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1. Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

1.1.1 Einleitung und Zielsetzung

Transient Receptor Potential- Kanéle stellen nicht-selektive Kationenkanidle dar, die sieben
Unterfamilien umfassen. Darunter stellt TRPC6 eine Unterfamilie dar. TRPC6 bildet einen homo- oder
heterotetrameren, nicht-selektiven Kationenkanal, der insbesondere ecine hohe Permeabilitdt fiir
Calciumionen aufweist. Er ist in zahlreichen Geweben nachweisbar, unter anderem in der Niere, dem
Herz, dem Gehirn, der Plazenta, der Muskulatur und der Lunge. Seine Bedeutung zeigt sich nicht nur in
physiologischen Prozessen, sondern auch im Kontext pathologischer Verdnderungen. So wird TRPC6
zum Beispiel mit glomeruldren und kardiovaskuliren Erkrankungen, Tumorprogression sowie
fibrotischen Umbauprozessen in Verbindung gebracht. In der Lunge konnte TRPC6 unter anderem mit
hypoxischer Vasokonstriktion, pulmonaler Hypertonie, der chronisch- obstruktiven Lungenerkrankung,
pulmonaler Fibrose und dem Ischidmie- reperfusionsbedingten Lungenddem in Verbindung gebracht
werden. Trotz dieser klinischen Relevanz ist die Verteilung von TRPC6 in der Lunge bislang nur
unvollstindig charakterisiert. Frithere Studien konnten zwar die TRPC6-mRNA im Lungengewebe und
teils in spezifischen pulmonalen Strukturen nachweisen, lieen jedoch offen, aus welchen anatomischen
Regionen das Material stammte. Vor diesem Hintergrund widmet sich die vorliegende Arbeit der
systematischen Analyse der TRPC6-mRNA-Expression in verschiedenen Bereichen der menschlichen
Lunge. Ziel ist es, die Expression und die Verteilung von TRPC6 im Ober- und Unterlappen zu
untersuchen, um Erkenntnisse {iber mogliche topografischen Expressionsunterschiede zu gewinnen.
Dariiber hinaus soll untersucht werden, ob sich TRPC6-mRNA in spezifischen pulmonalen

Gewebestrukturen, wie beispielsweise Bronchiolen, innerhalb dieser Lungenareale nachweisen lasst.

1.1.2 Methodik

Es wurden insgesamt sechs Gewebeproben aus den Ober- und Unterlappen von drei Koérperspendern
entnommen. Um einen allgemeinen Nachweis der TRPC6-mRNA in beiden Lungenlappen zu erbringen,
wurde ein Teil der Proben direkt einer Genexpressionsanalyse unterzogen. Der andere Teil der
Gewebeproben wurde fiir die Anfertigung von Einfach- und Mehrfachkryoschnitten verwendet, um
erneut eine Genexpressionsanalyse durchzufiihren. Zunédchst war das Ziel, die minimale Schnittanzahl
zu bestimmen, bei der TRPC6-mRNA noch nachweisbar ist. Zusétzlich sollten topografische
Unterschiede in der Genexpression untersucht werden. Zur histomorphologischen Darstellung der
Gewebeproben wurden Kryoschnitte angefertigt, die einer Hématoxylin-Eosin-Férbung unterzogen

wurden. Nachdem der Nachweis erbracht worden war, dass TRPC6-mRNA bis zu einem einzelnen



Kryoschnitt nachweisbar ist, wurden weitere Kryoschnitte fiir die laserbasierte Mikrodissektion
angefertigt. Nachfolgend sollten spezifische pulmonale Gewebestrukturen am Mikroskop identifiziert,

mit dem Laser umfahren und anschlieBend erneut eine Genexpressionsanalyse durchgefiihrt werden.

1.1.3 Ergebnisse und Ausblick

TRPC6-mRNA konnte in allen Gewebeproben nachgewiesen werden, selbst aus minimalem
Ausgangsmaterial bis hin zu einem einzelnen Kryoschnitt. Die Ergebnisse deuten auf eine tendenziell
héhere TRPC6-Expression im Oberlappen hin, was auf ein lappenspezifisches Expressionsmuster
schlieBen lassen konnte. Diese Beobachtung konnte pathophysiologisch mit der bevorzugten
Beteiligung des Oberlappens bei der chronisch-obstruktiven Lungenerkrankung sowie weiteren
lappenspezifischen Lungenerkrankungen in Zusammenhang stehen. Die laserbasierte Mikrodissektion
konnte in dieser Arbeit nicht erfolgreich umgesetzt werden, was moglicherweise auf technische
Limitierungen wie iibermdfige Schnittdicken, verbliebene Einbettmediumreste und das Fehlen einer
kontrastverstiarkenden Farbung zuriickzufiihren ist. Dennoch legen die erzielten Nachweise nahe, dass
eine TRPC6-Analyse in mikroskopisch kleinen Lungenstrukturen moglich ist. Weiterfiihrende,
systematische Untersuchungen mit optimierter Gewebeautbereitung und groferem Probenumfang sind
erforderlich, um das lappenspezifische Verteilungsmuster zu validieren, dessen funktionelle Bedeutung
zu evaluieren und TRPC6 als moglichen diagnostischen Marker oder als therapeutischen Ziel weiter zu

untersuchen.



1.2 Summary

1.2.1 Introduction and objectives

Transient Receptor Potential Channels are non-selective cation channels that comprise seven
subfamilies. TRPC6 is one of these subfamilies. TRPC6 forms a homo- or heterotetrameric, non-
selective cation channel with a high permeability for calcium ions. It can be detected in numerous
tissues, including the kidney, heart, brain, placenta, muscles and lungs. Its importance is not only evident
in physiological processes, but also in the context of pathological changes. For example, TRPC6 is
associated with glomerular and cardiovascular diseases, tumour progression and fibrotic remodelling
processes. In the lungs, TRPC6 has been associated with hypoxic vasoconstriction, pulmonary
hypertension, chronic obstructive pulmonary disease, pulmonary fibrosis and ischaemia-reperfusion-
induced pulmonary oedema. Despite this clinical relevance, the distribution of TRPC6 in the lungs has
so far only been incompletely characterised. Earlier studies were able to detect TRPC6 mRNA in lung
tissue and in some cases in specific pulmonary structures, but left open the anatomical regions from
which the material originated. Against this background, the present study is dedicated to the systematic
analysis of TRPC6 mRNA expression in different areas of the human lung. The aim is to analyse the
expression and distribution of TRPC6 in the upper and lower lobes in order to gain insights into possible
topographical differences in expression. In addition, it will be investigated whether TRPC6 mRNA can

be detected in specific pulmonary tissue structures, such as bronchioles, within these lung areas.

1.2.2 Methodology

A total of six tissue samples were taken from the upper and lower lobes of three body donors. In order
to provide a general detection of TRPC6 mRNA in both lobes, a portion of the samples were directly
subjected to gene expression analysis. The other part of the tissue samples was used for the preparation
of single and multiple cryosections to perform gene expression analysis again. The initial aim was to
determine the minimum number of sections at which TRPC6 mRNA is still detectable. In addition,
topographical differences in gene expression were to be analysed. For histomorphological visualisation
of the tissue samples, cryosections were prepared and subjected to haematoxylin-eosin staining. Once it
had been demonstrated that TRPC6 mRNA was detectable up to a single cryosection, further
cryosections were prepared for laser-based microdissection. Subsequently, specific pulmonary tissue
structures were to be identified under the microscope, circled with the laser and then gene expression

analysis was to be performed again.



1.2.3 Results and outlook

TRPC6 mRNA could be detected in all tissue samples, even from minimal starting material up to a
single cryosection. The results indicate a tendency towards higher TRPC6 expression in the upper lobe,
which could suggest a lobe-specific expression pattern. This observation could be pathophysiologically
related to the preferential involvement of the upper lobe in chronic obstructive pulmonary disease and
other lobe-specific lung diseases. Laser-based microdissection could not be successfully implemented
in this work, possibly due to technical limitations such as excessive section thicknesses, residual
embedding medium and the lack of contrast-enhancing staining. Nevertheless, the evidence obtained
suggests that TRPC6 analysis is possible in microscopically small lung structures. Further systematic
studies with optimised tissue preparation and larger sample size are required to validate the lobe-specific
distribution pattern, evaluate its functional significance and further investigate TRPC6 as a potential

diagnostic marker or therapeutic target.



2. Einleitung

2.1 TRP-Kaniile

Transient Receptor Potential (TRP) Kanile bilden eine groe Superfamilie von nicht-selektiven
Kationenkanidlen, die in einer Vielzahl von Zelltypen exprimiert werden und an essenziellen
physiologischen Prozessen beteiligt sind. Dazu zdhlen unter anderem die Wahrnehmung physikalischer
und chemischer Reize wie Temperatur, Schmerz, mechanischer Stress sowie die Regulation der

Kalziumhomoostase und des Zellvolumens. [40][13][54]

Die TRP-Kanal-Superfamilie unterteilt sich in sieben strukturell und funktionell differenzierte
Unterfamilien: TRPC (Canonical oder classical), TRPV (Vanilloid- Rezeptor), TRPM (Melastatin),
TRPA (ANKTMI1), TRPN (No mechanoreceptor potential C, NOMPC), TRPML (Mucolipin) und
TRPP (Polycystin). [54] Diese sind in Abbildung 1 als phylogenetischer Stammbaum dargestellt.

Der Name der TRP-Kanidle geht auf eine Mutation im #rp-Gen der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster zuriick, bei der ein verdndertes visuelles Antwortverhalten auf kontinuierliche
Lichteinstrahlung beobachtet wurde — ein transientes, also kurzzeitiges Potenzial, statt einer anhaltenden
Depolarisation.[39] Unter den humanen TRP-Kanilen weisen die TRPC-Kanile die grofte strukturelle

und funktionelle Ahnlichkeit zu diesem urspriinglichen Drosophila-TRP-Kanal auf. [53]

Die TRP-Kanile bestehen aus sechs transmembranen Doménen (TM1-TM6), wobei sich zwischen
TM5 und TM6 eine Selektivitits-Pore befindet, die den eigentlichen Kationenkanal bildet.[14]
Weiterhin verfiigen TRP- Kanéle iiber zytoplasmatischen Amino- (NH2) und Carboxy- (COOH) termini.
[14]
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Abbildung 1: Phylogenetischer Stammbaum der TRP- Kanile (Abbildung modifiziert nach [13])

2.2 TRPC-Kaniile

Die TRPC-Familie umfasst sieben Mitglieder (TRPC1-TRPC7), von denen sechs funktionelle Proteine
im Menschen exprimieren. TRPC2 stellt in der humanen Genomsequenz ein Pseudogen dar. Dies
bedeutet, dass das entsprechende Gen zwar vorhanden, jedoch translational inaktiv ist, und somit nicht
zur Synthese eines funktionellen Proteins fiihrt. In anderen Eukaryoten, etwa in Nagetieren, wird TRPC2
hingegen als funktioneller Kanal exprimiert und spielt dort eine Rolle, insbesondere im olfaktorischen

System. [53][37]

Strukturell zeichnen sich TRPC-Kanéle durch ihre konservierten, zytoplasmatischen Doménen aus: Der
N-Terminus enthélt vier Ankyrin-Repeat-Motive sowie eine coiled-coil-Doméne. Der C-Terminus tragt
eine ca. 25 Aminoséuren lange, konservierte ,,TRP-Box“ (EWKFR), eine prolinreiche Sequenz (TRP-
Box 2), eine Calmodulin- und IPs-Rezeptor-Bindedoméne (CIRB), sowie eine weitere coiled-coil-
Region. [8][20] Die zytoplasmatischen Doménen spielen unter anderem eine Rolle in Protein- Protein-
Interaktion sowie in der Zusammenlagerung zu funktionalen Tetrameren und deren Stabilisierung.
[20][35] Der schematische Aufbau eines TRPC- Kanals wurde anhand des schematischen Aufbaus eines

TRPC6- Kanals in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau des TRPC6- Kanals (Abbildung modifiziert nach [20])
(ER: Extrazellularraum; PM: Plasmamembran, IR: Intrazellularraum; TM1-6: Transmembranprotein
1-6,; cc: coiled- coil Domdne; Ankl-4: Ankyrin 1-4; CIRB: Calmodulin und IP3- Rezeptor- bindende
Domdne; Glyk.: Glykolisierungs- Domdne)

Alle TRPC-Kanéle sind in der Lage, sich zu funktionellen Tetrameren zusammenzulagern. Diese
bestehen entweder aus vier identischen Untereinheiten (Homotetramere) oder aus unterschiedlichen
TRPC-Subtypen (Heterotetramere). [35] Eine schematische Darstellung der Tetramere ist in Abbildung
3 dargestellt. Wie bereits erwihnt, befindet sich zwischen Transmembranprotein 5 und 6 eine Pore, die
den eigentlichen Ionenleitweg bildet. Erst jedoch durch die tetramere Anordnung von vier Kanilen
entsteht ein funktioneller Ionenkanal. [35] Dies fiihrt dazu, dass auch Kanile desselben Subtyps
unterschiedliche ionenselektive Eigenschaften aufweisen konnen und unterstreicht die Komplexitét der
TRPC- Kaniile. [20]
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Abbildung 3: Schematische Darstellung eines homo- und heterotetramerischen Ionenkanals (Abbildung
modifiziert nach [59][25]) (Jeweils vier Monomere, bestehend aus 6 Transmembranproteinen (TM1-6), bilden
einen Kationenkanal. Bei einem Homotetramer bilden vier gleiche Monomere ein Tetramer aus. Bei einem

Heterotetramer bilden unterschiedliche Monomere ein Tetramer.)

2.3 TRPC6-Kaniile

Der TRPC6-Kanal gehort zur TRPC-Familie und bildet, wie andere TRP-Kanéle auch, einen tetrameren,
nicht-selektiven Kationenkanal, der in der Plasmamembran lokalisiert ist. Der lonenkanal ist durchléssig
fiir eine Vielzahl positiv geladener lonen, darunter divalente Kationen wie Calcium (Ca*") oder
monovalente Kationen wie Natrium (Na*). [30] TRPC6 zeigt jedoch eine signifikant hohere
Permeabilitit fiir Calciumionen im Vergleich zu anderen Kationen auf, was auf eine zentrale Rolle in
der Regulation der zelluldren Calciumhomoostase hinweist. [18][1] Demnach wird eine Dysregulation
der TRPC6-Expression oder -Funktion mit mehreren pathophysiologischen Zustdnden in Verbindung
gebracht, darunter glomeruldren Erkrankungen wie der fokalen segmentalen Glomerulosklerose
(FSGS), der pulmonalen Hypertonie sowie fibrotischer Umbauprozesse in verschiedenen Organen.

[20](1]

2.3.1 Regulation der TRPC6-Kanile

Die Regulation der Aktivitdt von TRPC6-Kanilen ist bislang nicht vollstdndig erforscht. Als zwei der
wichtigsten und am besten untersuchten Aktivierungsmechanismen gelten jedoch die rezeptorgesteuerte
Kanalaktivierung (receptor-operated channel activation, ROC) und die speichergesteuerte
Kanalaktivierung (store-operated channel activation, SOC). [56] Beide Mechanismen fiihren zu einer
Erhohung der intrazelluliren Calciumkonzentration ([Ca*']) und wirken sich auf die
Membranpotenzialverhiltnisse aus. Eine schematische Darstellung der Regulation des TRPC6- Kanals

ist in Abbildung 4 dargestellt.



Im Rahmen der ROC erfolgt die Aktivierung von TRPC6 iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(GPCRs). Nach Ligandenbindung wird {iiber die Aktivitdit der Phospholipase C (PLC) das
Membranphospholipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) hydrolysiert. [1] Dabei entstehen
zweil Second Messenger: Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IPs). [56] DAG
aktiviert TRPC6 direkt, was einen Einstrom von extrazelluldirem Calcium iiber die Plasmamembran
vermittelt. [47][56] Diese Aktivierung kann sowohl durch endogen gebildetes DAG als auch durch
synthetische DAG-Analoga erfolgen. [1][46]

Im Rahmen der SOC bindet das durch PLC gebildete IPs an den IPs-Rezeptor (IPsR) auf der Membran
des endoplasmatischen Retikulums (ER). [56] Dies fiihrt zur Freisetzung von Calcium aus dem ER-

Lumen. [56][47]

Der daraus resultierende Abfall der intraluminalen Calciumkonzentration wird durch das im ER
lokalisierte Protein STIM1 (stromal interaction molecule 1) detektiert. [61] STIM1 enthélt eine
Calcium-bindende Doméne im ER-Lumen, die auf Calcium-Depletion reagiert. [61] Die Aktivierung
von STIM1 16st zwei zelluldre Prozesse aus: zum einen fiihrt sie zur Aktivierung des
Plasmamembranproteins Orail, das den klassischen SOC-Kanal bildet, und zum anderen zur
Heteromerisierung von TRPC6 mit anderen TRPC-Kanélen. [61] Beide Prozesse begiinstigen einen

anhaltenden Calcium-Einstrom und tragen zur Wiederauffiillung der Calcium-Speicher im ER bei. [56]

Zusitzlich wird TRPC6 durch die Proteinkinase C (PKC) reguliert. Eine DAG-Erhdhung sowie ein
Anstieg von ([Ca?'];) aktivieren PKC, welche TRPC6 an spezifischen Serin-/Threoninresten
phosphorylieren kann. [8] Diese Phosphorylierung fiihrt zu einer negativen Riickkopplung und hemmt
die Kanalaktivitat. [8]

Die Wiederherstellung der basalen intrazellulédren Calciumkonzentration erfolgt durch aktive Calcium-
Transportmechanismen: die Calcium-ATPase des sarkoplasmatischen und endoplasmatischen
Retikulums (sarco- /endoplasmic reticulum Ca®**-ATPase, SERCA) pumpt Calcium zuriick in das ER,
wiahrend die die Calcium-ATPase der Plasmamembran (Plasma membrane Ca*-ATPase, PMCA)
Calcium in den extrazelluldiren Raum transportiert. [23] Beide Mechanismen tragen wesentlich zur

Aufrechterhaltung der zelluldren Calciumhomdostase bei.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Regulation des TRPC6- Kanals (Abbildung modifiziert
nach [8][46][12]) (GPCR: G- Protein gekoppelte Rezeptor; Gq: Guaninnucleotide- bindendes Protein;
PIP2: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat; PLC: Phospholipase C; DAG: Diacylglycerol; IP3:
Inositol-1,4,5-trisphosphat, IP3R: IP3- Rezeptor;, PKC: Proteinkinase C; ExR: Extrazellularraum, PM:
Plasmamembran;  IR:  Intrazellularraum; ER:  Endoplasmatisches  Retikulum;  SERCA:
Sarkoplasmatisches/Endoplasmatisches Retikulum Calcium ATPase; PMCA: Plasmamembran Calcium
ATPase; ATP: Adenosintriphosphat; ADP: Adenosindiphosphat; P: abgespaltene Phosphatgruppe)

2.3.2 TRPC6 und assoziierte Pathologien

TRPC6 wird im menschlichen Koérper nahezu ubiquitdr exprimiert. So wurde dessen Expression unter

anderem in der Lunge, im Gehirn, in der Niere oder BlutgefdBen festgestellt. [34][9][22][1]

Aufgrund dieser ubiquitiren Exprimierung, sowie der zentralen Rolle der TRPC6- Kanile in der
Calciumhomdostase, ist der TRPC6- Kanal bei Dysregulation oder Mutation mit verschiedenen

Erkrankungen assoziiert. Im Folgenden werden einige assoziierte Pathologien dargelegt.

