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1. Zusammenfassung

Hintergrund: TRPC6 ist ein von Diacylglycerin aktivierter unselektiver Kationenkanal, der
hauptséchlich fiir Calciumionen durchlissig ist. Er ist der Teil der TRP-Superfamilie, wird in den
meisten Geweben exprimiert und kann im Rahmen physiologischer aber auch pathophysiologischer
Calciumsignale mit Erkrankungen wie der fokal-segmentalen Glomerulosklerose, idiopathischer
pulmonal arterieller Hypertonie oder kardialer Hypertrophie in Verbindung gebracht werden. Auch an
malignen Prozessen wie der Proliferation von Brust oder Magenkrebszellen ist der Kanal beteiligt. Die
Differenzierung von Bindegewebe steht ebenfalls mit TRPC6 in Verbindung. Der Kationenkanal scheint
jedoch auch immunologische Funktionen innezuhaben, da er die Permeabilitit von Endothelien
reguliert, mit Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht wird und die Proliferation von B-Zell
Lymphomzellen fordert. In menschlichen lymphatischen Geweben ist der Kanal bisher nur auf mRNA-
Niveau oder in vereinzelten lymphatischen Zellreihen mittels Western Blot erforscht, ein direkter
Nachweis konnte bisher nicht erfolgen, deshalb soll in dieser Arbeit das menschliche lymphatische
Gewebe mittels Immunhistochemie untersucht werden.

Methoden: Die Untersuchung der lymphatischen Gewebe auf den TRPC6 Kanal erfolgte an
Korperspendern des anatomischen Instituts Homburg. Betrachtet wurden die lymphatischen Organe
Lymphknoten, Milz, Tonsilla palatina, gut-associated lymphoid tissues (Illeum und Appendix
vermiformis) sowie Thymus. Insgesamt wurden 102 Proben gewonnen, die der HE-Férbung zugefiihrt
werden konnten. Die HE-Farbung diente der Identifizierung der besten fiinf Proben (sortiert nach
morphologischer Beurteilbarkeit und Autolyse) des jeweiligen Organs, die dann der
immunhistochemischen Féarbung zugefiihrt wurden. Eine Ausnahme stellten die Proben der Tonsilla
palatina dar, die von der Klinik fiir Hals- Nasen- und Ohrenheilkunde des Universititsklinikum des
Saarlandes bereitgestellt wurden. Hier erfolgte die immunhistochemische Untersuchung aller drei zur
Verfiigung gestellten Priparate. Die Immunfirbung erfolgte mit einem Knockout-validierten Anti-
TRPC6 Antikorper, einem mit Meerrettichperoxidase konjugierten Sekundérantikorper sowie
Diaminobenzidin als Chromogen.

Alle Arbeitsschritte von Organentnahme iiber Paraffineinbettung, Schneiden mit dem Mikrotom, HE-
und immunhistochemische Farbung bis zur Eindeckung und lichtmikroskopischer Auswertung wurden
von mir selbst durchgefiihrt mit der Ausnahme der Tonsillen Proben, die bereits im paraffinierten
Zustand iibergeben wurden.

Ergebnisse: Die durchgefiihrten Immunférbungen belegen das Vorkommen von TRPC6 in allen
untersuchten lymphatischen Geweben. Lymphozyten in Lymphknoten, Milz, Tonsilla palatina, Thymus
und gut-associated lymphatic tissues in Ileum und Appendix vermiformis zeigten ein positives
Férbesignal, wobei das Signal im Thymus durchschnittlich am schwiéchsten war. Auch das
follikelassoziierte Epithel der Tonsilla palatina, des Ileums und der Appendix wies einen braunen

Farbumschlag des Chromogens auf. Alle angeschnittenen Gefédfle lymphatischer Organe, insbesondere



die Trabekelarterien der Milz, die submukosen Gefifle der Appendix und des Ileums sowie die
angeschnittenen Lymphgeféde der Lymphknoten zeigten ein positives Farbsignal. Auch in den
hochendothelialen Venolen, die in der Tonsille beobachtet werden konnten, manifestierte sich eine
braune Féarbung.

Schlussfolgerung und Ausblick:

Die durchgefiihrten Experimente weisen auf ein ubiquitdres Vorkommen des TRPC6-Kanals in
lymphatischen Geweben hin, welches mit dem aktuellen Stand der TRPC6-Forschung in Einklang zu
bringen ist und die physiologische, aber auch pathophysiologische Relevanz des TRPC6-vermittelten
Calciumeinstroms in die Zelle und der dadurch beeinflussten Signalwege unterstreicht. Die groBte
Limitation der Studie stellt das hohe Alter der Korperspender dar, sodass hier weitere Untersuchungen
an jungen humanen Geweben notwendig sind, um den Storfaktor der altersbedingten

histomorphologischen Verdnderungen auszuschalten.



Abstract

Background: TRPC6 is a non-selective cation channel that is activated by diacylglycerol and is mainly
permeable to calcium ions. It belongs to the TRP superfamily, is expressed in most tissues, and has been
associated with diseases such as focal segmental glomerulosclerosis, idiopathic pulmonary arterial
hypertension, and cardiac hypertrophy in the context of both physiological and pathophysiological
calcium signaling. The TRPC6 channel is involved in various processes, including the proliferation of
breast or gastric cancer cells and the differentiation of connective tissue. Additionally, it has
immunological functions, regulating the permeability of endothelia and promoting the proliferation of
B-cell lymphoma cells. It is also associated with autoimmune diseases. The investigation of the channel
in human lymphoid tissues has so far been limited to mRNA analysis or Western blotting of isolated
lymphoid cell lines. This study aims to directly detect the channel in human lymphoid tissue using
immunohistochemistry.

Methods: The TRPC6 channel in lymphatic tissues was analyzed using body donors from the Homburg
Anatomical Institute. The lymphatic organs analyzed included lymph nodes, spleen, palatine tonsil, gut-
associated lymphoid tissues (ileum and vermiform appendix), and thymus. A total of 102 samples were
obtained and subjected to HE staining. The purpose of HE staining was to identify the five best samples
of the respective organ, sorted according to morphological assessability and autolysis. These samples
were then subjected to immunohistochemical staining. The samples of the palatine tonsil, provided by
the Department of Otorhinolaryngology at Saarland University Hospital, are an exception. Here, all
three specimens were subjected to immunohistochemical examination. Immunostaining was carried out
using a knockout-validated anti-TRPC6 antibody and a secondary antibody conjugated with horseradish
peroxidase. Diaminobenzidine was used as a chromogen.

All steps, including sample collecting, paraffin embedding, microtome sectioning, HE and
immunohistochemical staining, mounting, and light microscopic analysis were performed by the author,
except for the tonsil samples, which were provided in a paraffin-embedded state.

Results: The conducted immunostainings confirmed the presence of TRPC6 in all the examined
lymphatic tissues. Lymphocytes in lymph nodes, spleen, palatine tonsil, thymus, and gut-associated
lymphatic tissues in ileum and vermiform appendix exhibited a positive staining signal, with the signal
in the thymus being the weakest on average. The follicle-associated epithelium of the palatine tonsil,
ileum, and appendix also demonstrated a brown color change in the chromogen. All incised vessels of
lymphatic organs, particularly the trabecular arteries of the spleen, the submucosal vessels of the
appendix and ileum, as well as the incised lymphatic vessels of the lymph nodes, exhibited a positive
color signal. The high endothelial venules, which could be observed in the tonsil, also demonstrated a
brown coloration.

Conclusion and outlook:

The experiments performed indicate a ubiquitous occurrence of the TRPC6 channel in lymphoid tissues,

which is consistent with the current state of TRPC6 research and underlines the physiological and
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pathophysiological relevance of TRPC6-mediated calcium influx into the cell and the signaling
pathways influenced by it. The greatest limitation of the study is the advanced age of the body donors,
so further investigations on young human tissues are necessary to eliminate the confounding factor of

age-related histomorphological changes.



2. Einleitung

Die TRP-Kanalfamilie ist eine Familie unselektiver Kationenkanile, von denen die meisten fiir
Calciumkationen (Ca?") durchlissig sind [1]. Anderungen der zytosolischen Ca**-Konzentration spielen
eine zentrale Rolle bei grundlegenden Prozessen in der Zelle. Dazu gehdren z.B. die Muskelkontraktion,
die Freisetzung von Transmittern, aber auch Signale fiir Zellproliferation, Gentranskription und Zelltod
[2]. TRP-Kanile sind an der intrazelluldren Ca?*-Konzentration beteiligt, entweder durch direkten
Calciumeinstrom oder durch Modulation des Membranpotentials [3].

TRP-Kanédle werden in den meisten menschlichen Geweben und Organen exprimiert und mit
verschiedenen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen in Verbindung gebracht.

In Lymphozyten spielen TRP-Kanile eine entscheidende Rolle bei der Ca*'-vermittelten

Entziindungsreaktion des Immunsystems [4]. Die Kanéle sind daher Gegenstand aktueller Forschung.

2.1 TRP-Entdeckung und historische Aspekte

Die Entdeckung der TRP-Kanéle im Jahre 1969 geht auf eine Mutante der Drosophila melanogaster
Fruchtfliege zuriick, die unter anhaltender Lichteinstrahlung eine nachlassende Photorezeptorantwort
bis hin zur Blindheit zeigte [5]. Im Gegensatz zur Wildtypfliege zeigte diese Mutante einen transienten
und nicht anhaltenden Strom und wurde deswegen TRP (transient receptor potential) Mutante genannt
[6]. In gedimmtem Licht konnte dieses Phdnomen jedoch nicht beobachtet werden, sodass man davon
ausging, dass es sich bei dem in der Mutante verénderten Rezeptor nicht um eine direkten Photorezeptor
handelte, sondern eine Veranderung im weiteren Verlauf der Signalkaskade [7].

Im Jahre 1988 konnte von Bloomquist durch biochemische Analysen nachgewiesen werden, dass die
Phototransduktion der Drosophilia durch die Phospholipase C (PLC) vermittelt wird [8]. Ein Jahr spéter
wurde von Montell und Rubin nachgewiesen, dass das TRP-Gen fiir ein Polypeptid mit 6-8
Membranhelices kodiert, das Ahnlichkeiten zu Rezeptoren bzw. Transportproteinen wie dem GABA-
Rezeptor zeigt [9]. Die zeitgleiche Erkenntnis von Hochstrate, dass kleine Konzentrationen von
Lanthankationen (La*") den TRP-Phénotyp der Drosophila in der SchmeiBfliege nachahmen konnte,
lieferte Hinweise darauf, dass es sich bei dem TRP-Kanal um einen Ca**-Membrankanal handeln
konnte, da La®" ein Inhibitor des Ca**-Kanal ist [10]. In Zusammenschau damit, dass bei der Mutante
niedrigere Spiegel von Ca*" vorlagen, konnte somit die Vermutung aufgestellt werden, dass es sich um
einen Kanal handeln muss, der die intrazellulire Ca** Konzentration aufrecht erhilt [11]. Durch
technischen Fortschritt gelang es 1991 Hardie nachzuweisen, dass ein ausgeldster Strom {iber den
lichtsensiblen Kanal der Drosophilia primir selektiv fiir Ca*" war [12]. Diese Erkenntnis warf ein
Paradoxon auf, da die TRP-Mutante nach wie vor eine elektrische Reaktion auf einen gedimmten
Lichtreiz zeigte und man deswegen weiter davon ausging, dass die TRP-Mutation nicht direkt den
Photorezeptor betreffen konnte. Wenn jedoch der lichtsensible Kanal primir selektiv fiir Ca®" ist, gibt
es keine Erkldrung fiir einen Kanal, der die intrazelluliren Ca®"-Speicher aufrecht erhilt [13]. Eine
Losung dieses Paradoxons ging unter anderem durch Forschungsarbeit an anderen wirbellosen Tieren

wie des Limulus hervor, bei dem mehrere Photorezeptoren beschrieben wurden und somit bei Ausfall
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oder Blockierung eines der Rezeptoren trotzdem noch eine, wenn doch eine verdnderte, Antwort auf
einen Lichtreiz gemessen werden konnte [ 14].

Somit kamen Minke und Hardie schlussendlich zur Erkenntnis, dass der TRP-Kanal ein
Transmembranprotein mit den Eigenschaften eines lonenkanals darstellt, der Signalwege der PLC
aktiviert wird und primér Calcium transportiert [15].

1995 konnte im Labor von Birmbaumer und gleichzeitig im Labor von Montell der erste TRP-Kanal im
Sdugetier nachgewiesen werden, der eine Ahnlichkeit zu dem der Drosophilia zeigte und deswegen
zundchst ,.classical® TRPC1 genannt wurde [16], [17]. Die sechs weiteren Familien der TRP-

Superfamilie wurden zwischen den Jahren 1997 und 2003 entdeckt [13].
2.2 TRP-Superfamilie

Die TRP-Superfamilie wird in sieben Familien unterteilt. Die Mitglieder einer Familie zeigen jeweils
die groBte Ahnlichkeit innerhalb der Transmembrandominen [3]. Die Familie mit der groBten
Homologie zu dem in der Drosophilia entdeckten Kanal wird als TRPC (canonical — ,,vorschriftsmafBig,
anerkannt) bezeichnet. Die Familie TRPV (vanilloid) ist nach dem ersten Mitglied dieser Familie
benannt, das den Namen TRPV1 (frither vanniloid receptor 1) triagt. Die Familie mit Homologie zum
melastin-1 wird als TRPM bezeichnet. Die Familie TRPP und TRPML bekommen ithre Namen, da sie
Polycystin und Mucolipin beinhalten. Die TRPA-Familie ist nach ihrer Vielzahl von ankryin repeats
benannt [18]. Zuletzt ist die TRPN-Familie (NOMP, no mechanopotential) zu nennen, bei der

Genomuntersuchungen darauf hinweisen, dass dieser Kanal im Sadugetier nicht exprimiert wird [3].

2.3 TRPC6 Aufbau und Regulation

Im Sdugetier wurden bis jetzt sieben Untereinheiten der TRPC-Familie beschrieben (TRPC1-7), wobei
TRPC2 im Menschen ein Pseudogen darstellt und somit nicht exprimiert wird [16]. Die Subfamilie kann
nochmals aufgrund von Homologien in den Aminoséuresequenzen unterkategorisiert werden: TRPCI1,
TRPC2, TRPC3/6/7 [19]. Alle TRPC-Kanéle sind aus sechs transmembran o Helices aufgebaut (S1-S6)
von denen die ersten vier eine Doméine bilden, die dhnlich der Spannungssensordoméne eines
spannungsgesteuerten Ionenkanals ist, wie beispielsweise des spannungsgesteuerten Ca®*-Kanals. Die
beiden letzten dienen der Bildung einer Pore, die der Leitung von Ionen dient. Auch diese Doméne ist
von spannungsgesteuerten Kanidlen bekannt [20]. Diese sechs Transmembrandominen bilden ein
Monomer. Vier dieser Monomere setzen sich dann zu einem Tetramer zusammen, dass den
funktionellen TRPC-Kanal bildet [21]. Hierbei sind sowohl die Bildung von Homotetrameren, wie
beispielsweise viermal TRPC6 als auch Heterotetramere mdglich, wobei sich die Heterotetramerbildung

auf die einzelnen Subgruppierungen beschrinkt (beispielsweise TRPC3/6/7) [22].
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Abbildung 1 - TRPC6 Aufbau in Untereinheit und Homotetramer

Abbildung 1 zeigt den Aufbau einer TRPC6-Untereinheit mit ihren sechs transmembranen o Helices
(S1-S6), die zwischen S5 und S6 liegende Pore (P) sowie die Zusammensetzung vier dieser
Untereinheiten in einen funktionellen TRPC6-Kanal als Homotetramer in Anlehnung an [23], [24].
Die Regulation der TRPC-Kanile stellt ein komplexes Studienfeld dar, bei dem verschiedenste
Mechanismen diskutiert werden [20]. Alle TRP-Kandle und so auch TRPC6 benétigen PLC zur
Aktivierung [25], [26]. Am ehesten durch einen Gqi11-gekoppelten Rezeptor wird der PLC Pathway
gestartet und arbeitet {iber die Hydrolysierung von phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) an der
Plasmamembran zu inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) und diacylglycerol (DAG). IP; kann dann IP3-
Rezeptoren am endoplasmatischen Retikulum aktivieren [20]. DAG zeigt sich als direkter Aktivator des
TRPC6 Kanals [27]. Diese Form der Aktivierung und der so bedingte Ca*" Einstrom in die Zelle wird
als receptor-operated Ca”" entry (ROCE) bezeichnet [28]. Jedoch scheint DAG nicht die einzige
Moglichkeit zur Aktivierung der Kanéle zu sein [29]. Eine weitere Moglichkeit konnte eine Aktivierung
im Rahmen des store-operated Ca*" entry (SOCE) zu sein, bei dem die TRPC-Kanile zusammen mit
den Orai-Kanilen eine Einheit bilden konnte, die bei einem Nachlass der Ca’>" Konzentration in
intrazelluldren Speichern aktiviert wird [30]. Diese Moglichkeit der Aktivierung wird jedoch sehr
kontrovers diskutiert, da sie nie endgiiltig im elektrophysiologischen Experiment bewiesen werden
konnte [20].

