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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung
1.1 Deutsche Zusammenfassung

1.1.1 Ziel

Das Glomus caroticum wurde bereits 1928 von Fernando de Castro als chemorezeptives Organ
erkannt, welches als Antwort auf Reize aus dem Blutstrom sekretorisch téitig wird. Seit seinen
Untersuchungen  mittels  Silberreduktionsverfahren ist das Glomus caroticum
Forschungsgegenstand unter Verwendung neuerer Methoden geworden, die eine genauere
Beschreibung sowohl der Histologie als auch der Physiologie ermdglichen. Die nicht-selektiven
Htransient receptor potential“-Kanédle (TRP-Kanidle) TRPC3 und TRPC6 werden mit einer
Reihe von pathologischen Vorgéngen in Verbindung gebracht, darunter auch kardiovaskulére
Erkrankungen. Daher werden beide Kanédle als potenzielle Angriffspunkte von Pharmaka
gesehen. Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Nachweis und der Beschreibung der

Verteilung der Proteinexpression von TRPC3 und TRPC6 im humanen Glomus caroticum.

1.1.2 Methodik

An elf Korperspendern, die ihren Korper der Forschung iiberlassen haben, wurden
Gewebeproben aus der Karotisbifurkation entnommen. Davon waren sieben Spender weiblich
und vier minnlich. Das mediane Alter dieser Gruppe betrug 87 Jahre. Die Proben wurden
fixiert, in Paraffin eingebettet und nach dem Schneiden auf Objekttrager iiberfiihrt. Fiir
histomorphologische und histomorphometrische Untersuchungen wurden Hdmatoxylin-Eosin-
(HE) sowie Movat-Pentachrom nach Verhoftf-Férbungen durchgefiihrt. Der Nachweis von
TRPC3 und TRPC6 erfolgte mittels Immunhistochemie (IHC). Anschliefend wurden die
Schnitte densitometrisch und histomorphometrisch vermessen sowie histopathologisch

befundet. Aufgrund der geringen Fallzahl wurde von einer abschlieBenden Statistik abgesehen.

1.1.3 Ergebnisse

Sowohl fiir TRPC3 als auch fiir TRPC6 konnte in der IHC eine liber das Hintergrundsignal
hinausgehende Farbung registriert werden. Angeféarbt wurden hauptséchlich Hauptzellen sowie
Endothelzellen. Bei drei der vier auswertbaren Korperspendern war fiir den TRPC6-Kanal mehr
Flache immunoreaktiv als fiir TRPC3. Bei zwei Korperspendern wurde aufgrund starker

Degenerationen und Fibrose des Glomus caroticums eine deskriptive Auswertung
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durchgefiihrt. Bei diesen beiden Spendern lag zudem eine schwere Atherosklerose der Arteria

carotis communis (A. carotis communis) vor.

1.1.4 Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit stellt die erste Untersuchung der Verteilung der Proteinexpression von
TRPC3 und TRPC6 im humanen Glomus caroticum dar. Weitere Studien an erweiterten
Studienkollektiven sowie die Verwendung von Methoden, die eine genauere Lokalisation der
Epitope oder eine Quantifizierung der Proteinexpression erlauben, werden benétigt, um die

Ergebnisse dieser explorativen Arbeit zu validieren.

1.2 Abstract

1.2.1 Aim

The carotid body was described by Fernando de Castro as a chemoreceptive organ in 1928. It
becomes secretory active in response to stimuli from the bloodstream. Since de Castro
conducted his research, the carotid body has become the subject of several following studies
allowing a more precise description of both histology and physiology. The non-selective
transient receptor potential (TRP) channels TRPC3 and TRPC6 are associated with a number
of pathological processes, including cardiovascular disease. Therefore, both channels are seen
as a potential target for pharmaceuticals. The present work deals with their detection and

description in the human carotid body.

1.2.2 Methods

Tissue samples were taken from the carotid bifurcation of eleven body donors who donated
their bodies to research. Seven donors were female and four were male. The median age of this
group was 87 years. The samples were fixed, embedded in paraffin and transferred to slides
after sectioning. Hematoxylin-eosin (HE) and Movat pentachrome after Verhoff staining were
performed for histomorphologic and histomorphometric studies. Detection of TRPC3 and
TRPC6 were performed by immunohistochemistry (IHC). After that, the sections were
measured densitometrically and histomorphometrically as well as histopathologically. Due to

the small number of cases, no conclusive statistics were performed.
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1.2.3 Results

For both TRPC3 and TRPC6, IHC showed a signal beyond background staining. Strongest
signals were detected in chief cells and endothelial cells. In three of the four evaluable body
donations, more area was immunoreactive for TRPC6 than for TRPC3. A descriptive evaluation
was performed in two body donors due to severe carotid body degeneration and fibrosis. These
two donors also showed severe atherosclerosis of the common carotid artery (A. carotis

communis).

1.2.4 Conclusion

This work represents the first investigation of the distribution of protein expression of TRPC3
and TRPC6 in the human carotid body. To validate the results of this exploratory work, further
studies can be suggested. For instance, an extended study collective is necessary as well as a

more precise localization of the epitopes and a quantification of the protein expression.
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2 Einleitung

2.1 Das Glomus caroticum
Das Glomus caroticum ist ein paariges, chemorezeptives Organ, welches den Sauerstoff- und
Kohlenstoffdioxidgehalt, sowie den pH-Wert des Blutstroms durch die A. carotis communis

registriert [66]. Es sei nach Rekha et al. erstmals 1743 durch Haller beschrieben worden [85].

2.1.1 Mikroskopische Anatomie

Histologisch finden sich in dem Organ Glomuszellen Typ I und Typ II, Ganglienzellen,
Fibroblasten, Endothelzellen und Perizyten. Typ 1 Glomuszellen (Hauptzellen) sind
sekretorisch aktiv und weisen ein basophiles Zytoplasma auf. [18] Bei den Typ II Glomuszellen

(Stiitzzellen) handelt es sich um multipotente Stammzellen [77].

Durch Bindegewebssepten wird das Glomus caroticum in Lappchen in sechs [18] bis 20 [28]
Lappchen geteilt. Innerhalb der einzelnen Lobuli findet man Zellagglomerate, in deren Zentren
vermehrt Glomuszellen vorkommen. Die Ganglienzellen befinden sich hingegen vermehrt in
der Peripherie. Je nach Quelle liegen Typ I Zellen im Verhéltnis zu Typ 11 Zellen willkiirlich
[18] beziehungsweise in einem Verhéltnis von vier bis flinf zu eins in den Zellagglomeraten

verteilt vor [13].

2.1.2 Makroskopische Anatomie

Das Glomus caroticum befindet sich liblicherweise in beziehungsweise an der postero-medialen
Wand der A. carotis communis auf Hohe der Karotisbifurkation [61] und weist eine Verbindung
mit dem Mayers-Ligament auf [40]. Diese vaskulédre Struktur lauft entlang der Riickseite der
A. carotis communis und fiihrt die Gefdversorgung des Glomus caroticums [85]. Neuere
anatomische Studien beschreiben in seltenen Féllen eine Lage des Glomus caroticums an der
lateralen Wand der A. carotis communis sowie der A. carotis externa und interna [88]. Die

Grofe des Glomus caroticums belduft sich dabei auf circa 1x2x5 mm [87].

Embryologisch entsteht das Glomus caroticum aus der dritten und vierten Schlundbogenarterie.
Im weiteren Entwicklungsverlauf wandern ab der siebten Woche Zellen aus der Neuralleiste

ein. [28]

Mit 2000 ml/100 mg gilt das Glomus caroticum auf das Gewicht bezogen als das am besten

durchblutete Organ [28]. Dieser Blutfluss erfolgt liber eine Arterie, die nahe beziechungsweise
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aus der Karotisbifurkation entspringt. Bei Eintritt in das Glomus caroticum verlauft diese weiter
in der Peripherie und gibt dabei Aste ab. Die Darstellung eines GefiBanschnitts von einem
potenziellen Versorgungsgefdl des Glomus caroticums ist in Abbildung 17 (siehe unten)

gelungen.

Die interlobuldren Arterien verlaufen in Bindegewebssepten zwischen den Lobuli. Die
Interlobulararterien enthalten, wie die Hauptarterie, einen hohen Anteil an elastischen Fasern
in ihrer Tunica media. Die Tunica media der Interlobulararterien ist stark innerviert. Dieser
Aufbau ist flir Arterien dieser GroBenordnung ungewohnlich und &hnelt durch die stark
ausgeprigte Innervation den GefdBlen des Sinus caroticums. Daher wird eine mogliche
barorezeptive Funktion in Erwigung gezogen. Der Aufbau dieser Gefdl3e dndert sich jedoch im
distalen Verlauf der Interlobulararterien, da der Anteil an Muskelzellen in der Media steigt. Die
Interlobulararterien teilen sich schlieBlich in Intralobulararteriolen auf, die innerhalb der Lobuli
verlaufen. Im Ubergang zwischen den Inter- und IntralobulargefiBen bilden glatte
Muskelzellen im Gefdallumen Verschlussmechanismen, die wie arterielle Ringe beschrieben
werden. Die Intralobulararteriolen miinden in glomeruldren Kapillaren aus Endothelzellen, die
wiederum von Perizyten umsdumt werden. Zwischen den Glomuszellen und den glomerulidren
Kapillaren besteht keine direkte Verbindung. Die glomeruldren Kapillaren miinden in Venolen,
die Sinusoide bilden. Der vendse Abstrom miindet in intralobuldren Venolen und schlieBlich in
Interlobularvenen. [38] Am Menschen liegen keine Daten zu dem weiteren vendsen Abfluss
vor. Studien am Huhn konnten einen Abfluss in Richtung der Nebenschilddriise und in die Vena

jugularis interna nachweisen [1].

Das Glomus caroticum wird von efferenten sympathischen und parasympathischen
Nervenfasern angesteuert. Nervenfasern aus dem Ganglion inferius nervi glossopharyngei,
ehemals Ganglion petrosum, bilden den Ramus sinus carotici und innervieren die Glomuszellen
von Typ I. Des Weiteren ziehen Efferenzen aus dem Ganglion cervicale superius sowie von
Mikroganglien um den Nervus glossopharyngeus und den Ramus sinus carotici zum Glomus
caroticum. Die Typ I Zellen bilden einerseits Synapsen mit afferenten Nervenendigungen,

Synapsen untereinander oder auch Synapsen mit Glomuszellen von Typ II aus. [74]

Die Typ I Zellen und die efferenten Nervenendigungen werden von Typ II Zellen eingebettet
[13]. Typ II Zellen sind neurogenesefdhige, multipotente Stammzellen [77], die fiir das
Wachstum des Glomus caroticums bei Lungenerkrankungen, chronischer Hypoxie oder

Hypertonie verantwortlich sind [38]. Die afferenten Nervenfasern, die Synapsen mit den
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Glomuszellen von Typ I bilden, werden verschaltet mit Axonen, deren Perykarien im Nucleus

tractus solitarii liegen [65].

2.1.3 Physiologie des Glomus caroticums

Zusammengefasst reagiert das Glomus caroticum auf Hypoxie, Hyperkapnie und Azidose mit
der Freisetzung von Neurotransmittern [74]. Zudem kann ein chemoreflektorischer Anstieg der

Aktivitdt des Glomus caroticums den Sympathikotonus erhéhen [87].

Zusétzlich zu der Registrierung des Sauerstoff- und Kohlenstoffdioxidpartialdrucks, des pH-
Werts und des Hormonspiegels von Leptin und Insulin wird die Konzentration von Glucose
und Laktat erfasst [74]. Es konnte gezeigt werden, dass Hypoglykédmie stimulierend auf die
Glomuszellen Typ I wirkt. Ahnlich wie Hypoxie fiihrt auch Hypoglykimie zu einer erhdhten
Transmitterfreisetzung. [76] Nachweislich fiihrte die bilaterale Glomektomie an Hunden zu
einer Behinderung der durch Insulin-induzierten Gegenregulation einer Hypoglykdmie [57].
Abbildung 1 zeigt eine schematische Darstellung der beschriebenen Stimuli, die eine

Transmitterfreisetzung aus den Glomuszellen bewirken.

Hypoglykamie B

A
{} Glomuszelle [ \

\\\ Vi

Hypoxie Leptin "y
Hyperkapnie Insulin

Azidose E{> <):‘ Laktat

J

Transmitterfreisetzung

Transmitter

Abbildung 1: Stimuli der Transmitterfreisetzung in den Glomuszellen modifiziert nach [74].
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Essentiell fiir die Funktion des Glomus caroticums als chemorezeptives Organ ist die Fahigkeit
der Glomuszellen zur Chemotransduktion: sinkt der arterielle Sauerstoffpartialdruck unter 60
mmHg, werden Glomuszellen Typ I vermehrt erregt [87]. Dabei wird diskutiert, inwiefern
sauerstoffabhingige Kaliumkanile (K'-Kanile) eine Rolle in der Transduktionskaskade
spielen. Manche Autoren sehen dies lediglich als Begleitphdnomen [58], wohingegen andere
Arbeiten den sauerstoffabhangigen K™-Kanélen in den Glomuszellen Typ I eine Schliisselrolle

in der Chemotransduktion postulieren [64].

Unabhéngig von der schlussendlichen Rolle ist bekannt, dass eine Hypoxie-induzierte
SchlieBung der K'-Kanile zu einer Depolarisation der Glomuszellen Typ I und damit zur
Erhohung der cytosolischen Calcium-Konzentration (Ca®'-Konzentration) sowie zur
Transmitterfreisetzung  fiihrt. Eine Erhdéhung der cytosolischen Ca**-Konzentration
beziehungsweise eine Transmitterfreisetzung trat auch als Reaktion auf Hyperkapnie und
Azidose auf. [74] Die freigesetzten Transmitter (siche unten) sorgten ihrerseits fiir

Aktionspotenziale an afferenten Nervenendigungen [47].

Kohlenstoffdioxid fiihrt durch Carboanhydrasen zu einer intrazelluliren pH-Wert
Erniedrigung, da die Reaktion von Kohlenstoffdioxid und Wasser zu Bikarbonat und
Wasserstoff-Ionen katalysiert wird. Eine Reduktion der Carboanhydrase verringert nicht nur
die Antwort auf den Stimulus Kohlenstoffdioxid, sondern auch auf Sauerstoff [46]. Ein
Absinken des intrazelluldiren pH-Werts schlieft K'-Kandle; es kommt zur Depolarisation der
Glomuszellen Typ I [93]. Des Weiteren kann Kohlenstoffdioxid direkt ohne eine Senkung des
intrazelluliren pH-Werts auf Calciumkanile (Ca®"-Kanile) wirken und einen Ca?*-Einstrom

verursachen [94].

Ein niedriger extrazelluldrer pH-Wert fiihrt {iber sdureempfindliche Kationenkanile (acid-
sensing ion channels kurz ASIC) sowie TWIK-assoziierte sdureabhéingige K*-Kanile (TWIK-
related acid-sensing K*-channel kurz TASK) zur Signaltransduktion. TWIK-Kanile gehoren
zu einer Gruppe von K'-Kandlen, die morphologisch aus zwei kanalbildenden Einheiten
bestehen. Der Name TWIK steht fiir die Abkiirzung Tandems of P-domains in a weak inwardly
rectifying K'-channel” [29].