Eine der am besten untersuchten Erkrankungen in diesem Zusammenhang ist die autosomal- dominante
vererbte, fokal-segmentale Glomerulosklerose (FSGS). Dabei handelt es sich um eine chronisch-
progrediente Glomerulopathie, bei der Mutationen im TRPC6-Gen zu einer konstitutiven Kanalaktivitét
fithren. [49] Dies resultiert in einem pathologisch erhohten Calcium-Einstrom in Podozyten, wodurch
es zu einem Remodeling des Strukturproteins Aktin kommt und das Aktin-Zytoskelett nachfolgend
destabilisiert wird. [22][26] Dies fiihrt zur Schidigung der glomeruléren Filtrationsbarriere, was klinisch

in einer Proteinurie miindet. [22]
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Zunehmend riickt TRPC6 auch in den Fokus der Tumorforschung. In verschiedenen Tumorentitéten,
wie zum Beispiel bei Hirntumoren wie Gliomen, Brustkrebs, Magen-, Leber- oder Prostatakarzinom,
konnte eine libermdfBige TRPC6-Expression nachgewiesen werden. [29][10] Funktionelle Studien
zeigen, dass TRPC6 Prozesse wie Tumorzellmigration, Invasion und Proliferation unterstiitzt. [29]
Dariiber hinaus gibt es erste Hinweise, dass eine TRPC6- Uberexpression mit Resistenzen gegeniiber

Chemotherapeutika assoziiert sein konnte. [41]

Da der Fokus dieser Arbeit auf der Exprimierung von TRPC6 in der Lunge liegt, wird im Folgenden

niher auf TRPC6-assoziierte pulmonale Pathologien eingegangen.

2.3.2.1 TRPC6 und assoziierte Pathologien in der Lunge

TRPC6 spielt eine zentrale Rolle in der akuten hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion (HPV), einem
physiologischen Mechanismus zur Optimierung der pulmonalen Ventilations-Perfusions-Verhéltnisse.
HPV ist eine kompensatorische Reaktion auf akute Hypoxémie, also auf einen verminderten arteriellen
Sauerstoffpartialdruck. [48] Der daraus resultierende Sauerstoffmangel fiihrt {iber eine Akkumulation
von DAG zur Aktivierung von TRPC6 und zum Calcium-vermittelten Kontraktionssignal in
préikapilliren pulmonal-arteriellen glatten Muskelzellen (pulmonary artery smooth muscle cells,
PASMCs), was eine GefaBBverengung zur Folge hat. [57] Dadurch wird sauerstoffarmes Blut bevorzugt
in besser oxygenierte Areale der Lunge umgeleitet, um den Gasaustausch zu optimieren. Im Mausmodell
zeigte sich, dass TRPC6-defiziente Tiere keine addquate HPV-Reaktion ausbilden, wéhrend diese in
Wildtyp-Mausen (WT) vollstdndig erhalten war. [57] Dies unterstreicht die funktionelle Bedeutung von
TRPC6 in der akuten pulmonalen Hypoxieantwort. Vor diesem Hintergrund erscheint eine

pharmakologische Modulation von TRPC6 als potenzielle therapeutische Option bei akuter Hypoxémie.

Auch in der idiopathischen pulmonal arteriellen Hypertonie (IPAH) ist TRPC6 pathophysiologisch von
Bedeutung. Studien konnten eine verstérkte Expression von TRPC6 in PASMCs und im Lungengewebe
von IPAH-Patienten nachweisen. [43][60] Funktionell fiihrt dies zu einem erhohten intrazelluldren
Calciumspiegel in PASMCs, was einen bedeutenden Stimuli fiir Kontraktion, Proliferation und
Migration dieser Zellen darstellt. [60] Dies resultiert in einer Hypertrophie der Tunica media, einer
Lumeneinengung, einem gesteigerten pulmonalen GefédBwiderstand sowie einem progressiven Anstieg
des pulmonalen arteriellen Drucks. [43] Im weiteren Verlauf kann dies zu einer Rechtsherzhypertrophie
und letztlich zum Rechtsherzversagen fiihren. [43] Therapeutisch relevant ist die Beobachtung, dass der
Endothelin-Rezeptorantagonist Bosentan die Expression von TRPC6 herunterreguliert, was die
Proliferation von PASMCs hemmt und somit eine potenzielle Behandlungsstrategie bei der IPAH

darstellen konnte. [33]
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Weiterhin gibt es zunehmend Hinweise darauf, dass TRPC6 an der Pathogenese der chronisch
obstruktiven Lungenerkrankung (chronic- obstructive pulmonary disease, COPD) beteiligt ist. Die
COPD ist eine chronisch-entziindliche FErkrankung der Atemwege, die durch persistierende
Inflammation, strukturelle Umbauprozesse des Lungengewebes und eine progrediente
Atemwegsobstruktion gekennzeichnet ist. [52] Nikotinexposition, insbesondere durch Zigarettenrauch,
gilt als einer der Hauptrisikofaktoren fiir die Entwicklung dieser Erkrankung. [52] In einer
experimentellen Studie konnte gezeigt werden, dass Nikotin die Expression von TRPC6 erhoht. [27]
Dariiber hinaus wurde eine verstirkte TRPC6-Expression in glatten Muskelzellen der Atemwege von
COPD-Patienten nachgewiesen. [27] Diese Uberexpression konnte im Zusammenhang mit einer
erhohten Proliferation der Zellen stehen, die wiederrum zur Remodellierung der Atemwege beitragen

konnte. [27]

Weiterhin konnte in-vivo gezeigt werden, dass TRPC6- defizitédre Fibroblasten eine reduzierte Reaktion
auf transforming growth factor-p1 (TGF-B1) oder Angiotensin II (ATII) aufweisen und somit die
Fibroblast- Myofibroblast- Differenzierung reduziert ist. [16] Die Aktivierung von TRPC6 fiihrt zu
einem Calcium-Einstrom in die Zelle und aktiviert die Proteinphosphatase Calcineurin, welche iiber
nachgeschaltete Signalwege die fibroblastére Differenzierung vermittelt. [ 16] Myofibroblasten zeichnen
sich durch ihre Féhigkeit aus, extrazelluldre Matrixproteine, insbesondere Kollagen, zu synthetisieren
und gleichzeitig kontraktile Eigenschaften zu entwickeln. [16] Sie spielen eine wichtige Rolle in der
physiologischen Wundheilung. Wird dieser Differenzierungsprozess jedoch nicht addquat reguliert,
kann es zu Stérungen der Wundheilung oder zur Entwicklung fibrotischer Prozesse kommen. In diesem
Zusammenhang deutet eine Studie darauf hin, dass TRPCo6-induzierte Myofibroblastenbildung
wesentlich zur Progression pulmonaler Fibrose beitrdgt. [28] In einem Mausmodell mit Mausen mit
Bleomycin- induzierter pulmonaler Fibrose konnte gezeigt werden, dass TRPC6-defiziente Mause im
Vergleich zu Wildtyp-Tieren eine signifikant reduzierte pulmonale Kollagensynthese, eine verminderte
Kontraktilitdt von Lungenfibroblasten sowie eine bessere Lungenfunktion aufwiesen. [28] Diese
Ergebnisse geben Hinweise auf die potenzielle Bedeutung von TRPC6 als pathophysiologischer

Mediator in der fibrotischen Umstrukturierung der Lunge.

Dariiber hinaus scheint TRPC6 eine wesentliche Rolle in der Pathogenese des ischimie-
reperfusionsbedingten Lungenddems (Lung ischaemia-reperfusion-induced oedema, LIRE) zu spielen,
welches hdufig im Rahmen von Lungentransplantationen oder Lungenembolien auftritt. [58] Bei der
Reperfusion fiihrt ein TRPC6-vermittelter Ca*-Einstrom in pulmonale Endothelzellen zur Aktivierung
der Aktin-Myosin-Kontraktion, was die Bildung interendothelialer Liicken und damit eine gesteigerte
GefaBlpermeabilitit zur Folge hat. [55] Dies begiinstigt die Extravasion von Fliissigkeit und

Plasmaproteinen in das Interstitium und damit Odembildung In TRPC6-defizienten Miusen war diese
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Permeabilititssteigerung nicht nachweisbar, was auf die zentrale Bedeutung des Kanals in der
Entstehung von LIRE hinweist. [58] Da LIRE mit erhohter AbstoBungsrate, Morbiditit und Mortalitét
nach Lungentransplantation assoziiert ist, erscheint die pharmakologische Inhibition von TRPC6 als

potenzielle therapeutische Strategie. [58]

2.4 Das respiratorische System

2.4.1 Gliederung des respiratorischen Systems

Das respiratorische System lésst sich sowohl funktionell als auch anatomisch in definierte Abschnitte
unterteilen. Funktionell erfolgt die Einteilung in eine luftleitende und eine gasaustauschende Region.
Die luftleitende Region umfasst die Strukturen von den Nasenvorhofen iiber den Pharynx und Larynx,
die Trachea sowie die Bronchien bis zu den terminalen Bronchiolen. In diesem Abschnitt wird die
Atemluft befeuchtet, erwdrmt und von Partikeln gereinigt, ohne dass ein Gasaustausch stattfindet.
Die gasaustauschende Region beginnt mit den respiratorischen Bronchiolen und erstreckt sich iiber die
Alveolargénge bis hin zu den Alveolen, wo der eigentliche Gasaustausch zwischen Luft und Blut erfolgt.
Anatomisch wird das respiratorische System in ein oberes und ein unteres respiratorisches System
gegliedert. Zum oberen respiratorischen System zéhlen die extrathorakal gelegenen Strukturen:
Nasenhohle, Pharynx und Larynx. Das untere respiratorische System umfasst die intrathorakalen
Strukturen: Trachea, Bronchien, Bronchiolen sowie die Alveolen als funktionelle Endstruktur des

Gasaustauschs. [50][51]

2.4.2 Aufbau der Lunge

Die menschliche Lunge besteht aus zwei asymmetrisch geformten Lungenfliigeln. Der rechte
Lungenfliigel gliedert sich in drei Lappen (Lobus superior, medius et inferior), wahrend der linke,
aufgrund der kardialen Lage, nur aus zwei Lappen (Lobus superior et inferior) besteht. Auf Hohe der
Carina tracheae teilt sich die Trachea in einem dichotomen Verzweigungsmuster in den rechten und
linken Hauptbronchus. Beide Hauptbronchien treten gemeinsam mit den Arteriac und Venae
pulmonales sowie Nervenfasern am medial gelegenen Hilus pulmonis in die Lunge ein. Der rechte
Hauptbronchus ist mit einer durchschnittlichen Lénge von ca. 2,2 cm sowie einem Abgangswinkel von
etwa 20-30° im Vergleich zur Trachea kiirzer, steiler und weiter als der linke Hauptbronchus. [51]
Letzterer weist eine Lange von ca. 5 cm sowie einen Abgangswinkel von etwa 40-60° auf. [51] Die
Hauptbronchien verzweigen sich weiter in Lobérbronchien (Bronchi lobares): rechtsseitig in drei,
linksseitig in zwei, entsprechend der jeweiligen Lappenanzahl. Diese unterteilen sich wiederum
segmental in Segmentbronchien (Bronchi segmentales): zehn auf der rechten und in der Regel acht auf

der linken Seite. [6] Die Verzweigungen setzen sich fort bis hin zu den terminalen Bronchiolen
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(Bronchioli terminales), welche das Ende des luftleitenden Systems markieren. [51] In diesem Abschnitt
erfolgt kein Gasaustausch; vielmehr dient er der Erwdrmung, Befeuchtung und Reinigung der Atemluft.
[31] AnschlieBend beginnt das gasaustauschende System, das sich aus den respiratorischen Bronchiolen
(Bronchioli respiratorii), Alveolargingen (Ductuli alveolares) und den Alveolarsicken (Sacculi
alveolares) zusammensetzt. Die Alveolarsicke sind dicht von Kapillarnetzen umgeben und bilden die
funktionelle Einheit des Gasaustauschs. [51] Der Tracheobronchialbaum weist insgesamt 21 bis 25
Verzweigungen auf, eine schematische Darstellung der tracheobronchialen Aufzweigung findet sich in
Abbildung 4. Die Lunge ist von zwei serosen Hauten, der Pleura, umgeben. Die Pleura visceralis bedeckt
die Lungenoberflidche und ist {iber den Pleuraspalt, der eine geringe Menge Fliissigkeit enthélt, von der
Pleura parietalis getrennt. Letztere kleidet die Innenseite der Thoraxwand, das Zwerchfell sowie das

Mediastinum aus. Histologisch besteht die Pleura aus Mesothel. [50]
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Abbildung 5: Vereinfachte Darstellung des Tracheobronchialbaums (Abbildung modifiziert nach [51])
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2.5 Bisherige Erkenntnisse iiber die TRPC6-Genexpression in der Lunge

Erste Hinweise auf die Expression von TRPC6-mRNA im humanen Lungengewebe wurden bereits im
Jahr 2002 mittels RT-PCR erbracht. [45] In der Folge konnte die Expression in mehreren Studien in der
glatten Muskulatur der Atemwege sowie im Bronchialepithel nachgewiesen werden. [15][27][60] So
konnte in einer Studie von Corteling et al. die TRPC6- mRNA- Expression in glatter
Atemwegsmuskulatur als auch im Bronchialepithel nachgewiesen werden. Weiterfithrend konnte die
intraepitheliale Lokalisation mittels Konfokalmikroskopie weiter spezifiziert werden: so konnte TRPC6
in apikalen, als auch basalen Zellen, nachgewiesen werden. [15] Weitere Studien bestdtigten die
Expression von TRPC6 in glatter Atemwegsmuskulatur. Dabei wurden zusétzlich unterschiedliche
Expressionsniveaus in Probenmaterial verschiedener Spendergruppen beobachtet: so war die
Genexpression in COPD- oder IPAH- Patienten deutlich hoher als bei Nicht- COPD-Patienten oder bei
normotensiven  Patienten. [27][60] Dariiber konnte die TRPC6-mRNA in humanen

Alveolarmakrophagen nachgewiesen werden. [24]

2.6 Zielsetzung der Arbeit

Wie in den vorangegangenen Kapiteln dargestellt, ist TRPC6 in zahlreiche physiologische, aber auch
pathologische Prozesse der Lunge involviert. Aufgrund dieser hohen klinischen Relevanz gilt TRPC6
zunehmend als potenzielles Ziel pharmakologischer Interventionen.

Die Expression von TRPC6 im humanen Lungengewebe wurde, wie in Kapitel 2.5 beschrieben, bereits
vor iiber zwei Jahrzehnten erstmals mittels RT-PCR aus pulmonaler RNA nachgewiesen. Nachfolgend
konnten wenige weitere Strukturen identifiziert werden, welche TRPC6- Genexpression aufweisen.

In bisherigen Studien blieb jedoch unklar, aus welchen anatomischen Regionen das untersuchte Gewebe
stammte. Ein systematischer Vergleich verschiedener pulmonaler Lokalisationen erfolgte bislang nicht.
Ziel dieser Arbeit ist es daher, die Lokalisation der TRPC6-mRNA in der menschlichen Lunge
differenziert zu untersuchen. Im Mittelpunkt steht deshalb der Nachweis von TRPC6-mRNA in Ober-
und Unterlappen sowie der versuchsweise Nachweis in spezifischen anatomischen Gewebestrukturen.
Damit soll ein Beitrag zum besseren Verstindnis der topographischen Verteilung von TRPC6 in der

Lunge geleistet werden.

