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2 Zusammenfassung

Hintergrund: Transient receptor potential (TRP) -Kanéle sind schon seit langer Zeit bekannt,
allerdings wird ihre genaue Rolle als ungerichteter Kationenkanal immer noch erforscht.
TRPC5 und TRPM7 sind Teil dieser Superfamilie. Diese beiden Kanéle haben ein groRes
funktionelles Spektrum, von der Regulation der Kationenkonzentrationen bis hin zur
Temperaturwahrnehmung oder diversen Funktionen im zentralen Nervensystem. Es wurde
schon in mehreren Publikationen gezeigt, dass TRPC5 und TRPM7 an der Genese von
diversen Pathologien beteiligt sind, darunter Krebs, Hypertonie oder andere vaskulére
Erkrankungen. TRPC5 und TRPM7 wurden au3erdem in vielen Organen und Gewebetypen
nachgewiesen. Auch in der Lunge konnten TRPC5 und TRPM7 schon in einigen Zelllinien
nachgewiesen werden. Jedoch wurde bis dato noch keine Ubersicht dartiber geschaffen, in
welchen Teilen der Lunge diese Proteine vorkommen. Aus diesem Grund méchte ich in dieser
Arbeit einen immunhistochemischen Nachweis von TRPC5 und TRPM7 in der menschlichen

Lunge erbringen.

Methoden: Um TRPC5 und TRPM7 in der Lunge nachzuweisen, nutze ich eine
immunhistochemische Farbung. Proben aus Lungen von Korperspendern wurden
entnommen. Die immunhistochemische Farbung wurde mit Primarantikérpern durchgefuhrt,
die sich gegen TRPC5 oder TRPM7 richteten. Sekundarantikdrper mit horseradish peroxidase
konnten so an diese binden. Zur Probe wurde dann Diaminobenzidintetrahydrochlorid als
Chromogen gegeben. Zellen, an denen sich TRPC5 oder TRPM7 befanden, zeigten daraufhin

ein Farbsignal. Unter einem Lichtmikroskop wurden diese Proben dann genauer analysiert.

Ergebnisse: Pleura, subpleurales Bindegewebe, GefaRe, Gewebe des Alveolarseptums,
Pneumozyten vom Typ 1 und Typ 2 sowie Alveolarmakrophagen wiesen ein maiig bis starkes
Farbsignal fir TRPC5 und TRPM7 auf.

Schlussfolgerung: Meine Experimente deuten darauf hin, dass TRPC5 und TRPM7 ubiquitér
in der Lunge vorhanden sind. In mehreren Studien konnte bereits die Beteiligung von TRPC5
und TRPM7 in pathologischen Prozessen in der Lunge nachgewiesen werden. Die
Zusammenfassung meiner Ergebnisse und jener vergangener Studien legt nahe, dass TRPC5
und TRPM7 moglicherweise eine wichtigere Rolle in der menschlichen Lunge spielen kdnnten

als bisher angenommen.



3 Abstract

Background: Transient receptor potential (TRP) channels have been known for a long time,
but their exact role as an undirected cation channel is still being investigated. TRPC5 and
TRPM7 are part of this superfamily. These two channels have a wide functional spectrum that
ranges from the regulation of cation concentrations to temperature perception as well as
various functions in the central nervous system. It has already been shown in several
publications that TRPC5 and TRPM7 are involved in the genesis of various pathologies. These
include cancer, hypertension and other vascular diseases. TRPC5 and TRPM7 have also been
detected in many organs and tissue types. TRPC5 and TRPM7 have also been detected in
several cell lines in the lung. However, no overview of the parts of the lung in which these
proteins occur has been given so far. For this reason, in this thesis, | would like to provide

immunohistochemical evidence of TRPC5 and TRPM7 in the human lung.

Methods: | used immunohistochemical staining to detect TRPC5 and TRPM?7 in the lungs.
Samples were taken from lungs of body donors. The immunohistochemical staining was
performed with primary antibodies directed against TRPC5 or TRPM7, which secondary
antibodies in conjunction with horseradish peroxidase were able to bind to. Diaminobenzidine
tetrahydrochloride was then added to the sample as a chromogen. As a result, cells on which
TRPC5 or TRPM7 were present showed a color signal. Light microscopy was used for further

analysis.

Results: Pleura, subpleural connective tissue, vessels, alveolar septum tissue, type 1 and type
2 pneumocytes, and alveolar macrophages showed a moderate to strong staining signal for
TRPC5 and TRPM?7.

Conclusion: My experiments indicate that TRPC5 and TRPM7 are ubiquitously present in the
human lung. Previous studies show that TRPC5 and TRPM7 may be involved in the
development of pathologies in the human lung. The combination of my results and previous
research suggests that TRPC5 and TRPM7 in the human lung might be more important than

previously assumed.



4 Einleitung

Die lonenkanale der TRP-Familie sind seit ihrer Entdeckung in den 1970er Jahren Gegenstand
der Forschung. Obwohl schon viel Uber ihr Vorkommen, ihren Aufbau und ihre Funktion
bekannt ist, stehen noch viele offene Fragen Uber die Kationenkanadle im Raum. Zwei
Mitglieder der TRP-Familie sind TRPC5 und TRPM7, sie konnten bereits in
unterschiedlichsten Organen nachgewiesen werden, in denen sie oft wichtige Funktionen
wahrnehmen. Im Bezug auf das Vorkommen von TRPC5 und TRPM7 in der menschlichen

Lunge sind noch nicht alle Aspekte geklart.

Im folgenden Abschnitt méchte ich zunachst auf die historischen Aspekte der Entdeckung von
TRP-Kanalen eingehen. Im weiteren Verlauf werde ich mich dann mit dem Aufbau und der
Funktion von TRP-Kanalen befassen und auf die Untergruppen der TRP-Superfamilie und ihre
Besonderheiten zu sprechen kommen. Dabei lege ich ein besonderes Augenmerk auf die
Mitglieder TRPC5 und TRPM7. Ich moéchte aul3erdem auf den makroskopischen und
mikroskopischen Aufbau der Lunge eingehen. Zum Schluss will ich meine Forschungsfragen

prasentieren, denen ich in dieser Arbeit nachgehen werde.

4.1 Entdeckung der TRP-Kanéle

Im Jahr 1969 veréffentlichten die Autoren Cosens und Manning eine Arbeit Uber ein
abnormales Elektroretinogramm, das sie wahrend ihrer Arbeit mit einem Mutanten der
Fruchtfliegenart Drosophila melanogaster erstellten. Die Mutanten fielen auf, weil sie in
Umgebungslicht mit hoher Intensitat erblindeten (Cosens and Manning 1969). Die im
Elektroretiongramm aufgezeichnete Aktivitat der Photorezeptoren zeigt, dass die Reaktion der
Mutanten auf den Lichtreiz schnell abflachte, wahrend sie beim Wildtyp Uber eine langere Zeit
aufrechterhalten blieb (Hardie 2011). Die Mutante wurde zunachst als Cosens Manning
Mutation bezeichnet. Spater konnte das beobachtete Phanomen auf ein mutiertes Gen in der
Linie der D. melanogaster zurtickgefuhrt werden, welches einen Kationenkanal kodiert, der
besonders leitfahig fir Ca®*-lonen ist (Minke 2010). Der Kationenkanal wurde spater nach dem

transienten Verlauf des initial erstellten ERGs benannt..

In den folgenden Jahren identifizierte man viele weitere Kanéle, die eine &hnliche
Aminosaurenstruktur aufwiesen (Minke 2010). Sie reihten sich in die neu entstandene TRP-
Superfamilie ein, die heute 28 Mitglieder zahlt, von denen 27 auch beim Menschen exprimiert
werden. Bezogen auf ihre strukturellen Ahnlichkeiten kénnen die Mitglieder in sechs
Subfamilien unterteilt werden. Hierzu zéhlen TRPC (canonical), TRPM (melastatin), TRPV
(vanilloid), TRPA (ankyrin), TRPML (mukolipin) und TRPP (polycystin) (Ramsey, Delling, and
Clapham 2006).



4.2 Uberblick: TRP-Kanale

TRP-Kanale sind Transmembranproteine und Kationenkanale, die generell besonders
durchlassig fur Ca?* und Na*-lonen sind. Da die extrazellulare Konzentration von Kationen
hoher als die intrazellulare Konzentration ist, filhrt die Offnung eines TRP-Kanals zum
Einstrom der Kationen entlang ihres elektrochemischen Gradienten in die Zelle (Ramsey,
Delling, and Clapham 2006). Der Einstrom von Kationen verandert die Membranspannung der
Zellen, sodass erregbare Zellen (insb. Nervenzellen) erregt werden kénnen. Aber auch in nicht
erregbaren Zellen sind die eingestromten Kationen in der Lage, weitere Signalkaskaden in
Gang zu setzen, indem sie z. B. als Second Messenger fungieren (Ramsey, Delling, and
Clapham 2006; H. Wang et al. 2020). TRP-Kanale sind multimodal aktivierbar, das bedeutet,
dass sie durch unterschiedliche Stimuli aktiviert werden kénnen. Nach Ramsey et al. kdnnen

diese Stimuli in drei Arten unterteilt werden (Ramsey, Delling, and Clapham 2006).

TRP-Rezeptoren kdnnen einerseits Uber G-Proteine und den daran gekoppelten
Phospholipase C Signalweg aktiviert werden, andererseits kann die Aktivierung durch die
Bindung eines exogenen oder endogenen Liganden vermittelt werden. Zwei Beispiele fir
derartige Liganden sind Purinnukleotide oder lonen. Auch direkte Stimuli kdnnen als
Offnungsreiz  fir TRP-Kanadle fungieren. Hierzu zahlen mechanische Reize,
Temperaturdnderungen, pH- Veranderungen oder Spannungsveranderungen. Tabelle 1 gibt
einen Uberblick uber die genannten Offnungsreize (Ramsey, Delling, and Clapham 2006). Ein
prominentes Beispiel fir die multimodale Aktivierbarkeit von TRP-Kanalen ist TRPV1. Dieser
kommt unter anderem im Mundraum vor und wird durch hohe Temperaturen aktiviert. Der
Rezeptor kann jedoch auch durch Capsaicin, einen Reizstoff, der z. B. in Chilis vorkommt,
aktiviert werden. Bei Aktivierung wird in beiden Fallen, egal ob durch den Ligand Capsaicin
oder durch die direkte Aktivierung (hohe Temperatur), das Gefuhl von Hitze oder Scharfe
vermittelt (F. Yang and Zheng 2017; Frias and Merighi 2016).

TRP-Kanale sind Transmembranproteine, die weitestgehend in der Zellmembran zu finden
sind. Die Transmembrandomane besteht aus einem symmetrischen Tetramer, wovon sich
jedes Monomer aus sechs hydrophilen a-Helices (S1-S6) zusammensetzt. Die TRP-Kanéle
kénnen Hetero- und Homomere bilden. Je nach Kombination kénnen die Eigenschaften
variieren (Ramsey, Delling, and Clapham 2006). Die Helices S5 und S6 bilden dabei die
Porenregion. Diese Porenregion diktiert die lonenselektivitdt des Kanals. S1-S4 dienen dem
Rezeptor als Spannungssensoren (Diver et al. 2022). Die Amino (N)- und Carboxy (C)-
terminalen Enden der Aminoséaurekette ragen in das Zytosol der Zelle hinein (Venkatachalam
and Montell 2007). Wahrend sich die Transmembrandoménen der einzelnen TRP-Kanale

wenig unterscheiden, sind das N- und C-terminale Ende der Kanale oft sehr verschieden. Die



Enden koénnen je nach Kanal Enzymdomdanen, Ligandenbindungsstellen oder andere

Bausteine enthalten (Diver et al. 2022).

Offnungsreize Beispiele
rezeptorvermittelt e G-Proteine
e Tyrosinkinaseweg
ligandenaktiviert e Kationen (Mg %, Ca ?*)
e Exogen (Capsaicin)
¢ Endogen (Anadamide)
direkt e Spannungsaktiviert
e Temperatur
e Mechanisch (Druck, Zug, etc.)
e pH-Wert
Tabelle 1: Ubersicht iiber mégliche Offnungsreize (Nilius and Voets 2004; Ramsey, Delling, and Clapham 2006)

4.3 Einteilung in Untergruppen und ihre Besonderheiten
Wie bereits erwahnt, werden die TRP-Kanale einer von sechs Gruppen zugeordnet. Dazu
gehdren TRPC, TRPM, TRPV, TRPA, TRPML und TRPP. Im Folgenden mdochte ich

besonders auf zwei dieser Untergruppen, TRPC und TRPM, genauer eingehen.

4.3.1 TRPC

TRPCL1 ist der erste TRP-Kanal, der in Saugetieren nachgewiesen werden konnte. AuRerdem
teilen die Mitglieder dieser Familie eine 30-40%ige Ubereinstimmung mit den TRP-Kanalen,
die zuerst in D. melanogaster entdeckt wurden. Aus diesen Griinden erhielt die Subfamilie den
Beinamen “canonical® (engl. canonical= anerkannt/vorschriftsmafig) (Ramsey, Delling, and
Clapham 2006; H. Wang et al. 2020). Derzeit besteht die TRPC Subfamilie aus sieben
Mitgliedern, die in vier Gruppen aufgeteilt werden kdnnen: TRPC1, TRPC2, TRPC4/5 und
TRPC3/C6/C7. Von diesen sieben Mitgliedern werden allerdings nur sechs im Menschen
exprimiert, TRPC2 ist im humanen Genom ein Pseudogen (Miller 2014; Lo6f et al. 2011). Die
Zuordnung zur jeweiligen Gruppe beruht auf ihrer Aminosauresequenz und funktionellen
Ahnlichkeiten (H. Wang et al. 2020). Da ich mich im weiteren Verlauf meiner Arbeit besonders

TRPC5 widmen werde, méchte ich diesen Rezeptor nun vorstellen.

