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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Neurologische Erkrankungen zdhlen weltweit zu den hdufigsten und belastendsten
Krankheitsbildern. Im Zuge des demografischen Wandels gewinnen insbesondere
neurodegenerative Erkrankungen wie zerebrale Ischimie und Demenz zunehmend an
Bedeutung. Gleichzeitig sind die Therapieoptionen vieler neurologischer
Erkrankungen sehr begrenzt.

Der nicht-selektive Calciumkanal TRPC6 scheint an der Pathogenese verschiedener
Neuropathologien wie zerebraler Ischdmie, Alzheimer, Epilepsie und Gliome
unmittelbar beteiligt zu sein. Ein immunhistochemischer Nachweis des Kanalproteins
im menschlichen Hippocampus und Kleinhirn ist laut aktueller Studienlage bislang
nicht erfolgt und wird erstmals durch diese Arbeit bereitgestellt.

In der vorliegenden Arbeit wurden elf Hippocampi aus sechs Kdrperspendern des
Anatomischen Instituts des Saarlandes aufbereitet und immunhistochemisch auf die
Expression des TRPC6-Kanalproteins untersucht. Des Weiteren wurden ergénzend
zwel Préiparate des menschlichen Kleinhirns aus einem Korperspender und zwei
Proben menschlicher Glioblastome aus Patienten des Universititsklinikums des
Saarlandes untersucht.

Ein Farbnachweis fiir das TRPC6-Kanalprotein zeigte sich immunhistochemisch im
menschlichen Hippocampus in Kdrnerzellen des Gyrus dentatus, in Pyramidenzellen
des Cornu ammonis (CA1-CA4) und des Subiculums sowie in subzelluldren
Strukturen des Stratum moleculare und multiforme des Gyrus dentatus. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass TRPC6 in diesen Regionen exprimiert wird und als
Mediator der Calciumhomdostase wesentlich an der synaptischen Plastizitdt und

Gedichtnisbildung des Menschen beteiligt ist. In Ubereinstimmung mit bisherigen



1 Zusammenfassung

Studien am Tiermodell zeigte sich im menschlichen Kleinhirn ein Farbnachweis fiir
das TRPC6-Kanalprotein immunhistochemisch in inhibitorischen Purkinje-Zellen und
inhibitorischen Golgi- und Sternzellen. Im Einklang mit bestehenden Studien konnte
aulerdem ein Farbnachweis fir das TRPC6 Kanalprotein in menschlichen
Glioblastomen beobachtet werden.

Zusammenfassend sind die Ergebnisse hinweisend auf eine Expression von TRPC6
im menschlichen Hippocampus, Kleinhirn und in menschlichen Glioblastomen. Sie
unterstreichen die Relevanz des TRPC6-Kanalproteins fiir die Neurophysiologie des
Menschen und thematisieren sein Potenzial als mogliches zukiinftiges Therapieziel fiir

verschiedene neurologische Krankheitsbilder.



2 Summary

2 Summary

Neurological diseases are among the most common and debilitating conditions
worldwide. In the wake of demographic change, neuropathologies such as cerebral
ischemia and dementia are becoming increasingly significant. At the same time, the
treatment options for many neurological diseases are very limited.

The non-selective calcium channel TRPC6 appears to be directly involved in the
pathogenesis of various neurological diseases such as cerebral ischemia, Alzheimer's
disease, epilepsy and glial cancer.

According to current studies, immunohistochemical detection of the channel protein
in the human hippocampus and cerebellum has not yet been achieved and is provided
for the first time in this study.

In the present study, eleven hippocampi from six body donors at the Anatomical
Institute of Saarland University were processed immunohistochemically and examined
for the presence and distribution of the TRPC6 channel protein.

In addition, two preparations of the human cerebellum from a body donor and two
samples of human glioblastomas from patients at Saarland University Medical Center
were examined. Immunohistochemical staining revealed TRPC6 channel protein
expression in the human hippocampus in granule cells of the dentate gyrus, in
pyramidal cells of the cornu ammonis (CA1-CA4) and subiculum, and in subcellular
structures of the stratum moleculare and multiforme of the dentate gyrus. The results
suggest that TRPC6 is expressed in these regions and, as a mediator of calcium
homeostasis, plays an important role in synaptic plasticity and memory formation in
humans. In line with previous studies in animal models, immunohistochemical

staining for the TRPC6 channel protein was observed in inhibitory Purkinje cells and



2 Summary

inhibitory Golgi and stellate cells in the human cerebellum. Consistent with existing
studies, staining for the TRPC6 channel protein was also observed in human
glioblastomas.

In summary, the results indicate TRPC6 expression in the human hippocampus,
cerebellum and human glioblastomas. They underline the relevance of the TRPC6
channel protein for human neurophysiology and highlight its potential as a possible

future therapeutic target for various neurological conditions.
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3 Einleitung

3.1 Die TRP-Kanal-Superfamilie

3.1.1 Relevanz

Die Transient Receptor Potential (TRP)-Kanal-Superfamilie bezeichnet eine Familie
membranintegraler Proteine, die eine Permeabilitdt fiir Natrium, Kalium Calcium oder
Magnesium aufweisen [39].

Die meisten TRP-Kandle fungieren als Calcium permeable nicht-selektive
Kationenkanile an der Plasmamembran [104]. Sie werden in einer Vielzahl von
multizelluldren Organismen, inklusive des Menschen exprimiert und nehmen eine
zentrale Rolle fiir verschiedene physiologische Prozesse ein [160].

Neben der Bedeutsamkeit fiir zahlreiche sensorische Funktionen wie unter anderem
Pheromon-Signalisierung, Geschmackstransduktion, Nozizeption, Sehvermdgen und
Temperaturempfinden wirken die TRP-Kandéle als Signalintegratoren und spielen eine
entscheidende Rolle bei homdostatischen Funktionen wie Osmoregulation, Calcium-
und Magnesium-Riickresorption sowie Muskelkontraktion und vasomotorischer
Kontrolle [104].

Das Forschungsfeld der TRP-Kanile hat in den letzten Jahren enorm an Bedeutung
gewonnen: Neben ihrer Beteiligung an der Genese nephrologischer, kardiovaskuldrer,
pulmologischer und onkologischer Krankheitsbilder nehmen die TRP-Kanile — und
vor allem der TRPC6-Kanal — eine entscheidende Rolle innerhalb der Physiologie und
Pathophysiologie des Zentralen Nervensystems (ZNS) ein [22,118,128,131]. Die
wachsenden Erkenntnisse iiber Physiologie, Struktur, Funktionen und das

Expressionsspektrum der TRP-Kanalfamilie ebnen zusammen mit der Entdeckung
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3 Einleitung

neuer Substanzen zur Modulation ihrer Funktion den Weg fiir die Entwicklung neuer

Therapieansitze in der Medizin.

3.1.2 Ursprung und Namensgebung

Der Ursprung des Begriffes TRP (transient receptor potential) liegt in der 1969 von
Cosens und Manning isolierten Mutante von Drosophila melanogaster (Fruchtfliege),
die im Elektroretinogramm auf langanhaltende Lichtreize mit einem transienten
Rezeptorpotential reagierte [29]. 20 Jahre spdter gelang die Kodierung des
sogenanntem TRP-Gens durch Wong, Montell und Rubin [97,175]. Bei dem
Transkript handelte es sich um ein Sechs-Transmembran-Segmentprotein, das als
nicht selektiver Calcium permeabler Kationenkanal fungiert [53]. Mithilfe der PCR-
Klonierung konnte nachgewiesen werden, dass Homologe des TRP-Proteins auch in
anderen Arten exprimiert werden [114]. Sie wurden unter dem Begriff der TRP-Kanal-

Superfamilie zusammengefasst.

3.1.3 Einteilung

Die Einteilung der Superkanalfamilie erfolgt auf Grundlage der Sequenzhomologie in
diec sieben Unterfamilien TRPC (canonical/classical), TRPV (vanilloid),
TRPM (melastin), TRPN (NO-mechano-potential), TRPA (ankyrin),
TRPP (polycystin) und TRPML (mucolipin) [160]. Sechs der sieben Unterfamilien
werden in Sdugetieren exprimiert. Eine Ausnahme bilden die TRPN-Kanile, welche
jedoch in einigen Wirbeltieren vorkommen [98]. Man vermutet, dass der Ursprung der
TRP-Kanéle weit vor der Entstehung der metazoischen Organismen liegt, da die
Expression einer weiteren mutmaBlichen Unterfamilie TRPY (yeast) in Pilzen

nachgewiesen wurde [30,112,160].
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3.1.4 Allgemeine Struktur der TRP-Kanile

TRP-Proteine bestechen aus sechs Transmembrandomdnen (S1-S6), einer
porenbildenden Schleife, die zwischen den Transmembransegmenten S5 und S6
lokalisiert ist, sowie den zytosolischen Amino- und Carboxyltermini [110]. Eine
spannungssensordhnliche Doméne, wie sie auch in spannungsgesteuerten K*-, Na*-
und Calciumkanélen vorhanden ist, wird durch die ersten vier Transmembran-alpha-
Helices (S1-S4) gebildet [163]. Die intrazelluldren Amino- und Carboxyltermini sind
in ihrer Lange variabel und enthalten eine Vielzahl unterschiedlicher Strukturmotive
[110]. Die Transmembranproteine kénnen zu Tetrameren assemblieren [104]. Dabei
wurde die Bildung von homo- und heterotetrameren Kanélen beschrieben [15,23].
Abbildung 1B veranschaulicht den tetrameren Aufbau.