Die ASICs werden tiiber die Bindung von Protonen an ihrer extrazelluliren Doméne aktiviert.
Die Kationenkanile sind hauptsichlich permeabel fiir Natrium-Ionen (Na'-Ion), vereinzelt
auch fiir K™ und fiir Ca**[34]. Immunhistochemisch nachgewiesen wurden ASICs Typ 1-4 in

Glomuszellen Typ [ und in umliegenden Nervenfasern. Ein absinkender pH-Wert kann folglich

7
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entweder iiber die Glomuszellen oder tliber die Nervenfasern direkt registriert werden. [66] Ein
erniedrigter pH-Wert inaktivierte auflerdem TASK 1 und 3, die im Glomus caroticum
vorkommen. Durch die Inaktivierung brach das durch TASK 1 und TASK 3 erzeugte

Ruhemembranpotenzial zusammen. [15]

Weitere Studien suggerierten jedoch eine untergeordnete Rolle von TASK 1 und 3 fiir eine
Hypoxie-induzierte Freisetzung von Ca*". Miuse mit TASK 1 und TASK 3 Knock-Outs zeigten
nur eine minimal geringere Ca®’-Freisetzung [102]. Folglich miissen andere Kanile eine
tragende Rolle in der Hypoxie-bedingten Ca?-Ausschiittung spielen. Méglicherweise konnte
es sich bei diesen Kanélen um ,transient receptor potential“-Kanéle (TRP-Kanéle) handeln,
insbesondere um die Subfamilie ,,Canonical® (TRPC-Kanal). Eine Blockade durch den TRP-
Kanal-Antagonisten 2-Aminoethoxydiphenylboran (2-APB) bei Ratten fiihrte zu einer
signifikanten Senkung der Hypoxie-induzierten Ca®*-Ausschiittung. [51] Genaueres zu den

TRP-Kanélen sieche Abschnitt 2.2.

Stimulierte Glomuszellen Typ I setzen verschiedene Transmitter wie Acetylcholin, Dopamin,
Substanz P, Adenosintriphosphat (ATP), Serotonin, GABA (aus dem englischen gamma-
aminobutyric acid, zu Deutsch gamma-Aminobuttersdure) und Opioide frei [64], jedoch nur,
wenn extrazellular geniigend Kalzium-lonen vorhanden sind [33]. Die freigesetzten
Transmitter bewirken zum Teil eine Feedback-Hemmung. Dopamin beispielsweise wirkt

atemdepressiv durch die Reduktion von Ca?*-Strémen [11].

ATP wirkt postsynaptisch exzitatorisch, prasynaptisch hingegen hemmt es die Hypoxie-
bedingte Aktivierung der Glomuszellen. An der Synapse zwischen Glomuszellen Typ I und
Typ Il ermdglicht ATP die Freisetzung von Ca** aus Typ II Zellen. [101] ATP und Acetylcholin

sind hauptverantwortlich fiir die Exzitation der afferenten Nervenfasern [99].

2.1.4 Pathologie und Pathophysiologie

Bei einigen Krankheitsbildern kommt es zu Verdnderungen des Glomus caroticums. Dazu
gehoren obstruktive Schlafapnoe, Herzinsuffizienz und essenzielle Hypertonie. Diese
Verdanderungen des Glomus caroticums werden als Gegenregulation angesehen, um die
einhergehenden Symptome abzumildern. Auch durch Neoplasien kann es zu Umbauvorgingen

kommen. [82]

Ebenfalls beeinflusst das Alter die Morphologie des Glomus caroticums. Mit zunehmendem

Alter steigt zunédchst die Proliferation der Glomuszellen von Typ II. Im weiteren Verlauf
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resultiert dies in fibrotischen Umbauvorgingen und einem einhergehenden Verlust
funktionellen Gewebes. [44] 30 % der 70-Jdhrigen wiesen eine chronische Glomitis auf.
Glomitis bezeichnet das vermehrte Vorkommen von T-Zellen und Plasmazellen im Glomus
caroticum. Diese dhnelt histologisch der Hashimoto-Thyreoditis, weshalb eine Autoimmun-

Reaktion als Grundlage fiir die Glomitis diskutiert wird. [39]

Bei Patienten, die neu mit obstruktiver Schlafapnoe diagnostiziert wurden, kam es zu einer
erhohten Sensibilitdt der chemorezeptiven Zellen und damit zu einer gesteigerten Antwort auf
Hypoxie [50]. Patienten, die seit Jahren unter einer Schlafapnoe gelitten haben und folglich
wiederholten hypoxischen Zustinden ausgesetzt waren, zeigten keine erhohte Sensibilitdt mehr.

Dies deutet auf eine mogliche Abstumpfung hin. [82]

Eine erhohte Sensitivitit des Glomus caroticums ist ein prognostisch ungiinstiger Faktor fiir die
Lebenserwartung bei chronischer Herzinsuffizienz [81]. Sun et al zeigte in Untersuchungen an
Hasen, dass periphere Chemorezeptoren wie das Glomus caroticum unter chronischer
Herzinsuffizienz die Sympathikusaktivitét in der Niere unter Normoxie und Hypoxie steigerten.
Zudem kam es wunter hypoxischen Zustinden zu einer erhohten Zunahme des
Atemzeitvolumens im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei Inhibition des Glomus caroticums
durch Hyperoxie hingegen nahm die Aktivitéit herzinsuffizienter Individuen im Gegensatz zu
der Kontrollgruppe ab. [95] Diese gesteigerte Aktivitit des Glomus caroticums bei chronischer
Herzinsuffizienz korrelierte mit einer Abnahme der Stickstoffmonoxid-Synthase und folglich
mit einem gesunkenen Stickstoffmonoxid-Gehalt. Physiologischerweise {ibt Stickstoffmonoxid

eine dimpfende Wirkung auf die Aktivitdt des Glomus caroticums aus. [96]

Auch essenzielle Hypertonie fiihrt zu einer gesteigerten Aktivitit des Glomus caroticums. Das
resultiert in einer libermdBig erhohten Sympathikusaktividt und Atmungssteigerung bei

Hypoxie [50].

Als Folge von Umweltfaktoren oder Krankheiten kann es als Kompensation zu einer
Hyperplasie des Glomus caroticums kommen. Bewohner von Hohenregionen zeigten durch den
dauerhaft verringerten Sauerstpartialdruck ihrer Atemluft eine Hyperplasie der Glomuszellen
von Typ I [6]. Auch bei chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD) und akutem
Atemnotsyndrom (ARDS) konnte eine Hyperplasie des Glomus caroticums beobachtet werden.
Bei COPD kam es zu einer Vermehrung der Glomuszellen von Typ II, wohingegen bei ARDS

eher eine Vermehrung der Glomuszellen von Typ I zu erkennen war. [103]
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Im Glomus caroticum konnen sich Paragangliome entwickeln. Diese sind meist gutartig und
weisen geringe Mitoseraten auf. Sauerstoffmangel ist in der Tumorgenese ein entscheidender
Faktor. Daher trat bei Hohenbewohnern eine erhdhte Inzidenz von Paragangliomen auf. [90]
Pathologische Verdnderungen der Stammzellen im Glomus caroticum werden hierfiir als

mogliche Ursache diskutiert [77].

2.1.5 Das Glomus caroticum als therapeutischer Angriffspunkt
Aufgrund der bisher dargelegten (Patho-) Anatomie und der Beteiligung an (patho-)
physiologischen Prozessen, wird das Glomus caroticum klinisch als moglicher Ansatzpunkt fiir

Therapien angesehen und erforscht.

Angesichts der Uberreaktivitit des Glomus caroticums bei diversen kardiovaskuliren Krank-
heitsbildern wird eine Ablation zur Prognosesteigerung der Patienten diskutiert. Ablationen an
Ratten mit chronischer Herzinsuffizienz fiihrten zu Verringerung der Dyspnoe und des
tiberhohten Sympathikotonus. Bei friithzeitiger Ablation konnten kardiale Arrhythmien sowie

die Verschlechterung der linksventrikuldren Ejektionsfraktion vermindert werden. [25]

Neben der Anwendung in der kardiovaskuldren Medizin ist das Glomus caroticum auch fiir die
Therapie neurodegenerativer Erkrankungen wie Morbus Parkinson interessant. Im Glomus
caroticum konnten neurogenesefdhige Stammzellen gefunden werden, die dort Dopamin

freisetzen [77].

2.2 Die TRP- Kaniile

Die Entdeckung der TRP-Kanéle geht auf Untersuchungen an Mutanten der Fruchtfliegenart
Drosophila melanogaster im Jahr 1969 zuriick. Im Elektroretinogramm zeigten die mutierten
Fruchtfliegen auf einen lang anhaltenden Lichtreiz hin kurze Rezeptorpotenziale anstelle eines
Ruhemembranpotenzials des Wildtyps [24]. Zurlickzufiihren ist dies auf die falsche Kodierung
von Genen, die fiir die Ausbildung der TRP-Kanéle zusténdig sind [67]. Irrefiihrend ist, dass
der Wildtyp der Drosophila melanogaster keinen transienten, sondern einen dauerhaft
gedffneten lonenkanal aufweist. Die transienten Eigenschaften kommen bei den beschriebenen
Mutanten vor. In Sdugetieren wurden bislang 28 verschiedene TRP-Kanile entdeckt. Davon
kommen 27 im Menschen vor. [56] Thre Aktivierungsmdglichkeiten sind vielseitig, daher
besteht die Gemeinsamkeit der Subklassen in ihrem dhnlichen Aufbau [111]. Im Allgemeinen

handelt es sich bei TRP-Kandlen um nicht-selektive Kationenkanéle, die auf multimodale
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Stimuli reagieren. Sie kdnnen einerseits in der Zellmembran oder auch in einzelnen Organellen

wie Zilien oder Lysosomen vorkommen. [69]

2.2.1 Aufbau und Klassen der TRP-Kaniile

Die TRP-Kanile lassen sich anhand Ahnlichkeiten in ihrer Aminosiure-Sequenz in
Subfamilien gliedern. Im Menschen nachgewiesen sind folgende sechs Subfamilien: TRPC
(,,Canonical”), TRPM (,,Melastatin”), TRPV (,,Vanilloid”), TRPA (,,Ankyrin”), TRPML
(,,Mucolipin”), und TRPP (,,Polycystin”) [22]. Der gemeinsame Aufbau der TRP-Kanéle
besteht aus sechs Transmembransegmenten. Die eigentliche Porendomine liegt zwischen dem
fiinften und dem sechsten Segment. Sowohl der Amino-Terminus (N-Terminus) als auch der
Carboxy-Terminus (C-Terminus) der Aminosdurekette liegen im Intrazellularraum. Der
Carboxy-Gruppe als cytoplasmatisches Ende der Helix wird eine regulatorische Funktion fiir
den Kationendurchtritt durch die Porendomidne zugeschrieben. [111] Erst die
Zusammenlagerung von vier TRP-Einheiten ermdglicht die Bildung eines funktionierenden
Kanals. Diese vier TRP-Einheiten konnen der gleichen TRP-Gruppe zugehdren und ein
Homotetramer bilden. Lagern sich unterschiedliche TRP-Kanéle zusammen, wie TRPC3 und
TRPC6, spricht man von Heterotetrameren.[21] Die Heterotetramerbildung ist einer Erklérung

fiir die funktionelle Variationsbreite der TRP-Kanéle [42].

TRPM-Kaniile

Unter den TRPM-Kanilen (,,Melastatin®) unterscheidet man TRPM1 bis TRPMS&. Ein
bekannter Vertreter ist der TRPMS8-Kanal, der zur Kélteempfindung beitrdgt und der Menthol
als Rezeptor dient. Eine Deletion fiihrt zu einer verminderten Differenzierung zwischen kalten
und warmen Oberfldchen. [10] TRPM-Kanéle weisen sowohl Eigenschaften von Enzymen als
auch von Kanilen auf, weshalb sie auch als ,,chanzymes* (,,channel* und ,,enzymes®, aus dem
Englischen fiir Kanal und Enzyme) bezeichnet werden [68]. TRPMS8-Kanile werden als
potenzielles Ziel von Analgetika angesehen [69]. TRPM-Kandle sind im Kdrper weitverbreitet
und kommen unter anderem in Organen des Immunsystems und des Herz-Kreislaufsystems vor
[20]. Bei Méusen konnte der TRPM7-Kanal im Glomus caroticum nachgewiesen werden und
steht im Zusammenhang mit der hypertensiven Wirkung von Leptin. Uber TRPM7-Kanile
induziert Leptin einen nicht-selektiven Kationeneinstrom in den Glomuszellen. Es kommt zu
einer Erregung des Ramus sinus carotici nervi glossopharyngei und einer Signalweiterleitung

an das Gehirn, welche letztendlich zu einer Steigerung des Blutdrucks fiihrt. [91]
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TRPV-Kanile

Die TRPV-Kanile (,,Vanilloid*) verdanken dem Vanilloid-Rezeptor ihren Namen. In
Sdugetieren kommen die Kandle TRPV1 bis TRPV6 vor. Diese konnen wiederum in zwei
Untergruppen sortiert werden. TRPV1 bis TRPV4 bilden eine Gruppe und sind weniger selektiv
fiir Ca**-Ionen als TRPVS5 bis TRPV6, welche die zweite Gruppe bilden. [111] TRPV1 wird
durch das Vannilloid Capsaicin, Hitze und Protonen [17] aktiviert und dient der

Schmerzwahrnehmung [69].

TRPA-Kaniile

Zu der TRPA-Subfamilie (,,Ankyrin®) gehort lediglich TRPAT1. Dieser Kanal kommt im Ohr,
im Ganglion trigeminale sowie den Spinalganglien vor [22]. TRPA1-Kanile enthalten mehrere
Ankyrin Wiederholungen am N-Terminus, welche entweder die Ligandenbindung regulieren
[62] oder mit dem Cytoskelett interagieren [43]. TRPA1-Kanéle dienen der Funktion peripherer
Chemorezeptorzellen wihrend leicht hypoxischen Verhiltnissen. Sie sind jedoch von
untergeordneter Bedeutung fiir die Funktion des Glomus caroticums wihrend stark hypoxischer
Zustinde. [80] Des Weiteren wird TRPAT mit der glucoseabhéngigen Insulinfreisetzung aus

den Beta-Zellen des Pankreas in Verbindung gebracht [23].