Der TRPCG6 ist primir permeabel fiir Ca*', jedoch konnte auch eine Durchlissigkeit fiir monovalente
Kationen wie Caesium (Cs"), Natrium (Na"), and Kalium (K") gezeigt werden. Die Durchléssigkeit fiir
Ca”" ist hierbei ungefihr fiinfmal so hoch wie fiir Na* [27].
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Abbildung 2 - TRPC6 Aktivierung ROCE
Abbildung 2 zeigt die Aktivierung des TRPC6 Kanals im Rahmen des ROCE in Anlehnung an [31].
2.4 TRPC6 und assoziierte Krankheiten

TRPC6 kann mit mehreren Erkrankungen in Beziehung gebracht werden, wobei bisher nur wenige
Krankheitsbilder auf eine direkte Channelopathie zuriickgefiihrt werden konnten [3]. Eines dieser
wenigen Krankheitsbilder stellt die fokale und segmentale Glomerulosklerose (FSGS) dar. TRPC6 ist
ein wesentlicher Bestandteil der Schlitzmembran der Niere. Bei entsprechender Mutation des TRPC6-
Gens kommt es zur Erkrankung, wobei ein mdglicher Pathomechanismus ein Ca®*-Overload der Zelle
im Rahmen einer gain of function Mutation zu sein scheint [32], [33].

AuBerdem sind verschiedenste indirekte Zusammenhénge des TRPC6 Kanals mit Krankheitsbildern
beschrieben, wie durch Symptome von TRPC6-Knockout Mausen oder erhohte TRPC6-Expression bei
Patienten oder Versuchstieren mit der jeweiligen Erkrankung [3].

So wird TRPC6 mit idiopathischer pulmonalarterieller Hypertonie (IPAH) in Verbindung gebracht. Die
TRPC6-Expression ist bei Patienten mit IPAH signifikant erhoht. Diese Uberexpression scheint zu
Proliferation von glatter Muskulatur in den Lungenarterien zu fithren [34]. AuBlerdem wurde eine
Verbindung zwischen TRPC6 und der Angiotensin-2 vermittelten Herzhypertrophie beschrieben [35].
TRPC6 scheint aulerdem eine wichtige Rolle in denen mit Krebs assoziierten Signalwegen der Zelle,
wie Differenzierung, Proliferation oder Zelltod, zu spielen [36]. Es konnte nachgewiesen werden, dass
TRPC6 in Tumorzellen des Brustkrebses tiberexprimiert wird und mit der Proliferation der Zellen in
Verbindung steht. Die Ca®*-Einstrome in die Tumorzellen scheinen erhdht zu sein, wobei die genauen
Signalwege weitestgehend unbekannt sind [24].

Die Entdeckung verschiedenster Aktivatoren des TRPC6-Kanals, wie beispielsweise Pyrazolo[1,5-

a]pyrimidine, und dessen experimentelle Testung als Kandidat fiir ein Antikrebs Therapeutikum zeigen



einen Zusammenhang zwischen TRPC6 und Magenkrebs sowie das riesige Potential hinter der TRP-
Forschung auf [37].

Eine wesentliche Rolle scheint TRPC6 auflerdem in der Aktivierung von Fibroblasten und Bildung von
Fibrose im menschlichen dermalen- sowie murinen Lungen- Bindegewebe zu spielen [38], [39]. In
intestinale Fibroblasten in der Niere der Maus scheint der Kanal ebenfalls an der Fibrosebildung beteiligt
zu sein [40].

Dies liefert Hinweise darauf, dass TRPC6 wohlmoglich ubiquitdr im Bindegewebe exprimiert wird. Ein
direkter Nachweis des Proteins im menschlichen Bindegewebe lymphatischer Organe ist jedoch bisher
noch nicht erfolgt.

Eine Rolle von TRPC6 wird auBerdem in der Atiologie von Autoimmunerkrankungen gesehen. Es
konnte ein Nachweis erbracht werden, dass TRPC6 mit der Entstehung der neuropsychiatrischen
Manifestation des systemischen Lupus Erythematodes (NPSLE) in Verbindung steht. Ein
entsprechender SNP (Single Nucleotide Polymorphism) scheint vor der Entstehung des NPSLEs zu
schiitzen [41].

In einer 2016 durchgefiihrten Studie zum chronischen Fatigue-Syndrom, konnte an B-Lymphozyten
gezeigt werden, dass manche Patienten iiber SNPs auf dem TRPC6 Gen verfiigten. Ein mdglicher
Zusammenhang zwischen einer durch den TRPC6 SNP bedingten Calciumdysregulation wird von den
Autoren vermutet [42].

AuBerdem konnte in einer 2014 angefertigten Studie zum Zusammenhang von Statinen und der
Proliferation humaner Burkitt-Lymphom Zellen der Nachweis erbracht werden, dass eine verminderte
TRPC6 Expression die Proliferation maligner B-Lymphozyten inhibiert. Die Autoren vermuten, dass
der durch TRPC6 vermittelte Anstieg an Ca®" die Proliferation der Zelle fordert [43].

2.5 Lymphatische Organe

Es folgt eine kurze Einfiihrung zu den lymphatischen Organen mit Aufbau und Funktion in Anlehnung
an das von Aust verfasste Kapitel ,,Blut und lymphatische Organe — Grundlagen® der 5. Auflage der
dualen Reihe — Anatomie [44]. Inhalte aus anderen Publikationen oder Werken sind mit entsprechenden
Referenzen markiert.

Die lymphatischen Organe werden unterteilt in primére und sekundére lymphatische Organe. Die
Priméren namentlich der Thymus und das Knochenmark dienen der Bildung und Reifung der
Immunzellen wihrend die Sekundéren begrenzten Rdume der Immunantwort darstellen. Zu den
sekundéren lymphatischen Organen zdhlen die Lymphknoten, Milz, Tonsillen jedoch auch jede Form
von Mucosa Associated Lymphoid Tissue (MALT). Im Rahmen dieser Arbeit von besonderer
Bedeutung sind die Peyer-Patches im Ileum, die zum Gut Associated Lymphoid Tissue (GALT)
gehoren, das dem MALT zugeordnet wird. Von manchen Autoren werden die eingelagerten
Lymphfollikel in der Appendix vermiformis ebenfalls als Peyer-Patches bezeichnet, sodass diese

Zuordnung in dieser Arbeit libernommen wird [45].



2.5.1 Genereller Aufbau von sekundiren lymphatischen Organen

Nach Verlassen der priméren lymphatischen Organe treten die Lymphozyten iiber die hochendothelialen
Venolen (HEV), aufler in der Milz, in die sekunddren lymphatischen Organe ein. Die Lymphozyten
rezirkulieren hierbei stindig zwischen dem Blut und den sekundiren lymphatischen Organen. Man
unterscheidet zwischen den aus dem Thymus stammenden T-Lymphozyten und den aus dem
Knochenmark (engl. Bonemarrow) stammenden B-Lymphozyten, die entsprechend der Namensgebung
die B- und T-Zone bilden. In der B-Zone sind Lymphfollikel angesammelt, die nach Antigenkontakt ein
Keimzentrum ausbilden und zum Sekundirfollikel werden. Die T-Zone befindet sich in direkter
Nachbarschaft zur B-Zone. Hier befinden sich die HEVs. Im Alter wird eine strukturelle

Desorganisation der Grenze zwischen T und B-Zone beschrieben [46].

2.5.2 Lymphknoten

Lymphknoten sind wenige Millimeter bis ca. 1,5 Zentimeter groBe Organe, die in Rinde (Cortex),
Parakortex und Mark (Medulla) unterteilt werden, wobei sich die Sekundérfollikel hauptsichlich in der
Rindenregion befinden. Im Parakortex befinden sich dicht jedoch ungeordnet angelagerte T-
Lymphozyten. Die Lymphknoten sind mit einem groBen efferenten und mehreren kleineren afferenten
LymphgefaBen versorgt, iiber die die Lymphfliissigkeit zum Lymphknoten transportiert wird. Diese
Zwischenstationen der Lymphbahn dienen der Présentation von Antigenen, die mit der Lymphe
transportiert werden. Nach dem Eintritt iiber die afferenten Gefile wird die Lymphe iiber das
fenestrierte Endothel des Randsinus, des Intermedidrsinus und des Marksinus verteilt, um dann wieder
iiber das efferente Gefil abzuflieBen. Auf diesem Weg kdnnen Antigene von Makrophagen prozessiert
und den Lymphozyten prisentiert werden. Der Randsinus, der Intermediérsinus und damit auch der
Marksinus bestehen aus Sinusendothelzellen, die an retikuldren Fasern haften. Zum Mark hin werden
die Sinusendothelzellen von fribroblastischen Retikulumzellen iiberlagert [45]. Diese Zellen scheinen
mit den Endothelzellen der Lymphgeféalle verwandt zu sein [45], [47]. Die Lymphozyten sind zwischen
den von der Kapsel ausgehenden Trabekeln in retikuldres Bindegewebe eingebettet.

Die beschriebene Morphologie der Lymphknoten éndert sich jedoch stark im Alter. Sie geht mit Stdrung
in den definierten Lymphknotenregionen sowie in der Anordnung der Immunzellen in diesen Zonen
einher [48]. Das Kortexgewebe wird stetig kleiner und geht in eine Morphologie iiber, in der nur noch
kleine Inseln iibrigbleiben, die von medullirem Gewebe umgeben sind [49]. Besonders bei peripheren
Lymphknoten degeneriert das Kortexgewebe, wihrend es beispielsweise bei mesenterialen
Lymphknoten noch am meisten erhalten bleibt. Das Vorkommen von Keimzentren, und damit von
Sekundarfollikeln, nimmt ebenfalls im Alter stark ab [50]. Ein Verlust von HEVs sowie ein fibrotischer
Umbau im Alter wird ebenfalls beschrieben [51]. All diese Prozesse konnen im Rahmen der
Immunseneszenz gesehen und bespielweise mit dem Auftreten von Neoplasien oder der gehemmten

Immunantwort auf Impfstoffe im Alter gebracht werden [48].
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2.5.3 Milz

Die Milz ist ein etwa zwolf Zentimeter langes Organ im linken Oberbauch, das sowohl lymphatische
Funktionen als auch den Abbau iiberalterter Erythrozyten {ibernimmt. Man unterscheidet zwischen roter
und weiller Pulpa, wobei die weifle Pulpa die immunologische Funktion iibernimmt. Die rote Pulpa
besteht aus fenestriertem Endothel, den vendsen Milzsinus mit eingelagerten roten Blutkdrperchen, die
der Erythrozyten-Mauserung dienen. Mit 1/3 des lymphatischen Gewebes des Korpers ist die Milz das
groBite lymphatische Organ. Aus der bindegewebigen Kapsel ragen Trabekel in das Organinnere.
Zwischen den Trabekeln befindet sich ein Netz aus retikuldrem Bindegewebe, in das das Parenchym
eingelagert ist. Die weille Pulpa macht etwa 15 Prozent des Parenchyms aus. Um die zentralen Arterien
herum befindet sich die periarterioldre Lymphozytenscheide (PALS), die hauptsdchlich aus T-
Lymphozyten besteht. Auf der PALS aufgelagert befinden sich Lymphfollikel, die nach Antigenkontakt
zu Sekundairfollikeln werden konnen. Da die Milz nicht tiber HEVs verfiigt, ist die géngigste Theorie,
dass die Lymphozyten an den Zentralarterien nachgeschalteten offen endenden Pinselarteriolen
austreten und sich dann an die Zentralarterie anlagern. Der Austrittsort zwischen weifler und roter Pulpa,
an dem die Ateriole endet, wird Marginalzone genannt [45]. Wie die T-Lymphozyten von der
Marginalzone (MZ) zur PALS der Zentralarteriole gelangen, war jedoch lange weitestgehend
unbekannt. Cheveau beschreibt 2020 diesen Weg der Lymphozytenwanderung, nach passivem Austritt

aus dem GefaB, als iiber einen G-Protein gekoppelten Rezeptor vermittelt [52].

2.5.4 MALT

Die kurze Ubersicht iiber das MALT wird in Anlehnung an das von Liillmann-Rauch verfasste Werk
Taschenlehrbuch-Histologie verfasst [45]. Inhalte anderer Publikation sind auch hier mit
entsprechenden Referenzen markiert.

Das MALT befindet sich in respiratorischen und der Verdauung dienenden Schleimhéuten. Es stellt
unter dem Epithel angeordnete Anhdufungen lymphatischen Gewebes dar. Der Aufbau dieses Gewebes
ist an den verschiedenen Regionen gleich. Es besteht aus retikuldrem Bindegewebe in das Lymphozyten
eingelagert sind. Speziell unterscheidet man zwischen Lymphfollikeln mit B-Lymphozyten und
zwischen den Follikeln gelagerte T-Lymphozyten. Das Epithel wird als Follikel assoziiertes Epithel
(FAE) bezeichnet und beinhaltet spezielle Microfold-Zellen (M-Zellen), die der Transcytose von
Antigenen dienen. Die M-Zellen wurden zuerst im Verdauungstrakt bei den Peyer-Patches
nachgewiesen, jedoch auch bei der Tonsilla palatina beschrieben [53]. Die genauen molekularen
Prozesse dieses Antigentransports sind bis jetzt weitestgehend unverstanden [54]. Lediglich eine Reihe
von potenziellen Kandidaten fiir antigenbindenden Rezeptoren wurden identifiziert, wie beispielsweise
der GP2 Rezeptor [55].

Tonsilla palatina

Die Tonsillen bilden den lymphatischen Rachenring im oberen Teil des Pharynx (Waldeyer-Ring). Uber
ihr Epithel kdnnen sie Antigene direkt aus der Atemluft und Nahrung aufnehmen. Eine dieser Tonsillen

ist die paarig angelegte Tonsilla palatina (Gaumenmandel), die ein mit mehrschichtig unverhorntem
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Plattenepithel bedecktes Organ darstellt, in das von der Oberfldche tiefe Krypten in das Organinnere
einziehen. In diesen Krypten ist das Epithel lockerer angeordnet und kann als FAE bezeichnet werden,
da darunter die Sekundarfollikel gelagert sind. Die diskontinuierliche Basalmembran scheint ebenfalls
den Eintritt von Antigenen zu erleichtern. Auf der Riickseite des Organs befindet sich eine
bindegewebige Kapsel.

GALT in Ileum und Appendix vermiformis

Das GALT hat die Aufgabe der immunologischen Abwehr von mit der Nahrung {iber den
Verdauungstrakt aufgenommen Erregern. Speziell handelt es sich um die Peyer-Patches, die in das der
Verdauung dienenden Darmgewebe eingelagert sind. Hauptséchlich findet man die Peyer-Patches im
terminalen Ileum gegeniiber des mesenterialen Ansatzes und in der Appendix vermiformis. Diese
Patches bestehen aus in der Mukosa und Submukosa eingelagerten Lymphfollikeln, die von FAE
bedeckt sind. Das FAE wird hier als Domepithel bezeichnet und unterscheidet sich wesentlich von dem
normalen Darmepithel. Es finden sich weder Biirstenzellen noch Becherzellen.

Im Alter nimmt die Anzahl der Peyer-Patches stetig ab. Die Morphologie verdndert sich ebenfalls. Von
einer papilldren Struktur im Kindesalter mit Lymphfollikeln, verlieren die Patches im Alter ihre Form

sowie die Follikel innerhalb der Lymphozytenansammlung [56].

2.5.5 Thymus

Der Thymus ist ein sich im oberen Mediastinum befindendes Organ, das sich in zwei Lappen aufteilt,
die sich nochmals weiter durch Bindegewebssepten in einzelne Lappchen unterteilen. Das Grundgeriist
des Organs besteht aus epithelialen Zellen, in die die reifenden Lymphozyten (Thymozyten) eingebettet
sind. Die Interaktion dieser beiden Zelltypen dient der Reifung der Lymphozyten, die zuvor durch die
Blutbahn aus dem Knochenmark in den Thymus eingewandert sind.

Im Laufe des Lebens unterliegt der Thymus einer deutlichen Involution, sodass er von bei der Geburt
mit circa 30g im Vergleich zum Erwachsenen auf circa 18g schrumpft. Das Gewebe wird stetig durch
Fettgewebe und oder Bindegewebe ersetzt. Der im Rahmen der Involution auftretende, im peripheren
Blut nachweisbare Abfall von naiven T-Lymphozyten [57] kann als Prozess im Rahmen der
Immunseneszenz gesehen werden [58]. In einer Studie von Moritz wird eine Involution von mehr als 90
Prozent des Thymusgewebes innerhalb der ersten fiinf Lebensdekaden beschrieben. Danach verringert
sich das Gewebe bis zum 90. Lebensjahr nur noch minimalst. Sie beschreibt auBBerdem, dass ab dem 70.
Lebensjahr keine Hasallkdrperchen mehr nachweisbar waren. Moritz definiert in ihrer Studie
verschiedene Altersgruppen bei der die letzte 61 Jahre und élter darstellt. In dieser Gruppe bestand 95
Prozent des analysierten Gewebes nur noch aus Fettgewebe. Wenn thymales Restgewebe nachweisbar
war, dann nur Strédnge von atrophischem Epithel sowie Inseln von angedeuteten kortikalen Strukturen
mit eingelagerten Lymphozyten [59]. Die Nachweise von Moritz fiir die Morphologie des Thymus im
Alter sind im Rahmen dieser Arbeit relevant, da die Untersuchungen des Thymus ausschlieBlich an
Korperspendern stattfinden, die der letzten ihrer definierten Studiengruppen (61 Jahre und élter)

zugeordnet werden.
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2.6 TRPC6 in lymphatischen Geweben

Nachdem die complementary DNA (cDNA) des humanen TRPC6-Kanals 1999 erstmals aus der
Plazenta isoliert werden konnte [27] und das zugehdrige Gen auf Chromosom 11 q21-q22 lokalisiert
wurde [60], konnte 2000 erstmals ein Nachweis im menschlichen lymphatischen Gewebe explizit in der
Milz im Rahmen eines Northern Blots erfolgen [61].