TRPC-, TRPM- und TRPN-Kanile besitzen alle eine TRP-Domidne (EWKFAR),
welche dem sechsten Transmembransegment folgt [160]. Ein weiteres
Strukturmerkmal vieler TRP-Proteine ist das Vorhandensein von Ankyrin Repeats im
Aminoterminus, welche eine wesentliche Rolle bei der Tetramerisierung des Kanals
und der Interaktion mit anderen Proteinen und Liganden einzunehmen scheinen [45].
Die Fahigkeit zur Bildung funktionell aktiver Homo- und Heterotetramere stellt eine
effektive Moglichkeit zur Modulation ihrer biophysikalischen Eigenschaften dar
[131]. Abbildung 1 veranschaulicht die genannten Strukturmerkmale der TRP-

Proteine.
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A @

I e
i

T2 U U TRP-Box
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repeats

Abbildung 1: Strukturmerkmale der TRP-Kanal-Superfamilie

A: Aufbau einer Kanaluntereinheit (Monomer), eigene Darstellung, modifiziert nach

Clapham et al., 2001 [27]

B: Tetramere Struktur der TRP-Kanile, eigene Darstellung, modifiziert nach

Watanabe et al., 2009 [170]
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3.1.5 Aktivierungsmechanismen der TRP-Kanile

Die Aktivierung der TRP-Kanile kann iiber eine Vielzahl unterschiedlicher und
spezifischer Aktivierungsmechanismen erfolgen, wobei diese innerhalb einer
Unterfamilie nochmals variieren konnen [160].

Zu den Mechanismen des TRP-Kanal-Gatings zdhlen neben  der
Spannungsabhéngigkeit  vieler =~ TRP-Kanile die Aktivierung durch
Membranphospholipide, Liganden und Phosphorylierungsprozesse [104]. Man geht
davon aus, dass positiv geladene Lysin- und Argininreste im Transmembransegment
S4 an der Spannungserkennung beteiligt sind [161]. Einige TRP-Kanéle, darunter auch
TRPC6, werden direkt {iber den Lipidbotenstoff Diacylglycerin (DAG) und dessen
Metaboliten, die mehrfach ungesittigten Fettsduren, aktiviert [59,93].

Des Weiteren konnen TRP-Kanéle durch chemische (Sauren, Lipide), thermische und
mechanische Reize sowie den osmotischen Druckgradienten aktiviert werden
[99,100,103,113,122]. Als ein beriihmter Vertreter ist TRPV1 zu nennen. Der
temperaturempfindliche Kanal fungiert als Hitze-Sensor und wird chemisch durch das
in Paprika- und Chilischoten enthaltene Capsaicin aktiviert [18].

Neben der Vielfalt an Aktivierungsmechanismen werden auch Gemeinsamkeiten
innerhalb einzelner TRP-Kanal-Unterfamilien beschrieben: So werden alle
klassischen TRP-Kanile, einschlieSlich TRPC6 iiber Signalwege aktiviert, die zu
einer Stimulation der Phospholipase C (PLC) fiithren [99]. Eine detaillierte Darstellung

der Physiologie des TRPC6-Kanals folgt in Kapitel 3.1.6.3.
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3.1.6 TRPCé6

3.1.6.1 Grundlagen

Der TRPC6 Kanal gehort zur Unterfamilie der kanonischen bzw. klassischen TRP-
Kandle, welche auch als TRPC-Kanidle (Transient Receptor Potential
Canonical/Classical) bezeichnet werden, und innerhalb der TRP-Kanal-Superfamilie
die grofite Sequenzhomologie mit den urspriinglichen TRP-Proteinen aus Drosophila
melanogaster aufweisen [157]. Bei den TRPC-Kanélen handelt es sich um nicht-
selektive Kationenkandle, deren Aktivierung hauptséchlich zu einem Natrium- oder
Calciumeinstrom fiihrt [163]. Interessanterweise weist TRPC6 eine etwa sechsfach
hohere Permeabilitit gegeniiber Calciumionen als gegeniiber Natriumionen auf [95].
Die Kanalaktivierung fiihrt zu einer Depolarisation der Zellmembran und zu einer
Erhohung der zytosolischen Calciumionenkonzentration [34,163].

Der menschliche TRPC6-Genlokus befindet sich auf Chromosom 11, wodurch
Mutationen dieses Gens Minner und Frauen gleichermaBlen betreffen konnen
[31,128]. Die TRPC-Familie umfasst insgesamt sieben Mitglieder (TRPC1-7), wobei
der TRPC2-Kanal als Pseudogen beim Menschen nicht exprimiert wird [91]. Unter
strukturellen und funktionellen Gesichtspunkten lassen sich die TRPC-Kanile in die
vier Untergruppen TRPCI1, TRPC2, TRPC4/5 und TRPC3/6/7 gliedern [160,163].
Sowohl ihre 70- bis 80-prozentige Sequenzhomologie als auch die Empfindlichkeit

gegeniiber DAG sind Gemeinsamkeiten der TRPC3/6/7-Kanalfamilie [59,105].
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3.1.6.2 Proteinstruktur

Die Struktur des TRPC6 konnte bisweilen noch nicht vollstindig aufgeldst werden,
allerdings leistete die Kryo-Elektronenmikroskopie einen wesentlichen Beitrag zur
Aufschliisselung der molekularen Identitit des TRPC6-Kanals und forderte die

Entwicklung neuer Modulatoren [5,151].

\
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Plasmamembran
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N - Terminus

L)

C-Terminus

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aufbaus einer TRPC6-Kanaluntereinheit

Eigene Darstellung in Anlehnung an Tang et al., 2018 [151] und Azumaya et al.,

2018 [5]

Die Grundziige der TRPC6-Kanalarchitektur richten sich nach den in Kapitel 3.1.4.
beschriebenen allgemeinen Strukturmerkmalen der TRP-Kanéle.
Die Zusammenschliisse aus jeweils vier der charakteristischen Kanaluntereinheiten

bilden eine zweischichtige Architektur bestehend aus einer intrazelluldren
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zytoplasmatischen Doméne (ICD) und einer transmembranen Domédne (TMD) und
weisen eine vierfache Symmetrie auf [22,151].

Ein gemeinsames Merkmal aller TRP-Kanile ist die sogenannte TRP-Helix oder TRP-
Doméne mit dem charakteristischen Motiv ,,EWKFAR®, welche am Ubergang von
TMD und ICD lokalisiert ist und von der angenommen wird, dass sie fiir das Kanal-
Gating entscheidend ist [151,163]. Die TMD enthélt die spannungssensor-dhnliche
Doméne (S1-S4) sowie die Ionenkanalpore, die durch die vierfach symmetrische
Anordnung der Transmembransegmente S5 und S6 gebildet wird und den
Selektivitétsfilter des Kanals bildet [5,22,151]. Die Léange der S3-Helix ist
kennzeichnend fiir den TRPC6-Kanal, da sie um genau drei Windungen lénger als die
S3-Helix anderer TRP-Kanéle ist und somit einen charakteristischen Vorsprung der
TMD in den Extrazellularraum formt [151].

Ein gemeinsames Strukturmerkmal aller TRPC-Kandle, welches ICD und TMD
miteinander verbindet ist der Prd-S1-Bogen, eine dreifach helikale Region, die zur
Hilfte in die Plasmamembran eingebettet ist und vor der transmembranen S1-Helix
lokalisiert ist [151,163]. Die ICD, die in ihrer Gesamtheit durch die N- und C-
terminalen Strukturen der Untereinheiten gebildet wird, &hnelt strukturell einer
umgekehrten kuppelartigen Kammer, die dem Zytosol zugewandt ist [5,22,151]. Sie
enthdlt Proteinbindungsstellen zur Modulation des TRPC6-Kanal-Gatings und
fungiert als Ort der Signalerfassung, indem Signale aus dem Intrazellularraum {iber
die TRP-Doméne an die TMD weitergeleitet werden [5,151].

Als funktionelle Bindungsstelle innerhalb der ICD wurde u.a. das sogenannte CIRB
(calmodulin and IP3 receptor binding)-Motiv beschrieben, das in allen TRPC-Kanilen
vorhanden ist und Bindungsstellen fiir Calmodulin und Inositoltriphosphat (IP3)

enthdlt [163]. Das N-terminale Ende der TRPC6-Untereinheiten wird von vier
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Ankyrin Repeats (AR1-4) gebildet, an welche sich neun alpha-helikale Segmente, die
sogenannten Linker-Helices (LHs) in Richtung TMD anschlieBen [5,151,163].

Der zytoplasmatische C-Terminus ist insgesamt kiirzer als der N-Terminus und
beinhaltet zweli tiber einen kurzen Linker verbundene Helices, ndmlich die C-terminale
Helix 1 (CHI) und die C-terminale Helix 2 (CH2) [5,151]. Zwischen CH1 und der
charakteristischen TRP-Doméne ist der TRP-Reentrant lokalisiert — eine
Wiedereintrittsschleife, die sowohl mit dem Pra-S1-Bogen als auch der S1-Helix
interagiert [151,163]. CHI1 bildet nach dem Austritt der C-terminalen
zytoplasmatischen Doméne aus der TMD eine horizontale Verbindungshelix, die
parallel zur Membran und antiparallel zur TRP-Doméne ausgerichtet ist und sich mit
der vertikalen senkrecht zur Membran verlaufenden CH2 verbindet [5,151,163]. Im
tetrameren Konstrukt kreuzen sich die horizontalen Verbindungshelices der vier
Untereinheiten im rechten Winkel zueinander [5]. Die vertikalen Helices bilden in
ihrer Gesamtheit ein charakteristisches vierhelikales Biindel, die sogenannte Coiled-
Coil [5,151].

TRPC6 ist ebenso wie TRPC3 und TRPC7 fihig homo- und heterotetramere
Zusammenschliisse zu bilden [157]. Umfangreiche Wechselwirkungen zwischen den
vier Kanaluntereinheiten tragen zum tetrameren Zusammenbau des Komplexes bei
und befinden sich vor allem im Bereich der zytosolischen Doménen einschlieBlich der
N-terminalen Ankyrin-Repeats, der C-terminalen Verbindungshelices und der Coiled-

Coil [151].
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3.1.6.3 Physiologie

Abbildung 3: Wichtige Regulationsmechanismen der TRPC6-Kanalaktivitét

Eigene Darstellung, modifiziert nach Sun et al., 2014 [148]

Das Gating des TRPC6-Kanals ist komplex und wird durch zahlreiche Faktoren
beeinflusst, die bis heute noch nicht vollstindig erforscht sind [34].