4.3.1.1 TRPC5

Wie die anderen TRP-Kandle ist auch TRPC5 ein Tetramer mit jeweils sechs
Transmembrandoméanen und einem C- und N-terminalen Ende (Zholos 2014). Am N-
Terminus befinden sich vier ankyrin-like repeats, auf die eine sog. “coiled-coil-domain“ (CCD)
folgt (Zholos 2014; H. Wang et al. 2020). Weiter in C-terminaler Richtung folgt eine

Bindungsstelle fur Calmodulin (CaM), auch calmodulin binding site (CaMB) genannt. Dieser
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Abschnitt befindet sich unmittelbar vor der ersten Transmembranhelix (S1). S5 und S6 bilden,
wie bei allen anderen TRP-Kandlen auch, die Porenregion. Direkt neben S6 und am Anfang
des C-terminalen Endes befindet sich die TRP-Box (Gonzalez-Ramirez et al. 2017). Dies ist
eine hochst konservative Region, welche aus einer bestimmten Aminosaurenabfolge
(EWKFAR) besteht (Venkatachalam and Montell 2007). Auf diese Region folgen zwei weitere
CaMBs, wobei die erste auch als CaM and IPsR-binding site (CIRB) bezeichnet wird, weil diese
an einem IPs-Rezeptor (IP3R) bindet. Zwischen diesen beiden Stellen befindet sich erneut eine
CCR (J. Tang et al. 2001; Zholos 2014). Am C-terminalen Ende von TRPC5 befindet sich dann
schlieBBlich eine PDZB. Diese Region ist besonders wichtig fur die Interaktion mit

Stitzproteinen (Y. Tang et al. 2000). Abbildung 1 zeigt den schematischen Aufbau von TRPC5.

al a2 a3 a4 as ab

TRP )—C CIRB
CaMB)—( CCR
COOH

Abbildung 1: Schematische Darstellung von TRPC5 (1). ,NH:“ stellt das N-terminale Ende und ,COOH* das C-
terminale Ende dar. CCD: coiled-coil-domain. ANK: ankyrin-like-repeat. a 1-6: Transmembrandoménen 1-6. TRP:
TRP-Box. CIRB: calmodulin-and inositol 1,4,5-trisphosphate receptor-binding domain. CaMB: Calmodulin-binding-
site. PDZB: PDZ-binding sequence. Maodifiziert nach Zholos et al. und Tang et al. (Zholos 2014; J. Tang et al. 2001).
Erstellt mithilfe von BioRender.com.

Wie ich bereits im vorangegangenen Teil erlautert habe, kann TRPC5 als Kationenkanal
Kationen entlang ihres elektrochemischen Gradienten leiten. Im Besonderen z&hlen dazu Na*

und Ca?" (Ramsey, Delling, and Clapham 2006; Zholos 2014). Um lonen leiten zu konnen,

mussen sich TRPC5-Kanéle jedoch zunéchst 6ffnen. Neben der Mdglichkeit einer spontanen

6



Offnung will ich hier die wichtigsten Regulationsmechanismen fir TRPC5 naher erlautern
(Yamada et al. 2000). Ein Offnungsreiz fiir TRPC5 kann besonders iiber den Gg/11-Proteine-
und Tyrosinkinasenweg, der die nachgeschaltete PLC aktiviert, vermittelt werden. PLC spaltet
PIP; in IP; und DAG. TRPC5 wird indirekt Uber das Spaltprodukt IP; aktiviert. IP3 sorgt Uber
den am endoplasmatischen Retikulum gelegenen IPs-R flr einen Ca?* -Anstieg im Zytosol
(Mikoshiba 2015). TRPCS5 wird Uber eine Steigerung der intrazellularen Ca?* -Konzentration
aktiviert (Zholos 2014). Dieser Mechanismus wird als receptor operated channel activation
(ROC) bezeichnet (Tsunoda 1998; Zholos 2014).

Die Aktivierung von TRPCS5 als sog. store operated channel (SOC) ist derzeit sehr umstritten
(Zholos 2014). Dennoch mochte ich kurz den Mechanismus hinter dem store operated calcium
entry (SOCE) erlautern und aufzeigen, welche Rolle TRPC5 dabei spielen kdnnte. SOCE
wurde zunachst von Putney Jr. vorgeschlagen (Putney 1986). Die SOC sollen sich 6ffnen,
wenn der intrazellulare Ca?*-Speicher zur Neige geht, und somit den intrazellularen Speicher
wieder fillen (Prakriya and Lewis 2015). Es gibt tatsachlich Hinweise darauf, dass TRPC5
durch STIM1 reguliert und somit als SOC genutzt wird (H. Wang et al. 2020). STIM1 sitzt
hierbei in der Membran des endoplasmatischen Retikulums und fungiert als Ca?*-Sensor (Liou
et al. 2005; Roos et al. 2005).

PIP; konnte sowohl als Aktivator, als auch als Inhibitor von TRPCS5 identifiziert werden (Trebak
et al. 2009). CaM hat ebenfalls einen regulatorischen Einfluss auf TRPC5. Es bindet an der
CaMB, die sich am C-Terminus befindet (M. X. Zhu 2005). TRPC5 kann Uber Dehnung der
Membran und Uber Kalte (25-37°C) direkt aktiviert werden (Gomis et al. 2008; Zimmermann
et al. 2011). AulRerdem mdochte ich noch einige Liganden erwéhnen, die TRPCS5 aktivieren
(Zholos 2014). Dazu gehoren neben dem bereits erwahnten Ca?* auch Protonen, Pb?* und
einige Lanthanoide (Semtner et al. 2007; Sukumar and Beech 2010; Jung et al. 2003). Auch
reduziertes Thioredoxin und Stickstoffmonoxid (NO) kénnen TRPC5 aktivieren (S.-Z. Xu et al.
2008). Die Aktivierung durch NO ist dabei besonders wichtig in Gefal3zellen (Yoshida et al.
2006).

TRPC5 wurde bereits in mehreren Gewebearten nachgewiesen. Hier hat es teilweise wichtige
Funktionen. Im folgenden Abschnitt méchte ich einen groben Uberblick tiber das Vorkommen
von TRPC5 und dessen Funktion geben. Gleichzeitig mdchte ich auf die Pathophysiologien

eingehen, die mit TRPC5 in Verbindung gebracht wurden.

TRPCS5 findet man besonders haufig in Zellen des ZNS (Zholos 2014). Hier ist es mitunter am
neuronalen Wachstum beteiligt (Kaczmarek, Riccio, and Clapham 2012). Zudem konnte
TRPC5 im Gehirn aul3erdem mit Epilepsie in Verbindung gebracht werden (Tai et al. 2011). In
sensorischen Nervenendungen und in Odontoblasten ist TRPC5 moglicherweise nicht nur an

der Temperaturwahrnehmung, sondern auch an der Schmerzwahrnehmung beteiligt (Kashio
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and Tominaga 2022; Bernal et al. 2021). Sadler et al. konnten in ihren Experimenten an
Nagetieren nachweisen, dass die Aktivierung von TRPC5 die Schmerzwahrnehmung verstarkt
(Sadler et al. 2021). TRPC5 kommt ebenfalls in Zellen des kardiovaskularen Systems vor (S.-
L. Du et al. 2021). Hier kdonnte es eine Rolle bei Atherosklerose, Myokardischamie,
Herzinsuffizienz, Hypertonie und Herzrhythmusstérungen spielen (S.-L. Du et al. 2021). Auch
in der Niere konnte TRPC5 nachgewiesen werden. Bei der chronischen Nierenkrankheit (CKD)
und fokal segmentaler Glomerulosklerose (FSGS) kénnte die Hemmung von TRPC5 sogar
nierenprotektiv wirken, da sie Proteinurie vermindert und die Viabilitdt von Podozyten erhdht
(Sharma and Hopkins 2019). TRPC5 kdnnte ebenfalls eine Rolle bei der Entstehung von
Resistenzen in Krebszellen gegeniber Chemotherapeutika spielen. Ma et al. konnten
nachweisen, dass die Regulation von TRPCS5 in Krebszellen zu einer verminderten Expression
von p-Glykoproteinen fuhrt (Ma et al. 2014). Diese sind multidrug-resistance-transporter, die
Chemotherapeutika aus der Zelle beférdern kénnen. TRPC5 stellt somit ein
pharmakologisches Ziel fur die Therapie von Chemotherapeutikaresistenz dar (Gaunt,
Vasudev, and Beech 2016). Auch zur Angiogenese, die wichtig ist, um einen wachsenden
Tumor mit Nahrstoffen zu versorgen, konnte ein Beitrag von TRPC5 nachgewiesen werden
(Antigny, Girardin, and Frieden 2012).

4.3.2 Direkte Nachweise von TRPCS5 in der Lunge

TRPC5 konnte bereits in Lungen von Mausen durch immunhistochemische Methoden
nachgewiesen werden. Lembrechts et al. haben gezeigt, dass der Rezeptor in
Neuroepitheialkdrperchen vorkommt und dort fir die Mechanosensitivitdat wichtig ist
(Lembrechts et al. 2012). Auch White et al. konnten in ihren Studien TRPC5-mRNA mittels
RT-PCR und das Protein durch Western Blot in Kulturen von glatten Muskelzellen aus den
menschlichen Atemwegen nachweisen (White et al. 2006). TRPC5 wurde ebenfalls in glatten
Muskelzellen aus vendsen und arteriellen LungengefdRen von Ratten gefunden. In den
entsprechenden Arbeiten wurde der Nachweis jedoch nur indirekt mittels RT- PCR erbracht
(Peng et al. 2010; Lu et al. 2008). Auch in den glatten Muskelzellen der Atemwege von

Meerschweinchen konnte die mMRNA von TRPC5 nachgewiesen werden (Ong et al. 2003).



4.3.3 TRPM

Die TRPM-Subfamilie besteht aus acht Mitgliedern, die in vier Gruppen aufgeteilt werden. Die
Mitglieder sind TRPM1/M3, TRPM2/M8, TRPM4/M5 und TRPM6/M7 (Jimenez et al. 2020).
Die Gruppeneinteilung wurde anhand ihrer Ahnlichkeit in der CCD, ihrer C-Termini und ihrer
lonenleitfahigkeit getroffen (Mederos y Schnitzler et al. 2008). Der Name der Gruppe wurde
aufgrund ihrer Struktur ausgewahlt. Alle Mitglieder der TRPM-Subfamilie imponieren mit vier
sog. melastatin-homology-regions (MHR), an ihren N-Termini (Jimenez et al. 2020). TRPM2,
-6 und -7 sind einzigartig in der Gruppe der Kationenkandle. Sie besitzen neben ihrer
lonenleitfahigkeit auch eine Kinasedomane (Ramsey, Delling, and Clapham 2006). Deshalb
werden sie im angloamerikanischen Sprachgebrauch auch als ,Chanzyme® bezeichnet (engl.
channel = Kanal; enzyme = Enzym) (Rios et al. 2020). Mit dem zuletzt genannten Mitglied,

TRPM7, mdchte ich mich im folgenden Abschnitt nun ndher befassen.

4.3.3.1 TRPM7

Wie die anderen Mitglieder der TRP-Superfamilie ist TRPM7 grundsatzlich als Tetramer mit
jeweils sechs Transmembrandomanen aufgebaut. Die N- und C-terminalen Enden zeigen ins
Zytosol der Zelle (Jimenez et al. 2020). Am C-Terminus von TRPM7 befinden sich die fir die
TRPM-Subfamilie charakteristischen MHR. Vor der ersten Transmembrandomane liegt die
sog. Pra-S1-Region (Jimenez et al. 2020). Auch in TRPM7 sind die Domanen S1-S4 die
Spannungssensoren und S5-S6 bilden die Porenregion. Hinter dem C-Terminus befindet sich
die hochkonservative TRP-Box und eine CCD (Venkatachalam and Montell 2007; Fleig and
Chubanov 2014). Weiter in Richtung C-Terminus befindet sich eine serin- und threonin- reiche
Domane sowie die Kinasedoméne von TRPM7 (Jimenez et al. 2020). Der Enzymteil von
TRPM7 kann durch Caspasen vom lonenkanal abgespalten werden. Dieser Vorgang kann
zusétzlich den lonenkanal stimulieren und somit die Offnungswahrscheinlichkeit erhéhen
(Desai et al. 2012). Abbildung 2 zeigt den schematischen Aufbau von TRPM7.

Genauso wie die anderen TRP-Kanale ist auch TRPM7 ein Kationenkanal (Ramsey, Delling,
and Clapham 2006; Fleig and Chubanov 2014). Der Kanal ist besonders durchlassig fir
zweiwertige Kationen. Dazu gehdren Zink (Zn?*), Nickel (Ni?*), Barium (Ba?*), Kobalt (Co?"),
Mangan (Mn?*), Strontium (Sr?*), Kadmium (Cd?*), Calcium (Ca?) und Magnesium (Mg?*)
(Monteilh-Zoller et al. 2003). Die Kinasedomane von TRPM7 kann Serin/Threonin-Reste von
Proteinen phosphorylieren. Sie benétigt dafir Mg?* als Cofaktor (Ryazanova et al. 2004). Die
Kinase kann so unter anderem TRPM7 autophosphorylieren. Auerdem wurden myelin-basic-
protein und Histonen als Substrate identifiziert (Ryazanova et al. 2004; Krapivinsky et al.
2014). Die Regulation von TRPM7 geschieht tGiber verschiedene Prozesse. Dabei scheint die
Regulation tber die intrazellulare Mg?*-Konzentration einen hohen Stellenwert einzunehmen

(Fleig and Chubanov 2014). Das freie, intrazellulare Mg?* hat hierbei einen inhibitorischen
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Effekt auf TRPM7 (Nadler et al. 2001). Die Regulation durch ATP war zun&chst umstritten
(Fleig and Chubanov 2014). Runnels et al. stellten die Behauptung auf, dass reines ATP
TRPM7 aktiviert (Runnels, Yue, and Clapham 2001). Nadler et al. hingegen zeigten, dass ATP,
welches an Mg?* gebunden ist, eher einen inhibitorischen Effekt austibt (Nadler et al. 2001).
Da ATP intrazellular meist als Konjugat mit Mg?* vorkommt, ist also von einer inhibitorischen
Funktion auszugehen (Fleig and Chubanov 2014). Die inhibitorische Wirkung von Mg?* und an
ATP gebundenem Mg?* wird dabei anscheinend durch die Bindung an separaten Stellen in der
Struktur von TRPM7 vermittelt (Fleig and Chubanov 2014). Wie andere TRP-Kanéle wird auch
TRPM7 durch an G-Protein gekoppelte Rezeptoren reguliert (Fleig and Chubanov 2014).
Oancea et al. zeigten, dass Scherkrafte an Membranen von glatten GefalBmuskelzellen zum
vermehrten Einbau von TRPM7 in die Zellmembran fuhren (Oancea, Wolfe, and Clapham
2006). Dieser Fund deutet auch auf eine mogliche Regulation durch mechanische Kréfte hin.
Auch das Zellvolumen beeinflusst die Aktivitat von TRPM7. Dabei ist jedoch noch nicht sicher,
wie genau dieser Prozess funktioniert (Fleig and Chubanov 2014). Der extrazellulare pH-Wert
hat ebenfalls einen regulatorischen Einfluss auf TRPM7 (Fleig and Chubanov 2014).