Die zentralen Fragestellungen lauten:
e Ist TRPC6-mRNA im Ober- und Unterlappen der menschlichen Lunge nachweisbar?
e Bestehen Unterschiede in der Genexpression zwischen beiden Lungenarealen?
e Ist es moglich, spezifische Lungengewebe (Bronchialwand, Bronchiolen, Arterien, Venen,

Alveolen, Pleura) auf TRPC6 mRNA hin zu untersuchen?
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Chemikalien

Chemikalien

70%-/ 80%-/ 90%-/ 100%- Isopropanol

QIAzol® Lysis Reagent
Aqua dest
ROTI®Histokitt
Héamatoxylin nach Ehrlich

Eosin 0.1%

Essigséure
Xylol
Chloroform

RNase- freies Wasser

Hersteller

Zentrales Chemikalienlager Universitdt des Saarlandes

(ZChL), Saarbriicken, Deutschland

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Unbekannt

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

Zentrales Chemikalienlager Universitdt des Saarlandes

(ZChL), Saarbriicken, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts,

USA
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3.1.2 Primer

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Primer

Hersteller

QIAGEN GmbH
Hilden, Deutschland

QIAGEN GmbH
Hilden, Deutschland

QIAGEN GmbH
Hilden, Deutschland

Zielgen Primer Linge des Katalognummer
Amplikons
Hs GAPDH_1 _SG
GAPDH 95 bp QT00079247
QuantiTect Primer Assay
B3- Aktin | Hs ACTB 1 SG 146 bp QT00095431
QuantiTect Primer Assay
TRPC6 Hs TRPC6 1 _SG 99 bp QT00037660
QuantiTect Primer Assay
3.1.3 Kits
Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Kits
Kit Hersteller
miRNeasy® Mini Kit QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

QuantiTect® Reverse Transcription Kit

RNA 6000 Nano Kit

RNase-Free DNase Set

Rotor-Gene SYBR® Green PCR Kit

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Agilent Technologies
Waldbronn, Deutschland

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

b

b

b

Deutschland GmbH,
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3.1.4 Gerite und Instrumente

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Geréte und Instrumente

Geriite und Instrumente
AF 100 Eiswirfelbereiter
Axiocam 506 color Mikroskopiekamera

Bioanalyzer 2100

Centrifuge 5417R
Chirurgische Pinzette

DM1000 LED Systemmikroskop

Eppendorf Research® plus Pipetten
Farbekésten

Froster Labo Labor-Gefrierschrank

HERAfreeze™ Gefrierschrank

Herasafe™ KS 18 Zellkulturbank

Inkubator

Kryostat CM3050 S

Kiihlanlage fiir Képerspender

Kiivette

LABEX® Laborkiihlschrank

MikroCam SP 5.1

Hersteller
Scotsman Ice Srl, Mailand, Italien
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Agilent Technologies Deutschland GmbH,
Waldbronn, Deutschland

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland
Unbekannt

Leica  Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland
Unbekannt

Philipp Kirsch GmbH, Willstétt-Sand,
Deutschland

ThermoFisher  Scientific Inc., Waltham,

Massachusetts, USA

ThermoFisher  Scientific Inc., Waltham,

Massachusetts, USA

Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach,
Deutschland

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch,
Deutschland

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

Unbekannt

Philipp Kirsch GmbH, Willstétt-Sand,
Deutschland

Bresser GmbH, Rhede, Deutschland
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Mikroskopstativ Axio Observer 7

Micro Star 17 Mikrozentrifuge

Nadelhalter

NanoDrop® 2000 Spektralphotometer

Objekttriagerkasten

PALM® MicroBeam System Laser

Mikrodissektion (RoboStage II)
Préparierschere

Premiere® Slide Warmer XH-2002
Rippenschere

Skalpell

StepOnePlus™ Real-Time PCR System

TissueLyser LT

Vortexer RS-VA 10

Wundspreizer

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

VWR  International = GmbH, Darmstadt,
Deutschland
Unbekannt
ThermoFisher  Scientific Inc., Waltham,

Massachusetts, USA
neoLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Unbekannt

C&A Scientific, Sterling, Virgina, USA

Unbekannt
C. Bruno Bayha GmbH, Tuttlingen,
Deutschland
ThermoFisher  Scientific Inc., Waltham,

Massachusetts, USA
QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Phoenix Instrument GmbH, Garbsen,

Deutschland

Unbekannt
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3.1.5 Softwares

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Softwares

Software
AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 Software

Bioanalyzer 2100 Software

(B.02.11.S1824)

Expert

Microsoft Excel

Microsoft PowerPoint

Microsoft Word

MikroCamlLab II Software

NanoDrop® 2000 / 2000c Operating Software,

version 1.6

StepOne™ Software v2.2

Zotero 2

Hersteller
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Agilent Deutschland GmbH,

Waldbronn, Deutschland

Technologies

Microsoft Corporation, Redmond, Washington,
USA

Microsoft Corporation, Redmond, Washington,
USA

Microsoft Corporation, Redmond, Washington,
USA

Bresser GmbH, Rhede, Deutschland

ThermoFisher  Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA
ThermoFisher  Scientific Inc., Waltham,

Massachusetts, USA

Roy Rosenzweig Center for History and New
Media, George Mason University, Fairfax,

Virgina, USA
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3.1.6 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien
AdhesiveCap 200 opaque PCR- Gefaf3

CELLSTAR® Rohrchen 50 ml

Edelstahlkiigelchen 7 mm
Eppendorf Safe-Lock Tubes -Reaktionsgefalie

Filterpapier

Glaseinsatz 70mm, pol.

Invitrogen™ Antihaftfreie, RNase-freie

Mikrozentrifugenréhrchen

Kimtech® Science Prazisionswischtiicher

MembraneSlide NF 1.0 PEN

MultiGuard™ Filterspitzen

Nahtmaterial
Petrischalen

Pinsel

peqGOLD SafeGuard™ Filterspitzen

Schmalband- Einwegklingen Typ 819

Skalpellklinge

Hersteller
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster,

Osterreich
QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,

Diiren, Deutschland

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch,
Deutschland

ThermoFisher  Scientific Inc., Waltham,

Massachusetts, USA

Kimberly-Clark  Professional™,  Rosewell,

Georgia, USA
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Sorenson™ BioScience, Inc., Salt Lake City,

Utah, USA
Unbekannt
Unbekannt

Faber-Castell Aktiengesellschatft, Stein,
Deutschland

VWR  International = GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch,
Deutschland

C. Bruno Bayha GmbH, Tuttlingen,
Deutschland
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SuperFrost® Plus Objekttréager

Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland

Sakura Finetek, Inc., Torrance, Kalifornien,

USA
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3.2 Methoden

Insgesamt untergliederte sich der Arbeitsablauf in die in Abbildung 6 dargestellte Schritte.

Molekularbiologische Untersuchungen
[ Probenentnahme J 1. mRNA- Isolation

2. RNA Qualitdts- und Quantitétskontrolle
3. Genexpressionsanalyse

[ Aufbereitung des Gewebes ]

HE- Firbung Anfertigung von
Kryoschnitten

Photomikroskopische
Darstellung Einfach- und
Mehrfach-
kryoschnitte
Laserbasierte
Mikrodissektion

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Arbeitsablaufs

3.2.1 Probenentnahme

Insgesamt wurden sechs Gewebeproben von insgesamt drei Korperspendern des Instituts fiir Anatomie
und Zellbiologie der medizinischen Fakultit der Universitit des Saarlandes entnommen. Die
Verwendung der Proben beruht auf der Genehmigung der Ethikkommission der Arztekammer des
Saarlandes, Saarbriicken, Deutschland, mit der Zulassungsnummer 163/20. Die Gewebeproben wurde
aus der Lunge der Korperspender entnommen, sie erfolgte jeweils aus dem Ober- und Unterlappen des
rechten Lungenfliigels. Die Probenentnahme erfolgte in einem post- mortem- Intervall zwischen 12- 24
Stunden. Die Korperspender waren zuvor nicht fixiert worden. Weitere Informationen zu den

Korperspendern sind der Tabelle 7 zu entnehmen. Bei der Probeentnahme waren stets Augen- und
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Mundschutz, sowie Handschuhe zu tragen. Die Probenentnahme erfolgte von der rechten Thoraxhalfte.
Auf der 4. oder 5. Rippe wurde, nach vorheriger Hautdesinfektion und je nach Konstitution des
Korperspenders, ein circa 5- 10 cm langer Hautschnitt von der vorderen bis zur mittleren Axillarlinie
gesetzt. Es folgte eine Freilegung der Rippe mittels stumpfer Préparierschere oder manueller
Aufpréparation. Danach wurde entlang des oberen Rippenrandes stumpf in die Tiefe prépariert, bis die
Pleura parietalis zu tasten war. Die Pleura wurde durchstoBen, der Préparierkanal stumpf oder
mechanisch mittels Préparierschere aufgeweitet. Etwaige Verwachsungen der Pleura wurden meist
stumpf abgeldst. Die Rippen cranial und caudal des Priparierkanals wurden mittels Rippenschere
durchtrennt, um das Fenster zur Probenentnahme zu vergrofern. Dieses Fenster konnte nun mittels
Wundspreizer am medialen und lateralen Wundrand weiter vergroBert und aufgehalten werden. Mithilfe
einer chirurgischen Pinzette konnte dann Gewebe des rechten Ober- und Unterlappens gegriffen und mit
einer chirurgischen Schere abgeschnitten werden. Pro Lappen wurden jeweils zwei Proben entnommen
und auf Petrischalen zurechtgeschnitten. Die zurechtgeschnittenen Proben wurden darauthin in Kryo-
Rohrchen gelegt und sofort bei -80° eingefroren, um fortschreitende RNA- Degradation zu verhindern.
Nach der Probeentnahme wurde der Wundspreizer entfernt und die durchtrennten Rippenfragmente im
Korperspender belassen. Die durch die Probeentnahme entstandene Wunde wurde mittels fortlaufender
Sub- und Intrakutannaht verschlossen. Ziel war es, die Probeentnahme so minimal- invasiv wie mdglich

zu halten, um den Korperspender fiir weitere Lehr- und Forschungszwecke verwenden zu kdnnen.

Tabelle 7: Informationen zu den K&rperspendern

Nummer des Alter in | Geschlecht Todesursache Komorbidititen

Korperspenders Jahren laut Todesschein

1 87 Mainnlich Generalisiertes M. Alzheimer
Organversagen

2 61 Mainnlich Intrazerebrale Arterielle Hypertonie
Blutung bei
hypertensiver
Krise

3 85 Weiblich Kardio- Herzinsuffizienz,
pulmonales Koronare Herzkrankheit,
Versagen Nierenversagen,

Diabetes mellitus Typ 2
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3.2.2 Molekularbiologische Untersuchungen

3.2.2.1 Isolation der mRNA

Es erfolgten zwei RNA- Isolationen. Diese erfolgten mithilfe des miRNeasy Mini Kits der Firma
Qiagen, wobei dessen Herstellerprotokoll befolgt wurde. Eine vereinfachte, schematische Darstellung

der Isolationsschritte ist in Abbildung 7 dargestellt.

Im Folgenden wird die erste RNA- Isolation beschrieben, es handelt sich dabei um die RNA- Isolation

direkt von den zuvor entnommenen Gewebeproben.

Die Gewebeproben wurden der — 80°C Gefriertruhe entnommen, zerkleinert und in ein Reaktionsgefaf3
gegeben. Zur Gewebeauftrennung und -homogenisierung wurden anschlieBend 700 pl QIAzol® Lysis
Reagent sowie Edelstahlkiigelchen hinzugegeben und die Probe anschlieBend fiir 5 Minuten bei 50 Hz
im TissueLyser homogenisiert. Das homogenisierte Zelllysat wurden dann bei Raumtemperatur fiir 5
Minuten inkubiert. Dann wurden 140 pl Chloroform hinzugefiigt und weitere drei Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. In der Zeit wurde jede Probe zweimal gevortext, um die Komponenten zu
durchmischen. Danach folgte zur Phasentrennung eine Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 12.000 x g
und 4°C. Die obere, wissrige Phase wurde vorsichtig abpipettiert und in ein neues Reaktionsgefal3
gegeben. Dazu wurden 525 pl 100% Ethanol gegeben und durch Auf- und Abpipettieren durchmischt.
Darauthin wurden die Proben abpipettiert, auf eine RNeasy® Mini-Séule in einem 2 ml
Sammelrohrchen gegeben und bei Raumtemperatur bei 9000 x g fiir 15 s zentrifugiert. Der unten im
Sammelrohrchen gesammelte Durchfluss wurde verworfen. Dieser Schritt aus abpipettieren, auf die
RNeasy® Mini-Sdule pipettieren, zentrifugieren und Durchfluss verwerfen wurde dann mit dem
restlichen Probenvolumen wiederholt. Um eine Verunreinigung der RNA durch DNA zu verhindern,
wurde dann ein DNase- Verdau auf den Reinigungsséulen durchgefiihrt. Zum Schluss erfolgten mehrere
Waschschritte zur Entfernung von Pufferresten und Salzen von der an die Sdule gebundenen RNA: es
folgte die Hinzugabe von 700 ul Buffer RWT auf die RNeasy® Mini Séule und eine weitere
Zentrifugation bei 8000 x g fiir 15 s. Der entstandene Durchfluss wurde verworfen. Danach wurde 500
ul Buffer RPE auf die RNeasy® Mini-Siule gegeben, wieder bei 9000 x g fiir 15 s zentrifugiert und der
Durchfluss dann verworfen. Die Hinzugabe von 500 pl Buffer RPE auf die RNeasy® Mini-Séule wurde
dann wiederholt, die Zentrifugation erfolgte dann aber fiir 2 Minuten bei 9000 x g. Der Durchfluss wurde
dann wieder verworfen. AbschlieBend wurde die RNeasy® Mini-Sdule auf ein neues 1,5 ml
Sammelrohrchen gegeben, 30 pul RNase- freies Wasser auf die Sdulenmembran pipettiert und bei 9000
x g fiir 1 Minute zentrifugiert. Das Eluat beinhaltete die isolierte RNA, diese wurde dann bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C gefroren, um weitere RNA- Degradierung zu verhindern.
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Bei der zweiten RNA- Isolation handelt es sich um die Gewinnung von RNA der Einfach- und

Mehrfachkryoschnitte.

Die Gewebeschnitte wurden bei Raumtemperatur auf Eis aufgetaut und mittels Vortexer mit dem bereits
hinzugefiigten QIAzol® Lysis Reagenz durchmischt. Danach wurden sie fiir fiinf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte die Hinzugabe von 130 pl Chloroform und weitere drei Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur, in der Zeit wurde jede Probe zweimal gevortext, um die Komponenten
zu durchmischen. Danach folgte eine Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 12.000 x g bei 4°C zur
Phasentrennung. Nachfolgend wurde die obere, wissrige Phase vorsichtig abpipettiert und in ein neues
Reaktionsgefdal gegeben. Dazu wurden 450 pl 100%. Ethanol gegeben und durch Auf- und
Abpipettieren durchmischt. Der restliche Vorgang entspricht dem der oben beschriebenen ersten RNA-

Isolation.

Gewebeprobe

Lyse und Homogenisierung

Phasenauftrennung

Bindung der RNA an die
RNeasy- Membran

DNase- Verdau

Waschschritte

Eluierte RNA

Abbildung 7: Vereinfachte, schematische Darstellung der mRNA- Isolation (Abbildung modifiziert
nach [62])
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3.2.2.1 Bestimmung der RNA- Qualitiit und -Quantit:it

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration und -Reinheit wurde die eluierte RNA mit dem NanoDrop®
Spektrophotometer analysiert. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte unter Verwendung der
NanoDrop® 2000 / 2000c Operating Software, Version 1.6.

Nukleinséduren besitzen ein Absorptionsmaximum im ultravioletten Licht bei einer Wellenldnge von 260
nm. [63] Daher wird zur Quantifizierung der RNA-Konzentration die Absorption bei 260 nm gemessen.

Die Berechnung der RNA-Konzentration (Crna) erfolgt nach der Formel:

Crna = Azeo * Verdiinnungsfaktor X Konversionsfaktor

Dabei stellt Az die gemessene Absorption bei 260 nm dar, der Verdiinnungsfaktor beriicksichtigt eine
mogliche Verdiinnung der Probe, und der Konversionsfaktor betrdgt fiir RNA 40 pg/ml, da eine
Absorption von einer Einheit bei 260 nm einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml entspricht. [32]

Zur Beurteilung der Reinheit der Probe wird das Verhiltnis der Absorption bei 260 nm zu 280 nm
(A260/A2s0) sowie zu 230 nm (Aszeo/A230) berechnet. Liegt das Verhéltnis dabei iiber 1,8, kann die Probe
generell als rein angesehen werden. Bei einer Probenkontaminierung kommt es zu einer Verminderung
des Aoxeo/Asgo- oder Azeo/ Azz- Ratios, welche nachfolgende enzymatische oder spektroskopische
Analysen negativ beeinflussen konnte. [63] Zu beachten ist, dass die Aussagekraft dieser Verhéltnisse
durch externe Faktoren, wie niedrige RNA-Konzentrationen (unter 20 ng/pl) oder Schwankungen im
pH-Wert der Messlosung, limitiert sein kann. [63] Solche Bedingungen kénnen die Absorptionsmessung
verfélschen und zu einer fehlerhaften Interpretation der Reinheit fithren. Das Azeo/Azso-Verhéltnis dient
dabei insbesondere als Indikator fiir Proteinkontaminationen, die ebenfalls Licht bei 280 nm
absorbieren. Das Axg/Az30-Verhiltnis gibt Aufschluss iiber Verunreinigungen durch eine breitere
Palette von Kontaminanten, die bei 230 nm absorbieren, einschlieBlich Salze, Detergenzien und

organische Verbindungen. [32]

Zu Beginn der Messungen wurde der obere und untere Messplatz des Spektrophotometers mit
Prazisionswischtiichern gesdubert. Es folgte eine einmalige Kalibrierung des Gerits, dafiir wurde 1 pl
Leerlosung auf den unteren Messplatz aufgetragen, der Gerdtearm herabgesenkt und die Messung
gestartet. Nach erfolgter Kalibrierung wurden die Messplitze ermneut mit Prézisionswischtiichern
gereinigt, 1 pl der zu untersuchenden Probe auf den unteren Messplatz aufgetragen, der Gerdtearm
erneut abgesenkt und die Messung gestartet. Um Kreuzkontaminationen zu vermeiden, wurde nach jeder
erfolgten Messung der Messplatz mit Prazisionswischtiichern gereinigt. Um weitere RNA-
Degradierung zu vermeiden, befand sich die eluierte RNA stets auf Eis. Zusétzlich wurden allzeit

Handschuhe getragen.
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3.2.2.2 Bestimmung der RNA- Integritit

Im néchsten Schritt wurde die Integritit der gewonnen RNA bestimmt, da diese aufgrund des
ubiquitiren Vorhandenseins von RNasen post- mortem schnell degradiert. Hierfir wurde der
Bioanalyzer 2100 und das RNA 6000 Nano Kit der Firma Agilent Technologies verwendet und nach

Herstellerangaben vorgegangen.