TRPC6 wurde als stark rezeptorgesteuerter Kanal mit geringer Basalaktivitit
identifiziert [59]. Die Aktivierung erfolgt unter anderem durch Agonisten
heterotrimerer G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (G Protein-coupled receptors,
GPCRs), die iiber den Phospholipase C (PLC) -Weg signalisieren [22,59].

Bindet ein Agonist an den GPCR vom Typ Geg11 wird eine Signalkaskade initiiert, die
uv.a. zur PLCB;-vermittelten Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphophat
(PIP2) zu Diacylglycerin (DAG) und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) fiihrt [22,163].
Neben der indirekten Aktivierung liber GPCRs wurde auch eine direkte Aktivierung

von TRPC6 durch DAG und Derivate der Arachidonsdure beschrieben [59,157].
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Die DAG-Empfindlichkeit ist entgegen friitheren Meinungen kein exklusives Merkmal
der TRPC3/6/7-Familie und konnte auch fiir TRPC2 und TRPCS5 nachgewiesen
werden [81]. Der durch diese rezeptorvermittelte Aktivierung ausgeloste
Calciumeinstrom  wird als  rezeptoroperierter  Calciumeinstrom (ROCE)
bezeichnet [33].

Eine Erhohung des intrazelluliren Ca?* wird unabhingig von einer TRPC6-
Kanalaktivierung jedoch auch durch das im PLC-Weg anfallende IP; hervorgerufen,
welches durch Bindung an Rezeptoren des Endoplasmatischen Retikulums (ER) die
Freisetzung von gespeichertem Ca?* aus dem ER induziert [123].

Zusitzlich zu dem ROCE wird in der Literatur ein speicheroperierter Calciumeinstrom
(SOCE) bzw. kapazitativer Calciumeinstrom durch TRPC6-Kanile diskutiert [33].
Gemeint ist ein Calciumeinstrom durch Aktivierung speichergesteuerter Kanile der
Plasmamembran infolge einer Erschopfung der Calciumspeicher im ER, erstmals
beschrieben durch James Putney Jr. [119].

Kiirzlich wurde gezeigt, dass TRPC6, Orai2 (calcium release-activated calcium
modulator 2) und STIM2 (stromal interaction molecule 2) am neuronalen
speicheroperierten Calciumeintrag beteiligt sind [190,191]. STIM2 fungiert hierbei im
ER als Sensor fiir die Calciumkonzentration und fiihrt im Falle eines Calciumabfalls
iiber eine Interaktion mit Orai2- und TRP-Kanilen in der Plasmamembran zu einem
Calciumeinstrom [190].

Eine Beeinflussung der TRPC6-Kanalaktivitit erfolgt auBerdem durch Protonen, die
u.a. bei der PLCB;-vermittelten Hydrolyse anfallen und insgesamt eine hemmende
Wirkung auf die Kanalaktivitdt zeigen [135]. Fiir PIP; und seine Vorstufen wurde
ebenfalls ein gering hemmender Effekt auf die TRPC6-Kanal6ffnung nachgewiesen
[163]. Durch seine Rolle als Substrat fiir die PLCB;-vermittelte DAG-Synthese besitzt

PIP; jedoch auch aktivierende Eigenschaften [68,163]. Die Regulation des TRPC6-
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Kanals erfolgt auerdem iiber das sogenannte CIRB-Motiv, das eine Bindung von
Phosphoinositiden (z. B. PIP»/PIP3) oder Calmodulin erlaubt [79]. Die Bindung von
Phosphoinositiden wie PIP, /PIPs fiihrt zur Unterbrechung der Calmodulin-Bindung
und reguliert auf diese Weise die Calmodulin vermittelte Hemmung des TRPC6-
Kanals [79]. Calcium, welches fiir die Bindung von Calmodulin an TRPC6
erforderlich ist, kann sowohl aktivierend als auch hemmend auf die TRPC6-
Kanalaktivitat wirken [12,140].

Ein weiterer Regulationsmechanismus besteht in der Proteinkinase-C (PKC)-
abhéngigen Phosphorylierung des TRPC6-Kanals oder der GPCRs [14,21]. Die PKC
wird DAG abhingig aktiviert und fiihrt iber Phosphorylierung nachweislich zu einer
Hemmung der TRPC6-Kanalaktivitét [14]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
TRPC6 durch H>O» iiber einen von Cysteinoxidation abhidngigen Weg aktiviert
werden kann [49]. Nicht zuletzt ist die Mechanosensitivitdit des TRPC6-Kanals zu
nennen und seine Stimulation durch dehnungsinduzierte Ausdiinnung der

Plasmamembran [144].

3.1.6.4 Pathophysiologische Relevanz

Der TRPC6-Kanal wird in verschiedenen Organen exprimiert und ist durch seine
Calciumionen-Permeabilitit an diverse Signalwegen und einer Vielzahl von
physiologischen Prozessen beteiligt [22,128,163]. Er wird unter anderem in Nieren,
Muskeln, Herz, Lunge und im Gehirn des Menschen exprimiert [41,69,126,164,182].
Mithilfe von Studien an Human- und Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass eine
Funktionsstorung des TRPC6-Kanals unmittelbar an der Krankheitsentstehung
beteiligt ist. Eine mogliche Relevanz konnte unter anderem fiir kardiale, pulmonale,
vaskuldre, renale, onkologische sowie neurologische Pathologien nachgewiesen

werden [128,163].
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3.1.6.4.1 TRPCS6 in der Kardiologie

Im Bereich der Kardiologie stellt TRPC6 moglicherweise ein Ziel der
Kardioprotektion dar. Xie et al., 2012 wies am Mausmodell nach, dass eine kardiale
Uberexpression des Kationenkanals mit Herzumbau und -hypertrophie assoziiert ist
[178]. Diese Vermutung wird durch weitere tierexperimentelle Studien bestétigt, in
welchen TRPC6-Inhibitoren die Herzfunktion schiitzten, indem sie die pathologische
Herzhypertrophie und ein stressinduziertes kardiales Remodeling hemmten [87,136].
Als zugrundeliegenden Mechanismus vermuten die Autoren eine Hemmung des
Angiotensin-II-Signalwegs. Nikolova-Krstevski et al., 2017 konnte zudem zeigen,
dass TRPC6 als Vorhof-Mechano-Sensor den parakrinen Crosstalk zwischen atrialem
Endokard und atrialen Kardiomyozyten reguliert und so moglicherweise
Vorhofflimmern verhindern kann [102]. Jacobs et al., 2022 lieferte Hinweise fiir eine
immunhistochemische Expression des TRPC6-Kanalproteins in humanem kardialen
Gewebe, insbesondere in Kardiomyozyten und intramuskuldren Arteriolen, und
unterstiitzt die bestehenden Vermutungen iiber die Rolle von TRPC6 fiir die

Pathophysiologie des Herzens [69].

3.1.6.4.2 TRPC6 in der Pulmologie

TRPC6 scheint weiterhin an der Pathogenese verschiedener pulmonaler Erkrankungen
beteiligt zu sein. Das Spektrum reicht von Mukoviszidose iiber die chronisch
obstruktive Lungenerkrankung (COPD), Asthma, Lungenddem und Lungenfibrose bis
hin zur pulmonalen Hypertonie [3,43,58,128,169,171,183].

Es wurde eine TRPC6-Expression in den glatten Muskelzellen und bronchialen
Epithelzellen der menschlichen Atemwege nachgewiesen [28]. AuBerdem konnte
gezeigt werden, dass TRPC6 u.a. DAG-vermittelt sowie liber die Aktivierung des toll-

like receptor 4 (TLR4) zu einem Calciumeinstrom in die Lungenendothelzellen und
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einer Erhohung der endothelialen Permeabilitét fiihrt [152]. Passend hierzu wird eine
Beteiligung von TRPC6 an der Entstehung von Lungenfibrose und Lungenédemen
vermutet [58,124,171].

Auch fiir die Pathophysiologie der Covid-19-Pneumonie wird eine Beteiligung des
TRPC6-Kanals vermutet. In der erkrankten Lunge konnte immunhistochemisch eine
erhohte TRPC6-Proteinexpression in entziindlichen Lasionen, zelluldren Infiltraten,
fibrosiertem Gewebe und in erweiterten Kapillaren festgestellt werden [82]. Mehrere
Studien konnten dariiber hinaus eine mogliche Beteiligung von TRPC6 im Rahmen
der Hypoxie-vermittelten pulmonalen Vasokonstriktion nachweisen [55,89,165,177].
Chronische Hypoxie konnte als Aktivator des TRPC6-Kationenkanals im Ratten und
Mausmodell identifiziert werden und erh6hte zugleich dessen Expression [165].

Zhao et al., 2022 brachte den GefdBumbau von Patienten mit pulmonaler arterieller
Hypertonie in direkten Zusammenhang mit dem TRPC6-vermittelten Ca**-Fluss in
humanen pulmonalarteriellen Endothelzellen und zeigte TRPC6 in der Lunge als
mechanosensitiven durch Membrandehnung aktivierbaren Kationenkanal [193]. Die
Ergebnisse der Studie lassen an neue therapeutische Moglichkeiten der pulmonal
arteriellen Hypertonie durch den gezielten Einsatz negativer TRPC6-
Kanalmodulatoren denken.