Gamberucci konnte einen DAG-vermittelten Ca®*-Einstrom in humanen Jurkat T-Lymphozyten sowie
in peripheren Blut T-Lymphozyten nachweisen. Mittels reverse Transkriptase Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR) gelang ihr auBBerdem der Nachweis der TRPC6 mRNA sowohl in der Jurkat-
Zelllinie als auch in peripheren Blut-T-Lymphozyten. AuBerdem gelang ihr der Nachweis des TRPC6-
Proteins in beiden Zelllinien mittels Western Blot [62].

Wenning konnte 2011 dieses Ergebnis reproduzieren, indem sie TRPC6 mittels RT-PCR in humanen
peripheren Blut-Lymphozyten, nicht jedoch in naiven CD3+ T-Lymphozyten nachweisen konnte [63].
TRPC6 scheint eine wichtige Rolle in den Zellprozessen der T-Lymphozyten zu spielen, da TRPC6 -
Knockout Méiuse eine verminderte allergische Atemwegsantwort zeigen. Dies konnte anhand
verminderter IgE Spiegel sowie einer verringerten Interleukin-5 (IL-5) und Interleukin-13 (IL-13)
Sekretion der T-Helfer-Zelle 2 (Th2) bewiesen werden [64]. Die T-Zell Aktivierung konnte mit dem
TRPC6 Kanal in Verbindung gebracht werden [65].

An murinem Gewebe konnten Unterschiede in der TRPC6 mRNA Expression mittels RT-PCR
nachgewiesen werden. Die TRPC6 mRNA Expression scheint in B-Lymphozyten deutlich stérker zu
sein als in T-Lymphozyten. Ebenfalls konnten Differenzen zwischen den Lymphozyten verschiedener
lymphatischer Organe nachgewiesen werden. Die Splenozyten zeigten in diesen Untersuchungen eine
robustere Expression als Immunozyten aus dem Lymphknoten oder dem Thymus. Generell zeigten in
dieser Studie jedoch Thymus, Milz und Lymphknoten einen positiven Nachweis auf TRPC6 mRNA
[66].

Eine weitere Moglichkeit der TRPC6 Funktionen im lymphatischen Gewebe scheint bei der Beteiligung
der Leukozytenmigration iiber Endothelbarrieren zu sein [67]. In diesem Zusammenhang konnte bereits
gezeigt werden, dass TRPC6 im Lungengefdflendothel an der Erhohung der vaskuldren Permeabilitit
beteiligt ist [68]. Weber konnte 2015 nachweisen, dass TRPC6 der wesentliche Kanal ist, der die
transendotheliale Leukozytenmigration reguliert [69], nachdem schon seit lingerem bekannt war, dass
ein transienter Anstieg vom intrazellulirem freiem Ca?" der Endothelzelle eine wesentliche Rolle in
diesem Prozess spielt [70]. Die iiber TRPC6 und Ca** vermittelten Signale scheinen den extrazellulir
regulierte Kinase Pathway (ERK-Pathway) zu aktivieren und somit eine wesentliche Rolle bei der
Rekrutierung von Immunzellen, speziell auch Lymphozyten, zu spielen. Gezeigt werden konnte dies
iiber TRPC6”" Knockout-Miuse, die eine verringerte Immunzellen Rekrutierung zeigten [71]. TRPC6
ist auBerdem in den Muskelzellen der LymphgefdBe im murinen Gewebe vorhanden und an der
Kontraktion beteiligt [72]. Generell wird vermutet, dass das flache Sinusendothel der Lymphgefaf3e mit

dem der Lymphsinus verwandt ist [45].
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Die aktuelle Literatur zeigt somit Hinweise darauf, dass ein ubiquitdres Vorkommen des TRPC6 Kanals
in humanen lymphatischen Geweben in verschiedensten Funktionen mdglich sein konnte. Ein direkter

Nachweis des Proteins mittels Immunhistochemie ist bisher nicht erfolgt.
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2.7 Fragestellungen dieser Arbeit

Aus diesem aktuellen Forschungsstand resultieren folgende Fragestellungen dieser Arbeit:

1. Zeigt sich ein Nachweis von TRPC6 in den lymphatischen Geweben des Menschen in der
immunhistochemischen Farbung?
a. Zeigt sich ein Nachweis in den Lymphozyten?
b. Zeigt sich ein Nachweis im Follikel assoziierten Epithel?
c. Zeigt sich ein Nachweis im Bindegewebe?
d. Sind Unterschiede zwischen den einzelnen Strukturen im Férbeverhalten darstellbar?

ii. Sind die geleisteten immunhistochemischen Nachweise mit dem aktuellen Wissensstand
von TRPC6 im lymphatischen Gewebe vereinbar?

iii. Welchen Einfluss hat das hohe Alter der Korperspender auf die Morphologie der

lymphatischen Gewebe und den Nachweis des Proteins?
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3. Material & Methoden

Um die in der Einleitung erarbeiteten Forschungsfragen zu beantworten, wurden mehrere

Gewebeproben aus unterschiedlichen lymphatischen Organen entnommen und den im Folgenden

dargestellten Experimenten und Arbeitsabldufen zugefiihrt.

3.1 Material und Gerite

Fiir die durchgefiihrte Methodik wurden die in den folgende Tabellen Materialien und Geréte verwendet.

Gerite

Hersteller

Kiihlanlage fiir Korperspender

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

Karussell Gewebeeinbetter MTP

SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland

Paraffin AusgieBstation MPS/P1

SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland

Kiihlplatte MPS/C

SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland

Paraffin-Dispenser

MEDAX GmbH & Co.
Deutschland

KG, Neumiinster,

Mikrotom Leica RM 2025

Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland

GFL Paraffinbad 1052

Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel,
Deutschland

VWR Heizplatte WI10 fiir Histologie-

Objekttrager

Kunz Instruments, Sandelsgatan, Schweden

Digitaler VWR INCU-Line IL 56 Inkubator

VWR International, Pennsylvania, USA

Wairme-/Trockenschrank VT6025

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Labor-Abzugshaube Captair®Flex® M321

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

UHP-Einkanalpipetten

VWR International, Pennsylvania, USA

Lichtmikroskop Leica

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Vortex Mixer

Heathrow Scientific, Illinois, USA

Nikon ECLIPSE E200 LED Fotomikroskop

Nikon Corporation, Tokyo, Japan

Tabelle 1 - verwendete Gerdte
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Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Sterile Skalpellklingen Nr.22

C. Bruno Bayha GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Discofix® Drei-Wege-Hahn

Ref.: 4095111, B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland

Bovivet Einmalkaniilen 14G 2,1x60mm

Kruuse, Langeskov, Danemark

ACU-Punch®Biopsie-Stanze 8/10mm

Acuderm inc., Fort Lauderdale, USA

Einbettkassetten Macro, weild

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

Beloeil, Kanada

PROLENE 1,0 Nahtmaterial

Ethicon US LLC, Cincinnati, USA

Einbettringe

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

Beloeil, Kanada

Roti® -Plast Paraffin-Pallets

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Mikrotomklingen DB80 Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Wetzlar,
Deutschland

SuperFrost® Plus Objekttriager R.Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland

Filtrierpapiere

Ref.: 534018, Macherey-Nagel GmbH und Co. KG,

Diiren, Deutschland

Histologischer Kleber Roti-Histokitt©

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Deckgléser 22x22m / 24x50mm

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

DakoPen Fettstift Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Pipettenspitzen VWR International, Pennsylvania, USA

20 -200ul

100 — 1000pl

1,5 ml Reaktionsgefal3

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland

CELLSTAR®Tubes 15ml Zentrifugenréhrchen

50ml Zentrifugenréhrchen

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Feuchtekammer

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

Tabelle 2 - verwendete Verbrauchsmaterialien
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Losungen, Chemikalien und Antikorper

Hersteller

Formalinldsung nach Basler

Otto Fischar GmbH & CO. KG, Saarbriicken,
Deutschland

Formaldehyd-Losung 3,5 -3,7%

Otto Fischar GmbH & CO. KG, Saarbriicken,
Deutschland

Roti®fair 10x PBS 7.4

Otto Fischar GmbH & CO. KG, Saarbriicken,
Deutschland

2-Propanol 97%

Zentrales  Chemikalienlager  Universitit  des

Saarlandes (ZChL), Saarbriicken, Deutschland

Methylbenzoat 99%

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

Xylol

VWR International, Fontenay-sous-Bois, Frankreich

Héamatoxylin nach Ehrlich

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Eosin 0,1%

Zentrales  Chemikalienlager ~ Universitit  des

Saarlandes (ZChL), Saarbriicken, Deutschland

Eisessig

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Citratpuffer

Ref.: ab93678, Abcam, Cambridge, GroBbritannien

NGS-Blockierlosung

Ref.: 01-6201, Invitrogen AG, Thermo Fisher
Scientific Inc., Carlsbad, USA

Kaninchenserum

Ref.: PLN5001, Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific Inc., Carlsbad, USA

Wasserstoffperoxid 35%

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

DAB

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

Primérantikorper: Anti-TRPC6-Antikdrper

Ref.: ACC-017, Alomone Labs, Jerusalem, Israel

Sekundarantikorper: HRP goat anti rabbit

Ref.: A10547, Invitrogen AG, Thermo Fisher
Scientific Inc., Carlsbad, USA

Tabelle 3 - verwendete Losungen, Chemikalien und Antikorper
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3.2 Generelles methodisches Vorgehen

Ziel der Methodik war geeignetes humanes Gewebe zu identifizieren, das anschlieBfend der
immunhistochemischen Farbung (IHC-Farbung) zugefiihrt werden konnte, um es auf den TRPC6 Kanal
zu untersuchen. Dafiir wurden Gewebeproben aus den lymphatischen Organen Lymphknoten, Milz,
Appendix vermiformis, Ileum und Thymus an Ko&rperspendern des anatomischen Instituts Homburg
entnommen. Proben der Tonsilla palatina wurden aus der Klinik fiir Hals- Nasen- und Ohrenheilkunde
der Universitdtsklinik des Saarlandes bereitgestellt. Die gewonnenen Proben wurden zunéchst
eingebettet, ausgegossen und mit dem Mikrotom geschnitten, bevor sie der Himatoxylin-Eosin-Farbung
(HE-Férbung) zugefiihrt wurden. Die HE-Férbung, als etablierte Standardfdrbung, diente der
Beurteilung der Préparate in Gewebemorphologie und Autolyse. Die Gewebeschnitte der besten fiinf
Priparate des jeweiligen Organs wurden dann der Immunfarbung zugefiihrt. Wenn keine geeigneten
Schnitte in der HE-Farbung identifiziert werden konnten, wurden nochmals weitere Gewebeproben
entnommen. Bis auf die Fixierung der Korperspender, die nur beigewohnt wurde, wurden alle folgenden
Arbeitsschritte eigensténdig durchgefiihrt. Die angewandte Methodik soll in Abbildung 3 verdeutlicht

werden.

Wiederholen bis
mindestens 10 Proben
pro Organ

nicht selbststandig durchgefiihrt - nur beigewohnt selbst durchgefiihrt

Fixierung der Kérperspender === | Entnahme der Proben

erneute Entnahme, wenn

AusgieBen der Proben | = | Einbettung der Proben in Parraffin keine geeigneten Proben in
HE-Farbung identifiziert

Anfertigung von Parraffinschnitten _' HE-Farbung

Identifikation
der 5 besten
Praparate

Auswertung der I[HC-Farbung || @ IHC-Farbung

Abbildung 3 - methodisches Vorgehen

Die Korperspender des anatomischen Instituts, an denen die Entnahme der Proben erfolgte, dienen hier
chirurgischen Aus- und Weiterbildungskursen. Teilweise konnten auch Proben von Préparaten
gewonnen werden, die im Kursus der makroskopischen Anatomie zu Lehrzwecken bereitstanden. Es
handelt sich um Menschen, die sich zu Lebzeiten dazu entschieden haben, ihren Korper nach ihrem Tod
fiir wissenschaftliche Zwecke zur Verfiigung zu stellen. Nach dem Ableben der Personen wird der
Leichnam in die Prosektur des anatomischen Instituts gebracht, um dort fixiert zu werden. Pro Jahr

werden im anatomischen Institut ca. 100 Korperspender fixiert.
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3.3 Ethikvotum

Die fiir die Untersuchung von humanen Geweben obligatorische Einholung eines Ethikvotums wurde
bei der zustindigen Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes durchgefiihrt und unter der
Kennziffer 163/20 die Untersuchung von lonenkandlen an dem Gewebe der Kd&rperspender des
anatomischen Instituts Homburg erlaubt. Des Weiteren haben die Patienten des Fachbereichs Hals-
Nasen-Ohrenheilkunde der Universititsklinik des Saarlandes schriftlich ihre Einwilligung zur

Verwendung ihrer Gewebematerialien zu wissenschaftlichen Zwecken erteilt.

3.4 Fixierung der Korperspender

Die Fixierung erfolgte innerhalb 72 Stunden post mortem nach einem festen Protokoll. Zu Beginn wurde
der jeweilige Spender entkleidet und mit einer Kranwaage abgewogen.

Danach wurde der Korperspender auf den Fixierungstisch gebracht und rasiert. Es erfolgte die
Zuweisung einer Journalnummer, um die Identifikation weiterhin gewéhrleisten zu konnen. Die
Nummer setzt sich aus dem jeweiligen Jahr und der Rangfolge des Spenders im Jahr zusammen
(beispielsweise 22/11 — Im Jahre 2022 der 11. Kdrperspender). Es folgte die Priparation der Arteria
femoralis superficialis. Die Préparation der Haut wurde anhand eines circa Scm langen Léngsschnittes
auf der medialen Seite des rechten Oberschenkels durchgefiihrt (siche Abbildung 4 — Teil A). Ebenfalls
mit einem Langsschnitt wurde dann die Arterie er6ffnet (siche Abbildung 4 — Teil B).

rechtes Bein
proximal

a
LT

A. femoralis
superficialis

Abbildung 4 - Préiparation der Arteria femoralis superficialis

Das Gefdl wurde dann nach proximal und distal mit einer Kaniile mit Knopfende kaniiliert und
abgebunden, um ein Verrutschen zu verhindern (sieche Abbildung 4 — Teil C). Als Fixierungsmittel dient
Formalinlsung nach Basler. Da gewisse Bereiche durch diese Art von Fixierung nicht gut erreicht
werden konnten, wurden diese mit einer 18G Einmalkaniile nachfixiert. Hierbei handelte es sich um

Weichteilregionen wie beispielsweise die Glutealregion, die gesamte Region des Musculus latissimus
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dorsi oder des Bereichs des Musculus triceps und biceps. Die Fixierung erfolgte hier durch Einstechen
der Kaniile und nachfolgende Infiltration der Basler Losung.

Insgesamt wurden 10-15 Liter der Losung in den Korper infundiert. Nach dieser als innere Fixierung
oder Perfusionsfixierung bezeichneten Methode erfolgte abschlieBend die duflere Fixierung, wobei der

Korperspender in 3-5 %iger Formalinlosung in einer Wanne fiir vier Monate aufbewahrt wurde.

3.5 Entnahme der Proben

Die Entnahme erfolgte fiir die folgenden Organe: Lymphknoten, Milz, Ileum, Appendix vermiformis
und Thymus. Tonsillenproben wurden freundlicherweise von Frau Dr. Wemmert aus dem
Forschungslabor der Klinik fiir Hals- Nasen- Ohrenheilkunde der Universititsklinik des Saarlandes

bereitgestellt. Die Organe sind in Abbildung 5 veranschaulicht.

Tonsilla palatina

Abbildung 5 - Probeentnahmestellen der untersuchten Organe

3.5.1 Lymphknoten

Der einfachste Zugang zu den Lymphknoten zeigte sich in der Leiste, dazu erfolgte ein Zugang auf Hohe
der Arteria femoralis communis. Die Lymphknoten zeigten sich hierbei medial zu Arteria femoralis
communis. Zu einem spdteren Zeitpunkt zeigte sich, dass auch im retrosternalen Fettgewebe

Lymphknoten und Einlagerungen von lymphatischem Gewebe gefunden werden konnten.

3.5.2 Milz

Der Zugang erfolgte bei den noch ungedffneten Korperspendern durch eine mediane Laparotomie. Die
Milz wurde danach aus dem umliegenden Bindegewebe prépariert und eine Probe entnommen, die

Milzkapsel und Parenchym enthilt.
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3.5.3 lleum
Die Entnahme der Ileumproben erfolgte nach medianer Laparotomie im distalsten Abschnitt des [leums,

um das Auftreten von Peyer-Patches zu erhohen. Orientiert wurde sich hierbei an der Bauhin Klappe.

3.5.4 Appendix
Die Entnahme der Appendices erfolgte ebenfalls nach medianer Laparotomie. Orientiert wurde sich
hierbei am Ceacum. Es zeigte sich die Komplikation, dass bei den Korperspendern in den meisten Fillen

(ca. 60 Prozent) eine Appendektomie stattgefunden hatte.