Das Prinzip des Bioanalyzers beruht auf dem der Kapillar- Elektrophorese. Dabei werden die Kapillaren
eines Chips mit einem Gel-Farbstoff-Gemisch und entsprechende Kavitéten des Chips mit einer RNA-
Leiter, einem RNA-Marker und den zu untersuchenden RNA- Proben befiillt. Der Farbstoff bindet an
die RNA, die anschliefend durch die Anlage eines elektrischen Felds und der Gelpolymermatrix ihrer
GroBe und Ladung nach aufgetrennt wird. [64] Die evozierten Floureszenzsignale werden mithilfe des
Bioanalyzers gemessen, mithilfe der Bioanalyzer 2100 Expert Software ausgewertet und in
Elektropherogrammen und virtuellen Gelbanden ausgedriickt. Die RNA- Leiter mit bekannter GrofBe
dient dabei als interner Standard. Im Elektropherogramm wird die RNA- Nukleotidgrofe im Verhéltnis
zu den gemessenen Floureszenzsignalen dargestellt und gibt damit Aufschluss {ber die
Langenverteilung der RNA-Fragmente und damit tiber die RNA- Integritit. GroBere Fragmente
entsprechen dabei einer hoheren Anzahl an Nukleotiden. Neben einem anfanglichen Peak des RNA-
Markers sollten hier auch Fluoreszenz- Peaks der ribosomalen RNA (rRNA)- Fragmente 18S und 28S
zu sehen sein, da die rRNA einen GroBteil der Gesamt- RNA darstellt. [S] Ein rRNA- Ratio [28s / 18s]
von 2 steht dabei fiir eine gute RNA- Qualitdt. [S] Weiterhin wird ein RNA- Integritdtswert (RNA
Integrity Number, RIN) berechnet, mithilfe derer ebenfalls die Qualitét der RNA beschrieben wird. Eine
vollstindig intakte RNA erhélt dabei einen RIN von 10, wihrend eine vollstindig degradierte,
fragmentierte RNA einen RIN von 1 erhilt. [5]

Fiir die Durchfiihrung wurde eine bereits fiir zwei Minuten bei 70°C denaturierte RNA- Leiter auf Eis
aufgetaut und das RNA- Farbstoffkonzentrat fiir 30 min auf Raumtemperatur erwarmt. Wéhrenddessen
wurde fiir die Herstellung des Gel- Farbstoff- Gemischs die RNA- Gelmatrix in einen Filter fiir
Zentrifugenrohrchen pipettiert und dann bei 1500 x g fiir zehn Minuten zentrifugiert. Von dem
entstandenen Durchfluss wurden dann 65 pL in RNase- freie Mikrozentrifugenrohrchen pipettiert. Das
RNA- Farbstoffkonzentrat wurde dann kurz gevortext, runterzentrifugiert und 1 uL. zu der gefilterten
Gelmatrix hinzugefiigt. Das Gel- Farbstoff- Gemisch wurde dann gevortext und bei 13000 g fiir 10
Minuten zentrifugiert. Nachfolgend wurden 9 pL des Gel- Farbstoff- Gemischs in das davor
vorgesehene Well des Chips pipettiert und dieser mithilfe der Chip- Priming- Station 30 s geladen. Dabei
wird das Gel- Farbstoff- Gemisch unter Druck in die Mikrokapillaren des Chips gepresst. Nachfolgend
wurden weitere insgesamt 18 puL des Gel- Farbstoff- Gemischs in die davor vorgesehen Wells des Chips

pipettiert. AbschlieBend wurden je 5 uL. RNA- Marker, dann je 1 pL. RNA- Leiter und schlussendlich
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je 1 pL der RNA- Probe in die dafiir vorgesehenen Wells pipettiert. Der vollstdndig geladene Chip

wurde nun vorsichtig bei 2400 rpm gevortext, in den Bioanalyzer eingesetzt und die Messung gestartet.

3.2.2.3 Genexpressionsanalyse

Folgend wurde eine zweistufige, quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (two-
step qRT-PCR) durchgefiihrt. Zunichst wurde die isolierte mRNA durch Reverse Transkriptase in
komplementire DNA (cDNA, complementary DNA) transkribiert. Im anschlieBenden Schritt erfolgte
die quantitative PCR (qPCR) unter Verwendung der synthetisierten cDNA.

3.2.2.3.1 Reverse Transkription
Im ersten Schritt erfolgte die Transkription der mRNA in cDNA. Dafiir wurde das QuantiTect® Reverse
Transcription Kit der Firma Qiagen verwendet und nach Herstellerprotokoll vorgegangen. Alle

Reaktionen wurden auf Eis durchgefiihrt, um weitere RNA-Degradation zu verhindern. Eine

schematische Darstellung des Ablaufs der cDNA- Synthese ist in Abbildung 8 dargestellt.
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Elimination genomischer DNA

Primer- Anlagerung

5¢ 3¢
3¢ _ 5¢
Reverse Transkription
(RNA- abhdngige
DNA- Polymerase)

mRNA
5¢ 3¢
cDNA
3¢ < 5¢
RNA- Degradierung
(RNase H)
mRNA
cDNA .
3¢ < 5

|

Quantitative, real- time PCR

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Ablaufs der cDNA- Synthese (Abbildung modifiziert nach
[65])

Zur Vermeidung von Kontamination durch genomische DNA (gDNA) wurde zunéchst eine gDNA-
Eliminationsreaktion durchgefiihrt. Hierfiir wurden die in Tabelle 8 aufgefiihrten Reagenzien in
Reaktionsrohrchen pipettiert. Jedes Rohrchen enthielt 1 pg total RNA, dafiir wurde die erforderliche
Menge zuerst von ng/pul auf pg umgerechnet (Beispiel: Probe 1 OL: 1 pg = 1000 ng; 1000 ng/455,3
ng/pl = 2,2 pl). Das totale Reaktionsvolumen pro Roéhrchen betrug insgesamt 14 pl. Der angefertigte
Mix wurde anschlieBend fiir 2 Minuten bei 42°C inkubiert und danach auf Eis gelagert.
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Tabelle 8: Komponenten der gDNA- Eliminationsreaktion

1 OL 1 UL 2 OL 2 UL 3 0L 3 UL
gDNA Wipeout 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
Buffer
1 pg mRNA 220 ul | 2,60 pl 1,37 ul 1,70 ul 2,29 ul 1,17 ul

RNase- freies Wasser | 9,80 ul 9,40 pul 10, 63 ul 10,30 ul 9,71 wl 10,83 pl

Totales 14 pl 14 pl 14 pl 14 pl 14 pl 14 pl

Reaktionsvolumen

AnschlieBend wurde ein Master-Mix fiir die Reverse Transkription (RT) vorbereitet. Die in Tabelle 9
aufgefiihrten Komponenten wurden sorgfiltig in jeweils ein Reaktionsrhrchen pipettiert. Zum
Abschluss wurde in jedes Reaktionsrohrchen 14 pl der zuvor durchgefiihrten gDNA-
Eliminationsreaktion, die die eluierte mRNA enthilt, hinzugefiigt. Der Master-Mix wurde dann fiir 15
Minuten bei 42°C inkubiert, um die Aktivitdt der reversen Transkriptase zu ermdglichen. Um die
Aktivitdt der reversen Transkriptase zu stoppen, erfolgte eine Inkubation der Reaktionsrohrchen fiir 3
Minuten bei 95°C. Nach dieser Inkubation war die cDNA in den Reaktionsréhrchen synthetisiert. Die

Rohrchen wurden auf Eis gelagert und unmittelbar fiir die anschlieBende qPCR verwendet.

Tabelle 9: Komponenten des Master Mixes

Volumen pro Reaktion

Quantiscript® Reverse Transkriptase 1l
Quantiscript® RT Puffer 4 ul
RT Primer Mix 1 ul
¢DNA- Eliminationsreaktion 14 pl
Totales Reaktionsvolumen 20 ul

Zusitzlich wurde eine Negativkontrolle ohne Zugabe der reversen Transkriptase angefertigt. Diese
diente dem Nachweis, dass die verwendeten Proben ohne die Umwandlung in cDNA durch Reverse
Transkription keine genomische DNA enthalten, die das Ergebnis verfilschen konnte. Die

Negativkontrollen wurden mit Proben durchgefiihrt, die die hchsten (Gewebeprobe 3 Unterlappen) und
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die niedrigsten (Gewebeprobe 1 Unterlappen) Mengen an total RNA enthielten. Die entsprechenden
Komponenten sind in Tabelle 10 aufgefiihrt.

Tabelle 10: Komponenten der Negativkontrolle

Volumen pro Reaktion

H,O 1l
Quantiscript® RT Puffer 4 ul
RT Primer Mix 1l
gDNA- Eliminationsreaktion 14 pl
Totales Reaktionsvolumen 20 pl
3.2.2.3.1.1 Reverse Transkription der Einfach — und Mehrfachkryoschnitte

Die Reverse Transkription der RNA aus Einfach- und Mehrfachkryoschnitten fand éhnlich der in
Abschnitt 3.2.2.3.1. beschriebenen RT statt. Es wurde das QuantiTect® Reverse Transcription Kit der
Firma Qiagen verwendet und entsprechend dem Herstellerprotokoll vorgegangen. Um weitere RNA-

Degradierung zu verhindern, wurden alle Arbeitsschritte auf Eis durchgefiihrt.

Ein wesentlicher Unterschied bestand in der notwendigen RNA-Verdiinnung bei Proben mit fiinf oder
mehr Kryoschnitten. Diese zeigten teils sehr hohe RNA-Konzentrationen, sodass eine direkte
Verwendung in der RT-Reaktion nicht praktikabel war. Wie im Herstellerprotokoll angegeben, sollten
100 ng RNA pro Reaktion eingesetzt werden. Bei hochkonzentrierten Proben, wie z. B. 2 UL 20 mit
einer RNA-Konzentration von 1028,9 ng/ul, wiirde das erforderliche Volumen nur 0,10 ul betragen.
Solche Kleinstmengen lassen sich jedoch nicht prézise pipettieren und bergen ein erhdhtes
Fehlerpotenzial. Aus diesem Grund wurden die betreffenden Proben vor der Reverse Transkription
standardisiert verdiinnt. Zur Anwendung kamen 1:5 sowie respektiv 1:10 und 1:20- Verdiinnungen, je
nach Anzahl der Kryoschnitte der Probe. Dafiir wurde jeweils 2 ul RNA abpipettiert und mit 8 (1:5)
bzw. 18 (1:10) oder 38 (1:20) pl RNase- freiem Wasser verdiinnt. Beispiel: Die Probe 1 OL 5 hatte eine
RNA-Konzentration von 153,9ng/ul. Nach 1:5-Verdiinnung betrug die effektive Konzentration
30,78 ng/ul, sodass fiir 100 ng RNA 3,25 pul der verdiinnten Probe eingesetzt wurden. Die angewandten

Verdiinnungen sowie die berechneten Volumina sind in Tabelle 11 zusammengefasst.
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Tabelle 11: Verdiinnungsreihen

Probe RNA- Konzentration in ng/ul 1:5/ 10/ 20- Verdiinnung 100 ng RNA
10L 1 26,9 - 3,72
1 UL 1 9,7 - 10,31
20L1 22,1 - 4,52
2UL 1 42 - 2,38
30L1 12,6 - 7,94
3UL1 30,6 - 3,27
10LS5 153,9 30,78 3,25
1ULS 98,2 19,64 5,09
20L5 106,2 21,24 4,71
2ULS 277,9 55,58 1,80
30LS5 87,4 17,48 5,72
3ULS 211 42,2 2,37
10L 10 376,3 37,63 2,66
1 UL 10 208,5 20,85 4,80
2 0L 10 248.,9 24,89 4,02
2 UL 10 448.4 44,84 2,23
30L 10 175,2 17,52 5,71
3UL10 498,9 49,89 2,00
1 OL 20 639,7 31,99 3,13
1 UL 20 516,7 25,84 3,87
2 0OL 20 398,4 19,92 5,02
2 UL 20 10289 51,45 1,94
30L 20 3553 17,77 5,63
3 UL 20 859,6 42,98 2,33

Um Verunreinigung durch genomische DNA vorzubeugen, wurde zuerst ein Mix fiir eine gDNA-
Eliminationsreaktion angesetzt. Dazu wurden die in Tabelle 12 aufgefiihrten Komponenten in jeweils

ein Reaktionsréhrchen pipettiert. Das totale Reaktionsvolumen pro Rohrchen betrug dabei 14 pl.

33



Tabelle 12: Komponenten der gDNA- Eliminationsreaktion

Probe gDNA Wipeout 100 ng RNA RNase- freies Wasser | Totales

Buffer Reaktionsvolumen
10L1 2w 3,72 8,28 ul 14 pl
IUL1 (2wl 10,31 1,69 pl 14 pl
20L1 |2ul 4,52 7,48 pl 14 ul
2UL1  |2ul 2,38 9,62 ul 14 pl
30L1 |2l 7,94 4,06 pl 14 pl
3UL1 2w 3,27 8,73 ul 14 pl
1OLS5S [2ul 3,25 8,75 ul 14 pl
1ULS |2ul 5,09 6,91 pul 14 ul
20L5 (2wl 4,71 7,29 pl 14 pl
2ULS |2ul 1,80 10,20 pl 14 ul
30L5S 2ul 5,72 6,28 pl 14 pl
3ULS |2l 2,37 9,63 ul 14 pl
1OL10 |2 ul 2,66 9,34 ul 14 pl
1UL 10 |2 pl 4,80 7,20 pl 14 pl
20L10 |2 4,02 7,98 ul 14 ul
2UL10 (2wl 2,23 9,77 ul 14 pl
30L10 |2l 5,71 6,29 pul 14 ul
3UL10 (2wl 2,00 10,00 pl 14 pl
10L20 |2pul 3,13 8,87 ul 14 pl
1UL20 |2ul 3,87 8,13 ul 14 pl
20L20 |2ul 5,02 6,98 ul 14 pl
2UL20 |2 ul 1,94 10,06 pl 14 ul
30L20 |2ul 5,63 6,37 pl 14 pl
3UL20 |2pl 2,33 9,67 ul 14 pl

Die weiteren Schritte zur reversen Transkription entsprachen dem in Abschnitt 3.2.2.3.1 beschriebenen

Vorgehen.

3.2.2.3.2 Quantitative Polymerasekettenreaktion

AbschlieBend wurde eine quantitative PCR (qPCR) zum indirekten Nachweis der TRPC6-mRNA
durchgefiihrt, wobei die cDNA als Zielprodukt gemessen wurde. In der quantitativen, sogenannten
»Real-Time** PCR lagern sich interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe in die entstehenden
doppelstrangigen PCR-Produkte (dsDNA) ein, die anschlieBend mit Licht bestrahlt wird. Die

entstehenden Fluoreszenzsignale werden in Echtzeit erfasst und sind proportional zur Menge an cDNA.
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Der C-Wert (Threshold Cycle) oder Cq-Wert (Quantification Cycle) bezeichnet die Anzahl der Zyklen,
in denen die Fluoreszenzintensitit einen festgelegten Schwellenwert iiberschreitet. Ein niedriger C;/ Cq
-Wert deutet auf eine groBere Menge an genetischem Material hin, da dieser Schwellenwert frither

erreicht wird.

Die qPCR umfasst die folgenden Schritte: Zunéchst erfolgt eine einmalige, initiale Aktivierung der
HotStarTaq® DNA-Polymerase fiir 5 Minuten bei 95°C. Es folgt die Denaturierung der
doppelstriangigen cDNA zu einzelstrangiger cDNA (ssDNA) fiir 5 Sekunden bei 95°C, gefolgt von der
Primer-Hybridisierung und der anschlieBenden Verldangerung der einzelstringigen cDNA durch die
HotStarTag® DNA-Polymerase bei 60°C fiir 10 Sekunden, wobei ein interkalierender
Fluoreszenzfarbstoff (SYBR® Green I) eingebaut wird. Dieser Zyklus wird 35 bis 40-mal wiederholt.
Der allgemeine Ablauf der gPCR-Zyklen ist in Abbildung 9 veranschaulicht.

dsDNA
5¢ 3¢
3¢ 5¢
l Denaturierung
ssDNA
5¢ 3¢
ssDNA
3 5¢
Primer- Annealing,
Einbau SYBR® Green
und Elongation
5¢ ssDNA

# 3‘
3¢ 5°¢
5¢ ‘3
3¢ ' ’ ssDNA

l dsDNA- Synthese,

Fluoreszenzmessung

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Ablaufs der gPCR (Abbildung modifiziert nach [2])

35



Da interkalierende Farbstoffe in der gPCR unspezifisch sind und sich an beliebige DNA oder Primer-
Dimere binden konnen, was zu falsch-positiven Ergebnissen fithren konnte, wurde abschliefend eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, um die Spezifitdt zu tiberpriifen. Dabei wird die Temperatur
kontinuierlich erh6ht und die Verdnderung des Fluoreszenzsignals in Abhingigkeit von der Temperatur
gemessen, da die dsDNA bei einer bestimmten Temperatur denaturiert, wodurch der
Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt wird und das Fluoreszenzsignal abnimmt. [66] Der Punkt des
Signalabfalls, die Schmelztemperatur (Tm), ist aufgrund der spezifischen Lénge und

Basenzusammensetzung jedes Genprodukts charakteristisch. [66]

Fiir die relative Quantifizierung der TRPC6-cDNA wurden zwei ,,Haushaltsgene* als Referenzgene
verwendet: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und B-Aktin. GAPDH ist ein
zentrales Enzym der Glykolyse und kommt in verschiedenen intrazelluldren Strukturen wie
Mitochondrien und Zellkern vor. [36] B-Aktin, eine Isoform des Aktin-Proteins, ist ein Hauptbestandteil
des kontraktilen Apparats und spielt eine Schliisselrolle in der Bildung des Zytoskeletts sowie der
Zellbewegung. [36] Unter der Annahme einer konstitutiven Expression und fehlender Regulierung
dienen diese ,,Haushaltsgene als interne Referenz zur Quantifizierung des Zielgens TRPC6.