Fiir die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) konnte gezeigt werden, dass
die Proliferation glatter Muskelzellen in vitro durch Noxen wie Nikotin ausgeldst und
vermutlich iiber einen TRPC6-abhédngigen Signalweg vermittelt wird [61]. Dariiber
hinaus wird angenommen, dass die Aktivierung von Alveolarmakrophagen, die eine
Schliisselrolle in der Pathogenese dieser Krankheit einnimmt, vom TRPC6-

vermittelten Calciumeinstrom abhingt [43,128].
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3.1.6.4.3 TRPC6 in der Nephrologie

Auch im Bereich der Nephrologie scheint TRPC6 an der Pathophysiologie einiger
Erkrankungen beteiligt zu sein. Immunhistochemisch wurde bereits eine Expression
des Kanalproteins in den Glomeruli, den parietalen Epithelzellen der Bowman Kapsel,
im Tubulussystem sowie in den Sammelrohren der menschlichen Niere nachgewiesen
[41]. Mehrere Studien zeigten, dass eine erhohte Aktivitidt des TRPC6-Kanals zu einer
Ca*"-vermittelten Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts in den Podozyten fiihrt
und moglicherweise an der Pathogenese der Proteinurie beteiligt ist [65].

Eine gestdrte Kanalfunktion im Sinne einer Uberexpression von TRPC6 konnte
pathophysiologisch in direkten Zusammenhang mit dem Auftreten der familidren
fokalsegmentalen Glomerulosklerose, der Nierenfibrose und der diabetischen
Nierenerkrankung gebracht werden [87,125,146,174,176] Dabei konnte gezeigt
werden, dass Angiotensin II die Expression des Kationenkanals erhoht. Als
zugrundeliegender Mechanismus wird die Aktivierung der NADPH-Oxidase durch
Angiotensin II diskutiert, was wiederum zur Freisetzung von H>O; und letztlich zur

Aktivierung des redoxsensitiven TRPC6-Kanals fiihrt [66,67].

3.1.6.4.4 TRPC6 in der Onkologie

Im Bereich der Onkologie zeigt sich der Kationenkanal von besonderer Bedeutung. Er
wird von Krebszellen exprimiert und spielt fiir die Genese und das Voranschreiten
vieler Krebsarten eine wichtige Rolle.

Eine starke Expression von TRPC6 wurde vor allem in Brustkrebszellen nachgewiesen
[32,70]. Des Weiteren wird TRPC6 von Gliomen, Nieren-, Lungen-, Magen-, Leber-,
Osophagus- und  Gebdrmutterkarzinomen exprimiert sowie auch von

Plattenepithelkarzinomen des Kopfes und Halses [9,17,36,40,46,73,141,142,162].
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Es wurde eine Assoziation von TRPC6 mit moglichen Brustkrebs-Onkogenen
beschrieben, die zu einem verstirkten Tumorwachstum fithren [128]. AuBlerdem
konnte eine Aktivierung von TRPC6 durch die in Brustkrebszelllinien
iiberexprimierten Tyrosinkinasen nachgewiesen werden [57]. Dariiber hinaus wurde
eine Interaktion von TRPC6 mit dem humanen Myxovirusresistenzprotein gezeigt, das
eine starke Expression in Brustkrebszelltumoren aufweist [94].

Eine hohe TRPC6-Expression korrelierte in einer klinischen Studie bei Patient*innen
mit Osophaguskarzinom mit einer signifikant schlechteren Prognose [192]. TRPC6
konnte in diesem Zusammenhang als Regulator des G2-Phaseniibergangs in der
Tumorgenese des Osophaguskarzinoms identifiziert werden und stellt somit ein
mogliches therapeutisches Ziel zur Behandlung des Osophaguskarzinoms dar.

Fiir das hepatozelluldre Karzinom (HCC) zeigte Wen et al., 2016 eine Steigerung der
Wirksamkeit des Medikaments Doxorubicin durch eine Hemmung von TRPC6. Die
Autoren vermuten auBlerdem eine Beteiligung des erhdhten Calciumeintrags iiber
TRPC6 an der Multidrug-Resistenz von HCC-Zellen [172].

In den Proben von Nierenzellkarzinomen konnte ebenfalls eine deutlich erhdhte
TRPC6-Expression nachgewiesen werden, wobei ein Zusammenhang zwischen
TRPC6-Aktivitdit und der Zellproliferation menschlicher Nierenadenokarzinome
beobachtet wurde [42,142].

Ahnliches wurde fiir die Pathogenese von Lungenkrebs berichtet. Es konnte gezeigt
werden, dass der TRPC6 induzierte Calcium-Influx die Zellzyklusprogression fordert
und zu einer verstirkten Proliferation der Krebszellen des kleinzelligen
Lungenkarzinoms fiihrt [180]. Weiterhin wies Yang et al., 2016 nach, dass die gezielte
Hemmung von TRPC6 mit einer Verringerung der Proliferation und Invasion von

Zellen des kleinzelligen Lungenkarzinoms einhergeht. Eine Nikotinexposition erhdhte
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die TRPC6-Expression und -Aktivierung iiber einen HIF-1a (alpha-Untereinheit des
Hypoxie-induzierbaren Faktors 1) abhidngigen Signalweg [168].

Ahnliches konnte auch fiir die Plattenepithelkarzinome des Kopfes und Halses
(HNSCC) — die sechsthiufigste Tumorentitdt beim Menschen — gezeigt werden.
Wéhrend HNSCC-Zellen eine deutlich erhohte Transkription des TRPC6-Gens
zeigten, konnte eine siRNA induzierter Ausschaltung von TRPC6 die Invasivitét der
HNSCC-Zellen deutlich verringern [9].

Die Expression von TRPC6 bei Prostatakarzinomen korrelierte mit dem Gleason-
Score und der extrahepatischen Ausdehnung [184]. Es zeigte sich auch hier, dass der
TRPC6-abhingige Calciuminflux die Proliferation der Krebszellen fordert und dass
das Silencing von TRPC6 durch Anti-Sense-Hybrid-Depletion die Proliferation der
Krebszellen hemmt [155].

Eine starke Expression von Spleiflvarianten der TRPC6-Kandle sowie auch von
TRPC1-, TRPC3- und TRPC4-Kanilen wurde fiir Ovarialkrebszellen nachgewiesen
[185]. Durch siRNA induzierte Ausschaltung von TRPC6 und hemmende TRPC-
Antikorper konnte die Zellproliferation der Krebszellen verringert werden,
wohingegen eine Uberexpression von TRPC6 die Tumorgenese forderte. Des
Weiteren scheint TRPC6 auch eine Rolle fiir die Tumorgenese des Zervixkarzinoms
zu spielen [6].

Eine protektive Wirkung wurde fiir Vitamin D nachgewiesen [10]. Eine
Supplementierung greift in den Calciumhaushalt ein und koénnte die durch Calcium

ausgeloste TRPC6-vermittelte Tumorgenese abschwichen.
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3.1.6.5 TRPC6im ZNS

3.1.6.5.1 Expression von TRPC6 im ZNS

Tierexperimentelle Studien zeigten eine breite Expression von TRPC6 im ZNS, u.a.
in Kortex, Substantia Nigra, Hippocampus, retinalen Ganglienzellen, Thalamus,
Hypothalamus und Cerebellum [148].

Eine besonders starke Expression des TRPC6-Kanalproteins konnte im Hippocampus
der Maus nachgewiesen werden [194]. Mithilfe von Western-Blot-Analysen wurde
gezeigt, dass TRPC6 vor allem in postsynaptischen Strukturen des Hippocampus der
Maus zu finden ist [194]. Weiterhin scheint das TRPC6-Kanalprotein im
Hippocampus der Nager hauptsichlich in Pyramidenzellen, in Kornerzellen des Gyrus
dentatus, in Interneuronen und in einigen Gliazellen exprimiert zu werden
[75,101,186].

Uber die Expression von TRPC6 im ZNS des Menschen liegen nur wenige Daten vor.
Eine Studie von Riccio et al., 2002 zeigte eine breite Expression von humaner TRPC6
mRNA im menschlichen ZNS von zwei Ménnern und zwei Frauen [126]. Direkte
immunhistochemische Nachweise am menschlichen Gewebe sind sehr selten. Ein
immunhistochemischer Nachweis des TRPC6-Kanalproteins ist im menschlichen
Hippocampus und Cerebellum bislang nach aktueller Studienlage noch nicht erfolgt.
Vor diesem Hintergrund kommt der vorliegenden Arbeit eine besondere Relevanz zu,
nicht zuletzt im Hinblick auf die Frage nach der Ubertragbarkeit der bisherigen
Studienergebnisse auf den Menschen und der Entwicklung neuer pharmakologischer

und therapeutischer Strategien.

3.1.6.5.2 Funktionen von TRPC6 im ZNS

Der nichtselektive Kationenkanal TRPC6 fordert innerhalb des Zentralen

Nervensystems sowohl das neuronale Wachstum, die synaptische Plastizitdt als auch
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das Uberleben von Neuronen [38,85,194]. Eine Fehlregulation des Kationenkanals
wurde mit einer Vielzahl neurologischer Erkrankungen in Verbindung gebracht
[50,71,77,154,187]. Seine neuroprotektive Wirkung vermittelt TRPC6 wahrscheinlich
iiber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB (cAMP-response-element-
binding-protein). Es konnte gezeigt werden, dass eine TRPC6-Uberexpression mit
einer erhohten Phosphorylierung der Calcium/Calmodulin-abhéngigen Kinase IV
(CaMKIV) und des Transkriptionsfaktors CREB einherging und sowohl in
kultivierten hippocampalen Neuronen und als auch in TRPC6-transgenen Miusen die
Spine-Bildung forderte [194]. Des Weiteren scheint der speicheroperierte
Calciumeintrag des TRPC6-Kanals unter anderem iiber die Aktivitdt der CaMKII
unmittelbar an der Aufrechterhaltung der synaptischen Plastizitdt und an der
Gedéchtnisbildung beteiligt zu sein [115,117,147,190].

