Studie konnte TRPC1 als
dehnungsaktivierter lonenkandéle in Zellen von Wirbeltieren identifiziert werden (Maroto et al.,
2005). Bei dieser Kanalform wird durch Dehnung der Durchmesser der Kanalpore erhoht,

wodurch die Permeabilitét fir die entsprechenden lonen steigt.

TRPC2 bildet beim Menschen eine Ausnahme, da es sich hierbei um ein Pseudogen handelt -
aus dem zugrunde liegenden DNA-Anschnitt kann also kein funktionales Protein kodiert
werden (Wang et al., 2020). Bei Nagetieren, wie beispielsweise Ratten oder Mausen, dagegen
konnte das TRPC2-Protein nachgewiesen werden (Liman et al., 1999). TRPC2 scheint eine
tragende Rolle bei biologischen VVorgéngen, wie der Wahrnehmung verschiedener Geschlechter
uber sensorische Aktivierung des Riechorgans zu spielen (Stowers et al., 2002). Aus der
beeintrachtigten Erkennung von Pheromonen resultiert auch ein verandertes soziales Verhalten.
Eine Studie konnte zeigen, dass TRPC2 bei Mé&usen wichtig ist, um ménnliche Pheromone zu
erkennen, die entscheidend sind im Hinblick auf Aggressivitat und Wahl der Sexualpartner
(Leypold et al., 2002). Uberdies konnte auch ein Zusammenhang zwischen TRPC2 und der
Akrosomenreaktion von Spermien nachgewiesen werden (Jungnickel et al., 2001). Bei besagter
Reaktion verschmelzen Spermien- und Akrosomenmembran. Dadurch werden proteolytische
Enzyme freigesetzt werden, die ein Eindringen des Spermiums in die Eizelle ermdglichen. Dies

spielt eine wichtige Rolle bei der Befruchtung einer Eizelle (Ulfig & Brand-Saberi, 2017).
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Auch TRPC4 konnte bei Nagetieren in Knochen, Herz, Plazenta und Prostata nachgewiesen
werden (Riccio et al., 2002). Weitere Nachweise des Kanals konnten fir kortikolimbische
Regionen des Gehirns (Fowler et al., 2007), Eierstocke und Hoden, Niere, Nebenniere, Lunge
und Kleinhirn erbracht werden (Garcia & Schilling, 1997). Ferner wird dem Kanal Bedeutung
bei angemessenem angstbezogenem Verhalten zugesprochen. Experimente an Mausen zeigten
nach einer Ablation von TRPC4 eine Verringerung des Angstniveaus der angeborenen Angst

(Riccio et al., 2014).

TRPC5 konnte unter anderem im zentralen Nervensystem von Nagetieren nachgewiesen
werden (Fowler et al., 2007) und scheint auch im Rahmen von neuronalen Lernvorgangen und
neuronaler Signalweiterleitung von Bedeutung zu sein (Broker-Lai et al., 2017).
Interessanterweise stellte sich heraus, dass TRPC5-Kanéle, indem sie als aortale
Barorezeptoren fungieren, auch in den komplexen Regulationsmechanismen der
Blutdruckstabilisierung involviert sind (Lau et al.,, 2016). Ergidnzend dazu hat TRPC5
Bedeutung bei der endothelabhéngigen Kontraktion der Arteriae carotis bei Mausen (Liang et
al., 2019). Sowohl die Blutdruckregulation als auch die Funktionsfahigkeit des Gefaliendothels

fallen bei der Entstehung kardiovaskuldrer Krankheiten ins Gewicht.

TRPC6 konnte im menschlichen Skelettmuskel sowohl bei Formalin- als auch bei NEP-
fixierten Korperspender*innen nachgewiesen werden (Servello, 2021) und wird &hnlich wie
TRPC4 im Gehirn, in plazentarem Gewebe, Herz, Lunge, Pankreas und Niere exprimiert. Dies
konnte in einer Arbeit gezeigt werden, die humane mRNA untersuchte (Riccio et al., 2002).
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten die Expression von TRPC6 im Gehirn von Ratten in
Regionen, wie der Substantia nigra und dem Hippocampus hervorheben (Chung et al., 2006;
Giampa et al., 2007). Ferner konnte gezeigt werden, dass TRPC6 an der Genese hereditarer
Erkrankungen beteiligt ist und Mutationen von TRPC6 konnten als Ursache fir die fokal-

segmentale Glomerulosklerose beschrieben werden. Diese Erkrankung der Niere kann im
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Erwachsenenalter zu einem nephrotischen Syndrom, einhergehend mit Proteinurie,
Hypalbuminamie und Odemen, fiihren. In den meisten Fallen resultiert diese Glomerulopathie

unweigerlich im Nierenversagen (Winn et al., 2005).

TRPC7 konnte mittels cDNA-Untersuchungen in humanem Gewebe von Niere und Gehirn,
insbesondere der Hypophyse detektiert werden (Riccio et al., 2002). Bei Mausen wurden hohe
Expressionsraten des Proteins in Augen, Herz und Lunge dokumentiert. In anderen Organen,
wie beispielsweise Milz und Hoden konnte ebenfalls ein Nachweis (ber das Vorkommen
erbracht werden. Hier fiel die Expressionsrate jedoch geringer aus (Okada et al., 1999; Wang

et al., 2020).
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4.3.3 TRPC3-Kandle
Bis auf TRPC3 wurden in den vorrausgehenden Abschnitten alle der TRPC-Subfamilie
angehorigen, Kanale vorgestellt. In diesem Kapitel geht es nun explizit und ausfuhrlich um

TRPC3, den Forschungsgegenstand dieser Arbeit.

4.3.3.1 Aufbau

Durch kryo-elektronenmikroskopische Untersuchungen von TRPC3, mit einer Auflésung von
3,3 A (Angstrom), konnten zahlreiche erkenntnisbringende Informationen gewonnen werden,
die auch heute noch fir ein besseres Verstandnis des Proteins und seiner Funktionen sorgen

(Fan et al., 2018).

TRPC3 ist grundlegend betrachtet ein transmembrandres Protein. Die Primérstruktur, also die
Aminosaurensequenz, die dieses Protein aufbaut, besteht aus 836 Aminosauren. Durch
Wechselwirkungen zwischen den Peptidketten der Aminosauren entsteht die Sekundérstruktur,
im Fall von TRPC3, eine reine a-Helix (Fan et al., 2018). Innerhalb des Proteins lagern sich die
Sekundarstrukturen, bedingt durch diverse Wechselwirkungen der Seitenketten der
Aminosduren  untereinander,  zur  Tertidrstruktur ~ zusammen.  Dabei  spielen
Wasserstoffbriickenbindungen,  Van-der-Waals-Krafte,  Disulfidbriicken, aber auch
lonenbindungen eine Rolle. Formen schlieRlich mehrere Untereinheiten ein Protein, so spricht
man von der Quartarstruktur dieses Proteins. TRPC3 ist — wie alle Vertreter der TRPC-
Subfamilie — aus sechs Transmembrandoménen (S1-S6) aufgebaut. Dabei ist zu differenzieren,
dass die S3-Helix fast doppelt so lang ist, wie bei anderen Vertretern der TRPC-Familie,
beispielsweise TRPC4 und TRPC5. Vier TRPC-Proteine lagern sich schlieflich zu einem

Tetramer zusammen und bilden den lonenkanal (Fan et al., 2018).

Betrachtet man die Struktur von TRPC3 zundchst vom N-Terminus in Richtung des C-
Terminus, fallen als erstes Ankyrin-Repeat-Strukturen ins Auge. Dabei umfasst eine Ankyrin-

Repeat-Doméne (ARD) vier Ankyrin-Repeat-Paare. Ankyrine sind als Proteine Bestandteil des
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Zytoskeletts und bestehen aus einer sich wiederholenden Abfolge von Aminoséuren, was auch
zu ihrer Namensgebung beigetragen hat. Sie sind essentiell an der Aufrechterhaltung der
Struktur von TRPC3 beteiligt, denn eine Studie konnte zeigen, dass TRPC3 bei einer Deletion
der Ankyrin-Repeat-Struktur intrazellular akkumuliert (Wedel et al., 2003). Auf die ARD
folgen neun Linker-Domdanen (LD), die das Verbindungsstiick zwischen ARD und den
Transmembrandomanen (TMD) herstellen. Vor der S1-Transmembrandomane, aber schon in
der Zellmembran, befindet sich eine préd-S1-Domane, die - an einen Ellenbogen erinnernd - Teil
einer Lipidbindungsstelle (Lipidl) ist. Sie besteht aus zwei Helices, die nur zu Halfte in der
Membran eingelagert sind (half transmembrane helices, half TM1/half TM2). Dabei steht half
TM1 in Verbindung mit der neunten Linker-Domane, half TM2 stellt (iber besagte pra-S1-
Doméne Verbindung mit der S1-Doméne her. Nun folgen die sechs Transmembrandoménen,
die jeweils Uber Linker (Verbindungssticke) konnektiert sind, welche sich auferhalb der
Zellmembran befinden. Zwischen S1 und S2 konnte eine Glykosylierungsstelle identifiziert
werden. Diese steht in enger struktureller Nachbarschaft zur P-loop, was laut Fan et al. darauf
hindeuten konnte, dass dadurch die Aktivitat des Kanals beeinflusst werden kann (Fan et al.,
2018). Die lange S3-Helix ist zusétzlich mit einer verhaltnismaRig groflen, extrazellular
verlaufenden Schleife an die S4-Helix angebunden. Zwischen S5 und S6 befindet sich die
Poren-Domadne, die P-loop. In Richtung C-Terminus schlieBen sich an die S6-Domane noch die
TRP-Domadne an, sowie die C-terminale Doméne (CTD), welche aus zwei Segmenten besteht,
die im 90°-Winkel zueinanderstehen. Interessanterweise enden die Ankyrin-Wiederholungen
des N-Terminus an der Stelle der intrazellularen Domaéne, an der auch bei der CTD die
Schnittstelle zwischen den beiden Segmenten ist (Fan et al., 2018). Diese Doméanen werden
auch als coiled-coil bezeichnet. Ein Begriff der eine lineare, dreidimensionale Struktur
beschreibt, bei der sich mindestens zwei Einzelhelices erneut umeinanderwinden und so eine
Helix mit grofRerem Radius bilden (Pauling & Corey, 1953). Eine &hnliche Struktur konnte auch

bei TRPM4 und TRPMS8 nachgewiesen werden. In diesem Zusammenhang wurde auch die
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Vermutung geduflert, diese Doméanen koénnten als Ligandenbindungsstellen von Nutzen sein

(Winkler et al., 2017; Yin et al., 2018).

Die namensgebende Struktur — die TRP-Doméne — schlief3t sich, wie bereits erwéhnt, an die
S6-Domane an. Diese Domaéne besteht strukturell aus zwei Helices. Die erste Helix (TRP helix)
windet sich an der intrazellularen Seite parallel zur Zellmembran entlang, die zweite Helix
(TRP re-entrant helix) verlduft, wie der Name schon sagt, zurlick in die Lipiddoppelschicht der
Zellmembran. Die TRP-Helix steht dabei in nahem Kontakt zu dem S4-S5-Linker und der
Lipidbindungsstelle 1 (lipid 1) (Fan et al., 2018). In diesem Bereich des Proteins sind auch die
EWKFAR-Sequenz und eine hochkonservierte prolinreiche Aminoséurensequenz lokalisiert,
welche gemeinsam die TRP-Box bilden. Des Weiteren scheint auch eine Bindungsstelle fur
Calmodulin oder IP3, die CRIB(calmodulin/IP3 receptor binding)-Domane an dieser Stelle

verortet zu sein (Vazquez, Wedel, Aziz, et al., 2004).

Die lonenpore von TRPC3 dient nicht nur als Tor flr Kationen, sondern sie stellt gleichzeitig
auch eine Art Selektivitatsfilter dar. Die Reste der Aminoséuren der P-loop und des
extrazellularen Endes von S6 generieren ein negatives elektrostatisches Umfeld, welches als
Filtersystem fur Kationen wirkt. Auch intrazelluldr wird ein &hnlicher Mechanismus
fortgesetzt, denn Reste der Aminoséuren der C-terminalen Domdane (CTD) und ARD halten
diese negative Partialladung aufrecht, wodurch die Kationen in das Zytoplasma weitergeleitet

werden (Fan et al., 2018).

Bei der Analyse von TRPC3 konnten neben dem generellen Aufbau des Proteins auch
besondere strukturelle Merkmale identifiziert werden, wie beispielsweise die zuvor erwéhnten
Lipidbindestellen (lipid-binding site, lipid 1/lipid 2) an der intrazelluldren Seite und eine
extrazelluldare Doméne (extracellular domain, ECD) zwischen den Verbindungsstiicken der
Transmembrandoménen (Fan et al., 2018). Formgebende Komponente einer der

Lipidbindungsstellen (lipid 1) stellt die pra-S1-Doméne dar, welche eine kurze, horizontal an
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der Innenseite der Zellmembran verlaufenden a-Helix ist. Durch Zug der pra-S1-Doméne an
S1 bildet sich zwischen half TM1, der pré-S1-Helix und S1 eine hydrophobe Tasche. Diese
dezente Anderung der raumlichen Struktur impliziert auch die Interaktion der
Lipidbindungsstelle mit S4 und dem S4-S5-Linker, denn auch diese strukturellen Bestandeile
sind an der Bindung des Lipids beteiligt. Es wird vermutet, dass diese Lipidbindungsstelle eine
wichtige Funktion im Hinblick auf die Aktivierung des Kanals hat (Fan et al., 2018). Eine
zweite Lipidbindungsstelle (lipid 2) konnte zwischen der P-loop und S6 nachgewiesen werden.
Diese bildet eine Vielzahl von hydrophoben Wechselwirkungen mit der Poren-Domane aus und
spielt daher vermutlich eine wichtige Rolle in der Erhaltung der Struktur dieser. Eine weitere
Besonderheit stellt die lange S3-Ddmane dar, die sich in den Extrazellularraum streckt und Teil
der Extrazellulardoméne (ECD) ist. Dartiber hinaus sind noch der S1-S2-Linker und der S3-S4-
Linker an der Formgebung dieser Domane, die nah an der Phospholipiddoppelschicht der
Zellmembran liegt, beteiligt. Fan et al. nahmen 2018 an, dass es sich bei der ECD um einen
Sensor fir externe Stimuli, welche die Funktion des Kanals beeinflussen, handeln kénnte (Fan

etal., 2018).
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Die folgende Abbildung veranschaulicht die Struktur von TRPC3:

ECD /\

ﬁ o
s1s2 inker
I\Inker \ /\

S3 o
S1 S2 S4 S5 S6
Pre-S1 _) k J K / !
\ Helix $2-53 54-55 TRP helix .
> > TRP-Domadne
LD9 linker linker

CTD ,rib“ helix

CTD ,pole” helix

N-Terminus C-Terminus

Abbildung 4: Schematischer Aufbau von TRPC3

EZR

PM

IZR

Anmerkung: Eine ausfuhrliche Erlauterung der Grafik ist den vorausgehenden Textabschnitten zu entnehmen.

EZR = Extrazellularraum, PM = Plasmamembran, 1ZR = Intrazellularraum, ECD = Extrazellulardoméne, AR1-4 = Ankyrin-
Repeat-Doméne 1-4, LD1-9 = Linker-Domane 1-9, half TM1 und half TM2 bilden den pre-S1-elbow (pr&-S1-Ellenbogen),

S1-6 = Transmembrandomane 1-6, P = Poren-Doméne, CTD = C-terminale Doméane
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4.3.3.2 Vorkommen

Mittlerweile konnte bereits ein vielféaltiges Vorkommen von TRPC3 bestatigt werden.

Bei Nagetieren wie Ratten und M&usen konnte TRPC3 beispielsweise in Niere, Herz (Goel,
Sinkins, et al., 2007; Goel, Zuo, et al., 2007) und den Purkinje-Zellen des Kleinhirns (Hartmann

et al., 2008) nachgewiesen werden.

Bei Versuchen mit humaner cDNA erfolgte der Nachweis von TRPC3 in zahlreichen Organen.
Zu den Organen, in denen TRPC3 nachgewiesen werden konnte, zéhlen Gehirn, Ovarien,
Kolon, Lunge, Prostata, Plazenta, Hoden und Dinndarm. Interessanterweise iberstieg dabei die
im Gehirn nachgewiesene Expression jene der untersuchten peripheren Organe (Zhu et al.,
1996). 2002 erganzten weitere Untersuchungen diesen Sachverhalt, wobei mRNA mittels
Northern Blot untersucht wurde. Hierbei konnte eine Expression von TRPC3 in Herz,
Muskelgewebe, Milz, Pankreas, Fettgewebe und Magen dargelegt werden (Riccio et al., 2002).
Auch im hepatobilidaren System konnte die Genexpression von TRPC3 uber RNA-Analysen

schon nachgewiesen werden (Jang et al., 2012; Riccio et al., 2002).

Bei einer genaueren Untersuchung des Vorkommens von TRPC3 im zentralen Nervensystem
wurde erneut bestatigt, dass TRPC3 im zentralen Nervensystem stérker als in peripherem
Gewebe exprimiert wird. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass auch innerhalb des zentralen
Nervensystems Unterschiede beziiglich der Expressionsquanitat bestehen. Eine besonders
starke Expression konnte in Hypophyse, Kleinhirn, Nucleus caudatus und Putamen detektiert
werden (Riccio et al., 2002). Wenige Jahre spéter konnte erganzend dazu gezeigt werden, dass
TRPC3 bei Mausen innerhalb des Kleinhirns von Purkinje-Zellen exprimiert wird (Hartmann

et al., 2008).
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4.3.3.3 Funktion, Signaltransduktion und Regulation

Um ihre Funktion als lonenkandle =zu erfillen und somit Bestandteil der
Signaltransduktionsprozesse zu sein, bilden TRPC3-Proteine Tetramere, was bedeutet, dass
sich vier Untereinheiten zu einem lonenkanal zusammenlagern. Dabei bilden entweder vier
TRPC3-Untereinheiten ein Homomer oder TRPC3 bildet mit TRPC6 und/oder TRPC7 ein
Heteromer. Wie bereits eingangs erwéhnt, bilden diese drei Proteine innerhalb der TRPC-
Subfamilie eine Untergruppe. Dies ist zuriickzufiinren auf die 70-80%ige Ubereinstimmung der
Aminosduren, die sie aufbauen und die Aktivierung durch DAG (Diacylglycerin), die den
Proteinen gemeinsam ist (Hofmann et al., 1999). Die nicht-selektiven Kationenkanéle zeichnen
sich durch eine besonders gute Permeabilitat fir das bivalente lon Calcium aus, weisen aber
auch eine, wenngleich geringere, Permeabilitdt fir monovalente Kationen auf (Hofmann et al.,

1999).

In den folgenden Abschnitten soll nun auf die Signaltransduktionskaskade, in welche TRPC3
eingebunden ist, eingegangen werden, wie auch auf die Regulation von TRPC3. Grundlegend
kann TRPC3 Uber Rezeptoren aktiviert werden, man spricht in diesem Fall von
rezeptorgesteuertem Calcium-Einstrom (receptor operated calcium entry, ROCE). Ein weiterer
Mechanismus, durch den TRPC3 aktiviert wird, ist wahrscheinlich die Depletion interner
Calcium-Speicher. Kanéle, die auf diese Art aktiviert werden, nennt man speicherabhéngige
Kanéle (store-operated channel, SOC). Man spricht in diesem Zusammenhang auch von store-
operated calcium entry (SOCE) oder kapazitivem Calciumeinstrom (capacitaitve calcium entry,
CCE). Eine Zuordnung von TRPC3 zu SOCE wird seit mehreren Jahren kontrovers diskutiert

und die Rolle von TRPC3 ist hierbei noch nicht vollstandig aufgeklart (Wang et al., 2020).