Nachdem ich nun kurz die Funktion und einige regulatorische Mechanismen beschrieben
habe, mochte ich jetzt zusammenfassen, in welchem Gewebe TRPM7 vorkommt und an
welchen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen der Rezeptor beteiligt ist. Es
wird angenommen, dass TRPM7 ubiquitar exprimiert wird (Fleig and Chubanov 2014). In
Mausen konnte es besonders in interstitiellen Organen, im kardiovaskularen System, sowie in
der Lunge, der Niere, dem Gehirn und den Hoden nachgewiesen werden (Kunert-Keil et al.
2006; Jang et al. 2012; Hu et al. 2021). Dabei befindet sich die héchste Konzentration von
TRPMY7 nicht in der Zellmembran, sondern in intrazellularen Vesikeln (Abiria et al. 2017). Wie
bereits erwahnt, kann die Kinasedomé&ne proteolytisch abgespalten werden und in den
Zellkern wandern. Dort ist sie in der Lage, mit Histonen zu interagieren (Krapivinsky et al.
2014). TRPM7 scheint eine groRRe Rolle bei der Hombostase des Mg?*-Haushalts in Zellen zu
spielen (Fleig and Chubanov 2014). Auch an der Aufnahme von Mg?* lber den Darm ist
TRPM?7 beteiligt (Ryazanova et al. 2010). TRPM7 spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der
Resorption von Mg?* aus dem Harn in der Niere. Durch TRPM7 kénnen Mg?*-lonen in die
renalen Zellen gelangen. Der Resorptionsprozess findet hierbei vor allem im distalen Konvolut
der Niere statt. Dementsprechend ist davon auszugehen, dass sich hier viele TRPM7-
Rezeptoren befinden (de Baaij 2023). Da TRPM7 auch am Prozess der Zellproliferation und -
migration beteiligt ist, wird davon ausgegangen, dass TRPM7 mit der Genese von Krebs
assoziiert sein kénnte (Hardy et al. 2023; Ji et al. 2022). Abgesehen von der Pathogenese von
neoplastischen Erkrankungen geht man in der Forschung davon aus, dass TRPM7 auch in die
Entstehung von Kkardiovaskularen Krankheiten wie arterieller Hypertonie, fibrotischen
Umbauprozessen des Herzens oder Vorhofflimmern verwickelt ist (Q. Liu et al. 2023; J. Du et
10



al. 2010). So zeigt Rios et al. die antiinflammatorische und antifibrotische Rolle von TRPM7 im
kardiovaskularen System auf (Rios et al. 2020). Au3erdem wird TRPM7 in Kardiomyozyten
bendtigt, um die kardiale Autonomie und somit die Herztatigkeit zu gewéahrleisten (Sah et al.
2013). Des Weiteren konnte Sun et al. in ihren Experimenten zeigen, dass die Hemmung von
TRPM7 im Rattenhypocampus fiir ein vermehrtes Uberleben von Neuronen nach einer
ischamischen Attacke sorgt (Sun et al. 2009).

al a2 a3 a4 a5 ab

NH,

Abbildung 2: Schematische Darstellung von TRPM7 (1). ,NH-“ stellt das N-terminale Ende und ,COOH* das C-
terminale Ende dar. CCD: coiled-coil-Doméane. MHR: melastatin homology region. a 1-6: Transmembrandoméne
1-6. TRP: TRP-Box. Ser/Thr: Serin Threonin-Doméane. aK: Kinase-Doméane. Modifiziert nach Jimenez et al. und
Fleig and Chubanov (Jimenez et al. 2020; Fleig and Chubanov 2014). Erstellt mithilfe von BioRender.com.

4.3.4 Direkter Nachweis von TRPM7 in der Lunge

TRPM7 konnte in MRC5-Zellen nachgewiesen werden. Diese sind Fibroblasten aus einem
humanen Embryo. Eine Hemmung des Kanals bewirkt in dieser Zelllinie die Proliferation und
Differenzierung der Fibroblasten (Yu et al. 2013). Auch in Kulturen von humanen
Bronchialepithelzellen der 16-HBE-Linie gelang der Nachweis mithilfe des Western Blot
Verfahrens (K. Liu et al. 2018). Li et al. konnten in ihrer Arbeit einen Nachweis von TRPM7
mittels Immunhistochemie und Western Blot in Alveolarmakrophagen aus Ratten erbringen (J.
Li et al. 2018). In glatten Muskelzellen der Atemwege von Ratten konnte TRPM7 ebenfalls

mittels Western Blot und Immunfluoreszenz nachgewiesen werden (Lin et al. 2016). Auch in
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WI-38 Zellen, einer Linie von humanen Fibroblasten aus Lungengewebe konnte TRPC5 durch
Western Blot nachgewiesen werden (Wei et al. 2009). AuBerdem zeigten Yang et al., dass
TRPM7 und dessen mRNA in Pulmonalarterien von Ratten exprimiert werden. Hier wurde der
Nachweis mittels Imnmunhistochemie und RT- PCR erbracht (C.-W. Yang et al. 2018).

4.3.5 TRPM7 und TRPCS5 in Alveolarmakrophagen

TRPM?7 konnten bereits in den Alveolarmakrophagen von Ratten nachgewiesen werden (J. Li
et al. 2018). TRPC5 wurde bisher noch nicht in Alveolarmakrophagen nachgewiesen. Jedoch
wurde TRPC5 bereits in anderen Makrophagentypen untersucht. Tao et al. zeigte, dass
TRPC5 wahrscheinlich die Polarisation von Makrophagen der Raw 264.7 Linie in einen
proinflammatorischen Phanotyp fordert (Tao et al. 2020). Die Arbeitsgruppe um Pereira et al.
liefert weitere Hinweise auf die Funktion von TRPC5 in Makrophagen. lhre Publikation zeigte
eine mogliche protektive Rolle von TRPC4/TRPC5-Komplexen auf Makrophagen bei Sepsis
(Pereira et al. 2018).

4.4 Aufbau der Lunge

Nachdem ich im vorangegangenen Abschnitt die theoretischen Grundlagen zu den Kanalen
TRPM7 und TRPCS5 erlautert habe, mochte ich mich nun mit der Lunge befassen. Zunéchst
werde ich mich mit der makroskopischen Anatomie beschaftigen. Spater werde ich ein
besonderes Augenmerk auf die mikroskopische Anatomie legen. Das Verstandnis der
mikroskopischen Anatomie bildet die Basis fiir die spatere Auswertung meiner Versuche.
Weitere Informationen zu diesem Thema kdnnen den Abbildungen 3 und 4 entnommen

werden.

Die Lunge besteht aus dem linken und rechten Lungenfliigel. Wéahrend sich der linke
Lungenfligel aus einem oberen und einem unteren Lungenlappen zusammensetzt, findet sich
im rechten Lungenfligel ein weiterer Mittellappen. Die oberen und unteren Lungenlappen sind
durch die Fissura horizontalis voneinander getrennt. In der rechten Lunge grenzt diese den
Oberlappen vom Mittellappen ab. Der Mittellappen wird vom Unterlappen durch die Fissura
obliqua begrenzt. Zum Thorax hin ist die Lunge mit der Pleura visceralis Uberzogen. Diese
besteht aus einem einschichtigen Epithel, dem Mesothel und einer bindegewebigen
Subserosa mit Anteilen von elastischen Fasern (Aumdiller et al. 2010). Die Pleura sorgt fur
eine atemmechanische Kopplung mit dem Thorax. Dadurch weitet sich die Lunge immer dann,
wenn sich der Thorax weitet. Die elastische Ruickstellkraft der Lunge sorgt beim Entspannen
der Atemmuskulatur fir ein Zusammenziehen der Lunge. Dieser ,Blasebalgmechanismus®
stellt den Grundstein der Atemmechanik dar (Aumdiller et al. 2010). Auf der medialen Seite
befindet sich der Lungenhilus. An dieser Stelle schlagt die Pleura visceralis in die Pleura
parietalis um, die die Lungenhohle von innen auskleidet. Aul3erdem treten hier das

Bronchialsystem, die Lungenarterien und die Lungenvenen aus der Lunge aus bzw. in die
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Lunge ein. Das Bronchialsystem entspringt der Trachea. Diese teilt sich etwa auf Hohe des 4.
Brustwirbelkérpers (BWK) in die zwei Hauptbronchien auf. Die Hauptbronchien teilen sich
mehrere Male dichotom, erst in Lappenbronchien, dann in Segmentbronchien, danach
Subsegmentbronchien und schlieZlich in die Bronchioli terminalis und Bronchioli respiratorii

auf. Zum Schluss enden sie in den Sacculi alveolares (Aumdiller et al. 2010).

Funktionell lassen sich in der Lunge ein luftleitendes Bronchialsystem und ein
gasaustauschendes Alveolarsystem unterscheiden. Histologisch lassen sich die Bronchien in
drei Schichten unterteilen. Die Lamina epithelialis kleidet die Bronchien von innen aus. Sie
besteht aus respiratorischem Flimmerepithel, Becherzellen und neuroendokrinen Zellen.
Darunter befindet sich die Lamina propria, die aus Fibroblasten, Immunzellen, elastischen
Fasern, BlutgefaRen und den GII. bronchiales besteht (Aumdller et al. 2010). Zusammen bilden
Laminae epithelialis und propria die Tunica mucosa. Die Tunica fibromusculocartilaginea
umgibt die Tunica mucosa. Sie besteht aus der glatten Muskulatur der Tunica firbomuscularis
und den Knorpelspangen aus hyalinem Knorpel und elastischen Fasern. Au3en befindet sich
die Tunica adventitia. Diese enthélt Blutgefal3e und Nervenbahnen, welche von Bindegewebe
umgeben sind (Aumdiller et al. 2010). Die Bronchioli weisen grundsatzlich einen ahnlichen
Aufbau auf, allerdings lassen sich die Schichten untereinander schlechter abgrenzen, je weiter
distal sich diese im Bronchialbaum befinden. Im distalen Abschnitt sind weder Driisen noch
Knorpel zu finden. In den Bronchioli terminalis sind dann keine Becherzellen mehr vorhanden,
stattdessen lassen sich Keulenzellen im Epithel nachweisen. Die Bronochioli respiratorii
ahneln in ihrem Aufbau den Bronchioli terminalis. Sie enden in den Sacculi respiratorii, welche
sich aus gasaustauschenden Alveolen zusammensetzen. In den Wanden der Bronchioli
respiratorii sind an manchen Stellen ebenfalls Alveolen zu finden. Die dinne Wand der
Alveolen grenzt nach auf3en an ein Geflecht aus Kapillaren. In den Alveolen sind drei Zelltypen
besonders prasent. Die Typ-I-Pneumozyten bilden als flache Epithelzellen den Grof3teil der
Alveolaroberflache. Sie bilden zusammen mit dem Kapillarendothel und der gemeinsamen
Basallamina die Blut-Luft-Schranke. Diese ist sehr diinn (ca. 0,6 pm) und erlaubt somit den
Austausch von Gasen zwischen Luft und Blut (Lullmann-Rauch and Asan 2019). Pneumozyten
vom Typ Il hingegen imponieren als kubische, vakuolenhaltige Zellen. Eine wichtige Aufgabe
der Typ-ll-Pneumozyten ist es, das sogenannte Surfactant zu produzieren. Diese Substanz
wird auch als Antiatelektasefaktor bezeichnet. Er setzt die Oberflachenspannung des in der
Alveole enthaltenen Wassers herab und verhindert so, dass die Alveolen kollabieren und nicht
mehr belluftet werden kdnnen (Aumdiller et al. 2010). Alveolarmakrophagen sind ebenfalls auf
der Innenseite der Alveole zu finden. Sie entstammen entwicklungsbiologisch nicht der Lunge.
Dennoch besitzen sie die Fahigkeit, sich in der Lunge zu teilen und sich somit zu vermehren.
Sie sind wesentlich an der immunologischen Abwehr der Lunge beteiligt. Unter anderem
kénnen sie Pathogene und Fremdkorper phagozytieren (Lullmann-Rauch and Asan 2019;
13



Aumtller et al. 2010). Zwischen den Alveolen liegt das interalveoléare Bindegewebe. Dieses
besteht aus Fibroblasten, Kollagen und elastischen Fasern. Hier kénnen auch Lymphgefalle
gefunden werden.

Die Blutversorgung der Lunge lasst sich in die Bronchialgefafle und die Lungengefalie
unterteilen. Bronchialarterien versorgen das Lungengewebe mit Sauerstoff. Sie entspringen
entweder aus der Aorta thoracica oder den Aa. intercostales posteriores und werden dann als
Rr. bronchiales bezeichnet. Sie verlaufen entlang des peribronchialen Bindegewebes. Der
Abfluss des sauerstoffarmen Blutes fuhrt in die V. azygos und V. hemiazygos. Aus dem
Truncus pulmonalis entspringen die Lungenarterien, die zusammen mit den Bronchien zu den
Alveolen ziehen. Von hier flieBt das oxygenierte Blut Uber die in dem interlobuléren
Bindegewebe gelegenen Lungenvenen in die Vv. pulmonales in den linken Vorhof des
Herzens (Aumdller et al. 2010).
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Abbildung 3: Lungenfliigel. Erstellt mithilfe von BioRender.com.
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Abbildung 4: Endabschnitt des Bronchialbaums. Schematische Darstellung des Bronchialbaums, eines Sacculus
alveolaris und einer Alveole im Querschnitt. 1 = Pneumozyt Typ Il, 2 = Pneumozyt Typ Il, 3 = Alveolarmakrophage.
Erstellt mithilfe von BioRender.com.
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4.5 Fragestellung

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Stand der Forschung zu TRPC5 und
TRPM7 bezuglich ihres Vorkommens lickenhaft ist. TRPC5 und TRPM7 konnten zwar in
einigen Zelllinien der Lunge nachgewiesen werden, allerdings hat bisher keine
Forschungsgruppe einen Uberblick ber das Vorkommen von TRPC5 und TRPM7 in der
menschlichen Lunge geschaffen. Des Weiteren wurden fir viele Arbeiten Zellkulturen oder
nicht humane Zellen verwendet, obwohl TRPC5 und TRPM7 vielfaltige Funktionen in der
Physiologie der Lunge einnehmen. Um das Vorkommen von TRPC5 und TRPM?7 in der Lunge
weiter zu ergrinden, mdchte ich fir meine Arbeit folgende Forschungsfragen formulieren und

beantworten:

I.  Lasst sich TRPC5 und TRPM7 durch eine immunhistologische Farbung in der
menschlichen Lunge nachweisen?

II.  Inwelchen histologischen Strukturen der Lunge werden TRPC5- und TRPM7-Proteine

exprimiert?

lll.  Kann TRPCS5 in humanen Alveolarmakrophagen nachgewiesen werden?