3.5.5 Thymus

Um sich Zugang zum Mediastinum und dem Thymus zu verschaffen, erfolgte bei den ungedffneten
Korperspendern eine Sternotomie. Danach wurde eine Probe aus dem retrosternalen Fettgewebe
entnommen. Nachdem die erste Charge von Proben dieser Art entnommen wurde, zeigte sich in der HE-
Féarbung, dass durch das erhohte Alter der Korperspender (durchschnittlich 83 Jahre) und
stattgefundener Thymusinvolution nur sehr schwer Thymusgewebe gefunden werden konnte. Es folgte
deswegen eine zweite Entnahmereihe von Thymusgewebe. Auch hier zeigte sich erneut eine schwere
Auffindbarkeit von Thymusgewebe. Makroskopisch liel sich im retrosternalen Fettgewebe keine
Struktur abgrenzen, weshalb die Entnahme aus diesem Gewebe sporadisch erfolgte. Bei einem der
beobachteten 44 Korperspender zeigte sich makroskopisch ein Thymus. Insgesamt zeigte sich bei 42%

der Korperspender Thymusrestgewebe in der histologischen Untersuchung.

=i
/ ®= Thymusrest

-

A berres de‘
X ' Herzbeutels ’

‘ VRSSO e
Abbildung 6 - sichtbarer Thymus
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Abbildung 6 zeigt einen makroskopisch sichtbaren Thymus des Korperspenders 20/65. Da es sich um
ein Préparat aus dem Kurs fiir makroskopische Anatomie handelte, wurde hier bereits die ganze vordere
Thoraxwand abgenommen. Es zeigt sich ein Thymus, bei dem zum Zeitpunkt der Fotografie der linke
Lappen bereits entnommen wurde. Das Préparat wurde spéter der HE- und IHC-Féarbung zugefiihrt. Die
sichtbaren anatomischen Strukturen der Fotografie sind zur Orientierung beschriftet. Trotz des
makroskopisch vielversprechenden Préparates zeigte sich spdter auch hier eine massive

Thymusinvolution (siche Ergebnisteil 4.6 Thymus).

3.5.6 Tonsilla palatina

Die von Frau Dr. Wemmert aus dem Forschungslabor bereitgestellten Proben waren bereits in Paraffin
eingegossen und konnten somit direkt der HE- und spiter der IHC-Féarbung zugefiihrt werden. Jedoch
handelte es sich hierbei lediglich um drei Proben, die im Rahmen einer Tonsillektomie entstanden

waren.

3.5.7 Ubersicht der Proben

Ziel war es, von jedem Organ mindestens 10 auswertbare Proben zu erhalten. Zu diesem Zweck wurde
die erste Entnahmeserie durchgefiihrt. Es zeigte sich die bereits beschriebene Problematik der
Appendektomien der Kdrperspender. Dariiber hinaus erwies es sich als schwierig Thymusgewebe zu
finden, da die Thymusinvolution bei den Korperspendern weit fortgeschritten war. Bei den
Ileumpréparaten trat nach der ersten Serie von Gewebeentnahmen in der HE-Férbung das Problem auf,
dass die Peyer Patches im mikroskopischen Ileumpréparat schwer zu finden waren. Die Entnahme von
Milz und Lymphknoten verlief komplikationslos. Um den Mangel an Thymus- und Appendixproben
sowie die schwierige Auffindbarkeit der Peyer Patches im Ileum auszugleichen, wurde fiir diese Organe
eine zweite Entnahmeserie durchgefiihrt. Insgesamt konnten so 102 Proben gewonnen werden, die sich

wie folgt verteilen:

Erste Zweite insgesamt
Entnahmereihe | Entnahmereihe
Lymphknoten 10 - 10
Milz 13 - 13
lleum 10 10 20
Appendix 4 8 12
Thymus 10 34 44
Tonsille (aus HNO) 3 - 3

Tabelle 4 - Ubersicht der Proben
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3.5.8 Vorbereitung der Einbettung der Proben

Nach der Entnahme wurden die Proben in Einbettkassetten gelegt. Jede Einbettkassette wurde mit der
Journalnummer des Korperspenders und des entnommenen Organs beschriftet. Alle Kassetten wurden
dann in einen Eimer gelegt, der mit einer 3,5-3,7%iger Formalinldsung gefiillt war. Dieser Eimer wurde
iiber Nacht in einem Kiihlschrank bei 4 °C aufbewahrt. Am néchsten Tag wurde die Formalinldsung
durch eine PBS-Losung (Phosphate buffered saline) ersetzt, die im Gegensatz zur Formalinlosung nicht
zur Fixierung, sondern zum Waschen der Proben diente. Die Proben verblieben weitere 24 Stunden in
dieser Losung und wurden dann mindestens drei Stunden unter dem laufenden Wasserhahn mit

Leitungswasser gewaschen.

3.6 Einbettung der Proben in Paraffin

Die Einbettung der Proben erfolgte in einem sogenannten Karussellgewebeeinbetter. Dazu wurden die
Proben aus dem Eimer in einen Korb {iberfiihrt, um dann vollautomatisiert die verschiedenen Losungen
des Einbetters zu durchlaufen. Hierzu wurde das Programm 01 am Automaten ausgewdhlt. Folgende

Losungen wurden hierbei flir bestimmte Zeiten durchlaufen:

Station Losung Dauer
1 70% 2-Propanol 3h

2 80% 2-Propanol 1,5h
3 90% 2-Propanol 1,5h
4 100% 2-Propanol 1,5h
5 100% 2-Propanol 1,5h
6 Methylbenzoat 1,5h
7 Methylbenzoat 1,5h
8 Methylbenzoat 1,5h
9 Paraffin 2h
10 Paraffin 2h

Tabelle 5 - Stationen am Karussellgewebeeinbetter

Das Programm war nach 17h 30min durchlaufen und die Proben standen dann fiir den néchsten
Arbeitsschritt bereit. Vom letzten Behilter des Einbettautomaten wurden die Proben dann in ein

separates mit fliissigem Paraffin befiilltes GefaB iiberfiihrt und von dort direkt zum AusgieBen gebracht.

3.7 Ausgielen der Proben

Zum AusgieBen der Proben wurde eine Paraffin-AusgieBstation verwendet. Diese verfliissigt
automatisiert Paraffin und gibt es iiber einen Hahn mit Betdtigungsmechanismus aus. Ein
AusgieBschilchen wurde mit fliissigem Paraffin befiillt, bis der Boden bedeckt war. Dann wurde mit

einer Pinzette die Probe in der gewliinschten Orientierung in das Schélchen gelegt und ein Einbettring
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aufgelegt. Im Anschluss erfolgte die Befiillung des Schélchens bis der Einbettring ebenfalls befiillt war.
Das Schélchen mit Einbettring wurde dann auf die Kélteplatte der Ausgief3station gestellt, um dort
auszuhérten. Nach der Aushdrtung konnte der Einbettring mit paraffinierter Probe aus dem Schélchen
entnommen werden. Die jeweilige Beschriftung der Einbettkassette wurde hierbei auf den Einbettring

iibertragen, um weiterhin eine Identifikation und Zuordnung der Probe zu gewéhrleisten.

3.8 Anfertigung von Paraffinschnitten

Nachdem die Proben in Paraffin eingegossen wurden, erfolgte der Arbeitsschritt des Schneidens der
Proben. Die Schnitte wurden mit einem Mikrotom angefertigt. Das Mikrotom ist ein Instrument, das das
Schneiden des Paraffinblocks in wenige pm-dicke Schnitte erlaubt. Dazu wurde das Paraffinblockchen
in das Mikrotom eingespannt und durch Drehen an einer Kurbel an der rechten Seite des Geriétes in
periodischen Bewegungen jeweils 7 um-dicke Schnitte der Probe abgetragen. Diese Schnitte wurden
zundchst auf Risse gesichtet. Falls der Schnitt verwertbar war, wurde er mithilfe einer Pinzette in ein
Wasserbad gelegt, das auf 37°C vorgeheizt war. Dieser Arbeitsschritt diente der Streckung des
Priparates. Nachdem der Schnitt fiir einige Minute im Streckbad lag, wurde er mit einem Objekttrager
aufgenommen. Der Objekttriger wurde mit der jeweiligen Journalnummer und Organbezeichnung
beschriftet und dann auf eine auf 37°C vorgeheizte Heizplatte fiir 30 Minuten gelegt, um dort zu
trocknen. Danach wurden die fertigen Schnitte zusammen in eine Kiivette gestellt und {iber Nacht im
Inkubator ebenfalls bei 37°C weiter getrocknet. Eine nicht ausreichende Trocknung des Préparates stellt
eine Fehlerquelle fiir die spiteren Farbungen dar, sodass hier darauf zu achten war, dass die Priparate
iiber Nacht mindestens 12 Stunden im Inkubator verweilen. Fiir jede Probe wurden insgesamt 4-8

Schnitte hergestellt, die dann der HE- und spiter der IHC-Farbungen bereitstanden.

3.9 Fiarbungen und Auswahl der Proben

Im Rahmen der Methodik dieser Arbeit kamen zwei verschiedene Férbungen zum Einsatz: die HE-
Féarbung und die IHC-Féarbung. Die HE-Farbung diente als Orientierungsfarbung der Beurteilung der
Préiparate und Sortierung anhand Gewebemorphologie und Autolyse. Sie wurde zusammen mit meinem
Betreuer Prof. Dr. med Thomas Tschernig ausgewertet. Die fiinf besten Priparate jedes lymphatischen
Organs wurden dann der IHC-Féarbung zugefiihrt. Falls die Auswertung der HE-Farbung ergab, dass
keine geeigneten Proben identifiziert werden konnten, wurden nochmals weitere Proben entnommen
und die entsprechenden dargestellten Arbeitsschritte bis zur HE-Farbung wiederholt (siche Kapitel 3.5.7
Ubersicht iiber die Proben). Es erfolgte dann nochmals eine Auswertung der HE-gefirbten Priparate
zusammen mit meinem Betreuer. Die drei Proben der Tonsilla palatina aus der Klinik fiir Hals- Nasen

und Ohrenheilkunde wurden alle der IHC-Férbung zugefiihrt.

3.9.1 Himatoxylin-Eosin-Firbung

Ziel der HE-Féarbung war eine Routineférbung fiir alle Gewebe zu finden, die gut reproduzierbar ist und
somit einen guten Vergleich zwischen den verschiedenen Schnitten der gleichen Gewebeart
gewihrleistete, um beim spéteren Vergleich der Schnitte eine Entscheidung treffen zu kdnnen, welche

Schnitte der immunhistochemischen Farbung zugefiihrt werden [73].
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Im Labor der Anatomie war bereits eine Farbeprotokoll fiir die HE-Farbung etabliert, das problemlos
iibernommen werden konnte [74].
Durchfithrung
Zunichst wurden 10 Objekttrager ausgewéhlt, die in einen Objekttragerkorb gegeben wurden. Diese 10
Schnitte wurden im Anschluss dem festen Protokoll unterzogen. Die Durchfithrung gliederte sich in
folgende Punkte:

1. Entparaffinierung

2. Firben

3. Entwéssern

4. FEindecken
Bei der Entparaffinierung wurde der Objekttriagerkorb mit den Objekttrigern nacheinander in Kiivetten
verschiedener Losungen (Xylol (100%), Propanol (80-100%)) eingetaucht und fiir eine definierte Zeit
verweilen gelassen. Diese Arbeitsschritte der Entparaffinierung fanden alle unter dem Abzug statt. Die

Arbeitsschritte sind im Folgenden Abbildung 7 zu entnehmen.

SN N

i

Xylol Xylol Xylol

5min 5min 5min

N N

2-Propanol 2-Propanol 2-Propanol 2-Propanol
80% 90% 100% 100%
5min 5min 5min 5min

Abbildung 7 - schematische Darstellung der Entparaffinierung bei der HE-Férbung

Nachdem die Schnitte entparaffiniert waren, wurde der Objekttrigerkorb aus dem Abzug
herausgenommen und es begann der eigentliche Farbevorgang. Dafiir wurden wieder verschiedene
Chemikalien in Kiivetten gefiillt und die Schnitte in diese im Objekttrigerkorb fiir definierte Zeiten
eingetaucht. Die Arbeitsschritte sind der im Folgenden Abbildung 8 zu entnehmen.
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Abbildung 8 - schematische Darstellung der HE-Fdrbung

Nach dem Durchlaufen der Férbung, mussten die histologischen Schnitte wieder entwéssert werden.
Dies funktionierte mithilfe einer erneuten Losungsreihe von Propanol (90-100%) und Xylol (100%).
Vom Eosin wurde der Objekttragerkorb also direkt in 90-%iges Propanol tiberfiihrt. Die folgenden

Arbeitsschritte wurden wieder unter dem Abzug durchlaufen und sind in Abbildung 9 veranschaulicht.

N N

d |

2-Propanol 2-Propanol 2-Propanol
90% 100% 100%
5min 5min 5min

N N

Xylol Xylol Xylol

5min 5min 5min

Abbildung 9 - schematische Darstellung der Entwdsserung bei der HE-Fdrbung

An die Entwisserung schloss sich der Prozess des Eindeckens mittels Roti-Histokitt an. Dafiir wurden
nacheinander die Objekttriger aus der letzten Xylol Kiivette entnommen und abgeklopft, um
iiberschiissiges Xylol zu entfernen. Mit einem Tupfer wurde dieser Prozess noch verfeinert. Danach

wurden 2-3 Tropfen des Klebers aufgetragen und ein Deckglas mit einer Prapariernadel sorgfiltig
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aufgelegt, um das Entstehen von Bldschen zu vermeiden. Die fertigen Schnitte standen nach der
Trocknung des Klebers iiber Nacht unter dem Abzug fiir die Beurteilung parat. Abbildung 10

veranschaulicht die Arbeitsschritte des Eindeckens.

Einmalpipette
mit
Kleber
Deckglas

s w

s w

’ I fertiger
L histologischer

Schnitt

Abbildung 10 - schematische Darstellung der Eindeckung der HE-Fdrbung

28



3.9.2 IHC-Firbung

Die IHC-Férbung diente dem Nachweis der TRPC6 Kanile in den verschiedenen zuvor mit der HE-
Férbung untersuchten Geweben. Zum Einsatz kam hierbei die Methode der indirekten
Immunhistochemie, bei der zwei verschiedene Antikdrper zum Einsatz kamen. Biochemisch lauft der
Férbevorgang bei der indirekten Immunhistochemie wie folgt ab:

Der Primédrantikorper bindet mit seinem Fgp,-Teil an dem N-Terminus des TRPC6 Proteins, den man als
Epitop bezeichnen kann. An dem F.-Teil des Primérantikorpers kann dann der Sekundérantikdrper mit
seinem Fa-Teil binden, der seinerseits an seinem F-Teil das Enzym Horseradish Peroxidase (kurz:
HRP; deutsch: Meerettichperoxidase) gebunden hat, das mit Wasserstoffperoxid (H,0O:) die Oxidation
des Chromogens DAB (Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid) katalysiert und somit an den Stellen, an
denen das TRPC6 Protein vorhanden ist, einen braunen Farbumschlag entstehen lasst. Der Ablauf dieser

Reaktion ist in Abbildung 11 dargestellt:

DAB

HRP-Polymer

{ :. brauner
e o Farbumschlag

Sekundérantikérper

Priméarantikdrper

TRPC6 Epitop

Abbildung 11 - indirekte Immunhistochemie schematische Darstellung

Durchfithrung

Fiir die IHC-Féarbung war im Labor der Anatomie ebenfalls eine Farbeprotokoll durch vorausgegangene
Arbeiten etabliert worden [74]. Im Gegensatz zu HE-Farbung beinhaltete die IHC-Farbung deutlich
mehr Arbeitsschritte und zog sich deshalb iiber zwei Tage.

Das Protokoll gliederte sich in folgende Punkte:

Tag1l: 1.  Vorbereitung (Citrat-Puffer)

2. Entparaffinierung
3. Demaskierung

4.  Blockierung

5. Férbung

i. Primérantikdrper
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Tag 2: ii. Peroxidaseinaktivierung
iii. Sekundirantikdrper
iv. DAB-Férbung
v. Gegenfirbung
6.  Entwissern
7. Eindecken
Zu Beginn des ersten Tages wurden die Schnitte fiir die IHC-Férbung ausgewdhlt. Es konnten 10
Schnitte auf einmal gefarbt werden, wobei jeweils eine Negativkontrolle und eine Positivkontrolle pro
Charge mit gefarbt wurden, die sorgfiltig mit einem Plus beziehungsweise Minus gekennzeichnet
wurden. Diese Schnitte mussten nun entparaffiniert werden. Die Arbeitsschritte waren nahezu identisch
mit denen der HE-Féarbung. Nach den ersten beiden Durchgéngen der IHC-Farbung wurde festgestellt,
dass die Entparaffinierung nicht ausreichend funktioniert hatte, so dass nach Riicksprache mit meinem
Betreuer Prof. Dr. med. Thomas Tschernig die Verweilzeit in Xylol auf 8§ Minuten erhoht wurde.
Zusitzlich wurde im Gegensatz zu Entparaffinierung bei der HE-Farbung eine weitere Verweilzeit von
5 Minuten in 70%igem Propanol durchgefiihrt, sodass die in Abbildung 12 dargestellten Arbeitsschritte

etabliert werden konnten:

SN N

Xylol Xylol Xylol

8min 8min 8min

N N

2-Propanol 2-Propanol 2-Propanol 2-Propanol 2-Propanol
70% 80% 90% 100% 100%
5min 5min 5min 5min 5min

Abbildung 12 - schematische Darstellung der Entparaffinierung bei der IHC-Fdrbung

Nach der Entparaffinierung wurden die Schnitte 5 Minuten lang in destilliertem Wasser gewaschen und
dann der Demaskierung zugefiihrt. Dafiir wurden diese in eine Citratpufferlosung bestehend aus Sml
Citratpuffer und 495ml destilliertem Wasser in einer Kiivette in einen auf 95°C vorgeheizten
Wirmeschrank gestellt und dort eine Stunde lang inkubiert. Dieser Arbeitsschritt diente der teilweisen
Reaktivierung der Immunaktivitit der TRPC6-Kanéle, die durch die Fixierung beeintrachtig wurde.
AnschlieBend wurde die Kiivette aus dem Wiarmeschrank herausgenommen und 30 Minuten bei

Raumtemperatur abgekiihlt. Im nichsten Arbeitsschritt wurden die Schnitte eine Minute lang in PBS
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gewaschen, um den Citratpuffer von den Priparaten zu entfernen. In Abbildung 13 sind diese

Arbeitsschritte illustriert.