TRPC3 kann laut aktuellem Stand der Wissenschaft hinsichtlich seiner Funktion als ROCE tber
verschiedene Metabolite aktiviert werden. Einer dieser aktivierenden Wege, Uber welchen

wissenschaftlicher Konsens besteht, sind Ggu1-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs)
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(Dietrich et al., 2005). Die Signalkaskade, welche einer Aktivierung der GPCRs nachgeht, ist
folgendermal3en: Das heterotrimere Gg/11-Protein, welches aus den drei Untereinheiten a,  und
v besteht, ist von intrazelluléarer Seite an den Rezeptor gebunden. Bindet nun ein Ligand von
extrazelluldrer Seite an den Rezeptor, kommt es zu einer Konformationsanderung dessen,
wodurch die Untereinheiten des G-Proteins dissoziieren und ihrerseits Signalmolekile
aktivieren. Die a-Untereinheit aktiviert dabei die Phospholipase CB (PLCp). Durch die PLCf
wiederum wird das membranstandige Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
(PIP2) in Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG) gespalten. Bei beiden
Spaltprodukten handelt es sich um Second Messenger, welche konsekutiv andere Stoffe
aktivieren konnen. Das hydrophile 1Pz diffundiert in Richtung endoplasmatisches Retikulum
(ER), an wessen Membran es uber den IP3-Rezeptor und durch einen IP3-gekoppelten
lonenkanal Calcium aus dem ER in das Zytosol freildsst. Folglich steigt die intrazellulare
Calciumkonzentration an. DAG dagegen ist lipophil und verbleibt an der Zellmembran. Es
aktiviert vermutlich Uber einen direkten Mechanismus das in der Zellmembran gelegene
TRPC3 (Trebak et al., 2003). Unterschiedliche Stellen dieser Transduktionskaskade kénnen in
regulatorischem Sinn beeinflusst werden (Pape et al., 2019). Ein weiterer, allerdings sehr
ahnlicher Mechanismus der Aktivierung von TRPC3 lauft Gber Rezeptoren mit assoziierten
Tyrosinkinasen, welche wiederum an eine Phospholipase C, in diesem Fall die Phospholipase
Cy (PLCy) gekoppelt sind. Nach der Aktivierung der PLCy entspricht die Signaltransduktion

den zuvor beschriebenen Mechanismen (Chen et al., 2020).

Des Weiteren scheinen Tyrosinkinasen, insbesondere die Tyrosinkinase Src, obligatorisch fur
die Rezeptor- und DAG-abhéngige Funktion von TRPC3 zu sein. In Zellkulturen konnte die
Rezeptor- oder DAG-abhéngige Aktivierung von TRPC3 durch Inhibition der Tyrosinkinase
Scr aufgehoben werden und auch in Zelllinien, in denen die Expression jener Tyrosinkinase
gehemmt wurde, war eine Stimulation von TRPC3 nicht mehr mdoglich (Vazquez, Wedel,

Kawasaki, et al., 2004).
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Allerdings ist TRPC3 nicht nur in Anwesenheit von DAG aktivierbar. Wie bereits eingangs
erwéhnt, ist ein weiteres wichtiges Thema rund um die TRPC-Kanale deren Assoziation bzw.
Zuordnung zur Gruppe der store-operated channels (SOCs). Das Besondere am Mechanismus
des SOCE ist, dass die Kanéle nicht durch Agonisten aktiviert werden missen, sondern eine
Entleerung interner Calciumspeicher fur eine Aktivierung ausreichend ist. Dieser Mechanismus
ist sinnvoll, da auf diese Weise die Calciumspeicher, die in viele Signaltransduktionsprozesse
involviert sind, wieder aufgefiillt werden kénnen. Der Mechanismus, der diesem Prozess

zugrunde liegt, soll im folgenden Abschnitt erlautert werden.

Kommt es zu einer Depletion interner Calcium-Speicher, beispielsweise durch IPs-vermittelten
Calciumausstrom aus dem ER, kann tiber EF-H&nde von STIM-Proteinen (stromal interaction
molecule, STIM), welche in der Plasmamembran des ER lokalisiert sind, die Calcium-
Konzentration innerhalb des ER gemessen werden. Es sind zwei humane STIM-Proteine
bekannt (STIM1 und STIM2). Diese sind durch eine N-terminale Doméne, welche in das
Lumen des ER ragt, und eine C-terminale Domadne, welche in das Zytoplasma reicht,
gekennzeichnet. Ist die Calcium-Konzentration, welche durch die STIM-Proteine gemessen
wurde, zu niedrig, oligomerisieren die STIM-Proteine, wodurch Uber Protein-Protein-
Interaktionen wiederum ORAI-Kanéle aktiviert werden. Diese, aus ORAI-Proteinen
aufgebauten, Kandle werden auch als Icrac (calcium release activated calcium currents)
bezeichnet. Sie sind in der Zellmembran gelegen und ermdglichen einen Calciumeinstrom in

die Zelle (Soboloff et al., 2012).

Es scheint, als sei die Zuordnung von TRPC3 zu SOCE und ROCE nicht nur von dem Protein
selbst, sondern auch von anderen Faktoren abhdngig. Denn die Studienlage zu dieser Thematik
zeigt teilweise ambivalente Ergebnisse. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass TRPC3 in
einer Zelllinie von HEK293-Zellen (human embyronic kidney 293-cells, HEK 293-cell) nicht

uber die Erschépfung von Calcium-Speichern aktiviert werden konnte (Zhu et al., 1998). In
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einer weiteren Untersuchung, bei der mit B-Lymphozyten von Hihnern gearbeitet wurde und
die internen Calcium-Speicher mittels Thapsigargin leer gehalten wurden, konnte TRPC3
allerdings durch diesen Umstand aktiviert werden (Vazquez et al., 2001). Im Jahr 2015 konnte
auch eine Interaktion zwischen TRPC-Kanalen und STIM1 nachgewiesen werden, was die

Theorie von TRPC3 als SOCE untermauert (Asanov et al., 2015).

Eine Zuordnung der Kanéle ausschliellich zu einer Kategorie der SOCE oder ROCE scheint
nach jetzigem Kenntnisstand nicht mdglich und wirde vermutlich den umfangreichen
Mechanismen der Funktionalitdt und Regulationsmechanismen der Kanéle nicht gerecht

werden. Fir weitere Erkenntnisse auf diesem Gebiet bedarf es zusatzlicher Forschungsarbeit.

Der letzte Abschnitt dieses Kapitels erlautert die Moglichkeiten der Hemmung von TRPC3. Zu
den Inhibitoren von TRPC3 zahlen beispielsweise Pyrazol-Verbindungen. Eine Arbeit aus dem
Jahr 2009 konnte zeigen, dass durch direkten Einfluss der Pyrazol-Verbindung Pyr3 der
TRPC3-vermittelte Calcium-Einstrom in HEK293-Zellen (human embryonic kidney, HEK)
selektiv gehemmt werden konnte (Kiyonaka et al., 2009). Ein in der Zellbiologie weitreichend
bekannter Mechanismus der Regulation von Proteinen ist deren
Phosphorylierung/Dephosphorylierung durch Kinasen. Auch fur TRPC3 konnte eine solcher
Regulationsmechanismus nachgewiesen werden. Wird TRPC3 mit PMA (phorbol 12-myristate
13-acetate), einem Aktivator der Proteinkinase C (PKC), inkubiert, konnte TRPC3
anschliefend nicht mehr aktiviert werden, was auf eine Inaktivitdit des Proteins im
phosphorylierten Zustand deutet (Trebak et al., 2005). Auch die Proteinkinase G (PKG) kann
uber Phosphorylierungsvorgange an den Aminoséaure-Resten Threonin (Thr-11) und Serin (Ser-

263) die Aktivitat von TRPC3 negativ beeinflussen (Kwan et al., 2004).

41



Einleitung

Folgendes Schema illustriert die einzelnen Schritte der Signaltransduktionskaskade, welche im

vorausgegangenen Absatz dargelegt wurden.

ROCE SOCE
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DAG

GPCR PIP, — TRPC3

ORAI1 PM

Go/m 1ZR
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PLCB

1Py
+\’ STIM1 STIM2
PR
ER
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Signaltransduktion von TRPC3

Anmerkung: Eine detaillierte Beschreibung der Prozesse der Signaltransduktion, in die TRPC3 eingebunden ist, sind dem
vorrausgehenden Text zu entnehmen. ROCE = Rezeptor-gesteuerter Calcium-Einstrom, SOCE = Speicher-gesteuerter
Calcium-Einstrom, GPCR = G-Protein-gekoppelter Rezeptor, Gg11 = G-Protein g/11, PLCfS = Phospholipase Cg, PIP2 =
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat, DAG = Diacylglycerin, 1Ps = Inositol-1,4,5-triphosphat, 1Ps-R = Inositol-1,4,5-
triphosphat-Rezeptor, ER = Endoplasmatisches Retikulum, STIM1 und STIM2 = stromal interaction molecule 1 und 2, EZR =
Extrazellularraum, PM = Plasmamembran, IRZ = Intrazellularraum, ORAI1 = calcium release-activated calcium

channel protein 1, griines Plus = Aktivierung, roter Blitz = Spaltung, weiler Pfeil = Interaktion
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4.3.3.4 Relation zu Krankheiten/pathologischen Prozessen
So vielseitig wie das Vorkommen von TRPC3, ist auch die bis jetzt bekannte Relation zu
Krankheiten oder pathologischen Prozessen. Der folgende Abschnitt soll einen Uberblick tiber

diese Thematik geben.

Die idiopathische pulmonale Hypertonie ist eine Erkrankung, bei der durch eine andauernde
Drucksteigerung im Lungenkreislauf eine Zunahme der rechtsventrikuldren Nachlast
verursacht wird. Dadurch werden Umbauprozesse im Herzen bewirkt, die die Dilatation und
Hypertrophie des rechten Ventrikels zur Folge haben. Dieser Zustand des Herzens wird auch
als Cor pulmonale bezeichnet. In einer Arbeit um Yu konnte eine erhéhte Expression von
TRPC3 und TRPC6 in glatten Muskelzellen der Pulmonalarterien bei Patient*innen mit
idiopathischer pulmonaler Hypertonie nachgewiesen werden. Bei normotensiven Patient*innen
oder Patient*innen mit einer pulmonalen Hypertonie auf Basis einer anderen Grunderkrankung

(sekundére pulmonale Hypertonie) konnte dies nicht gezeigt werden (Yu et al., 2004).

Eine weitere Erkrankung, bei der eine Beteiligung von TRPC3 plausibel scheint, ist die
spinozerebellére Ataxie. Sie ist eine Form der hereditdren Ataxien und entsteht in den meisten
Féllen durch Trinukleotid-Repeat-Mutationen mit einer Wiederholung des Basentripletts CAG.
Diese Storung der Bewegungskoordination manifestiert sich meist im 30. - 40. Lebensjahr
(Hufschmidt et al., 2017). Im Jahr 2009 wurden Untersuchungen an Mé&usen mit zerebellarer
Ataxie (moonwalker, Mwk) durchgefiihrt, die Bewegungs- und Koordinationsdefekte zeigten.
Bei diesen Mdusen konnte eine Punktmutation des TRPC3-Kanals (moonwalker mutation,
Mwk) nachgewiesen werden, die eine abnormale Offnung von TRPC3 zur Folge hatte. Dariiber
hinaus zeigten die Madause Defekte bei Wachstums- und Differenzierungsprozessen der
Purkinje-Zellen (Becker et al., 2009). Purkinje-Zellen sind inhibitorische Neurone der

Kleinhirnrinde und stellen die einzigen efferenten Nervenfasern der Kleinhirnrinde dar.
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Sie sind aufgrund ihrer hemmenden Funktion wesentlich an der Abstimmung von

Bewegungsablaufen beteiligt (Wennemuth, 2017).

Auch bei der Entstehung der kardialen Hypertrophie scheint eine Beteiligung von TRPC3
plausibel. Die kardiale Hypertrophie (auch hypertrophe Kardiomyopathie) ist eine Verdickung
eines oder beider Ventrikel als Reaktion auf eine Druck- oder Volumenbelastung des Herzens.
An diesen Umbauprozessen ist das Hormon Angiotensin 11 beteiligt, welches als Komponente
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems zur Aufrechterhaltung des Blutdrucks beitragt. In
einer Untersuchung konnte eine Korrelation zwischen der Aktivitat von TRPC3, TRPC6 und
den Angiotensin Il-vermittelten Umbauprozessen bewiesen werden (Onohara et al., 2006). In
einem vorausgehenden Abschnitt dieser Arbeit wurden Pyrazol-Verbindungen schon als
Inhibitoren von TRPC3 thematisiert. Interessanterweise konnte nachgewiesen werden, dass die
in der Studie verwendete Pyrazol-Verbindung Pyr3 auch einen hemmenden Effekt auf die
Hypertrophie des Herzens zu haben scheint. Dafiir wurde Mé&usen durch einen operativen
Eingriff der linke Ausflusstrakt kinstlich verengt, was zu einer Volumenbelastung des Herzens
fihrte und in kardialer Hypertrophie resultierte. Die Hypertrophie des Herzens und der Anstieg
der ANP-mRNA konnten durch die angewendete Pyrazol-Verbindung reduziert werden

(Kiyonaka et al., 2009).

Ein anderes Thema, in welches TRPC3 involviert zu sein scheint, ist Krebs. Eine im Jahr 2009
erschienene Arbeit geht von einer Entwicklungsrolle von TRPC3 bei der Entstehung des
Ovarialkarzinoms aus. Gezeigt werden konnte, dass bei Proben von humanen
Ovarialkarzinomen TRPC3 erhoht exprimiert wurde und eine Runterregulierung des Proteins
zu einer verminderten Proliferation und Ausbildung des Tumorgewebes fiihrte (Yang et al.,
2009). Auch fir das eng strukturverwandte Protein TRPC6 konnten bereits Zusammenhénge

zu kanzerogen Prozessen nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass die
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Expressionsrate von TRPC6 in Gewebeproben des Hepatozellularen Karzinoms (HCC) im

Vergleich zu gesundem Gewebe deutlich hoher war (Wen et al., 2016).

Eine relativ aktuelle Arbeit legt dar, dass TRPC3 im Rahmen der mitochondrialen
Calciumhom@ostase in Zusammenhang mit der Zellseneszenz von Fibroblasten zu stehen
scheint (Farfariello et al., 2022). Die Seneszenz beschreibt einen Zustand, in dem Zellen sich
nicht weiter teilen und die Zellproliferation somit zum Erliegen kommt, was Grundlage fur die
Sterblichkeit einer Zelle ist. In der genannten Arbeit wurde die Theorie aufgegriffen, dass
Veranderungen im mitochondrialen Stoffwechsel als Ausldser fir Seneszenz fungieren
konnten. Farfariello et al. konnten zeigen, dass TRPC3 im Rahmen des mitochondrialen
Calcium-Stoffwechsels, vermittelt tiber die IPs-vermittelte Calcium-Freisetzung, als negativer
Regulator der Seneszenz dient. Bei einer induzierten Seneszenz konnte — unabhéngig vom
Ausloser der Seneszenz — eine Runterregulierung von TRPC3 nachgewiesen werden. Hierdurch
konnte eine Zunahme proinflammatorischer Prozesse und eine vermehrte Proliferation von
Tumorzellen nachgewiesen werden. Eine Hochregulierung der Expression von TRPC3 ging
allerdings mit einer verringerten mitochondrialen Calciumbelastung und einem Abweichen von

der seneszenten Zelllaufbahn einher (Farfariello et al., 2022).

Dariiber hinaus scheint TRPC3 im Rahmen endothelialer Dysfunktion an der Genese vaskularer
und insbesondere kardiovaskuldrer Erkrankungen beteiligt zu sein (Smedlund & Vazquez,
2008). Die Entstehung von Atherosklerose ist ein komplexes Zusammenspiel mehrerer
Mediatoren und Faktoren. Unter anderem durch die Ansammlung und Ablagerung von
Monozyten werden GefaRinnenwande geschadigt, sodass es zu chronischen
Entzindungsprozessen kommt. TRPC3 scheint eine wichtige Rolle in diesem
pathophysiologischen Vorgang zu spielen. Fur Endothelzellen von Koronararterien (human
coronary artery endothelial cells, HCAECs) konnte gezeigt werden, dass die Expression des

Zelladh&sionsmolekiils vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), welches eine wichtige
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Rolle in der Leukozytenadhésion spielt, TRPC3-abhangig ist. Bei einer Blockade des Einstroms
extrazelluldaren Calciums, beispielsweise durch Kanalblocker, kam es zu einer merklichen
Reduktion der ATP-induzierten VCAM-1-vermittelten Adhédsion von Monozyten. Passend
dazu ging eine Hochregulation von VCAM-1 mit einem erhéhten Calcium-Einstrom Uber eine
vermehrte Expression von TRPC3 einher und bei einer Runterregulation von TRPC3 kam es
erwartungsgeman zu einer verminderten Adhdsion von Monozyten (Smedlund & Vazquez,
2008). Eine direkte oder indirekte Runterregulation von TRPC3 kdnnte nach entsprechender
Forschungsarbeit pharmakologisch von Nutzen sein, um in den Prozess der Atherogenese

einzugreifen.

Fur diese Arbeit hochrelevant ist auch die Beteiligung von TRPC3 an der Entstehung einer
Steatosis hepatis bei Mausen. Dafur wurden Mduse mit einem gain-of-function fir TRPC3 im
Vergleich mit nicht-transgenen Mausen untersucht. Beide Gruppen wurden einer fettreichen
Diat unterzogen. Es zeigte sich, dass bei den transgenen Mdusen schon in einem friihen Stadium
der Atherosklerose Leberschaden wie Verfettung, Fibrose und eine Erhéhung der Leberenzyme
nachweisbar waren (Smedlund et al., 2016). TRPC3 scheint also direkt oder indirekt Einfluss
auf die Entstehung einer Steatosis hepatis zu haben. Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2015 kam
zu dem Schluss, dass die NAFLD (nichtalkoholische Fettlebererkrankung), welche einer NASH
(nichtalkoholische Steatohepatitis) vorausgehen kann, das Risiko fir Atherosklerose und
koronare Herzkrankheit erhoht (Ampuero et al., 2015). TRPC3 scheint also unter anderem in
den umfangreichen pathologischen Prozess des Zusammenhanges zwischen NAFLD/NASH
(nichtalkoholische Fettlebererkrankung/nichtalkoholische Steatohepatitis) und Atherosklerose
eingebunden zu sein. Inwiefern diese Erkenntnis genutzt werden kann, vermag in der Zukunft

geklart werden kdnnen.
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4.4 Fragestellungen der Arbeit
Nachdem in den vorangegangenen Kapiteln auf die grundlegenden Aspekte dieser Arbeit
eingegangen wurde, wird in diesem Abschnitt dargestellt, welche Fragen mit der Durchfiihrung

dieser Studie geklart werden sollen.

Bisher wurde der TRPC3-Kanal in verschiedenen Geweben nachgewiesen, der bisherige
wissenschaftliche Stand deutet also, neben der Involvierung in pathologische Prozesse, auf eine
weitreichende Expression von TRPC3. Eine erste Arbeit konnte den immunhistochemischen
Nachweis fur TRPC3-Kanal in postmortalen Gewebeproben der Niere des Menschen erbringen

(Coline Diebolt, 2023).

Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist allerdings noch kein direkter Nachweis des Proteins in Leber

und Gallenblase erfolgt. Daher soll diese Arbeit auf folgende Fragen Antworten liefern:

- Ist TRPC3 in humanen Gewebeproben der Leber und Gallenblase, welche NEP-
fixierten Korperspender*innen entnommen wurden, mittels immunhistochemischer
Methodik nachweisbar?

- Gibt es Unterschiede hinsichtlich der Expression von TRPC3 zwischen Leber und

Gallenblase?

In den né&chsten Kapiteln dieser Dissertation soll auf das Vorgehen und die verwendeten

Materialien des praktischen Teils eingegangen werden.
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5 Material und Methodik

Fur den praktischen Teil dieser Arbeit, der in den Prosektursdlen und dem Labor des
Anatomischen Institutes stattfand, wurden eine Reihe von Chemikalien, Materialien und

Geréaten verwendet. In der Beschreibung der Methodik dieser Studie werden diese erwéhnt und

sind fur ein besseres Verstandnis des folgenden Abschnittes hier aufgelistet.

5.1 Material und Geréte

5.1.1 Chemikalien

Die folgende Tabelle ist eine alphabetische Auflistung der verwendeten Chemikalien sowie

deren jeweiliger Hersteller.

(Essigséure)

Chemikalie Hersteller
Aceton VWR. International GmbH, Darmstadt, Deutschland
2-Propanol Ref.: 700212, Zentr.ChL
Citratpuffer _ o
H6 Ref.: ab93678, Abcam, Cambridge, Grof3britannien
p
) Zentrales Chemikalienlager Universitat des Saarlandes
Eosin 0,1%
(ZChL), Saarbriicken, Deutschland
Eisessig

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Ethanol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Formaldehyd-Ldsung
3,5-3,7%

Ref.: 27244
Otto Fischar GmbH & CO. KG, Saarbriicken, Deutschland

H&matoxylin
nach Ehrlich

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

ImmPACT DAB EqV

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
(Bestellnummer: SK-4103)

Methylbenzoat 99% Acros Organics B.V.B.A., New Jersey, USA
NEP-L6sung ]
) Otto Fischar GmbH & CO. KG, Saarbriicken, Deutschland
nach Weigner
PBS-Pulver Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
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Roti®-Plast
Paraffin-Pallets
Roti®fair PBS 7.4 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Wasserstoffperoxid Ref.: 8683.4, Zentr.ChL

35%

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

ZCHL, Universitét des Saarlandes, Campus Saarbriicken,
Deutschland

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien

Xylol

5.1.2 Verbrauchsmaterial
Die folgende Tabelle ist eine alphabetische Auflistung der Verbrauchsmaterialien sowie deren

jeweilige Hersteller.