16



5 Material und Methoden

Um die Forschungsfragen zu beantworten, die ich in der Einleitung erarbeitet habe, habe ich
Proben aus den Lungen von Korperspendern enthommen und diese immunhistochemisch
gefarbt. So konnte ich diese spater mikroskopisch betrachten und auswerten. Im Rahmen
dieser Experimente habe ich verschiedene Gerate, Verbrauchsmaterialien, Chemikalien,
Losungen und Antikorper verwendet. In diesem Abschnitt mochte ich deshalb eine Ubersicht
Uber die von das verwendete Material geben. Im Folgenden mdchte ich dann auf die ethischen
Rahmenbedingungen sowie den Prozess der Probenentnahme, der Aufbereitung, der Farbung

und der Auswertung eingehen.
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5.1 Material und Gerate

Gerate

Kihlanlage fir Kérperspender

Karussell Gewebeeinbetter MTP
Paraffin Ausgiel3station MPS/P1
Kuhlplatte MPS/C

Paraffin-Dispenser

Mikrotom Leica RM 2025

GFL Paraffinbad 1052

VWR Heizplatte W10 fir Histologie-Objekttrager
digitaler VWR INCU-Line IL 56 Inkubator
Warme-/Trockenschrank VT6025
Labor-Abzugshaube Captair®Flex® M321

UHP Einkanalpipette

20 — 200yl

100 — 1000pl

Lichtmikroskop Leica

Vortexer-Vortex Mixer

Nikon ECLIPSE E200 LED Fotomikroskop

Tabelle 2: Ubersicht der genutzten Geréte.
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Hersteller

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

SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland
SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland
SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland
MEDAX GmbH & Co. KG, Neumunster,
Deutschland

Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland
Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Burgwedel,
Deutschland

Kunz Instruments, Sandelsgatan, Schweden
VWR International, Pennsylvania, USA

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Erlab®group, Val-de-Reuil Cedex, Frankreich

VWR International, Pennsylvania, USA

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Heathrow Scientific, lllinois, USA

Nikon Corporation, Tokyo, Japan



Verbrauchsmaterialien
sterile Skalpellklingen Nr.22

Discofix® Drei-Wege-Hahn

Bovivet Einmalkanilen 14G 2,1x60mm
ACU-Punch®Biopsie-Stanze 8/10mm

Einbettkassetten Macro, weil3

PROLENE 1,0 Nahtmaterial

Einbettringe

ROTI®Plast Paraffin-Pallets

Mikrotomklingen Surgipath® DB80 LX

SuperFrost® Plus Objekttrager

Filterpapiere

histologischer Kleber ROTI-Histokitt©
Deckglaser 22x22 mm / 24x50 mm
DAKOPen Fettstift

Pipettenspitzen

20— 200 pl

100 — 1000 pl

SafeSeal Reagiergefa31,5 ml
CELLSTAR®Tubes

15 ml Zentrifugenréhrchen

50 ml Zentrifugenréhrchen

Feuchtekammer

Hersteller

C. Bruno Bayha GmbH, Tuttlingen, Deutschland
Ref.: 4095111, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Kruuse, Langeskov, Dadnemark

Acuderm inc., Fort Lauderdale, USA

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

Ethicon US LLC, Cincinnati, USA

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

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar,
Deutschland

R.Langenbrinck GmbH, Emmendingen, Deutschland
Ref.: 534018, Macherey-Nagel GmbH und Co. KG,
Duren, Deutschland

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

VWR International, Pennsylvania, USA

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland
Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmiinster,

Osterreich

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

Tabelle 3: Ubersicht der genutzten Verbrauchsmaterialien.
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Lésungen, Chemikalien und Antikoérper

Formalinlésung nach Basler

Formaldehyd-L6sung 3,5-3,7%

ROTI®Fair 10x PBS 7.4

2-Propanol 97%

Methylbenzoat 99%
Xylol
Hamatoxylin nach Ehrlich

Eosin 0,1%

Eisessig

100x Citratpuffer pH 6.0
NGS-Blockierlésung
Kaninchenserum
Wasserstoffperoxid 35%

IMmPACT® DAB EqV

Primarantikérper: Anti-TRPC5 Antibody
Primarantikérper: Anti-TRPM7 Antibody
Sekundéarantikdrper: F(ab')2-Goat anti-Rabbit
IgG Cross-Adsorbed

(H+L) Secondary

Antibody, HRP

Hersteller

Otto Fischar GmbH & CO. KG, Saarbricken,
Deutschland

Otto Fischar GmbH & CO. KG, Saarbricken,
Deutschland

Otto Fischar GmbH & CO. KG, Saarbricken,
Deutschland
Zentrales  Chemikalienlager  Universitat  des
Saarlandes (ZChL), Saarbricken, Deutschland
Acros Organics B.V.B.A., New Jersey, USA

VWR International, Fontenay-sous-Bois, Frankreich
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Zentrales  Chemikalienlager  Universitat  des
Saarlandes (ZChL), Saarbriicken, Deutschland
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland
Abcam (ab93678)

Merck KGaA, Deutschland

Ref.: A10547; Life Technologies AG, Carlsbad, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
(Bestellnummer: SK-4103)

Ref.: ACC-020; Alomone Labs, Jerusalem, Israel
Ref.: ACC-047; Alomone Labs, Jerusalem, Israel

Ref.: A10547; Invitrogen AG, Carlsbad, USA

Tabelle 4: Ubersicht der genutzten Lésungen und Chemikalien.
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5.2 Probenmaterial

Das Probenmaterial fir meine Experimente wurde aus den Lungen von Kérperspendern des
Instituts fur Anatomie der Universitdét des Saarlandes entnommen. Damit die Proben
untersucht werden kénnen, miussen sie mehrere Arbeitsschritte durchlaufen. Dazu gehdren
nach der Entnahme die Fixierung, die Einbettung, das Schneiden und schlieflich die Farbung
der Probe. Im folgenden Kapitel mdchte ich genauer auf den Prozess der Probenentnahme
eingehen. Zun&chst mochte ich jedoch kurz auf die ethischen Belange Bezug nehmen und auf

die Kdrperspender an sich zu sprechen kommen.

5.2.1 Ethik

Da fur meine Experimente menschliches Gewebe als Probenmaterial verwendet wurde, war
es notwendig, die Erlaubnis der zustéandigen Ethikkommission der Landesarztekammer des
Saarlandes einzuholen. Unter der Zustimmungsnummer 163/20 erlaubte diese die
Untersuchung von lonenkanélen in Geweben von Koérperspendern des Instituts fir Anatomie

und Zellbiologie.

5.2.2 Korperspender

Die Forschung an menschlichen Kérpern stellt einen wichtigen Grundstein der modernen,
evidenzbasierten Medizin dar. Auch fir angehende Mediziner ist der Kursus der Anatomie,
dessen Hohepunkt die Praparation von Koérperspendern darstellt, unverzichtbar. Gerade
deshalb ist es sehr wichtig, dass es Menschen gibt, die ihre sterblichen Uberreste der
Forschung und Lehre spenden. Bei der Arbeit mit Koérperspendern kann man schnell
vergessen, dass hinter jeder Identifikationsnummer eine Person, ein Schicksal und
Angehdrige stehen. Aus diesem Grund mdchte ich die folgenden Zeilen nutzen, um den Weg

zu beschreiben, den diese Personen genommen haben, um Kérperspender zu werden.

Voraussetzung fur die Korperspende ist zunachst die freiwillige Entscheidung zur Spende,
entsprechend des Rechts auf Selbstbestimmung. Gleichzeitig missen die Kdrperspender zum
Zeitpunkt der Vereinbarung erwachsen sein. Der Wohnort der Spender sollte sich im
Einzugsbereich des Anatomischen Instituts der Universitat des Saarlandes befinden und die
Finanzierung der Kérperspender sollte gesichert sein (Beerdigungskosten, etc.). Wenn jemand
an einer Korperspende interessiert ist, kann sich dieser potenzielle Spender zunachst im
Rahmen einer Besichtigung das Anatomische Institut anschauen. Bei diesem
Besichtigungstermin werden die Einzelheiten zur Koérperspende geklart. Nachdem die
Voraussetzungen zur Korperspende erfillt wurden und die Person der Spende zugestimmt
hat, wird der Koérperspender nach seinem Ableben und einer unauffalligen amtlichen
Leichenschau in das Anatomische Institut Gberstellt. Der Korperspender kann seine

Bereitschaft zur Spende jederzeit widerrufen.
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5.2.3 Fixierung der Kdrperspender

Um den natlrlichen Verwesungsprozess des Korperspenders zu stoppen, muss dieser
zunachst fixiert werden. Alle Kérperspender, von denen die verwendeten Proben stammen,
wurden nicht wie herkdmmlich mit Formalin, sondern mit NEP fixiert. Diese Fixierungsmethode
istim Vergleich gtnstiger, umweltfreundlicher und stellt ein geringeres gesundheitliches Risiko
fur das Personal dar, welches mit den Kdrperspendern arbeitet (Janczyk et al. 2011). Die
Verwendung der NEP-Fixierung verbessert ebenfalls die Farberhaltung der Koérperspender
(Thiel 1992). Auch die Qualitdt der immunhistologischen Praparate kann durch die NEP-
Fixierung verbessert werden, da die Proteine im Gewebe in geringerem Mal3e denaturieren
(Klopfleisch et al. 2013). Die Vorgehensweise der Fixierung mdchte ich im folgenden Abschnitt

genauer erklaren.

Nach dem Versterben wird der Koérperspender in das Anatomische Institut gebracht und
entkleidet. Nachdem der Kdrperspender einer zweiten Leichenschau unterzogen wurde, kann
dieser fur die Fixierung vorbereitet werden. Zunachst wird das Gewicht des Kérperspenders
dokumentiert und alle von auf3en sichtbaren Gegenstande, wie z. B. Schmuck oder andere
korperfremde Materialien, die sich beim Tod des Korperspenders im oder am Korper befunden
haben, entfernt. Wertgegenstéande werden spater an die Hinterbliebenen zuriickgegeben. Der
Kdrperspender wird dann rasiert und mit einer Journalnummer markiert. Die Journalnummer
ermdglicht die Identifikation und dient ebenfalls zur Anonymisierung des Koérperspenders.
Nach der Vorbereitung kann nun die Fixierung beginnen. Dazu wird als erstes mit einem
Skalpell ein Hautschnitt am rechten Bein, im Trigonum femoris, gesetzt. Dann wird die A.
femoralis dargestellt. Eine weitere Inzision der A. femoralis in Laufrichtung erméglicht dann
das Einfiihren von zwei Kanulen. Uber die Kanllen wird nun die NEP-LGsung in den Korper
gepumpt. Da einige kleinere Gefalde durch Blutgerinnsel okkludieren, erreicht die NEP-L6sung
jedoch nicht alle Bereiche des Koérperspenders. Die Regio glutealis, Regio nuchae und die
Finger- und Zehenbeeren missen mit einer Kanule punktiert werden, um die NEP-L6sung zu
injizieren. Nach der inneren Fixierung folgt die &ufllere Fixierung. Hierzu wird der
Korperspender fur mehrere Tage bis Wochen in ein Bad aus NEP- und Formalin-Losung
gelegt. Nach diesem Zeitraum ist die Fixierung abgeschlossen und der Kérperspender kann
fur Lehr- und Forschungszwecke verwendet werden (Aumdller et al. 2010). In Tabelle 5 habe
ich die Identifikationsnummer der Spender, von denen ich die Proben entnommen habe, ihr

Alter, ihr Geschlecht und die Todesursache aufgelistet.
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Identifikationsnummer Alter Geschlecht Todesursache

23/17 83 M metastasiertes Prostatakarzinom
23/18 92 M Pneumonie

23/20 81 w obere gastrointestinale Blutung
23/22 81 M Multiorganversagen

23/25 79 w Herzinsuffizienz

23/26 72 M Multiorganversagen

Tabelle 5: Ubersicht iiber die Spenderdaten.
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5.2.4 Probenentnahme

Die Probenentnahme fand, wie zuvor erwahnt, an sechs durch NEP fixierten Kérperspendern
statt. Die Kdrperspender wurden vor der Probenentnahme fiir einen chirurgischen Lehrkurs
verwendet. Um die Proben aus der Lunge zu entnehmen, musste zunachst ein Zugangsweg
in den Thorax geschaffen werden. Nach einem Hautschnitt entlang der Linea mediana anterior
wurde das Sternum dargestellt. Danach erfolgte eine mediane Sternotomie mithilfe einer
Handsage. Kaudal des Sternums wurden Haut, subkutanes Fettgewebe und Pleura parietalis
ertffnet. Durch die Verwendung eines chirurgischen Spreizhakens war es nun moglich, den
Thorax zu o6ffnen und Proben der Lunge zu entnehmen. Von den Kdrperspendern wurden
jeweils vier Lungenproben mit einer GroRe von ca. lcm® entnommen. Nach manueller
Mobilisierung der Lunge wurde der Probenblock mithilfe einer Pinzette und einem Skalpell aus
der Lunge gewonnen. Hierbei versuchte ich den Gewebeschaden, in Form von ZerreiRungen
und Quetschungen, den der Probenblock bei der Entnahme erleidet, so gering wie moglich zu
halten. Bei allen Koérperspendern entnahm ich aus denselben Bereichen periphere und
zentrale Proben. Jeweils eine aus dem apikalen Teil des rechten und linken
Lungenoberlappens und eine aus dem rechten Lungenunterlappen. Diese Proben
entsprachen den peripheren Anteilen der Lunge. Proben aus zentralen Anteilen der Lunge
wurden aus dem hilusnahen Bereich der Lunge entnommen. Zusatzlich entnahm ich eine
Probe aus dem Herzmuskelgewebe eines Korperspenders, die spater als Kontrolle fr die IHC-
Farbung genutzt wurde. Nach der Probenentnahme wurde der Thorax wieder verschlossen
und vernaht. Die Proben wurden in Kassetten verstaut und zur spateren ldentifikation
beschriftet. Die Kassetten lagerten dann Uber Nacht bei 4°C in einer 3,5 - 3,7%-igen
Formalinlésung. In Tabelle 6 sind die Entnahmeorte sowie die absolute Anzahl der

entnommenen Proben aufgelistet.