TRPML-Kanile

Zu den TRPML-Kanilen (,,Mucolipin®) gehéren TRPML1 bis TRPML3. TRPML1 ist fiir
intrazelluldre Transportvorgdnge von Vesikeln verantwortlich. Eine Fehlfunktion kann zu
Mucolipidose Typ IV fiihren. Dabei handelt es sich um eine lysosomale Speicherkrankheit, die

zur Akkumulation von Lipiden fiihrt und geistige Beeintrachtigungen verursacht. [9]

TRPP-Kanile

Fehlfunktionen der TRPP-Kandle (,,Polycystin®) werden mit der autosomal-dominanten
polyzystischen Nierenerkrankung (ADPKD) in Verbindung gebracht. Genmutationen des
Polycystic-kidney-disease (PKD)-Gens fithren zu der polyzystischen Nierenerkrankung (PKD).
Mittlerweile sind mehrere dieser Gene bekannt. Die Nomenklatur der Genprodukte, zu denen
auch die TRPP-Kanile gehoren, verdnderte sich im Laufe der Jahre. Daher ist es aus
Ubersichtsgriinden einfacher das Gen anstelle des Genprodukts zu nennen. Genmutationen der
Gene PKD1 und PKD?2 sind zusammen fiir ca. 95 % der Félle von ADPKD verantwortlich. Das
Genprodukt von PKD1 wird auch als Polycystin-1 bezeichnet, wohingegen das Genprodukt
von PKD2 Polycystin-2 genannt wird. Polycystin-2 gehdrt zu den TRPP-Kanélen. [75]
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In den Cilien des Nierenepithels formen Polycystin-1 und Polycystin-2 physiologischerweise
einen Komplex. Dieser Komplex reagiert auf Scherkréfte, die durch den Urinfluss verursacht
werden und sorgt so fiir die Transduktion eines intrazelluliren Ca®'-Signals. Die oben
genannten Genmutationen sorgen dafiir, dass sich der Komplex aus Polycystin-1 und

Polycystin-2 nicht ausbilden kann. [4]

TRPC-Kanile

Die Bezeichnung der TRPC-Kanile (,,Canonical®, aus dem Englischen fiir kanonisch) leitet
sich von ihrer Ahnlichkeit zu dem in der Drosophila melanogaster beschriebenen Urtypus ab.
Beispielsweise liegt die Ahnlichkeit der Proteinstruktur des TRPC1-Kanals und des Urtypus
bei 40 %. [110] TRPC-Kanile kdnnen in drei Subgruppen klassifiziert werden. Diese bestehen
aus TRPC1,4,5 und TRPC 3,6,7 sowie TRPC2. TRPC2 ist im menschlichen Organismus ein
Pseudogen. TRPC-Kanéle sind G-Protein oder Tyrosin-Kinase gekoppelt. TRP1, 4 und 5 bilden

untereinander Heterotetramere aus. [111]

TRPC3, 6 und 7 weisen untereinander eine strukturelle Ubereinstimmung von 75 % auf. Sie
konnen Kationen sowohl zelleinwirts als auch zellauswirts leiten und weisen eine leicht hohere
Selektivitit von Ca®'- gegeniiber Na'-Ionen auf. [22] TRPC3 und TRPC6 werden durch
Diacylglycerin (DAG) aktiviert [41]. Die Kanalaktivierung ist abhéingig von Ca*"-lonen und
von der N-terminalen Glykosylierung. Der TRPC3-Kanal ist ein konstitutiv aktiver Kanal,
wohingegen TRPC6 strengen Regulationen unterliegt. TRPC3, 6 und 7 bilden untereinander

Heterotetramere aus. [27]

Strukturell weisen TRPC-Kandle sechs Transmembransegmente auf, wobei sich die
porenbildende Domidne zwischen dem fiinften und sechsten Segment befindet. Als
Gemeinsamkeit weisen die Kanile einen N-Terminus und einen C-Terminus auf, welche auf
der cytoplasmatischen Seite liegen. Abhédngig von dem jeweiligen Kanal kann die Anzahl der
Aminosduren vor dem Terminus abweichen. An beiden Endungen befindet sich eine Coiled-
Coil-Region. Spezifisch fiir den N-Terminus sind vier Ankyrin-Repeats. [7] Sowohl die Coiled-
Coil-Region als auch die Ankyrin-Repeats des N-Terminus sind verantwortlich fiir die

Assemblierung von Tetrameren innerhalb der TRPC-Subfamilien [60].

Am C-Terminus liegt die TRP-Doméne und die Calmodulin-Inositol-1,4,5-triphosphat-
Rezeptor-Bindungsstelle (CiRB). Diese ist fiir die Bindung von Calmodulin und Inositol-1,4,5,-
triphosphat (IP3) verantwortlich. [12] Innerhalb der Gruppe TRPC3, 6 und 7 sind sich TRPC3
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und TRPC7 am é&hnlichsten [105]. Abbildung 2 fasst den Aufbau der TRPC-Kanile

schematisch zusammen.

| Porenformende Region

G Coiled-Coil

Od X

1 12| |3] |4] |5] |6 ) Ankyrin

CI‘ D C Cum Q TRP-Domane
v b [ 1 CiRB

Q)

N-Terminus - Terminus

Abbildung 2: Aufbau der TRPC-Kandle modifiziert nach [7].

2.2.2 Allgemeines zu TRPC3 und TRPC6-Kaniilen

TRPC3 und TRPC6 sind im Korper weitverbreitet. TRPC3 kommt gehduft in erregbaren Zellen
vor und spielt eine Rolle in Schrittmacherprozessen im Hippocampus und Cerebellum. Die
Kanile sind beispielsweise fiir Hintergrundstrome dopaminerger Neurone der Substantia nigra
verantwortlich. [100] Auch im Herz, Muskulatur und der Plazenta wurden TRP3-Kanile
nachgewiesen [22]. TRPC6 kommt unter anderem in den Podocyten der Niere vor.
Malregulationen kénnen zu Nierenerkrankungen fiihren. [45] Auch im Herz, Lunge, Gehirn
und der Muskulatur kommt TRPC6 vor [22]. Im Glomus caroticum der Ratte lassen sich der
TRPC3 und der TRPC6-Kanal sowohl in Glomuszellen vom Typ I als auch in den Nervenfasern
des Nervus sinus caroticus und im Ganglion inferius nervi glossopharyngei

immunhistochemisch nachweisen [16].

Ein Aktivierungsweg von TRPC3 und TRPC6 ist die rezeptorabhingige Aktivierung (ROCE,
aus dem Englischen von receptor-operated calcium entry) iiber G-Proteine. Durch
Ligandenbindung stimuliert die Gql1-Untereinheit des G-Protein-gekoppelten Rezeptors die
Phospholipase C (PLC). Als Reaktion phosphoryliert die PLC das Molekiil
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2). Aus PIP2 entsteht Phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphat (PIP3) und Diacylglyercol (DAG). Auch externes DAG, unabhéngig von PLC,
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kann TRPC3 und TRPC6 aktivieren. DAG bindet an TRPC3 beziechungsweise TRPC6, aktiviert

diese und ermoglicht den Kationen-Influx. [41]

Ca”*-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern (SOCE, aus dem Englischen abgeleitet von
store-operated calcium entry) wie dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) [37]. IP3 bindet an
seinem Rezeptor an der Oberfliche des ER, wodurch Ca?-Ionen aus dem ER in das Cytoplasma
gelangen. Durch die geleerten Ca?*-Speicher des ER wird das Stromal interacting molecule 1
(STIM1) aktiviert. Komplexbildungen fiihren letztendlich zu einem Ca?*-Einstrom in die Zelle
durch das Plasmaprotein calcium release-activated calcium modulator (Orail). [14] Die
Offenwahrscheinlichkeit von TRPC-Kanélen wird durch Calmodulin moduliert. Bei hoheren
Ca”**-Konzentrationen konkurriert Calmodulin mit IP3 um dessen Bindungsstelle. Wird TRPC3
bzw. TRPC6 aktiviert, kommt es zum Ca®"-Influx. Dadurch kann Calmodulin an der IP3

Bindungsstelle binden und der Kanal wird geschlossen. [113]

TRPC3 ist fiir Ca’"-Ionen eineinhalbmal selektiver als fiir Na+-Ionen. TRPC6 hingegen ist fiir

Ca”*-Ionen fiinfmal selektiver als fiir Na*-Ionen [22]. Abbildung 3 fasst beide oben genannten

} Plasmamembran

Aktivierungswege zusammen.

TRPC3/6 Signalmolekiil

Cytoplasma

IP3-Rezeptor

ER

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Aktivierungswege ROCE und SOCE. Der rechte
Teil der Abbildung zeigt die rezeptorabhdngige Aktivierung der Kandle tiber DAG, wohingegen

der linke Teil die Aktivierung iiber Ca’*-Freisetzung aus dem ER veranschaulicht.
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2.2.3 TRPC3 und TRPC6 als Angriff von Pharmaka

Kardiovaskulires System

Im Herz wurde die Prisenz von TRPC6 in Kardiomyocyten im Atrium, im Ventrikel und im
Septum interventriculare nachgewiesen [49], [32]. Auch TRPC3 wurde im Herz nachgewiesen
[112]. TRP-Kanile sind physiologischerweise an der Funktion des Gefdl3systems beteiligt [19].
Die Erhohung des intravasalen Drucks fiihrt zu einer Depolarisation glatter Muskelzellen und
der Offnung von spannungsabhiingigen L-Typ- Ca?'-Kanilen. Daraus resultiert eine
Konstriktion der glatten Muskulatur von Arterien, welche auch als myogene Autoregulation
bekannt ist. [55] An der Depolarisation, die der Autoregulation zu Grunde liegt, sind TRPC6-
Kandle beteiligt [109].

TRPC3-Kanile hingegen tragen zwar zu der agonistisch-induzierten Vasokonstriktion mittels
Uridintriphosphat (UTP), aber nicht zu der myogenen Autoregulation bei [84]. Zudem ist
TRPC6 an der hypoxischen Vasokonstriktion (auch Euler-Liljestrand-Mechanismus) der Lunge
beteiligt. Diese flihrt zur selektiven Konstriktion von Lungenbereichen, in denen wenig
Sauerstoff vorhanden ist. Somit wird das Blut vermehrt in Alveolen mit einem hdheren
Sauerstoffpartialdruck geleitet, um einen stetigen Gasaustausch zu ermoglichen. Bei Deletion
des Gens fiir TRPC6 bleibt eine hypoxische Vasokonstriktion aus und kann somit zu arterieller

Hypoxédmie fiithren. [107]

TRPC-Kanile sind auch an zahlreichen pathophysiologischen Vorgingen im Kd&rper involviert.
TRP-Kanalopathien werden von manchen Autoren als neuer, eigenstindiger Krankheitstyp
bezeichnet [70]. Somit sind auch TRPC-Kanile als potenzielles Ziel von Medikamenten

interessant.

Kardiale Erkrankungen mit erhdhter mechanischer Belastung des Herzens gehen einher mit
einer Hypertrophie des Herzmuskels. Die kombinierte Ausschaltung der Gene fiir TRPC3 und
TRPC6 kann zu einer Verbesserung der Herzfunktion beitragen. Dies erkldrt sich durch die
Unterdriickung hypertrophischer Umbauvorginge in Kardiomyozyten. Wird selektiv nur einer
der beiden Kanile ausgeschaltet, ist keine Verbesserung erkennbar. [89] Bei Miusen mit
essentieller Hypertonie dndert sich das Verhéltnis des Vorkommens von TRPC3- und TRPC6-
Kandlen in der glatten Muskulatur mesenterialer Gefdfle, welche als Widerstandsgefille den
Blutdruck beeinflussen. TRPC3 kommt bei essentieller Hypertonie hdufiger in diesen Gefdl3en
vor. Durch die vermehrte Aktivitdit der TRPC3-Kandle kommt es zur Depolarisation und

Kontraktion der glatten GefaBmuskulatur, welche mit einem erhdhten Blutdruck einhergehen.
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[5] Eine gesteigerte Expression der TRPC3-Kanéle konnte auch in den Aorten von spontan

hypertensiven Ratten beschrieben werden [63].

Atherosklerotische Plaques entstehen initial durch Makrophagen, die Lipide aufnehmen,
abspeichern und diese bei Apoptose freisetzen. Dadurch kommt es zur Ablagerung von Lipiden
in der Intima. In Kombination mit gestorter Efferocytose entstehen im fortschreitenden Stadium
der Atherosklerose Nekrosen. Efferocytose beschreibt die Fahigkeit phagozytoseféhiger Zellen
untergehende Zellen im Rahmen geordneter Apoptose zu beseitigen. Miuse mit einem Defizit
von TRPC3-Kanilen in Makrophagen zeigten im frithen Stadium der Atherosklerose eine

niedrigere Zellularitit und weniger Nekrosen im fortgeschrittenen Stadium. [97]

Bei der dilatativen Kardiomyopathie mit einer Einschriankung der links-ventrikuldren Funktion
wird der Krankheitsprogress durch erhohte Expression der Calcium-Calmodulin-abhidngigen
Proteinkinase 11 (CaMK II) und vermehrte reaktive Sauerstoffspezies (ROS) vorangetrieben.
Sowohl CaMK 1I als auch die ROS-Produktion kann durch die Gabe von Pyrazole-3 als
selektiver TRPC3-Inhibitor bei Méusen gehemmt werden. Daher wird TRPC3 als mdgliches
Target der Therapie der dilatativen Kardiomyopathie angesehen. [53]

Kardiomyopathien konnen auch toxisch durch Chemotherapeutika wie Doxorubicin bedingt
sein. In Untersuchungen am Maus-Modell konnte dabei eine kardioprotektive Wirkung durch
die Ausschaltung von TRPC6 beobachtet werden. Dies wiederum suggeriert eine Relevanz von

TRPC6 in der Entstehung der Doxorubicin-induzierten toxischen Kardiomyopathie. [73]

Tumortherapie

TRPC3 wird als moglicher Angriffspunkt bei Ovarialkarzinomen angesehen. Die Expression
von TRPC3 wird durch das Follikelstimulierende Hormon (FSH) gesteigert. TRPC3-
Knockdown fiihrt zu einer sinkenden Zellproliferation und erhdhter Apoptose. Zudem zeigen
Patientinnen mit Ovarialkarzinomen erh6hte TRPC3-Expressionen im Ovarialgewebe als in der
tumorfreien Kontrollgruppe. [98] TRPC6 hingegen sorgt durch die Erhdhung intrazelluldrer
Ca?"-Konzentration fiir eine Tumorzellproliferation bei Prostata-Tumoren. Eine Senkung der
TRPC6-Expression zeigte in Studien einen antiproliferativen Effekt. [8] Auch bei
Pankreaskarzinomen hatte die Ausschaltung von TRPC6 positive Effekte. Durch die
Proliferation von Sternzellen kommt es zu einer desmoplastischen Stromareaktion, die zu
Hypoxie im Gewebe fiihrt. Dies resultiert in einer schnelleren Migration der Sternzellen und in
der Freisetzung von Wachstumsfaktoren. Durch die Ausschaltung von TRPC6 in
pankreatischem Gewebe fallt die Migration der Sternzellen unter Hypoxie geringer aus. [72]
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Niere

TRPC6 konnte in den Podocyten der Niere nachgewiesen werden [19]. Eine Mutation von
TRPC6 fiihrt zu einer Delokation des Kanals und zu einer aggressiven und autosomal-dominant
vererbbaren Form der fokal-segmentalen Glomerulosklerose (FSGS). Diese dufert sich in stark
ausgepragter Proteinurie. In vivo konnte eine Blockade der TRPC6-Kanile der Podocyten
durch das immunsuppressive FK-506 erreicht werden. Dies wird als Ansatz in der Therapie der

FSGS angesehen. [70]

2.3 Ziel der Arbeit

Wie oben dargelegt ist das Glomus caroticum ein zentrales Organ in der Physiologie und
Pathophysiologie des kardiorespiratorischen Systems. Als dieses riickt es sowohl
interventionell als auch pharmazeutisch als potenzielles Target in den Fokus. Dasselbe gilt fiir
TRPC3 und TRPC6, welche bereits als Endpunkte pathophysiologischer Kaskaden in anderen
Bereichen des Herzkreislaufsystems, zum Beispiel dem Myokard, beschrieben wurden [106] .
Viele Studien zur Anatomie des Glomus caroticums beziehen sich auf nicht humane Siugetiere.
Daher widmet sich diese Arbeit der Exploration und Reevaluation der Morphologie sowie dem
Nachweis und der Verteilung von TRPC3 und TRPC6 im menschlichen Glomus caroticum.
Ziel ist es die TRPC3- und TRPC6-Kanile in einzelnen Zelltypen nachzuweisen. Zur
Reevaluation der Morphologie sollten die in der Literatur beschriebenen Charakteristika
verglichen werden. Dariiber hinaus soll das Glomus caroticum histomorphometrisch vermessen

werden.
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3 Material und Methode

3.1 Materialien
Eine tabellarische Auffiihrung der insgesamt verwendeten Chemikalien, sonstigen Materialien

und Gerite ldsst sich dem Anhang aus Tabelle 1-3 entnehmen.