Material Hersteller
1,5 ml Reagiergeféale Ref.: 703224, Zentr. ChL
ACU-Punch®Biopsie-Stanze 8/10mm Acuderm inc., Fort Lauderdale, USA

VWR. International GmbH, Darmstadt,
Deutschland
DakoPen, Delimiting Pen Ref.: S200230-2; Agilent, Santa Clara, USA

AusgielRformchen

Zentralmagazin, Universitatsklinikum des
Deckglaser 22x22m / 24x50mm
Saarlandes, Deutschland

MilliQ Reference A+, Merck Chemicals
GmbH, Darmstadt

Ref.: M512, Simport Scientific Inc.,

Destilliertes Wasser (Aqua dest.)

Einbettkassetten Macro, weil3 ) ]
Bernard-Pilon Beloeil, Kanada

Ref.: M460, Simport Scientific Inc.,

Einbettringe ) )
Bernard-Pilon Beloeil, Kanada

Ref.: 534018, Macherey-Nagel GmbH und
Co. KG, Diren, Deutschland
Histologischer Kleber Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Roti-Histokitt© Deutschland

Filtrierpapiere

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,

Mikrotomklingen DB80
Wetzlar, Deutschland
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Objekttrager Microscope Slides

Ref.: 1110022A
Engelbrecht Medizin und Labortechnik
GmbH, Edermiinde, Deutschland

Pipettenspitzen

0,1-10ul
20 —200ul
100 — 1000ul

VWR International, Pennsylvania, USA

PROLENE 1,0 Nahtmaterial

Ethicon US LLC, Cincinnati, USA

Sterile Skalpellklingen Nr. 22

C. Bruno Bayha GmbH, Tuttlingen,
Deutschland

SuperFrost® Plus Objekttrager

Ref.: JI800ARLX
R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

5.1.3 Geréte

Im Folgenden sind die verwendeten Geréte und deren Hersteller in alphabetischer Reihenfolge

aufgelistet.
Geratename Hersteller
Feuchtekammer Ref.: 21049-B; Plano-em, Zentr. ChL

GFL-Paraffinbad 1052

Gesellschaft fir Labortechnik GmbH,

Burgwedel, Deutschland

Karussell Gewebeeinbetter
(Automatic Tissue Processor MTP)

SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland

Kuhlanlage fir Korperspender*innen

Thalheimer Kihlung GmbH & Co. KG,

Ellwangen-Jagst, Deutschland

Khlplatte
MPS/C

SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland

Labor-Abzugshaube Captair®Flex®
M321

Erlab®group, Val-de-Reuil Cedex,

Frankreich

Lichtmikroskop Leica

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Mikrotom Microm RM 2025

Heidelberg Instruments, Heidelberg,
Deutschland
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Nikon ECLIPSE E200 LED
Fotomikroskop

Paraffin Ausgiel3station MPS/P1 SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland
MEDAX GmbH & Co. KG, Neumdinster,

Deutschland

Nikon Corporation, Tokyo, Japan

Paraffin-Dispenser

Pipette VWR International, Pennsylvania, USA

Vortex Mixer (\VVortexer) Heathrow Scientific, Illinois, USA
VWR. International GmbH, Darmstadt,

Warmeplatte
Deutschland

VWR. International GmbH, Darmstadt,
Deutschland
VWR. International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Warmeschrank

Woasserbhad

Tabelle 3: Verwendete Gerate

5.1.4 Substanzen fir die Immunhistochemie
Folgende Tabelle listet die Substanzen, die ausschlieBlich fir die immunhistochemische

Féarbung bendtigt wurden.

Verwendeter Antikorper Hersteller

Ref.: A10547; Life Technologies AG,
Carlsbad, USA

Kontrollpeptid flr den Spezifitatsnachweis | Ref.: BLP-CC016

Kaninchenserum

(TRPC3 Blocking Peptide) Alomone Labs, Jerusalem, Israel
NGS-Blockierldsung Ref.: G6767-500ML, Sigma Aldrich,
(Normal Goat Serum) Zentr. ChL

Primarantikorper: Ref.: ACC-016

(Anti-TRPC3 Antibody) Alomone Labs, Jerusalem, Israel
Sekundérantikorper: Ref.: A10547; Invitrogen AG, Carlsbad,
F(ab“)2-Goat anti-Rabbit 1gG, HRP USA

Tabelle 4: Verwendete Antikdrper und Substanzen fiir die Immunhistochemie
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5.2 Probenmaterial

Grundlage fir die Untersuchungen, die fiir diese Studie gemacht wurden, sind Gewebeproben,
die Korperspender*innen des Anatomischen Institutes entnommen wurden. Diese Proben
wurden dann entsprechend der Fragestellung dieser Arbeit weiterverarbeitet. Das folgende
Kapitel beschreibt die verschiedenen praktischen Arbeitsschritte, die den Ergebnissen zugrunde
liegen. Bis auf die Fixierung der Korperspender*innen wurden alle beschriebenen

Avrbeitsschritte eigenhandig durchgefiihrt.

5.2.1 Ethikvotum

Da diese Studie Proben menschlichen Gewebes untersucht, bedarf es der Zustimmung einer
Ethikkommission zur Legitimation der Untersuchungen. Folglich wurde ein Ethikvotum der
standigen Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes eingeholt. Die Kennnummer fiir
das vorliegende Ethikvotum zur Untersuchung von lonenkandlen an Gewebeproben von
Korperspender*innen am Anatomischen Institutes des Universitatsklinikums des Saarlandes in

Homburg lautet 163/20.
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5.2.2 Probenkollektiv der Kérperspender*innen

Folgende Tabelle legt dar, von welchen Korperspender*innen flr diese Arbeit Proben
entnommen wurden. Dabei werden Geschlecht, Alter, Geburts-, Sterbe- und Fixierungsdatum
sowie das fir die Fixation verwendete Volumen berlcksichtigt. Das Kollektiv der
Spender*innen umfasste ausschlieBlich weibliche Spenderinnen. Die Anzahl von acht
Korperspender*innen (n=8) wurden zu Beginn dieser Arbeit als Grundlage fir die
Untersuchungen festgelegt. Diese Anzahl wurde auf Basis der Erfahrung aus anderen Arbeiten
des Institutes gewahlt. In der praktischen Phase der Arbeit wurden Koérperspender*innen

untersucht, die in diesem Zeitraum am Anatomischen Institut eintrafen. Die

Korperspenderinnen dieser Arbeit hatten ein durchschnittliches Alter von 91,4 Jahren. Das

geringste Alter betrug dabei 79 Jahre, das hochste Alter 104 Jahre. Bei allen

Korperspenderinnen dieser Arbeit betrug das Zeitintervall zwischen Sterbe- und

Fixierungsdatum weniger als 60 h, lediglich bei Spenderin 22/19 betrug das Zeitintervall 133

h.
) Alter o Fixations-
) Gewicht ) Geburts- Sterbe- Fixierungs-
Spenderin | Geschlecht in volumen
[ka] datum datum datum

Jahren [1]
22/19 weiblich 44 89 10.02.1933 | 08.03.2022 | 14.03.2022 15
22/23 weiblich 50 90 22.12.1931 | 28.03.2022 | 30.03.2022 9,5
22/18 weiblich 48 79 01.01.1943 | 06.03.2022 | 07.03.2022 14
22/26 weiblich 62 91 15.10.1930 | 06.04.2022 | 07.04.2022 15
22/35 weiblich 98 86 12.08.1935 | 08.05.2022 | 10.05.2022 13
22/36 weiblich 44 97 31.07.1924 | 10.05.2022 | 12.05.2022 8
22/30 weiblich 36 95 10.05.2022 | 17.04.2022 | 19.04.2022 8
22/31 weiblich 42 104 | 30.06.1917 | 17.04.2022 | 19.04.2022 9

Tabelle 5: Ubersicht iber die in die Studie einbezogenen Kérperspender*innen
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Den Korperspender*innen wird beim Eintreffen am hiesigen Institut eine Journalnummer
zugeordnet, beispielsweise 20/10. Dabei steht die erste Zahl fiir das Jahr, in dem die
Korperspender*innen am Anatomischen Institut konserviert wurden, die jeweils zweite Zahl
bezeichnet, um den/die wievielten Kérperspender*in es sich dabei in diesem Jahr handelt.
Durch diese Journalnummer wird einerseits die Anonymitét der verstorbenen Person gewahrt,
andererseits besteht zu jedem Zeitpunkt die Mdéglichkeit einer Identitdtszuordnung, sodass es

nicht zu Verwechslungen kommen kann.
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5.2.3 NEP-Fixierung der Korperspender*innen

Nach dem Tod tritt nattirlicherweise ein Prozess des Abbaus und Verfalls von Gewebe ein. Um
menschliches Gewebe trotz dessen auch nach dem Versterben untersuchen zu kénnen, ist eine
Konservierung von grofler Bedeutung. Durch den Fixierungsvorgang werden fir die
Untersuchung des Gewebes ungunstige Veranderungen aufgehalten und das Gewebe kann in
meist gutem Zustand erhalten bleiben (Lang, 2012). Neben der bereits etablierten Methode der
Formalinfixierung gibt es auch die Mdglichkeit der Fixierung mit Nitritpdkelsalz-Ethanol-
Polyethylenglycol (Janczyk et al., 2011). Die Formalinfixierung birgt aufgrund ihres
allergenen, toxischen und kanzerogenen Potenzials gesundheitliche Risiken bei der
Anwendung. Neben nasopharyngealen Krebs wird Formaldehyd auch eine Rolle bei der
Entstehung von Leukamie zugeschrieben und es besteht der Verdacht, die Chemikalie kénne
eine Ursache fur die Entstehung von sinonasalem Krebs sein (Cogliano et al., 2005). Nicht
aufler Acht zu lassen ist dartber hinaus auch die umweltschadliche Wirkung, die Formalin zu
haben scheint (Klopfleisch et al., 2013). Dem Fixierungsprozess mit Formalin gegentiber steht
die von Weigner etablierte Methode der NEP-Fixierung. Die hierbei verwendete
Fixierungslosung besteht aus den drei Komponenten Nitritsalz, Ethanol und Pluriol. Nitritsalz
wird auch in der Lebensmittelindustrie als Konservierungsmittel verwendet. Ethanol wird trotz
seines neurotoxischen Potenzials als Trinkalkohol konsumiert und Pluriol konnte bei
einmaliger Ingestition keine toxischen Effekte nachgewiesen werden. Des Weiteren traten bei
Applikation von Pluriol bei Versuchstieren keine Haut- und Schleimhautreizungen auf (Safety
Data Sheet Pluriol (E 600 LS-FLEX 1. Identification Product Identifier Used on the Label
Pluriol (E 600 LS-FLEX, n.d.). Ein weiterer Vorteil der NEP-Fixierung ist der realistische
Erhalt des Gewebes und dessen Konsistenz. Dadurch eignet sich diese Fixierungsmethode auch
besonders gut fiir Gewebe, die im Rahmen von Lehrveranstaltungen Verwendung finden, wie

Wundnaht- und Operationskurse.
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Alle acht der hier untersuchten Korperspender*innen wurden mittels NEP-Fixierung
konserviert. Das Vorgehen bei der NEP-Konservierung kann in zwei Teile gegliedert werden,
die innere und die aufRere Fixierung. Dabei lauft die innere Fixierung folgendermalien ab: Nach
Eintreffen der Korperspender*innen und Kihlung (in der Zeit zwischen Eintreffen und
Konservierung) werden die Korperspender*innen zunéchst vollstdndig entkleidet, Schmuck
und andere eventuell medizinische Gegensténde, die sich noch am Korper befinden, werden
entfernt. Die durchgehende Kiihlung ist wichtig flr den anschlieBenden Fixierungsprozess und
die nachfolgenden Untersuchungen, da sie autolytische Vorgange, die nach dem Ableben
eintreten, verringert. Als Autolyse beschreibt man den Prozess, bei dem Gewebe durch
korpereigene Enzyme abgebaut wird. Insbesondere fiir die Leber, welche aus sehr
enzymreichem Gewebe besteht, ist die Verhinderung der Autolyse von groRRer Bedeutung
(Lang, 2006). Nach dem Eintreffen am Anatomischen Institut wird der Kdrper gewogen, das
Gewicht wird protokolliert und die Kopf- und Ko&rperbehaarung rasiert. Nun wird zur
Identifikation noch die bereits erwédhnte Journalnummer an den Kdrperspender*innen
angebracht. Der Zugangsweg fir die Infusionsldsung, die fir die innere Fixierung infundiert
wird, erfolgt Uber die A. femoralis. Daftr wird mit dem Skalpell eine Hautinzision am medialen
Oberschenkel durchgefiihrt. Nach Eréffnung der Haut und des Unterhautgewebes wird die A.
femoralis freigelegt und diese durch eine, in Flussrichtung des Blutes verlaufende, Inzision fur
die Infusionskantilen zugénglich gemacht. Als Kanilen werden zwei Venenverweilkanilen
verwendet, die kranial und kaudal eingefiihrt und mittels Arterienklemmen am Verrutschen
gehindert werden. Die Injektion der Infusionslésung - im Falle der Korperspenderinnen, denen
fur diese Arbeit Proben entnommen wurden, handelte es sich um NEP-Fixierlosung - erfolgt
tber eine Pumpe mit einem Druck zwischen 1,5 bar und 2 bar, was in etwa 110 mmHg bis 150
mmHg entspricht. Einige Gebiete, hierzu zdhlen die Finger- und Zehenbeeren, die

Extremitéten, die Regio glutealis und die Regio nuchae, werden auf diese Weise jedoch nur
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verhaltnismaRig schlecht von der Infusionslésung perfundiert und daher mit Nachinjektionen

uber Einmalkantlen (18 G) separat behandelt.

Durchschnittlich werden in etwa 10-15 | Fixationsldsung pro Konservierung bendétigt. Um die
genaue Menge dieser zu dokumentieren, wird die eingelaufene Losung per Waage abgelesen

und in das Fixationsprotokoll eingetragen.

Als zweiten Teil schliet sich nun die dul3ere Fixierung an. Hierbei wird der Leichnam in eine
Wanne mit NEP-LOsung gelegt, um den Fixierungsvorgang abzuschlieBen. Die Leichname
kénnen dann in einem Pharopack-Sarg, wobei es sich um ein luftdichtes Foliensargsystem

handelt, in der Kiihlanalage des Institutes bei 14°C aufbewahrt werden.

Die Fixierung der Korperspenderinnen, deren Proben flr diese Arbeit enthommen wurden,
wurde von Mitarbeiter*innen des Anatomischen Institutes tibernommen. Alle anderen Schritte

der Weiterverarbeitung der Proben wurden eigenstandig von mir durchgefihrt.

5.2.4 Entnahmestellen der Gewebeproben

Fur diese Studie wurden Gewebeproben von Leber und Gallenblase von acht weiblichen
Korperspenderinnen entnommen. Zur Entnahme der Proben des Lebergewebes erfolgte die
Orientierung an den makroskopischen Strukturen der Organe, die in der Einleitung beschrieben
wurden. Um eine mdglichst umfassende Analyse zu ermdéglichen, wurden Proben jeweils von
medial und lateral sowie ventral (Facies diaphragmatica) und dorsal (Facies visceralis)
entnommen. Fir eine genaue Reproduzierbarkeit erfolgte die Probenentnahme immer

maoglichst an denselben Stellen.
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Von folgenden Leberstrukturen wurde eine Probe enthommen:

- Lobus hepatis dexter (Facies visceralis), im Folgenden abgekirzt mit LHDv

- Lobus hepatis sinister (Facies visceralis), im Folgenden abgekrzt mit LHSv

- Lobus hepatis dexter (Facies diaphragmatica), im Folgenden abgekiirzt mit LHDd

- Lobus hepatis sinister (Facies diaphragmatica), im Folgenden abgekurzt mit LHSd

- Lobus caudatus, im Folgenden abgekiirzt mit LC

- Lobus quadratus, im Folgenden abgekiirzt mit LQ

Die folgenden Grafiken veranschaulichen dies noch einmal.

Lig. coronarium hepatis ~ Areanuda Lig. triangulare hepatis

Lig. triangulare hepatis

Lobus hepatis sinster,

Lobus hepatis dexter, Facies diaphragmatica

Facies diaphragmatica
Lig. falciforme hepatis

«— Lig. teres hepatis

«—— Vesica biliaris

Abbildung 6: Entnahmestellen der Gewebeproben der Leber, Facies diaphragmatica

Anmerkung: Lig. = Ligamentum; Das rote Kreuz kennzeichnet die jeweiligen Entnahmestellen.

Vv. hepaticae sinistrae et intermediatae
V. hepatica dextra

Areanuda
Lobus hepatis sinister,

Facies visceralis Lobus caudatus
Lig. venosum
Lobus hepatis dexter,

Lig. teres hepats ——— ¥ S NE ¢
< Facies visceralis

—2

Ductus choledochus

A. hepatica propria

Lobus quadratus
Vesica biliaris

Abbildung 7: Entnahmestellen der Gewebeproben der Leber, Facies visceralis

Anmerkung: Lig. = Ligamentum, V. = Vena, A. = Arteria, V.

Das rote Kreuz kennzeichnet die jeweiligen Entnahmestellen.
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Von folgenden Strukturen der Gallenblase wurde eine Probe entnommen:

- Gallenblase, Fundus, im Folgenden abgekiirzt mit GF
- Gallenblase, Corpus, im Folgenden abgekurzt mit Gecorp

- Gallenblase, Collum, im Folgenden abgekdrzt mit Geoll

Die folgende Grafik veranschaulicht dies noch einmal.

«—— Ductus hepaticus sinister

Ductus hepaticus dexter—

+<— Ductus hepaticus communis
Collum ———

<« Ductus choledochus

Corpus ——»

Ductus cysticus

Fundus ——

Abbildung 8: Entnahmestellen der Gewebeproben, Gallenblase

Anmerkung: Das rote Kreuz kennzeichnet die jeweiligen Entnahmestellen.

In drei Féllen konnten keine Proben der Gallenblase entnommen werden, da die
Korperspenderinnen  zum  Entnahmezeitpunkt  keine  Gallenblase  mehr  hatten.
Hochstwahrscheinlich wurde diese aufgrund einer Erkrankung der Gallenblase zu Lebzeiten
der jeweiligen Korperspenderin entfernt. Diese Gegebenheit war zu erwarten, da die
Cholecystektomie, also eine operative Entfernung der Gallenblase, eine der hé&ufigsten
Operationen in Deutschland ist (Liinse et al., 2022). Laut dem deutschen Arzteblatt werden
jahrlich etwa 175 000 solcher Operationen durchgefihrt (Gutt et al., 2020). Daher ist es nicht
Uberraschend, dass auch ein Teil der Kérperspender*innen, die ihre Kérper dem Anatomischen

Institut zur Verfugung stellen, keine Gallenblase mehr hat.
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5.2.4.1 Probenentnahme

Der folgende Abschnitt schildert die Entnahme der Proben. Zunéchst wurde eine etwa 20-25
cm lange Inzision von medial nach lateral im Verlauf des rechten Rippenbogens gemacht. Nun
wurde zuerst die Haut und anschlieend das subkutane Fettgewebe von den Faszien der
darunter liegenden Bauchmuskulatur abprapariert. Im ndchsten Schritt konnte die Fascia
abdominalis superficialis mit dem darunter liegenden Musculus obliquus externus abdominis
scharf durchtrennt und stumpf durch die Fasern des Musculus obliquus internus abdominis
prapariert werden. SchlieRlich wurden die Muskelfasern des Musculus transversus abdominis,
die Aponeurose und die Muskelfasern des Musculus rectus abdominis durchtrennt bzw. von
ihren Ansatzstellen an den Cartilagines costalis (Rippenknorpel) gelést. Im Anschluss daran
wurde, je nach Ausmal der LebergréRe, der kaudale Rand der Leber und teilweise auch der
Fundus der Gallenblase unter dem Rippenbogen sichtbar. Je nach Kérperdimension und Lage
der Leber wurde der Schnitt nach lateral und/oder medial noch erweitert, sodass der kaudale
Leberrand der Facies diaphragmatica ausreichend einsehbar war. Hierauf folgte durch stumpfe
Préaparation die Abldsung und Mobilisation der Leber von den sie umgebenden Bandstrukturen,
sodass sie weitestgehend aus der Korperhéhle mobilisiert werden konnte und somit von allen
Seiten gut einsehbar war. Sofern die Gallenblase fur eine Probenentnahme noch nicht
ausreichend mobilisier- und einsehbar war, wurde durch scharfe Praparation der ventralen
ligamentéren und vaskuldren Strukturen mehr Sicht geschaffen. Unter anderem wurden hierfr
das Ligamentum hepatogastricum und die Inhaltsstrukturen des Ligamentum hepatoduodenale
mit A. hepatica propria, die V. portae hepatis und Ductus choledochus abgesetzt. Hierdurch
konnte die Leber mit Gallenblase weiter nach kaudal luxiert werden. In manchen Féllen war es
notwendig, die Vena cava inferior komplett abzusetzen, um somit eine Entnahme der Leber und
Gallenblase en bloc zu ermdglichen. Die Entnahme der Gewebeproben aus den jeweiligen
Organteilen wurde entweder mit einem Skalpell oder einer Biopsiestanze durchgefuhrt. Es

wurden zwei Biopsiestanzen mit unterschiedlicher GroRe verwendet (80 mm und 100 mm).
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Ob die Probenentnahme mit einem Skalpell oder der Biospsiestanze erfolgte, wurde in
Abhangigkeit von der Beschaffenheit des Organgewebes gewahlt. Bei besonders weichem
Gewebe wurde ein Teil des Organs mit dem Skalpell reseziert, bei eher hartem, derbem Gewebe

konnte die Probenentnahme mit der Biopsiestanze erfolgen.