Zur weiteren Analyse kann der AC— Wert (C: ziejgen— Ct Referenzgen) berechnet werden, um das Zielgen im
Verhiltnis zum Referenzgen innerhalb derselben Probe zu normalisieren. Ein hoherer AC— Wert deutet
auf eine geringere Expression des Zielgens hin. Im Falle zweier Referenzgene gilt: AC; = C ziclgen — ((Ct
Referenzgen T Ct Referenzgen) / 2). Weiterhin kann der Relative Quantifizierungswert (Rq) (2724, dabei ist AA
Ci = A Ci Testprobe—A Ci Referenzprobe) €rmittelt werden. Dieser Wert vergleicht die Genexpression zwischen
der Testprobe und einer Referenzprobe und zeigt den relativen Unterschied in der Expression. Ein Ro-
Wert > 1 weist auf eine erhohte Expression in der Testprobe hin, wihrend ein Ro-Wert < 1 eine

reduzierte Expression anzeigt. [44]

Fiir die Durchfiihrung der qPCR wurde das Rotor-Gene SYBR® Green PCR Kit sowie das QuantiTect®
Primer Assay fiir das TRPC6- sowie das fiir GAPDH- und B-Aktin- Gen der Firma Qiagen verwendet.
Die Durchfithrung erfolgte gemédll den Herstellerangaben. Ein Reaktionsansatz, der in Tabelle 13
aufgefiihrt ist, wurde vorbereitet und in eine 96-Well-Platte pipettiert. Fiir jedes Zielgen wurden pro
Probe zwei Wells der 96-Well-Platte befiillt. Um eine mogliche Probenkontamination auszuschliefen,
wurde fiir jedes Gen (TRPC6, GAPDH, B-Aktin) eine Negativkontrolle (No Template Control, NTC)
vorbereitet. Diese Kontrollen enthielten keine cDNA und wurden stattdessen mit 2 pl H.O ersetzt.
Abschliefend wurde die Platte mit der Folie verschlossen. Zur Homogenisierung der PCR-Ansétze
wurde die Platte kurz gevortext und schliefSlich in das PCR-Gerét eingesetzt. Die PCR wurde mit dem
StepOnePlus™ Real-Time PCR System durchgefiihrt, und die Daten wurden mit der StepOne™

Software v2.2 analysiert.
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Tabelle 13: Komponenten des qPCR- Ansatzes

Volumen pro Reaktion

QuantiTect® SYBR® Green PCR MasterMix 12,5 uL
Primer 2,5uL
cDNA 2uL
H,0 8 uL
Totales Reaktionsvolumen 25 uLL

Da die Anzahl der Gewebeproben zu gering fiir eine aussagekréftige statistische Analyse war, wurde in

dieser Arbeit auf eine statistische Auswertung verzichtet.

3.2.2.3.2.1 Quantitative Polymerasekettenreaktion der Einfach— und Mehrfachkryoschnitte

Fir die qPCR der cDNA der Einfach- und Mehrfachkryoschnitten wurde erneut das Rotor-Gene
SYBR® Green PCR Kit und das QuantiTect® Primer Assay fiir das TRPC6- Gen der Firma Qiagen
verwendet. Als interner Referenzgenstandard diente GAPDH, wobei die entsprechenden Primer
ebenfalls durch das QuantiTect® Primer Assay der Firma Qiagen bezogen wurden. Die Reaktionen
wurden gemifBl Herstellerprotokoll durchgefiihrt, der Reaktionsansatz entsprach dem in Tabelle 13
aufgefiihrten Ansatz. Zum Ausschluss von Probenkontamination erfolgte auch hier der Ansatz einer
Negativkontrolle, bei der anstelle der cDNA 2 ul RNase-freies Wasser zugegeben wurden. Alle
Reaktionen wurden in eine 96-Well-PCR-Platte pipettiert. Jede cDNA-Probe wurde als technisches
Duplikat gemessen, d. h. zwei Wells pro Probe befiillt. Die weiteren Schritte der qPCR erfolgten analog
zu Abschnitt 3.2.2.3.2.

3.2.3 Anfertigung von Kryoschnitten

Im ersten Schritt wurde der Kryostat vorbereitet. Eine Ubersicht iiber den Arbeitsplatz am Kryostaten
ist in Abbildung 10 veranschaulicht. Der Kryostat wurde entriegelt, das Kammerlicht eingeschaltet und
die Kammer- sowie Objekttragertemperatur auf -25 °C eingestellt. Zur Minimierung der Kontamination
und RNA-Degradierung der Gewebeproben wurden alle Oberflachen und Instrumente, die mit den
Proben in Kontakt kommen, mit 80%-Isopropanolol desinfiziert. Zudem wurden stets Handschuhe und
ein chirurgischer Mundschutz getragen. AnschlieBend wurde eine neue Klinge eingelegt und die
Schnittstreckerplatte positioniert. Auch Pinsel, die zum Justieren der Kryoschnitte und z.B. zum

Uberfiihren der Schnitte in Mikrozentrifugenrohrchen benétigt werden, wurden in die Kammer gelegt.
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Dabei wurde darauf geachtet, dass die zuvor desinfizierten Pinselhaare stets frei lagen, um eine mogliche
Probenkontamination zu verhindern. Alle Utensilien sowie der Kryostat selbst wurden nun auf die
eingestellte Temperatur von -25 °C heruntergekiihlt. Es ist von entscheidender Bedeutung, dass alle mit
den Kryoschnitten in Kontakt kommenden Utensilien im Kryostat vorkiihlen, da die Schnitte andernfalls
an den Instrumenten haften und eine Weiterverarbeitung nicht moglich wire. AnschlieBend wurde die
Gewebeprobe auf Eis zum Kryostaten transportiert. Ziel war es, die Gewebeprobe nur so kurz wie notig
auferhalb der -80 °C Geftiertruhe zu halten, um RNA-Degradierung zu minimieren. Im néchsten Schritt
wurde eine Objektplatte aus dem Kryostaten entnommen und sparsam mit Einbettmedium versehen. Mit
einer chirurgischen Pinzette wurde die Gewebeprobe auf die Objektplatte aufgelegt. Die Gewebeprobe
haftete dadurch fest an der Objektplatte, war jedoch nicht vollstindig vom Einbettmedium umschlossen.
Dieser Schritt ist fiir die Anfertigung von Kryoschnitten fiir die laserbasierte Mikrodissektion (vgl.
Abschnitt 3.2.5) von Bedeutung. Die Objektplatte wurde dann in aufrechter Position in die
Schnellgefrierleiste des Kryostaten gestellt, wo einige Minuten gewartet wurde, bis das Einbettmedium
vollstindig erhértet war. Nachdem das Einbettmedium erhéirtet war, wurde die Objektplatte in den
Objektkopf eingespannt und zur Klinge hin ausgerichtet. Im Anschluss erfolgte das Trimmen der
Gewebeprobe mit einer Schnittdicke von 30 um bis zur gewiinschten Schnittebene. Diese sollte

moglichst gleichméfig sein, um die Herstellung von Kryoschnitten mit anndhernd identischen

Abmessungen zu gewihrleisten.

Wairmeplatte
mit Objekttragern

Anzeige iiber Kammer-/
Objekttragertemperatur
und Schnittdicke

Gewebeprobe auf
Objektplatte

Klinge

Mikrozentrifugenrohrchen Pinsel

Abbildung 10: Ubersicht iiber den Arbeitsplatz am Kryostaten
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3.2.3.1 Anfertigung von Kryoschnitten zur histomorphologischen Darstellung

Fiir die histomorphologische Darstellung der Gewebeproben wurde eine Lungeniibersichtsauthahme
durch Kryoschnitte angefertigt. Zusétzlich zu den in Abschnitt 3.2.3 beschriebenen Schritten wurde eine
Wirmeplatte eingeschaltet und auf 40 °C erhitzt. Adhésiv beschichtete Objekttrager wurden beschriftet
und auf die vorgeheizte Wérmeplatte platziert. Nach dem Trimmen der Gewebeproben auf die
gewiinschte Schnittebene wurde die Schnittdicke auf 14 bis 16 um reduziert. Fiir jede Gewebeprobe
wurden insgesamt zwei Objekttriger bestiickt, wobei Kryoschnitte mit einer Dicke von 14 pm und 16
um auf die Objekttrager aufgebracht wurden. AnschlieBend wurden diese auf der Wirmeplatte
getrocknet. Nach dem Trocknen erfolgte die Aufbewahrung der Objekttrager in einem
Objektragerkasten. Bis zur Farbung (siche Abschnitt 3.2.4.1) wurden die Objekttrager im Kiihlschrank
aufbewabhrt.

3.2.3.2 Anfertigung von Einfach- und Mehrfachkryoschnitten

Im néchsten Schritt wurde eine verschiedene Anzahl an Kryoschnitten der Gewebeproben in
Mikrozentrifugenrohrchen gegeben, um zu ermitteln, bis zu welcher Schnittmenge TRPC6 mRNA
nachweisbar ist. Ziel war es, nachzuweisen, dass die TRPC6 in einem singulédren Schnitt nachzuweisen
ist, bevor eine laserbasierte Mikrodissektion der Schnitte durchgefiihrt wird. Zusétzlich zu den in
Abschnitt 3.2.3 beschriebenen Schritten wurden Mikrozentrifugenrohrchen beschriftet und in die
Kammer des Kryostaten eingelegt. Nach dem Trimmen der Gewebeproben bis zur gewiinschten
Schnittebene wurde die Schnittdicke auf 16 pm reduziert, und die Kryoschnitte wurden angefertigt. Fiir
jede Gewebeprobe wurden vier Mikrozentrifugenrohrchen mit jeweils 20, 10, 5 und 1 Kryoschnitt
befiillt. Die befiillten Mikrozentrifugenréhrchen wurden auf Eis gelagert, und es wurden unter einer
Abzugshaube jeweils 600 ul QIAzol® Lysis Reagent in jedes Rohrchen pipettiert. Dies stellte bereits
den ersten Schritt der RNA- Isolation dar (siche Abschnitt 3.2.2.1). Abschlieend wurden sowohl die
Gewebeproben, als auch die Mikrozentrifugenrohrchen, bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C

gelagert.

3.2.3.3 Anfertigung von Kryoschnitten fiir die laserbasierte Mikrodissektion

Die Anfertigung der Kryoschnitte fiir die laserbasierte Mikrodissektion (Eng.: laser capture
microdissection, LCM) erfolgte gemall dem in Abschnitt 3.2.3 beschriebenen Verfahren, jedoch unter
Verwendung eines modifizierten Protokolls zur RNA-Extraktion aus laserbasiert mikrodissezierten
Gefrierschnitten. [67] Hierbei kamen membranbeschichtete Objekttriger zum Einsatz, die die Integritét
des gelaserten Areals sicherstellen sollten. Die Gewebeschnitte haften an der Membran des

Objekttriagers, sodass beim Lasern eines spezifischen Areals auch die Membran bearbeitet wird, was die
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Stabilitdt des Areals unterstiitzt. Da die Membranbeschichtung jedoch hydrophobe Eigenschaften
aufweist, wurden die Objekttrager vor der Herstellung der Kryoschnitte fiir 30 Minuten unter einer UV-
Lampe einer Zellkulturbank (Herasafe™ KS 18, Thermo Scientific™, Langenselbold, Deutschland)
bestrahlt, um die Hydrophilie zu erhéhen und die Adhision der Kryoschnitte zu verbessern. [68] Zum
Anfertigen der Kryoschnitte wurde auf 4°C gekiihltes 70%-Isopropanol, in zuvor mit 80%-Isopropanol
gereinigten Féarbekésten, auf Eis gelagert und zum Kryostaten transportiert. Der Kryostat wurde geméaf
den Vorgaben in Abschnitt 3.2.3 vorbereitet, wobei alle erforderlichen Einstellungen vorgenommen und
stets Handschuhe sowie ein chirurgischer Mundschutz getragen wurden. Die in die Kammer eingelegten
Utensilien sowie der Kryostat selbst wurden auf -25°C heruntergekiihlt. Die membranbeschichteten,
UV-behandelten Objekttriger wurden ebenfalls in den Kryostaten eingelegt und heruntergekiihlt.
AnschlieBend wurde eine einzelne Gewebeprobe auf Eis zum Kryostaten transportiert, wéhrend die
restlichen Gewebeproben in der Kiihlung verblieben, um RNA-Degradierung zu minimieren. Der Boden
der Gewebeprobe war bereits durch die vorherige Anfertigung von Kryoschnitten (siche Abschnitt
3.2.3.) mit Einbettmedium umbhiillt. Eine Objektplatte wurde aus dem Kryostaten entnommen, sparsam
mit Einbettmedium versehen und die Gewebeprobe mithilfe einer chirurgischen Pinzette aufgelegt. Ziel
war es, dass ausschlieBlich der bereits eingebettete Probenboden in das frisch aufgetragene
Einbettmedium eingehiillt wird, wahrend die Kryoschnitte frei von Einbettmedium bleiben. Diese
Vorgehensweise war notwendig, da das Einbettmedium die Laserbearbeitung bei der LCM stéren und
die Proben somit unbrauchbar machen wiirde. Obwohl das Einbettmedium theoretisch durch einen
zusitzlichen Waschschritt mit kaltem, RNase-freiem Wasser entfernt werden konnte, erwies sich die
Adhision der Gewebeschnitte auf den UV-behandelten Objekttrégern als unzureichend. In der Praxis
schwammen die Gewebeschnitte von den Objekttragern, weshalb es notwendig war, dass die Schnitte
frei von Einbettmedium waren, um sie in der LCM verwenden zu kénnen. Nachdem das Einbettmedium
erhirtet war, die Objektplatte ausgerichtet wurde und die Gewebeproben bis zur gewiinschten
Schnittebene getrimmt waren, wurde die Schnittdicke auf 16 pm reduziert. Die Wahl einer Schnittdicke
von 16 um beruhte auf der Annahme, dass dies die maximale Gewebedicke darstellt, die sowohl
mikroskopisch ausgewertet werden kann, als auch fiir den Laser der LCM geeignet ist. Zudem war in
den vorangegangenen molekularbiologischen Untersuchungen festgestellt worden, dass die RNA-
Degradierung in den Gewebeproben bereits weit fortgeschritten war. Fiir den Nachweis der TRPC6
mRNA in der LCM war daher eine groflere Menge Gewebe erforderlich. Diinnere Schnitte unter 14 pm
waren aufgrund der Zersplitterung durch luftgefiillte pulmonale Rdume schwierig herzustellen. Zum
Aufbringen der Gewebeschnitte auf den gekiihlten Objekttrager wurde die Riickseite des Objekttriagers
an der vorgesehenen Stelle mit einem Finger erwédrmt. Der bestiickte Objekttrager verblieb anschlieBend
fiir fiinf Minuten im Kryostaten zum Trocknen. Um RNase-Aktivitdt zu minimieren, folgten Schritte
zur Gewebehydrierung: Zunidchst wurde der Objekttrager drei Minuten in eisgekiihltem 70%-
Isopropanol gebadet, anschlieBend mehrfach in eisgekiihltem 100%-Isopropanol getaucht.
AbschlieBend wurde der Objekttrager fiir 6-7 Minuten an der Luft getrocknet. Zur Aufbewahrung
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wurden die Objekttriger paarweise Riicken an Riicken in 50 ml Falconréhrchen gelegt, luftdicht

verschlossen und bei -80°C gelagert.

3.2.4 Histologische Aufarbeitung der Kryoschnitte

Zur histologischen Aufarbeitung wurden die zuvor angefertigten Kryoschnitte (sieche Abschnitt
3.2.3.1.) einer standardisierten Farbung unterzogen und lichtmikroskopisch dargestellt. Ziel war die
Darstellung der Gewebemorphologie sowie die Beurteilung zelluldrer und struktureller Merkmale
mittels Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Firbung). Die Durchfiihrung der HE- Fiarbung sowie die

photomikroskopische Darstellung werden in den folgenden Unterabschnitten beschrieben.

3.2.4.1 Himatoxylin- Eosin- Farbung

Um die in Abschnitt 3.2.3.1 angefertigten Kryoschnitte addquat darstellen zu konnen wurde eine HE-
Farbung angeschlossen. Die HE- Farbung beruht auf der unterschiedlichen Affinitit zelluldrer
Strukturen zu sauren bzw. basischen Farbstoffen. Himatoxylin fiarbt basophile Strukturen wie Zellkerne
aufgrund ihrer DNA-Inhalte blau-violett, da es in seiner oxidierten Form als basischer Farbstoff wirkt.
[38] Eosin ist ein saurer Farbstoff, der azidophile Strukturen wie Zytoplasma, extrazelluldre Matrix und
Proteine rosa bis rot anférbt. [38] Die HE-Farbung ermdglicht so eine differenzierte Darstellung der

Gewebemorphologie und stellt eine Standardfidrbemethode in der Histopathologie dar.

Die HE- Farbung wurde nach einem hausintern etablierten Protokoll durchgefiihrt. Dieses ist in Tabelle

14 dargelegt.

Zur Fixierung wurden die Kryoschnitte in 100 % 2-Propanol fiir 5 min in eine auf —20 °C vorgekiihlte
Kiivette iiberfiithrt und im —20 °C Gefrierschrank inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein Waschschritt in
destilliertem Wasser fiir 2 min zur Entfernung von Alkoholriicksténden.

Fiir die Kernfarbung wurden die Schnitte fiir 5 min in gefiltertes Hdmatoxylin nach Ehrlich (Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) tiberfiihrt. Nach griindlichem Spiilen mit destilliertem Wasser zur Entfernung
iiberschiissigen Farbstoffs wurden die Praparate unter schwach flieBendem Leitungswasser fiir 10
Minuten gebldut. Dabei wurde darauf geachtet, dass der Wasserstrahl die Schnitte nicht direkt trifft, um
mechanisches Abldsen der Gewebeschnitte zu vermeiden. Es folgte ein weiterer Waschschritt in
destilliertem Wasser. Die Gegenfarbung erfolgte durch ein 10-sekiindiges Eintauchen in gefiltertes
Eosin (0,1 %), dem zuvor 2 Tropfen 0,1 %ige Essigsdure zugesetzt wurden. Uberschiissiger Farbstoff
wurde durch ein abschlieBendes Spiilen mit destilliertem Wasser entfernt. Zur Entwésserung der
Gewebeschnitte wurde eine aufsteigende Alkoholreihe geméfl dem vorher definierten Protokoll

durchgefiihrt und im Anschluss in Xylol (VWR International, Darmstadt, Deutschland) geklért.
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Abschlieend erfolgte die Eindeckung der gefdarbten Objekttriger mit einem Einschlussmedium
(ROTI®Histokitt, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) unter einem Abzug. Die Aushértung des

Einschlussmediums erfolgte bei Raumtemperatur. Nach Aushéirtung wurden die Objekttriger bis zur

photomikroskopischen Auswertung in einem Objektrigerkasten gelagert.