AuBlerdem wird eine Beteiligung von TRPC6 an den neuroprotektiven Effekten von
BDNF (brain-derived neurotrophic factor) vermutet [72]. Dariiber hinaus wirkt
TRPC6 in Neuronen als endogener negativer Regulator der NMDA-Rezeptor-
Aktivitdt und stellt somit ein potenzielles pharmakologisches Ziel zur Vermeidung
einer exzitotoxischen, NMDA-Rezeptor-vermittelten Calciumiiberladung

dar [83,139].

3.1.6.5.3 TRPC6 und zerebrale Ischimie

Der Apoplex zdhlt zu den hdufigsten Todesursachen weltweit [92]. Trotz der groB3en
Relevanz des Krankheitsbildes existiert bisher keine etablierte Therapie, die die
Genesung nach dem Infarktgeschehen wesentlich verbessert. Hinzu kommt, dass die
aktuellen Therapiecoptionen begrenzt sind und Thrombolytika mit einem
Anwendungszeitfenster, das im Stundenbereich liegt, eine zeitlich begrenzte

Wirksamkeit aufweisen [127]. Als Ursache fiir den Neuronenuntergang im Rahmen
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des ischdmischen Geschehens scheint die Calciumiiberlastung eine zentrale Rolle zu
spielen [8,189]. Pathophysiologisch liegt dem neuronalen Tod ein Ausfall der
Na*/K*/ATPase zugrunde, welcher iiber eine Depolarisation der Zellmembran zu einer
iiberschieBenden Glutamatfreisetzung fiihrt, die wiederum iiber die Aktivierung des
N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptors zu einem fulminanten Calciumeinstrom in
die Neurone fiihrt und neurotoxisch wirkt [138]. Der Einsatz von NMDA-Rezeptor-
Blockern zur Verhinderung ischdmischer Neuronenschiden fiihrte in Studien am
Menschen zu schwerwiegenden Nebenwirkungen [47,63].

Ein neues interessantes Therapieziel stellt der TRPC6-Kanal dar. Er fiihrt zu einer
selektiven Inhibition des NMDA-Rezeptors, welcher fiir die neurotoxische
Calciumiiberladung verantwortlich ist [139]. Die Hemmung des NMDA-Rezeptors
erfolgt hierbei vermutlich iiber eine Calcineurin vermittelte Dephosphorylierung, da
in kultivierten Hippocampus-Neuronen gezeigt werden konnte, dass die hemmende
Wirkung von TRPC6 auf die NMDA-Rezeptoraktivitit in Anwesenheit des
Calcineurininhibitors FK506 aufgehoben wurde [83,139].

Die neuroprotektive Funktion von TRPC6 wurde in vivo bestétigt. TRPC6-transgene
Maiuse zeigten im Vergleich zu Wildtyp-Méausen nach zerebraler Ischdmie kleinere
Infarktvolumina, eine geringere Mortalitdt und eine bessere Erholung [83].

Passend hierzu zeigte Du, et al., 2010 in vitro eine spezifische Herunterregulation von
TRPC6 in Hippocampusneuronen nach Ischdmie [38]. Eine Hemmung der Calpain-
vermittelten TRPC6-Proteolyse fiihrte in vivo {iber den CREB-Signalweg zu einem
geringeren Infarktvolumen und verbesserte die kognitive Leistung, wohingegen eine
Hemmung von TRPC6 die Empfindlichkeit gegeniiber Ischdmie erhohte [38].

Neben vielen Studien, die iliber die neuroprotektive Funktion des TRPC6-Kanals

berichten, deuten einige experimentelle Daten daraufhin, dass eine Uberexpression des
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Kanals mit einer erhohten Aktivierung des NMDA-Rezeptors einhergeht und somit
iiber eine Erhohung der intrazelluldren Calciumkonzentration neurotoxisch wirkt [19].
Die Kontroversen beziiglich der Erkenntnisse zur pathophysiologischen Rolle von
TRPC6 bei Ischdmie konnten auf unterschiedlichen Rahmenbedingungen der
Experimente zuriickgefiihrt werden. Andererseits konnte man darauf schlieBen, dass
das Krankheitsbild Heterogenititen in Bezug auf die Rolle der TRPC6-
Kanalfuktion aufweist.

Zusammenfassend stellt jedoch die Entwicklung selektiver TRPC6-Kanalmodulatoren
zur Regulation der TRPC6-Kanalfunktion ein mogliches relevantes Therapieziel zur
Behandlung zerebraler Ischdmie und neurodegenerativer Erkrankungen dar mit dem
Potenzial der Neuroprotektion wund der positiven Beeinflussung des

Krankheitsverlaufs.

3.1.6.5.4 TRPC6- und Alzheimer

Als Ursache des Geddchtnisverlusts im Rahmen der Alzheimer Demenz wird ein
synaptisches Versagen, insbesondere durch den Verlust und die Destabilisierung
dendritischer pilzformiger (Mushroom-) Spines diskutiert [11,116]. Es wird
angenommen, dass die hippocampalen Mushroom-Spines wesentlich an der
Gedéachtnisspeicherung beteiligt sind [13].

Es konnte bereits gezeigt werden, dass der speicheroperierte Calciumeintrag iiber die
Aktivierung der CaMKII eine zentrale Rolle fiir die Stabilisierung der Mushroom-
Spines spielt [147]. Passend hierzu wurde gezeigt, dass der Expressionsgrad von
STIM2 in hippocampalen Neuronen im Alzheimer-Mausmodell sowie in einem
zelluldren Modell amyloidbedingter Synaptotoxizitit herunterreguliert ist [115].
Auferdem zeigten Patienten mit Alzheimer eine signifikante Verringerung der

Gesamtexpression der TRPC6-mRNA in peripheren Leukozyten [20]. Eine
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Uberexpression von TRPC6 hingegen fiihrte sowohl in kultivierten hippocampalen
Neuronen als auch in TRPC6-transgenen Méusen iiber den CREB-Signalweg zu einer
gesteigerten Ausbildung der dendritischen Spines im Hippocampus [194]. TRPC6-
transgene Méuse zeigten neben einem gesteigertem neuronalen Wachstum in der CA1-
Region des Hippocampus weiterhin eine deutliche Verbesserung des rdaumlichen
Lernens und Gedéchtnisses [194]. Neben diesen positiven Effekten hemmt TRPC6
nachweislich die y-Sekretase und fiihrt dadurch zur verminderten Bildung des
neurotoxisch wirkenden Beta-Amyloids [166].

Interessanterweise wurde eine Koinzidenz von zerebraler Ischdmie und Alzheimer
beobachtet, was darauf hindeuten konnte, dass die Pathogenese von Alzheimer und
zerebraler Ischimie gemeinsame Mechanismen aufweist [106].

Die therapeutischen Moglichkeiten zur Behandlung der neurodegenerativen
Erkrankung sind bisweilen begrenzt: Der zur Therapie des Krankheitsbildes
eingesetzte NMDA-Rezeptorblocker Memantin lindert im frilhen bis mittleren
Stadium der Alzheimer-Krankheit lediglich voriibergehend die Symptome [134,156].
Die Relevanz von TRPC6 als mogliches therapeutisches Target zur Behandlung von
Alzheimer wird durch eine weitere Studie gestiitzt, welche zeigt, dass die
Ausschaltung des TRPC6-Gens zu einer erheblichen Beeintrachtigung des rdumlichen
Lernens, des Arbeitsgeddchtnisses und des sozialen Erkennungsgedéchtnisses

fiihrt [179].

3.1.6.5.5 TRPC6 und Autismus

Des Weiterem werden Mutationen im TRPC6-Gen mit einer gestdrten neuronalen
Entwicklung assoziiert [50]. Ein Funktionsverlust des Kanalproteins fiihrte in
mehreren Studien zur Ausbildung von Verhaltensmustern, wie sie fiir den Formenkreis

der Autismus-Spektrum-Stoérungen typisch sind [50,111].
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3.1.6.5.6 TRPC6 und neuropathische Schmerzen

TRPC6 ist an der Wahrnehmung von Schmerzen beteiligt. Es konnte nachgewiesen
werden, dass die Regulation der Nozizeption in Neuronen des Hinterhorns durch
TRPC6, TRPC1 und TRPV4 erfolgt und dass TRPC6 an der Entstehung von
mechanischer Hyperalgesie und neuropathischen Schmerzen beteiligt ist [1]. Passend
hierzu wurde immunhistochemisch durch Western-Blot-Analysen gezeigt, dass die
TRPC6-Expression im Hinterhorn und in der Mikroglia nach einer Nervenverletzung
signifikant erhoht ist [167]. Weiterhin konnte Wang et al., 2020 zeigen, dass
Larixylacetat — ein Hauptbestandteil von Lérchenharz — durch die Hemmung der

TRPC6-Kanalfunktion analgetisch und entziindungshemmend wirkt [167].

3.1.6.5.7 TRPC6 und seine Rolle fiir Gliome

Maligne Gliome zdhlen zu den hiufigsten Hirntumoren des Erwachsenen [107,108].
Darunter stellt das Glioblastom den bdsartigsten und aggressivsten priméiren
Hirntumor des Menschen dar [109]. Auch unter maximaler Therapie betrdgt die
mediane Uberlebenszeit weniger als ein Jahr [109]. Aufgrund des bislang
unzureichenden Therapieansprechens stellt sich die Frage nach neuen spezifischen
molekularen Zielstrukturen als Grundlage fiir die Entwicklung neuer Therapieansétze.
Ein mogliches neues Therapieziel stellt der TRPC6-Kationenkanal dar. Es konnte
gezeigt werden, dass Glioblastom-Tumorproben eine vermehrte Expression von
mRNA aufweisen, die fiir den TRPC6-Kanal kodiert und dass die Expression der
TRPC6-mRNA mit dem Tumorgrad zunimmt [2,36]. TRPC6 scheint unmittelbar an
der Aggressivitdt, Invasivitit und Behandlungsresistenz der Tumorentitét beteiligt zu
sein [24]. Es konnte nachgewiesen werden, dass Hypoxie als positiver Einflussfaktor
fiir die Aggressivitit der Glioblastome iiber die Aktivierung von Notchl zu einer

Hochregulation der TRPC6-Kanalexpression flihrt [24,44]. Der TRPC6-vermittelte
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Calciumeinstrom fiihrt unter anderem durch die Aktivierung des calcineurin-nuclear
factor of activated T-cells (NFAT)-Signalwegs zu einer gesteigerten Invasivitit,
Angiogenese und einem gesteigerten Tumorwachstum [24,56,60,120]. TRPC6 scheint
nach aktuellem Wissensstand der einzige TRP-Kanal zu sein, der direkt an der

Glioblastom-Angiogenese beteiligt ist [25].