3.2 Abliufe

In die Arbeit wurden ausschlieBlich postmortal aus der Karotisbifurkation von Korperspendern
entnommene Paraganglien einbezogen. Alle Korperspenderinnen und Kdérperspender gaben zu
Lebzeiten ihr schriftliches und aufgeklartes Einverstindnis fiir die Nutzung ihres Korpers nach
dem Tod fiir Forschung und Lehre. Zusitzlich liegt ein Ethik-Votum der Arztekammer des
Saarlandes unter der Antragsnummer 163/20 vor. Nach ithrem Ableben wurden die Spender der
Prosektur des Instituts fiir Anatomie der Universitit des Saarlandes libergeben. Genauere Daten
zu den einzelnen Korperspenden sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Die Fixierung wurde
zwischen 26 und 81 Stunden nach dem Ableben durchgefiihrt. Entnommen wurden die
Gewebeproben von Dr. Jan Federspiel unter Assistenz von Nico Lehmann. Da das Glomus
caroticum eine makroskopisch schwer zu identifizierende Struktur darstellt, wurden zunéchst
Farbungen in HE durchgefiihrt. Anhand dessen konnten Proben mit angeschnittenem Glomus
caroticum identifiziert werden. Von diesen Paraffinblocken wurden weitere Schnitte
angefertigt. Diese wurden immunhistochemischen Farbungen zum Nachweis von TRPC3 und
TRPC6 unterzogen. Um eine weitergehende histomorphologische Befunderhebung zu
ermoglichen, wurde anschliefend eine Movat-Pentachrom-Féarbung nach Verh6ff (Morphisto
Kit) durch Tanja Schwab in dem Labor der Klinik fiir Herzchirurgie des Universitétsklinikum

des Saarlandes durchgefiihrt.

3.3 Hinweise zu den Koérperspendern

3.3.1 Fixierungsabliufe
Zwischen dem Ableben und der Fixierung lagen maximal 81 Stunden (Tabelle 4). Die
untersuchten Korperspender wurden entweder mittels Formalin oder Nitritpdkelsalz-Ethanol-

Polyethylenglykol (NEP) nach Weigner fixiert.
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3.3.2 Informationen iiber die Korperspender
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Tabelle 4: Daten zu den Korperspendern.
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3.4 Probenentnahme

Zunichst wurde eine pfeilformige Hautinzision gesetzt. Diese umfasst einen vom Kinn bis zum
Angulus Ludovici verlaufenden Schnitt in der Medianlinie sowie bilaterale Inzisionen von der
Schulterhohle bis zur Medianlinie parallel zu den Clavikeln. Anschlieend erfolgte die
schichtweise Priparation der Weichteile der Halsvorderseite bis zu den Musculi omohyoidei
beidseits. Diese wurden lateral abgesetzt und nach medial geklappt, so dass die Vagina carotica
beidseits freiliegt. Danach wurden die cervikalen Gefaf3-Nerven-Straflen beidseits en-bloc
entnommen. Hierzu wurden diese beidseits horizontal unmittelbar kranial der Clavicula
beziehungsweise unmittelbar kaudal des Processus styloideus der Schédelbasis durchtrennt. Ex
situ wurden die Prdparate fiir die histologische Aufarbeitung zugeschnitten. Hierbei wurde
insbesondere das Fett- und Stiitzgewebe rund um den Sinus caroticus in der Karotisbifurkation
geschont, um eine Resektion des Glomus caroticums zu vermeiden. Von jeder Korperspende
wurde pro Seite ein Schnitt in der sagittalen Ebene (Abbildung 4) und Schnitt in der
horizontalen Ebene (Abbildung 5) gesetzt.

Ramus sinus carotici

Arteria carotis interna

Arteria carotis externa

Glomus caroticum

Sagittale Schnittebene

Arteria carotis communis

Abbildung 4: sagittale Schnittebene durch die Karotis modifiziert nach [48].
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Ramus sinus carotici

Arteria carotis interna

Arteria carotis externa

/7 Horizontale Schnittebene

Glomus caroticum

Arteria carotis communis

Abbildung 5: horizontale Schnittebene durch die Karotis modifiziert nach [48].

Durch die sagittale Schnittfiihrung entstehen jeweils zwei Préparate: einmal zur A. carotis
interna und einmal zur A. carotis externa. Die horizontale Schnittebene teilt ein kraniales und

ein kaudales Priparat. Pro Spender wurden dadurch pro Seite vier Praparate gewonnen.

3.5 Entkalkung

Die Mehrheit der entnommenen Proben enthielten Kalkablagerungen. Um das Schneiden am
Mikrotom zu ermoglichen, wurden die Proben mittels einer direkten Entkalkungstechnik
behandelt. Im Gegensatz zu der indirekten Entmineralisation werden bei dieser Technik die
Proben bereits vor ihrer Einbettung entkalkt. In diesem Fall wurde eine Entkalkung mit dem
Chelatbildner Ethylen-Diamin-Tetra-Acetat (EDTA) gewihlt. EDTA reagiert mit Ca®"-Ionen
des Kalks zu einem wasserloslichen Komplex, wodurch sich Ablagerungen entfernen lassen.
[108] Hierzu wurde fiir die vorliegende Arbeit nach Protokoll des Instituts fiir Anatomie und
Zellbiologie der Medizinischen Fakultit der Universitit des Saarlandes eine Losung aus 250 g
EDTA-Dinatriumsalz und 1750 ml destilliertem Wasser hergestellt. Durch Zugabe von
Natriumhydroxid wurde der pH-Wert auf sieben eingestellt. Der gesamte Prozess der
Entkalkung inklusive Zwischenschritten mit einer kurzeitigen Lagerung der Proben in

Phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) dauerte etwa 8 Wochen. In dieser Zeit waren die Proben
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keiner Fixierungslosung (zum Beispiel Phosphat-gepuffertes Formalin) ausgesetzt. Die

Entkalkung wurde von Nico Lehmann durchgefiihrt.

3.6 Probencinbettung

Die Probeneinbettung erfolgte nach dem Protokoll des Instituts fiir Anatomie und Zellbiologie
der Medizinischen Fakultit der Universitidt des Saarlandes wie bei Abdinghoff et al. [3]
beschrieben. Ziel der Prozedur ist das Uberfiihren des entnommenen Gewebes in Paraffin als
Einbettmedium. Nach Probenentnahme und Entkalkung wurden die Gewebestiicke in
Einbettkassetten in 70%iger Isopropanol-Losung bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. Das
Einbetten selbst wurde mit einem Waschen der Proben 15 Minuten lang unter flieBendem
Leitungswasser begonnen. AnschlieBend kam ein Karussell-Gewebeeinbetter zum Einsatz,
welcher mittels aufsteigender Alkoholreihe eine Dehydrierung der Proben durchfiihrte. Es

folgte eine Einbettung in Methylbenzoat und Paraffin.

Tabelle 5 im Anhang fasst die einzelnen Schritte der Probeneinbettung zusammen.

3.7 Schneiden

Die Paraftinblocke wurden mit Hilfe eines Mikrotoms und entsprechender Klinge in 7 um dicke
Scheiben geschnitten. Um ein Zusammenfalten der Schnitte zu verhindern, wurde die Klinge
bei jedem neu eingespannten Paraffinblock gewechselt. Zum Glitten wurden die Schnitte
einige Minuten in ein auf 37 °C temperiertes Wasserbad gegeben. Aus dem Wasserbad heraus
wurden die Proben auf Objekttrager iiberfiihrt. In einem ersten, orientierenden Durchgang
wurden Schnitte fiir die HE-Farbung angefertigt. Dabei wurden die Schnitte auf nicht
silanisierten Objekttragern aufgezogen. In einem zweiten Durchgang, nach Selektion der
Proben mit Nachweis des Glomus caroticums, wurden Schnitte fiir die IHC angefertigt. Diese
wurden auf silanisierten Objekttrigern aufgezogen, um die Abschwimmrate der Proben im
Farbeprozess zu minimieren. Unabhéngig von der Schnittreihe wurden nach Aufziehen der
Diinnschnitte die Objekttrager 30 Minuten auf einer Wérmeplatte getrocknet und fiir 12

Stunden bei 37 °C in einem Warmeschrank gelagert.

3.8 Himatoxylin-Eosin-Farbung

Zum histologischen Nachweis des Glomus caroticums in den Proben wurde zunéchst eine HE-
Féarbung durchgefiihrt. Durch das positiv geladene Himatoxylin lassen sich negative geladene
Zellkerne bldulich anfarben. Das Cytoplasma hingegen wird durch Eosin rétlich kontrastiert.

Hématoxylin ist ein im Cambechebaum vorkommender, natiirlicher Farbstoff, der durch
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Oxidation in das intensiver farbende Hamatein tiberfiihrt wird. Der verwendete Hamatoxylin-
Farbstoff nach Ehrlich enthélt als Oxidationsmittel Natriumiodidtrioxid (Nal03) und 3%ige

Essigsdure. Dies verhindert ein Uberférben der Proben. [85]

Die Férbung wurde nach dem Standard des Instituts fiir Anatomie der Universitit des
Saarlandes wie in [2] durchgefiihrt. Erst eine Entfernung des Paraffins als Einbettmedium
ermoglicht die Bindung des Farbstoffs [86]. Daher wurde eine Entparaffinierung fiir dreimal
fiinf Minuten in Xylol durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte eine Lagerung in absteigender
Alkoholreihe fiir zweimal fiinf Minuten in 100%iger 2-Propanol-Losung, einmal fiir fiinf
Minuten in 90%iger und einmal fiir fiinf Minuten in 80%iger 2-Propanol-Losung. Dadurch
werden den Gewebeproben als Vorbereitung auf die Farbelosung sukzessive Wasser zugefiihrt.
Die Lagerung in 100%iger 2-Propanol-Losung wird standardmifBig zweimal durchgefiihrt,
aufgrund der unvermeidbaren Vermischung mit der vorherigen Xylolreihe. Dann folgte die
erste Farbung durch Lagerung der Proben fiir acht Minuten in filtriertem Hématoxylin. Die
ersten Farbiiberstinde wurden fiir einige Sekunden in destilliertem Wasser und anschlieBend
fiir zwo1f Minuten unter flieBendem Leitungswasser ausgewaschen. [2] Ein direktes Uberfiihren
in Leitungswasser ist kontraindiziert [86]. Nach 30 Sekunden in destilliertem Wasser schloss
sich der zweite Farbeschritt an. Die Objekttriger wurden zweieinhalb Minuten in einer
filtrierten Eosin-Losung gelagert. [2] Um die Farbintensitit zu optimieren, wurden dieser
vorher zwei Tropfen 0,1%ige Essigsdure beigemengt [86]. Nach dem Auswaschen in 90%iger
2-Propanol-Losung wurde die Uberfiihrung in aufsteigender Alkoholreihe durchgefiihrt. Die
Reihenfolge dieser ist umgekehrt zu der aufsteigenden Alkoholreihe zu Beginn der Féarbung.
Danach wurden die Proben fiir dreimal fiinf Minuten in Xylol getunkt. Als letzter Schritt wurde

ein Klebstoff appliziert, welcher die Objekttrager mit dem Deckglas fixiert. [2]

Eine Zusammenfassung der Arbeitsschritte 1dsst sich Tabelle 6 im Anhang entnehmen.

3.9 Immunhistochemie

Objekttrager, auf denen sich das Glomus caroticum eindeutig identifizieren ldsst, sind aufgrund
der unvorhersehbaren Entnahme und des Mikrotomierens pordser Strukturen aufwendig in der
Gewinnung. Zur Identifikation der geeigneten Antikorperkonzentrationen wurde daher ein
Durchlauf der IHC mit verschiedenen Antikdrperkonzentrationen durchgefiihrt. Die
Vorauswahl der getesteten Antikdrperkonzentrationen basierte auf Vorstudien der
Arbeitsgruppe [3], [32], [52]. In der Verdiinnungsreihe wurden TRPC3-Antikérper in einem
Verhiltnis von 1:50, 1:100 und 1:200 getestet. TRPC6-Antikdrper wurden in einem Verhiltnis
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von 1:100, 1:200, 1:400 getestet. Der TRPC3-Antikorper lag bereits in einer Konzentration von
1:50 vor. Um auf eine Verdinnung von 1:100 zu kommen, wurden 200 pl der
Primérantikorperlosung mit 200 pl Normal Goat Serum (NGS) gemischt. 150 pl der nun
entstandenen 1:100 Primérantikorperkonzentration wurden mit 150 pl NGS verdiinnt, um eine
1:200 Konzentration des Primérantikorpers zu erhalten. Dasselbe Vorgehen wurde zur

Verdiinnung des TRPC6-Antikorpers wiederholt.

Nach subjektiver FEinschitzung des Verhéltnisses von gewiinschten Signalen und
unvermeidbarer Hintergrundfarbung (weitere Details siche Abschnitt 3.11), zeigten sich fiir
TRPC3 die besten Ergebnisse in einer Verdiinnung von 1:50 und fiir TRPC6 in 1:100. Im
Folgenden wird die Verdiinnungsreihe fiir den TRPC3-Kanal durch die Abbildungen 6-8

exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 6: Immunhistochemische Anfirbung (Spender 5) des TRPC3-Kanals aus der
Verdiinnungsreihe in 20-facher Vergrofferung mit einer Gegenfdrbung in Hdmatoxylin. Fiir
diese Probe wurde eine Antikorperverdiinnung von 1:50 gewdhlt. Das Glomus caroticum
(schwarzer Pfeil) ist in der Bildmitte in der Karotisbifurkation erkennbar. Es ist eine deutliche
Braunfirbung durch 3,3 -Diaminobenzidin (DAB) als Signal erkennbar. Zudem sieht man eine

moderate Hintergrundfirbung.
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Abbildung 7: Immunhistochemische Anfirbung (Spender 1) des TRPC3-Kanals aus der

Verdiinnungsreihe in 20-facher Vergrofierung mit einer Gegenfirbung in Hdamatoxylin. Es
wurde eine Antikérperverdiinnung von 1:100 gewdhlt. Das Glomus caroticum (schwarzer Pfeil)
ist im linken Bildabschnitt zu erkennen. Zudem ist eine starke Braunfdirbung als Signal
auszumachen. Die Hintergrundfdrbung ist stirker als in der Verdiinnung von 1:50. Diese
Antikérperkonzentration lisst keine zuverldssigen Aussagen iiber die Lokalisation des TRPC3-
Kanals zu. Daher wurde die Antikérperkonzentration fiir weitere Durchldufe der IHC

ausgeschlossen.
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Abbildung 8: Immunhistochemische Anfirbung (Spender 2) des TRPC3-Kanals aus der

Verdiinnungsreihe in 20-facher Vergrofierung mit einer Gegenfirbung in Hdmatoxylin.
Einzelne Lobuli (schwarzer Pfeil) des Glomus caroticums sind erkennbar. Die
Antikérperverdiinnung  von 1:200 erzeugt nur schwache, singuldre Signale. Die

Hintergrundfirbung fillt gering aus.
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Es bietet sich an, das Pipettieren der verschiedenen Ldosungen zu erledigen, wéhrend der
Wiérmeschrank auf 95 °C Betriebstemperatur aufgeheizt wird. Vorbereitend fiir den
Farbedurchgang wurde eine 1%ige Citratpufferlosung hergestellt. Diese dient, zusammen mit
der spéter folgenden Inkubation im Warmeschrank, der Demaskierung der Epitope. Fiir 250 ml
Citratpufferlosung wurden 2,5 ml Citratpuffer und 247,5 ml destilliertes Wasser benotigt. Die
Losung wurde bei 95 °C im Wirmeschrank erhitzt. Um 100 ml 3%ige
Wasserstoffperoxidlosung zu erhalten, wurden 91,43 ml PBS und 8,57 ml 35%ige
Wasserstoffperoxid zusammengefiigt. Der mit Horseredish-Peroxidase (HRP) konjugierte
Sekundirantikorper soll in einer Konzentration von 1:500 vorliegen. Zunichst wurden 20 pl
der HRP mit 980 pl NGS Blockierldsung vermengt, um eine Sekundédrantikorperkonzentration
von 1:50 zu erhalten. 100 pl dieser Losung wurden anschlieBend mit 900 pl NGS gemischt fiir
eine finale Sekundirkorperkonzentration von 1:500. Zudem wurde vorbereitend fiir den

Versuch eine Feuchtekammer aufgebaut.