Die Probenentnahme des weichen und dinneren Gallenblasengewebes erfolgte ausschliel3lich
mit dem Skalpell. Dafir wurde die Gallenblase zunéachst von der Leber mobilisiert und

anschlieBend ein Teil des entsprechenden anatomischen Abschnittes mit dem Skalpell exzidiert.

Nach der Entnahme der Proben wurden die Organe wieder in ihre anatomische Lage gebracht
und die Koérperhdhlen mit Nahtmaterial ordnungsgeméall und sauber verschlossen. Etwaige
Blutflecke auf der Haut wurden sorgféltig entfernt, um die Spenderinnen dieser Arbeit nach der

Entnahme der Proben pietatvoll zuriickzulassen.
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Die folgende Tabelle verdeutlicht der Ubersicht wegen, welche Proben entnommen werden

konnten.

LHDv | LHDd | LHSv | LHSd LC LQ GF Gceorp Geoll
22/19 v v v v v v v v v
22/23 v v v v v v v v v
22/18 v v v v v v
22/26 v v v v v v v v v
22/35 v v v v v v
22/36 v v v v v v v v v
22/30 v v v v v v
22/31 v v v v v v v v v

Tabelle 6: Ubersicht iiber die entnommenen Proben

Anmerkung: Die griinen Hakchen kennzeichnen die Proben, die enthommen werden konnten.

Alle Gewebestiicke wurden direkt im Anschluss an die Entnahme in Einbettkassetten gelegt,
welche zuvor genau mit Journalnummer und Abkirzung der jeweiligen Gewebeprobe
beschriftet wurden. Die folgende Abbildung stellt eine solche Einbettkassette mit Beschriftung

schematisch dar.

22/18
LHDd

Abbildung 9: Einbettkassette mit Beschriftung

Anmerkung: Um eine durchgehend einheitliche Kennzeichnung der Proben zu gewahrleisten, wurden auch die Objekttréger
nach diesem System beschriftet. Im Fall des obigen Beispiels handelt es sich um eine Probe des Lobus hepatis dexter der Facies

diaphragmatica von Spender*in mit der Journalnummer 22/18.
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5.3 Weiterverarbeitung der Proben
Die Weiterbehandlung der Proben erfolgte direkt im Anschluss an die Entnahme, da sonst mit
Austrocknung und Verfall des Gewebes zu rechnen ware, was eine qualitative histologische

Ausarbeitung und Farbung der Proben erschweren bis unmoéglich machen wirde.

5.3.1 Allgemeine Arbeitsschritte der Untersuchungen der Gewebeproben
Die folgende Abbildung gibt einen Uberblick tber die Arbeitsschritte des praktischen Teils

dieser Arbeit.

-
H.E.-Farbung Mikroskopie und]

Fixation d Sehnitt und Dokumentation
lefﬁlr(;r;r—er Proben- Fixierung des Einbettung in Ubecrfil;ll.rulr:g auf - h
spender*innen entnahme Gewebes Paraffin Objekttrager ] [ Mikroskopie und]

IHC-Farbung Dokumentation

Abbildung 10: Arbeitsschritte der Untersuchung der Gewebeproben

5.3.1.1 Entwasserung und Paraffineinbettung

Das Gewebe konnte in dem Zustand, in dem es nach der Probenentnahme war, noch nicht zum
Schneiden verwendet werden. Zu diesem Zeitpunkt fillte die Fixierflissigkeit die Hohlraume
des Gewebes aus. Diese Flissigkeit muss allerdings aus dem Gewebe verdréangt und durch ein
Einbettungsmedium ersetzt werden. Fur diese Arbeit wurde die Paraffineinbettung nach
vorausgegangener Formalinfixierung verwendet, was ein Standardverfahren der histologischen

Probenaufarbeitung darstellt (Lang, 2006).

Die beschrifteten Einbettkassetten mit den Proben wurden nach der Entnahme in ein mit
3,5%iger Formalinlésung befilltes Behaltnis tberfihrt, wodurch eine direkte Konservierung
der Proben gewdhrleistet werden konnte. Die Proben blieben dann (ber Nacht in der
Formalinlésung und wurden bei 4°C gekdhlt gelagert. Durch das Formalin werden die Proteine
des Gewebes vernetzt. Dabei denaturieren sie zwar, die Sekundarstruktur bleibt allerdings
erhalten. Die Antigene, die spater als Target fur die Immunhistochemie dienen sollen, werden

also nicht geschadigt (Lang, 2006). Am jeweils nachsten Tag konnten die Proben in PBS-
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Losung umgefullt werden, wo sie fiir mindestens 24 h wieder in der Kiihlung gelagert wurden.
PBS-Losung wird unter anderem als Pufferlésung in der Biochemie, Zell- und
Molekularbiologie verwendet, da sie eine isotone Salzlésung und somit nicht schadlich fur
humane Zellen ist. Anschliefend wurden die Proben fur drei Stunden zur Wasserung unter
flieBendes Leitungswasser und flr weitere drei Stunden in 70%iges 2-Propanol gestellt.
Hierdurch wird das Formalin aus dem Gewebe entfernt. Wird dieser Schritt nicht durchgefihrt,
kann es zu Niederschldgen von Formalinpigment kommen, was sich negativ auf die

anschlieenden Untersuchungen auswirken kann.

Die eigentliche Einbettung der Proben in Paraffin erfolgte im Karussell-Gewebeeinbetter.
Dieser Automat ermdglicht ein automatisches Uberfiihnren der Proben in verschiedene
Flussigkeiten, in denen die Proben unterschiedlich lang verweilen. Nach einer visuellen
Kontrolle der Fllssigkeiten auf Verunreinigungen werden die Einbettkassetten in den Korb des
Einbettkarussells umgefullt, der Korb wird mittels Bajonettverschlusses in das Gestell des
Automaten eingehangt, anschlielend senkt sich der Korb mit den darin befindlichen Proben in
die erste Flussigkeit ab. Der weitere Verlauf, also der Wechsel zwischen den einzelnen
Stationen des Einbettautomaten, funktioniert ab diesem Zeitpunkt voll automatisch und bedarf

keiner auRReren personellen Einwirkung.
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Die folgende Tabelle stellt die Flussigkeiten und die jeweilige Verweildauer der Proben im

Einbettautomaten dar.

Station im ) ) _ o )
) Dauer der Station | Funktion der Station Flussigkeit der Station
Einbettautomat
1 3h 70% 2-Propanol
2 15h 80% 2-Propanol
Entwasserung
3 15h ) 90% 2-Propanol
(=Dehydrierung)
4 15h 100% 2-Propanol
5 15h 100% 2-Propanol
6 15h Methylbenzoat
Klaren
7 15h ) Methylbenzoat
(=Clearing)
8 1,5h Methylbenzoat
9 2h o Paraffin
Infiltration i
10 2h Paraffin
Gesamtdauer des )
] 17 hund 30 min
Einbettprogramms

Tabelle 7: Ubersicht iber den Ablauf der Einbettung in Paraffin im Einbettautomat

Anmerkung: h = Stunde

Die ersten funf Stationen des Einbettautomaten stellen eine aufsteigende Alkoholreihe dar,
wodurch den Proben Wasser und Fixierlosung entzogen werden. Die Entwasserung ist wichtig,
da Formalin hydrophil und Paraffin, in das die Proben eingebettet werden sollen, hydrophob
ist. Durch die aufsteigende Alkoholreihe wird das Wasser aus den Proben verdréangt und die
Proben sind flr das flissige Paraffin zugénglich. Das Methylbenzoat dient dem Kl&ren
(,,Clearing*) der Proben. Es ist gut mit Alkohol und auch mit Paraffin mischbar und ist fiir die
Proben somit ein optimales Ubergangsmedium (Lang, 2006). Die letzten Stationen im
Einbettautomat beinhalten fliissiges Paraffin. Hier wird das Gewebe mit Paraffin infiltriert,

sodass das Paraffin die Hohlrdume des Gewebes ausfullt.
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Ausgehend von der letzten Station des Automaten kdnnen die Proben im néchsten Schritt in
Paraffinblocke eingebettet werden. Dabei wurde an der Paraffin-Ausgiel3station zunéchst der
Boden der AusgielRféormchen mit Paraffin bedeckt, sodass die Probe mit Pinzetten wahrend
einer ersten Anhartung des Paraffins in die gewiinschte Position gebracht werden konnte. Die
folgende Tabelle erldutert, wie die Gewebeproben des jeweiligen Organs innerhalb der
AusgielRformchen ausgerichtet wurden, sodass bei dem spateren Schneidevorgang das

gewdlnschte Schnittbild entstehen wirde.

Die Proben der Gallenblase wurden so
ausgerichtet, dass die spéater angefertigten
) Gewebeschnitte Querschnitte durch die
Ausrichtung der Proben der Gallenblase )
Wandschichten darstellen wiirden. Das

Gewebe wurde also vertikal in den

AusgielRformchen positioniert.

Die Proben des Lebergewebes wurden
vertikal mit der Aul3enseite (Facies
diaphragmatica/ Facies visceralis) auf den
Ausrichtung der Proben der Leber Boden der AusgieRformchen gestellt, sodass
die spater angefertigten Gewebeschnitte
Querschnitte durch den internen Teil der
Gewebeprobe darstellen wirden.

Tabelle 8: Ausrichtung der Gewebeproben in den AusgieRférmchen bei der Paraffineinbettung

AnschlieBend wurde das Formchen mit Paraffin aufgeftllt und zum Aushérten auf eine
Kihlplatte mit einer Temperatur von -2,5°C Uberfuhrt. Nachdem die Paraffinbldcke vollstandig
ausgehartet waren, konnten sie vorsichtig aus der AusgieRform gel6st werden und anschlief3end

bis zum Schnittprozess im Kuhlschrank gelagert werden.
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5.3.1.2 Schneiden der Paraffinblocke

Die in den Paraffinblocken fixierten Proben wurden im néchsten Arbeitsschritt geschnitten und
auf Objekttrager befestigt. Dieser Schritt ist die eigentliche Grundlage, um die Proben spater
farben und beurteilen zu koénnen. Die ausgeharteten Paraffinblocke wurden am Mikrotom
geschnitten, an dem Schnittpréparate in unterschiedlicher Dicke angefertigt werden kdnnen.
Dafiir wurden die Paraffinblocke in einen Schraubstock eingespannt. Uber eine Handkurbel
fahrt der Block dann entlang der darunter eingespannten Klinge. Die so entstandenen Schnitte
konnten nun mit einem angefeuchteten Pinsel in ein Wasserbad Uberfuhrt werden. Das
Wasserbad hat eine Temperatur von 37°C und dient der Entfaltung und Glattung der Schnitte.
Im Wasserbad konnte schon eine erste Qualitatspriifung dahingehend stattfinden, ob eventuell
Risse oder Falten im Préparat entstanden sind. Hatte sich der Schnitt vollstandig entfaltet und
wies eine sehr gute Qualitat auf, konnte er auf den Objekttrager tberfuhrt werden. Insgesamt
wurden pro Gewebepraparat zehn Schnitte angefertigt. Funf davon wurden auf normale
Objekttrager tberfuhrt, die anderen flinf auf speziell beschichtete Objekttrager (SuperFrost®
Plus Objekttrager), welche spater im Rahmen der immunhistochemischen Farbungen
verwendet wurden. Die Objekttrager wurden ebenfalls vor der Verwendung mit der
Journalnummer und der Probenbezeichnung beschriftet. Die Uberfiihrung auf den Objekttrager
erfolgte, indem der jeweilige Objekttrager schrag unter das zu Uberflihrende Praparat gehalten
wurde. Dabei galt es insbesondere darauf zu achten, dass der untere Rand des Objekttrégers
nicht mit dem Boden des Wasserbades in Beruihrung kam, da sonst Wasserblasen von diesem
aufstiegen und sich zwischen Préparat und Objekttrdger ansammelten. Auch auf die
Vermeidung von Falten und Knicken war ein grofies Augenmerk zu legen. Hinsichtlich der
Ausrichtung des Préaparates galt es jene zu finden, die der Einspannung des Paraffinblockes im
Schraubstock des Mikrotoms entsprach. Gelang eine fehlerfreie Ubertragung des
Gewebeschnittes auf den Objekttrager, wurde dieser auf Zellstofftlichern abgeklopft, um

uberschussige Flissigkeit zu entfernen. Anschliefend wurde der Objekttrager mit dem darauf
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befindlichen Schnitt auf eine Heizplatte gelegt, die ebenfalls auf eine Temperatur von 37°C
eingestellt war. Dadurch, dass die Objekttrager in diesem ersten Trockenschritt horizontal
gelagert wurden, konnte ein Ver- oder Abrutschen der Praparate, die zu diesem Zeitpunkt
lediglich adh&siv am Objekttrager befestigt waren, verhindert werden. Nach dem Antrocknen
der Schnitte, wurden diese tiber Nacht in einem Inkubationsschrank aufbewahrt. Jener war
ebenfalls auf 37°C temperiert. Mindestens 12 Stunden sollten die Praparate dort ausharten und
trocken, bevor sie dann gefarbt werden konnten. Die anschlieRenden Farbungen sind Inhalt der

folgenden Kapitel.

Fehlerquellen flir ungeeignete Schnitte waren beispielsweise eine stumpfe Klinge, welche daher
in regelmaRigen Abstdnden gewechselt wurde; Paraffinablagerungen auf der Klinge, welche
mit Alkohol einfach entfernt werden konnten oder auch eine zu hohe Temperatur der Blocke.
Je kuhler das Paraffin, desto sauberer konnte der Schnitt durch den Block erfolgen. Daher
wurden die Bldocke unmittelbar bis zu ihrem Schnitt in der Kihlung gelagert. Beim
Schneidevorgang wurde darauf geachtet, Schnitte aus der Mitte des Préaparates zu gewinnen,
dadurch konnten sehr saubere Schnittflachen und wenige Préparationsartefakte erzielt werden.
Die Schnitte, die fur diese Untersuchung angefertigt wurde, hatten der Reproduzierbarkeit

wegen alle ein Dicke von 7pm.
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5.4 Farbung der Proben
5.4.1 Farbung mit Hamatoxylin-Eosin

5.4.1.1 Hintergrund der Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die geschnittenen Praparate konnten im nachsten Arbeitsschritt mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt
werden. Dies ist eine in der Histologie sehr haufig verwendete Routine-Farbmethode, da sie
einfach in der Anwendung ist und eine sehr gute Aussagekraft ber die grundlegenden
Qualitdtsmerkmale  eines  histologischen  Schnittes  bietet  (Wennemuth, 2017).
Qualitatsmerkmale, auf die die Proben schon ohne Farbung untersucht werden konnten, waren
kleine Risse, Knicke oder Falten. An diesen Stellen ist durch die Uberlappung des Gewebes
beim spéteren Mikroskopieren keine gute Beurteilung der Probe mdglich. Durch den
Farbevorgang kénnen auch kleinere Qualitdtsméngel wie Abrasionen oder Epithelabldsungen,
welche beim Schneidevorgang, aber auch bei der Paraffinfixierung entstehen kénnen, sichtbar
gemacht werden. Auch diese Qualitdtsmangel wirden eine adéquate Auswertung des
Probenmaterials beeintréchtigen. Die Qualitatspriifung der Proben ist ein wichtiger Schritt,
bevor die immunhistochemische Féarbung durchgefihrt wird. Denn durch das gezielte
immunhistochemische Férben qualitativ hochwertiger Schnitte wird verhindert, dass eine
unndtig groRe Menge Antikorper verwendet werden muss. Auf diese Weise kann eine

moglichst effiziente und ressourcenschonende Arbeitsweise umgesetzt werden.

5.4.1.2 Prinzip der Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Bei der Hamatoxylin-Eosin-Farbung werden zwei verschiedene Farbstoffe (Hamatein und
Eosin) kombiniert, die unterschiedliche Zellstrukturen anfarben. Prinzipiell ist H&matoxylin
farblos, durch Oxidation entsteht jedoch der eigentliche Farbstoff Hamatein. Dennoch hélt sich
in der Literatur die Bezeichnung der Hamatoxylin-Eosin-Farbung, weshalb diese
Namensgebung auch in dieser Arbeit verwendet wird. Hdmatoxylin ist ein natlrlicher Farbstoff,

der saure bzw. basophile Gewebestrukturen dunkellila bis blau einféarbt. Hierzu z&hlen unter
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anderem Zellkerne, mit den darin befindlichen Strukturen wie Desoxyribonukleinsaure-
Bestandteilen, Ribosomen und raues endoplasmatisches Retikulum. Hamatoxylin farbt bei
niedrigem pH-Wert (pH < 3) zunéchst rot-braun. Die eigentliche Lila-Blaufarbung des
Héamatoxylins kommt erst durch eine Erhéhung des pH-Wertes zustande, beispielsweise durch

die Verwendung von Leitungswasser. Diesen VVorgang nennt man auch Blauen.

Der zweite Farbstoff, der bei dieser Farbung Verwendung findet, ist das Eosin. Dieser saure
Farbstoff farbt basische bzw. acidophile Zellbestandteile ein. Hierdurch werden kollagene
Fasern und Zytoplasma rdétlich gefarbt. Dem Eosin werden vor dem Farbedurchgang zwei
Tropfen Eisessig hinzugeflgt. Dies fuhrt Uber eine Ansduerung des Eosins zum gew(inschtem

pH-Wert und dem damit einhergehenden Féarbeergebnis (Lang, 2012).

Die H.E.-Farbungen wurde gemall dem Protokoll durchgefiihrt, das im Labor des Institutes flr
Anatomie und Zellbiologie in Homburg bereits etabliert war. Folgende Schilderung der

Durchfiihrung beruht auf Basis jenes Protokolls.

5.4.1.3 Durchfihrung der Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Um das Gewebe dem Farbvorgang tberhaupt erst zuganglich zu machen, werden die Schnitte
zundchst entparaffiniert. Dies geschieht, indem die Schnitte dreimal fiinf Minuten in dem
Losungsmittel Xylol verweilen. Anschlieend folgt die Rehydrierung in der absteigenden
Alkoholreihe mit zweimal funf Minuten in 100% 2-Propanol und je einmal funf Minuten in
90% 2-Propanol und 80% 2-Propanol. Von dem 80% 2-Propanol ausgehend wird der
Objekttragerhalter mit den darin befindlichen Proben direkt fur acht Minuten in das im Vorfeld
gefilterte Hamatoxylin nach Ehrlich Gberfuhrt. AnschlieRend wird die Uberschiissige Farbe
durch Spulen in destilliertem Wasser entfernt und die Schnitte werden fir zw6lf Minuten unter
flieBendem Leitungswasser geblaut. Bevor die Schnitte fir zweieinhalb Minuten mit Eosin
geféarbt werden, werden sie erneut flr etwa 30 Sekunden in destilliertem Wasser gespilt und

nach dem Farben mit Eosin in 90% 2-Propanol so lange gedippt, bis die gewinscht
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Farbintensitét erreicht ist. Hierauf werden die Schnitte zweimal finf Minuten in 100% 2-
Propanol getaucht und dann nochmal dreimal finf Minuten in Xylol gegeben. In einem letzten

Schritt erfolgte die Eindeckung der Schnitte mit dem Roti-Histokitt und die anschlieRende

Aushértung unter dem Abzug Uber Nacht.
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5.4.1.4 Ausgewahlte Abbildungen der H.E.-Férbungen
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Abbildung 11: HE-Farbung Spenderin 22/30 LHDd in 10x Vergréfierung

Anmerkung: Abbildung 11 zeigt eine HE-Farbung der Leber des Lobus hepatis dexter der Facies
diaphragmatica. In der Mitte des Bildes ist ein periportales Feld angeschnitten, in dem Aste der portalen
Trias verlaufen. Das periportale Feld ist schwarz umfahren. Eindeutig zu identifizieren ist die Vena
interlobularis anhand ihres relativ groBen, unregelméRigen Lumens mit den darin befindlichen
Erythrozyten. Des Weiteren sieht man Anschnitte der Ductus biliferi interlobares, welche anhand ihres
isoprismatischen Epithels und den runden Zellkernen zu erkennen sind. Die Arteria interlobaris ist von
schmalerem Kaliber, hat ein rundes Lumen und eine ausgepragte Tunica media. Um die Glisson-Trias

sind Hepatozytenbalkchen mit Lebersinusoiden zu erkennen.