Tabelle 14: Protokoll der HE- Féarbung

Fixierung
Spiilen

Héamatoxylin-

Féirbung
Spiilen

Bliiuen

Spiilen

Eosin- Farbung
Spiilen

Entwissern

Medium
100% 2- Propanol bei -20 °C
Destilliertes Wasser

Hématoxylin nach Ehrlich

Destilliertes Wasser

FlieBendes Leitungswasser
Destilliertes Wasser

Eosin (0.1%)

Destilliertes Wasser

80% 2- Propanol
90% 2- Propanol
100% 2- Propanol
100% 2- Propanol
Xylol

Xylol

Xylol

3.2.4.2 Photomikroskopische Darstellung

Die photomikroskopische Auswertung erfolgte mithilfe

Mikroskopkamera

montiert ist.

Diese tbertragt das

Bildbearbeitungssoftware auf dem Computer.

Zeit

5 Minuten

2 Minuten

5 Minuten

Bis alle Farbreste entfernt sind

10 Minuten

1x eintauchen

10 Sekunden

Bis alle Farbreste entfernt sind

3 Minuten
6 Minuten
5 Minuten
5 Minuten
5 Minuten
5 Minuten

5 Minuten

an dem

Aufnahme-

eines Mikroskops,

Bild an eine

eine

und
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3.2.5 Laserbasierte Mikrodissektion

Die LCM wurde unter Verwendung des PALM® MicroBeam Systems in Kombination mit einem
Mikroskop sowie einer Mikroskopiekamera und der dazugehorigen Software durchgefiihrt. Dieses
Verfahren ermoglicht eine prézise Isolierung spezifischer Zell- oder Gewebestrukturen unter
mikroskopischer Kontrolle. Zu Beginn wurden die bei —80 °C gelagerten Falcon-Roéhrchen, in denen
sich die Objekttriger befanden, aus der Gefriertruhe entnommen und auf Eis aufgetaut. Um die Integritét
der RNA wihrend des gesamten Préparationsprozesses zu gewdhrleisten, war es entscheidend, die
Bildung von Kondenswasser auf den Objekttrigern strikt zu vermeiden. Da RNA unter trockenen
Bedingungen fiir mehrere Stunden stabil bleibt und RNasen unter diesen Bedingungen weitestgehend
inaktiv sind, wurden die Objekttrager bis zum vollstdndigen Temperaturausgleich auf Raumtemperatur
in den verschlossenen Rohrchen belassen. Im Anschluss wurden sterile Sammelréhrchen in die dafiir
vorgesehene Halterung des LCM-Mikroskops eingesetzt. Die Mikrodissektion basiert auf dem Prinzip
der sogenannten Laserbasierte Mikrodissektion und Druck-Katapultierung (Eng.: laser microdissection
and pressure catapulting, LMPC). Dabei erfolgt das prizise Heraustrennen des Zielgewebes mittels
eines fokussierten UV-Lasers. Der ausgeschnittene Bereich wird anschlieBend durch einen einzelnen,
fokussierten Laserimpuls beriihrungslos in ein Sammelgefa katapultiert. Diese Technik reduziert das
Risiko einer Probenkontamination und verhindert mechanische Schidden oder Verluste der
Gewebeprobe, wie sie bei manueller Entnahmeverfahren auftreten konnten. Nachdem die
Sammelrohrchen eingesetzt waren, wurden die Objekttriager in die Halterung des Mikroskops eingelegt.
Die Systemparameter wie Vergroflerung, Fokus und Laserintensitit wurden anschlieBend individuell
auf die jeweiligen Probenbedingungen abgestimmt. Im weiteren Verlauf wurden Lungenstrukturen, wie
z.B. Bronchiolen unter mikroskopischer Kontrolle identifiziert und manuell mit dem Laser umfahren,

um sie fiir die nachfolgende molekularbiologische Analyse gezielt zu isolieren.
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4. Ergebnisse

4.1 Histologische Darstellung der Gewebeproben

4.1.1 Korperspender 1, Oberlappen

; | o

Abbildung 11: Bronchiole in HE- Farbung, Schnittdicke 16 um, 10- fache Vergroferung

(1: Lumen des Bronchiolus; 2: Gefdflumen; schwarzer Pfeil: begleitende glatte Muskulatur; blauer
Pfeil: Flimmerepithel)
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4.1.2 Korperspender 2, Unterlappen

Abbildung 12: Alveolen sowie Blutgefa3 umgeben von einer Bindegewebssepte in HE- Farbung,
Schnittdicke 14 pm, 10- fache VergroBerung
(1: Gefdfslumen; 2: Alveolus)
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4.1.3 Korperspender 2, Oberlappen

100 pm

Abbildung 13: Pleura pulmonalis und subpleurales Bindegewebe, HE-Féarbung, Schnittdicke 16 pm,
10- fache Vergroferung

(Pfeil: Pleura pulmonals, darunter subpleurales Bindegewebe sowie Alveolen)

46



4.1.4 Korperspender 2, Unterlappen

Abbildung 14: Alveolen mit Typ I und II Pneumozyten, HE- Farbung, Schnittdicke 14 um, 40- fache

VergroBerung

(1: Alveolus, Schwarzer Pfeil: Typ Il Pneumozyt; Blauer Pfeil: Typ I Pneumozyt)
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4.1.5 Korperspender 3, Oberlappen

Abbildung 15: Gefdll und Alveolen in HE- Farbung, Schnittdicke 16 um, 10- fache VergroBerung
(1: Gefdf3)
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4.1.6 Korperspender 3, Unterlappen

Abbildung 16: Alveolen in HE- Farbung, Schnittdicke 16 pm, 10- fache VergroBerung
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4.2 RNA-Qualitit und -Quantitit

Die Quantifizierung und Reinheitsanalyse der extrahierten RNA erfolgte mittels NanoDrop®-

Spektrophotometrie. Die Ergebnisse sind in Tabelle 15 zusammengefasst.

Die Nukleinsdurenkonzentrationen zeigen insgesamt hohe RNA-Ausbeuten in den analysierten
Lungengewebeproben, mit einem Mittelwert von 576,08 ng/ul. In den Proben des ersten und zweiten
Korperspenders war die RNA-Konzentration im Oberlappen (455,3 ng/ul bzw. 732,4 ng/pl) hoher als
im jeweiligen Unterlappen (385,5 ng/ul bzw. 588,6 ng/ul). Im Gegensatz dazu zeigte sich bei
Korperspender 3 eine erhohte RNA-Konzentration im Unterlappen (857,6 ng/ul) im Vergleich zum
Oberlappen (437,1 ng/ul).

Die Reinheit der RNA wurde anhand der Azso/Azgo- und Azso/ Azzo-Verhiltnisse bewertet. Der Azso/Azgo-
Ratio lag bei allen Proben iiber dem Grenzwert von 1,8, mit einem Mittelwert von 2,09. Dieser liegt
nahe am Idealwert von 2,1 fiir reine RNA, sodass eine hohe Reinheit der eluierenden RNA angenommen
werden kann. Die Azeo/ Azzo-Ratios lagen hingegen im Mittel bei 1,41, auch wenn einzelne Proben (z. B.

2 UL: 1,77; 3 UL: 1,86) nahe am akzeptierten Schwellenwert von >1,8 lagen.

Diese Ergebnisse belegen insgesamt eine erfolgreiche RNA-Extraktion mit hoher Ausbeute und

iiberwiegend guter Reinheit, die fiir weiterfithrende molekularbiologische Analysen geeignet ist.

Tabelle 15: Ergebnisse NanoDrop® Spektrophotometer

Probe Nukleinsiuren- Az Aseo Asg Ao/ Asgo Aseo/ Agso

konzentration in ng/pl

1 OL 455,3 9,23 11,38 5,52 2,06 1,23
1 UL 385.5 8,83 9,64 4,59 2,1 1,09
20L 732,4 14,89 18,31 8,77 2,09 1,23
2UL 588,6 8,29 14,71 6,98 2,11 1,77
30L 437,1 8,29 10,93 5,27 2,07 1,32
3 UL 857, 6 11,50 21,44 10,16 | 2,11 1,86

(1: erster Korperspender; 2: zweiter Korperspender, 3: dritter Korperspender, OL: Oberlappen, UL:
Unterlappen)
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4.2.1 RNA-Qualitit und -Quantitiit der Einzel- und Mehrfachkryoschnitte

Weiterhin wurde die RNA-Isolation aus abnehmenden Mengen von Lungengewebe (20, 10, 5 und 1
Kryoschnitt) durchgefiihrt, um zu evaluieren, bis zu welcher minimalen Schnittanzahl eine RNA-
Qualitét und -Quantitit erreicht wird, die eine nachfolgende Detektion der TRPC6 mRNA erlaubt. Diese
Untersuchung erfolgte zur Abschitzung, ob eine laserbasierte Mikrodissektion, bei der nur sehr geringe

Gewebemengen zur Verfiigung stehen, durchfiihrbar sein konnte.

Die Ergebnisse der RNA-Quantifizierung mittels NanoDrop®-Spektrophotometrie sind in Tabelle 16
dargestellt. Mit einer mittleren RNA-Konzentration von 284,72 ng/ul und einem Medianwert von
209,75 ng/ul zeigen die Proben insgesamt eine hohe RNA-Ausbeute. Einzelne Gewebeschnitte lieferten
durchschnittlich 23,98 ng/ul RNA, wobei die Konzentration im Mittel bei 20,53 ng/ul im Oberlappen
und 27,43 ng/ul im Unterlappen lag. Bei fiinf Gewebeschnitten stieg die durchschnittliche RNA-
Konzentration auf 155,77 ng/ul (Mittelwert: OL 115,77 ng/ul; UL 195,7 ng/ul). Zehn Gewebeschnitte
ergaben im Mittel 326,04 ng/ul (Mittelwert: OL 266,8 ng/ul; UL 385,27 ng/ul), wihrend bei zwanzig
Schnitten durchschnittlich 633,2 ng/ul (Mittelwert: OL 464,67 ng/ul; UL 801,73 ng/ul) gemessen

wurden.

Insgesamt zeigten die Proben aus dem Unterlappen eine héhere RNA-Konzentration als jene aus dem
Oberlappen. Betrachtet man Korperspender 1 jedoch alleinig, so kann man iiber alle Schnittmengen
hinweg durchgidngig hohere RNA-Konzentrationen im Oberlappen feststellen. Im Gegensatz dazu
wiesen die Proben der Korperspender 2 und 3 in allen Schnittgruppen eine hohere RNA-Ausbeute im

Unterlappen auf.

Die Beurteilung der RNA-Qualitit erfolgte anhand der Absorptionsverhiltnisse A260/A280- und Azeo/
A230. Das A260/A2g0-Verhiltnis lag in samtlichen Proben iiber dem Schwellenwert von 1,8 (Mittelwert
2,04, Median 2,05), was auf eine geringe Proteinverunreinigung und insgesamt gute RNA-Qualitét
hinweist. Auch bei niedriger RNA-Konzentration, wie etwa in Einzelschnitten, wurde dieser Wert
erreicht (z. B. Probe 1 UL 1: 9,7 ng/ul; Aze0/A2s0 = 1,92). Im Gegensatz dazu fiel das Azeo/ A230-
Verhiltnis bei 54,17 % der Proben unter den Referenzwert von 1,8 (Mittelwert 1,53, Median 1,71), was
auf mogliche Verunreinigungen schlieBen ldsst. Besonders betroffen waren hiervon Proben mit geringer

Schnittanzahl.
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Tabelle 16: Ergebnisse NanoDrop® Spektrophotometer der Einzel- und Mehrfachkryoschnitte

Probe

10L1
1UL1
10L5
1 ULS
10L 10
1 UL 10
1 OL 20
1 UL 20
20L1
2UL1
20L5
2ULS
20L 10
2UL 10
2 0L 20
2 UL 20
30L1
3UL1
30L5S
3ULS
30L10
3UL 10
3 0L 20
3 UL 20

Nukleinsiduren-

konzentration in ng/nl
26,9
9,7
153,9
98,2
376,3
208,5
639,7
516,7
22,1
42
106,2
2779
248.9
4484
398,4
1028,9
12,6
30,6
87,4
211
175,2
498,9
3553
859.,6

A230

0,51
1,10
4,14
2,89
5,63
2,98
9,58
6,69
0,45
1,05
1,40
3,37
3,07
5,81
4,86
11,96
0,54
0,50
1,11
3,85
5,54
6,78
4,93
10,53

A260

0,67
0,24
3,85
2,45
9,41
521
15,99
12,92
0,55
1,05
2,66
6,95
6,22
11,21
9,96
25,72
0,31
0,76
2,19
5,27
438
12,47
8,88
21,49

A280

0,35
0,13
1,90
1,22
4,57
2,55
7,66
6,42
0,28
0,51
131
3,38
3,03
5,49
4,86
12,51
0,14
0,37
1,054
2,55
2,11
6,29
432
10,51

A260/ A280

1,94
1,92
2,03
2,02
2,06
2,04
2,09
2,01
2

2,05
2,03
2,06
2,05
2,04
2,05
2,06
2,25
2,06
2,07
2,06
2,07
1,98
2,06
2,05

A260/ A230

1,33
0,22
0,93
0,88
1,67
1,75
1,67
1,93
1,22
1
1,9
2,06
2,03
1,93
2,05
2,15
0,58
1,54
1,97
1,37
0,79
1,84
1,8
2,04

(1: erster Korperspender; 2: zweiter Korperspender, 3: dritter Korperspender, OL: Oberlappen, UL:

Unterlappen; 1-20: Anzahl der Kryoschnitte)
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4.3 RNA-Integritit

Die Analyse der RNA-Integritét erfolgte mittels Bioanalyzer 2100. Ziel der Untersuchung war die
Beurteilung der strukturellen Qualitét der eluierten RNA. Entsprechenden Ergebnisse sind beispielhaft
in Abbildung 17 und 18 dargestellt.

Die RIN lag in den untersuchten Gewebeproben im Mittel bei 2,6. Der niedrigste Wert wurde im
Oberlappen des ersten Korperspenders mit einer RIN von 2,2 gemessen, der hochste im Unterlappen
desselben Spenders mit einem RIN von 3,0 (vgl. Abb. 16). Insgesamt zeigte sich, dass die RNA-
Integritdt im Unterlappen tendenziell hoher war als im Oberlappen (durchschnittlicher RIN: 2,83 vs.
2,4). Diese Beobachtung wird auch durch die elektrophoretischen Auftrennungen bestitigt (vgl. Abb.

17), in denen die RNA-Fragmente entsprechend ihrer Lénge sichtbar gemacht werden.

Zusitzlich wurde das Verhiltnis der ribosomalen RNA-Untereinheiten 28S zu 18S (28S/18S-Ratio)
ermittelt, dass in einem Bereich zwischen 0 bis 1 und somit unter dem idealen Referenzwert von ~2 fiir

intakte RNA lag. Dies untermauert die Einschétzung einer fortgeschrittenen Fragmentierung.

Insgesamt ldsst sich festhalten, dass die isolierte RNA in allen Gewebeproben bereits deutlich degradiert
war. Die niedrigen RIN-Werte und 28S/18S-Verhéltnisse sprechen fiir eine insgesamt geringe RNA-

Integritit, was bei der Interpretation nachfolgender Expressionsanalysen beriicksichtigt werden muss.

i10L 1UL
RIN: 2.20 RIN:3
[FU] [FU] ,
W, A ) X ‘ ’ "
20 i | 0y 20 L [ o N "
10 II i~ W 10 ‘ s oS
0 v 2, e Se———— 0 v 73 WV —.
| | I | I | | | | | |
25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt]

Abbildung 17: FElektropherogramme (Abbildung generiert mittels 2100 Expert Software
(B.02.11.S1824), Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) (Beispielhafte Darstellung zweier
Elektropherogramme mit dem héchsten und niedrigsten RIN. In den Elektropherogrammen generierte
Fluoreszenzsignale (FU) wurden in Bezug zur Nukleotidgrofe (nt) gesetzt und erlauben Riickschliisse
auf das Fragmentierungsmuster der RNA. 1: erster Korperspender, OL: Oberlappen; UL: Unterlappen;
FU: Floureszenzsignale, nt: Nukleotidgrifie)
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[nt])

Ladder
1
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2000 — By
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500 — [—
200 — m—

25 —

L : 2 3 . 5 6
Abbildung 18: Virtuelle Gelbanden (Abbildung generiert mittels 2100 Expert Software (B.02.11.S1824),
Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) (Auftrennung der RNA nach Nukleotidgrofie und
Darstellung als virtuelle Gelbanden. Die Bandenmuster zeigen eine breite Verteilung kleiner RNA-
Fragmente (<1000 nt), was auf eine fortgeschrittene RNA-Degradation hinweist. Eine klare 28S- und
18S-rRNA-Bandenstruktur ist nicht erkennbar, was mit den niedrigen RIN-Werten iibereinstimmt. Die
Marker-Spur (Ladder) dient als Referenz fiir die Fragmentgrofen (nt). 1: erster Korperspender; 2:
zweiter Korperspender; 3: dritter Kérperspender, OL: Oberlappen; UL: Unterlappen; nt:
Nukleotidgrofe)
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4.3.1 RNA-Integritiit der Einzel- und Mehrfachkryoschnitte

Die hochste RNA-Integritit wurde mit einem RIN von 3,5 im Einzelkryoschnitt des Unterlappens des
zweiten Korperspenders festgestellt. Die stirkste Degradation zeigte sich im entsprechenden
Oberlappenschnitt desselben Spenders mit einem RIN von 1,8. Im Einzelkryoschnitt des Unterlappens

von Korperspender 1 konnte aufgrund unzureichender Signale kein RIN berechnet werden.