Entnahmeort Seite Anzahl der Proben
Lungenoberlappen, = Rechts 6

Segmentum apicale

Lungenoberlappen, | Links 6

Segmentum apicale

Lungenunterlappen, = Rechts 6

Segmentum basale

laterale
hilusnaher Bereich Rechts 6
Herzmuskel Links 1

Tabelle 6: Ubersicht iber die entnommenen Proben.
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5.2.5 Probenverarbeitung

Nach der Probenentnahme begann die Verarbeitung. Die Probenkassetten wurden aus dem
Formalinbad in eine PBS-L&sung Ubertragen. Hier verblieben sie fir 24 Stunden. Nach dem
PBS-Bad wurden die Proben fir ca. drei Stunden mit flieBendem Leitungswasser gespiilt.
Diesem Arbeitsschritt folgte eine weitere dreistindige Einlagerung in einer 70%igen Propan-
2-ol Losung. Darauf folgte die Einbettung der Proben in Paraffin. Dieser Schritt war notwendig,
um spater aus den Praparaten histologische Schnitte anfertigen zu kénnen. Da Paraffin jedoch
nicht wasserldslich ist, mussten die Praparate zunachst entwassert werden (Aumduller et al.
2010).

Zur Entwasserung wurde der automatische Karussellgewebeeinbetter genutzt. Die
Probenkassetten wurden der Reihenfolge nach fiir 180 Minuten in 70% Propan-2-ol, 90
Minuten in 80% Propan-2-ol, 90 Minuten in 90% Propan-2-ol und 180 Minuten in 100% Propan-
2-ol getaucht. AnschlieBend wurden die Probenkassetten fir 270 Minuten mit 100%
Methylbenzoat behandelt. Darauf folgte ein 240-minltiges Paraffinbad. Der Prozess lief
mithilfe des Karussellgewebeeinbetters automatisch und somit zeitlich préazise ab. Nach
Abschluss der Einbettung in der aufsteigenden Alkoholreihe mussten die Proben zligig mittels
Paraffin zu einem Block gegossen werden. Hierzu bendtigt man einen Paraffindispenser, der
das Paraffin auf Gber 57°C erhitzen und somit verfliissigen kann. Die Probenkassetten wurden
erneut aus dem Gewebeeinbetter, zur Uberfilhrung, in ein Bad aus fliissigem Paraffin
gegeben. Nacheinander konnten die Proben mit einer Pinzette aus den Probenkassetten in
eine Ausgussform gesetzt werden. In diese Formen konnten nach und nach kleine Mengen
flissiges Paraffin gegeben werden. Eine Kihlplatte sorgte dafur, dass diese stufenweise
ausharteten. Um den Paraffinblock spéater fir den Schneideprozess fixieren zu kbnnen, wurde
gegen Ende der Prozedur ein Einbettring eingesetzt. Auf diesem Ring wurde zur spateren
Identifikation die Identifikationsnummer der jeweiligen Probe festgehalten. Damit sich das
Paraffin vollstandig verfestigt, musste der fertige Probenblock fur einen weiteren Zeitraum auf
der Kélteplatte belassen werden. Falls nétig, wurde wahrend des Aushéartungsprozesses noch
Paraffin hinzugegeben, sodass beim fertigen Paraffinblock die gesamte Probe bedeckt war.
Darauf folgte die Anfertigung des Paraffinschnitts. Den Prozess der Einbettung habe ich in

Tab. 7 zusammengefasst dargestellt.
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Losung Dauer in Minuten

70% Propan-2-ol 180
80% Propan-2-ol 90
90% Propan-2-ol 90
100% Propan-2-ol 180
100% Methylbenzoat 270
Paraffin 240

Tabelle 7: Ubersicht iiber die Gewebeeinbettung.

Vor Anfertigung der Paraffinschnitte empfiehlt es sich, die fertigen Probenblécke in einem
Kihlschrank zu lagern. Die Kiihlung sorgt fir weniger Komplikationen beim Schneiden, da die
gekuhlten Bldcke nicht so leicht splittern. Um die Schnitte herzustellen, nutzte ich ein Mikrotom.
Der Paraffinblock wurde am Einbettring in das Mikrotom eingespannt. Hierbei war darauf zu
achten, dass der Block gerade in die Halterung gesetzt wurde. Nach der Einstellung des
Mikrotoms unter Sicht einer Standlupe konnte der Schneidvorgang beginnen. Der Probenblock
musste jedoch zunachst mithilfe einiger Schnitte vom Uberschiissigen Paraffin befreit werden.
Nach diesen Einstellschnitten erfolgte das Herstellen verwendbarer Schnitte. Die Dicke der
Schnitte war hierbei besonders wichtig fur die spatere Auswertung. Dinne Schnitte bieten eine
gute Bildqualitat bei der Mikroskopie, jedoch sollte ein Schnitt nicht zu diinn werden, da dies
sonst die Weiterverarbeitung erschwert. Fir meine Farbserien habe ich mich fiir eine Dicke
von 6 um entschieden. Wenn die Qualitat eines Paraffinschnitts gut genug war, konnte dieser
mithilfe eines Pinsels vorsichtig von der Mikrotomklinge abgetragen werden. Die Qualitat
wurde dann von mir als ausreichend bewertet, wenn das Gewebe intakt war und der Schnitt
nicht gesplittert erschien. Der Schnitt wurde danach in ein warmes Wasserbad gelegt. Dort
blieb er fir wenige Minuten, wodurch die durch den Schnitt entstandenen Falten geglattet
wurden. Aus dem Wasserbad wurde der Paraffinschnitt dann auf einen Objekttrager
Ubertragen. Bei der Platzierung der Probe auf den Objekttrager ist darauf zu achten, dass sie
am Ende mittig liegt. Auch sollte genug Abstand zum Rand des Objekttragers gehalten
werden, da sonst ein spateres Umranden der Probe mit dem Fettstift erschwert ware. Eine
Warmeplatte wurde nun genutzt, um tiberschiissiges Wasser vom Objekttrager verdunsten zu
lassen. Im letzten Schritt wurden die Objekttrager fir 12 bis 48 Stunden in einem Inkubator
gelagert. Die Lagerzeit wurde fur alle Proben ahnlich gehalten. Nach diesem Schritt ist der
Paraffinschnitt am Objekttrager befestigt. Fur die Schnitte, die von mir mit HE gefarbt wurden,
konnte ich herkdbmmliche Objekitrager verwenden. Fir die IHC-Farbung musste ich jedoch

hitzebestandige Objekttrager benutzen.
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5.3 Farbungen

Um histologische Proben unter dem Mikroskop auswerten zu kénnen, missen diese zunachst
angefarbt werden. Hierbei gibt es die unterschiedlichsten Farbeverfahren, die verschiedene
Strukturen des zu untersuchenden Gewebes anfarben kénnen. Fur mein Experiment nutzte
ich die Hamatoxylin-Eosin-Farbung als Ubersichtsfarbung, um die Qualitat der Praparate zu
beurteilen, bevor ich die immunhistochemische Farbung durchfiihrte. Diese Spezialfarbung
nutzte ich, um TRPC5 und TRPM7 im Gewebe nachzuweisen. Die HE-Féarbung ist eine
einfache und kostenginstige Methode und deshalb besonders fiir die Qualitatskontrolle
geeignet. Die IHC-Farbung ist aufgrund der verwendeten Antikorper kostspieliger und ihre
Durchfiihrung unterscheidet sich von der HE-Farbung. Auf diese beiden Farbungsmethoden

und ihre Besonderheiten werde ich im folgenden Teil naher eingehen.

5.3.1 HE-Farbung

Die HE-Féarbung mit Hamatoxylin und Eosin ist schon seit langer Zeit als Standardféarbung in
Forschung und Diagnostik etabliert. Das Prinzip der HE-Farbung beruht auf einer
elektrostatischen Interaktion zwischen Farbstoff und anzufarbender Struktur. Man
unterscheidet dementsprechend kationische Farbstoffe von anionischen Farbstoffen.
Kationische Farbstoffe binden an negativ geladene Strukturen (z. B. DNA). Dementsprechend
sind sie zur Anfarbung von Zellkernen geeignet. Hamatoxylin gehdrt zu den kationischen
Farbstoffen (LUllmann-Rauch and Asan 2019). Anionische Farbstoffe binden an positiv
geladene Komponenten der Zelle, dazu gehoéren Mitochondrien, verschiedene Proteine oder
Granula im Zytosol der Zelle. Eosin wirkt als anionischer Farbstoff. Ein HE-gefarbtes Préparat
weist unter dem Mikroskop einen blaulich gefarbten Zellkern auf. Komponenten wie das
Zellplasma, Kollagenfasern oder elastische Fasern sind je nach Struktur unterschiedlich stark
rot gefarbt (Lillmann-Rauch and Asan 2019). In meinem Experiment wurde diese Methode
primar dazu verwendet, die Qualitat der Proben zu beurteilen, bevor ich die IHC-Farbung
durchfiihrte (Feldman and Wolfe 2014; Chan 2014). Der groRte Vorteil der HE-Farbung ist die

einfache und kostengtinstige Durchfiihrung.

5.3.1.1 HE-F&rbung: Durchfuhrung

Als erstes missen die Schnitte der Proben entparaffiniert werden. Hierzu wurden die Proben
jeweils dreimal fur funf Minuten in Xylol gebadet. Nachdem der Schnitt nicht mehr in Paraffin
eingebettet war, wurde die Probe rehydriert. Die Rehydrierung diente dazu, dass das
wasserlosliche Hamatoxylin und Eosin an ihren Zielstrukturen binden konnten (Aumdller et al.
2010). Um eine gewebeschonende Rehydrierung der Schnitte zu ermdglichen, nutzte ich eine
absteigende Alkoholreihe (Lang 2006). In meinem Experiment wurden die Schnitte zweimal
fur finf Minuten in 100% Propan-2-ol und dann fir jeweils funf Minuten in 90% Propan-2-ol

und 80% Propan-2-ol belassen. Nach der Rehydrierung konnte dann die eigentliche Farbung
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beginnen. Hierfir wurden die Schnittpraparate fur acht Minuten in ein Hamatoxylinbad
gegeben. AnschlieRend wurden die Proben fir ein paar Sekunden in destilliertem Wasser
gespult, um einen Niederschlag des Hamatoxylins zu verhindern (Lang 2006). Das
anschliel3ende ,Blauen® unter laufendem Leitungswasser fur 12 Minuten sorgte dann fiir eine
Erhéhung des pH-Werts und damit fiir die charakteristische Blaufarbung von Hamatoxylin
(Lang 2006). Nach einer weiteren Spulung mit destilliertem Wasser wurden die Schnitte nun
in eine Eosinlésung getaucht und dort fir 2 ¥2 Minuten belassen. Die Eosinlésung wurde zuvor
mithilfe von Eisessig auf einen pH-Wert von 4-6 eingestellt. Diese Anséduerung beendet das
Blauen, da dieser Prozess besonders im alkalischen Milieu stattfindet. Dies ist besonders
wichtig, um eine gute Kontrastbildung zu erreichen (Lang 2006). Bei der Eosinfarbung handelt
es sich um eine regressive Farbmethode. Das bedeutet, dass Eosin zunachst im Uberfluss
zugefuhrt wird. Um eine adaquate Differenzierung der Farbnuancen in der Probe zu erreichen,
muss das Préaparat daher zunachst in 90%iges Ethanol getaucht werden. Dadurch wird das
Uberschissige Eosin entfernt (Lang 2006). Spater wurden die Proben zweimal fir jeweils funf
Minuten in 100% Ethanol entwéassert und dreimal fur jeweils finf Minuten in Xylol geklart. Zum
Schluss wurde das Praparat eingedeckt und zur Aushartung bei Raumtemperatur Gber Nacht

abgestellt. Nachdem das Praparat ausgehartet war, konnte es mikroskopiert werden.

Da die HE-Farbung zu den histologischen Standardfarbungen gehért und die Farbung schon
seit langer Zeit in der Wissenschaft Verwendung findet, sind die Protokolle zur Durchflihrung
dieser Farbung sehr gut etabliert. In Tabelle 8 ist eine Kurzfassung des verwendeten Protokolls
unseres Instituts dargestellt. Abbildung 5 zeigt als Beispiel das Ergebnis einer HE-Farbung der

Lunge.
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Entparaffinieren

Arbeitsschritte Verwendete Chemikalien Dauer in Minuten
Eintauchen Xylol
Eintauchen Xylol
Eintauchen Xylol

Rehydrieren

5

5

5
Eintauchen 100% Propan-2-ol 5
Eintauchen 100% Propan-2-ol 5
Eintauchen 90% Propan-2-ol 5
Eintauchen 80% Propan-2-ol 5
Farben
Eintauchen Hamatoxylin 8
Spulen destilliertes Wasser -
Blauen flieBendes Leitungswasser 12
Spulen destilliertes Wasser 0,5
Eintauchen 0,1% Eosin, Eisessig 2,5
Entwassern
Eintunken 90% Propan-2-ol -
Eintauchen 100% Propan-2-ol l 5
Eintauchen 100% Propan-2-ol 5
Klaren
Eintauchen Xylol 5
Eintauchen Xylol ‘ 5
Eintauchen Xylol 5
Eindecken

Tabelle 8: Protokoll HE-Féarbung.
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Abbildung 5: HE-Farbung der Lunge. A = Alveole, G = Pulmonales Blutgefal3, P = Pleura. 5-fache VergréRerung.
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5.3.2 Immunhistochemische Farbung

Immunhistochemische Farbungen werden eingesetzt, um spezifische Stoffe wie Proteine im
histologischen Praparat anzufarben. Das Prinzip der IHC-Farbung stellt eine elegante und
derzeit unentbehrliche Methode in der Diagnostik und Forschung dar (Magaki et al. 2019). Es
beruht auf der Verwendung von Antikdrpern, die an ein spezifisches Antigen binden kénnen.
Die Antikdrper binden an das Antigen im Schliissel-Schloss-Prinzip (Lang 2006). Antikorper
werden entweder hergestellt, indem ein Versuchstier gegen den gewlnschten Stoff
immunisiert wird oder mithilfe von Zellkulturen und Bioreaktoren (Jyothilekshmi and
Jayaprakash 2021). Fur die Verwendung von AntikGrpern zur Farbung von Praparaten gibt es
unterschiedliche Methoden. Bei der direkten Farbung bindet ein Antikorper mit
Fluoreszenzmarkierung direkt an die Zielstruktur und der Schnitt kann so direkt untersucht
werden. Die indirekte Farbung nutzt neben dem Primarantikdrper einen Sekund&rantikorper.
In meinem Experiment habe ich die indirekte Farbmethode verwendet. Der von mir verwendete
Sekundarantikorper tragt an seinem Fc-Teil das Enzym HRP (horseradish peroxidase). HRP
kann das Chromogen DAB mit H.O, umsetzen. Hierbei entsteht eine braunliche Farbung im
Praparat an jeder Stelle, an der das Antigen vorhanden ist. Da meine Primarantikdrper gegen
TRPC5 und TRPM7 gerichtet sind, kann ich diese im Praparat nachweisen. Abbildung 6 zeigt
eine schematische Darstellung dieses Prozesses.