¢ @ =

L 7
waschen in Warmen in Abkihlen im Waschen in
destilliertem Citratpuffer selben PBS
Wasser Citratpuffer
5min 60min 30min 1min

Abbildung 13 - schematische Darstellung der Blockierung

Als néchster Arbeitsschritt erfolgte die Blockierung. Dazu wurde zunédchst mit einem Fettstift
(DakoPen) eine Umrandung um das jeweilige Préparat gezogen, das von nun an als Abflussgrenzen fiir
die spéter aufgetragenen Losungen diente. Dazu wurde das PBS sorgfaltig vom Objekttriger abgeklopft,
um einen trockenen Untergrund fiir den Fettring zu schaffen. Danach wurde je nach GroBe des
Priparates ca. 150-250ul 10 %iges NGS (Normal Goat Serum) in PBS auf die Objekttriager pipettiert,
bis das ganze Priparat bedeckt war. Als néchstes wurden die umrandeten und mit 10%tigem NGS
bedeckten Objekttriger fiir eine Stunde in eine Feuchtekammer gelegt. Die Prozesse sind in Abbildung
14 dargestellt:

Ca. 150-250l
10% NGS

sun w

Feuchtekammer
60min

Abbildung 14 - schematische Darstellung des Aufiragens der NGS-Losung
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Nachdem die Objekttrager 60 Minuten lang in der Feuchtekammer inkubiert wurden, wurde die NGS-
Losung von den Objekttrigern abgeklopft und mit dem Auftragen des Primérantikdrpers begonnen.
Hierbei war streng darauf zu achten, dass die Negativkontrolle als Einzige der Proben, nicht mit dem
Antikorper, sondern mit einem Kaninchenserum in PBS in der Konzentration 1:500 benetzt wurde. Die
Primérantikorperlosung lag bereits in einer Losung von 1:50 sowie 1:100 in NGS im Gefrierschrank in
Mikroreaktionsgefdfien vor. Auch das Kaninchenserum lag bereits in einer Verdiinnung von 1:50 im
Gefrierschrank vor, sodass aus der Mischung von 50ul und 24.950ul (=24,95ml) PBS die Verdiinnung
1:500 entstand. Die Praparate wurden dann {iber Nacht erneut in der Feuchtekammer inkubiert. Der

Ablauf dieser Arbeitsschritte ist in Abbildung 15 dargestellt:

Negativ-  Positivkontrolle +
kontrolle normale Praparate

Kaninchenserum (
1:500

Feuchtekammer
Uber Nacht

Primarantikorper

Lttt

C

Abbildung 15 - schematische Darstellung des Aufiragens des Primdrantikorpers

Am néchsten Tag wurde die Losung von den Schnitten erneut abgeklopft und zweimal zwei Minuten in
PBS (Verdiinnung 1:10 in destilliertem Wasser) gewaschen, um den Antikdrper génzlich von den
Proben zu entfernen. Danach wurde eine Losung aus 3%igem Wasserstoffperoxid hergestellt und auf
die Schnitte pipettiert, um die endogenen Peroxidasen zu inaktivieren. Diese Peroxidlosung wird fiir
zehn Minuten auf den Proben belassen und danach wieder zweimal zwei Minuten durch PBS
ausgewaschen. Im néchsten Schritt wurde der mit Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP)
konjugierte Sekundérantikorper in einer Konzentration von 1:500 auf die Proben pipettiert und 60
Minuten inkubiert. Danach erfolgte erneut ein Waschgang in zweimal zwei Minuten PBS. Der Ablauf
dieses Arbeitsschrittes dhnelte dabei sehr dem des in Abbildung 15 dargestellten Auftragens des

Primérantikorpers.
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Als néchstes wurde die DAB-Ldsung (Diaminobenzidin) auf die Proben aufgetragen und unter dem
Mikroskop kontrolliert, wann die gewiinschte Braunfarbung vorliegt. Fiir die in dieser Arbeit gefarbten
Schnitte wurde eine Férbezeit von 10 Minuten festgelegt. Die Reaktion wurde anschlieBend durch
Eintauchen in eine PBS-Losung gestoppt und nochmals eine Minute in destilliertem Wasser gewaschen.
Anschliefend erfolgte die Gegenfiarbung mit Hdmatoxylin. Dafiir wurden die Schnitte sehr kurz
(hochstens eine Sekunde) in Hdmatoxylin gedippt und anschlieBend in destilliertem Wasser die
iiberschiissige Farbe ausgewaschen und danach fiinf Minuten unter flieBendem Wasser geblaut. Wie bei
der HE-Firbung schloss sich die Entwisserung in aufsteigendem Alkoholreihen an, wobei die Proben
jeweils fiinf Minuten in 70%-, 80%-, 90%igem 2-Propanol, zweimal fiinf Minuten in 100%igem 2-
Propanol und dreimal fiinf Minuten in 100%igem Xylol belassen wurden. Es schloss sich das Einbetten
mittels Roti-Histokitt an. Uber Nacht hirteten die Schnitte aus und wurden dann sorgfiltig bei
Raumtemperatur gelagert.

Peptidinkubation (Spezifititsnachweis)

Im Rahmen anderer Arbeiten aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Thomas Tschernig konnten
bereits Peptidinkubationen mit dem TRPC6 Antikdrper durchgefiihrt werden, sodass die Spezifitit des
TRPC6 Antikorpers als nachgewiesen vorausgesetzt wird [75]. Bei den vorausgegangenen
Peptidinkubationen wurde das Kontrollpeptid zusammen mit dem Primédrantikorper inkubiert und dann
auf eine ausgewihlte Probe pipettiert. Alle anderen Schritte wurden analog zum IHC-Farbeprotokoll
durchlaufen. Biochemisch lauft der Spezifititsnachweis wie folgt ab:

Das Kontrollpeptid bindet den F-Teil des Primérantikorpers. Dieser Teil bindet sonst an das TRPC6
Protein, sodass bei einer Bindung zwischen Peptid und Antikorper, keine Bindung zwischen Antikorper
und TRPC6 Protein entstehen kann und somit auch keine Bindung an den Sekundérantikdrper entsteht.
Letztendlich kommt es dabei dann zu keiner Farbung. Der Antikérper gilt als spezifisch
beziehungsweise die Peptidinkubation als erfolgreich, wenn die mit dem Peptid inkubierte Probe im
Vergleich zu anderen Proben, die nur mit dem Primérantikdrper behandelt wurden, weniger positiv ist
oder die charakteristische Braunfarbung génzlich ausbleibt. Die Ergebnisse der Peptidinkubationen des
TRPC6 Antikorpers am Myokard von Jacobs im direkten Vergleich zu meinen Positivkontrollen des

Herzmuskels sind im Kapitel 9 Anhang dargestellt [75].

3.10 Auswertung und Statistik

Fiir die untersuchten Gewebearten (Lymphknoten, Milz, Ileum, Appendix und Thymus) erfolgte die
Auswertung von fiinf immunhistochemisch gefarbten Proben. Aufgrund der begrenzten Anzahl von
Tonsillenpridparaten konnten hier nur drei Schnitte ausgewertet werden. Die Auswertung erfolgte
lichtmikroskopisch nach einem erarbeiteten Auswertungsschema (siche Kapitel 4 Ergebnisse) und
wurde durch die Zweitauswertung einer fachkundigen Person objektiviert. Es handelt sich um eine
deskriptive Studie mit semiquantitativen Ergebnissen. Eine statistische Auswertung war daher nicht

sinnvoll.

33



4. Ergebnisse

Das folgende Kapitel dient der Darstellung der erarbeiteten Ergebnisse und ist nach den jeweiligen
lymphatischen Organen aufgeteilt. In jedem Kapitel werden beispielhaft einzelne Fotografien von
Schnitten aufgezeigt, wobei nicht alle ausgewerteten Priparate aus Griinden der Ubersichtlichkeit
abgebildet werden.

Jedem Kapitel folgt eine schematische Darstellung aller ausgewerteten Proben des Organs in Form eines
Balkendiagramms. Zur Orientierung innerhalb der Fotografie dient der jeweilige HE geférbte Schnitt
desselben Priparates mit entsprechender Markierung, der spiter im Balkendiagramm ausgewerteten
Strukturen. AuBerdem werden die entsprechenden Negativkontrollen der Gewebeart aufgefiihrt.

Wenn Beobachtungen nur bei einzelnen Praparaten gemacht werden konnten, werden diese qualitativ

mit Fotografie ohne Auswertung im Diagramm am Ende des jeweiligen Kapitels angehéngt.

Die Auswertung des Féarbeverhaltens erfolgt nach einem festen Schema im direkten Vergleich mit denen
bei der Farbung mitgefiihrten Negativkontrollen, bei denen keine Behandlung mit Primérantikorper
stattgefunden hat.

Die dargestellten Ergebnisse sind die zusammengefiihrten Ergebnisse beider voneinander unabhéngigen
Auswertungen.

Der Nachweis des TRPC6 Proteins wird korrelierend zum jeweiligen Féarbeergebnis angenommen.

Abbildung 16 - Auswertungsschema der IHC-Fdrbungen

Das Firbeverhalten als Ergebnis der Peroxidase Reaktion des DABs wird unterteilt in negativ (0),

einfach positiv (+) und stark positives Farbeverhalten (++), wie in Abbildung 16 dargestellt.
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Die folgende Tabelle prisentiert eine Ubersicht der ausgewerteten Proben und deren zugehdrigen
Korperspendern. Eine Zuordnung der Patienten der Tonsillenproben wird ebenfalls aufgefiihrt. Die
Tabelle zeigt das Todesalter der Korperspender beziehungsweise das Alter des Patienten bei
Organentnahme, die Todesursache (entfillt bei den Tonsillenproben) sowie das Geschlecht. Die
Todesursache wurde dem Totenschein entnommen. Zusétzlich wird jedem Préparat ein Alias

zugewiesen, das fiir die Darstellung der Ergebnisse des jeweiligen Organs herangezogen wird.

Journalnr. | Alias | Geschlecht | Alter | Todesursache

Lymph- 22/13 1 w 81 Herzstillstand bei vorliegender Demenz
knoten 22/12 2 w 87 Multiorganversagen bei arterieller
Verschlusskrankheit mit Nekrosen
21/26 3 w 83 cerebrale Herniation bei Basilaristhrombose
20/26 m 98 Herzstillstand bei vorliegender Demenz
22/09 5 m 85 Kardiopulmonalversagen bei
Herzinsuffizienz
Milz 22/12 1 w 87 Multiorganversagen bei arterieller
Verschlusskrankheit mit Nekrosen
22/18 2 w 79 Multiorganversagen bei
Plasmazellleukémie
22/09 3 w 85 Kardiopulmonalversagen bei
Herzinsuffizienz
22/23 4 w 90 Verbrauchskoagulopathie bei
Mesenterialembolie
22/13 5 w 81 Herzstillstand bei vorliegender Demenz
Tonsilla 1664/5 1 m 47 -
palatina 1636/B 2 W 18 -
1640C 3 m 32 -
[leum 22/23 1 w 90 Verbrauchskoagulopathie bei
Mesenterialembolie
22/12 2 w 87 Multiorganversagen bei arterieller
Verschlusskrankheit mit Nekrosen
20/47 3 m 72 cerebrale Hypoxie bei Andmie und akuter
myeloischer Leukémie
22/83 4 w 75 fortgeschrittenes Analkarzinom
20/65 5 w 84 Multiorganversagen bei Herzinsuffizienz
Appendix | 20/47 1 m 72 cerebrale Hypoxie bei Andmie und akuter
myeloischer Leukémie
21/72 2 m 81 Aspirationspneumonie bei Hirninfarkt
22/83 3 w 75 fortgeschrittenes Analkarzinom
21/48 4 m 92 septisches Multiorganversagen bei
bronchopulmonalem Infekt
20/68 5 w 82 Altersmorbiditat
Thymus 20/65 1 1 w 84 Multiorganversagen bei Herzinsuffizienz
20/65 2 2 w 84 Multiorganversagen bei Herzinsuffizienz
20/83 3 m 80 Herzkreislaufversagen bei Glioblastom und
Panzytopenie
20/59 4 w 89 Herzstillstand bei Cor pulmonale
21/48 5 m 92 septisches Multiorganversagen bei

bronchopulmonalem Infekt
Tabelle 6 - Zuordnung der Korperspender und Patienten der ausgewerteten Proben
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4.1. Lymphknoten
4.1.1 Lymphknoten 1 - Hiimatoxylin-Eosin-Firbung
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Abbildung 17 - Lymphknoten 1 - HE-Farbung

Abbildung 17 zeigt einen inguinalen Lymphknoten des Korperspenders 22/13 in HE-Farbung in 10x
ObjektivvergroBerung.

Angezeichnet sind die spiter in der IHC ausgewerteten Strukturen: bindegewebige Kapsel mit Ubergang
in Trabekel, der Randsinus und die Lymphozytenansammlung (hier im Rahmen der Markstrange).

Es ist eine altersbedingte Degeneration des Lymphknotens zu beobachten, die am echesten
postinfektionell zu erkliren ist. Aullerdem zeigt sich eine autolytisch bedingte Auflockerung des
Gewebes. Angeschnitten ist ausschlieBlich der Markbereich, da dieser sich im Alter zu Ungunsten des

Rindenbereichs vergrofert. Sekundérfollikel konnen ebenfalls nicht beobachtet werden.
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4.1.2 Lymphknoten 1 - Immunhistochemie positiv
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Abbildung 18 - Lymphknoten 1 - IHC-Fdrbung positiv

Abbildung 18 zeigt einen inguinalen Lymphknoten des Kdrperspenders 22/13 in immunhistochemischer
Féarbung in 10x ObjektivvergroBerung. Die Verdiinnung des Primirantikorpers betragt 1:50.

In direktem Vergleich zur Negativkontrolle (Abbildung 19) ist zu beobachten, dass sowohl die Kapsel
und Trabekel ein positives Ergebnis bei der IHC liefern (+). Der Randsinus ist ebenfalls leicht braun
gefiarbt (+). Der Bereich der Markstrange mit den angehduften Lymphozyten ist hier als negativ zu
werten (0).

Vereinzelt lasst sich beobachten, dass die fibroblastischen Retikulumzellenim Randsinus ein positives

Ergebnis liefern.
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4.1.3 Lymphknoten 1 - Immunhistochemie negativ
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Abbildung 19 zeigt einen inguinalen Lymphknoten des Korperspenders 22/13 in immunhistochemischer
Férbung ohne Primérantikorper (Negativkontrolle) in 10x ObjektivvergroBerung.

Diese Darstellung dient der Kontrolle der Firbemethode sowie der Auswertung der mit

Primérantikorper behandelten Proben. Es zeigt sich im Vergleich, dass lediglich die Hématoxylin

Gegenfarbung zu beobachten ist.
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4.1.4 Lymphknoten 2 - Hiimatoxylin-Eosin-Firbung
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Abbildung 20 - Lymphknoten 2 - HE-Fdrbun,

Abbildung 20 zeigt einen inguinalen Lymphknoten des Korperspenders 22/12 in HE-Férbung in 10x
ObjektivvergroBerung.

Angezeichnet sind die spiter in der IHC ausgewerteten Strukturen: Kapsel mit Ubergang in Trabekel
sowie die Lymphozytenansammlung (hier im Rahmen der Markstringe). Der Randsinus ist in dieser
Firbung nicht abgrenzbar. Ahnlich wie bei dem ersten dargestellten Lymphknoten wird hierbei eine

infektiose Genese dieser Verdnderung angenommen.
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Abbildung 21 - Lymphknoten 2 - IHC-Fdrbung positiv

Abbildung 21 zeigt einen inguinalen Lymphknoten des Kdrperspenders 22/12 in immunhistochemischer
Féarbung in 10x ObjektivvergroBerung. Die Verdiinnung des Primirantikorpers betragt 1:50.

Wie bereits beim ersten dargestellten Lymphknoten lisst sich eine durchweg positive Farbung der
Kapsel und Trabekel erkennen (+). Eine Beurteilung des Randsinus ist in diesem Priparat nicht moglich.
Der Bereich der Markstringe zeigt hier unter allen Lymphknotenpriparaten das deutlich positivste
Ergebnis mit braun gefarbten Lymphozyten (++). Wie beim ersten beobachteten Lymphknoten sind die
fibroblastischen Retikumzellen angefarbt.
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4.1.6 Lymphknoten 3 - Hiimatoxylin-Eosin-Firbung
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Abbildung 22 - Lymphknoten 3 - HE-Fdarbung

Abbildung 22 zeigt einen mediastinalen Lymphknoten des Korperspenders 21/26 in HE-Farbung in 10x
ObjektivvergrofBerung.