3.1.6.5.8 TRPC6 und Epilepsie

Die Rolle von TRPC6 wurde auch fiir das Krankheitsbild der Temporallappenepilepsie
untersucht. Sie ist die hdufigste Form der Epilepsie und durch spontan wiederkehrende
Anfille gekennzeichnet [137]. Im Falle der Therapieresistenz riicken chirurgische
Verfahren wie die anteromediale Temporallappenentfernung mit Hippokampektomie
in den Vordergrund [145].

Die molekularen Mechanismen der Epileptogenese der Temporallappenepilepsie sind
nicht genau  bekannt.  Hippocampussklerose, astrogliale  Proliferation,
Moosfaserausbreitung und synaptische Reorganisation stellen jedoch pathologische
Veranderungen und Voraussetzungen fiir die Ausbildung der
Temporallappenepilepsie dar [133].

Bei Patient:innen mit therapieresistenter Temporallappenepilepsie konnte eine
signifikante Erhohung der TRPC3- und TRPC6-positiven Zellen im Vergleich zur
Kontrollgruppe gezeigt werden [186]. Gleiches gilt fiir den pilocarpininduzierten
Status epilepticus im Mausmodell. Hier konnte eine erhdhte Proteinexpression von
TRPC6 und TRPC3 speziell in der CA3-Region des Cornu ammonis festgestellt
werden [186]. Es wird vermutet, dass TRPC6 an der Regeneration der epileptogenen
Umstrukturierung beteiligt ist, wohingegen TRPC3 die dem Krankheitsbild
zugrundeliegende Moosfasersprossung in der CA3-Region fordert [186]. Passend zu

der vermuteten Rolle von TRPC6 fiir die dendritische Plastizitdt wurde berichtet, dass
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TRPC6 hauptsichlich an exzitatorischen postsynaptischen Bereichen exprimiert wird
[194]. Es wird auBerdem diskutiert, ob TRPC6 iiber den extracellular-signal regulated
kinase 1/2 (ERK1/2)-Signalweg die neuronale Erregbarkeit durch Regulation der
subzelluldren Lokalisation von Kaliumkanilen (Kv4.3) modulieren kann [76].

In jedem Fall bleibt die Rolle von TRPC6 fiir die Pathophysiologie der Epilepsie ein
spannendes Forschungsfeld und er6ffnet moglicherweise neue Therapieoptionen fiir

eine zielgerichtete Therapie.

3.2 Aufbau und Funktion des menschlichen Hippocampus

Der paarig angelegte Hippocampus gehort zum limbischen System und befindet sich
an der Medialwand des Unterhorns des Seitenventrikels im Lobus temporalis
[4,37,158]. Er stellt den Hauptteil des dreischichtigen Archikortex dar [4,158]. Als
entscheidende Struktur innerhalb des Papez-Neuronenkreises ist der Hippocampus
unmittelbar an den Prozessen des Lernens und der Gedichtnisbildung beteiligt [158].
Anatomisch besteht der Hippocampus aus dem Gyrus dentatus und dem Cornu
ammonis. Funktionell gehoren weitere Strukturen zum Hippocampus, sodass
korrekterweise von der Hippocampusformation gesprochen wird [4]. Diese besteht aus
Gyrus dentatus, Cornu ammonis und Subiculum [4]. In manchen Quellen wird
aulerdem die Regio entorhinalis als Haupteingang zum Hippocampus zur
Hippocampusformation hinzugezéhlt. Abbildung 4 veranschaulicht die histologische
Gliederung anhand eines HE-gefarbten Frontalschnittes des Hippocampus.

Hervorzuheben ist die Funktion des Hippocampus als zentrale Schaltstelle fiir die
Langzeitpotenzierung [158]. Wichtig fiir die Induktion der Langzeitpotenzierung sind
zirkulierende Impulse durch Ausbildung von Neuronenkreisen (vgl. Abbildung 5)

innerhalb der funktionellen Anteile des Hippocampus [158].
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1000 pm
P

Abbildung 4:  Frontalschnitt ~des  Hippocampus mit  Abbildung  der

Hippocampusformation

Das Cornu ammonis ldsst sich in die vier Regionen CA1 (enthdlt viele kleine
Pyramidenzellen), CA2 (enthélt besonders grofe Pyramidenzellen), CA3 (lockere
Anordnung der Pyramidenzellen) und CA4 (Endplatte) einteilen. Der Gyrus dentatus
imponiert als C-formige Struktur und gliedert sich von aulen nach innen in Stratum
moleculare (1), Stratum granulare (2) und Stratum multiforme (3). Uber das
Subiculum (SUB) geht der Hippocampus in den entorhinalen Kortex (ENT) des Gyrus

parahippocampalis iiber.
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Abbildung 5: Schema des erregenden Neuronenkreises zur Ausbildung der

Langzeitpotenzierung bei der Gedichtnisbildung

Eigene Darstellung in Anlehnung an Trepel, 2017, Elsevier [158]

Die Pyramidenzellen der Area entorhinalis (1) projizieren iiber den Tractus
perforans (2) auf die Kornerzellen des Gyrus dentatus (3). Die Axone der Kdrnerzellen
(Moosfasern) projizieren auf die Pyramidenzellen der CA3-Region (4). Diese
projizieren gemeinsam mit den Pyramidenzellen der CA1- und CA2-Region iiber die
Fimbria hippocampi und den Alveus zu den efferenten Zielen des Hippocampus (z.B.
Septum und Corpora mamillaria) (5). Uber die Schaffer-Kollateralen (6) werden die
Impulse aus der CA3-Region zu den Pyramidenzellen der CA1-Region (7) geleitet,
die zu Subiculum und dem entorhinalen Kortex projizieren, sodass sich ein
geschlossener erregender Schaltkreis ergibt, der mit seinen zirkulierenden Impulsen

mafgebend fiir die Langzeitpotenzierung ist.
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3.3 Fragestellung und Ziele der Arbeit

1. Gelingt ein Proteinnachweis von TRPC6 im menschlichen Hippocampus bzw. im

menschlichen Kleinhirn?

2. Lisst sich ein Unterschied im Proteinnachweis beziiglich der histologischen

Gliederung feststellen?

3. Kann ein TRPC6-Nachweis auch in menschlichen Proben von Glioblastomen
gezeigt werden und somit ein direkter Zusammenhang zu Pathologien des

menschlichen ZNS vermutet werden?

4. Zeigt sich ein Einflussfaktor fiir das Ergebnis des immunhistochemischen
Nachweises von TRPC6 wie z.B. Geschlecht, Fixierung oder Lokalisation

(rechte/linke Hemisphire)?
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4 Material und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Verwendete Antikorper

Tabelle 1: Verwendete primére Antikorper fiir die Immunhistochemie

Primérantikdrper | Spezies Hersteller Verdiinnung

Anti-TRPC6 Kaninchen | Alomone labs, 1:100

Jerusalem, Israel

Tabelle 2: Verwendete sekundire Antikorper fiir die Immunhistochemie

Sekundérantikdrper | Spezies Hersteller

Anti-rabbit HRP Ziege Ref.: A10547; Invitrogen, Carlsbad, USA

4.1.2 Verwendete Chemikalien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Eosin Zentr. ChL, Universitit des Saarlandes,

Saarbriicken, Deutschland

Essigsdure (C2H402) VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland
Essigsdureanhydrid Zentr. ChL, Universitét des Saarlandes,

Saarbriicken, Deutschland
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Ethanol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Eindeckmedium RotiHistoKit

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Fixierlosung nach Weigner

Ref.: 27796; Otto Fischar GmbH &

Co. KG, Saarbriicken, Deutschland

Fixierlosung: Neue Basler Losung

nach Kurz

Ref.: 27244; Otto Fischar GmbH &

Co. KG, Saarbriicken, Deutschland

Formol

VWR International GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Héamatoxylin nach Ehrlich

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

ImmPACT DAB EqV Substrate

Ref.: SK-4103; Vector Laboratories,

Burlingame, USA

Kontrollpeptid (TRPC6 Blocking

Ref.: BLP-CCO017; Alomone Labs, Jerusalem,

Peptide) Israel

Paraffin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

2-Propanol Ref.: 700212; Zentr. ChL., Universitit des
Saarlandes, Saarbriicken, Deutschland

Normal Goat Serum (NGS) Ref.: G6767-500ML; Sigma Aldrich, Zentr.