# = Lumen der Vena interlobularis mit Erythrozyten
* = Lumen des Ductus biliferus interlobaris
Schwarzer Pfeil = A. interlobularis

Roter Pfeil = Prismatisches Gewebe des Gallengangs
Hellblauer Pfeil = Bindegewebe

Orangener Pfeil = Endothelzelle
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Abbildung 12: HE-Farbung Spenderin 22/31 LHDd 10x Vergroferung

Anmerkung: Abbildung 12 zeigt die HE-Féarbung einer Probe des Lobus hepatis dexter der Facies
diaphragmatica. Langs angeschnitten ist ein Periportalfeld, im unteren linken Bildrand sind gro3lumige
Gefdlle zu sehen. Vom Kaliber und der Wand der Gefédl3e zu beurteilen, handelt es sich hierbei am
ehesten um Venen im L&ngsschnitt. Dartiber hinaus sind auch Gallengénge im Langsschnitt getroffen,
hier kann man besonders schon das prismatische Epithel der Kanéle sehen. In der Vorgeschichte dieser
Korperspenderin ist als Grunderkrankung eine Herzinsuffizienz bekannt, entsprechend sind die
Sinusoide in dieser Probe gestaut und die Architektur der Leberldppchen veréndert. An etlichen Stellen
sind Einlagerungen von Fettvakuolen erkennbar, die Struktur der Hepatozyten sieht allgemein
aufgelockert aus, man spricht auch von Steatosis. Zusatzlich traten bereits Fibrosierungsvorgange des

Lebergewebes ein, ersichtlich an dem eingelagerten Bindegewebe zwischen den Hepatozyten.

# = Vena interlobularis, mehrfach angeschnitten
* = Ductus biliferus interlobularis

BG = Bindegewebe des Periportalfeldes

F = Fibrosierung

Schwarzer Pfeil = Endothel der Vene

Roter Pfeil = Fetteinlagerungen

73



Material und Methodik

500 um

——

Abbildung 13: HE-Farbung Spenderin 22/19 GF 4x VergroRerung

Anmerkung: Abbildung 13 zeigt einen HE-gefarbten Querschnitte durch die Schichten des Fundus der
Gallenblase. Erkennbar ist der charakteristische Wandaufbau der Gallenblase aus Tunica mucosa,
bestehend aus Lamina epithelialis und Lamina propria, Tunica muscularis und Tela subserosa mit
aufliegender Tunica serosa. Die Innenschicht der Gallenblase scheint chronisch entziindet gewesen zu
sein. Darauf deuten die vielen Lymphozyten sowie die Architekturveranderungen der Tunica mucosa.
Das einschichtig zylindrische Epithel der Lamina epithelialis ist kaum zu erkennen und die Falten der
Schleimhaut sind verstrichen. In der Tela subserosa sind Anschnitte kraftiger Gefalle zu erkennen sowie
viele eingelagerte Adipozyten (Fettzellen). Die schwarze Umrandung kennzeichnet die Einlagerung von

Adipozyten.

1 = Tunica mucosa; 2 = Tunica muscularis; 3 = Tela subserosa; 4 = Tunica serosa
# = Anschnitt eines groRkalibrigen ventsen GefaRes

Schwarze Umrandung = Fetteinlagerungen
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Abbildung 14: HE-Farbung Spenderin 22/31 LHDd 10x Vergrélerung
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Anmerkung: Abbildung 14 zeigt eine HE-geférbte Probe des Lobus hepatis dexter der Facies

diaphragmatica.

Im Zentrum des Bildes ist ein Periportalfeld mit angeschnittener Vene und

Gallekanalchen sichtbar. Darum sind die zu Balken angeordneten Hepatozyten in dieser VergréRerung

schon zu erkennen. Im linken, mittleren Teil des Bildes sind Ablagerungen von Lipofuscin zu erkennen.

Bei diesem altersentsprechenden Befund handelt es sich um Abbauprodukte des Fettstoffwechsels.

# = Vena interlobularis, mehrfach angeschnitten

* = Ductus biliferus interlobularis

BG = Bindegewebe des Periportalfeldes

Schwarze Umrandung = Lipofuscin-Ablagerungen
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Abbildung 15: HE-Farbung Spenderin 22/31 LHDd 40x VergrdRerung

Anmerkung: Abbildung 15 zeigt eine HE-geférbte Probe des Lobus hepatis dexter der Facies
diaphragmatica. Zu sehen sind die zu Balken angeordneten Hepatozyten und die dazwischen liegenden
Sinusoide. Innerhalb der Hepatozyten sient man den Nucleus, teilweise ist auch der Nucleolus
angeschnitten.

* = peispielhaft gekennzeichnete Sinusoide
Schwarzer Pfeil = Nucleus

Weiler Pfeil = Nucleolus
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5.4.2 Immunhistochemische Farbung
Um den Nachweis der TRPC3-Kandle fir diese Arbeit erbringen zu kdnnen, wurden

immunhistochemische Farbungen durchgefunhrt.

Die Immunhistochemie ist ein Verfahren, bei dem Antigene aufgrund der Affinitat zwischen
einem Antikoérper und dem Epitop eines Antigens nachgewiesen werden konnen. Mit Hilfe
eines Detektionssystems, welches mit dem Antikorper konjugiert ist, kann das Antigen sichtbar

gemacht werden (Hantschke & Palmedo, 2016).

Insgesamt wurden 20 Gewebeschnitte (Positivkontrollen) fir die immunhistochemischen
Farbungen ausgewdhlt. Dabei wurden bei jedem Praparat jene Gewebeschnitte ausgewahlt, die
die beste Qualitat aufwiesen. In den Objekttragerhalterungen, die fir die Farbungen verwendet
wurden, ist Platz fir zehn Objekttrager. Da bei jedem Farbedurchgang eine Negativkontrolle
mitgefiihrt wurde, wurden drei Durchgange immunhistochemischer Farbungen gemacht. Die
Objekttrager wurden zuvor entsprechend ihrer Zugehdrigkeit zur Positiv- oder Negativkontrolle
im Vorfeld mit einem Plus flr die Positivkontrolle und einem Minus fir die Negativkontrolle

beschriftet.

5.4.2.1 Protokoll

Das Protokoll fur die immunhistochemische Farbung war am hiesigen Institut bereits etabliert
und wurde von mir tbernommen. Die Dauer der Einwirkung der DAB-Farbeldsung wurde
dabei durch die verschiedenen Farbdurchgange hinweg, individuell fur das Gewebe von Leber

und Gallenblase, optimiert.

5.4.2.2 Hintergrund und Prinzip der Immunhistochemischen Farbung

Hintergrund der immunhistochemischen Farbung sind die Affinitat zwischen dem Paratop des
Antikdrpers und dem Epitop - also einer bestimmten Sequenz von Aminoséuren - des Antigens,
sowie die Bindung zwischen Priméar- und Sekundarantikdrper und die, durch das Enzym
indizierte, Farbreaktion.
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Der Primérantikorper, der in diesem immunhistochemischen Verfahren Anwendung findet,
wurde dem Serum immunisierter Versuchstiere entnommen. Dafir wurde den Versuchstieren
zuvor ein Antigen zugefiihrt, gegen welches die Tiere dann Antikorper bildeten. Ein Vorteil
von polyklonalen Antikorpern, die auch fir diese Arbeit als Primarantikdrper verwendet
wurden, gegentiber monoklonalen Antikdrpern, ist, dass sie an mehrere Epitope des Antigens
binden kdnnen, da sie von unterschiedlichen Plasmazellen stammen. Selbst wenn ein Teil des
Antigens durch die Fixierung beschadigt oder unzugénglich sein sollte, kann der Antikdrper
das Antigen trotzdem durch Bindung an ein anderes Epitop des Antigens detektieren und es

kommt nicht zu einem falsch-negativen Ergebnis (Kopke & Simon, 2018).

Man unterscheidet in der Immunhistochemie die direkte von der indirekten Immunhistochemie.
Bei der direkten Methode der Immunhistochemie ist das Enzym, welches das Substrat fir die
Farbreaktion umsetzt, direkt an den Primdrantikorper gebunden. Fir diese Arbeit wurde die
indirekte Immunhistochemie verwendet, bei der ein Sekundérantikorper eingesetzt wird, an
welchen ein Enzym gekoppelt ist. Verabreicht man Versuchstieren Primarantikorper, die selbst
antigene Wirkung haben, bildet das Tier gegen den Primarantikérper Sekundérantikorper.
Diese Sekundérantikorper binden dann mit ihrer Fab-Region spezifisch an die Fc-Region des
Primarantikdrpers und fuhren, nachdem das Substrat hinzugegeben wurde, welches von dem
gekoppelten Enzym umgesetzt werden kann, zu einer Farbreaktion (Lang, 2006). Das Substrat,
welches fiir diese Arbeit verwendet wurde, war 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB). Das Enzym,
welches das DAB umsetzt, war die Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP). Ein
richtig-positives Ergebnis, welches einer nachgewiesenen Expression von TRPC3 entspricht,

zeigt sich in Form einer braunen Farbreaktion.
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Folgendes Schema verbildlicht die indirekte Immunhistochemie, welche in dieser Arbeit

angewendet wurde:

Katalysierendes
Enzym

Losliches DAB ———» 4 PR
(Substrat) } S ‘ ‘
Sekundarantikérper ——» & : o

Primédrantikérper ——» i Chromogenes DAB

<+— Fc-Region

Fab-Region ——»
Antigen

Histologischer Schnitt
§ Paratop l /

Epitop ﬁ . . . ‘

Abbildung 16: Schematische Darstellung der indirekten Immunhistochemie

Anmerkung: HRP = horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase), DAB = 3,3 ~-Diaminobenzidin
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5.4.2.3 Durchfuhrung der immunhistochemischen Farbung

Vor der eigentlichen Durchfihrung muss kontrolliert werden, ob alle verwendeten Materialien
in ausreichender Menge vorhanden und alle Gerate funktionsfahig sind. Ebenso wichtig ist die
Uberpriifung der Alkoholreihe, da auch hier Verunreinigungen die komplikationslose Farbung

behindern und optimale Ergebnisse beeintrachtigen wirden.
Schritt 1 — Entparaffinierung und Rehydrierung

Bevor die zu farbenden Objekttrager den eigentlichen Farbeschritten unterzogen werden
konnen, erfolgte zunéchst, &hnlich der H.E.-Féarbung, die Entparaffinierung und Rehydrierung,
um das Gewebe den im weiteren Verlauf verwendeten Ldsungen zuganglich zu machen. Denn
durch den Fixierungsprozess kommt es zu Denaturierungen von Proteinen, wodurch die
Antigene, die Ziel des Primarantikdrpers sind, zundchst verdeckt werden. Um jene
Denaturierungsprozesse reversibel zu machen, verwendet man Hitze und gewebenatirliche pH-

Werte. Hierflr ist Citratpuffer mit einem pH-Wert von 6 geeignet.

GemaR dem Protokoll verweilten die Schnitte zuerst dreimal finf Minuten in Xylol. Dieses
Losungsmittel dient der Entparaffinierung. Darauf folgte die Rehydrierung in einer
absteigenden Alkoholreihe mittels zweimal funf Minuten in 100%igem 2-Propanol und jeweils
finf Minuten in 90%igem 2-Propanol, 80%igem 2-Propanol, 70%igem 2-Propanol. Im
Unterschied zu den H.E.-Farbungen wurden die Schnitte jetzt noch fir funf Minuten in
destilliertem Wasser gespult, um Alkoholreste zu entfernen, die den pH-Wert des Puffers, in
den die Schnitte anschlieRend kommen wiurden, verandern kdnnten. Eine solche Veranderung
des pH-Wertes kénnte zu unerwiinschten Ergebnissen fuhren, da der pH-Wert in Kombination
mit Warme ausschlaggeben fir die vollstandige Demaskierung der Antigene, an die der
Antikorper bindet, ist. Dies ist von hoher Relevanz fir den kompletten weiteren Verlauf der

Immunhistochemie (IHC).
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Schritt 2 - Demaskierung

Bei der Fixierung von Gewebeproben kommt es, wie bereits erwéhnt, meist zu Verdnderungen
der Proteinstruktur, sodass die Antigene, die mit dem Priméarantikorper detektiert werden
sollen, fir diesen nicht mehr zugénglich sind. Durch das HIER-Verfahren (heat induced epitop
retrival), bei dem entparaffinierte Schnitte in einem Puffer (hier verwendeter Puffer:
Citratpuffer mit pH 6) erhitzt werden, wird die Maskierung des Gewebes riickgangig gemacht
und die Antigen-Strukturen werden wieder freigelegt, wodurch eine Bindung zwischen Epitop

und Antikorper moglich gemacht wird (Hantschke & Palmedo, 2016).

Als nachstes wurden die Schnitte zur beschriebenen Demaskierung der Antigene fur eine
Stunde in eine Hitzekammer in Citratpuffer gestellt. Fir das Ansetzen des Citratpuffers werden
5 ml Citratpuffer nochmal mit 495 ml destilliertem Wasser verdinnt und anschliefend zum
Aufwarmen in die Hitzekammer gegeben. Nach Ablauf der Stunde in der Hitzekammer mussten
die Schnitte zunéchst fur ihre Weiterverwendung 30 Minuten bei Raumtemperatur mit

geoOffnetem Deckel wieder abkihlen.

Nach etwa 15 Minuten konnte dann das NGS (normal goat serum) bereitgestellt werden. Dieses
wird eingefroren im Gefrierschrank gelagert und benétigt eine Weile um aufzutauen. Flr eine
maximal gute Qualitat der Produkte ist es sinnvoll, die Zeit, in der das NGS auftaut, so kurz
wie moglich zu halten. Nach Ablauf der 30 Minuten Abkihldauer wurden die Schnitte
mindestens eine Minute in PBS gewaschen, um Uberschiussige Reste des Citratpuffers
abzuspiilen. Das PBS ist, wie bereits zuvor erklart, eine isotone Basislosung und stellt damit
ein gutes Milieu fur die Objekttrager dar, die nicht mehr austrocknen dirfen. Um eine
Austrocknung zu verhindern, wurde zu Beginn der Immunhistochemie eine Feuchtekammer
vorbereitet, in der die Schnitte verweilen sollten. Im Anschluss daran wurden die Objekttréager
mit einer Pinzette einzeln aus der in PBS befindlichen Halterung herausgenommen und die

uberschissige Flussigkeit wurde abgeklopft. SchlieRlich wurden die Gewebeproben auf den
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Objekttragern mit einem speziellen Fettstift, dem DakoPen (Ref.: S200230-2), umrandet. Dies
ist wichtig, da durch die Umrandung mit dem Fettfilm eine Barriere entsteht. Die Flissigkeiten,
die in den folgenden Schritten auf das Gewebe pipettiert werden, kdnnen somit nicht mehr von
dem Objekttrager herunterlaufen. Einerseits hat das den Vorteil, dass das Gewebe tber Nacht
nicht austrocknet und die Inkubation gut ablaufen kann, andererseits erhéht dieser
Arbeitsschritt auch die Effizienz des Vorgangs, da so die Menge der verwendeten

Antikorperldsungen reduziert werden kann, was wirtschaftlich von Vorteil ist.

Schritt 3 — Blockierung

Ist das Gewebe durch die Entparaffinierung und Demaskierung fir die Immunreaktion
zuganglich und wurde durch den Fettstift eine Begrenzung fir die Flissigkeiten geschaffen,
werden die Schnitte mit der Blockierldsung behandelt. Hierdurch werden Antigene blockiert,
an die der Priméarantikorper unspezifisch binden wiirden. Bei der Blockierlésung handelt es sich
um Serum von Ziegen (normal goat serum, NGS), welches unspezifisch-bindende Antikdrper
enthalt. Etwa 120-140 ul Blockierlésung, abhéngig von der GrolRe der Gewebeprobe, wurden
auf alle Schnitte pipettiert, anschlielend verweilten die Schnitte fiir eine Stunde in der

Feuchtekammer.

Schritt 4 - Primarantikorper

Etwa zehn Minuten vor Ablauf der 60 Minuten konnte der Primarantikdrper bereitgestellt
werden, da auch dieser tiefgefroren gelagert wird. Bei dem fir die Positivkontrollen
verwendeten TRPC3-Antikorper handelte es sich um aus Kaninchen gewonnene IgG-
Antikorper in einer Verdinnung von 1:50. Dieser Antikorper bindet mit seiner Fab-Region an
das Epitop des Antigens. Fur die Negativkontrolle wurde nicht-immunes Kaninchenserum
verwendet. Es enthélt viele Antikdrper, die unspezifisch binden kénnen, jedoch nicht auf den
TRPC3-Kanal passen. Das Kaninchenserum wird in einer 1:500 Verdunnung benétigt, wofir
50 pl Kaninchenserum mit 24950 ul (24,95ml) PBS zusammengefihrt wurden.
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AnschlieBend wurden die beiden Flussigkeiten mit dem Vortexer mechanisch gemischt, was
eine gleichmélige Verteilung beider Komponenten gewdhrleistet. Der verwendete
Primarantikorper war im Lieferumfang bereits 1:50 verdiinnt und wurde nicht weiter verdinnt.
Nach Ablauf der 60-mindtigem Inkubation mit NGS in der Feuchtekammer wurden die
Objekttrager wieder auf Papiertiichern abgeklopft um, das NGS zu entfernen. Als nachstes
wurde der Priméarantikorper auf die Positivkontrollen und das Kaninchenserum auf die
Negativkontrolle pipettiert. Hierbei haben sich im Laufe der Durchgénge in Abhangigkeit von
der GroRe der Gewebeproben 110 — 130 ul Flissigkeit als ausreichend erwiesen. Die
Gewebeproben der Leber benétigten im Vergleich zu den schmaleren Gewebeproben der
Gallenblase tendenziell etwas mehr Flissigkeit. Wéhrend der beschriebenen Arbeitsschritte
galt es besondere Vorsicht walten zu lassen, da beim Pipettieren oder Abklopfen unter keinen
Umsténden kleine Spritzer des Primarantikorpers auf die Negativkontrolle kommen durften, da
dies ein falsch positives Ergebnis zur Folge hatte. Bevor die Gewebe anschlielend in der
Feuchtekammer Uber Nacht inkubiert wurden, galt es zu prifen, ob das Gewebe ausreichend
mit Flussigkeit bedeckt und die Umrandung mit dem Fettstift nach wie vor intakt war, sodass

es Uber Nacht nicht zu einer Austrocknung des Gewebes kommen wiirde.

Schritt 5 — Inaktivierung der Peroxidase

An der Umsetzung des Substrates, welches fur die Farbgebung sorgt, ist das Enzym Peroxidase
beteiligt. Da auch im untersuchten Gewebe endogene Peroxidasen vorkommen, ist es wichtig,
diese vor der Inkubation mit dem Sekund&rantikérper zu inaktivieren, sodass ein falsch-
positives Ergebnis verhindert werden konnte. Am zweiten Tag der IHC wurde der ungebundene
Primarantikorper durch zweimal zwei Minuten Waschen in PBS abgespult. AnschlieRend
wurden die endogenen Peroxidasen Uber den Mechanismus einer kompetitiven Hemmung mit
3%igem Wasserstoffperoxid (H20>) inaktiviert (Lang, 2012). Auch nach diesem Schritt wurden

die Schnitte erneut zweimal fiir zwei Minuten in PBS gewaschen.
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Schritt 6 — Sekundarantikorper

Nach dem Abklopfen des Primarantikorpers von der Positivkontrolle und des Kaninchenserums
von der Negativkontrolle wurde auf alle Schnitte der Sekundarantikorper in einer 1:500
Verdunnung pipettiert. Auch hierbei erwiesen sich etwa 130 ul als ausreichend. Nach 60
Minuten wurde der Uberschissige Sekundarantikorper durch erneutes zweimaliges Waschen in
PBS (je zwei Minuten) entfernt. Bei dem Sekundarantikdrper handelte es sich um einen 1gG-
Antikorper von Ziegen, welcher mit einem Enzym, der HRP (horseradish peroxidase, zu
Deutsch: Meerrettichperoxidase), konjugiert wurde. Der Sekundarantikdrper bindet mit seiner
Fab-Region an die Fc-Region des Priméarantikorpers, wodurch das konjugierte Enzym aktiviert
und das farbgebende Substrat DAB umsetzt wird. Das Chromogen DAB wurde unter dem
Mikroskop auf die Schnitte pipettiert, wéhrend die Zeit bis zur deutlichen Braunfarbung
gestoppt wurde. Die Farbreaktion konnte dann durch das Tauchen der Schnitte in PBS gestoppt
werden. Fir den ersten Durchgang der IHC wurde die Reaktion des Enzyms nach einer Zeit
von acht Minuten gestoppt, wobei schon nach einer Zeit von etwa 6 Minuten keine deutliche
Verstarkung der Braunfarbung mehr zu sehen war. Im zweiten und dritten Durchgang der IHC

wurde dann entsprechend der Zeit des ersten Durchgangs nach 6:30 min. gestoppt.