Um sicherzustellen, dass bei der immunhistochemischen Farbung keine Fehler auftreten, wird
in jeder Farbserie eine Positivkontrolle und eine Negativkontrolle mitgefarbt. Die
Positivkontrolle sollte ein Gewebe sein, dass das Zielantigen sicher enthalt. Wenn die
Positivkontrolle nicht positiv ausféllt, gab es ein Problem bei der Farbung. Bei der
Negativkontrolle wird ein Schnitt aus dem Gewebe verwendet, von dem das Antigen
nachgewiesen werden soll. Die Negativkontrolle wird genauso wie die reguléaren Proben
verarbeitet. Nur der Primarantikdrper wird bei der Farbung weggelassen. Stattdessen wird
Kaninchenserum auf die Probe gegeben. Am Ende der Farbung war die IHC erfolgreich, wenn
die Negativkontrolle kein Farbsignal aufwies. Falls doch ein Farbsignal identifiziert werden
kann, muss man davon ausgehen, dass es zu einem Fehler (Pipettierfehler, unzureichende
Peroxidase-Inaktivierung, etc.) bei der Farbung gekommen ist. Im schlimmsten Fall ist der
Sekundarantikorper unspezifisch und bindet nicht nur an den Primé&rantikbrper. Um dies zu
verhindern, sollte man Antikérper verwenden, die bereits sowohl von der vertreibenden Firma
als auch durch unabhéangige Forschungsgruppen hinsichtlich ihrer Spezifitdt und Sensitivitat
validiert wurden. Im Folgenden mochte ich nun ndher auf die Bindungsstellen der verwendeten

Antikérper und auf das Farbprotokoll eingehen.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Funktionsweise der sekundaren Immunhistochemie. Der
Priméarantikdrper (primary antibody) dockt an das Antigen (Antigen) an. An den Fc-Teil des Primarantikdrpers bindet
das Sekundéarantikdrper (secondary antibody) horseradish peroxidase (HRP-polymer) Konjugat. Die HRP ist in der
Lage Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) zu polymerisieren und somit eine Braunfarbung der Struktur des
Praparats zu erreichen, an dem das Antigen vorhanden ist. Erstellt mithilfe von BioRender.com.

32



5.3.2.1 Bindungsstellen der verwendeten Antikdrper

Die Antikorper, die ich in meinen Experimenten verwendet habe, binden an bestimmten Stellen
des Proteins. Diese Stellen kdnnen sich je nach Antikoérper unterscheiden. Der Antikdrper
gegen TRPCS5 bindet laut Herstellerangaben an der 959-973 Aminosaure des humanen
TRPCS5 Proteins. Dieser Teil befindet sich am C-Terminus des Proteins. In Abbildung 7 ist die
Bindestelle markiert (Alomone Labs 2023a).

al a2 a3 a4 a5 ab

COOH

_
Y

Abbildung 7: Schematische Darstellung von TRPC5 (2). ,NH:“ stellt das N-terminale Ende und ,COOH" das C-
terminale Ende dar. CCD: coiled-coil-Domame. ANK: Ankyrin-like-repeat. a 1-6: Transmembrandoméanen. TRP:
TRP-Box. CIRB: calmodulin- and inositol 1,4,5-trisphosphate receptor binding domain. CaMB: Calmodulin binding
site. PDZB: PDZ binding sequence. Die Bindungsstelle des Priméarantikdrpers ist in Orange markiert (Alomone Labs
2023a; Zholos 2014; J. Tang et al. 2001). Erstellt mithilfe von BioRender.com.
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Der Antikorper, der verwendet wurde, um TRPM7 anzufarben, bindet laut Herstellerangaben
an der 1146-1165 Aminosaure des humanen TRPM7. Das Epitop befindet sich intrazellular
am C-Terminus des Proteins. Weiter C-terminal befindet sich die Kinasedoméne von TRPM7.
Abbildung 8 zeigt die Bindestelle des Antikdrpers (Alomone Labs 2023b).

al a2 a3 a4 a5 a6
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Abbildung 8: Schematische Darstellung von TRPM7 (2). ,NH:“ stellt das N-terminale Ende und ,,COOH*" das C-
terminale Ende dar. CCD: coiled coil Domane. MHR: melastatin homology region. al-6: Transmembrandoméne 1-
6. TRP: TRP-Box. Ser/Thr: Serin Threonin-Doméne. aK: Kinase-Doméne. Die Bindungsstelle des
Primé&rantikorpers ist in Orange markiert (Jimenez et al. 2020; Alomone Labs 2023b; Fleig and Chubanov 2014).
Erstellt mithilfe von BioRender.com.
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5.3.2.2 [HC-Farbung: Protokoll

Das Protokoll, das ich fir die IHC-Farbung verwendet habe, wurde von Prof. Tschernig und

den Doktoranden erstellt, die vor mir IHC-Farbungen in meiner Fakultat durchgefihrt haben.

Aufgrund ihrer Vorarbeit war ich in der Lage, das Protokoll mithilfe der Literatur zu modifizieren.

Eine IHC-Farbserie dauerte zwei Tage. Aus diesem Grund habe ich das Protokoll in zwei Teile

unterteilt. Im nachfolgenden Teil mochte ich genauer auf die Arbeitsschritte eingehen.

Arbeitsschritt Details zum Arbeitsschritt

Teil 1
Entparaffinieren

und Rehydrieren

Demaskieren

Blockieren

Primarantikorper

Tabelle 9: IHC: Protokoll Tag 1.

1.
2
3.
4,
5
6

=

N

> w0 P

Xylol (3x8 Min.)

100% Propan-2-ol (2x5 Min.)
90% Propan-2-ol (5 Min.)
80% Propan-2-ol (5 Min.)
70% Propan-2-ol (5 Min.)
H20 dest. (5 Min.)

In Citrat-Puffer bei 95°C (60 Min.)
Abkuhlen bei Raumtemperatur (30 Min.)
In PBS waschen (1 Min.)

Objekttrager trocken klopfen und mit Blockierldsung pipettieren

In Feuchtkammer inkubieren (60 Min.)

Verdinnte Primarantikdrperlésung mit NGS ansetzen
Blockierlésung vom Obijekttrager klopfen
Primarantikérperldsung (1:50) auf Objekttrager pipettieren
Inkubation in Feuchtkammer bei Raumtemperatur Gber Nacht
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Arbeitsschritt Details zum Arbeitsschritt
Teil 2

Peroxidase- 1. Verbleibende Losung von Objekttrager klopfen
Inaktivierung 2. Mit PBS waschen (2x2 Min.)
3. 3% H»0; auf Objekttrager pipettieren und belassen (10 Min.)
4. Losung vom Obijekttrager klopfen
5. Mit PBS waschen (2x2 Min.)
Sekundarantikorper 1. Sekundarantikdrper-HRP-Konjugat als Losung in NGS (1:500) auf
Objekttrager pipettieren und in Feuchtkammer stellen (45 Min.)
Losung von Objekttrager abklopfen
Mit PBS waschen (2x2 Min.)
DAB-Farbung 1. Inkubation mit 1:1 DAB-L&6sung (10 Min.)
2. Obijekttrager in PBS tauchen
Gegenfarbung 1. Objekttrager in destilliertes Wasser (1 Min.)
2. In Hamatoxylin nach Ehrlich kurz eintunken
3. In destilliertes Wasser tunken
4. Unter flieRendem Leitungswasser blauen (5 Min.)
Entwasserung 1. 70% Propan-2-ol (5 Min.)
2. 80% Propan-2-ol (5 Min.)
3. 90% Propan-2-ol (5 Min.)
4. 100% Propan-2-ol (2x5 Min.)
5. Xylol (3x5 Min.)
Eindecken 1. Mit Histokitt verkleben

2. Ausharten lassen unter dem Abzug

3. Lagern bei Raumtemperatur
Tabelle 10: IHC: Protokoll Tag 2.
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5.3.2.3 Teill

Wie bei der HE-Farbung missen die Schnitte zunachst entparaffiniert werden. Hierzu wurden
die Proben dreimal fur sieben Minuten in ein Xylolbad gegeben. Eine absteigende Alkoholreihe
wurde dann genutzt, um die Proben zu rehydrieren. Dazu wurden die Proben zweimal fur flnf
Minuten in 100% Propan-2-ol, fir finf Minuten in 90% Propan-2-ol und schlieBlich fir weitere
funf Minuten in 80% Propan-2-ol gegeben. Nach der Rehydrierung wurden die Proben

schnellstmdglich weiterverarbeitet.

Als nachstes musste das Antigen der Proben demaskiert werden. In diesem Schritt wurden
die durch die Fixierung entstandenen Quervernetzungen der Proteine und die an den
Proteinen hangenden Formalinmolekule gelost. Der Primarantikdrper konnte so leichter die
Zellmembranen bis zum Antigen durchdringen (Lang 2006). Im Sinne des sog. HIER-
Verfahrens (heat-induced epitope retrieval) habe ich die Proben zur Demaskierung fir 45
Minuten bei 95°C in einen Warmeschrank in Citratpufferlosung gegeben. Nachdem ich die
Praparate in PBS gewaschen hatte, pipettierte ich sie mit Blockierldsung und inkubierte sie fiir
60 Minuten in einer Feuchtkammer. Anschlieend inkubierte ich die Proben mit dem
Primarantikorper gegen TRPC5 bzw. TRPM7.

Darauf folgte die Inkubation der Proben mit dem Priméarantikorper gegen TRPC5 bzw. TRPM?7.
Ich pipettierte die Antikérperldsung in einer 1:50-Verdinnung auf die Schnitte. Die Antikorper
wurden mit NGS verdinnt. Das im NGS enthaltene Albumin sorgt dafiir, dass der Antikérper
im Behdlter nicht an den Wanden haften bleibt. Das Serumalbumin wirkt also als eine Art
Tragerprotein (Lang 2006). Nachdem die Blockierungsldsung von den Objekttragern
abgeklopft worden war, konnte der Primarantikdrper auf die Objekttrager gegeben werden. Die

Proben wurden dann Gber Nacht in einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur inkubiert.

5.3.2.4 Teil 2

Am zweiten Tag wurde zunachst die Peroxidase-Inaktivierung durchgefihrt. Dieser Schritt ist
essenziell, da sonst im spateren Verlauf die Farbung der Proben verfalscht werden kdnnte
(Lang 2006). Als Vorbereitung klopfte ich zunachst die Ubrige Losung vom Objekttrager.
AnschlieRend erfolgten zwei Waschungen mit PBS-Lésung flr jeweils zwei Minuten. Das
spéater auf die Proben pipettierte 3% H»O> sorgte flr die Inaktivierung der Peroxidasen, die im
histologischen Préparat enthalten waren. Erfolgt dieser Schritt nicht, kénnen die endogenen
Peroxidasen ebenfalls das Chromogen umsetzen. Die Folge wére ein falsch positives

Ergebnis (Lang 2006). Das H,O, wurde zehn Minuten auf den Préparaten belassen.

Im nachsten Schritt wurde eine Verdinnungslésung (1:500) aus NGS und einem
Sekundarantikorper hergestellt und auf die Objekttrager pipettiert. Die Objekttrager stellte ich

dann fur 45 Minuten bei Raumtemperatur in eine Feuchtkammer. Nach Ablauf der Zeit wurde
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die Losung von den Objekttragern geklopft und diese dann erneut zweimal jeweils fir zwei

Minuten mit PBS gewaschen.

AnschlieBend folgte die DAB-Farbung. Hierzu gab ich Diaminobenzidintetrahydrochlorid
(DAB) mithilfe einer Pipette auf die Objekttrager. Das DAB wird als Chromogen durch die HRP
oxidiert, die sich als Konjugat am Sekundéarantikdrper befindet. Dadurch findet ein
Farbumschlag statt. Neben diesem Farbumschlag sorgt die Oxidation auch fir eine
Polymerisation an Proteinen in der Umgebung des Priméarantikérpers. Der Farbstoff bleibt also
an dem Ort, wo er gebildet wurde (Lang 2006). Nach Ende der DAB-Farbung wurde der
Objekttrager kurz in PBS gewaschen. Nach der Waschung missen die Proben fiir eine Minute

in destilliertem Wasser verbleiben.

Um die Gewebsarchitektur unter dem Mikroskop genauer beurteilen zu kénnen, fuhrten ich
eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin durch. Hierzu tauchten ich die Objekttrager zunéchst fur
eine Minute in destilliertes Wasser. Danach wurden die Praparate kurz in Hamatoxylin getunkt.
Zum Schluss blaute ich die Praparate unter flieBendem Leitungswasser fir funf Minuten. Das
Resultat einer guten Gegenfarbung ist eine leichte Farbung der Zellkerne des Praparats. Bei
einer zu starken Farbung kann es sein, dass das Signal der eigentlichen IHC-Farbung

Uberlagert wird (Lang 2006).

Zur Entwasserung wurden die Praparate zunéchst fur funf Minuten in 90% Propan-2-ol und
dann zweimal fur jeweils finf Minuten in 100% Propan-2-ol getaucht. Anschliel3end kléarte ich
die Praparate dreimal fur jeweils funf Minuten in Xylol. Zum Schluss konnten die Praparate
dann mit Deckglasern und Histokleber eingedeckt werden. Die Aushartung erfolgte tiber Nacht

bei Raumtemperatur.