Die einzelnen Verdiinnungsschritte sind tabellarisch im Anhang in Tabelle 7 zusammengefasst.

1. Tag

Zuerst mussten die Schnitte entparaffiniert werden. Wie aus der HE-Farbung bekannt, wurden
die Schnitte fiir dreimal fiinf Minuten in Xylol, fiir zweimal fiinf Minuten in 100%igen
Isopropanol sowie jeweils fiir fiinf Minuten in 90%igen, 80%igen und 70%igen Alkohol
getaucht. AnschlieBend wurden die Schnitte fiir fiinf Minuten in destilliertem Wasser gelagert.
Fir die Demaskierung der Epitope folgte die Inkubation fiir 60 Minuten in 3%iger
Citratpufferlosung in einem Wirmeschrank. Nach dem die Objekttrager 30 Minuten bei
Raumtemperatur abkiihlten, schloss sich die Spiilung fiir eine Minute in PBS an. Die Schnitte
auf den Objekttrigern wurden dann mit einem Fettstift umkreist und die Blockierlésung aus
10%iger NGS auf die Proben gegeben. Anschliefend wurden die Schnitte fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur in der Feuchtekammer inkubiert. Die Blockierlosung wurde darauthin von
den Triagern geklopft und die Primérantikdrper aufgetragen. Auf die Negativprobe wurde
anstelle des Primérantikorpers Kaninchenserum pipettiert. Die Objekttrager wurden dann iiber

Nacht in der Feuchtkammer verwabhrt.
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2.Tag

Am Folgetag wurden die Objekttriger fiir zweimal zwei Minuten in PBS getunkt. Fiir zehn
Minuten wurden die mit Wasserstoffperoxidlosung betrdufelten Proben, in der Feuchtekammer
verstaut und anschlieSend erneut fiir zweimal zwei Minuten in PBS gewaschen. Zwischen den
einzelnen Schritten wurden die vorherigen Losungen durch Abklopfen von den Objekttragern
entfernt. Nun konnte der Sekundérantikorper appliziert werden. Nach einstiindiger Inkubation
erfolgte erneut das Eintauchen in PBS fiir zweimal zwei Minuten. Der eigentliche Farbevorgang
der IHC besteht aus der DAB-Farbung und der Gegenfarbung in Himatoxylin. Die Fiarbung
mittels DAB dufert sich in einer Braunfiarbung des Gewebes durch Reaktion mit der, an den
Sekundirantikorper gekoppelten, Peroxidase. Unter Beobachtung am Mikroskop wurde die
DAB-Losung auf die Objekttrager pipettiert, bis eine markante Braunfiarbung erkennbar war.
Die DAB-Losung wirkte neun Minuten lang ein. Danach wurde die Peroxidasereaktion durch
Waschen in PBS unterbrochen, um ein Uberférben zu verhindern. Fiir die Gegenfirbung wurde
die Kiivette mit den Objekttragern fiir eine Sekunde in Himatoxylin getunkt und im Anschluss
fir finf Minuten in flieBendem Leitungswasser gebldut. Die Kiivette wurde danach in
umgekehrter Reithenfolge wie oben beschrieben in 70%igen, 80%ige, 90%igen, 100%igen
Alkohol sowie in Xylol gelagert. Final erfolgte das Auftragen von Gewebeschnittkleber und

einem Deckglas. Es empfiehlt sich, die Proben anschliefend {iber Nacht trocknen zu lassen.

Eine detaillierte Zusammenfassung der Arbeitsschritte ldsst sich Tabelle 8 im Anhang

entnehmen.

3.10 Movat-Pentachrom nach Verhoff-Firbung

Die Movat-Pentachrom nach Verhoff-Féarbung wurde von Tanja Schwab im Labor der Klinik
fiir Herzchirurgie des Universititsklinikum des Saarlandes durchgefiihrt. Dabei wurde ein in
der Arbeitsgruppe bereits etabliertes Protokoll nach [31] eingehalten. Der Ablauf wird hier nur
zusammenfassend dargestellt. Eine detaillierte Prozessbeschreibung findet sich im Anhang in
Tabelle 9. Die Proben wurden zunichst entparaffiniert, wie bereits fiir die HE-Firbung
beschrieben. Anschlieend wurden die Proben kurz in Essigsdure getrinkt, gefolgt von einer
30-miniitigen Lagerung in Alcianblau. Nach einer Spiilung in Leitungswasser wurden die
Schnitte acht Minuten in der Verhoff-Gebrauchslosung gelagert. AnschlieBend wurden die
Priparate fiir eine Minute in eine Eisen-Chlorid-Ldsung, sowie fiir zehn Minuten in eine
Brilliant-Crocein-Sdurefuchsinlésung  getrdnkt. Vor und nach der Lagerung in

Phosphorwolframsdure wurden die Proben jeweils in Essigsdure getunkt. Im letzten Abschnitt
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schlossen sich die Lagerung in 99%igen Ethanol, Safron-du-Gatinais-Losung sowie Xylol an.
Die Movat-Pentachrom nach Verhoff-Farbung eignet sich gut, um die Ergebnisse der
immunhistochemischen Férbungen zu der Morphologie des Glomus caroticums in einer

Gegenféarbung in Bezug setzen zu konnen [78].

3.11 Mikroskopische Auswertung

Basierend auf einer Literaturrecherche der PubMed®-Datenbank handelt es sich bei dieser
Arbeit um die erste explorative Studie zu der Verteilung von TRPC3- und TRPC6-Kanilen im
menschlichen Glomus caroticum. Zur histologischen Auswertung wurden zwei
Standardfarbungen herangezogen (HE, Movat-Pentachrom nach Verhoff). Zur Untersuchung
der Verteilung der Proteine TRPC3 und TRPC6 wurden diese immunhistochemisch markiert.

Die Auswertung wurde mit einem Olympus BX43 durchgefiihrt. Dabei wurden Objektive mit
2- bis 40-facher VergroBerung genutzt. Zudem wurden zusitzliche Linsen mit ein- bis
zweifacher Vergroferung eingesetzt. Die maximale VergroBerung in Luft belduft sich damit
rechnerisch auf 800-fach. Als Kamera wurde eine Olympus DP23 und als Software Olympus
cellSens Dimensions 4.2 genutzt. Jedes angefertigte Bild wurde mittels der Funktionen
»Schirfen® und ,,Kontrast maximieren mit den Werkseinstellungen von Olympus der zuvor

genannten Software bearbeitet.

Die Diinnschnittprdparate in den Standardfirbungen wurden histomorphologisch und
histomorphometrisch untersucht (Details siehe Absdtze 3.11.1 wund 3.11.2). Die
immunhistochemischen Fiarbungen zum Nachweis von TRPC3 und TRPC6 wurden jeweils

einmal densitometrisch und einmal deskriptiv (Details siche Absatz 3.11.3) untersucht.

3.11.1 Histomorphologische Untersuchung

Atherosklerose Grading

Die vorherrschende Atherosklerose der A. carotis wurde mittels HE- und Movat-Pentrachrom
Farbung befundet. Das verwendete Grading-System orientiert sich an den aktuellen
internationalen Empfehlungen (siehe Abbildung 9). Als nicht signifikante Atherosklerose gilt
eine merkliche Verdickung der Intima ohne Beeintrichtigung der Media. Eine milde
Atherosklerose ist eine Lision unter Beteiligung des luminalen Media-Drittels. Eine moderate
Atherosklerose beschreibt eine Affektion von mehr als einem Drittel der Media. Bei einer
schweren Atherosklerose sind mehr als zwei Drittel der Media betroffen. Zudem wird eine

Atherosklerose mit exzessiver Entziindung unterschieden, bei der mindestens eine milde
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Atherosklerose bei gleichzeitigem Nachweis eines Entziindungszellinfiltrates in der Adventitia

vorliegt. [36]

exzessive Entzindung:

mindestens milde Atherosklerose & Inflammation

schwer: > 2/3 ]

moderat: > 1/3 der Media betroffen ]

[ mild: 1/3 der Media betroffen ]

Abbildung 9: Grading des atherosklerotischen Befalls in Anlehnung an [36] mit von unten nach

oben aufsteigendem Schweregrad.

Degeneration des Glomus caroticums

Altersabhéngige Involution sowie Minderperfusion kdnnen zu degenerativen Umbauvorgédngen
des Glomus caroticums fiihren. Die Degenerationen wurden mit Parametern bewertet, die in
der Literatur bereits beschriebenen wurden. Folgende Parameter wurden untersucht: fibrose
Einengung der Interlobulararterien, vorhandene sogenannte ,dark cell“-Prominenz,
lymphozytisches Infiltrat, Fibrose, Lipofuszingranula, sowie die wabenférmige Auflosung der
Lobuli. Bei der ,,dark cell“-Prominenz handelt es sich um das vermehrte Vorkommen stark
basophiler Zellen im Glomus caroticum mit teils pyknotischem Zellkern. Die ,,dark cell**-
Prominenz gilt als typischer Befund des senilen Glomus caroticums [44]. Das Vorkommen von
Lipofuszingranula konnte in der Vergangenheit mit degenerativen Umbauvorgingen des
Glomus caroticums assoziiert werden [26]. Bei der wabenformigen Auflosung des Glomus
caroticums handelt es sich um einen deskriptiven Parameter, der in vorangegangenen Arbeiten
auf ein Odem des Glomus caroticums [115] beziehungsweise eine Stiitzzellproliferation
zurlickgefiihrt werden konnte [44]. Da in der vorliegenden Arbeit postmortale Artefakte,
insbesondere Autolyse, nicht auszuschlieen sind, wurde dieser Parameter lediglich deskriptiv

als vorhanden beziehungsweise nicht vorhanden mit in die Auswertung aufgenommen.
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3.11.2 Histomorphometrische Untersuchung

Im Rahmen histomorphometrischer Untersuchungen am digitalen Bild (Olympus cellSens
Dimensions 4.2) wurden die Liangen, die Breiten sowie die Anzahl der GefdBanschnitte im
jeweiligen untersuchten Anteil des Glomus caroticums bestimmt. Oben genannte Parameter
wurden in jedem der vier Schnitte (HE, Movat-Pentrachrom und IHC zum Nachweis von
TRPC3 bzw. TRPC6) gemessen. Daraus wurde nachfolgend der Mittelwert berechnet. Dabei
wurde die Lange als groffte Ausdehnung und die Breite als ndchst grofere Ausdehnung
senkrecht zur Lange definiert. Die Anzahl der angeschnittenen Gefale wurde als numerische
Dichte, das heit Gefdanschnitte pro mm?, bestimmt. In jedem der vier Diinnschnittpriparate
wurden die Gefdlanschnitte im dargestellten Glomus caroticum ausgezéhlt. Der Mittelwert der
GefdBanschnitte wurde anschlieend durch den Mittelwert der Fliche des Glomus caroticums

dividiert.

3.11.3 Auswertung der TRPC3 und TRPC6 Immunhistochemie

Aus Vorstudien der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Tschernig ist bekannt, dass aufgrund der
ubiquitdren Verteilung beziehungsweise Expression der TRPC-Kandle [116], [117] und
vermutlich aufgrund postmortaler Artefakte Hintergrundsignale in der IHC zu beobachten sind
[2], [32], [104]. Aus diesem Grund wurde ankniipfend an die Vorstudien ein kombiniertes
Vorgehen aus semiquantitativer Deskription der Verteilung parallel zu einer Densitometrie

verwendet (siehe [32], [104]).

In der semiquantitativen, deskriptiven Auswertung wird die Firbeintensitit an verschiedenen
Lokalisationen (Glomuszellen, Stiitzzellen und Kapillarwdnde) durch den Untersucher
subjektiv quantifiziert (blassbraun £ ,,+“ entsprechend einem schwachen Signal; hellbraun £
,» T+ entsprechend einem moderaten Signal; dunkelbraun £ ,,+++“ entsprechend einem starken
Signal). Als Grundlage wurde an jedem Schnitt der IHC nach beschriebenem Schema die
Intensitdt der Hintergrundfarbung bewertet, um zwischen Artefakten der Farbungen und

tatsdchlichen Signalen unterscheiden zu konnen.

Die Schwellenwertuntersuchung wurde in der 400-fachen VergroBerung digital (Olympus
cellSens Dimension 4.2) vorgenommen. Als Grundlage diente ein WeiBabgleich. Aufgrund der
bekannten Problematik beziiglich der Hintergrundfarbung wurde ein konservativer
Schwellenwert der Farbeintensitidt gewidhlt. Die Sicherheit der Untersuchung wurde einer
moglichen Unterschéitzung der tatsdchlich immunoreaktiven Fldche gegentiber priorisiert. Fiir

TRPC3 und TRPC6 wurden individuelle Schwellenwerte festgelegt. Dies erfolgte an einem
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Schnitt mit starker Hintergrundfarbung. Die IHC mittels DAB erzeugt braune Signale, weshalb
der Schwellenwert im roten Farbspektrum (digital nach Rot-Griin-Blau-Wert) festgelegt wurde.
AnschlieBend markiert das Programm alle Farbwerte UNTERHALB der Schwelle, das heif3t
Hintergrund und/oder nicht sicher positives Signal (sieche Abbildung 28). Entsprechend zeigen
sich die tatsdchlich als positiv erkannten Signale als Negativ-Bild der rot markierten Areale
(unterhalb der Schwelle) und der weilen Areale (optisch leere Rdume, beispielsweise
Spaltrdume im Sinne von Schrumpfungsartefakten). Die Fliche oberhalb der Schwelle, bzw.
die tatsdchlich immunoreaktive Fliche, wurde dann als prozentualer Anteil der Fliache eines
High Power Fields (400er-fache VergroBerung; Fliache: 61.285,82 um?) berechnet (siche
Abbildung 27).

Diese Schwellenwertmessung wurde fiir jeden Schnitt der IHC dreimal durchgefiihrt. Dabei
wurden die Gesichtsfelder nach einem sogenannten Systematic Random Sampling Design
ausgewdhlt [114]. Anhand prominenter Strukturen im Gewebe wurde sichergestellt, dass sich
die densitometrisch untersuchten Gesichtsfelder nicht iiberlappen. Das Ergebnis der drei
gemessenen High Power Fields pro Schnitt wurde anschlieBend gemittelt. Aufgrund
anzunehmenden inter- und intraindividueller Varianz wurde die Densitometrie an mehreren

Gesichtsfeldern aus einem Schnitt durchgefiihrt [35].
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4 FErgebnisse

Das Studienkollektiv umfasste zu Beginn elf Spender zu je acht Priparaten. Insgesamt konnte
das Glomus caroticum an sechs Korperspendern in allen vier Firbungen dargestellt werden.
Dies war zum Einen der Porositdt der Paraffinblocke nach der Entkalkung geschuldet. Des
Weiteren schieden Proben wihrend der IHC aus, da sich Gewebe von den Objekttragern loste.
Deshalb waren nicht zu jedem Spender Schnitte in allen vier Firbungen vorhanden. In weiteren

Schnittserien der Paraffinblocke konnte das Glomus caroticum nicht mehr dargestellt werden.