Angezeichnet sind die spéter in der [HC ausgewerteten Strukturen: Kapsel, Trabekel, Randsinus und die
Lymphozytenansammlung (hier im Rahmen eines Follikels). Im Gegensatz zu den ersten beiden
dargestellten Lymphknoten handelt es sich hierbei um einen mediastinalen Lymphknoten, der im
Gegensatz zu den inguinalen Lymphkoten weniger fibrotischen Umbau sowie eine bessere

Abgrenzbarkeit von Follikeln aufweist.

41



4.1.7 Lymphknoten 3 - Immunhistochemie positiv
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Abbildung 23 - Lymphknoten 3 - IHC-Firbung positiv

Abbildung 23 zeigt einen mediastinalen Lymphknoten des Korperspenders 21/26 in
immunhistochemischer Farbung in 10x ObjektivvergroBBerung. Die Verdiinnung des Priméirantikorpers
betragt 1:50.

Ahnlich zu den beiden vorausgegangen dargestellten Lymphknoten zeigen Trabekel und Kapsel ein
durchweg positives Farbeergebnis (+). Die Zellen im Randsinus sind ebenfalls braun angefarbt (+).
Vereinzelt ldsst sich beobachten, dass die fibroblastischen Retikulumzellen ein positives Ergebnis

liefern. Auch Lymphozyten im Bereich des Follikels zeigen ein positives Ergebnis (+).
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4.1.8 Auswertung Lymphknoten
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Abbildung 24 - Auswertung Lymphknoten

Abbildung 24 zeigt die Auswertung der immunhistochemischen Firbung auf den TRPC6 Kanal der
Lymphknoten. Auf der y-Achse wird unterteilt in negativ (0), einfach- (+) und stark positives
Féarbeverhalten (++). Auf der x-Achse sind die ausgewerteten Strukturen der jeweils fiinf untersuchten
Lymphknoten dargestellt. Wenn die Struktur im jeweiligen Préparat nicht gut darstellbar war, ist dies
als ,,Nicht abgrenzbar* dargestellt.

Die Ansammlung der Lymphozyten zeigen die grofite Varianz im Férbeverhalten. Hier sind sowohl
negative (siche Abbildung 6), aber auch einfach- (siche Abbildung 23) und stark positive Farbungen
(siche Abbildung 21) zu beobachten.

Der Randsinus zeigt ein einfach positives Farbeverhalten (+) (siche Abbildung 18). Hier lassen sich am
besten die fibroblastischen Retikulumzellen abgrenzen.

Bindegewebige Kapsel und Trabekel zeigen ebenfalls ein einfach positives Farbeverhalten (siche

Abbildung 21).
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4.1.9 weitere nicht ausgewertete Beobachtungen - Lymphgefifie
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Abbildung 25 - Lymphknoten 3 mit efferentem Lymphgefif;
HE- (links) & IHC-Férbung (rechts)

Abbildung 25 zeigt einen Lymphknoten am ehesten mit efferentem Lymphgefal des Korperspenders
21/26 in IHC-Farbung und HE-Féarbung in 10x ObjektivvergroBerung. Die Verdiinnung des
Primérantikorpers betrégt 1:50.

Zu beobachten ist ein brauner Farbumschlag des Chromogens an dem angeschnittenen Lymphgefal3 (+).

An den anderen gefdrbten Lymphknoten sind keine Lymphgefiafie angeschnitten, sodass keine dezidierte
Auswertung stattfinden konnte.
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4.2 Milz

4.2.1 Milz - Himatoxylin-Eosin-Firbung
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Abbildung 26 - Milz 1 HE-Fdrbung

Abbildung 26 zeigt einen Milzanschnitt des Korperspenders 22/12 in HE-Férbung in 10x
ObjektivvergroBerung.

Angezeichnet sind die spiter in der IHC ausgewerteten Strukturen: Bindegewebe hier im Rahmen der

Trabekel, eine Trabekelarterie, weille und rote Pulpa.
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4.2.2 Milz - Immunhistochemie positiv

Abbildung 27 - Milz 1 IHC-Fédrbung
Abbildung 27 zeigt einen Milzanschnitt des Korperspenders 22/12 in immunhistochemischer Farbung

in 10x Objektivvergrofierung. Die Verdiinnung des Primérantikorpers betragt 1:50.

Die weile Pulpa mit denen dort angelagerten Lymphozyten zeigt ein deutlich positives Farbergebnis
(++). Die rote Pulpa sowie das Bindegewebe in den Trabekeln sind leichter braun angefarbt (+). Die in

dem Trabekel angelagerte Trabekelarterie zeigt ebenfalls ein einfach positives Farbergebnis (+).
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4.2.3 Milz - Immunhistochemie negativ

Abbildung 28 - Milz 1 Negativkontrolle
Abbildung 28 zeigt einen Milzanschnitt des Korperspenders 22/12 in immunhistochemischer-Féarbung

ohne Primirantikorper in 10x Objektivvergrofierung.

Diese Darstellung dient der Kontrolle der Farbemethode sowie der Auswertung der mit
Primérantikorper behandelten Proben. Es zeigt sich im Vergleich, dass lediglich die Hédmatoxylin

Gegenfarbung zu beobachten ist.
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4.2.4 Auswertung Milz
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Abbildung 29 - Auswertung der IHC-Fdrbung der Milz

Trabekelarterie

Abbildung 29 zeigt die Auswertung der immunhistochemischen Farbung auf den TRPC6 Kanal der

Milz. Auf der y-Achse wird unterteilt in negativ (0), einfach- (+) und stark positives Féarbeverhalten

(++). Auf der x-Achse sind die ausgewerteten Strukturen der jeweils fiinf untersuchten Milzanschnitte

dargestellt.

Die weille Pulpa zeigt ein durchweg positives, teilweise auch stark positives Firbergebnis (siche

Abbildung 27).

Die rote Pulpa férbt sich ebenfalls kontinuierlich braun an (siche Abbildung 27).

Bei Kapsel und Trabekel sind ebenfalls durchweg ein einfach positives Férbeverhalten zu beobachten

(siche Abbildung 27).

Ein positives Férbeergebnis ist in den Trabekelarterien, besonders in der Tunica Intima und Tunica

Adventitia zu beobachten (siche Abbildung 27).
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4.3 Tonsilla palatina

Bei der Tonsilla palatina waren nicht alle ausgewerteten Strukturen auf einer Fotografie darstellbar,
deshalb wird unterteilt in die Darstellung eines Sekundérfollikels, die Darstellung einer Krypte mit FAE
sowie der Abbildung einer HEV. Zu diesen drei Sequenzen folgende wieder HE- und IHC-Farbung

sowie die Negativkontrolle desselben Préparates.

4.3.1 Tonsilla palatina - Sekundérfollikel - Himatoxylin-Eosin Farbung

Abbildung 30 - Tonsilla palatina 1 - Follikel - HE-Fédrbung

Abbildung 30 zeigt einen Anschnitt der Gaumenmandel des Patienten 1636-B in HE-Féarbung in 10x
ObjektivvergroBerung.

Angezeichnet sind die spéter in der IHC ausgewerteten Strukturen: Sekundérfollikel und T-Zone. Die
anderen ausgewerteten Strukturen (FAE, HEV und Bindegewebe) sind in den folgenden Sequenzen

markiert.
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4.3.2 Tonsilla palatina - Sekundérfollikel - Immunhistochemie positiv

Abbildung 31 - Tonsilla palatina 1 - Follikel - IHC-Fdrbung positiv

Abbildung 31 zeigt einen Anschnitt der Gaumenmandel des Patienten 1636-B in IHC-Farbung in 10x
ObjektivvergroBerung. Die Verdiinnung des Primérantikorpers betrégt 1:50.

Es ist zu beobachten, dass der Sekundirfollikel ein positives Férbeverhalten zeigt (++), wobei die

Randkappe und die angelagerte T-Zone (+) eine leichteres braun zeigt als das Keimzentrum.
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4.3.3 Tonsilla palatina - Sekundérfollikel - Immunhistochemie negativ
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Abbildung 32 - Tonsilla palatina 1 - Follikel - [HC-Fdrbung negativ

Abbildung 32 zeigt einen Anschnitt der Gaumenmandel des Patienten 1636-B in IHC-Farbung in 10x

ObjektivvergroBerung ohne Behandlung mit dem Primérantikorper.

Diese Darstellung dient der Kontrolle der Farbemethode sowie der Auswertung der mit
Primérantikorper behandelten Proben. Es zeigt sich im Vergleich, dass lediglich die Hédmatoxylin

Gegenfarbung zu beobachten ist.
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4.3.4 Tonsilla palatina - Krypte mit FAE - Himatoxylin-Eosin Firbung

et i L " '

LR P;f

& Sekundarfolllikel

A ‘ b,

Abbildung 33 - Tonsilla palatina 1 - Krypte mit FAE - HE-Fdrbung

Abbildung 33 zeigt einen Anschnitt der Gaumenmandel des Patienten 1636-B in HE-Féarbung in 10x
sowie in 40x ObjektivvergroBerung. Der in der 40x ObjektivvergroBerung betrachtete Bereich ist

entsprechend markiert.

Da keine gleichzeitige Darstellung aller bei der IHC ausgewerteten Strukturen (Sekundirfollikel mit
Randwall, Krypte mit FAE und HEV) méglich war, dient diese Aufnahme der Orientierung im Hinblick
auf das FAE der Krypte.
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4.3.5 Tonsilla palatina - Krypte mit FAE - Immunhistochemie positiv

-

Abbildung 34 - Tonsilla palatina 1 - Krypte mit FAE - IHC-Fdrbung positiv

Abbildung 34 zeigt einen Anschnitt der Gaumenmandel des Patienten 1636-B in IHC-Farbung in 10x
sowie in 40x ObjektivvergroBerung. Der in der 40x ObjektivvergroBerung betrachtete Bereich ist

entsprechend markiert. Die Verdiinnung des Primarantikdrpers betragt 1:50.

Es ist zu beobachten, dass das FAE ein stark positives Farbeverhalten zeigt (++).

Das angeschnittene Bindegewebe zeigt ebenfalls einen Farbumschlag des DAB-Chromogens (+).
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Abbildung 35 - Tonsilla palatina 1 - Krypte mit FAE - IHC-Fdrbung negativ
Abbildung 35 zeigt einen Anschnitt der Gaumenmandel des Patienten 1636-B in IHC-Farbung in 10x
sowie in 40x ObjektivvergroBerung ohne Behandlung mit dem Primérantikorper. Der in der 40x

ObjektivvergroBerung betrachtete Bereich ist entsprechend markiert.

Diese Darstellung dient der Kontrolle der Farbemethode sowie der Auswertung der mit
Primérantikorper behandelten Proben. Es zeigt sich im Vergleich, dass lediglich die Hédmatoxylin

Gegenfarbung zu beobachten ist.
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4.3.7 Tonsilla palatina - HEV - Himatoxylin-Eosin Farbung

Abbildung 36 - Tonsilla palatina 1 - HEV - HE-Férbung

Abbildung 36 zeigt einen Anschnitt der Gaumenmandel des Patienten 1636-B in HE-Féarbung in 40x
ObjektivvergroBerung.

Da keine gleichzeitige Darstellung der bei der IHC ausgewerteten Strukturen (Sekundarfollikel mit
Randwall, Krypte mit FAE sowie HEV) mdglich war, dient diese Aufnahme der Orientierung im
Hinblick auf die HEV. Es ist eine HEV zu beobachten, bei der aktiv Lymphozyten durch das Endothel

migrieren.
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4.3.8 Tonsilla palatina - HEV - Immunhistochemie positiv

Abbildung 37 zeigt einen Anschnitt der Gaumenmandel des Patienten 1636-B in IHC-Farbung in 40x
ObjektivvergroBerung. Die Verdiinnung des Primérantikorpers betrigt 1:50.

Die HEV zeigt einen stark positiven Chromogenumschlag (++).
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4.3.9 Tonsilla palatina - HEV - Immunhistochemie negativ

Abbildung 38 zeigt einen Anschnitt der Gaumenmandel des Patienten 1636-B in

immunhistochemischer-Farbung ohne Primérantikorper in 40x ObjektivvergroBBerung.

Diese Darstellung dient der Kontrolle der Farbemethode sowie der Auswertung der mit
Primérantikorper behandelten Proben. Es zeigt sich im Vergleich, dass lediglich die Hédmatoxylin

Gegenfarbung zu beobachten ist.
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4.3.10 Auswertung Tonsilla palatina
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Abbildung 39 - Auswertung der IHC-Fdrbung der Tonsilla palatina

Abbildung 39 zeigt die Auswertung der immunhistochemischen Firbung auf den TRPC6 Kanal der
Gaumenmandel. Auf der y-Achse wird unterteilt in negativ (0), einfach- (+) und stark positives

Féarbeverhalten (++). Auf der x-Achse sind die ausgewerteten Strukturen der jeweils drei untersuchten

HEV

Gaumenmandelanschnitte dargestellt.

Die Sekundirfollikel zeigen durchweg ein stark positives Féarbeverhalten (++) (sieche Abbildung 31).

Bindegewebe

Besonders die Keimzentren farben sich stark braun an.

Die T-Zone und zeigt eine einfach positive Farbung (+) (siche Abbildung 31).
Das angeschnittene Bindegewebe zeigt ebenfalls ein positives Farbeverhalten (+) (siche Abbildung 34).
Die HEV sowie das FAE zeigen einen starken Umschlag des Chromogens (++) (siche Abbildung 34 +

37).
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4.3.11 Weitere nicht ausgewertete Beobachtungen - Bindegewebe im Vergleich zur
Speicheldriise
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Abbildung 40 - Bindegewebe der Tonsilla palatina 3 im Vergleich zur Speicheldriise
HE- (links) & IHC-Férbung (rechts)

Abbildung 40 zeigt einen Anschnitt der Gaumenmandel des Patienten 1640L in IHC-Farbung und HE-
Féarbung im direkten Vergleich in 10x ObjektivvergroBerung. Die Verdiinnung des Primédrantikorpers
betrdgt 1:50. Es ist der braune Farbumschlag des Chromogens an den Fibroblasten (+) im direkten

Vergleich zu den fast negativen Driisenendstiicken der Speicheldriise (0) zu beobachten.
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4.4 lleum (gut-associated lymphatic tissue)

Im Gegensatz zu den anderen dargestellten Geweben, werden jeweils zwei Abbildungen des Ileums in
vier- und zehnfacher Objektivvergrofierung dargestellt, um die Orientierung innerhalb des Préparates zu

gewihrleisten.

4.4.1 lleum - Hiéimatoxylin-Eosin Firbung - 4x

g ?

Abbildung 41 - lleum 1 - HE-Fdrbung - 4x

Abbildung 41 zeigt einen Querschnitt des terminalen Ileums des Korperspenders 22/23 in HE-Féarbung
in 4x Objektivvergrofierung.

Da keine gleichzeitige Darstellung der bei der IHC ausgewerteten Strukturen (Lymphfollikel,
Domepithel, Tela submukosa, Tunica muscularis und Gefdle) in zehnfacher Objektivvergroferung
moglich war, beziehungsweise kleine Strukturen wie das Domepithel nur schwer in vierfacher
ObjektivvergroBerung erkennbar sind, dient diese Aufnahme der Orientierung im Priparat sowie der
Darstellung der glatten Muskulatur im Rahmen der Tunica muscularis und des Bindegewebes der Tela
submukosa.

Der in der nichsten Abbildung weiter vergroBerte Ausschnitt (siche Abbildung 42) ist markiert.
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4.4.2 lleum - Himatoxylin-Eosin Firbung - 10x
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Abbildung 42 - lleum 1 - HE-Fdrbung - 10x

Abbildung 42 zeigt einen Querschnitt des terminalen Ileums des Korperspenders 22/23 in HE-Féarbung
in 10x Objektiv.

Angezeichnet sind die spéter in der IHC ausgewerteten Strukturen: Lymphfollikel, Domepithel und
GefaBe.

Die simultane Darstellung der glatten Muskulatur der Tunica muscularis sowie des Bindegewebes der
Tela submukosa gleichzeitig zu den Peyer-Patches ist in dieser Objektivvergroflerung nicht moglich.

Zur Darstellung der Tunica muscularis und Tela submukosa siche Abbildung 41.

Die Peyer-Patches setzen sich zusammen aus dem Follikel-assoziiertes Epithel (Domepithel) und den

Lymphfollikeln.
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4.4.3 lleum - Immunhistochemie - positiv - 4x
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Abbildung 43 - lleum I - IHC-Fdrbung - positiv - 4x

Abbildung 43 zeigt einen Querschnitt des terminalen lleums des Korperspenders 22/23 in IHC-Féarbung
in 4x ObjektivvergroBerung. Die Verdiinnung des Primirantikorpers betragt 1:50.

Es ist zu beobachten, dass die glatte Muskulatur der Tunica muscularis sowie das Bindegewebe der Tela
submukosa sich braun anfarbt (+). Alle anderen ausgewerteten Strukturen (Lymphfollikel, Domepithel
und GeféBe) sind in der Beschriftung der ndchsten Abbildung beschrieben (siche Abbildung 44).

Der in der nichsten Abbildung weiter vergroBerte Ausschnitt ist markiert.
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4.4.4 lleum - Immunhistochemie - positiv - 10x

Abbildung 44 - lleum 1 - IHC-Fdrbung - positiv - 10x
Abbildung 44 zeigt einen Querschnitt des terminalen lleums des Korperspenders 22/23 in IHC-Féarbung

in 10x Objektivvergroflerung. Die Verdiinnung des Primérantikorpers betragt 1:50.