Schritt 7 - Gegenfarbung

Fur eine bessere Abgrenzung der TRPC3-positiven von den TRPC3-negativen Strukturen
wurden die Schnitte noch gegengefarbt. Hierzu wurde Hamatoxylin verwendet, was in einer

Blaufarbung der TRPC3-negativen Strukturen resultierte.

AbschlieRend wurden die gefarbten Schnitte noch in einer aufsteigenden Alkoholreihe und

Xylol entwdssert und konnten zuletzt eingedeckt werden.
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5.4.2.4 Negativkontrolle
Bei jedem Farbedurchgang immunhistochemischer Farbungen wird auch eine Negativkontrolle
durchgefuhrt. Um eine direkte Vergleichbarkeit zu ermdglichen, wurde hierbei stets der Schnitt

eines Préparates verwendet, welches immunhistochemisch auch als Positivkontrolle gefarbt

wurde.
IHC 1 IHC 2 IHC 3
22/19 LHDd 22/23 Geoll 22/19 GF
22/23 LHDd 22/23 LHSd 22/36 GF
22/18 LHDd 22/23 LHDv
22/26 LHDd 22/31 GF
Positivkontrolle 22/35 LHDd 22/23 GF
22/36 LHDd 22/23 LQ
22/30 LHDd 22/26 GF
22/31 LHDd 22/23 Gceorp
22/23 LC 22/23 LHSv
Negativkontrolle 22/30 LHDd 22/23 LHSd 22/36 GF
DAB-Zeit 8 min. 6:30 min. 6:30 min.

Tabelle 9: Ubersicht iiber die Farbedurchgénge der Immunhistochemie

Anmerkung: min.= Minute, DAB = 3,3 -Diaminobenzidin

Fir die Negativkontrolle wird an Stelle des Priméarantikdrpers nicht-immunes Kaninchenserum
verwendet. Alle anderen Schritte der Immunhistochemie wurden identisch zu den
Positivkontrollen durchgefiihrt. Wie bereits erldutert, dient die Negativkontrolle der
Verifizierung eines positiven Ergebnisses. Bleibt die Negativkontrolle bei einem ansonst
positiven Ergebnis ungefarbt, handelt es sich mit sehr groRer Wahrscheinlichkeit um ein richtig-
positives Ergebnis. Ist die Negativkontrolle, neben den Positivkontrollen, jedoch auch geféarbt,
so ist von einem falsch-positiven Ergebnis auszugehen. Die moglichen Ausgange der IHC und

ihre Ursachen werden im Rahmen der Diskussion im weiteren Verlauf dieser Arbeit erlautert.
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5.4.2.5 Ausgewahlte Abbildungen der IHC-Farbungen

Abbildung 17: IHC 1 Positivkontrolle Spenderin 22/35 LHDd 10x Vergréerung

Anmerkung: Abbildung 17 zeigt einen Gewebeschnitt des Lobus hepatis dexter der Facies
diaphragmatica. In dem Ausschnitt der Gewebeprobe sind ein Periportalfeld und die zu Balken
angeordneten, etwas dunkler gefarbten Hepatozyten angeschnitten. Innerhalb des Bindegewebes des
Periportalfeldes finden sind Anschnitte etlicher GeféRe, einige davon sind beispielhaft mit einer Raute
gekennzeichnet. Ausgehend von dem Periportalfeld findet sich auch Bindegewebe zwischen den
Hepatozyten, was ein Anzeichen flr eine Fibrosierung des Lebergewebes ist. Zwei Stellen, in denen
sich Bindegewebe zwischen den Hepatozyten befindet, sind beispielhaft weill umrandet. Dartiber hinaus
sind die Lebersinusoide mehrheitlich gestaut und es finden sich Bereiche, in denen bereits autolytische
Veranderungen ersichtlich sind (gelb umrandet). Innerhalb des Bindegewebes sind in manchen
Bereichen relativ viele Lymphozyten zu sehen, dies kdnnte auf einen entziindlichen Prozess hinweisen.
Einer dieser Bereiche ist beispielhaft blau umrandet.

# = GefaRanschnitt

BG = Bindegewebe des Periportalfeldes

WeiRe Umrandung = Fibrosierung

Gelbe Umrandung = Autolytische Veranderungen

Blaue Umrandung = Infiltration von Lymphozyten
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Abbildung 18: IHC 1 Negativkontrolle Spenderin 22/30 LHDd 10x VergrofRerung

Anmerkung: Abbildung 18 zeigt einen Gewebeschnitt des rechten Leberlappens der Facies
diaphragmatica. Die Gewebeprobe diente in der IHC als Negativkontrolle und ist entsprechend nicht
braun geféarbt. Die schwarzen Pfeile zeigen auf eine dezent rot-braunliche Granulierung innerhalb der
Hepatozyten. Hierbei handelt es sich mit groBter Wahrscheinlichkeit um Lipofuscin und
Eisenablagerungen. Lipofuscin ist ein Abbauprodukt des Fettstoffwechsels (siehe auch Abbildung 14).
Dies ist ein altersentsprechender Befund. Der Gewebeschnitt weist Zeichen eines chronischen
Stauungsprozesses auf, was zu der Herzinsuffizienz passt, die als Grunderkrankung in der Vorgeschichte
beschrieben wurde. In der unteren, linken Ecke des Bildes ist das Lumen eines Gefalles angeschnitten,

das mit einer Raute gekennzeichnet ist.

# = Gefalanschnitt
Schwarzer Pfeil = Ablagerung von Lipofuscin und Eisen
Orangener Pfeil = Leberzellbélkchen

Hellblauer Pfeil = Sinusoide
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100 pm

Abbildung 19: IHC 2 Negativkontrolle Spenderin 22/23 LHSd 10x VergroRerung

Anmerkung: Abbildung 19 zeigt einen Gewebeschnitt des linken Leberlappens der Facies
diaphragmatica. Die Gewebeprobe diente in dem zweiten Farbedurchgang der Immunhistochemie als
Negativkontrolle. Entsprechend ist die Probe nicht braun gefarbt. Diese Abbildung ist noch eingefiigt,
um einen Vergleich zu der vorherigen Negativkontrolle zu ermdglichen, bei der durch die Lipofuscin-
und Eisenablagerungen ein etwas anderes Farbbild zustanden gekommen ist.
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Abbildung 21: IHC 1 Negativkontrolle Spenderin 22/30 LHDd 40x VergroRerung
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Anmerkung zu Abbildung 20 und 21: Abbildung 20 zeigt einen Gewebeschnitt des linken Leberlappens
der Facies visceralis, Abbildung 21 zeigt einen Gewebeschnitt des rechten Leberlappens der Facies
diaphragmatica. Chronisch gestaute Sinusoide sind in beiden Abbildungen zu erkennen (gekennzeichnet
durch einen schwarzen Pfeil). Dies zeigt sich in einer veranderten Architektur der Leberlappchen, wobei
es unter anderem zu einer Aufweitung der Lebersinusoide kommt. Dies kann unter anderem Folge einer
unzureichende Pumpfunktion des rechten Herzens sein, was in einem Riickstau des Blutes resultieren
kann. Korperspenderin 22/30 (Abbildung 21) litt an einer Herzinsuffizienz, die ein solches Bild der
Leber verursachen kann. Die Zellgrenzen der einzelnen Hepatozyten sind nur noch schwer abgrenzbar.
Trotz dieser Pathologien ist die Anordnung der Hepatozyten um die Zentralvene in Abbildung 20 schén

erhalten.

Schwarzer Pfeil = gestaute Sinusoide

ZV = Zentralvene
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Abbildung 22: IHC 2 Positivkontrolle Spenderin 22/23 LHSv 10x Vergrodferung

Anmerkung: Abbildung 22 zeigt einen Gewebeschnitt des linken Leberlappens der Facies visceralis, der
in der IHC als Positivkontrolle verwendet wurde. Zu sehen sind die zu Balken angeordneten
Hepatozyten und ein Periportalfeld. Dieses beinhaltet Anschnitte multipler Geféale, unter anderem eine
Vene im Langsschnitt, welche an ihrem relativ groflen Lumen und der dinneren Wand zu identifizieren
ist. Die schwarzen Pfeile deuten auf Arterien, welche ein kleineres Lumen und eine kréftigere
Wanddicke haben. Auch ein interlobulérer Gallenkanal ist im L&ngsschnitt getroffen, der an dem
prismatischen Epithel, dass ihn auskleidet zu erkennen ist. Im unteren linken Teil des Bildes ist ein
Bereich zu erkennen, an welchem autolytische Prozesse eingetreten sind, dieser Bereich ist mit einem
gelben Dreieck gekennzeichnet. Auch fibrotische Verdnderungen lassen sich an diesem Gewebeschnitt
erkennen, die beispielhaft weill umfahren sind.

# = Langsschnitt einer Vene

* = Langsschnitt eines interlobularen Gallenkanals
Schwarzer Pfeil = Arterie

Gelbes Dreieck = Autolytische Veranderungen

WeiRe Umrandung = Fibrose
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Abbildung 23: IHC 2 Negativkontrolle Spenderin 22/23 LHSd 40 x Vergréerung

Anmerkung: Abbildung 23 zeigt einen Gewebeschnitt der Facies diaphragmatica des linken
Leberlappens. Diese Probe wurde als Negativkontrolle fur die Immunhistochemie verwendet. Zu sehen
sind Hepatozyten, welche beispielshaft schwarz umfahren sind. Mehrheitlich sind die Zellgrenzen nicht
mehr eindeutig nachzuverfolgen, was moglicherweise die Folge chronischer Stauung ist. Die schwarzen
Pfeile kennzeichnen Zellkerne. Des Weiteren sind die Sinusoide beispielhaft an manchen Stellen blau
umfahren, diese wirken aufgeweitet, was wiederum auf einen chronischen Stauungsprozess,

beispielsweise im Rahmen eines gestdrten vendsen Abflusses, deutet.

Schwarze Umrandung = Hepatozyt
Hellblaue Umrandung = Sinusoide

Schwarzer Pfeil = Zellkern
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Abbildung 24: IHC 3 Positivkontrolle Spenderin 22/19 GF 4x VergréRerung

Anmerkung: Abbildung 24 zeigt einen Querschnitt durch die Wand des Fundus der Gallenblase. Der
schwarze Pfeil deutet auf die Innenschicht der Gallenblase, die Lamina epithelialis, welche Teil der
Tunica mucosa ist. Bei dieser Probe der Gallenblase sind die Falten der Schleimhaut komplett
verstrichen, die Rokitansky-Aschoff-Krypten sind nicht mehr erkennbar. Dies kann beispielsweise das
Bild einer chronischen Entziindung der Gallenblase sein, die chronische Cholezystits. Die nach innen
folgenden Schichten der Gallenblase sind mit Nummern gekennzeichnet. Innerhalb der Tela subserosa
findet sich eine Ansammlung von Adipozyten (Fettzellen). Ein Teil dieses Bereichs ist dunkelblau
umrandet. Beispielhaft sind die Zellkerne zweier Adipozyten mit dunkelblauen Pfeilen markiert, diese
weisen eine charakteristische Siegelringform auf. Ein groRkalibriges Gefal mit Erythrozyten darin ist
mit einer Raute markiert, zwei kleine GeféaRe werden durch Sterne identifiziert.

1 = Tunica mucosa; 2 = Tunica muscularis; 3 = Tela subserosa; 4 = Tunica serosa
# = Anschnitt eines groBkalibrigen vendsen Gefales

M = Anschnitte der scherengitterartigen Muskelziige der Tunica muscularis

* = Anschnitte von GeféRen

Hellblauer Pfeil = Siegelringartiger Zellkern der Adipozyten

Hellblaue Umrandung = Ansammlung von Fettzellen
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Abbildung 25: IHC 3 Negativkontrolle Spenderin 22/36 GF 4x Vergréerung

Anmerkung: Abbildung 25 zeigt eine Negativkontrolle der Immunhistochemischen Féarbung. Die Probe
entstammt dem Fundus der Gallenblase. Im Lumen der Gallenblase sind noch Reste der Galle zu
erkennen. Sie sind durch kurze schwarze Pfeile gekennzeichnet. Die innerste Schicht der Gallenblase,
die Lamina mucosa ist zu Falten aufgeworfen, wodurch sich die charakteristischen Rokitansky-Aschoff-
Krypten ausbilden, die mit einem ,,K* markiert sind. Die Schichten des Querschnittes der Gallenblase
sind von innen nach aulen nummeriert. Einige der Muskelziige, die durch die Tunica muscularis
verlaufen, sind beispielhaft mit einem ,,M* gekennzeichnet. In der Tela subserosa finden sich etliche
GefaRanschnitte, ein Teil davon ist mit einer Raute gekennzeichnet. Am rechten Rand des Bildes ist eine

Acrterie angeschnitten, welche an ihrer kréftigen Media zu identifizieren ist.

1 = Tunica mucosa; 2 = Tunica muscularis; 3 = Tela subserosa; 4 = Tunica serosa
A = Arterie

M = Scherengitterartige Muskelzlige der Tunica muscularis

K = Rokitansky-Aschoff-Krypten

Schwarzer Pfeil = Rest von Galle

# = Gefalanschnitte
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5.4.3 Peptidinkubation (Spezifitatsnachweis)

Fur den Anti-TRPC3-Antikorper, der in dieser Arbeit verwendet wird, wurde einmalig ein
Spezifitatsnachweis in Form einer Peptidinkubation durchgefiihrt. Mit der Peptidinkubation
kann nachgewiesen werden, dass der verwendete Primarantikdrper spezifisch das zu bindende
Antigen identifiziert. Dies funktioniert, indem es zu einer Bindung zwischen dem
Kontrollpeptid und dem Primarantikdrper kommt. Folglich kann der Primarantikdrper mit
seiner Fab-Region nur noch vergleichsweise weniger stark an die Antigene des TRPC3-Kanals

binden, die Farbreaktion zeigte sich somit schwacher ausgepréagt.

Fir die Durchfiihrung der Peptidinkubation wurde zundchst ein Praparat ausgewahlt, welches
sich als Positivkontrolle mit DAB gut anfarben lieB. Somit kann das positive Ergebnis der
Immunhistochemie anschlielend mit dem Ergebnis der Peptidinkubation verglichen werden.
Das Kontrollpeptid wird im Gefrierschrank bei -20°C aufbewahrt, wo nach dem Eintreffen am
Institut eine Lagerung fur sieben Tage moglich ist. Am Tag vor der Immunhistochemie
beginnen die Vorbereitungen fir die Peptidinkubation. Dafiir werden 40 pg des Kontrollpeptids
in einem Reaktionsgefdl mit 20 ul PBS aufgeldst. Unter leichtem Schwenken fiir etwa zehn
Minuten hat sich der Peptidkristall gelost. In einem nichsten Schritt wurden 130 pl des TRPC3-
Primarantikdrpers mit dem Kontrollpeptid in ein ReaktionsgefaR pipettiert. Hier galt es zu
beachten, dass ein Endvolumen erreicht wird, mit dem der zu inkubierende Schnitt vollstandig
bedeckt sein wirde. Das Reaktionsgefall kam anschlieRend zur Inkubation ber Nacht in den
Kihlschrank. Bei der IHC, die am ndchsten Tag stattfand, wurde dann an Stelle des

Primarantikorpers, die inkubierte Lésung auf den Schnitt pipettiert.

Fur einen erfolgreichen Spezifitdtsnachweis zeigte sich die peptidinkubierte Probe im
Vergleich zu der Positivkotrolle deutlich schwécher gefarbt. Die Negativkontrolle, welche zur

Validierung der Ergebniss mitgefiihrt wurde, zeigte sich als nicht geférbt.
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Die Ergebnisse der Peptidinkubation flr den hier verwendeten Antikdrper sind dem Anhang zu

entnehmen.
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6 Ergebnisse

Die Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Schnitte erfolgte manuell an einem
Lichtmikroskop. Zuvor wurden Kriterien zur Beurteilung der Schnitte festgelegt, die
kategorisieren sollten, wie stark das Farbsignal des jeweiligen Schnittes ausgeprégt ist. Eine
erste Auswertung wurde von mir selbst durchgefuhrt. AnschlieBend wurden die Schnitte von
einer neutralen Person, ohne entsprechende VVorkenntnisse, begutachtet und ausgewertet. Flr
diese Fremdauswertung wurden einer unabhdngigen Person die entsprechenden
Beurteilungskriterien ausgehandigt und die Person wurde in die Bedienung des Mikroskops
eingewiesen. Folgende Tabelle veranschaulicht die Kriterien fur die Zuordnung des

Gewebeschnittes zu einer Farbsignalstérke.

Stéarke des Farbsignals Beurteilungskriterien
Kein Farbsignal Es ist keine Braunfarbung des Gewebes zu erkennen.
Schwaches Farbsignal Weniger als 50 % des Gewebes sind braun gefarbt.
Mittleres Farbsignal Mehr als 50 % des Gewebes sind braun gefarbt.
Starkes Farbsignal Mehr als 90 % des Gewebes sind braun gefarbt.

Tabelle 10: Beurteilungskriterien der Auswertung der IHC-Proben

Fur diese Auswertung wurden 20 Gewebeproben einbezogen. Hierbei handelte es sich
ausschlieBlich  um  Positivkontrollen. Die Proben wurden in insgesamt drei
immunhistochemischen Farbungen bearbeitet, da bei jedem Farbedurchgang eine
Negativkontrolle mitgefihrt wurde. Fur die Auswertung wurde das Schema einer
Kreuzauswertung genutzt. Dafir wurden alle LHDd-Proben (Lobus hepatis dexter, Facies
diaphragmatica) sowie alle GF-Proben (Gallenblase, Fundus) und alle Proben der
Korperspenderin 22/23 ausgewertet. Da nach mehreren Kriterien ausgewertet wurde, sind

manche Gewebeproben auch in mehrere Auswertungskategorien einbezogen worden.
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Folgende Tabelle veranschaulicht das Auswertungsschema.

LHDd | LHDv | LHSd | LHSv LC LQ GF Gceorp | Gcoll

22/19 v v

22/23 v v v v v v v v v
22/18 v

22/26 v v

22/35 v

22/36 v v

22/30 v

22/31 v v

Tabelle 11: Ubersicht iiber die Proben, die in die Auswertung miteinbezogen wurden.
Ein griin ausgefiilltes Feld bedeutet, dass die jeweilige Probe entnommen wurde. Ein Hékchen bedeutet, dass die Probe

Bestandteil der Auswertung war.

Bei allen der 20 Proben (Positivkontrollen), die ausgewertet wurden, konnte ein positives
Farbesignal in der IHC festgestellt werden. Die Farbintensitat variierte dabei zwischen einem
starken und mittleren Signal. Fir keine der Proben wurde kein oder ein schwaches Signal
festgestellt. Alle der drei Negativkontrollen, die mitgefuhrt wurden, wiesen auch ausschlieBlich

eine deutliche Blaufarbung auf und zeigten somit richtigerweise ein negatives Ergebnis.

Wie bereits erldutert, ist bei einem positiven Ergebnis der Positivkontrollen und einem
negativen Ergebnis der Negativkontrollen mit hoher Wahrscheinlichkeit von einem richtig-
positiven Ergebnis auszugehen. Um ein falsch-positives Ergebnis handelt sich womdglich,
wenn die Negativkontrolle und die Positivkontrollen braun geféarbt sind. Ursachlich hierflr
konnte sein, dass die verwendeten Antikorper nicht spezifisch binden. Ein solcher Fehler wurde
in dieser Arbeit minimiert, da ein Knockout-validierter Antikorper Verwendung fand, fir den
zusatzlich ein erfolgreicher Spezifitatsnachweis erbracht wurde. Eine weitere Ursache kdnnte
in einer nicht ausreichenden Blockierung der endogenen Peroxidasen liegen. Dies wurde

verhindert, indem strikt nach dem bereits etablierten Protokoll agiert wurde.

98



Ergebnisse

Ein falsch-negatives Ergebnis wirde beispielsweise dadurch bedingt sein, dass die Antigene im
Rahmen der vorbereitenden Schritte der IHC nicht ausreichend demaskiert wurden. Somit
konnte der Primdrantikdrper nicht an das entsprechende Antigen binden. Auch Mangel des
Primar- und Sekundarantikérpers durch falsche Lagerung oder Verunreinigungen der

verwendeten chemischen Substanzen kdnnten zu einem falsch-negativen Ergebnis fuhren.

Folgende Tabelle veranschaulicht die méglichen Ergebnisse der IHC im Zusammenhang mit

der Expression von TRPC3 in Form einer Vierfeldertafel.