ChL., Universitdt des Saarlandes, Saarbriicken,

Deutschland

Wasserstoffperoxid 35 % rein

Ref.: UN2014; Carl Roth, Karlsruhe,

Deutschland

Xylol

VWR International, Radnor, Pennsylvania,

USA
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4.1.3 Losungen und Puffer

Tabelle 4: Ausgangssubstanzen zur Herstellung der verwendeten Puffer

Losung/Puffer Hersteller

10x Citratpuffer pH 6,0 Ref.: ab93678; Abcam, Cambridge,
GroBbritannien

10x PBS Pulver pH 7,4 Ref.: 1105.1; Carl Roth, Karlsruhe,

Deutschland

Tabelle 5: Verwendete Losungen und Puffer

1x Citrat-Puffer pH 6 zur Antigendemaskierung:

Angesetzt aus 100x Citrat-Puffer pH 6 in Aqua dest. (Verhéltnis 1:100)

Negativkontroll-Losung: Kaninchenserum in PBS (1:500):

Angesetzt aus Stammldsung (1:50)

10 % NGS-Blockier-Losung:

10 % Normal Goat Serum und 0,1 % Triton X-100 in PBS

Peroxidase Blockierung:

3 % H2021in 1x PBS

Peroxidase Substratlosung:

Angesetzt aus zwei Stammldsungen im Verhéltnis 1:1: InmPACT DAB EqV

Reagent 1 (Chromogen) und ImmPACT DAB EqV Reagent 2 (Diluent)

Waschpuffer 1x PBS:

Angesetzt aus 10x PBS in Aqua dest. (Verhéltnis 1:100)

Verdiinnungspuffer der Antikorper:

10 % Normal Goat Serum und 0,1 % Triton X-100 in PBS
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4.1.4 Verwendete Geriate

Tabelle 6: Verwendete Gerite

Gerite

Hersteller

AusgieBstation (MPS/P2)

SLEE medical, Mainz, Deutschland

Einkanalpipetten (UHP)

VWR International, Pennsylvania, USA

Karussel Gewebeeinbetter MTP

SLEE medical, Mainz, Deutschland

Kiihlanlage der Korperspender

Thalheimer Kiihlung GmbH & Co. KG,

Ellwangen-Jagst, Deutschland

Kiihlplatte

SLEE medical, Mainz, Deutschland

Lichtmikroskop Leica

Leica Microsystems Wetzlar, Deutschland

Mikroskopiersoftware ZEN lite

ZEISS Microscopy, Deutschland

Mikrotom Microm RM 2025

Heidelberg Instruments, Heidelberg,

Deutschland

GFL Paraffinbad 1052

Gesellschaft fiir

Deutschland

Labortechnik, Burgwedel,

Slide-Scanner-Mikroskop

ZEISS Axio Scan.Z1

Vortexer-Vortex Mixer

Heathrow Scientific, Illinois, USA

Wiérmeplatte VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Wirmeschrank VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Wasserbad GFL (Gesellschaft fiir Labortechnik),

Burgwedel, Deutschland
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4.1.5 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Dako pen®, Delimiting Pen

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

Deckgldser Zentralmagazin Universitdtsklinikum des
Saarlandes, Deutschland

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

Filtrierpapiere Ref.: 534018, Macherey-Nagel GmbH und Co.
K@, Diiren, Deutschland

Mikrotomklingen Leica-Microsystem, Wetzlar, Deutschland

Objekttrager Superfrost Plus

R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland

Pipettenspitzen

Carl Roth, Zentr. ChL, Universitit des

Saarlandes, Saarbriicken, Deutschland

Reagiergefde 1,5 ml

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht,

Deutschland

Zentrifugenréhrchen

15 ml und 50 ml

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Sterile Skalpellklingen

C. Bruno Bayha GmbH, Tuttlingen,

Deutschland
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4.1.6 Gewebeproben

Bei den in dieser Forschungsarbeit verwendeten Gewebeproben handelte es sich um
menschliches Gewebe des Zentralen Nervensystems.

Die Probenentnahme und -aufbereitung erfolgte an Korperspendern des Instituts fiir
Anatomie und Zellbiologie der Universitit des Saarlandes. Es wurden Proben des
menschlichen Hippocampus und des menschlichen Kleinhirns entnommen.
Zusitzlich wurden freundlicherweise zwei in Paraffin eingebettete Gewebeproben aus
menschlichen Glioblastomen durch die Klinik fiir Neurochirurgie des
Universititsklinikums des Saarlandes bereitgestellt. Dadurch kann mit dieser Arbeit
auch eine Aussage iiber die mogliche Relevanz des TRPC6-Kanals fiir Pathologien

des ZNS getroffen werden.

4.2 Methoden

4.2.1 Korperspende

Die selbststindig entnommenen Gewebeproben stammen allesamt von
Korperspendern des Instituts fiir Anatomie und Zellbiologie der Universitit des
Saarlandes, die bereits zu Lebzeiten in die Korperspende eingewilligt haben.

Wihrend viele Forschungsinstitute dazu angehalten sind, ihre Forschung an anderen
Spezies wie bspw. Méusen oder Ratten auszurichten, privilegiert das Konzept der
Korperspende zur wissenschaftlichen Arbeit an menschlichem Gewebe in Kongruenz

mit dem Prinzip der Selbstbestimmung sowie ethischen Gesichtspunkten.
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4.2.2 Konservierung der Korperspender

Um die Korperspenden fiir das wissenschaftliche Arbeiten haltbar zu machen, wurden

diese durch Injektion einer Fixierlosung konserviert. Die untersuchten Proben wurden

sowohl aus Formalin- als auch aus Nitropdkelsalz-Ethanol-Polyethylenglycol (NEP)-

fixierten Kdrperspendern gewonnen. Die Zusammensetzung der Fixierlosungen kann

Tabelle & und 9 entnommen werden.

Tabelle 8: Formalin-Fixierung — neue Basler Losung nach Kurz

Substanz Menge
Leitungswasser 39L
Karion 12L
Formaldehyd 6L
Lysoformin 2, 7L
Natriumchlorid 2400 g
Calciumchlorid 600 g
Thymol 12¢g
Tabelle 9: NEP-Fixierung nach Weigner
Substanz Gewichtsprozent
Ethanol 25-<35
Polyethylenglycol 10 - <25
Formaldehyd 0,1-<1
Methanol 0,1-<1
Demineralisiertes Wasser Vom Hersteller nicht néher definiert
Nitrit-Pokelsalz Vom Hersteller nicht néher definiert
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Pro Konservierung wurden 10 bis 15 L der jeweiligen Fixierlosung injiziert. Der
Zugang erfolgte iiber die rechte Femoralarterie. Mittels einer Einmalkantile der Grof3e
18 Gauge wurden obere und untere Extremitit, Regio glutealis, Regio nuchae sowie
Finger- und Zehenbeeren nachinjiziert.

Zur @uferen Fixierung der Korperspender wurden diese fiir einen Zeitraum von
mindestens vier Monaten in drei- bis flinfprozentiger Formalin-Lésung gelagert.
Anschliefend wurden die Korperspender bei 14 °C in einem luft- und wasserdicht

verschweilten ,,Pharopack-Sarg® in der Thalheimeranlage aufbewahrt.

4.2.3 Entnahme der Gehirne

Die eigenhéndige Entnahme der insgesamt sechs Gehirne stellte sich als komplexen
Prozess dar. Sie erfolgte mit grofter chirurgischer Sorgfalt und Prézision, um eine
Schéadigung des vulnerablen Nervengewebes zu vermeiden und eine gute Qualitit der
Proben zu gewihrleisten.

Eine weitere wichtige Voraussetzung fiir die erfolgreiche Probenentnahme war die
genaue Kenntnis der Kopf- Hals- und Neuroanatomie des Menschen.

Vor Beginn der Organentnahme wurde sichergestellt, dass der Schiddel von allen
Seiten optimal bearbeitet werden konnte. Durch Unterpolsterung der Schultern und
Reklination des Kopfes konnten die dorsalen und dorsotemporalen Anteile des
Schidels erreicht werden. Wihrend der gesamten Entnahme war eine ausreichende
manuelle Fixierung des Schidels notwendig. Das verwendete Instrumentarium fiir die
Gehirnentnahme umfasste Skalpell, Knochensidge, Hammer und Meif3el.

Ausgehend von der Mittellinie, ca. vier Zentimeter kranial der Glabella erfolgte der
Hautschnitt mit dem Skalpell. Dieser verlief zirkuldr entlang des Os occipitale des
Dorsokraniums. Als Orientierungsmarke zur Fiihrung des Skalpells diente hierbei die

Protuberantia occipitalis externa (vgl. Abbildung 6). Unter Freilegung des
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Schédelknochens wurden duflere Haut, Galea aponeurotica und Bindegewebe sowie
die Musculi temporoparietales und occipitofrontales durchtrennt.

Anschliefend wurde die Schadelkalotte Schritt flir Schritt mit der Knochenséige
entlang der Schnittlinie eroffnet. Bestehende Knochenbriicken wurden mit Hammer
und MeiBlel unter besonderer Vorsicht durchtrennt. Nach vollstdndiger zirkuldrer
Eroffnung des Kraniums wurde das Neurokranium mit einem Knochenspalter
vorsichtig unter deutlichem Kraftaufwand vom Viscerocranium entlang der
Schnittéffnung aufgehebelt. Hierdurch wurde ein Knochenspalt erzeugt. Dieser stand
durch die Anheftungen des Gehirns an dem inneren Schidelknochen iiber die Lamina
externa der Dura mater encephali unter starker Zugspannung. Durch das vorsichtige
Losen dieser Befestigungen mit dem Skalpell, konnte das Gehirn mobilisiert werden.
In einem nédchsten Schritt wurden zwei Schnitte entlang des Tentorium Cerebelli
gesetzt, wodurch der Hirnstamm erreicht werden konnte. Nach Durchtrennung des
basalen Hirnstamms und der Hirnnerven mit dem Skalpell erfolgte die Bergung des

Gehirns und dessen Lagerung in dreiprozentiger Formalin-Ldsung.
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Abbildung 6: Zeichnung des menschlichen

Orientierungspunkten und Schnittfithrung

Beschriftung:
A: Glabella
B: Protuberantia occipitalis externa

——— Kennzeichnung der Schnittfithrung

Schédels

mit

anatomischen
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Tabelle 10 liefert eine Ubersicht iiber die wichtigsten Informationen zu den
entnommenen Gehirnen und den zugehdrigen Korperspendern.