Das Domepithel farbt sich kréftig braun an (++). Der darunter gelagerte Lymphfollikel zeigt eine
weniger deutliche Farbung (+). Gefal3e sind wie in allen anderen beobachteten Geweben kontinuierlich

braun geférbt (+).
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4.4.5 lleum - Immunhistochemie - negativ - 4x

Abbildung 45 - lleum 1 - IHC-Fdrbung - negativ - 4x
Abbildung 45 zeigt einen Querschnitt des terminalen Ileums des Korperspenders 22/23 in IHC-Féarbung

in 4x ObjektivvergroBerung ohne Behandlung mit dem Primérantikorper.

Diese Darstellung dient der Kontrolle der Farbemethode sowie der Auswertung der mit
Primérantikorper behandelten Proben. Es zeigt sich im Vergleich, dass lediglich die Hédmatoxylin

Gegenfarbung zu beobachten ist. Fiir die Negativkontrolle in hoherer Auflosung siche Abbildung 46.

Der in der nachsten Abbildung weiter vergroBBerte Ausschnitt ist markiert.



4.4.6 lleum - Immunhistochemie - negativ - 10x

IHC-Firbung - negativ - 10x

lleum 1 -

Abbildung 46

Abbildung 46 zeigt einen Querschnitt des terminalen Ileums des Korperspenders 22/23 in IHC-Féarbung

in 10x Objektivvergroflerung ohne Behandlung mit dem Primérantikdrper.

Diese Darstellung dient der Kontrolle der Farbemethode sowie der Auswertung der mit

Primérantikorper behandelten Proben. Es zeigt sich im Vergleich, dass lediglich die Hédmatoxylin

Gegenfarbung zu beobachten ist.
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4.4.7 Auswertung Ileum
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Abbildung 47 zeigt die Auswertung der immunhistochemischen Farbung auf den TRPC6 Kanal des
terminalen Ileums. Auf der y-Achse wird unterteilt in negativ (0), einfach- (+) und stark positives

Féarbeverhalten (++). Auf der x-Achse sind die ausgewerteten Strukturen der jeweils fliinf untersuchten

Abbildung 47 - Auswertung der IHC-Fdrbung des lleums

Ileumquerschnitte dargestellt.

Zu beachten ist, dass bei Probe 2 keine Peyer-Patches gefunden wurden und somit keine Auswertung

von Follikel und Domepithel erfolgen konnte.

Das Domepithel zeigt in den meisten Féllen ein positives Farbeverhalten (+ oder ++) (siche Abbildung
44). Der unter dem Epithel angelagerte Lymphfollikel variiert in seinem Farbeverhalten. In den meisten
Féllen zeigt sich jedoch ein positives Férbeergebnis (+) (siche Abbildung 44). GefaBe farben sich
ebenfalls braun an (+) (siche Abbildung 44). Die glatte Muskulatur der Tunica muscularis sowie das

Bindegewebe der Tela submukosa zeigt ebenfalls ein positives Farbeergebnis (+) (siche Abbildung 43).
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4.5 Appendix (gut-associated lymphatic tissue)

Die Auswertung der Appendixanschnitte erfolgt analog zu den Schnitten des terminalen Ileums, da es
sich in beiden Fillen um gut-associated lymphatic tissue (GALT) handelt. Es werden jeweils zwei
Abbildungen in vier- und zehnfacher ObjektivvergroBerung dargestellt, um die Orientierung innerhalb

des Priparates zu gewihrleisten.

4.5.1 Appendix - Himatoxylin-Eosin Farbung - 4x

J 5 e

Tela submukpsa

Abbildung 48 zeigt einen Querschnitt durch die Appendix vermiformis des Korperspenders 20/47 in
HE-Farbung in 4x Objektivvergroferung.

Da keine gleichzeitige Darstellung der bei der IHC ausgewerteten Strukturen (Domepithel,
Lymphfollikel, Tunica muscularis, Tela submukosa und Gefdfie) in zehnfacher Objektivvergroferung
moglich war, beziehungsweise kleine Strukturen wie das Domepithel nur schwer in vierfacher
ObjektivvergroBerung erkennbar sind, dient diese Aufnahme der Orientierung im Priparat sowie der

Darstellung der Tunica muscularis und der Tela submukosa.

67



3 RIS
Domepithel

=

Lymphfollik
52

ST

Abbildung 49 - Appendix 1 - HE-Fdrbung - 10x

Abbildung 49 zeigt einen Querschnitt durch die Appendix des Korperspenders 20/47 in HE-Féarbung in
10x ObjektivvergroBerung. Es handelt sich hierbei um eine Vergroferung aus dem Bereich der Mukosa

bis zum Ubergang in die Submukosa des Appendixanschnittes.

Angezeichnet sind die spiter in der IHC ausgewerteten Strukturen: Lymphfollikel, Domepithel und
Gefile.

Die Darstellung der Tunica muscularis und Tela submukosa gleichzeitig zu den Peyer-Patches ist in
dieser VergroBerung nicht moglich. Zur Darstellung der Tunica muscularis und Tela submukosa siehe
Abbildung 48.

Die Peyer-Patches setzen sich zusammen aus dem Follikel-assoziiertes Epithel (Domepithel) und den

Lymphfollikeln.
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4.5.3 Appendix - Immunhistochemie - positiv - 4x
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Abbildung 50 - Appendix 1 - IHC-Férbung - positiv - 4x
Abbildung 50 zeigt einen Querschnitt der Appendix des Korperspenders 20/47 in IHC-Farbung in 4x

ObjektivvergroBerung. Die Verdiinnung des Primérantikorpers betrégt 1:50.

Es ist zu beobachten, dass die glatte Muskulatur in der Tunica muscularis sich braun anférbt (+). Die
GefaBe farben sich ebenfalls konstant braun an (+). Alle anderen ausgewerteten Strukturen sind in der

Beschriftung der nichsten Abbildung beschrieben (siche Abbildung 51).
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4.5.4 Appendix - Immunhistochemie - positiv - 10x

Abbildung 51 - Appendix 1 - IHC-Fdrbung - positiv - 10x
Abbildung 51 zeigt einen Querschnitt der Appendix des Korperspenders 20/47 in IHC-Féarbung in 10x
ObjektivvergroBerung. Es handelt sich hierbei um eine VergroBerung aus dem Bereich der Mukosa bis
zum Ubergang in die Submukosa des Appendixanschnittes. Die Verdiinnung des Primérantikorpers

betragt 1:50.

Das Domepithel farbt sich kréftig braun an (++). Der darunter gelagerte Lymphfollikel zeigt eine
weniger deutliche Farbung (+). Die GefdBe der Submukosa zeigen einen braunen Umschlag des

Chromogens (+).
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4.5.5 Appendix - Immunhistochemie - negativ - 4x
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Abbildung 52 - Appendix 1 - IHC-Fdrbung - negativ - 4x
Abbildung 52 zeigt einen Querschnitt der Appendix des Korperspenders 20/47 in IHC-Farbung in 4x

ObjektivvergroBerung ohne Behandlung mit dem Primérantikorper.

Diese Darstellung dient der Kontrolle der Farbemethode sowie der Auswertung der mit
Primirantikorper behandelten Proben. Es zeigt sich im Vergleich, dass bis auf leichte Verunreinigungen,
nur die Hdmatoxylin Gegenfarbung zu beobachten ist. Im Besonderen ist hier die ausschlieBliche
negative Farbung der glatten Muskulatur und Gefdlle zu beobachten. Fiir die Kontrolle der anderen

ausgewerteten Strukturen siche Abbildung 53 in héherer Vergroferung.
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Abbildung 53 zeigt einen Querschnitt der Appendix des Korperspenders 20/47 in IHC-Féarbung in 10x
ObjektivvergroBerung ohne Behandlung mit dem Primérantikorper. Es handelt sich hierbei um eine
VergroBerung aus dem Bereich der Mukosa bis zum Ubergang in die Submukosa des

Appendixanschnittes.

Diese Darstellung dient der Kontrolle der Firbemethode sowie der Auswertung der mit
Primérantikorper behandelten Proben. Es zeigt sich im Vergleich, dass bis auf leichte Verunreinigungen,

nur die Himatoxylin Gegenfarbung zu beobachten ist.
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4.5.7 Auswertung Appendix
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Abbildung 54 - Auswertung der IHC-Fdrbung der Appendix

Abbildung 54 zeigt die Auswertung der immunhistochemischen Firbung auf den TRPC6 Kanal der
Appendix. Auf der y-Achse wird unterteilt in negativ (0), einfach- (+) und stark positives Farbeverhalten

(++). Auf der x-Achse sind die ausgewerteten Strukturen der jeweils fiinf untersuchten

Appendixquerschnitte

Das Domepithel zeigt in den meisten Féllen ein positives Farbeverhalten (+ oder ++) (siche Abbildung
51). Der unter dem Epithel angelagerte Lymphfollikel variiert in seinem Féarbeverhalten. In den meisten
Féllen zeigt sich ein leicht positives Féarbeverhalten (+ oder 0). Gefd3e farben sich konstant braun an (+)
(siche Abbildung 51). Die glatte Muskulatur der Tunica muscularis sowie das Bindegewebe der Tela

submukosa zeigt ebenfalls ein positives Féarbeergebnis (+) (siche Abbildung 50). Insgesamt sind die

dargestellt.

Ergebnisse mit denen des terminalen Ileums vergleichbar.
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4.5.8 weitere nicht ausgewertete Beobachtungen - FALC

Abbildung 55 - FALC im Meso der Appendix 1
HE- (links) & IHC-Férbung (rechts)
Abbildung 55 zeigt einen Ausschnitt des Fettgewebes des Mesos der Appendix vermiformis des
Korperspenders 20/47 im direkten Vergleich von IHC- und HE-Farbung in 10x ObjektivvergroBBerung.
Die Verdiinnung des Primérantikorpers betrigt 1:50.
Es ist eine Ansammlung von Lymphozyten zu beobachten, die als Fat-associated lymphoid cluster
(FALC) bezeichnet werden kann. Die Ansammlung zeigt mehrere HEVs mit deutlich positivem

Ergebnis der Immunfirbung (++) sowie einfach positiv gefirbte Lymphozyten (+).
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4.6 Thymus

Beim Thymusgewebe fiel die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen auf den TRPC6 Kanal
am schwersten, da das aufgesuchte Gewebe im Rahmen der Thymusinvolution atrophiert ist. Eine
Orientierung an der HE-Farbung ist hier ebenfalls erschwert, da das beobachtete Gewebe so klein ist,
dass sich die Morphologie zwischen zwei benachbarten und dann unterschiedlich gefarbten Schnitten

(HE bzw. IHC-Féarbung) unterscheidet.

4.6.1 Thymus - Himatoxylin-Eosin Firbung
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Abbildung 56 - Thymus 1 - HE-Férbung

Abbildung 56 zeigt einen Anschnitt des Thymusrestgewebes des Kdrperspenders 20/65 in HE-Féarbung
in 10x Objektivvergrofierung.
Angezeichnet sind die spater in der IHC ausgewerteten Strukturen: Lymphozytenansammlung und

Epithelzellen. Eine Differenzierung in weitere Strukturen ist hier nicht moglich.
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4.6.2 Thymus - Immunhistochemie - positiv

Abbildung 57 - Thymus 1 - IHC-Fdrbung - positiv

Abbildung 57 zeigt einen Anschnitt des Thymusrestgewebes des Kdrperspenders 20/65 in HE-Féarbung
in 10x ObjektivvergrofBerung. Die Verdiinnung des Primérantikdrpers betragt 1:50.

Die Lymphozytenansammlung farbt sich im Vergleich mit der Negativkontrolle (siche Abbildung 41)

sehr leicht positiv an (+). Die zwischengelagerten Epithelzellen zeigen ebenfalls ein positives

Férbeergebnis (+).
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4.6.3 Thymus - Immunhistochemie - negativ
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Abbildung 58 - Thymus 1 - IHC-Firbung - negativ

Abbildung 58 zeigt einen Anschnitt des Thymusrestgewebes des Kdrperspenders 20/65 in HE-Féarbung

in 10x Objektivvergroflerung ohne Behandlung mit dem Primérantikdrper.

Diese Darstellung dient der Kontrolle der Firbemethode sowie der Auswertung der mit
Primérantikorper behandelten Proben. Es zeigt sich im Vergleich, dass eine deutlich stirkere
Gegenfarbung zu beobachten ist. Im Kontrast zu den anderen Negativkontrollen sind hier jedoch

deutlich auch braune Farbungen zu erkennen.
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4.6.4 Auswertung Thymus
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Abbildung 59 - Auswertung der IHC-Farbung des Thymus

Abbildung 59 zeigt die Auswertung der immunhistochemischen Farbung auf den TRPC6 Kanal des
Thymus. Auf der y-Achse wird unterteilt in negativ (0), einfach- (+) und stark positives Farbeverhalten
(+1+). Auf der x-Achse sind die ausgewerteten Strukturen der jeweils fiinf untersuchten Thymusschnitte

dargestellt.

Die Lymphozyten zeigen in den meisten Fillen ein leicht positives Farbeverhalten (+) (siche Abbildung
57). Die zwischen den Lymphozyten liegenden Epithelzellen zeigen ebenfalls eine braune Féarbung (+)
(siche Abbildung 57).

Im Gegensatz zu allen anderen beobachteten Geweben ist die IHC-Farbung beim Thymusgewebe am
schwichsten. Ebenfalls ist zu beachten, dass die ersten beiden ausgewerteten Proben aus dem
Koérperspender mit dem makroskopisch gut sichtbaren Thymus stammen (sieche Kapitel 3.5.5 Thymus —
Abbildung 6).
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5. Diskussion

Nachdem die Ergebnisse im vorigen Kapitel beschrieben wurden, soll dieses Kapitel der Einordnung
und Diskussion dieser im wissenschaftlichen Kontext dienen. Auflerdem soll die in dieser Arbeit
genutzte Methodik kritisch betrachtet werden, sowie die genannten Forschungsfragen beantwortet

werden.

5.1 Ergebnisdiskussion

Wie einleitend erwadhnt wurde, sind nach dem aktuellen Wissensstand verschiedenste Funktionen des
TRPC6-Kanals und damit verbundene Expressionen im lymphatischen Gewebe denkbar.

Nachdem der Kanal 2000 erstmals im Rahmen eines Northern Blots in der menschlichen Milz
nachgewiesen wurde [61] und anhand des Nachweises der entsprechenden mRNA in Lymphknoten,
Thymus und Milz die Expression des Proteins in diesen murinen Geweben bewiesen werden konnte
[76], ist bisher noch kein direkter immunhistochemischer Nachweis des Proteins im menschlichen
lymphatischen Gewebe beschrieben.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte dieser Nachweis erbracht werden. Sowohl die Milz als auch Thymus,
Appendix vermiformis, Ileum, Tonsilla palatina und die Lymphknoten zeigten ein positives

Férbeverhalten gegeniiber den Negativkontrollen auf das TRPC6 Protein.

5.1.1 Lymphozyten

In allen betrachteten Geweben konnte auf Lymphozyten das TRPC6 Protein nachgewiesen werden,
wobei Unterschiede in den Farbungen gesehen wurden. In der Milz war die Immunfarbung der weiflen
Pulpa kriftiger als in den Lymphozytenansammlungen in Lymphknoten, [leum, Appendix und Thymus,
was mit denen in murinen lymphatischen Geweben beschriebenen Expressionen des TRPC6-Gens
korreliert [76].

Die beschriebenen Unterschiede der TRPC6 Expression in murinen Geweben zwischen T- und B-
Lymphozyten [66] waren im Rahmen der Methodik dieser Studie schwer nachvollziehbar, da die
betrachteten Gewebe aus Korperspendern mit hohem Alter (durchschnittlich 83 Jahre) entnommen
wurden, bei denen die bereits vorbeschriebene Degenerationen des Lymphgewebes eingesetzt hatte.
Speziell handelte es sich hierbei um die morphologische Unterscheidung zwischen T- und B-Zone, die
im Alter miteinander verschmelzen sowie die Abnahme von Sekundérfollikeln mit Keimzentren [46],
[50]. Am ehesten konnte in den betrachteten Immunfiarbungen der Tonsilla palatina eine Differenz in
den verschiedenen Anteilen des Lymphgewebes beobachtet werden, da es sich hierbei um
Tonsillektomie Préparate junger Patienten handelte. Die Tonsillenpréparate zeigten eine dunklere
Férbung im Bereich des Keimzentrums im Vergleich zur Randkappe und der T-Zone. Dies liefert einen
Hinweis auf eine Konzentrationsdifferenz von TRPC6 in den verschiedenen Bereichen. Hier wéren

weitere Studien an den Lymphgeweben junger Menschen notwendig.
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5.1.2 Peyer-Patches und FAE in MALT

Nachdem in allen betrachteten Praparaten des GALT das Domepithel sowie das FAE der Krypten der
Tonsilla palatina eine deutliche Immunférbung auf das TRPC6 Protein zeigten, kann hier von einem
Nachweis des Proteins in den dort beteiligten Zellen ausgegangen werden. Eine mogliche Funktion von
TRPC6 im Follikel assoziierte Epithel ist bisher nicht beschrieben. Da die molekularen Mechanismen
der Antigentranszytose weitestgehend unbekannt sind [54], soll an dieser Stelle die Vermutung
aufgestellt werden, dass der TRPC6-Kanal hiermit in Verbindung stehen kénnte. Die aktuelle Forschung
zeigt hierfiir bisher keine Beschreibungen. Ein eindeutiger Nachweis der Verbindung zwischen
Transzytose und TRPC6 kann mit der Methodik dieser Arbeit nicht erfolgen.