11 Spender

* 4 Proben pro Korperseite

88 Paraffinblocke
e 6 Schnitte pro Block

528 Leerschnitte

¢ 115 mit Verdacht das Glomus
caroticum zu enthalten

63 gefarbte Proben des
Glomus caroticums von 6
Spendern

Abbildung 10: Verlauf der Probenauswahl des Studienkollektivs
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4.1 Histomorphologie

4.1.1 Befundung der Arteria carotis communis

Spender Atherosklerose Grading Adventitia-Fibrose Verschluss der Carotis
1 Moderat Nein Nein

2 Nicht signifikant Nein Nein

3 mild Nein Nein

4 schwer Nein Ja

5 moderat Nein Nein

6 schwer Ja Nein

Tabelle 10: Befund der A. carotis communis.

Die Befunde der A. carotis communis der einzelnen Spender sind tabellarisch zusammengefasst
(siche Tabelle 10). Die A. carotis communis der Spender 4 und Spender 6 war am stéirksten
atherosklerotisch degeneriert. Spender 6 wies als Einziger eine Fibrose bis in die Adventitia
auf.

Abbildung 11 verdeutlicht die Kollagenvermehrung und Verdrangung elastischer Fasern als
Ausdruck der Fibrose.

Abbildung 12 zeigt bei Spender 4 das chronisch verschlossene Lumen der A. carotis communis.
Luminal erkennbar ist ein basophiles Residuum des Kalks durch den Zustand nach Entkalkung.
Die stirkere Vergroerung in Abbildung 13 bietet Hinweise auf eine beginnende
Revaskularisierung. Es zeigen sich inflammatorische Prozesse, welche morphologischen
Kriterien entsprechend als lymphozytires Infiltrat zu deuten sind. Zudem kdnnen optisch leere
Riume als residuale Fetteinschliisse der urspriinglichen Plaques beobachtet werden. Eine

exzessive Inflammation lag in keinem der Préparate vor.
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Abbildung 11: Foto einer degenerativ umgebauten A. carotis communis (Spender 6) in 100-
facher Vergrofierung in der Movat-Pentachrom-Fdrbung. Elastische Fasern, die sich schwarz
firben, sind nur noch vereinzelt erkennbar. 1= Kollagenvermehrung, 2=elastische Faser, 3=

Mucopolysaccharide.
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Abbildung 12: Exemplarisches Foto einer verschlossenen A. carotis communis (Spender 4) in
20-facher Vergrofserung in HE. 1= Intima, 2= Tunica media, 3= basophiles Kalkresiduum, 4=
Ausschnitt Abbildung 13.
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Abbildung 13: Exemplarisches Foto einer fibrotischen A. carotis communis (Spender vier) in
100-facher Vergroferung in HE. Vergroflerter Ausschnitt des luminalen Verschlusses aus

Abbildung 12. 1=fibrotisches Gewebe, 2=Residualraum durch Fetteinschliisse, 3=Kapillare,
4=lymphozytdres Infiltrat.
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Die Movat-Pentachrom nach Verhoff-Farbung eignet sich, um Degenerationen der A. carotis
communis zu sehen (Abbildung 14). Bei Spender 6 reichte diese Degeneration bis in die Tunica
adventitia hinein. Dies duBerte sich an Ablagerungen von Mucopolysacchariden, die sich
griinlich abzeichnen. Eine Kollagenvermehrung lag insbesondere in der Tunice media vor. Dies
ist in der Movat-Pentachrom nach Verho6ff-Féarbung an gelblichen Ablagerungen zu erkennen.
Eine begleitende Kompaktierung der Tunica adventitia im Sinne einer Adventitia-Fibrose

zeichnete sich bereits ab. Eine Entziindungsreaktion im Glomus caroticum lie8 sich nicht

beobachten.

Abbildung 14: Foto einer degenerativ umgebauten A. carotis communis (Spender 6) in 20-
facher Vergrofserung in der Movat-Pentachrom-Fdrbung. 1= Kollagenvermehrung, 2=

Mucopolysaccharide
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4.1.2 Befundung des Glomus caroticums

Parameter Spender 1 Spender 2 Spender 3 Spender 4 SpenderS Spender 6
Fibrose Nein Nein Ja Ja Ja Ja
Atrophie Nein Nein Nein Ja Nein Ja
Elastische Ja Ja Ja Nein Ja Nein

Lamelle intakt

Wabige Struktur ~ Nein Ja Nein Nein Nein Nein
Degenerierte Nein Nein Ja Nein Nein Ja
Interlobararterie

,,dark cell*- Nein Ja Nein Nein Nein Nein
Prominenz

Inflammatorisches Nein Nein Nein Nein Nein Nein
Infiltrat

Lipofuszingranula Ja Ja Ja Nein Ja Nein

Tabelle 11: Befundung des Allgemeinzustands des Glomus caroticums.

Bei Spendern, bei denen die A. carotis communis am schwersten von Atherosklerose betroffen
war, atrophierte das Glomus caroticum (Spender 4 und Spender 6). Das Glomus caroticum war
lediglich als Rest ausgemauerter Kapillaren abgrenzbar. Haupt- oder Stiitzzellen fanden sich
nicht mehr (siehe Abbildung 15). Daher waren die elastischen Lamellen der Gefd3e auch nicht
mehr intakt und es lagen keine ,,dark cell“~Prominenz oder Lipofuszingranula vor. Bei allen
anderen Spendern konnten Lipofuszingranula als Hinweis fiir eine altersbedingte Degeneration
nachgewiesen werden (Tabelle 11). Ein inflammatorisches Infiltrat war in keiner Probe zu
beobachten. Das einzige Prdparat mit einer ,,dark cell“-Prominenz zeigte auch ein wabig
umstrukturiertes Glomus caroticum (Spender 2, Abbildung 16). Abbildung 17 zeigt ein Gefal3,

welches wahrscheinlich der Versorgung des Glomus caroticums dient.
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Abbildung 15: exemplarisches Foto eines atrophierten Glomus caroticums (Spender 6) in 40-

facher Vergrofferung in HE. Zwischen dem fibrotischen Bindegewebe finden sich nur noch
vereinzelt Kapillaren. Diese erinnern nur noch an die urspriingliche Struktur der
glomeruloiden Lobuli. Das Gewebe ist durchsetzt mit einzelnen Fettvakuolen. 1= fibrotisches

Bindegewebe, 2= okkludierte Kapillaren, 3=Fettvakuolen.
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Lot ™. S
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Abbildung 16: Ausschnitt eines Glomus caroticums (Spender 2) in 100-facher Vergrofserung
in HE. Erkennbar sind typische Verdnderungen des senilen Glomus caroticums wie die ,,dark
cell “~-Prominenz, das Vorkommen von Lipofuszingranula sowie der strukturelle Umbau in eine
wabige Struktur. 1= Lipofuszingranula, 2= sogenannte ,, dark cell “-Prominenz, 3= wabige

Struktur
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Abbildung 17: Glomus caroticum in der Karotisbifurkation (Spender 1) in 40-facher
Vergroferung in HE. Erkennbar ist auferdem der Gefdfanschnitt eines potenziellen
Versorgungsgefifies des Glomus caroticums. 1= Glomus caroticum, 2= wahrscheinlich

zufiihrendes Gefdfs.
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4.2 Histomorphometrie
Durch die starke Atrophie des Glomus caroticums bei Spender 4 und Spender 6 konnten dort

keine histomorphometrischen Messungen durchgefiihrt werden. Die Abbildungen 18 bis 20

fassen die gemessenen Flichen, Breiten und Léngen des jeweiligen Glomus caroticums

zusammen.

. . . 2
Flache des Glomus caroticums in mm

Ly Ili 1k

Spender 1 Spender 2 Spender 3 Spender 5

10

Flache in mm?
=N [«)] [e+]

N

Spender

mHE Movat-Pentachrom TRPC3 mTRPC6 Mittelwert

Abbildung 18: Die Graphik zeigt die Fldche des Glomus caroticums in mm? in allen Fdrbungen

und den errechneten Mittelwert. Die x-Achse zeigt die Fldche und die y-Achse zeigt den

Spender.

Breite des Glomus caroticums in mm

Fen i il

Spender 1 Spender 2 Spender 3 Spender 5

Breite in mm
(4] - N

Spender

mHE Movat-Pentachrom TRPC3 mTRPC6 Mittelwert

Abbildung 19: Die Graphik zeigt die Breite des Glomus caroticums in allen Fdrbungen und

den errechneten Mittelwert. Die x-Achse zeigt die Breite, die y-Achse zeigt den Spender.
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Lange des Glomus caroticums in mm

ka0

Spender 1 Spender 2 Spender 3 Spender 5
Spender

mHE Movat-Pentachrom TRPC3 mTRPC6E Mittelwert

Abbildung 20: Die Graphik zeigt die Linge des Glomus caroticums in mm in den vier
verschiedenen Féirbungen und den dazu korrespondierenden Mittelwert. Die x-Achse zeigt die

Ldnge in mm. Die y-Achse zeigt den Spender.

Die Flachen, Langen und Breiten variieren innerhalb der Préparate desselben Spenders. Dies
ist darin begriindet, dass jeder Schnitt einen anderen Teil des Glomus caroticums zeigt. Ahnlich

verhilt es sich mit der Anzahl der angeschnittenen Gefd3en (Abbildung 21).
GefaBanschnitte im Glomus caroticum

40

il

Spender 1 Spender 2 Spender 3 Spender 5

(&)

GefaBanschnitte
o

()]

Spender

m HE Movat-Pentachrom TRPC3 m®mTRPC6 Mittelwert

Abbildung 21: Die Graphik zeigt die Anzahl der Gefdfianschnitte im Glomus caroticum in den
vier verschiedenen Fdrbungen und dem daraus resultierenden Mittelwert. Die x-Achse gibt die

Anzahl der Anschnitte an, die y-Achse gibt den Spender an.

46



Ergebnisse

GefaBanschnitte pro Flache
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Abbildung 22: Dargestellt sind die Gefdfsanschnitte pro mm? im Glomus caroticum der
einzelnen Korperspender (Mittelwert der Anzahl der Gefdfsanschnitte durch den Mittelwert der
Fliche des Glomus caroticums in mm?). Die x-Achse reprisentiert die Gefdfsanschnitte pro

mm? und die y-Achse steht fiir den jeweiligen Korperspender.

Bei Spender 1 lagen die meisten GefaBBanschnitte pro Fliche vor. Bei diesem Spender war das
Glomus caroticum nicht fibrotisch umgebaut. Spender 5 zeigte die wenigsten Gefdllanschnitte
pro Flache. Korrespondierend lag in diesem Glomus caroticum eine Fibrose bei
interessanterweise intakten Interlobulararterien vor. Obwohl bei Spender 2 keine Fibrose
erkennbar war, lag eine niedrigere Anzahl an GefdBanschnitten pro Fliche als bei Spender 3
vor. Insgesamt wurde bei Spender 2 eine grofere Fliache des Glomus caroticums als bei Spender
3 angeschnitten. Abbildung 23 verdeutlicht exemplarisch, wie die Zdhlung der Gefdlanschnitte
durchgefiihrt wurde.
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Abbildung 23: Exemplarischer Ausschnitt aus dem Glomus caroticum (Spender 5) in der
Movat-Pentachrom nach Verhoff-Fédarbung in 40-facher Vergrofferung. Im Rahmen der
Zihlung der Gefdfsanschnitte wurden diese mittels rosafarbigen Kreuzen markiert (siehe unter

anderem an der schwarzen Pfeilspitze)
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4.3 Immunhistochemie

4.3.1 Semiquantitative Befundung
Aufgrund der exzessiven Fibrose bei Spender 4 und Spender 6 wurde von der semiquantitativen
Befundung abgesehen, da die einzelnen untersuchten Strukturen in der Fibrose nicht sicher zu

differenzieren waren.

TRPC3

Die Starke des Hintergrundrauschens hing nach visuellem Eindruck eng mit der Stirke der
Hauptzellfirbung zusammen (Abbildung 24). Das Hintergrundrauschen war immer eine
Einheit niedriger als die Farbung der Hauptzellen. Aufer bei dem ersten Spender zeigten die
Kapillarwénde starke Signale. Die Stiitzzellen farbten sich dhnlich deutlich wie der Hintergrund

mit Ausnahme von Spender 5.

TRPC3-Farbung

Anzahl "+"

Spender 1 Spender 2 Spender 3 Spender 5
Spender

—&— Hauptzellen —&— Stltzzellen —&— Kapillarwande —&— Hintergrund

Abbildung 24: Graphik zur semiquantitativen Befundung der immunhistochemischen Firbung
des TRPC3-Kanals. Die x-Achse zeigt die Anzahl der vergebenen ,, + “-Werte zwischen ,, +, ++
und +++“ zur Beschreibung der Farbintensitit. Die y-Achse reprdsentiert die einzelnen
Spender. Hintergrunds und Stiitzzellfdrbung sind bei Spender 1-3 gleich stark. Um dies
hervorzuheben, iiberlagert der dunkelgriine Graph (Hintergrundfirbung) dort den lila
Graphen (Stiitzzellfdrbung). Da die Stdrke der Firbung des Hintergrunds und der Stiitzzellen
nur bei Spender 5 differiert, ist nur dort ein separater lila Graph eingezeichnet. Ahnliches gilt
fiir die Fdrbung der Kapillarwdinde und des Hintergrunds bei Spender 1.
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Abbildung 25: Exemplarischer Bildausschnitt der IHC (Spender 1) des TRPC3-Kanals in 400-
facher Vergroflerung. Fiir Details zum deskriptiven Grading der Fdrbeintensitdit siehe
Abschnitt 3.11.3. Wie in den meisten untersuchten Schnitten zeigt sich eine geringe
blasssbrdunliche Hintergrundfirbung (+) (siehe Pfeil 1). Gegen diese lassen sich klar
umgrenzte, rundliche Ansammlungen moderater Braunfirbung (++) (siehe Pfeil 2) mit darin
gelegenem Zellkern erkennen. Solche Formationen wurden als immunoreaktive Zellen
gewertet. Daneben fanden sich durch Autolyse deutlich verdnderte Zellen mit einer nur
geringen blassbraunen Fdrbung (Pfeil 4). Die rundliche Form ist hier verloren gegangen, die
Zelle erscheint insgesamt gesintert. Dennoch ldsst sich ein exzentrisch gelagerter Kern
abgrenzen. Zudem finden sich Erythrocyten in Blutgefifien und Kapillaren. Diese zeigen hdufig
eine blassbraune Fdrbung (Pfeil 3), die teils nur schwer von falsch positivem, autolytisch
verdnderten Blut abzugrenzen ist. Fiir die vorgenommene deskriptive histomorphologische
Auswertung der IHC wurden zur Vermeidung der Interferenz mit Artefakten lediglich klar
(noch) morphologisch abgrenzbare Zellen (Pfeil 2) in Bezug zu der beobachteten
Hintergrundfirbung (Pfeil 1) beriicksichtigt. Fiir weitere Details zur Hintergrundfdrbung siehe
Absdtze 3.5, 3.9, 3.11 und 5.2.5.
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TRPC6

Abbildung 26 zeigt die Ergebnisse der semiquantitativen Befundung der IHC des TRPC6-
Kanals. Auffillig war ein verringertes Hintergrundrauschen im Vergleich zur Fiarbung des
TRPC3-Kanals. Die Stiitzzellen zeigten, wie schon bei TRPC3, kein iiber die unvermeidbare
Hintergrundfarbung hinausgehendes Signal. Erneut waren die Kapillarwédnde und die

Hauptzellen deutlicher geférbt als andere Zellen.