Wie bereits erklart fuhrte ich, um die Qualitat der Farbung zu verifizieren, noch eine Positiv-
und zwei Negativkontrollen durch. Bei einer Positiv- und einer Negativkontrolle handelte es
sich um Herzmuskelgewebe. TRPC5 und TRPM7 werden in diesem Gewebe exprimiert (S.-L.
Du et al. 2021; Andriulé et al. 2022). Bei der Positivkontrolle wurde eine reguléare Farbung
durchgefiuhrt. Bei der Negativkontrolle hingegen wurde der Primarantikdrper weggelassen. Die
Positivkontrolle  diente  der  Qualitatssicherung  der IHC-Farbung und  der
Sensitivitdtsbestimmung der Versuchsreihe. Die Negativkontrolle kann unspezifische
Reaktionen des Sekundarantikdrpers demaskieren (Lang 2006). Fir die zweite
Negativkontrolle verwendete ich Lungengewebe. Eine Farbserie wurde von mir erst dann als
valide beurteilt, wenn die Negativkontrolle kein Farbsignal und die Positivkontrolle ein
Farbsignal aufwies. Abbildung 9 und 10 zeigen Negativ- und Positivkontrollen einer
erfolgreichen Farbserie. Wichtig bei der IHC-Féarbung ist, dass die Einwirkzeiten von
Antikdrpern und DAB ungeféahr gleichgehalten werden. Unterschiedliche Einwirkzeiten kénnen

dazu fuhren, dass die Ergebnisse untereinander nicht mehr vergleichbar sind (Lang 2006).
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Das von mir verwendete Protokoll habe ich genutzt, da es bereits durch verschiedene andere
Projekte in meinem Institut etabliert wurde. Allerdings habe ich das Protokoll nach einer
Testfarbung geéndert. Zunachst habe ich eine Farbserie mit einer Antikdrperkonzentration von
1:100 durchgefuhrt. Bei dieser Konzentration blieben die Strukturen jedoch ungefarbt. Ebenso
habe ich die Dauer der Gegenfarbung angepasst. Es stellte sich heraus, dass ein zu langes
Eintauchen in Hamatoxylin zu einer starken Gegenfarbung fuhrt. Diese kann dazu fiihren, dass

das Farbsignal des DAB uberdeckt wird.
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Abbildung 9: Negativkontrolle Herz. Die Probe wurde nur mit dem Sekundéarantikbrper behandelt und mit
Hamatoxylin gegengefarbt. In den Herzmuskelzellen befinden sich bréunliche Lipofuszingranula, die auch als
Alterspigmente bezeichnet werden (W.-W. Li et al. 2021). E = Endokard, M = Myokard, LG = Lipofuszingranula. 40-
fache VergrofRRerung.
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Abbildung 10: Positivkontrolle Herz. IHC-Farbung eines Diinnschnitts des Herzens. Der priméare Antikorper ist dabei
gegen TRPC5 gerichtet. Die Herzmuskelzellen sind deutlich positiv fir TRPC5. Die Kerne der Zellen sind blaulich
geféarbt. E = Endokard, M = Myokard, LG = Lipofuszingranula, Z = Myozyten Zellkern. 40-fache VergréRerung.
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5.4 Aufnahme der Bilder und Auswertungsmethode

Nachdem die Objekttrager mit den Proben gefarbt worden waren, konnte ich diese unter einem
Lichtmikroskop untersuchen. Unter dem Mikroskop betrachtete ich die Praparate zunéchst in
funffacher VergréRerung, um einen Uberblick tiber die Praparate zu erhalten. Dabei konnte
auch die Qualitat beurteilt werden. Danach bewertete ich die Praparate genauer in einer
hoheren VergrofRerungsstufe. Wahrend der Untersuchung nahm ich Bilder von den Proben

auf. Dies ermoglichte mir eine einfache Auswertung.
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6 Ergebnisse

Insgesamt habe ich das Lungengewebe von sechs Kdérperspendern untersucht. Von den
entnommenen Proben wurden zehn gegen TRPC5 und neun gegen TRPM7 geféarbt. Eine
Ubersicht der gefarbten Proben, ihrer jeweiligen Entnahmeorte und zugeordneten Spender
kann Tab. 11 entnommen werden. Im folgenden Kapitel mochte ich die Ergebnisse meiner
Experimente vorstellen und auf meine in Abschnitt 4.3 formulierten Forschungsfragen zu
sprechen kommen. Das Kapitel 6.1 widmet sich dem generellen Nachweis von TRPC5 und
TRPM?7 in der menschlichen Lunge. In Kapitel 6.2 mdchte ich auf die Expression von TRPC5-
und TRPM7-Proteinen in den histologischen Strukturen der Lunge eingehen, inklusive der

Expression in humanen Alveolarmakrophagen.

Um das Farbsignal und damit die Expression von TRPC5 und TRPM7 klassifizieren und
auswerten zu kbénnen, habe ich ein Klassifizierungssystem erarbeitet. Dieses mdchte ich im
Folgenden naher erlautern. Eine Struktur oder Probe wurde als negativ (-) gewertet, wenn sie
eine blauliche Farbung aufwies, ahnlich wie die Gegenfarbung der Negativkontrolle. Als maRig
positiv wurde ein Farbsignal bezeichnet, das eine hell- bis dunkelorange Farbe aufwies oder
wenn sich die Farbung deutlich von der Gegenfarbung der Negativkontrolle unterschied. Hell-
bis dunkelbraune Farbsignale, in denen keine blauliche Gegenfarbung mehr erkennbar war,
wurden in der Analyse als stark positiv (++) bewertet. Diese Kategorisierung wird in Abb. 11

schematisch dargestellt.

Y
- + ++

Abbildung 11: Schematische Kategorisierung der Farbsignale. Wenn nur die blaue Gegenfarbung zu erkennen war,
wurde das Farbsignal als negativ (-) gewertet. Ein Farbsignal, das sich hell- bis dunkelorange darstellte und sich
deutlich von der Gegenfarbung der Negativkontrolle abhob, wurde als méaRig positiv (+) gewertet. Stark positive
Farbsignale (++) sind hell- bis dunkelbraun. Die blaue Gegenfarbung ist nicht zu erkennen.
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Gefarbte Proben TRPC5

Korperspender Entnahmestellen

23/17 Lungenoberlappen, Segmentum apicale, links

23/18 Lungenoberlappen, Segmentum apicale, links

23/20 Lungenoberlappen, Segmentum apicale, links

23/22 Lungenoberlappen, Segmentum apicale, links

23/22 Hilusnaher Bereich, rechts

23/25 Lungenoberlappen, Segmentum apicale, links

23/25 Lungenoberlappen, Segmentum apicale, rechts

23/25 Lungenunterlappen, Segmentum basale laterale,
rechts

23/25 Hilusnaher Bereich, rechts

23/26 Lungenoberlappen, Segmentum apicale, links

Gefarbte Proben TRPM7

Korperspender Entnahmestellen

23/17 Lungenoberlappen, Segmentum apicale, links

23/18 Lungenoberlappen, Segmentum apicale, links

23/20 Lungenoberlappen, Segmentum apicale, links

23/22 Lungenoberlappen, Segmentum apicale, links

23/25 Lungenoberlappen, Segmentum apicale, links

23/25 Lungenoberlappen, Segmentum apicale, rechts

23/25 Lungenunterlappen, Segmentum basale laterale,
rechts

23/25 Hilusnaher Bereich, rechts

23/26 Lungenoberlappen, Segmentum apicale, links

Tabelle 11: Gefarbte Proben.
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6.1 Nachweis von TRPC5 und TRPM7 in der Lunge

Die Probenauswahl wurde nach dem Kreuzschema getroffen. Das bedeutet, dass bei einem
Kdrperspender die Proben aller Entnahmestellen gefarbt wurden und bei den Ubrigen
Kdrperspendern jeweils die Proben aus einer Entnahmestelle. Bei allen Proben konnten die
Antigene mit einer maRigen bis uberdurchschnittlichen Farbsignalstéarke nachgewiesen

werden. Die Auswertung erfolgte mikroskopisch, in finffacher VergréRerung.

Die mit TRPC5-Antikorpern gefarbten Proben wiesen unter mikroskopischer Betrachtung ein
mafiges bis starkes Farbsignal auf. Ein deutlicher Unterschied zur Negativkontrolle war
feststellbar. Es ist deshalb davon auszugehen, dass die Proben Strukturen enthalten, in denen
TRPCS5 vorhanden ist. Abb. 15, 16 und 17 zeigen Beispielbilder. Zum Vergleich zeigt Abb. 14
eine Negativkontrolle.
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Abbildung 12: Ubersicht Signal TRPC5. Das Diagramm beschreibt die Anzahl an TRPC5-negativen (-), maRig
positiven (+) und stark positiven (++) Proben, in 5- facher VergréRerung. Die X-Achse beschreibt das Farbsignal.
Die Y-Achse beschreibt die Anzahl der Proben.
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Ein ahnliches Ergebnis zeigte die Farbung mit TRPM7-Antikdrpern. Die Proben wiesen ein
mafiges bis starkes Farbsignal auf. Der deutliche Unterschied zur Negativkontrolle deutet
darauf hin, dass TRPM7-positive Zellen in den Strukturen vorhanden sind. Abb. 18, 19 und 20
zeigen Beispielbilder von Farbungen gegen TRPM7. Die Proben zeigten ein maRig bis starkes

Farbsignal auf. Im Vergleich dazu zeigt Abb. 14 die dazugehorige Negativkontrolle.
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Abbildung 13: Ubersicht Signal TRPM7. Das Diagramm beschreibt die Anzahl an TRPM7-negativen (-), maRig
positiven (+) und stark positiven (++) Proben, in 5-facher VergroRerung. Die X-Achse beschreibt das Farbsignal.
Die Y-Achse beschreibt die Anzahl der Proben.
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Abbildung 14: Negativkontrolle Lunge. A = Alveole, G = Pulmonales Blutgefal3, P = Pleura. 5-fache VergréRerung.
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Abbildung 15: Farbung gegen TRPC5 (1). A = Alveole, G = Pulmonales Blutgefal3. 10-fache VergréRerung.
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Abbildung 16: Farbung gegen TRPC5 (2). AM = Alveolarmakrophage, AS = Alveolarseptum. 100-fache
VergréRerung.
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Abbildung 17: Farbung gegen TRPC5 (3). Bronchiole im Querschnitt. B = Bronchiole. 10-fache Vergrof3erung.
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Abbildung 18: Farbung gegen TRPM7 (1). A = Alveole, G = Pulmonales Blutgefal3. 5-fache Vergroé3erung.

51



-
-

. ~.

1
)
'
Y

. SN

¢

.-

P
e

-----

Pl

Abbildung 19: Farbung gegen TRPM7 (2). GefaR im Querschnitt. AS = Alveolarseptum, A = GeféRadventitia, E =
GefaRendothel, M = Gefalimedia. 40-fache VergroéRRerung.
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Abbildung 20: Farbung gegen TRPM7 (3). Bronchiole im Querschnitt. B = Bronchiole. 10-fache VergréRerung.

53



6.2 Vergleich der Strukturen der Lunge

In meiner Auswertung habe ich auRerdem das Vorkommen von TRPC5 und TRPM7 in den
unterschiedlichen Strukturen der Lunge untersucht. Dazu habe ich die Proben unter dem
Mikroskop untersucht und die Pleura, das subpleurale Bindegewebe, die Gefal3e mit Endothel,
Media und Adventitia, die Bronchiolen, das Alveolarseptum, die Alveolarmakrophagen und die
Pneumozyten vom Typ | und Typ Il auf ihr Farbsignal bewertet. Pro Praparat wurden bis zu
funf Exemplare der genannten Strukturen untersucht und nach den oben genannten Kriterien
entweder als negativ (-), mafig positiv (+) oder stark positiv (++) bewertet. Um die Strukturen
insgesamt zu vergleichen, wurden die zusammengetragenen Daten in eine Tabelle
Ubertragen. Die Auswertung erfolgte mikroskopisch, zunéchst in 5-, dann in 10-, 20-, 40- und
100-facher VergréRerung. Die Ergebnisse sind in Abb. 21 und 22 dargestellt.

Pleura, subpleurales Bindegewebe, LungengefalRe, Bronchiolen, Pneumozyten vom Typ 1 und
Typ 2 und Alveolarmakrophagen wiesen in allen untersuchten Proben ein mafiges bis starkes
Farbsignal auf. Keine der Strukturen war negativ. Die Ergebnisse deuten auf das Vorkommen

von TRPCS5 in allen untersuchten Strukturen hin.
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Abbildung 21: TRPC5-Farbsignal der Strukturen. Das Diagramm beschreibt die Anzahl an TRPC5-negativen (-),
maRig positiven (+) und stark positiven (++) Strukturen. Auf der X-Achse werden die untersuchten Strukturen
dargestellt. Hierbei beschreiben die blauen Saulen die Anzahl der negativen Strukturen, die orangenen Sé&ulen die
der maRig positiven Strukturen und die braunen Saulen die der stark positiven Strukturen. Die Y-Achse beschreibt
die Anzahl der Proben. BG = Bindegewebe.
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Auch bei der Anfarbung mit TRPM7-Antikorpern wiesen Pleura, subpleurales Bindegewebe,
Lungengefalie, Bronchiolen, Pneumozyten vom Typ 1 und Typ 2 sowie Alveolarmakrophagen
ein maRiges bis starkes Farbsignal auf. Keine Struktur wurde als negativ klassifiziert.
Dementsprechend ist das Vorkommen von TRPM7 in den genannten Strukturen

wahrscheinlich.
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Abbildung 22: TRPM7-Farbsignal der Strukturen. Das Diagramm beschreibt die Anzahl an TRPM7-negativen (-),
mafig positiven (+) und stark positiven (++) Strukturen. Auf der X-Achse werden die untersuchten Strukturen
dargestellt. Hierbei beschreiben die blauen Saulen die Anzahl der negativen Strukturen, die orangenen Sé&ulen die
der maRig positiven Strukturen und die braunen S&ulen die der stark positiven Strukturen. Die Y-Achse beschreibt
die Anzahl der Proben. BG = Bindegewebe.
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7 Diskussion

Nachdem ich in den vorangegangenen Teilen lber die Methodik und die Ergebnisse meiner
Experimente berichtet habe, mdchte ich nun Uber die Ergebnisse diskutieren. Zunachst werde
ich die Ergebnisse meiner Arbeit in Relation zur aktuellen Forschung setzen. Dann werde ich
die von mir verwendete Methodik kritisch betrachten. Dabei gehe ich auf das Studiendesign,
die Probenentnahme und -verarbeitung sowie auf das Spenderkollektiv ein. Aul3erdem
diskutiere ich Uber das von mir genutzte Farbprotokoll. Schlussendlich mdchte ich meine Arbeit

zusammenfassen und auf die moglichen Perspektiven in diesem Forschungsgebiet eingehen.