Insgesamt zeigten die Einzelschnitte eine durchschnittliche RIN von 2,46, mit einem Mittelwert von
2,03 im Oberlappen und 2,90 im Unterlappen. Die Fiinfer-Schnittgruppen wiesen eine durchschnittliche
RIN von 2,68 auf (Oberlappen: 2,73; Unterlappen: 2,63). Die Zehner-Schnitte zeigten im Mittel eine
RIN von 2,60, mit Mittelwerten von 2,63 im Oberlappen und 2,57 im Unterlappen. Die Zwanziger-
Schnittgruppen lagen bei einer mittleren RIN von 2,47 (Oberlappen: 2,57; Unterlappen: 2,37).

In allen Proben wurde ein stark reduziertes oder nicht detektierbares rRNA-Verhiltnis (28S/18S) im
Bereich von 0,0 bis maximal 0,7 festgestellt. Dies deutet auf eine weitgehende Degradation der 28S

rRNA hin.

Zusammenfassend zeigt sich, dass sowohl der RIN als auch das rRNA-Verhéltnis unabhingig von der
Schnittanzahl oder der anatomischen Lokalisation (Ober- vs. Unterlappen) durchgingig niedrige Werte
aufweisen. Die vorliegenden Daten belegen eine fortgeschrittene RNA-Degradation in allen

untersuchten Gewebeproben.

4.4 Genexpressionsanalyse

Es erfolgte die quantitative Analyse der TRPC6-Expression durch eine RT-qPCR. Die Ergebnisse der
Ziel- und Referenzgene sind in Tabelle 17 dargestellt und in Abbildung 19 visualisiert.

TRPC6 mRNA war in allen untersuchten Gewebeproben nachweisbar. Die durchschnittlichen Ci-Werte
lagen im Oberlappen bei 27,21 und im Unterlappen bei 27,28, was auf eine vergleichbare Expression
des Zielgens in beiden Lungenlappen hinweist. Die berechneten AC-Werte lagen im Schnitt bei 3,82 im
Oberlappen und bei 4,04 im Unterlappen. Damit ergibt sich lediglich moderate Unterschiede zwischen
den anatomischen Lokalisationen. Bei Betrachtung der Rq- Werte ergibt sich mit einem mittleren Rq
von 0,961 im Oberlappen und einem mittleren Rq von 0,624 im Unterlappen eine tendenziell hohere
TRPC6-Expression im Oberlappen. Trotz interindividueller Schwankungen deutet dies auf eine
geringfiigig stérkere Expression in den proximaleren Lungenabschnitten hin. Aufgrund der begrenzten

Probenzahl ist dieser Unterschied jedoch mit Vorsicht zu interpretieren.
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Die Negativkontrollen zeigten keine Amplifikation, sodass keine Ci-Werte bestimmt werden konnten.
Dies spricht fiir die Abwesenheit von Kontaminationen sowohl in der reversen Transkription als auch

in der qPCR-Amplifikation.

Weiterhin wurden die endogenen Kontrollgene GAPDH und B-Aktin analysiert. GAPDH war in allen
Proben exprimiert, mit mittleren C-Werten von 23,85 im Oberlappen und 23,86 im Unterlappen.
Wihrend die Negativkontrollen ohne eine Reverse Transkriptase fiir GAPDH ebenfalls keine
Amplifikation zeigten, war die NTC mit einem Ci-Wert von 32,04 schwach positiv. Dies deutet auf eine

mogliche geringe Hintergrundkontamination in dieser Kontrollgruppe hin.

Die Ci-Werte fiir B-Aktin lagen im Mittel bei 22,43 im Oberlappen und 21,93 im Unterlappen. In keiner

der Negativkontrollen wurde eine Amplifikation detektiert.

Zusammenfassend belegen die Ergebnisse die erfolgreiche Detektion von TRPC6 mRNA in allen
Gewebeproben sowie die zuverldssige Expression der Referenzgene. Die Rq-Werte weisen auf eine
leicht stérkere Expression im Oberlappen hin. Die Negativkontrollen zeigen keine Hinweise auf

relevante Kontaminationen, sodass die Daten als valide anzusehen sind.

Tabelle 17 : Ergebnisse der Genexpressionsanalyse

Probe C, TRPC6 C,GAPDH |C B-Aktin | ACt R,
1 OL 28,39 25,55 23,26 3,99 1
20L 27,55 23,65 23,15 3,30 1,61
30L 25,71 22,36 20,89 4,09 0,93
1 UL 27,30 23,65 22,22 4,36 0,77
2UL 27,32 24,26 21,91 423 0,84
3 UL 27,23 23,68 21,66 4,56 0,67
NTC 0 32,04 0 - -

1 OL RT- 0 0 0 - -

3 OL RT- 0 0 0 - -

(1: erster Korperspender; 2: zweiter Korperspender; 3: dritter Korperspender; OL: Oberlappen; UL:
Unterlappen)
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Abbildung 19: Veranschaulichung der C- Werte fiir TRPC6, GAPDH und B- Aktin

4.4.1 Genexpressionsanalyse der Einzel- und Mehrfachkryoschnitte

Es erfolgte eine erneute RT-qPCR zur Untersuchung der TRPC6-Expression in Einzel- und
Mehrfachkryoschnitten. Die Normalisierung erfolgte iiber das endogene Referenzgen GAPDH. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 18 und Tabelle 19 zusammengefasst und in Abbildung 20 visualisiert.
TRPC6 mRNA war in allen untersuchten Gewebeproben detektierbar. Selbst bei nur einem Kryoschnitt
lag der Ci-Wert in einem detektierbaren Bereich, sodass auch unter stark limitierter Gewebemenge eine
zuverldssige qPCR-Messung moglich war. Die detaillierte Betrachtung der TRPC6-C-Werte nach
Schnittanzahl ergab folgende Werte:

Tabelle 18: C;— Werte nach Anzahl der Kryoschnitte und Lappenlokalisation

Anzahl Kryoschnitte | C,Oberlappen C; Unterlappen I C,
1 28,74 29.84 29.29
5 28.61 29.66 29.13
10 28.59 30.23 29.41
20 28.58 29.23 28.90

Die Ci-Werte der Proben des Lungenunterlappens lagen iiber alle Schnittgruppen hinweg iiber denen

der Lungenoberlappen, was die Tendenz einer héheren TRPC6-Expression im Oberlappen besttigt.
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Die durchschnittlichen AC; -Werte lagen im Oberlappen bei 2,73 und im Unterlappen bei 3,07, was
ebenfalls auf eine tendenziell stirkere TRPC6-Expression im Oberlappen hinweist. Auch die daraus
berechneten durchschnittlichen Rq-Werte zeigten mit 0,91 im Oberlappen gegeniiber 0,74 im
Unterlappen eine leicht hohere relative Expression in den cranialen Lungenabschnitten.

Die Rq-Werte reichen beispielhaft von 0.37 (1 UL 1) zu 1.05 (2 UL 1) und zeigen demnach hohe
interindividuelle Schwankungen auf. Trotz dieser interindividuellen Schwankungen bleibt der
Mittelwertvergleich zwischen Ober- und Unterlappen konsistent mit der zuvor beobachteten Verteilung.
Zusammenfassend belegen die Ergebnisse die erfolgreiche Detektion von TRPC6 mRNA in allen
Gewebeproben, selbst bei minimaler Probenmenge in Form eines Einzelkryoschnitts. Die tendenziell
hohere Expression im Oberlappen stimmt mit den Ergebnissen der ersten Genexpressionanalyse in

Abschnitt 4.4 iberein.
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Tabelle 19: Ergebnisse der Genexpressionsanalyse der Einzel- und Mehrfachkryoschnitte

Probe C, TRPC6 C. GAPDH AC, R,
10L 1 27.94 25.30 2.64 1
1UL 1 30.38 26.30 4.08 0.37
10L5 27.97 25.45 2.43 1.15
1ULS 30.18 26.8 3.38 0.60
10L 10 28.10 25.76 2.34 1

1 UL 10 30.22 26.87 3.35 0.50
1 OL 20 28.09 25.22 2.87 0.69
1 UL 20 30.09 27.16 2.92 0.67
20L 1 29.23 26.97 2.26 1.30
2UL 1 28.88 26.31 2.57 1.05
20L5 29.20 27.15 2.05 1.50
2ULS 28.96 26.68 2.28 1.28
20L 10 29.20 26.84 2.36 0.99
2 UL 10 28.81 26.39 2.43 0.94
2 OL 20 28.97 26.88 2.09 1.19
2 UL 20 28.43 26.87 1.57 1.70
30L 1 29.07 25.38 3.69 0.43
3UL 1 30.27 26.21 4.06 0.37
30LS 28.68 25.05 3.63 0.50
3ULS 29.86 25.78 4.08 0.27
3 0L 10 28.47 25.27 3.20 0.55
3UL 10 31.66 28.73 2.92 0.67
3 OL 20 28.69 25.48 3.21 0.55
3 UL 20 29.19 25.97 3.22 0.54

(1: erster Korperspender; 2: zweiter Korperspender; 3: dritter Korperspender; OL: Oberlappen; UL:

Unterlappen)
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Abbildung 20: Veranschaulichung der C- Werte fiir TRPC6 und GAPDH

4.5 Laserbasierte Mikrodissektion

Die Durchfiihrung der LCM erwies sich als nicht erfolgreich. Trotz wiederholter Justierung der
Laserintensitit sowie Anpassung der ZielgroBen konnte das Gewebe weder zuverldssig geschnitten noch
in die SammelgefidBe katapultiert werden. Unter 5-facher VergroBerung waren vereinzelt Ansédtze von
Schnitten erkennbar, jedoch zeigte sich die Schnittfilhrung als insgesamt unvollstindig und nicht
reproduzierbar. Zudem konnte an den Schnittkanten das Auftreten eines braunlichen Rands beobachtet
werden. Weiterhin gestaltete es sich durch eine fehlende Kontrastfarbung schwierig, Zielstrukturen

visuell zu identifizieren und diese mit dem Laser prézise zu umfahren.
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5. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war der Nachweis von TRPC6-mRNA im Ober- und Unterlappen der menschlichen
Lunge sowie die Untersuchung potenzieller topographischer Unterschiede in der Expression. Der
Nachweis der TRPC6-mRNA konnte erfolgreich erbracht werden. Darliber hinaus wurde gepriift, ob
ein spezifischer Nachweis aus distinkten Lungengewebsanteilen moglich ist. Diese Fragestellung konnte
jedoch nicht bestétigt werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit traten zudem mehrere kritische

Aspekte auf, auf die im Folgenden niher eingegangen wird.

5.1 Diskussion der Methodik

5.1.1 Patientenkollektiv

Die Gewebeproben stammten von drei nicht vorselektierten Korperspendern, aus denen insgesamt sechs
Proben gewonnen wurden. Die geringe Anzahl an Spendern stellt eine zentrale Limitation dieser Arbeit
dar. Zudem wiesen die Korperspender zum Teil multiple Vorerkrankungen auf, wodurch eine potenziell
pathologiebedingte Verianderung der TRPC6-Expression nicht ausgeschlossen werden kann. Eine
differenzierte Beriicksichtigung solcher Einflussfaktoren erfolgte im Rahmen dieser Arbeit nicht.
Aufgrund der eingeschriinkten Probenzahl bietet die Studie lediglich einen deskriptiven Uberblick iiber
eine mogliche topographische Verteilung der TRPC6-mRNA-Expression in der Lunge. Eine statistische
Auswertung wurde daher nicht vorgenommen, konnte jedoch Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen

sein.

5.1.2 Probenentnahme

Die Probenentnahme erfolgte in einem post- mortem Intervall von 12 bis 24 Stunden. Da RNA im
Gegensatz zur doppelstringigen DNA einzelstringig vorliegt und RNasen ubiquitdr vorkommen,
unterliegt RNA postmortal einer raschen Degradation. [42] Ein kiirzeres postmortales Intervall war
organisatorisch schwer umzusetzen, da die Korperspender zunéchst in die Prosektur der Universitét des
Saarlandes iiberfiihrt werden mussten und die Gewebeentnahme durch mich vor Ort zu erfolgen hatte.
Die Probenentnahme selbst erfolgte standardisiert aus dem Ober- und Unterlappen der Lunge. Aufgrund
der weichen Gewebestruktur war eine Entnahme mittels Biopsiestanze nicht moglich, stattdessen wurde
eine chirurgische Schere verwendet. Die Durchfiihrung gestaltete sich jedoch mitunter herausfordernd,
da konstitutionelle Unterschiede zwischen den Korperspendern bestanden und der Zugang zur Lunge
moglichst schonend erfolgen musste, um den Korperspender fiir die nachfolgende Fixierung sowie fiir
Lehr- und Forschungszwecke zu erhalten. Zusétzlich wiesen die entnommenen Gewebeproben

unterschiedliche Formen und GroBlen auf. Zwar wurde versucht, die Proben nach Entnahme auf
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einheitliche Dimensionen zuzuschneiden, dies konnte jedoch nicht vollstidndig erreicht werden. Diese
Heterogenitdt ist insbesondere bei der Herstellung und Auswertung von Einfach- und Mehrfach-

Kryoschnitten zu beriicksichtigen.

5.1.3 Molekularbiologische Untersuchungen

Die molekularbiologischen Untersuchungen erfolgten standardisiert und gemaBl den Angaben der
jeweiligen Hersteller. Dariiber hinaus wurde die Durchfiihrung von einer in Genexpressionsanalysen
erfahrenen Fachperson begleitet, wodurch eine fehlerarme Anwendung der Methoden zur

molekularbiologischen Aufarbeitung der Gewebeproben gewéhrleistet werden konnte.

5.1.4 Anfertigung von Kryoschnitten

Bei der Anfertigung der Kryoschnitte wurde, analog zu den molekularbiologischen Untersuchungen,
konsequent darauf geachtet, die Gewebeproben wihrend des gesamten Prozesses gekiihlt zu halten, um
fortschreitende RNA-Degradation weitestgehend zu vermeiden. So wurde der Arbeitsplatz am
Kryostaten stets vorbereitet und geséubert, bevor die auf Eis gelagerten Proben zum Gerit gebracht
wurden. Kurze Phasen ohne Kiihlung, beispielsweise beim Uberfiihren der Probe auf das OCT-Medium
auf dem Objekttréger, liefen sich jedoch technisch bedingt nicht vollstdndig vermeiden und kénnten zu
einer fortschreitenden RNA-Degradation beigetragen haben.

Im Rahmen der histomorphologischen Analyse erwies sich die Herstellung von Kryoschnitten mit einer
Dicke unter 14 um als nicht durchfiihrbar. Bei geringerer Schnittdicke kam es aufgrund der luftgefiillten
pulmonalen Rdume wiederholt zu mechanischer Instabilitit: Die Gewebeproben zersprangen oder
rollten sich auf, was eine Ubertragung auf den Objekttriger unmdglich machte. Nach mehrfacher
Anpassung und Justierung der Schnittparameter stellte sich eine Dicke von 14 um als niedrigste
reproduzierbare Schnittdicke heraus, bei der verwertbare Kryoschnitte erzielt werden konnten. Dennoch
traten auch bei dieser Dicke hiufig bereits makroskopisch sichtbare Gewebedefekte auf, weshalb ein
erheblicher Anteil der Schnitte verworfen werden musste, was wiederum zu einem erhohten
Probenverbrauch fiihrte.

Ein wesentlicher limitierender Faktor bei der Anfertigung von Kryoschnitten zur Schwellenwertanalyse
der TRPC6-mRNA war die Heterogenitidt der Gewebeproben hinsichtlich Groe und Form. Trotz
standardisierter Vorbereitung durch sofortiges Zurechtschneiden nach der Entnahme und sorgfiltiges
Trimmen zur Angleichung der Schnittebene konnte keine vollsténdige Homogenitét erreicht werden.
Dies hatte zur Folge, dass bei identischer Schnittanzahl (z.B. 1, 5, 10 oder 20 Kryoschnitte)
unterschiedliche Gewebemengen pro Probe vorlagen. Eine quantitative Vergleichbarkeit der Proben war

somit nur relativ moglich.
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5.1.5 Anfertigung von Kryoschnitten und Durchfiihrung der laserbasierten Mikrodissektion

Die Anfertigung der Kryoschnitte fiir die LCM erfolgte im letzten Schritt der Arbeit, nachdem der
erfolgreiche Nachweis erbracht worden war, dass TRPC6-mRNA bis hin zu einem singuldren
Kryoschnitt detektierbar ist. Da, wie bereits in den methodischen Abschnitten erldutert, die Herstellung
von Schnitten unterhalb von 14 um aufgrund der luftgefiillten pulmonalen Strukturen technisch nicht
zuverlassig moglich war und die TRPC6-Expression nur in geringen Mengen nachgewiesen werden
konnte, wurde fiir die LCM eine Schnittdicke von 16 pm gewahlt. Diese stellte einen Kompromiss
zwischen struktureller Integritét der Schnitte, mikroskopischer Darstellbarkeit und ausreichender RNA-
Ausbeute aus kleinsten Lungenkompartimenten dar. Bei der Durchfiihrung der LCM konnte das Gewebe
Justierung der Laserintensitdt sowie Anpassung der ZielgroBen nicht weder zuverldssig geschnitten noch
in die Sammelgefie katapultiert werden. Moglicherweise waren die Gewebeschnitte fiir die LCM zu
dick, wodurch der Laser nicht vollstidndig durchdringen konnte.

Zum Zeitpunkt der LCM-Schnittanfertigung waren die verwendeten Gewebeproben bereits in OCT
eingebettet, da sie bereits flir die vorherigen Schnittanfertigungen genutzt wurden. Zwar wurde bei der
initialen Einbettung darauf geachtet, dass ausschlieBlich der Probenboden Kontakt mit dem
Einbettmedium hatte, jedoch ist ein kapillarer Eintrag von OCT {iber die alveoldren Strukturen in das
Gewebe nicht auszuschlieBen. Ein solcher Eintrag konnte ebenfalls zur Behinderung der LCM gefiihrt
haben.