TRPC6-Farbung

Anzahl "+"

Spender 1 Spender 2 Spender 3 Spender 5
Spender

—&— Hauptzellen/ Kapillarwande —@&— Stltzzellen/ Hintergrund

Abbildung 26: Graphik zur semiquantitativen Befundung der IHC des TRPC6-Kanals. Die x-
Achse zeigt die Anzahl der vergebenen ,, + “-Werte zwischen ,, +, ++ und +++“ als subjektives
Map3 der Farbintensitdt. Die y-Achse reprdsentiert die einzelnen Spender. Da die Hauptzellen
und die Kapillarwdnde sowie die Stiitzzellen und die Hintergrundfirbung jeweils gleich starke

Signale aufwiesen, wurden diese Parameter in der Abbildung aus Ubersichtsgriinden

zusammengefasst.
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4.3.2 Densitometrie

Die Auswertung der densitometrischen Messungen ldsst sich aus Abbildung 27 entnehmen. Fiir
alle ausgewerteten Proben war ein Signal am oder iiber dem festgelegten Schwellenwert
registrierbar. Abbildung 28 zeigt exemplarisch einen Ausschnitt eines Glomus caroticums nach

erfolgter [HC des TRPC3- bzw. TRPC6-Kanals.

Nur bei Spender 1 wurden mehr TRPC3-Signale erkannt als fiir TRPC6. Fiir Spender 4 und
Spender 6 lagen ausgepriagte Degenerationen des Glomus caroticums vor, weshalb von einer
densitometrischen Auswertung abgesehen wurde. Stattdessen wurde ein deskriptiver Ansatz

histomorphologischer Kriterien gewéhlt.

Densitometrische Signale pro Flache

10
9
8
(}o 7
c 6
-§ 5
cC 4
<
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1
0
Spender 1 Spender 2 Spender 3 Spender 5
Korperspender

mTRPC3 mTRPC6

Abbildung 27: Die Mittelwerte der immunoreaktiven Fldchen in der densitometrischen
Messung wurden im Verhdltnis zu der Gesamtfliche des High Power Fields gesetzt. Diese
Berechnung wurde jeweils fiir die IHC der TRPC3— und TRPC6-Kandle durchgefiihrt. Die x-
Achse reprdsentiert den prozentualen Anteil, wohingegen die y-Achse fiir je einen Spender
steht. Fiir Spender 4 und Spender 6 wurde aufgrund fortgeschrittener Degeneration des Glomus

caroticums keine Densitometrie durchgefiihrt.
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LA R0 R SaRke e 18- 8 & - % ;
Abbildung 28: Exemplarische Darstellung der densitometrischen Auswertung bei Spender 2 in
400-facher Vergrofierung. Details zur Methode sind in Absatz 3.11.3 erldutert. Dargestellt ist
die Schwellenwertuntersuchung (4) im Vergleich zur IHC von TRPC6 (B) mit Gegenfdrbung
in Hdmatoxylin. Hervorzuheben ist, dass die Schwellenwertuntersuchung aufgrund einer
etwaigen Hintergrundfdrbung in einem sehr konservativen Ansatz durchgefiihrt wurde. (A) In
rot markiert sind braune Farbtone UNTERHALB der festgelegten Schwelle. Optisch leere
Réume (zum Beispiel weifse Spaltrdume, siehe Pfeil) werden nach erfolgtem Weiffabgleich von
der Schwellenwertmessung nicht erfasst. Die tatsdchlich als immunoreaktiv gewertete Fldche
ist somit das Negativ der roten und weifen Areale, das heifsit die dunkelbraunen Anteile des
Gewebes OBERHALB der definierten Schwelle. Aufgrund des gewdhlten konservativen
Ansatzes zur Auswertung werden nur kleine Fldchen als sicher immunoreaktiv erkannt

(vergleiche maximal etwa 8 % eines High Power Fields, Abbildung 27).
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4.4 Negativkontrolle
Die Negativkontrollen der IHC fiir die TRPC3- und TRPC6-Kanidle wiesen, von der
Gegenfarbung in Himatoxylin abgesehen, keine Farbung auf. Die Negativkontrollen sind in

den Abbildungen 29 und 30 exemplarisch dargestellt.

TRPC3

100 um

Abbildung 29: Foto der Negativkontrolle der IHC des TRPC3-Kanals in 100-facher
Vergrofserung mit Gegenfdrbung in Hdmatoxylin (Spender 4). Es lassen sich keine von der
Hintergrundfdrbung zu unterscheidende Signale im fibrotisch degenrierten Gewebe des
Glomus caroticums in der Karotisbifurkation abgrenzen. Ein Spezifizititsnachweis wurde in

der Arbeitsgruppe durchgefiihrt [30].
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TRPCé6

Abbildung 30: Foto der Negativkontrolle der IHC des TRPC6-Kanals in 40-facher
Vergroferung mit Gegenfirbung in Hamatoxylin (Spender 2). Dargestellt ist Gewebe der A.
carotis communis. Uber die Anfirbung durch Himatoxylin hinaus ist kein Signal erkennbar. In
Untersuchungen der Arbeitsgruppe wurde das Vorkommen von TRPC6 in der A. carotis
communis bereits bestdtigt. Weiter wurde in der selben Arbeit eine Negativkontrolle mittels
Western Blot unter Verwendung des Blocking Peptids des Antikérperherstellers
durchgefiihrt.[3]
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S Diskussion
Als Ziel dieser Arbeit sollte sowohl der TRPC3- als auch der TRPC6-Kanal
immunhistochemisch im menschlichen Glomus caroticum nachgewiesen und dieses erstmals

histomorphometrisch charakterisiert werden.

5.1 Beantwortung der Fragestellung

Das Glomus caroticum lie} sich in allen vier durchgefiihrten Farbungen trotz postmortaler
Artefakte (beispielsweise Autolyse) und Fixierungsartefakte darstellen. Dariliber hinaus
konnten beide Kandle im humanen Glomus caroticum nachgewiesen werden. Die
densitometrische Messung erlaubte eine orientierende Quantifizierung der immunoreaktiven
Flache. Bei drei der vier Korperspendern war fiir TRPC6 mehr Flache immunoreaktiv als fiir
TRPC3. Weiterhin lie} die IHC verschiedene Lokalisationen differenzieren: Hauptzellen und
Endothelzellen farbten sich deutlich, wohingegen sich Stiitzzellen sowie das umgebende
Bindegewebe sich nicht iiberméBig abhoben. Eine morphometrische Untersuchung war in vier
von sechs Fillen durchfiihrbar. In zwei Féllen erfolgte aufgrund fortgeschrittener Atrophie
beziehungsweise Fibrose keine morphometrische Auswertung. In diesen Fillen waren die
Glomerula durch weitreichende Umbauvorgédnge nur noch schemenhaft abzugrenzen. Parallel
zeigte sich in beiden Féllen eine schwere atherosklerotische Degeneration der A. carotis
communis. Bei Korperspendern mit einem fibrotisch umgebauten aber noch nicht atrophierten
Glomus caroticum (Spender 3 und 5) fanden sich zum Teil degenerierte Interlobararterien

(Spender 3). Die Fibrose konnte daher auf eine Minderperfusion zuriickzufiihren sein.

Bereits beschriebene Befundungsschemata des Umbaus des Glomus caroticums konnten
reproduziert werden. Diese degenerativen Prozesse &uBlern sich als sogenannte ,,dark cell
prominence*, lymphozytisches Infiltrat und Fibrose [44] beziehungsweise durch das Auftreten
von Lipofuszingranula [26] und durch einen wabenformigen Umbau [115] in den untersuchten

Proben.

56



Diskussion

5.2 Limitationen

5.2.1 Fixiermedium

Von den sechs untersuchten Korperspendern wurden zwei Spender mittels Formaldehyd und
vier Spender mittels NEP fixiert. Die Fixierung soll postmortaler Degeneration und dem damit
einhergehenden flachigen Verfall Einhalt gebieten. Die hier verwendeten Fixierungsmedien
konservieren Zielstrukturen unterschiedlich gut. Formaldehyd bildet quervernetzende Briicken
mit Aminogruppen aus. In Gegenwart von Wasserstoff kommt es zusitzlich zu einer
ungewollten Ausbildung von Methylbriicken [83]. Dies fithrt zu einer Maskierung der
Antigene, die eine Antigen-Antikorper-Reaktion erschwert. Um diesen Effekt

entgegenzuwirken, wurde eine Demaskierung mit einem Citratpuffer durchgefiihrt.

Je nach untersuchtem Gewebe und Antikorper kann die NEP-Fixierung stirkere Signale der
IHC hervorrufen. Der genaue Wirkmechanismus der NEP-Fixierung ist noch nicht ausreichend
untersucht, es wird jedoch eine Hemmung des enzymatisch bedingten Abbaus von Proteinen
diskutiert. Vor allem die Konservierung von Desoxyribonukleinsduren und Ribonukleinsiduren

ist mittels Fixierung nach Weigner der Fixierung in Formaldehyd iiberlegen. [54]

5.2.2 Mikrotomie

Das Glomus caroticum histologisch darzustellen, kann schwierig sein, insbesondere, wenn es
makroskopisch nicht einwandfrei abzugrenzen ist. Die Abgrenzung war bei den
Korperspendern makroskopisch nicht sicher mdglich. Dies liegt einerseits an der geringen
GroBle des Glomus caroticums und andererseits an der teilweise vorliegenden Atrophie und
Fibrose. Daher erfolgte die eigentliche Identifikation der anatomischen Struktur erst durch die
Anfertigung der Schnitte.

Das hohe Alter der Korperspender machte eine Entkalkung des Gewebes erforderlich. Dies
fiihrte zu erhohter Gewebeporositit, erschwerte die Mikrotomie und fiihrte damit zu
Schnittartefakten. Aufgrund dessen konnten keine Serienschnitte angefertigt werden, die ideal

gewesen wiren, um das Organ in Gédnze zu beschreiben.

5.2.3 Verifizierung der Antikorper

Zur Verifizierung der Antikorper gegen den TRPC3- und den TRPC6-Kanal wurde auf
vorherige Untersuchungen der Arbeitsgruppe zuriickgegriffen. Neben einer eigenen
Spezifizitdtskontrolle wire zukiinftig eine Verifizierung der Ergebnisse mit einem Antikorper

gegen denTRPC3- und TRPC6-Kanal eines anderen Herstellers denkbar.
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Da es sich bei den verwendeten Antikorpern um polyklonale Antikdrper handelt, sollte die
genaue Abgrenzbarkeit gegeneinander thematisiert werden. Die IHC mit monoklonalen
Antikorpern hingegen kann leichter ein falsch-negatives Ergebnis erzeugen, falls das Ziel-
Epitop durch die Konservierung maskiert wurde. Da polyklonale Antikorper nicht nur gezielt
an einem einzelnen Epitop binden, kann trotz Maskierung eine ausreichende Reaktion
stattfinden. Nachteilig tritt jedoch eine stirkere Hintergrundfiarbung auf und die Spezifizitit ist
niedriger. [71]

Die verwendeten Antikdrper binden an unterschiedlichen Aminoséureresten. Beide Antikdrper
sind flir den Gebrauch an menschlichem Gewebe getestet. Der Antikorper gegen den TRPC3-
Kanal richtet sich gegen die Aminosédurereste 822-835 des intrazelluliren C-Terminus des
Kanals der Maus [118]. Der Antikorper gegen den TRPC6-Kanal hingegen richtet sich gegen

die Aminosdurerest 24-38 des intrazelluldiren N-Terminus des Kanals der Maus [119].

5.2.4 Studienkollektiv und Kontrollgruppe

Es erfolgte keine vollstindige Autopsie der Korperspender. Lediglich die Informationen laut
Todesbescheinigungen lagen vor und sind in Tabelle 4 aufgefiihrt. Daher kénnen keine
Riickschliisse  etwaiger Einflussfaktoren der Krankengeschichte gezogen werden,

beispielsweise Effekte einer Radiatio im Halsbereich.

Des Weiteren liegt eine limitierte Fallzahl vor. Durch unvollstindige Probenreihen verkleinerte
sich das Kollektiv von urspriinglich elf auf sechs auswertbare Korperspender. Daher ist keine
Generalisierbarkeit der Befunde gestattet. Zudem wurde aufgrund der geringen Fallzahl ein
deskriptiver Ansatz gewéhlt. Deduktive Analysen zum Ableiten von Hypothesen waren mit der
geringen Fallzahl nicht moglich. Es sei jedoch erwéhnt, dass es sich bei dieser Arbeit um eine
erste explorative Untersuchung der TRPC3- und TRPC6-Kandle im humanen Glomus

caroticum handelt. Ziel war zunéchst der generelle Nachweis der Kanéle.

Zudem umfasst die vorliegende Arbeit keine Kontrollgruppe. Dies ergibt sich daraus, dass kein
Zugang zu Gewebe des Glomus caroticums junger, gesunder Menschen besteht. In zukiinftigen
Studien konnte ein Vergleich &lterer, multimorbider Kdrperspenden mit jiingeren, kranken
Individuen angestrebt werden, um spezifische Altersverdnderungen des Glomus caroticums

weiter zu charakterisieren.
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5.2.5 Artifizielle Verinderungen des untersuchten Gewebes

Die untersuchten Gewebeproben stammen aus Korperspenden, die postmortal fixiert wurden.
Wie aus Tabelle 4 ersichtlich, lag ein postmortales Intervall zwischen 26 und 81 Stunden bis
zur Fixierung vor. In dieser Zeit findet bereits Autolyse, insbesondere stoffwechselaktiver
Zellen wie endokriner Organe, in relevantem Ausma@ statt. Festgestellte Gefd3degenerationen
(vergleiche Absdtze 3.5 und 4.1) und postmortale Thromben fithren dazu, dass die
Perfusionslosung nicht sicher alle Glomerula in der Karotisbifurkation erreicht. Die
fortschreitende Autolyse betrifft auch das Glomus caroticum und ist ein mdglicher Grund dafiir,
dass sich ganze Zellen und keine distinkten Zellkompartimente in der IHC immunoreaktiv
zeigten. Ein weiterer Grund hierfiir diirfte die limitierte sterische Auflosung der Farbung mittels

DAB, das heif3t der Markierung eines Epitops durch eine Polymerreaktion, sein.

Sowohl die Polymerreaktion als auch die Autolyse sind mogliche Griinde fiir die beobachtete
Hintergrundfarbung. Des Weiteren konnte die zeitaufwéndige Entkalkung des Gewebesdazu
beitragen. Aufgrund starker GefdBverkalkungen der untersuchten Korperspender dauerte die
Vorbereitung der Mikrotomie etwa 8 Wochen. In dieser Zeit wirkte EDTA auf das unfixierte
Gewebe und alterierte dieses. Die geschilderte Problematik fiihrte zu vergleichsweise starker
Hintergrundfarbung trotz Auswahl der eingesetzten Antikorperkonzentrationen in einer

Verdiinnungsreihe (vergleiche Abschnitt 3.9).

5.3 Kontextualisierung mit vorhandenen Studien

Im Glomus caroticum der Ratte konnten bereits beide Kanile in den Glomuszellen Typ I sowie
in den Nervenfasern des Nervus sinus caroticus nachgewiesen werden [16]. Das Ergebnis der
erfolgten Literaturrecherche zeigte, dass bislang noch keine Studien zur Verteilung der TRPC3-
beziehungsweise TRPC6-Kanile im humanen Glomus caroticum vorliegen.