Limitiert wird die Aussage iiber das Vorkommen des TRPC6 Kanals in den Peyer-Patches iiber das
Alter der untersuchten Korperspender, da wie vorbeschrieben eine erhebliche morphologische

Degeneration des GALTs im Alter vorlag [56].
5.1.3 Bindegewebe

Die in allen Préparaten beobachtete braune Anfirbung von Bindegewebe kann in Einklang mit der
Feststellung gebracht werden, dass TRPC6 an der Aktivierung von Fibroblasten beteiligt ist [38], [39].
Besonders gut konnte eine Farbung fibroblastischer Retikulmzellen in den Randsinus der Lymphknoten

nachvollzogen werden.

5.1.4 Gefille

Analog zu vorausgegangenen Arbeiten iiber den Nachweis des TRPC6-Kanals in menschlichen
GefdBlen, konnte an allen betrachteten immungeférbten Schnitten mit Gefédfen, namentlich die
Trabekelarterien in der Milz sowie die submukdsen Gefiae in Appendix vermiformis und Ileum, das
Protein nachgewiesen werden. An den Trabekelarterien war das von Abdinghoff beschriebene
Féarbeverhalten reproduzierbar, bei dem sich die Intima und Adventitia am stidrksten anfarbt [77].
Nachdem der TRPC6 Kanal bereits in den murinen Lymphgeféf3en nachgewiesen ist [72], konnte im
Rahmen dieser Studie ein Nachweis des TRPC6-Kanals an humanem Lymphgefafien erbracht werden.
Jedoch muss an dieser Stelle angemerkt werden, dass nur in vereinzelten Anschnitten den Lymphknoten
versorgende Gefidle beobachtet werden konnten. Eine strukturelle Analyse der Lymphknoten, bei dem
alle Schnitte durch den Knoten untersucht werden, wére hier notwendig, um mehr Anschnitte der
Lymphgefdae zu erhalten und eine dezidiertere Aussage iiber die TRPC6 Verteilung in den
LymphgefaBen des Menschen treffen zu konnen. Vorstellbar wire auch die Untersuchung groBerer

Lymphbahnen wie des Ductus thoracicus.

5.1.5 HEV

Hochendotheliale Venolen konnten nur im Gewebe der Tonsilla palatina beobachtet werden. Am
ehesten kann das Fehlen der HEVs in den anderen Geweben besonders im Lymphknoten auf die in der
Literatur vorbeschriebene Abnahme der HEVs im Alter zuriickgefiihrt werden [51]. Die beobachteten
HEVs in der Tonsille zeigten jedoch durchweg ein positives Farbeverhalten auf den TRPC6 Kanal.

TRPC6 ist der vermittelnde Kanal der Leukozytenmigration [69]. Diese Aussage bezieht sich jedoch
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auf die Granulozyten im Rahmen der inflammatorischen Immunantwort. Eine Beteiligung des TRPC6
Kanals an der Lymphozytendiapedese ist nicht vorbeschrieben. Die Funktion von TRPC6 in den HEVs
bleibt damit unbekannt.

5.1.6 Lymphknoten

Die gefarbten Schnitte der Lymphknoten zeigten eine altersentsprechende in der Literatur
vorbeschriebene Degeneration des Gewebes, da diese bei Korperspendern mit hohem Alter entnommen
wurden (durchschnittlich 83 Jahre). In den Lymphknoten zeigte sich eine Verschiebung der Rinden-
Mark Grenze, ein fibrotischer Umbau, ein Nachlass der Anzahl von HEVs sowie Sekundarfollikeln [48],
[49], [50], [51]. Reproduzierbar war ebenfalls, dass sich diese Degenerationsprozesse mehr in

peripheren als in zentralen Lymphknoten zeigen [50].

5.1.7 Thymus

Die einleitend von Moritz beschriebene Unterteilung von Altersgruppen und korrelierende
Thymusdegeneration konnte im Rahmen dieser Arbeit nachvollzogen werden. Alle betrachteten
Priaparate wurden an Korperspendern aus der Altersgruppe 61 und &lter entnommen. Sogar
makroskopisch vielversprechende Préparate (siche Kapitel 3.5.5) zeigten die von Moritz
vorbeschriebene Thymusinvolution inklusive des Verschwindens von Hasall-Koérperchen und der nur
noch strafenartigen Anordnung von thymalen Restgewebes [59]. Die Aussagekraft des erbrachten
TRPC6 Nachweises ist bei diesem Gewebe, trotz des erheblichen Aufwands innerhalb dieser Arbeit
geeignetes Gewebe zu finden, folglich am schwéchsten. Weitere Studien an dem schwer zugénglichen

thymalen Gewebe junger Menschen auf das TRPC6 Protein sind hier definitiv notwendig.

5.2 Methodendiskussion

Im Rahmen dieser Arbeit angewandten Methodik sind verschiedene Fehlerquellen mit Auswirkung auf
die dargestellten Férbergebnisse denkbar, deshalb sollen die angewandten Arbeitsschritte an dieser
Stelle nochmals kritisch betrachtet und diskutiert werden.

Die Mehrzahl der betrachteten Proben wurden bei Korperspendern aus dem anatomischen Institut in
Homburg entnommen. Die Fixierung des betrachteten Gewebes erfolgte innerhalb eines 72-stiindigen
Intervalls post mortem mittels Perfusionsfixierung und anschlieBend mittels Immersionsfixierung des
kompletten Korpers. In direktem Gegensatz hierzu stehen die im Rahmen einer Tonsillektomie
entstandenen Proben der Tonsilla palatina. Sie wurden direkt nach der Entnahme im Rahmen einer
Immersionsfixierung fixiert. Fiir die Immunhistochemie ist die Methodik der Fixierung insofern
relevant, da sie die Gewebemorphologie, Antigenimmobilisation, Antigenimmunoreaktivitét und die
Durchgéngigkeit der Immunoreagenzien beeinflusst. Die ersten beiden genannten Faktoren erfordern
eine moglichst schnelle und starke Fixierung. Die letzten beiden bendtigen eher eine moglichst
schwache Fixierung [78]. Da bei der angewandten Perfusionsfixierung das Fixans iiber die Gefilie
eingespliilt wurde, ist eine gleichformige Fixierung aller betrachteten lymphatischen Organe und auch

verschiedener Organstationen wie bei den Lymphknoten in verschiedenen Bereichen des Korpers nicht
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moglich. Die Fixierung stellte somit eine Fehlerquelle fiir die Vergleichbarkeit der Immunfarbung in
Stirke der Farbung aber auch in Organmorphologie dar.

Auch die genaue Zeitspanne zwischen Tod und Fixierung beeinflusst das Ergebnis durch die einsetzende
Autolyse, ein Prozess, der durch das Austreten von hydrolytischen zelluldren Enzymen entsteht [79].
Die Autolyse beeinflusst ebenfalls die Morphologie des jeweiligen Organes, aber auch die Antigen
Priservation, die das Ergebnis der IHC beeinflusst [80]. Da die Autolyse selbst von einigen Faktoren
abhéngt, wie beispielsweise der Temperatur in der Umgebung des Ablebens oder der Zeitraum bis zur
Einkiihlung [79], die im Rahmen der Methodik dieser Studie nicht nachvollzogen wurden, stellt dies
eine mogliche Fehlerquelle dar.

Bei der Entnahme der Proben traten bei Thymus, sowie Ileum und Appendix vermiformis
Komplikationen auf. Thymusgewebe und Peyer-Patches im Ileum waren nach HE-Farbung der ersten
Entnahmeserie, wie in der Literatur beschrieben, schwer nachweisbar [56], [59]. Viele Korperspender
mussten sich auflerdem in ihren Lebzeiten einer Appendektomie unterziehen, sodass fiir die Appendix,
Ileum und Thymus eine zweite Entnahmereihe erfolgte. Beim Thymus zeigte sich auch nach dieser
zweiten Entnahmereihe nur sehr wenig verwertbares Gewebe, aufgrund der stattgefunden
Thymusinvolution.

Nachdem geeignete Proben durch die HE-Féarbung identifiziert waren, entstand bei der IHC-Féarbung
die Problematik der nicht ausreichenden Deparaffinierung. Xylol wird in den meisten Féarbeprotokollen
zur Entparaffinierung genutzt, da Paraffin generell alkoholunldslich ist [73]. Durch die Erh6hung der
Verweilzeit des Paraffins von dreimal fiinf Minuten auf dreimal acht Minuten konnte dieses Problem
gelost werden.

Eine weitere Schwierigkeit der Immunférbung stellte die Gegenférbung dar. Hierfiir wird hiufig und so
auch in dieser Arbeit Himatoxylin verwendet [81]. Die Gegenfarbung kann die Auswertung der IHC-
Ergebnisse erschweren, da sie die IHC-Farbung iiberlagern kann [82]. Die Auswertung der
Lymphozyten in meiner Arbeit stellte sich als problematisch dar, da Lymphozyten nur iiber ein sehr
geringes Zellplasma verfligen und Hématoxylin hauptséchlich die Nucleinséuren des Zellkerns anférbt
[83], wodurch eine Uberlagerung der Strukturen nicht ausgeschlossen werden konnte. Losen konnte ich
dieses Problem mit sehr kurzen Gegenfarbzeiten (unter einer Sekunde).

Die Sperzifitdt der beobachteten Immunférbung konnte durch mehrere Experimente nachgewiesen
werden. Die Inkubation des Primérantikdrpers mit einem Peptid, das der Zielregion des Antikorpers
entspricht und das danach abgeschwéchte Firbergebnis im Vergleich zu Préparaten, die mit dem
Primérantikorper behandelt wurden, kann die Spezifitit beweisen [84]. Da im Rahmen dieser Arbeit
eine Peptidinkubation nicht stattgefunden hat, sondern im Rahmen vorgegangen Arbeiten aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Thomas Tschernig, die den identischen Primédrantikérper von
Alomone-Labs an anderem Gewebe nutzten, wird die Peptidinkubation aus dieser Arbeit referenziert
[75]. Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit den vorausgegangenen Arbeiten und die dort

abgehandelten Spezifititsnachweise gewéhrleisten zu konnen, wurde stets eine Positiv- als auch eine
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Negativkontrolle der Praparate vorausgegangener Studien bei jeder Immunfarbung mitgefiihrt. Speziell
handelte es sich hierbei um Préparate des Herzmuskels aus den Forschungen von Jacobs [75] (fiir das
Ergebnis meiner Positivkontrollen und Negativkontrollen im Vergleich zu den Férbeergebnissen von
Jacobs und seines Spezifititsnachweises siche Kapitel 9 Anhang).

Ein weiterer Nachweis der Spezifitit des angewandten Antikorpers (Anti-TRPC6-Antibody, Alomone-
Labs, Ref.: ACC-017) [85] ist die von Kistler durchgefiihrte TRPC67-Knockout Validierung, bei der
im Rahmen eines Western Blots von glomerulédren Lysaten keinerlei Nachweis des TRPC6 Proteins im
Gegensatz zum Wildtyp gezeigt wurde [86].

Zuletzt ist anzumerken, dass die Auswertung zwar durch eine fachkundige Person validiert wurde, es

sich jedoch um eine manuelle Auswertung handelt, bei der Fehler nicht auszuschlie3en sind.

5.3 Zusammenfassung und Perspektive

Im Folgenden sollen die erbrachten Ergebnisse kurz zusammengefasst und Moglichkeiten fiir weitere
Forschung auf dem Gebiet gegeben werden.

Die vorliegenden Ergebnisse geben Hinweise auf ein ubiquitires Vorkommen des TRPC6 Kanals in
lymphatischen Geweben und damit in den verschiedensten physiologischen und pathophysiologischen
Rollen. Das Protein konnte in Lymphknoten, Milz, Tonsilla palatina, Thymus sowie GALT des Ileums
und der Appendix vermiformis nachgewiesen werden.

TRPC6 kann mit der Differenzierung von Fibroblasten in Verbindung gebracht werden [39]. Der hier
erbrachte Nachweis des Vorkommens im menschlichen Bindegewebe der lymphatischen Organe ist
damit in Einklang mit dem aktuellen Wissenstand zu bringen. In den angeschnittenen Gefdflen der
betrachteten Organe konnte ebenfalls das TRPC6 Protein nachgewiesen werden. Dies konnte bereits in
vorausgegangen Arbeiten an groBeren menschlichen Gefdflen beschrieben werden [77]. Eine dhnliche
Beteiligung des Kanals an LymphgefiBlen ist denkbar. Ein Nachweis des Kanals in murinen
LymphgefaBen ist bereits beschrieben [72]. Im Rahmen dieser Arbeit konnte der Nachweis des Kanals
an menschlichen Lymphgeféaf3en erbracht werden. Eine wichtige Erkenntnis ist der Nachweis des Kanals
im FAE, besonders im Domepithel der Peyer-Patches sowie dem FAE der Krypten in Tonsilla palatina.
Eine Funktion des TRPC6-Kanals im Rahmen der Antigentranszytose kann vermutet werden, ist jedoch
nicht vorbeschrieben. Ebenso ergab die Immunfirbung ein positives Ergebnis bei den HEVs in der
Tonsilla palatina. Eine Beteiligung an der Leukozytendiapedese wére denkbar, nachdem TRPC6 der
vermittelnde Kanal der Leukozytenmigration ist [69]. Eine Beteiligung an der Diapedese ist jedoch nicht
vorbeschrieben und kann ebenfalls nur vermutet werden. Die an humanen Geweben vorbeschriebene
Expression von TRPC6 auf T-Lymphozyten aber auch der direkte Nachweis des Proteins durch einen
Western Blot [62] konnte im Rahmen dieser Arbeit mit einem direkten Nachweis des Proteins mittels
IHC untermauert werden. Der durch DAG getriggerte und mittels TRPC6 vermittelte Calcium Einstrom
scheint eine wesentliche Rolle bei der Aktivierung von T-Zellen zu spielen [65]. Hervorzuheben ist an
dieser Stelle, dass Mutationen des TRPC6 Gens vor der Entstehung von Autoimmunerkrankungen wie

des neuropsychiatrischen systemischen Lupus Erythematodes, durch einen nicht verstandenen Prozess,
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schiitzen [41]. Zu den B-Lymphozyten ist zu erwihnen, dass der iiber TRPC6 vermittelte Ca**-Einstrom
scheinbar Proliferationsprozesse in Burkitt-Lymphom Zellen fordert. Im Rahmen dieser Studie von
Song wurde TRPC6 auf den B-Lymphomzellen mittels Western Blot nachgewiesen [43]. Die an murinen
Lymphozyten nachgewiesene Expression von TRPC6 in verschiedenen lymphatischen Organen
(Lymphknoten, Milz, Thymus) konnte im Rahmen meiner Arbeit nachvollzogen werden [66]. Alle dort
untersuchten Organe zeigten ein positives Farbeergebnis in den IHC-Farbungen meiner Studie. Der dort
beschriebene Unterschied zwischen B- und T-Lymphozyten in der TRPC6 Expression bringt mich
zuletzt zur groften Limitation meiner Arbeit, die durch die Methodik bestimmt war und an dieser Stelle
nochmals hervorgehoben werden soll. Ein Unterschied zwischen der B- und T-Zone und damit eine
eindeutige Differenzierung zwischen B- und T-Lymphozyten konnte schwer nachvollzogen werden. Die
Zonen in den beobachteten Geweben waren, aufgrund des hohen Alters der in meine Forschungen
einbezogenen Korperspender, ineinander verschmolzen. AuBerdem kommt es in lymphatischen
Geweben zu weiteren altersmorphologischen Verdanderungen [46], [50], [56]. Am chesten war eine
Differenzierung an dem betrachteten Gewebe der Tonsilla palatina zu beobachten, da dieses von jungen
Patienten stammte.

Daraus folgend wéren weitere Forschungen an dem Gewebe von jiingeren Menschen notwendig, um
eine dezidiertere Aussage liber die einzelnen Bereiche des Lymphgewebes treffen zu kénnen. Besonders
wichtig wire auch die immunhistochemische Untersuchung von nicht involutiertem Thymusgewebe.
AuBlerdem wire eine Betrachtung von pathologischem Gewebe, besonders in dem von Lymphomen, im
Vergleich zu gesundem lymphatischem Gewebe notwendig, um Hinweise {iber die mogliche

Veranderung in Konzentration des TRPC6 Kanals zu finden.
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Direkter Vergleich zwischen A: Positivkontrollen, B: Negativkontrollen und C: Spezifititsnachweis
durch Inkubation mit Kontrollpeptid von Tobias Jacobs aus einer vorausgegangen Studie zu TRPC6 am
Herzmuskel [75] und meinen Ergebnissen. Alle mit 1 beschrifteten Fotografien stammen von
Positivkontrollen aus meiner Arbeit. Alle mit 2 beschrifteten Fotografien stammen aus der Arbeit von
Jacobs. Die in meiner Studie verwendeten Positivkontrollen stammen aus dem Herzen des
Korperspenders 19/29. Es ist zu beobachten, dass ein vergleichbares Ergebnis in sowohl Negativ- als

auch Positivkontrollen vorliegt. Der Spezifitétsnachweis kann so als {libertragbar angenommen werden.
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