Ein zentrales Problem stellte die unzureichende Adhédsion der Gewebeschnitte an den Objekttrigern dar,
obwohl diese zuvor UV- bestrahlt worden waren, um die Hydrophilie zu erh6hen. Ein zusétzlicher
Waschschritt zur Entfernung tiberschiissigen OCTs war aufgrund der geringen Haftung nicht moglich,
da sich die Gewebeschnitte beim Kontakt mit Wasser regelméfig vom Trager 16sten. Dies fithrte zu
einer moglichen Kontamination der Schnitte mit Einbettmedium, was die Qualitéit der Kryoschnitte fiir
die nachfolgende LCM beeintrachtige. So war bei der Durchfiihrung der LCM das Auftreten eines
braunlichen Rands beobachtet worden. Nach Riicksprache mit der Firma Zeiss ein Indikator fiir OCT-
Kontamination. Diese Riickstinde konnten die Energieiibertragung des Lasers behindert haben.

Ein weiterer limitierender Faktor war die eingeschriankte visuelle Identifikation und gezielte Umfahrung
der Zielstrukturen. Aufgrund der unzureichenden Haftung wurde auf eine Fiarbung der Schnitte
verzichtet, um zusétzliche Belastungen des Gewebes zu vermeiden. Infolgedessen gestaltete sich die
morphologische Orientierung, etwa zur Identifikation bronchioldrer Strukturen, unter dem LCM-
Mikroskop als erschwert.

Diese methodischen Einschrankungen verdeutlichen, dass die Herstellung geeigneter Kryoschnitte fiir

die LCM ein hochsensibler Prozess ist, der durch verschiedene technische Faktoren beeinflusst wird.

Fiir zukiinftige Arbeiten erscheint es sinnvoll, frische, bislang nicht vollstindig in OCT eingebettete

Gewebeproben zu verwenden, um das Eindringen des Einbettmediums in das Gewebe zu vermeiden.
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Ebenso sollte die Vorbehandlung der Objekttriger weiter optimiert werden, etwa durch alternative
Beschichtungen wie Poly-L-Lysine 0.1%, um die Adhésion der Schnitte zu verbessern. [21]

Zudem konnte der Einsatz RNA-kompatibler Férbemethoden (z.B. mittels Cresyl- Violett) die
mikroskopische Orientierung erleichtern, ohne die molekularbiologische Qualitdt zu beeintréchtigen.

[67]

SchlieBlich ist zu erwigen, die LCM-Schnittanfertigung bereits in einem fritheren Arbeitsstadium
durchzufiihren, bevor der Gewebeblock durch vorangegangene Schnitte in seiner Struktur und Qualitét

beeinflusst wird.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Es ist darauf hinzuweisen, dass die vorliegende Arbeit auf einem beschreibenden, semiquantitativen
Ansatz basiert und in ihrer Aussagekraft entsprechend begrenzt ist. Sie kann erste thematische
Einordnungen liefern, ersetzt jedoch keine fundierte statistische Analyse. Diese konnten potenziell

Thema zukiinftiger Studien sein.

5.2.1 Histologische Darstellung

Die histologische Darstellung der Gewebeproben war grundsitzlich moglich. Aufgrund der gewéhlten
Schnittdicken von 14 um bzw. 16 um kam es jedoch vereinzelt zu einer Uberlagerung von
Gewebestrukturen, wodurch einzelne morphologische Details nicht klar abgegrenzt werden konnten.
Dariiber hinaus zeigte sich, dass bestimmte pulmonale Strukturen, wie beispielsweise Bronchiolen,
ausschlieBlich in der Gewebeprobe des ersten Korperspenders identifiziert werden konnten. Diese
Beobachtung weist auf die interindividuelle anatomische Variabilitit sowie auf eine mogliche
unzureichende Probentiefe hin. Um strukturelle Vielfalt der untersuchten Gewebe zu erh6hen, erscheint
es fiir zukiinftige Arbeiten sinnvoll, pro Korperspender mehrere Gewebeproben aus unterschiedlichen
Arealen und Tiefen eines Lungenlappens zu entnehmen. Dadurch konnten spezifische Strukturen

héufiger erfasst und analysiert sowie topographische Unterschiede verldsslicher abgebildet werden.

5.2.2 RNA-Qualitit und -Quantitit

In beiden RNA-Isolationen wurde eine insgesamt hohe RNA-Ausbeute erzielt, begleitet von durchweg
guten Ajzeo/Azgo-Verhiltnissen (>1,8), was auf eine geringe Proteinverunreinigung und damit auf eine

grundsitzlich gute RNA-Reinheit hinweist. Im Gegensatz dazu lagen die Axso/ Az3o-Verhiltnisse in
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einem Grofteil der Proben unterhalb des héufig als Referenz genannten Schwellenwerts von 1,8. Dies

war insbesondere bei Proben mit geringer Schnittanzahl zu beobachten.

Dabei ist zu beriicksichtigen, dass das Axe/ Az3o-Verhéltnis stark von der Nukleinsdurekonzentration
abhéngt. [69] Bei niedrigen Konzentrationen wirken sich selbst geringfiigige Kontaminationen deutlich
auf das Verhiltnis aus. [32] Literaturangaben zufolge steigt die Variabilitét dieses Werts signifikant bei
Konzentrationen unterhalb von 10 ng/ul, teils sogar schon ab 50 ng/ul. [32][63] Dementsprechend sollte
das Azso/ A230-Verhiltnis stets im Kontext der gemessenen Konzentration interpretiert werden.

Weiterhin kann ein erniedrigtes Azso/ A23o-Verhéltnis auf die Anwesenheit von Substanzen hindeuten,
die im Bereich von 230 nm absorbieren. Hierzu zéhlen unter anderem Ethylendiamintetraessigsdure
(EDTA), nicht-ionische Tenside, Proteine, Phenol sowie chaotrope Verbindungen wie
Guanidiniumthiocyanat (GTC) und Guanidinhydrochlorid (GuHCI). [32] In diesem Zusammenhang ist
zu beachten, dass der im Rahmen der RNA-Isolation verwendete QIAzol® Lysis Reagent phenol- und
guanidinhaltig ist. Bereits geringe Mengen dieser Substanzen, insbesondere GTC, kdnnen das Azso/ A23o-

Verhaltnis deutlich reduzieren. [69]

Es existiert jedoch kein einheitlich definierter unterer Grenzwert fiir das Azso/ A230- oder auch das
Aseo/Asso-Verhiltnis, unterhalb dessen eine RNA-Probe als ungeeignet gelten wiirde. [69] Zusitzlich
scheint ein reduziertes Azso/ A23o-Verhédltnis nur dulerst geringe Auswirkungen auf die Effizienz und
Genauigkeit der qRT-PCR zu haben. [11][69] In einer Untersuchung konnte beispielsweise keine
signifikante Korrelation zwischen dem Axeo/ Az30-Wert und der Anzahl potenzieller gPCR-Inhibitoren

nachgewiesen werden.[11]

Vor diesem Hintergrund wurden potenzielle Kontaminationen im Bereich um 230 nm als methodisch

tolerabel eingestuft und alle RNA-Proben fiir die weitere Analyse verwendet.

5.2.3 RNA-Integritit

Die isolierte RNA wies insgesamt eine fortgeschrittene Degradation auf, was sich in niedrigen RIN-
Werten und einem verminderten rRNA-Verhéltnis widerspiegelte. Diese verminderte Integritét ist mit
hoher Wahrscheinlichkeit auf die postmortale Probenentnahme zuriickzufiihren, bei der es durch die
verzogerte Gewebeverarbeitung zu enzymatischer Degradation der RNA durch endogene RNasen

kommt (vgl. Abschnitt 5.1.2).
Eine verminderte RNA-Integritéit kann die Effizienz der reversen Transkription und die anschlieBende

PCR-Amplifikation beeintrdachtigen. Dies &uflert sich typischerweise in einer reduzierten Zahl

amplifizierbarer Zielsequenzen und entsprechend erhéhten C-Werten.
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Um potenzielle Verzerrungen durch RNA-Fragmentierung zu kompensieren, wurden die gemessenen
Ci-Werte gegen stabile endogene Referenzgene (GAPDH, B-Aktin) normalisiert. Diese Normalisierung
erlaubt eine vergleichbare Auswertung der Expressionsniveaus auch bei unterschiedlichem RNA-

Ausgangszustand. [3]

Trotz dieser methodischen Korrektur sollte die eingeschriankte RNA-Integritdt bei der Interpretation der
qPCR-Ergebnisse beriicksichtigt werden, insbesondere im Hinblick auf quantitative Vergleiche
zwischen Proben. Fiir zukiinftige Arbeiten wire es demnach sinnvoll, das postmortale Intervall, soweit
logistisch moglich, auf unter 12 Stunden zu begrenzen, um die RNA-Integritét zu verbessern und damit

die Aussagekraft molekularbiologischer Analysen weiter zu erhohen.

5.2.4 Diskussion der Genexpressionsanalysen und klinische Einordnung

Der molekulargenetische Nachweis von TRPC6 aus Lungengewebe konnte bereits mehrfach erbracht
werden. [15][27][45][60] Besonders hervorzuheben ist hierbei die Arbeit von Corteling et al. aus dem
Jahr 2004, in der TRPC6-mRNA mittels RT-PCR sowohl in der glatten Muskulatur der Atemwege als
auch im Bronchialepithel nachgewiesen wurde. [15] Weitere Studien bestitigten die Expression in
glatter Atemwegsmuskulatur. [27][60] Allerdings bleibt in den genannten Studien unklar, aus welcher
anatomischen Lokalisation das Lungengewebe stammt, sodass keine Aussagen zu moglichen regionalen
Expressionsunterschieden getroffen werden kann. Die vorliegende Arbeit stellt nach aktuellem
Kenntnisstand die erste Untersuchung dar, die gezielt mogliche Expressionsunterschiede zwischen

Ober- und Unterlappen der menschlichen Lunge untersucht.

Es konnte TRPC6-mRNA in allen Gewebeproben bis hin zu einem singuléren Kryoschnitt
nachgewiesen werden. Die berechneten C- und Rq- Werte zeigen eine tendenziell héhere TRPC6-
Expression im Oberlappen als im Unterlappen menschlicher Lunge. So betrégt der mittlere Ro-Wert im
Unterlappen 0.81, wihrend der Ro-Wert im Oberlappen bei 1.04 liegt. Obwohl die Probenanzahl
begrenzt ist, deutet dieser Unterschied auf eine leicht hohere Genexpression in proximalen
Lungenabschnitten hin. Die Ergebnisse sollten jedoch aufgrund der geringen Probenanzahl und hoher
Ergebnisvariabilitit zwischen den einzelnen Korperspendern als Hinweis gewertet werden und sollte in

weiterfiihrenden Untersuchungen mit groBerem Probenumfang validiert werden.

Auch wenn die laserbasierte Mikrodissektion in dieser Arbeit nicht erfolgreich durchgefiihrt werden
konnte, erscheint eine LCM-gestiitzte Analyse kleinster pulmonaler Strukturen mit anschlieBender
Genexpressionsanalyse grundsitzlich realistisch. Der erfolgreiche Nachweis von TRPC6-mRNA bis hin

zu einem einzelnen Kryoschnitt legt nahe, dass, unter Beriicksichtigung der in Abschnitt 5.1.5
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diskutierten methodischen Limitationen, die Durchfithrung entsprechender Analysen moglich sein
konnte. Diese Annahme wird durch die Arbeit von Corteling et al. gestiitzt, in der TRPC6-mRNA bereits
in verschiedenen pulmonalen Strukturen nachgewiesen werden konnte. [15] Im Unterschied zum hier
verfolgten Ansatz erfolgte der Nachweis dort jedoch nicht aus Kryoschnitten, sondern auf Basis von

Genexpressionsanalysen aus Zellkulturen, was die direkte Vergleichbarkeit einschrankt. [15]

Im Rahmen der akuten HPV scheint TRPC6 eine entscheidende Funktion einzunehmen. So konnte im
Mausmodell gezeigt werden, dass TRPC6-defiziente Méuse keine addquate HPV-Reaktion ausbilden,
wihrend diese in WT-Maiusen vollstindig erhalten war. [57] Es konnte gezeigt werden, dass eine akute
Hypoxie zu einer Akkumulation von DAG fiihrt, welches TRPC6-abhingige, calciumvermittelte
Signale in PASMCs ausldst und so eine rasche Gefdlkontraktion induziert. [57] Dieser Mechanismus
dient der Umverteilung des Blutflusses in besser beliiftete Lungenabschnitte und triagt wesentlich zur
Aufrechterhaltung eines effizienten Ventilations-Perfusions-Verhéltnisses bei. Passend dazu konnte in
einer Arbeit von Leidinger et al. TRPC6 immunhistochemisch in pulmonalen GefaBstrukturen
nachgewiesen werden, was die Priasenz des Kanals im pulmonalen GefaB3bett bestitigt. [34] Vor dem
Hintergrund, dass der obere Lungenlappen unter physiologischen Bedingungen besser beliiftet ist als
der untere, erscheint die in dieser Arbeit beobachtete tendenziell hohere TRPC6-Expression im
Oberlappen besonders interessant. Sie konnte auf eine regionale Modulation der HPV hinweisen, bei
der TRPC6 eine verstérkte Kontraktilitdt der PASMCs in stérker beliifteten Lungenarealen ermoglicht.
Eine solche Verteilung wire funktionell sinnvoll, um den Blutfluss gezielt in gut beliiftete Lungenareale
zu steuern und eine optimale Sauerstoffaufnahme sicherzustellen. Klinisch ist diese Beobachtung vor
allem bei Erkrankungen von Relevanz, in denen die HPV dysreguliert ist, etwa wie bei der pulmonalen
Hypertonie. In solchen Féllen konnte TRPC6 als potenzielles Ziel einer pharmakologischen Modulation

dienen, um die vasokonstriktive Reaktion gezielt zu beeinflussen. [19]

Eine regional erhohte TRPC6-Expression im Oberlappen ist auch im Kontext der chronisch obstruktiven
Lungenerkrankung (COPD) von besonderem Interesse. Es ist dokumentiert, dass die nikotinassoziierte
COPD in vielen Fallen bevorzugt die oberen Lungenabschnitte betriftt. [4] Dies wird auf die anatomisch
bedingte, bessere Ventilation des Oberlappens zurlickgefiihrt, die dazu fiihrt, dass inhalative Noxen wie
Zigarettenrauch bevorzugt in diesen Bereich gelangen und dort vermehrt Gewebeschdden verursachen.
[42] Dartiber hinaus konnte in einer Studie aus dem Jahr 2020 gezeigt werden, dass Zigarettenrauch die
TRPC6-Expression in glatten Muskelzellen der Atemwege signifikant erhoht. [27] Eine entsprechende
TRPC6-Uberexpression wurde auch im Lungengewebe von COPD-Patienten nachgewiesen,
insbesondere in der glatten Bronchialmuskulatur. [27] Dariiber hinaus wurde TRPC6
immunhistochemisch sowohl in den Bronchioli als auch im Bronchialepithel nachgewiesen und konnte
molekularbiologisch im Bronchialepithel sowie in der glatten Bronchialmuskulatur bestétigt werden.

[15][34] Auch wenn die genaue Funktion von TRPC6 in den Bronchioli bislang nicht vollstindig geklart
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ist, deutet seine Lokalisation auf eine mogliche Beteiligung an der Aufrechterhaltung der epithelialen
Barrierefunktion sowie an der Regulation lokaler Entziindungsprozesse in den tiefen Atemwegen hin.
Unterstiitzt wird diese Annahme durch tierexperimentelle Studien, in denen die Inhalation des Gases
Ozon bei TRPC6-defizienten Mausen zu einer signifikant reduzierten Neutrophilenrekrutierung und
einer abgeschwéchten Atemwegsinflammation fiihrte. [7] Dariiber hinaus wurde in einer Studie aus dem
Jahr 2023 TRPC6 als potenzieller diagnostischer Biomarker fiir COPD identifiziert, was die klinische
Relevanz weiter unterstreicht. [17] Ergidnzend zeigen Daten, dass TRPC6 auch in alveolédren
Makrophagen von COPD-Patienten verstirkt exprimiert wird, was auf eine Beteiligung an der
entziindlichen Immunantwort innerhalb der alveoldren Kompartimente hinweist. [24] Die in dieser
Arbeit beobachtete erhohte TRPC6-Expression im Oberlappen konnte moglicherweise mit der
bevorzugten Manifestation nikotinassoziierter COPD in den oberen Lungenabschnitten in
Zusammenhang stehen. Es ist denkbar, dass die verstérkte Exposition gegeniiber inhalativen Noxen in
besser ventilierten Lungenarealen eine lokal erhdhte TRPC6-Expression begiinstigt, die wiederum zur
Verstérkung lappenbezogener Entziindungs- und damit einhergehender Remodelingprozesse beitragt.
Vor diesem Hintergrund erscheint TRPC6 als potenzieller regionaler Modulator der COPD-Pathogenese

und sollte in zukiinftige diagnostische und therapeutische Forschungsansétze miteinbezogen werden.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend bestdtigen die Ergebnisse, dass TRPC6-mRNA in allen untersuchten Proben
nachweisbar war, selbst bei minimaler Probenmenge in Form eines einzelnen Kryoschnitts. Diese Daten
belegen die prinzipielle Eignung auch kleinster Gewebeeinheiten fiir eine zuverldssige TRPC6-Analyse
mittels RT-qPCR. Die tendenziell hohere Expression im Oberlappen konnte auf eine mogliche
lappenspezifische Regulation von TRPC6 hindeuten. Dies konnte zur Modulation der hypoxischen
pulmonalen Vasokonstriktion beitragen und pathophysiologisch zur bevorzugten Beteiligung des
Oberlappens bei COPD und anderen lappenspezifischen Lungenerkrankungen beitragen. Zukiinftige
Studien sollten daher insbesondere die zelltypspezifische Expression und Funktion von TRPC6
insbesondere unter hypoxischen und entziindlichen Bedingungen untersuchen. Weiterfiihrende,
systematische Untersuchungen mit groBerem Probenumfang sind erforderlich, um die funktionelle
Bedeutung dieser Verteilung zu evaluieren und TRPC6 als moglichen diagnostischen Marker oder als

therapeutischen Ziel weiter zu untersuchen.
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