Farbung des Schnittes
Braune Farbung Keine braune Farbung
Expression TRPC3

Richtig-positives Ergebnis

_ o (Negativkontrolle ist Falsch-negatives Ergebnis
TRPC3 wird exprimiert
ungefarbt)
Falsch-positives Ergebnis
TRPC3 wird nicht (Negativkontrolle ist Richtig-negatives Ergebnis
exprimiert gefarbt)

Tabelle 12: Vierfeldertafel zu mdglichen Ergebnissen der IHC

Eine ausfihrliche Auswertung der Ergebnisse schliel3t sich in den folgenden Abschnitten an.

99



Ergebnisse

6.1 Auswertung des Lebergewebes

Fur die Auswertung des Lebergewebes wurden 13 (n=13) Gewebeproben von allen acht (n=8)
Korperspenderinnen einbezogen. Alle diese Gewebeproben wiesen ein positives Signal in der
immunhistochemischen Farbung auf. Die Intensitat des Signals wurde sowohl in der Eigen- als
auch in der Fremdauswertung fast durchgehend der Kategorie ,,Starkes Signal*“ zugeordnet.
Lediglich einer Probe wurde ein mittleres Signal zugewiesen. Die Eigenauswertung und die

Fremdauswertung lieferten hierbei sehr ahnlich Ergebnisse.
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Folgende Tabellen zeigen die Ergebnisse der Auswertung der Lebergewebes.

Eigenauswertung
. . Schwaches Mittleres Starkes
*x

Probe Spender*in | Kein Signal Signal Signal Signal
22/19 X
22/31 X
22/18 X
22/26 X

Hal2ie 22/35 X
22/36 X
22/30 X
X
LHDv X
LHSd X
L HSv 22/23 <
LC X
LQ X
Tabelle 13: Eigenauswertung der Proben des Lebergewebes
Fremdauswertung
. . Schwaches Mittleres Starkes
*

Probe Spender*in | Kein Signal Signal Signal Signal
22/19 X
22/31 X
22/18 X
22/26 X
Enloe 22/35 X
22/36 X
22/30 X
X
LHDv X
LHSd X
LHSY 22/23 %
LC X
LQ X

Tabelle 14: Fremdauswertung der Proben des Lebergewebes

Anmerkung: Das ,, X “ bedeutet, dass diese Kategorie fiir die Zuordnung des Schnittes zu einem Farbsignal gewéhlt wurde.
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Das folgende Bild zeigt beispielshaft einen Ausschnitt der Proben des Lebergewebes, die

immunhistochemisch geféarbt wurden.
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Abbildung 26: IHC 1 Positivkontrolle Spenderin 22/30 LHDd 4x VergroRerung

Anmerkung: Abbildung 26 zeigt eine Positivkontrolle der IHC. Das dargestellt Gewebe entstammt der
Facies diaphragmatica des rechten Leberlappens. Der Schnitt zeigt das Bild einer chronischen
Leberstauung, trotz dessen ist die grundlegende Leberarchitektur teilweise noch erhalten. An manchen
Stellen ist die sternformige Architektur um die Zentralvenen allerdings gestort. Ein Teil der
Hepatozyten-Bélkchen sieht relativ normal aus, in der direkten Umgebung der Zentralvenen sind die
Sinusoide allerdings deutlich erweitert. Darlber hinaus sind mehrere angeschnittene periportale Felder
zu erkennen, welche durch schwarze Pfeile markiert sind. Anschnitte mehrerer Zentralvenen sind

ebenfalls zu erkennen, die durch rote Pfeile gekennzeichnet sind.

Schwarzer Pfeil = Periportalfeld
Roter Pfeil = Zentralvene
V= Vena interlobularis

A = Arteria interlobularis
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6.2 Auswertung des Gallenblasengewebes

Fur die Auswertung des Gewebes der Gallenblase wurden 7 (n=7) Gewebeproben von finf
(n=5) Kdorperspenderinnen einbezogen. Jede dieser Gewebeproben zeigte ein positives Signal
in der immunhistochemischen Farbung. Die Intensitdt des Signals wurde entweder der
Kategorie ,,mittleres Signal“ oder der Kategorie ,,starkes Signal*“ zugeordnet. Keiner der Proben
wurde kein oder ein schwaches Signal zugeordnet. Die Eigenauswertung und die
Fremdauswertung lieferten hierbei &hnliche Ergebnisse. Auf mogliche Griinde fir Unterschiede
zwischen Eigen- und Fremdauswertung wird im folgenden Kapitel (Diskussion) n&her

eingegangen.
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Die folgenden Tabellen zeigen die Ergebnisse der Auswertung des Gewebes der Gallenblase.

Eigenauswertung

S Spender*in Kein Signal Schwaches Mittleres Starkes
Signal Signal Signal
22/19 X
22/31 X
GF 22/26 X
22/36 X
X
Gcorp 22/23 X
Geoll X
Tabelle 15: Eigenauswertung der Proben des Gallenblasengewebes
Fremdauswertung
Probe Spender*in Kein Signal Sch\-/vaches Mi-ttleres St-arkes
Signal Signal Signal
22/19 X
22/31 X
GF 22/26 X
22/36 X
X
Gcorp 22/23 X
Geoll X

Tabelle 16: Fremdauswertung der Proben des Gallenblasengewebes

Anmerkung: Das ,, X* bedeutet, dass diese Kategorie fiir die Zuordnung des Schnittes zu einem Farbsignal gewdhlt wurde.
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Das folgende Bild zeigt beispielhaft einen Ausschnitt der Proben des Gewebes der Gallenblase

mit einem positiven Ergebnis in der immunhistochemischen Farbung.

Abbildung 27: IHC 3 Positivkontrolle Spenderin 22/19 GF 4x VergréfRerung

Anmerkung: Abbildung 27 zeigt eine Gewebeprobe des Fundus der Gallenblase, welche als
Positivkontrolle immunhistochemisch geféarbt wurde. Die Schichten der Gallenblase sind von
innen beginnend nummeriert. Die innerste Schicht, die Tunica mucosa ist nicht mehr zu Falten
aufgeworfen. Auch die charakteristischen Rokitansky-Aschoff-Krypten sind nicht mehr
erkennbar. Die Muskelziige der Tunica muscularis sind mit einem ,,M* identifiziert. Eine
massive Ansammlung von Fettzellen durchzieht die Tela subserosa. Wenige kleinkalibrige

Gefdale sind zu erkennen, die beispielhaft mit einem Stern gekennzeichnet sind.

1 = Tunica mucosa; 2 = Tunica muscularis; 3 = Tela subserosa; 4 = Tunica serosa
M = Muskelzilige der Tunica muscularis

* = Anschnitte kleiner Gefalte
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6.3 Auswertung der Proben von Korperspenderin 22/23

Fur die Auswertung der Gewebeproben von Korperspenderin 22/23 wurden alle 9 (n=9)
Gewebeproben einbezogen. Dabei waren sechs (n=6) der Proben Lebergewebe und drei (n=3)
der Proben Gewebe der Gallenblase. Alle Gewebeproben wiesen ein positives Signal in den
immunhistochemischen Farbungen auf. Die Intensitat des Signals entsprach durchgehend
einem mittleren oder starken Signal. Keiner der Proben wurde kein Signal oder ein schwaches
Signal zugeordnet. Die Eigenauswertung und die Fremdauswertung lieferten hierbei —
entsprechend der vorherigen Auswertungskategorien — &hnliche Ergebnisse. Die folgenden

Tabellen zeigen die Ergebnisse der Auswertung der Gewebeproben von Kdorperspenderin

22/23.

Eigenauswertung

Kein Signal

Schwaches Signal

Mittleres Signal

Starkes Signal

LHDd

LHDv

LHSd

LHSv

LC

LQ

XXX [X|X|X

GF

Gcorp

Gcoll

XX

Tabelle 17: Eigenauswertung der Gewebeproben der Kérperspenderin 22/23

Fremdauswertung

Kein Signal

Schwaches Signal

Mittleres Signal

Starkes Signal

LHDd

LHDv

LHSd

LHSv

LC

LQ

XXX [ X[ X]|X

GF

X

Gcorp

X

Gcoll

X

Tabelle 18: Fremdauswertung der Gewebeproben der Korperspenderin 22/23

Anmerkung: Das ,, X bedeutet, dass diese Kategorie fiir die Zuordnung des Schnittes zu einem Farbsignal gewahlt wurde.
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Folgendes Bild ist ein beispielhaft ausgewéhlter Schnitt der Proben der Korperspenderin 22/23.
Zu sehen ist ein deutliches braunes Farbesignal, was bedeutet, dass in der Immunhistochemie

ein positives Signal erzielt wurde.
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Abbildung 28: IHC 2 Positivkontrolle Spenderin 22/23 LHSv 4x VergroRerung

Anmerkung: Abbildung 28 zeigt eine Positivkontrolle der IHC, welche Gewebe der Facies visceralis
des linken Leberlappens darstellt. Die deutliche Braunfarbung des Gewebes ist als positives Ergebnis
der IHC zu werten. Ein Periportalfeld ist schwarz umrandet, es beinhaltet die Vena interlobularis, welche
entsprechend gekennzeichnet ist. Des Weiteren sind Zentralvenen im Léngs- und im Querschnitt
getroffen. Insgesamt zeigt dieser Anschnitt des Lebergewebes viele pathologische Veranderungen. An
etlichen Stellen sind die Sinusoide chronisch gestaut, sodass nur noch an manchen Stellen die
charakteristische Architektur des Lebergewebes erhalten ist. Teilweise finden sich auch Areale, die
bereits nekrotische Anteile aufweisen.

Schwarze Umrandung = Periportalfeld
VI = Vena interlobularis
V = Zentralvene

N = Nekrose
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6.4 Vergleich zwischen Gewebe von Leber und Gallenblase

Anhand der ausgewerteten Proben ist es moglich, einen Vergleich der TRPC3-Expression
zwischen Leber und Gallenblase zu machen. Es wurden dreizehn (n = 13) Proben von Gewebe
der Leber und sieben (n = 7) Proben von Gewebe der Gallenblase analysiert. Insgesamt zeigen
die Daten, dass es keinen gravierenden Unterschied hinsichtlich der Expression von TRPC3
zwischen Leber und Gallenblase gibt. Alle Proben zeigten ein deutliches positives Signal in der
immunhistochemischen Farbung. Sowohl in der Eigen- als auch der Fremdauswertung wurden
nur die Kategorien ,mittleres Signal“ und ,,starkes Signal“ gewéhlt. Innerhalb dieser beiden
Kategorien gibt es leichte Unterschiede, die in der Diskussion der Ergebnisse erlautert werden.
Insgesamt gilt es aufgrund mehrerer Faktoren den Vergleich zwischen Gewebe von Leber und

Gallenblase differenziert zu betrachten. N&heres hierzu wird im Kapitel Diskussion geschildert.

Eigenauswertung

Kein Signal SCh\.NaCheS Mittleres Signal | Starkes Signal
Signal
Leber - - 1 12
Gallenblase - - 3 4
Tabelle 19: Vergleich der Proben der IHC zwischen Leber und Gallenblase; Eigenauswertung
Fremdauswertung
Kein Signal Sch\_/vaches Mittleres Signal | Starkes Signal
Signal
Leber - - - 13
Gallenblase - - 5 2

Tabelle 20: Vergleich der Proben der IHC zwischen Leber und Gallenblase; Fremdauswertung

108



Ergebnisse

Vergleich zwischen Leber und Gallenblase
(Gesamtauswertung)

Starkes Signal

Mittleres Signal ]
Schwaches Signal

Kein Signal

0 5 10 15 20 25 30

Gallenblase ™ Leber

Diagramm 1: Vergleich der Intensitat des Farbsignals der IHC (Gesamtauswertung)

Das Diagramm zeigt den Vergleich der Auswertung des Farbsignals der IHC zwischen Leber und Gallenblase in der
Gesamtauswertung. Fir diese vergleichende Auswertung wurden die beiden getrennten Auswertungen (Eigen- und
Fremdauswertung) zusammengelegt. Wahrend auf der x-Achse die Anzahl der Proben aufgetragen ist, zeigt die y-Achse die
Starke des Farbsignals. Die Proben von Leber und Gallenblase sind farblich kodiert (siehe Legende des Diagramms).
Insgesamt wurden pro Auswertung (Eigen- und Fremdauswertung) 20 Proben, also insgesamt 40 Proben in die Auswertung
miteinbezogen.
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Die folgenden beiden Bilder zeigen beispielhaft Gewebeproben von Leber und Gallenblase, die

immunhistochemisch gefarbt wurden und ein positives Signal zeigten.

Abbildung 29: IHC 1 Positivkontrolle Spenderin 22/31 LHDd 10x Vergréferung

Anmerkung: Abbildung 29 zeigt eine Positivkontrolle der Immunhistochemie. Die Gewebeprobe
entstammt der Facies diaphragmatica des Lobus hepatis dexter. Das positive Signal in Form der
Braunfarbung des Gewebes ist deutlich zu erkennen. Besonders schon zeigt sich in dieser Abbildung
die radidre Anordnung der Hepatozyten-Béalkchen im Bezug zur Zentralvene.

ZV = Zentralvene
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Abbildung 30: IHC 2 Positivkontrolle Spenderin 22/31 GF 4x Vergrélerung

Anmerkung: Abbildung 30 zeigt einen Querschnitt durch die Wand des Fundus der Gallenblase. Die
Probe wurde als Positivkontrolle fiir die IHC verwendet und zeigt entsprechend ihrer Braunfarbung ein
positives Farbesignal. Die Schichten der Wand der Gallenblase sind von innen nach auflen beschriftet,
die duBerste Schicht ist in dieser Abbildung nicht zu sehen. Eine groRkalibrige Vene ist im Langsschnitt
getroffen, eine etwas kleinere Vene ist rechts dartiber im Querschnitt zu sehen. Unterhalb der groReren
Vene ist ein Nerv angeschnitten. Insgesamt entspricht dieser Befund dem einer chronischen Entziindung
der Gallenblase, der chronischen Cholezystitis. Die Lamina epithelialis ist kaum noch zu erkennen und
das eigentlich hochprismatische Epithel wurde im Rahmen des Entziindungsprozesses entsprechend
einer Metaplasie umgewandelt. Die Falten der Tunica mucosa sind komplett verstrichen, die

Rokitansky-Aschoff-Krypten sind nicht mehr zu identifizieren.

1 = Tunica mucosa; 2 = Tunica muscularis; 3 = Tela subserosa

V = Vene

N = Nerv
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6.5 Gesamtauswertung

In Kapitel 3.4 wurden die Fragestellungen, die dieser Arbeitet zugrunde liegen, erlautert.

Alle Proben, die als Positivkontrolle in der Immunhistochemie verwendet wurden, wiesen ein
positives Signal auf. Damit konnte erstmals der Nachweis von TRPC3 mittels
Immunhistochemie in postmortalen Gewebeproben von Leber und Gallenblase des Menschen
erbracht werden. Entsprechend der Beurteilungskriterien flr die Starke des Farbsignals wurden
die Proben entweder einem mittleren oder einem starken Signal zugeordnet. Die Eigen- und die
Fremdauswertung lieferten keine gravierenden Unterschiede, sodass insgesamt von einem

schluissigen Ergebnis gesprochen werden kann.

Daruber hinaus konnte kein gravierender Unterschied der Expression von TRPC3 zwischen den
Gewebeproben der Leber und der Gallenblase gezeigt werden. Insgesamt ist das Ergebnis
differenziert zu betrachten. Auf mdgliche Einflussfaktoren des Ergebnisses wird im Rahmen

der Diskussion naher eingegangen.
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Auswertung aller Proben nach Farbintensitat

(Eigenauswertung)
0% 0%
\ 20%

80%
m kein Signal = schwaches Signal mittleres Signal = starkes Signal
Diagramm 2: Eigenauswertung aller IHC-Proben entsprechend ihres Farbsignal

Auswertung aller Proben nach Farbintensitat
(Fremdauswertung)

0% = 0%

25%

75%

= kein Signal = schwaches Signal mittleres Signal = starkes Signal

Diagramm 3: Fremdauswertung aller IHC-Proben entsprechend ihres Farbsignals

Dargestellt ist die Gesamtauswertung aller Proben der IHC in der Eigen- und in der Fremdauswertung ohne Unterteilung in
Leber und Gallenblase. Der Kreis zeigt die Haufigkeit der Zuteilung einer Farbsignalkategorie in Prozent. Die Farbkategorien
sind im Diagramm farblich gegliedert (siehe Legende des Diagramms). Absolute Zahlen: In der Eigenauswertung wurden
insgesamt vier Proben (n = 4) der Kategorie , mittleres Signal“ und 16 Proben (n = 16) der Kategorie , starkes Signal*
zugeordnet. In der Fremdauswertung wurden insgesamt fiinf Proben (n = 5) der Kategorie ,, mittleres Signal“ und 15 Proben
(n = 15) der Kategorie , starkes Signal“ zugeordnet. Die absoluten Zahlen mit Unterteilung in Gewebe der Leber und
Gallenblase kénnen dem Kapitel 6.4 Vergleich zwischen Gewebe der Leber und Gallenblase entnommen werden.
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7 Diskussion

7.1 Diskussion von Material und Methoden

Insgesamt wurden 63 Gewebeproben entnommen und in Paraffin eingebettet. Von 43 dieser
Paraffinblocke wurden jeweils mindestens 10 Schnitte angefertigt. Von diesen 430 Schnitten
wurden dann die besten ausgewéhlt, um sie mittels H.E.-Férbung auf ihre Qualitat beurteilen
zu konnen. Anschlielend wurden 20 der H.E.-gefarbten Schnitte ausgewahlt und mittels
immunhistochemischer Methodik gefarbt (Positivkontrolle). In die finale Auswertung wurden
alle dieser 20 Proben (ausschlieRlich Positivkontrollen) miteinbezogen. VVon der Fixierung der
Korperspender*innen, Uber die Aufarbeitung der Proben bis hin zur Farbung der Schnitte,
kdnnen verschiedene Faktoren Einfluss auf die Ergebnisse haben und finden daher in diesem
Kapitel Erwadhnung. Dabei soll entsprechend der Chronologie der Arbeitsschritte dieser

Doktorarbeit vorgegangen werden.

7.1.1 Probenkollektiv

Fir diese Arbeit wurden Proben von Leber und Gallenblase von acht Korperspenderinnen
entnommen. Dabei wurde die anatomische Gliederung der Organe bertcksichtigt. Alle
Korperspenderinnen wurden vor der Entnahme der Proben mit NEP fixiert, was somit
Grundlage fir eine gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse ist. Von Gewebe der Gallenblase
konnte nur bei funf Korperspenderinnen Proben entnommen werden, da drei
Korperspenderinnen zum Entnahmezeitpunkt keine Gallenblase mehr hatten. Dadurch wurden
allerdings weder die Auswertungskriterien noch das Schema, nach welchem ausgewertet

wurde, verandert.

Die Kdorperspenderinnen dieser Arbeit wiesen ein mittleres Alter von 91,4 Jahren auf. Das
geringste Alter betrug 79 Jahre, das hochste Alter 104 Jahre. Die mittlere Zeit zwischen Eintritt

des Todes und NEP-Fixierung der Korperspenderinnen betrug 52,4 h.

114



Diskussion

Das Probenkollektiv fur diese Arbeit entstammte rein weiblichen Korperspenderinnen. Bis jetzt
gibt es keine Hinweise auf eine geschlechtskorrelierte Verteilung der TRPC-Kandale. Unter
anderem konnte in einer Arbeit, die mittels immunhistochemischer Methodik TRPC6 im
Skelettmuskel nachwies, keine geschlechtsspezifischen Unterschiede festgestellt werden

(Servello, 2021).

7.1.2 Fixierung der Korperspender*innen

Nach Eintritt des Todes kommt es zu Veranderungen im menschlichen Kdrper. Um diesen - fur
beispielweise Forschungszwecke - entgegenzuwirken, besteht die Mdoglichkeit Leichname zu
fixieren. Bei allen Korperspenderinnen, bei welchen fur diese Arbeit Proben entnommen wurde,
erfolgte dies mittels NEP-Fixierung nach Weigner (Janczyk et al., 2011). Diese Methode stellt
eine Alternative zur Fixierung mit Formalin dar. Bei der Fixierung mit Formalin kommt es zu
kovalenten Verbindungen der Proteine. Dies kann fiir wissenschaftliche Methoden der
Zellbiologie, wie beispielsweise der Chromatin-Immunprézipitation, von Nutzen sein
(Sutherland et al., 2008). Bei der Immunhistochemie ist dies allerdings von Nachteil, da der
Antikdrper durch diese Protein-Verbindungen (cross-linking) nicht an das passende Antigen
binden kann (Libard et al., 2019). In einer Untersuchung aus dem Jahr 2013 wurde die
herkommliche Formalinfixierung mit Paraffin-Einbettung (formalin fixation and paraffin
embedding, FFPE) mit der NEP-Fixierung nach Weigner verglichen. Unter anderem konnte das
Protein CD3 in den NEP-fixierten Proben besser nachgewiesen werden und weitere
Untersuchungen zeigten eine bessere Qualitdt der Immunhistochemie bei den Proben des
Gewebes, welches NEP-fixiert wurde (Klopfleisch et al., 2013). Fur diese Arbeit wurden alle
Korperspenderinnen mittels NEP-Fixierung konserviert. Alle Proben wurden gemé&R dem
Protokoll (bergangsweise in Formalin gelagert, bevor sie eingebettet werden konnten.
Inwiefern diese kurze Lagerung die Immunhistochemie beeintrachtigen koénnte, bedarf weiterer

Analyse.
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7.1.3 Pathologien der Proben

Das mittlere Alter der Kdrperspenderinnen betrug 91,4 Jahre. Mit zunehmendem Alter und
durch Erkrankungen kommt es zu Veranderungen im Koérper, insbesondere der Organe, die von
etwaigen Krankheiten betroffen sind. Die folgende Tabelle zeigt einen Teil der Krankheiten, an

denen die Korperspenderinnen, die fiir diese Arbeit untersucht wurden, litten.