Des Weiteren wurde bislang noch keine kombinierte histomorphometrische und
histomorphologische Untersuchung des humanen Glomus caroticums durchgefiihrt. Mehrere
Untersuchungen des senilen Glomus caroticums liegen bereits vor [79], [23], [44], [115].
Andere Arbeiten verglichen altersbedingte Verdnderungen mit denen unter chronischer
Hypoxie [59]. Bei 30 % der 70-Jdhrigen liegt eine chronische Glomitis vor [39]. Zu
pathologischen Verinderungen aufgrund einer korpereigenen Gegenregulation kommt es auch
bei obstruktiver Schlafapnoe, Herzinsuffizienz oder essentieller Hypertonie [82]. Die erhohte

Sensitivitdt in Folge dessen wird als prognostisch ungiinstiger Faktor bei chronischer
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Herzinsuffizienz angesehen [81]. Eine Hyperplasie des Glomus caroticums kann auch eine
Folge von Umwelteinfliissen, wie dem dauerhaft erniedrigten Sauerstoffpartialdruck bei
Bewohnern von Hohenregionen, sein [6]. Da Sauerstoffmangel ein Faktor in der Tumorgenese
von Paragangliomen ist, weisen Hohenbewohner einer erhéhte Inzidenz auf [90].

Aufgrund der Beteiligung des Glomus caroticums in verschiedenen kardiovaskuldren
Erkrankungen wird eine Ablation fiir spezielle Krankheitsbilder diskutiert. Bei Ratten mit
chronischer Herzinsuffizienz konnte bei friihzeitiger Ablation kardiale Arrhythmien und eine

Verschlechterung der linksventrikuldren Ejektionsfraktion vermindert werden [25].

Gerade in den letzten Jahren riickte die Gruppe der TRP-Kandle in den Fokus von
Forschungsarbeiten. Da TRPC-Kanéle an der Funktion des kardiovaskuldren Systems beteiligt
sind, sollte ihre Rolle im Glomus caroticum weiter untersucht werden[19]. Manche Autoren
bezeichnen TRP-Kanalopathien als eigenen Krankheitstypusus [70]. Thre Rolle im Rahmen
kardiovaskulédrer Erkrankungen ist bereits mehrfach beschrieben. So kann die kombinierte
Unterdriickung von TRPC3- und TRPC6-Kanélen in Kardiomyozyten kardiale Hypertrophie
bei erhohter mechanischer Belastung des Herzmuskels vermindern [89]. Zu dem kann eine
verminderte Expression des TRPC3-Kanals durch Atherosklerose beigefiihrte Nekrosen
verringern [97]. Untersuchungen am Glomus caroticum der Ratte, bei der eine Blockade durch
den TRP-Kanal-Antagonisten 2-APB herbeigefiihrt wurde, resultierten in einer signifikanten
Senkung der Hypoxie-induzierten Ca®’-Ausschiittung [51].

5.4 Schlussfolgerungen

TRPC3- und der TRPC6-Kanile spielen eine wichtige Rolle in der Entstehung von
kardiovaskuldren Erkrankungen und werden daher als therapeutische Ansatzpunkte diskutiert.
Um TRPC3 und TRPC6 im humanen Glomus caroticum als pharmazeutisches Target nutzen
zu konnen, sind weiterfilhrende Untersuchungen zwangsldufig notwendig. In dieser Arbeit
wurde explorativ das Vorkommen und die Verteilung der Proteinexpression der Kanile
untersucht. Die Signale fir TRPC3 und TRPC6 hoben sich deutlich von der
Hintergrundfdarbung ab und zeigten sich primér in den Haupt- sowie Endothelzellen. Ein
ndchster Schritt wére beispielswiese die Untersuchung der Lokalisation der Kandle auf

intrazelluldrer Ebene durch konfokale Mikroskopie.
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Im hochgradig degenerierten Glomus caroticum (Spender 4 und 6) konnte keine klare
Signalauswertung stattfinden. An einem grof3eren Studienkollektiv konnte untersucht werden,
wie sich einzelne Degenerationsstadien des Glomus caroticums auf die Expression der Kanéle
auswirken. Das gleichzeitige Vorkommen von Degenerationen des Glomus caroticums und
Atheroskleorse suggeriert moglicherweise einen kausalen Zusammenhang. Weitere
Untersuchungen an einem grof3eren Studienkollektiv sowie des Pathomechanismus sind jedoch
erforderlich. Gegebenenfalls lieBen sich hieraus weitere therapeutische Ansatzpunkte

unabhingig der TRPC-Kanéle ableiten.

Das vermehrte Vorkommen von TRPC3 und TRPC6 in den Hauptzellen im Vergleich zu den
Stiitzzellen kann ein Hinweis auf den Einfluss von TRPC3 und TRPC6 fiir deren Funktion sein.
Die Blockade von TRP-Kanilen bei Ratten senkt die Hypoxie-induzierte Ca**-Ausschiittung
[51]. Daher konnten die TRPC3- und TRPC6-Kanile moglicherweise zu der Hypoxie-
bedingten Sekretion der Hauptzellen beitragen. Der weitere Einfluss konnte im Experiment der

kardiovaskuldren Funktion von knock-out Tieren untersucht werden.
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10.3 Abkiirzungsverzeichnis

°C
g
kg

ml

pm
pm?
mmHg
a

>
%

&
Ca?"-Kanal
K*-Kanal
2-APB
ADPKD

ARDS

ASICs
ATP
CaMK 1T
CiRB

COPD

C-Terminus

DAB

Grad Celsius

Gramm

Kilogramm

Milliliter

Mikroliter

Mikrometer

Quadratmikrometer

Millimeter Quecksilbersdule

Alpha

Grofer als

Prozent

Und

Calciumkanal

Kaliumkanal

2-Aminoethoxydiphenylboran

autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankung
akutes Atemnotsyndrom, aus dem Englischen:

acute respiratory distress syndrome

Acid-sensing ion channels

Adenosintriphosphat

Calcium-Calmodulin-abhéngige Proteinkinase II
Calmodulin-Inositol-1,4,5-triphosphat-Rezeptor-Bindungsstelle
chronisch obstruktive Lungenerkrankung, aus dem Englischen:
chronic obstructive pulmonary disease
Carboxy-Terminus

3,3’-Diaminobenzidin
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DAG Diacylglycerol

EDTA Ethylen-Diamin-Tetra-Acetat

ER Endoplasmatisches Retikulum

FSG Fokal-segmentale Glomerulosklerose

FSH Follikelstimulierendes Hormon

GABA Gamma-Aminobuttersdure, aus dem Englischen:

gamma-aminobutyric acid

GDNF Glial Cell line-derived neutrophic Factor
[HC Immunhistochemie

HE Himatoxylin-Eosin

HRP Horseredish-Peroxidase

IP3 Inositol-1,4,5-triphosphat

NEP Nitritpokelsalz-Ethanol-Polyethylenglykol
NGS Normal Goat Serum

N-Terminus Amino-Terminus

Orail Calcium release-activated calcium modulator
PBS Phosphatgepufferte Salzlésung

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
PKD Polycystic kidney disease

PLC Phospholipase C

ROCE Receptor-operated calcium entry

ROS reaktive Sauerstoffspezies

SOCE Store-operated calcium entry

STIM1 Stromal interacting molecule 1

TASK Twik-related acid sensing K+-channels
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TRP

TRPA-Kanal

TRPC-Kanal

TRPM-Kanal

TRPML-Kanal

TRPP-Kanal

TRPV-Kanal

UTP

Transient receptor potential channels
TRP-Kanal, Subfamilie ,,Ankyrin‘
TRP-Kanal, Subfamilie ,,Canonical”
TRP-Kanal, Subfamilie ,,Melastatin‘
TRP-Kanal, Subfamilie ,,Mucolipin
TRP-Kanal, Subfamilie ,,Polycistin®
TRP-Kanal, Subfamilie ,,Vanilloid*

Uridintriphosphat
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10.4 Materialliste

9.4.1 Chemikalien

Material

Hersteller

Citrat

Ref.: ab93678, Abcam AG, Cambridge, UK

3,3’-Diaminobenzidin (DAB)

Ref.: 7411-49-6, Vector Laboratories Inc,
Burlingham USA

Ethylen-Diamin-Tetra-Acetat

Zentrales Chemikalienlager der Universitét

des Saarlandes, Saarbriicken, Deutschland

Eosin Ref. 3137.1, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Essigsédure VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Formaldehyd Ref.: 27244 Otto Fischar GmbH & Co. KG,

Saarbriicken, Deutschland

Formaldehyd (zur Fixierung)

Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken,
Deutschland

Héamatoxylin

Ref. CNO04.1, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Horseredish-Peroxidase (HRP)

Ref.: A10547, Invitrogen AG, Carlsbad,
USA

Kaninchenserum Uberlassen von Prof. Dr. M. Jung,
Biochemie, Homburg

Klebstoff Roti-Histokitt, Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Natriumhydroxid Zentrales Chemikalienlager der Universitit

des Saarlandes, Saarbriicken, Deutschland
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Normal-Goat-Serum (NGS)

Ref.: NSO02L-1ML, Merck, Darmstadt,
Deutschland

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

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

Polyethylenglykol (NEP)

Otto Fischer GmbH & Co. KG, Saarbriicken,
Deutschland

Primérantikdrper TRPC3 Ref.: ACCO016, Alomone Labs, Jerusalem,
Israel

Primérantikérper TRPC6 Ref.: ACCO017, Alomone Labs, Jerusalem,
Israel

2-Propanol Zentrales Chemikalienlager der Universitit

des Saarlandes, Saarbriicken, Deutschland

Wasserstoffperoxid (H202)

Ref.: UN2014, Carl Roth GmbH & CO KG,
Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Chemikalien.
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10.4.2 Materialien

Material Hersteller

Deckglas Epredia, Fisher Scientific GmbH & CO. KG

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

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

Feuchtekammer Ref.: 21049, Plano GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Filterpapier Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

Foliensarg Pharaopack Europe, Wuppertal, Deutschland

Mikrotomklinge DB80, Leica Mikrosytseme Vertrieb GmbH,
Wetzlar, Deutschland

Objekttrager fiir HE Riomavix S.L., Calle de Almansa, Spanien

Objekttrager, silanisiert

Langenbrick GmbH, Emmendingen,
Deutschland

Fettstift ,,Dako Pen

Ref.: S200230-2, Agilent, Santa Clara, USA

Pipetten

Sarstedt AG & CO. KG, Niimbrecht,
Deutschland

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Materialien.
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10.4.3 Gerite

Geriit Hersteller

Gewebemiihle Pre Cellys; Peclab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland

Inkubator VWR International, Pennsylvania, USA

Kiihlanlage Thalheimer Kiihlung GmbH & Co. KG,

Ellwangen-Jagst, Deutschland

Karussell-Gewebeeinbetter

SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland

Mikroskop

Olympus BX43, Tokio, Japan

Mikroskop Software

Olympus cellSens Dimensions 4.2, Tokio,

Japan

Mikroskop Kamera Olympus DP23, Tokio, Japan

Mikrotom Ref.: RM2025, Heidelberg Instruments
Mikrotechnik GmbH

Paraffingussgerit mit Kélteplatte

SLEE medical GmbH, Mainz, Deutschland

Paraffinstreckbad Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel, Deutschland

Wirmeplatte VWR International, Pennsylvania, USA

Wirmeschrank Ref.: 51014550, Thermo Fisher Scientific
Incorporation, Massachusetts, USA

Wasserbad GFL mbH, Burgwedel, Deutschland

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Gerdite.
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10.5 Arbeitsschritte Probeneinbettung

Arbeitsschritt Losungsmedium Lagerungsdauer in Minuten
1 Isopropanol 70%ig 180
2 Isopropanol 80%ig 90
3 Isopropanol 90%ig 90
4 Isopropanol 100%ig 90
5 Isopropanol 100%ig 90
6 Methylbenzoat 90
7 Methylbenzoat 90
8 Methylbenzoat 90
9 Paraffin 120
10 Paraffin 120

Tabelle 5: Arbeitsschritte der Probeneinbettung nach [3] und wie in Abschnitt 3.6
,, Probeneinbettung “ beschrieben.
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10.6 Arbeitsschritte HE-Firbung

Arbeitsschritt Chemikalie Dauer

1 Xylol 5 Minuten

2 Xylol 5 Minuten

3 Xylol 5 Minuten

4 100%ig 2-Propanol 5 Minuten

5 90%ig 2-Propanol 5 Minuten

6 80%ig 2-Propanol 5 Minuten

7 Himatoxylin 8 Minuten

8 Destilliertes Wasser Einige Sekunden
9 Leitungswasser 12 Minuten

10 Destilliertes Wasser 30 Sekunden

11 Eosin 2 Minuten 30 Sekunden
12 90%ig 2-Propanol Einige Sekunden
13 90%ig 2-Propanol 5 Minuten

14 100%ig 2-Propanol 5 Minuten

15 100%ig 2-Propanol 5 Minuten

16 Xylol 5 Minuten

17 Xylol 5 Minuten

18 Xylol 5 Minuten

Tabelle 6: Arbeitsschritte der HE-Fdrbung nach [3] und wie in Abschnitt 3.8 ,, Hamatoxylin-

Eosin-Fdrbung “ beschrieben.
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10.7 Immunhistochemie

10.7.1 Herstellung der Losungen

Gewiinschte Losung

250 ml 1%ige Citratpufferlosung

Menge der Grundsubstanzen
247,5 ml destilliertes Wasser,

2,5 ml Citrat

100 ml 3%ige Wasserstoffperoxid Losung

91,43 ml phosphatgepufferte Salzlosung
(PBS)

8,57 ml Wasserstoffperoxid

1 ml HRP, Verdiinnung 1:50

20 ul HRP

980 ul NGS Blockierlosung

1 ml HRP, Verdiinnung 1:500

100 ul HRP, Verdiinnung 1:50

900 pul NGS Blockierldsung

Tabelle 7: In der Versuchsvorbereitung anzusetzende Losungen.
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10.7.2 Arbeitsschritte

Tag der Versuchsdurchfiihrung

urchzufiihrender Schritt

1.Tag Vorbereitung der Losungen in gewlinschter
Konzentration

1.Tag Anfertigung Feuchtkammer

1.Tag Citratpuffer vorwéirmen

1.Tag Entparaffinierung

1.Tag Demaskierung der Epitope

1.Tag Blockierung

1.Tag Auftragen der Primédrantikorper

2.Tag Peroxidase-Inaktivierung

2.Tag Auftragen des Sekundirantikorpers

2.Tag DAB-Férbung

2.Tag Gegenfirbung

2.Tag Entwésserung

2.Tag Deckglas applizieren

Tabelle 8: Arbeitsschritte der IHC nach Protokoll des Anatomischen Instituts der Universitdt

des Saarlandes.
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10.8 Movat-Pentachrom nach Verhoff-Farbung

Arbeitsschritt Chemiekalie Dauer

1 Xylol 3x5Minuten

2 100%ig 2-Propanol 5 Minuten

3 90%ig 2-Propanol 5 Minuten

4 80%ig 2-Propanol 5 Minuten

5 70%ig 2-Propanol 5 Minuten

6 Destilliertes Wasser 2x 2 Minuten

7 3%ig Essigsédure 30 Sekunden

8 1% Alcianblau 30 Minuten

9 Leitungswasser 2 Minuten

10 Verhoft Gebrauchslosung 8 Minuten

11 1%ig Eisen-(I11)-Chlorid 1 Minute

12 Leitungswasser 10 Minuten

13 Brilliant-Crocein- 3 Minuten
Saurefuchsinldosung

14 1%i1g Essigsdure 30 Sekunden

15 2%ig Phosphorwolframsaure 15 Minuten

16 1%ig Essigséure 30 Sekunden

17 99%ig Ethanol 1x3 Minuten, 1x15 Minuten

18 Safron-du-Gatinais 15 Minuten

19 99%ig Ethanol 2x 2 Minuten

20 Xylol 2x 10 Minuten

Tabelle 9: Arbeitsschritte der Movat-Pentachrom nach Verhoff-Fdarbung nach [31].
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