7.1 Einordnung der Ergebnisse

Bei der mikroskopischen und makroskopischen Ubersichtsbetrachtung der Proben lieR sich
bereits ein deutlicher Unterschied zwischen den Negativkontrollen und den Proben, die gegen
TRPC5 bzw. TRPM7 gefarbt wurden, erkennen. Das Farbsignal deutet auf ein Vorkommen
von TRPC5 und TRPM?7 in der menschlichen Lunge hin. Die spatere detaillierte Betrachtung
der Proben gab Hinweise auf ein ubiquitdres Vorkommen von TRPC5 und TRPM7 in Pleura,
subpleuralen Bindegewebe, Lungengeféallen, Bronchiolen, Pneumozyten Typ 1 und Typ 2

sowie Alveolarmakrophagen.

7.1.1 Bezug auf aktuelle Forschung fur TRPC5

Wie einleitend erwahnt, wurde TRPC5 bereits in mehreren Organen und Gewebetypen
nachgewiesen. In der Lunge betrifft dies mehrere Zelllinien. Im menschlichen Gewebe wurde
TRPCS5 bisher nur in glatten Muskelzellen der Atemwege nachgewiesen (Lembrechts et al.
2012; White et al. 2006; Peng et al. 2010; Lu et al. 2008; Ong et al. 2003). Andere Nachweise
stammen meist aus Kulturen tierischer Lungenzellen. Oft wurde auch nur die
korrespondierende TRPC5- mRNA mittels RT-PCR detektiert. Meine Ergebnisse zeigen, dass

TRPC5 wahrscheinlich sogar in der gesamten menschlichen Lunge vorhanden ist.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass TRPC5 eine Rolle in verschiedenen
pathophysiologischen Vorgangen spielt. Hierbei méchte ich besonders den Stellenwert von
TRPCS5 bei der Regulation des Ca?*-Haushalts in glatten Muskelzellen hervorheben (Peng et
al. 2010; B.-B. Liu et al. 2019; Chen et al. 2020; Ong et al. 2003). Eine Dysregulation dieses
Haushalts kann nachweislich zur Entstehung von vaskularen Erkrankungen und
Atemwegserkrankungen fiihren. Bezogen auf TRPC5 in der Lunge sind hierbei besonders
zwei Entitéaten zu nennen: Die pulmonale Hypertonie und das Asthma bronchiale (Koopmans
et al. 2014; Peng et al. 2010). In beiden Fallen kénnte ein besseres Verstandnis von TRPC5
dazu beitragen, die Pathophysiologie der Krankheiten genauer aufzuklaren und so eventuell
einen Ansatzpunkt fir neue Therapien zu schaffen (Koopmans et al. 2014; Peng et al. 2010).
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Eine weitere Zellreihe, bei der TRPC5 an der Regulation von Zellfunktionen beteiligt ist, sind
Makrophagen. Hier gibt es bereits Hinweise, dass TRPC5 die Polarisierung der Makrophagen
in einen proinflammatorischen Phanotyp hemmt (Tao et al. 2020). Es gibt ebenfalls Hinweise,
dass durch auf Makrophagen vorhandene TRPC4/TRPC5-Heteromere eine protektive
Wirkung bei Sepsis vermittelt wird (Pereira et al. 2018). In meinen Experimenten konnte zum
ersten Mal nachgewiesen werden, dass TRPC5 auch in Alveolarmakrophagen vorhanden ist.
Dementsprechend kénnte TRPC5 als Ziel pharmakologischer Interventionen genutzt werden,

um entzundliche Erkrankungen der Lunge zu behandeln (Tao et al. 2020).

7.1.2 Bezug auf aktuelle Forschung fir TRPM7

In menschlichen Zellen konnte TRPM7 bereits in Fibroblasten der MRC5- und WI-38-Linie
sowie in Bronchialepithelzellen der 16-HBE-Linie nhachgewiesen werden (Yu et al. 2013; K. Liu
et al. 2018; Wei et al. 2009). Ahnlich wie bei TRPC5 wurden die meisten Nachweise von
TRPMY7 jedoch an tierischen Zellen erbracht. Zu diesen Zellen gehdren Alveolarmakrophagen
und glatte Muskelzellen aus den Atemwegen und Pulmonalarterien der Tiere (J. Li et al. 2018;
Lin et al. 2016; C.-W. Yang et al. 2018). Meine Experimente deuten darauf hin, dass TRPM7
in der gesamten Lunge vorhanden ist.

Wie bereits erwahnt reguliert TRPM7 die intrazellulare Kationenkonzentration, insbesondere
Mg?*, Na* und Ca?*. Die Dysregulation des Kationenhaushalts ist ein Teil der Pathogenese
von fibroproliferativen Erkrankungen wie Lungenfibrose (Inoue, Kurahara, and Hiraishi 2019).
TRPM7 wurde deshalb bereits als mdgliches Ziel flr pharmakologische Interventionen
beschrieben (T. Xu et al. 2015). Genau wie bei TRPC5 kénnte TRPM7 an der Entstehung von
pulmonaler Hypertonie beteiligt sein. Somit stellt es ebenfalls ein Ziel fir mdogliche
pharmakologische Interventionen dar (D. Wang et al. 2021; Hiraishi et al. 2022). Auch bei
entziindlichen Erkrankungen der Lunge kdnnte TRPM7 einen wichtigen Angriffspunkt fur
medikamentdse Interventionen bieten. Erst neulich konnte die Arbeitsgruppe um Busey et al.
zeigen, dass VPC01091.4 und AAL-149 einen antiinflammatorischen Effekt auf
Alveolarmakrophagen haben. Dieser antiinflammatorische Effekt besteht laut den Autoren
sogar im Mausmodell in vivo. VPC01091.4 und AAL-149 sind Analoga von FTY720, der auch
als Fingolimod (GILENYA®) als Immunsuppressivum bei der Behandlung von Multipler
Sklerose eingesetzt wird (Busey et al. 2024). Meine Ergebnisse deuten darauf hin, dass
TRPM7 auch in menschlichen Alveolarmakrophagen vorhanden sind. Es bleibt dennoch
abzuwarten, ob es sich bei VPC01091.4 und AAL-149 um pharmakologische Stoffe handelt,
die auch zur Behandlung von inflammatorischen Lungenerkrankungen eingesetzt werden

kénnen (Busey et al. 2024).
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7.2 Methodenkritik

In diesem Teil mochte ich ndher auf die verwendete Methodik eingehen. Die mdéglichen
Auswirkungen des Spenderkollektivs, der Enthahme und Verarbeitung der Proben sowie des
verwendeten Farbprotokolls, auf meine Ergebnisse, mdchte ich hierbei besonders
hervorheben. Zun&chst mochte ich jedoch Uber das von mir gewahlte Nachweisverfahren

diskutieren.

7.2.1 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie als Nachweismethode bietet mehrere Vorteile. Einerseits ist die
Methode einfach durchzufiihren. Die bendtigten  Geréatschaften gehéren  zur
Standardausriistung der meisten Labore und die Chemikalien sowie die Antikdrper sind
einfach Uber die Industrie zu beziehen. Andererseits bietet die Methode eine hohe Sensitivitat
und Spezifitat fir den Nachweis der entsprechenden Antigene. Die Sensitivitat und Spezifitat
hangen hierbei besonders von den verwendeten Antikorpern ab (Lang 2006). Die von mir
verwendeten Antikdrper wurden bereits in mehreren Publikationen genutzt und von der Firma
selbst getestet. Es gibt ausreichend Hinweise, dass die verwendeten Antikdrper spezifisch und
sensitiv genug waren (Macianskiené et al. 2017; Y. Zhu et al. 2019; Zhang et al. 2022). Die
Farbung von Positiv- und Negativkontrollen half ebenfalls dabei, falsch positive und falsch
negative Ergebnisse zu verhindern und erhdhte somit die Validitat der Ergebnisse (Lang
2006). Da die Farbungen manuell durchgefuhrt wurden, konnten auch hier Fehler entstehen,
z. B. durch falsches Pipettieren. Es war wichtig, das Protokoll der Farbung einzuhalten und
alle Proben moglichst einheitlich zu behandeln, um eine interne Vergleichbarkeit zu
ermdglichen. Dies betrifft besonders die verwendete Konzentration der Primarantikérper und

die Dauer mit der die Proben mit DAB gefarbt wurden.

7.2.2 Spenderkollektiv

Far meine Experimente wurden jeweils Proben von sechs Korperspendern (vier Manner und
zwei Frauen) entnommen. Das Durchschnittsalter der Korperspender betrug 81,3 Jahre.
Informationen Uber die Vorgeschichte der Kdrperspender waren nicht verfligbar. Alle Spender
starben an einem naturlichen Tod, wobei ein Spender an den Folgen einer Pneumonie

verstarb.

Insgesamt habe ich zehn immunhistochemische Farbungen fir den Nachweis von TRPC5 und
neun fur den Nachweis von TRPM7 durchgefihrt. Die untersuchte Stichprobe mit insgesamt
sechs Individuen war dementsprechend recht klein. Das von mir verwendete Spenderkollektiv
lag mit 81,3 Jahren ebenfalls deutlich tiber dem deutschen Durchschnittsalter von 43,4 Jahren
im Jahr 2021 (Bundesinstitut fir Bevoélkerungsforschung 2023). Aus diesem Grund lasst sich
keine sichere Aussage uber das Vorkommen von TRPC5 und TRPM7 in der Lunge von

jungeren Spendern treffen.
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Krankheitsbedingte und postmortale Verdnderungen der Lunge kénnten ebenfalls einen
Einfluss auf die Aussagekraft meiner Experimente haben. Postmortale Veranderungen
kénnten unteranderem aufgrund einer Verzégerung der NEP- Fixierung nach dem Tod der
Spender eintreten. Um die Qualitat der Proben zu gewahrleisten, wurde deshalb vor der IHC-
Farbung eine HE-Ubersichtsfarbung durchgefiihrt. Einige diskretere pathophysiologische
Veranderungen lassen sich allerdings durch diese Methode nicht nachweisen.

Aufgrund der niedrigen Anzahl der Farbungen, des Spenderkollektivs und der moglichen
postmortalen und krankheitsbedingten Veranderungen der Proben miissen meine Ergebnisse
differenziert betrachtet werden. Dennoch gibt meine Arbeit deutliche Hinweise darauf, dass
TRPC5 und TRPM7 ubiquitar in der menschlichen Lunge vorhanden sind.

7.2.3 Entnahme und Verarbeitung der Proben

Die durchgefiihrte mediane Sternotomie zur Probenentnahme ermdéglichte mir eine gute
Ubersicht tiber die Spenderlungen, sodass ich die Proben zielsicher entnehmen konnte. Bei
der Entnahme war jedoch darauf zu achten, dass die Proben keine Gewebstraumta durch die
verwendete Pinzette erlitten. Bei der weiteren Verarbeitung der Proben war es wichtig, dies
moglichst ziligig durchzufuhren. Nur so konnte ein vorzeitiges Denaturieren der Proben
verhindert werden. Ebenfalls war es wichtig, die Verarbeitung streng nach Protokoll
durchzufiihren, um eine Ungleichbehandlung zu vermeiden und fur jede Probe gleiche

Versuchsbedingungen zu schaffen.

7.3 Zusammenfassung und Perspektive

Nachdem ich tber die Einordnung meiner Ergebnisse in die aktuelle Forschung berichtet und
die von mir verwendete Methodik kritisch beurteilt habe, mdchte ich nun zum letzten Teil dieses
Abschnitts kommen. Hier werde ich meine Arbeit noch einmal zusammenfassen und einen

mdoglichen Ausblick auf weitere Forschung in diesem Bereich geben.

In meinen Experimenten konnte ich aufzeigen, dass TRPC5 und TRPM7Y nicht nur in einzelnen
Zelltypen der Lunge vorkommen, sondern wahrscheinlich in der gesamten Lunge ubiquitér
vorhande sind. Dennoch ist es gerade aufgrund der methodischen Limitationen meiner Arbeit
wie dem hohen Alter und der geringen Grol3e des Spenderkollektivs wichtig, diese Ergebnisse
an Proben von juingeren Spendern zu verifizieren. Hierfir wirden sich eine erneute
Untersuchung an intraoperativ entnommenen Proben besonders gut eignen. In Zellen sind
TRPC5 und TRPM7 an den unterschiedlichsten physiologischen Vorgangen beteiligt. Hierzu
z&hlt besonders die Regulation des Kationenhaushaltes (Fleig and Chubanov 2014; Zholos
2014). Mehrere Forschungsgruppen liefern hierbei Hinweise darauf, dass TRPC5 und TRPM7
in die Genese verschiedenster Krankheiten der Lunge involviert sein konnten (Zholos 2014,

Fleig and Chubanov 2014). Im Hinblick auf diese Tatsachen zeigt meine Arbeit auf, wie wichtig

59



die weitere Erforschung von TRPC5 und TRPM7 in der menschlichen Lunge ist. Eine noch
genauere Untersuchung dieser lonenkandle kdnnte nicht nur zu einem besseren Verstandnis
der Zellbiologie und der Funktion vieler Zelltypen in der Lunge beitragen. Im besten Fall konnte
weitere Forschung auf diesem Themengebiet dabei helfen, neue Ziele fir pharmakologische
Interventionen und Behandlungsoptionen fir bisher schwer kontrollierbare Krankheiten zu
finden. Es wurden bisher mehrere Stoffe identifiziert, die als Inhibitoren von TRPC5 oder
TRPM7 pharmakologisch genutzt werden koénnten. Einige dieser Inhibitoren sind zum
gegenwartigen Zeitpunkt Gegenstand klinischer Studien oder wurden sogar schon zur
Anwendung am Menschen zugelassen (Walsh et al. 2021; Qin et al. 2013; Busey et al. 2024).
Es bleibt abzuwarten, ob diese Medikamente auch zur Behandlung von Lungenkrankheiten

eingesetzt werden konnten.
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