Kdrperspenderin Todesursache/Grunderkrankung
22/19 Nierenversagen, Immobilitatssyndrom
22/23 Mesenterialarterienembolie, Verbrauchskoagulopathie, VVorhofflimmern
22/18 Multiorganversagen, Plasmazellleukdmie mit Tumoranamie
22/26 Nierenversagen
22/35 Pneumonie, CKD
22/36 Herzinsuffizienz, Karzinom der Mamma
22/30 Multiorganversagen bei akuter Gastroenteritis, Herzinsuffizienz
22/31 Tachyarrhythmia absoluta, Herzinsuffizienz

Tabelle 21: Ubersicht iiber Grunderkrankungen und Todesursachen der Kérperspenderinnen

Anmerkung: CKD = chronische Nierenerkrankung

Einige der Korperspenderinnen des Probenkollektivs dieser Arbeit wiesen an Leber und
Gallenblase bereits deutliche, makroskopisch erkennbare, pathologische Veranderungen auf.
Dariiber hinaus kam es hdchstwahrscheinlich durch eine primdre Erkrankung eines Organs,
sekundar zu Manifestationen an anderen Organen, wie Leber und/oder Gallenblase. Bei einer
Herzinsuffizienz (z.B. Korperspenderin 22/36) mit Rickwartsversagen des rechten Herzens
kann es beispielsweise zur Stauungshepatopathie kommen. Chronifiziert ein solcher

Stauungszustand sind unter anderem irreversible Organschaden die Konsequenz.

Trotz der Tatsache, dass alle Proben erwartungsgemal ihrer Grunderkrankung
histomorphologisch altersentsprechende Befunde zeigten, konnte eine positive Farbreaktion fir

TRPC3 in der Immunhistochemie gesehen werden.
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7.1.4 Einfluss der Dicke der Gewebeschnitte

Neben der Art der Gewebefixierung ist auch die Dicke der Gewebeschnitte relevant fiir das
Ergebnis der Immunhistochemie (Libard et al., 2019). Ein mdglicher Erklarungsansatz fur
diesen Zusammenhang ist, dass Schnitte mit einer hoheren Dicke mehr Proteine (z.B. TRPC3)
enthalten, die einen mdéglichen Bindungspartner fir den Primérantikrper darstellen. Zudem
konnten in dinneren Schnitten Strukturen oder Zellformationen, die das zu detektierende
Antigen tragen, nicht angeschnitten sein. Somit wére ein falsch-negatives Ergebnis der
Immunhistochemie die Konsequenz. Wahrend des Fixierungsvorgangs kommt es zu
Denaturierungsprozessen und Quervernetzungen der Proteine untereinander, wodurch die
antigene Struktur, die mittels Primarantikorper detektiert werden soll, verdeckt wird
(Hantschke & Palmedo, 2016). Durch den Prozess der Demaskierung, welcher durchgefihrt
wird, bevor der Gewebeschnitt mit dem Antikorper inkubiert wird (siehe auch Kapitel 5.4.2.3:
Durchfiihrung der immunhistochemischen Farbungen), wird erreicht, dass ein Grofteil der

Antigene wieder freigelegt wird.

In dieser Arbeit wurden alle Paraffinblocke mit einer Schnittdicke von 7 pm geschnitten. Die
identische Schnittdicke aller Proben erlaubt eine gute Vergleichbarkeit der Farbeergebnisse der

Proben untereinander.
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7.1.5 Verwendeter Antikorper

Viele Faktoren der immunhistochemischen Methodik sind ausschlaggebend fir ein
erwiinschtes Ergebnis. Allen voran spielt der verwendete Antikorper eine wichtige Rolle flr
eine gelungene Durchfuhrung dieses Laborverfahrens. Fir diese Arbeit wurde ein Knockout-
validierter TRPC3-Antikorper (Ref.. ACC-016) verwendet. Mit der Knockout-Validierung
wird die Spezifitat des Antikorpers Uberpruft. Dabei wird der Antikorper mit Zellen oder
Gewebe inkubiert, dass das Target-Antigen nicht enthdlt. Kommt es zu einem gewinschten
richtig-negativen Ergebnis, wurde die Spezifitat bestétigt (Bordeaux et al., 2010). Daruber
hinaus fand der verwendete Antikérper zuvor schon mit erwiinschtem Ergebnis in einer anderen

Arbeit Verwendung (Coline Diebolt, 2023).
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7.2 Diskussion der Ergebnisse
Zielsetzung der Arbeit war es, nach histologischer Aufarbeitung der entnommenen Proben, den
nicht-selektiven Kationenkanal TRPC3 in Gewebe von Leber und Gallenblase des Menschen

nachzuweisen.

7.2.1 Auswertung der Ergebnisse

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte visuell auf Basis zuvor festgelegter Kriterien, die die
Farbintensitat definierten. AnschlieBend erfolgte zur Validierung der Ergebnisse eine
Fremdauswertung durch eine zweite unabhéngige Person. Zwischen Eigen- und
Fremdauswertung konnten dezente Unterschiede im Hinblick auf die Zuordnung zu einer
Kategorie der Starke des Signals festgestellt werden, was jedoch keine Auswirkungen auf das
eigentliche Ziel und Ergebnis der Arbeit hatte, da Eigen- und Fremdauswertung eindeutig fur
alle Proben ein positives Signal beschrieben. Die Unterschiede zwischen beiden Auswertungen
sind hochstwahrscheinlich auf interpersonelle Betrachtungsunterschiede zuriickzufiihren. Die
Auswertung der Proben erfolgte visuell mit einem Lichtmikroskop. Fir Eigen- und
Fremdauswertung wurde das gleiche Lichtmikroskop verwendet. Die Kriterien fur die
Beurteilung der Starke des Farbsignals beinhalteten prozentuale Angaben der geféarbten Fléache.
Da die Proben handisch ausgewertet wurden und die Abschatzung der prozentualen Fl&che auf
eigenem Ermessen beruht, ist es nicht auszuschlielen, dass es zu dezenten Diskrepanzen
kommen kann. Die Tatsache, dass es nur Abweichungen zwischen zwei Kategorien (mittleres
Signal und starkes Signal) gibt und sich die Gesamtauswertungen der Intensitat des Farbsignals
der IHC nur geringfligig voneinander unterscheiden (siehe Diagramm 2 und Diagramm 3),

zeigt, dass die Ergebnisse valide sind.

Ein Vergleich zwischen den Proben des Leber- und denen des Gallenblasengewebes wurde im
Rahmen der Erlauterung der Ergebnisse gemacht. Dabei ist anzumerken, dass fir die

Auswertung fast doppelt so viele Proben des Lebergewebes (n = 13) im Vergleich zum
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Gallenblasengewebe (n = 7) miteinbezogen wurden. Pro Korperspenderin und pro Organ
gesehen, wurden mehr Proben der Leber (n = 6) als Proben der Gallenblase (n = 3) entnommen
und zusatzlich fehlten fur die Auswertung drei Proben der Gallenblase, da diese nicht
entnommen werden konnten. In Anbetracht dieser Kriterien kann der hier erbrachte Vergleich
der beiden Organe erste richtungsdeutende Hinweise geben, muss jedoch im Rahmen der

genannten Gegebenheiten differenziert betrachtet werden.

Trotz des etablierten Protokolls fir die IHC, gibt es viele Faktoren, die Einfluss auf die
Ergebnisse nehmen kdnnen und somit fir eine schwacheres Farbsignal mancher Proben sorgen.
Eine nicht ausreichende Demaskierung der Antigene wiirde beispielsweise die Bindung des
Primarantikorpers erschweren und folglich auch die Starke der Farbung herabsetzen. Ferner
kénnen sich Verunreinigungen der verwendeten Chemikalien oder Geréte negativ auf die IHC
auswirken. Nicht auszuschlielen ware ebenfalls, dass Krankheiten, die die Gewebestruktur
nachhaltig beeinflussen, einen Effekt auf die Ergebnisse der Immunhistochemie haben kénnen.
Eine Arbeit, in der das Vorkommen von TRPCG6 im hepatobilidren System untersucht wurde,
konnte zeigen, dass Krankheiten, die die Leber betreffen, woméglich die Verteilung von
TRPCG6 in Leber und Gallenblase beeinflussen kénnen (Walz et al., 2023). Es ist nicht
auszuschliel3en, dass dies auch fur TRPC3 zutreffen konnte. An dieser Stelle bedarf es weiterer

Nachforschungen.
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7.2.2 Einordnung der Ergebnisse

Bis zum jetzigen Zeitpunkt konnte der Nachweis von TRPC3 bereits in etlichen Geweben und
Organen erfolgen. Dazu gehdren bei Nagetieren, genauer gesagt bei Ratten, und anderem das
Sammelrohr der Niere und das Herz (Goel, Sinkins, et al., 2007; Goel, Zuo, et al., 2007) sowie
die Purkinje-Zellen des Kleinhirns bei Mausen (Hartmann et al., 2008). Fir menschliches
Gewebe wurde die Genexpression des Proteins unter anderem mittels cDNA untersucht. Das
Ergebnis war eine Expression des TRPC3-Proteins unter anderem in Plazenta, Ovarien, Hoden,
Kolon, Lunge, Gehirn, Prostata und Dinndarm (Zhu et al., 1996) (siehe auch: Kapitel 4.3.3.2

VVorkommen).

Mit dieser Arbeit konnte jetzt zum ersten Mal der immunhistochemische Nachweis fur TRPC3
in Hepatozyten und Gewebe der Gallenblase des Menschen erfolgen. Dabei wurde, nicht wie
bei den bisherigen Arbeiten, die Genexpression untersucht, sondern das Protein wurde
antikorpervermittelt detektiert. Das Ergebnis dieser Arbeit wird somit unterstiitzt und korreliert
mit den Untersuchungen, in denen die Genexpression des Proteins im hepatobilidren System

(Jang et al., 2012; Riccio et al., 2002) nachgewiesen werden konnten.

Das bisherige Wissen uber die Mitwirkung von TRPC3 an der Entstehung von Tumoren ist
bezuglich der Erkenntnis, dass dieser Kanal auch in Leber und Gallenblase exprimiert wird,
relevant. In der Leber gibt es verschiedene Entitdten von Tumoren. Zu den gutartigen Tumoren
gehoéren unter anderem das hepatozelluldre Adenom und das Leberhdmangiom, in die Gruppe
der bosartigen Lebertumoren fallen das hepatozelluldare Karzinom oder das intrahepatische
cholangiozelluldare Karzinom. Tumoren, die die Gallenblase betreffen kdnnen, sind unter
anderem das Gallenblasenkarzinom, welches in den meisten Féllen mit Cholelithiasis in
Verbindung gebracht werden kann (Piper, 2007). TRPC3 konnte bereits mit der Entstehung des
humanen Ovarialkarzinoms in Verbindung gebracht werden (Yang et al.,, 2009). Ein

interessanter Untersuchungsansatz waére also, inwiefern dies auch fur tumordse und
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kanzerogene Prozesse des hepatobilidren Systems zutrifft. TRPCG6 ist ein Protein, welches
TRPC3 strukturell und funktionell so &hnlich ist, dass die beiden mit TRPC7 in eine
Untergruppe ihrer Subfamilie geteilt wurden (siehe Einleitung). Fir TRPC6 konnte, neben
weiteren kanzerogenen Entitaten, eine Korrelation zum Hepatozellularen Karzinom (HCC)
gezeigt werden. Dabei war nicht nur die Expressionsrate von TRPC6 in Gewebe des HCC
deutlich hoher, die Gewebeproben wurden auch in héhere Klassifikationsstufen der TNM-
Klassifikation eingeordnet (Wen et al., 2016). Aufgrund der strukturellen und funktionalen
Ahnlichkeit der beiden Proteine ist es nicht abwegig, dass auch fir TRPC3 eine Korrelation zu

kanzerogenen Prozessen bestehen kénnte.

In der Einleitung zu dieser Arbeit fanden bereits die weit verbreiteten Krankheitsbilder NAFLD
und NASH Erwahnung. Studien konnten zeigen, dass durch eine Veranderung der Expression
von Calcium-Kanalen die intrazelluldre Calcium-Homoostase gestort wird, was wiederum zu
ER-Stress (Koo & Han, 2021, Miyagawa et al., 2016) und mitochondrialer Fehlfunktion
(Gusdon et al., 2014) flhrt und schlieBlich in einer Verschlimmerung der NAFLD resultieren
kann. Der Mechanismus, iber den dieser Zusammenhang vonstattengeht, ist laut Studienlage
wohl folgender: Durch Akkumulation von Lipiden in den Hepatozyten kommt es aufgrund der
Lipotoxizitat dieser - beispielsweise vermittelt Gber pro-inflammatorische Zytokine - zu ER-
Stress (endoplasmatisches Retikulum, ER) (Koo & Han, 2021). Physiologischer Weise pumpt
eine ATPase (sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase), die in der Membran des
ER liegt, Calcium-lonen aus dem Cytoplasma zurtick in das ER und ist damit verantwortlich
fiir eine hohe Konzentration von Calcium innerhalb des ERs und eine niedrige Konzentration
von Calcium im Zytoplasma. Diese Abweichungen von der physiologischen Calcium-
Homoostase konnen oxidativen Stress und eine Hemmung der Autophagie von Lipiden zur
Folge haben (Miyagawa et al., 2016). Dies wiederum bedingt eine Progression der NAFLD und
NASH. In der Einleitung wurde bereits geschildert, dass es wissenschaftliche Arbeiten gibt, die

auf ein Mitwirken von TRPC3 an store-related calcium-signaling deuten. Unter Anbetracht der
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Auswirkungen, die eine gestorte Calcium-Homoostase fir die Stoffwechselleitungen Leber
bedeutet, erscheinen Eingriffe in den Calcium-Haushalt der Hepatozyten ein attraktiver

Angriffspunkt fir pharmakologische Interventionen zu sein.

Eine Studie aus dem Jahr 2021 hat diesen Sachverhalt untersucht. Mause wurden nach einer
fettreichen Diat fur zehn Tage einer Therapie mit dem Calcium-Kanalblocker Verapamil in
einer Dosierung von 25mg/kg KG unterzogen. Die Ergebnisse zeigten, dass durch Verapamil
vermehrt Autophagie induziert wurde, was sich hinsichtlich der untersuchten M&use in einer
Gewichtsreduktion und einer Verbesserung der Leberfunktion und -regeneration zeigte (Lai et
al., 2021). Im Gegensatz dazu steht eine Studie, bei der die Wirkung von verschiedenen
Medikamenten bei Patient*innen mit Bluthochdruck und NASH untersucht wurde. Unter
anderem wurde hierbei auch der Calcium-Kanalblocker Amlodipin betrachtet. Unter einer
Therapie mit Amlodipin kam es jedoch nicht zu einer Verbesserung der untersuchten Parameter
(beispielsweise Ultraschall-Parameter), die die Steatosis der Leber in der Studie kategorisierten

(Fogari et al., 2012).

AbschlieRend I&sst sich an dieser Stelle zusammenfassen, dass die zellularen Mechanismen, die
den Entstehungsprozess der genannten Leberpathologien beeinflussen, komplex sind und die
Datenlage zur therapeutischen Nutzung von Calcium-Kanalen und insbesondere Kanéle der
TRPC-Familie sparlich ist. Weitere Nachforschungen, die das Wissen auf diesem Gebiet

erweitern und zu einem umfassenderen Verstandnis beitragen, sind definitiv vonnéten.
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7.3 Zusammenfassung und Perspektive der Ergebnisse

Bis zum jetzigen Zeitpunkt konnte die Genexpression von TRPC3 unter anderem mittels
cDNA-Verfahren nachgewiesen werden. Dabei konnte der Nachweis fiir verschiedene
menschliche Gewebe und auch fur Nagetiere erbracht werden (Riccio et al., 2002; Zhu et al.,
1996). Auch im hepatobilidren System konnte die Genexpression des Proteins TRPC3 mittels
MRNA-Analysen nachgewiesen werden (Jang et al., 2012; Riccio et al., 2002). Bis jetzt gelang
jedoch noch kein direkter Nachweis des Proteins mittels immunhistochemischer Methodik in
menschlichem Gewebe von Hepatozyten und Gewebe der Gallenblase. Der Nachweis konnte
mit dieser Arbeit erbracht werden. Somit unterstiitzen die Erkenntnisse der Untersuchungen der

Genexpression von TRPC3 das Ergebnis dieser Studie.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass das Vorhandensein von TRPC3 in Hepatozyten und
Gallenblasenepithel bewiesen werden konnte. Es liel sich kein wesentlicher Unterschied in der
Expression des Kanals zwischen Leber und Gallenblase feststellen. Die Ergebnisse unterliegen
vielen Einflussfaktoren, welche im vorherigen Kapitel erldutert wurden. Die Aussagekraft der
Ergebnisse dieser Arbeit ist im Rahmen nicht beeinfluss- oder kontrollierbarer Gegebenheiten
limitiert und sollte differenziert betrachtet werden. Inwiefern die Expression von TRPC3 mit
der Entstehung pathologischer Prozesse im Kdorper des Menschen in Verbindung gebracht
werden kann, ist an dieser Stelle noch offen. Auch etwaige Nutzung von TRPC3 fir die
Prophylaxe von Krankheiten oder die Nutzung des Proteins als pharmakologischen
Angriffspunkt im Sinne der Therapie von Krankheiten, die mit TRPC3 assoziiert sind, steht zu

diesem Zeitpunkt noch aus.

Ein néchster Schritt im Rahmen der Forschung um TRPC-Kandle wurde mit dieser Arbeit
getan. Auf diesen koénnen nun sich anschlielende Arbeiten aufbauen und zur weiteren

Erkenntnis und moéglicher Nutzung der Kandle beitragen.
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13 Anhang

Die Peptidinkubation erfolgt fir den verwendeten Antikdrper aus wirtschaftlichen Griinden

einmalig und wurde von Coline Diebolt im Rahmen ihrer Doktorarbeit durchgefiihrt.
Fur die Praparate wurden Schnitte aus Gewebe der Niere verwendet.

Der Antikorper der fiir die Peptidinkubation verwendet wurde, war identisch mit dem, den ich
fiir meine Proben verwendet habe (Ref.: ACC-016, Alomone Labs, Jerusalem, Israel). Auch in

der Verdiinnung (1:50) bestand kein Unterschied.

Die Verwendung der Daten der Peptidinkubation unterliegen ihrer freundlichen Genehmigung.
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Abbildungen der Spezifitatskontrolle

Die folgenden drei Abbildungen zeigen die Positivkontrolle, die peptidinkubierte Probe und die

mitgefuhrte Negativkontrolle.

Die erste Abbildung zeigt die Positivkontrolle der Peptidinkubation. Es ist ein deutliches

braunes Farbesignal zu sehen, welches TRPC3 nachweist.

Abbildung 31: Positivkontrolle der Peptidinkubation
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Diese Abbildung zeigt das Ergebnis der Probe, welche mit dem Kontrollpeptid inkubiert wurde.
Das Féarbesignal dieser Gewebeprobe ist deutlich schwéacher. Dies beruht darauf, dass das
Kontrollpeptid den Primérantikdrper bindet. Somit bindet weniger Primarantikdrper an das
passende Antigen TRPC3. Folglich finden auch weniger Bindungen zwischen dem Primar -
und dem Sekundarantikorper statt, wodurch das Farbsignal weniger stark ausfallt. Dieser

Sachverhalt charakterisiert einen erfolgreichen Spezifitdtsnachweis fir TRPC3.

Abbildung 32: Peptidinkubierte Probe
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Diese Abbildung zeigt die Negativkontrolle, die im Rahmen der Peptidkontrolle mitgefihrt
wurde. Es ist eine homogene Blauféarbung des Gewebes zu erkennen, welche ein negatives

Ergebnis der Immunhistochemie darstellt.

Abbildung 33: Negativkontrolle der Peptidinkubation

144