Zur besseren Ubersicht wurden die sechs Gehirne alphabetisch durchnummeriert (A
bis F). Alle hier aufgelisteten Gehirne wurden eigenhéndig im Préparier-Saal des
Instituts fiir Anatomie und Zellbiologie der Universitit des Saarlandes an

Korperspendern entnommen.

Tabelle 10: Nomenklatur der entnommenen Proben mit Angabe iiber die Fixierung

und Auffiihrung weiterer spenderspezifischer Daten

Nomenklatur Fixierung Geschlecht Sterbealter
Gehirn A NEP (05/2021) w 91
Gehirn B NEP (05/2021) m 86
Gehirn C Formalin (07/2021) |w 82
Gehirn D NEP (07/2021) m 90
Gehirn E NEP (06/2021) w 81
Gehirn F NEP (06/2021) m 81

4.2.4 Nachfixierung der entnommenen Gehirne

Zur Nachfixierung wurden die Gehirne fiir zehn Tage in verschlossenen Behéltnissen
in dreiprozentiger Formalin-Losung gelagert. Im Anschluss wurden die Gehirne in
vierprozentigem PFA in PBS (pH 7,4) iiber Nacht bei 4 °C fixiert. Nach AbgieBen des
PFAs wurden die Gehirne am nichsten Tag bei 4 °C in PBS gelagert. Dieser Zustand

erlaubte die Gewinnung von Proben durch Préparation des Gehirns.
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4.2.5 Probengewinnung

Die Probengewinnung erfolgte ebenso wie die Entnahme der Gehirne in Eigenarbeit
im Priparier-Saal des Instituts fiir Anatomie und Zellbiologie der Universitdt des
Saarlandes.

Es wurden Proben aus dem menschlichen Hippocampus und dem menschlichen
Kleinhirn gewonnen. Die Hippocampi wurden an insgesamt sechs Gehirnen
prépariert. Zusdtzlich wurden an einem der sechs Gehirne (Gehirn A) zwei Proben des

menschlichen Cerebellums entnommen.

4.2.5.1 Besonderheiten

Das Nervengewebe des menschlichen Gehirns zeichnet sich unter anderem durch seine
besondere Empfindlichkeit gegeniiber dulleren Reizen und Noxen aus, weshalb eine
erfolgreiche Konservierung nicht immer garantiert ist.

Trotz Gleichbehandlung aller Gehirne bei der Entnahme und der Nachfixierung,
zeigten vier der insgesamt sechs entnommenen Gehirne nach der Nachfixierung eine
unzureichende Probenqualitdt. Sie wiesen eine weiche und broselige Struktur auf,
sodass eine weitere Bearbeitung und Préparierung der Gehirne nicht mdglich war. Bei
diesen Gehirnen handelte es sich konkret um die Gehirne B, D, E und F.

Aufgrund dieser Gegebenheiten wurden vier weitere Gehirne (Anatomie-
Kurspréparate) zur Priparierung der Hippocampi herangezogen. Auch Teile dieser
Gehirne wiesen eine instabile Struktur auf, sodass bei einem dieser Gehirne (Gehirn
J) auf den Hippocampus der linken Hemisphére verzichtet werden musste.

Eine Ubersicht iiber alle aufbereiteten Gehirne zeigt Tabelle 11.
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Tabelle 11: Gesamtiibersicht der Proben

A-F: Selbst entnommen an Korperspendern
G-J:  Anatomie-Kurspréparate, zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. med. T.
Tschernig
*: Kennzeichnung der Gehirne, welche aufgrund unzureichender
Probenqualitit keine Verwendung fanden
Nomenklatur Fixierung Geschlecht Sterbealter
Gehirn A NEP (05/2021) 91
Gehirn B* NEP (05/2021) 86
Gehirn C Formalin (07/2021) 82
Gehirn D* NEP (07/2021) 90
Gehirn E* NEP (06/2021) 81
Gehirn F* NEP (06/2021) 81
Gehirn G Formalin (09/2019) 57
Gehirn H NEP (01/2020) 72
Gehirn [ NEP (01/2020) 83
Gehirn J NEP (01/2020) 83

4.2.5.2 Anatomische Priparation der Hippocampi

Ziel war es, den Hippocampus als ganze Struktur darzustellen. In diesem Sinne wurde

eine En-bloc-Resektion durchgefiihrt. Diese erforderte eine genaue Planung der

Schnittfiihrung und eine ausgezeichnete Kenntnis iiber die Neuroanatomie des

Menschen.

Nach Positionierung des Gehirns entsprechend der Lage im menschlichen Schédel

wurde der Sulcus sagittalis aufgesucht. Entlang dieser anatomischen Leitstruktur

erfolgte ein Sagittalschnitt unter Separierung der beiden Hemisphéren.
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AnschlieBend wurden Teile der Leptomeninx (Arachnoidea encephali und Pia mater
encephali) mitsamt den umliegenden Blutgefden entfernt, sodass das Auffinden der
Sulci als Orientierungspunkte fiir die Préparierung des Hippocampus erleichtert
wurde. Anschlie8end erfolgte ein Horizontalschnitt durch den Sulcus temporalis mit

kaudaler Begrenzung durch den Thalamus (vgl. Abbildung 7).

Abbildung 7: Schnittfiihrung des Horizontalschnitts

A: Thalamus

B: Cornu anterior des Seitenventrikels
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Die weitere Bearbeitung wurde am basalen Teil der beiden durch den
Transversalschnitt entstandenen Hirnhilften fortgesetzt. Den Zugang zur Priparierung
des Hippocampus bildete das im basalen Temporallappen gelegene Unterhorn (Cornu
temporale) des Seitenventrikels. Durch Eroffnen des Seitenventrikels lieBen sich
schlieBlich Fornix und die okzipital gelegenen Anteile des Hippocampus darstellen.
Unter vorsichtigem Priparieren mit dem Skalpell konnte der Verlauf des
Hippocampus bis in die Tiefe dargestellt werden und dieser als ganze Struktur

geborgen werden (vgl. Abbildung 8).

w O O ™

>

s

Abbildung 8: Darstellung des anatomischen Verlaufs des

Hippocampus am Boden des Unterhorns (Cornu temporale)

A: Cornu temporale ventriculi lateralis
B: Fimbria hippocampi

C: Hippocampus

D: Gyrus dentatus

E: Gyrus parahippocampalis
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Mit dem Skalpell wurde der Hippocampus durch zwei Frontalschnitte in drei
gleichgroBe Gewebeproben separiert (vgl. Abbildung 9). Die zugeschnittenen
Gewebeproben wurden in Einbettkassetten verschlossen. Die Beschriftung der Proben
erfolgte fortlaufend entsprechend der allgemeinen Gewebetopografie mit den
arabischen Ziffern 1, 2 und 3. Ziffer 1 kennzeichnet hierbei den am weitesten kranial
gelegenen und makroskopisch schmilsten Abschnitt des Hippocampus. Der am
weitesten rostral gelegenen und makroskopisch breitesten Anteil des Hippocampus
mit dem Pes hippocampi wurde mit der Ziffer 3 versehen. Die Gewebeproben wurden

iiber Nacht bei 4 °C in vierprozentigem PFA in PBS fixiert.

Abbildung 9: Gewebeproben mit Beschriftung
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4.2.5.3 Probenentnahme des menschlichen Cerebellums
Erginzend wurden neben der Praparierung der Hippocampi Proben des menschlichen
Cerebellums asserviert. Hierfiir wurden Vermis (V) und Kleinhirnhemisphéaren (C) des

Gehirns aufgesucht und linksseitig jeweils eine Probe dieser entnommen.

4.2.6 Paraffineinbettung

Um die Proben der Histologie zugénglich zu machen, wurden diese in Paraffin
eingebettet. Dieser Zustand erlaubte den spdteren Zuschnitt in hauchdiinne, nur wenige
Mikrometer dicke Schnitte und die anschlieBende histologische Aufbereitung und
Farbung des eingebetteten Gewebes.

Vor der Einbettung wurden die Proben nochmals in kleinere Abschnitte zugeschnitten.
So wurde gewihrleistet, dass die Proben den durch die GroBe der Einbettringe
vorgegebenen Maflen entsprachen.

Die Beschriftung erfolgte analog der zuvor festgelegten: Ausgehend von dem am
weitesten kranial gelegenen und makroskopisch schmailsten Abschnitt des
Hippocampus wurden die Proben aufsteigend bis zu dem am weitesten rostral
gelegenen und makroskopisch breitesten Anteil des Hippocampus durchnummeriert.
Nach dem erneuten Zuschnitt wurden die Proben wieder in die Einbettkassetten
eingeschlossen.

Der Einbettungsprozess begann mit einer dreistiindigen Wéasserung der Proben unter
flieBendem Leitungswasser. AnschlieBend erfolgte die Dehydrierung des Gewebes in
einer aufsteigenden Alkoholreihe sowie eine vierstiindige Lagerung in Methylbenzoat.
Hierdurch konnten dem Gewebe restlicher Alkohol und verbliebenes Wasser entzogen
werden. Die Paraffinierung erfolgte schlielich durch insgesamt vierstiindiges Lagern

der Einbettkassetten in fliissigem Paraffin.
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Die Schritte der Dehydrierung, der Lagerung der Proben in Methylbenzoat und der
Paraffinierung fanden automatisiert im Einbettautomaten statt und werden in

Tabelle 12 in ihrer zeitlichen Abfolge dargestellt:

Tabelle 12: Zeitliche Abfolge der Schritte im Einbettautomaten

1h 70 % 2-Propanol
1,5h 80 % 2-Propanol
1,5h 90 % 2-Propanol
2x1,5h 100 % 2-Propanol
3x1,5h Methylbenzoat
2x2h Paraffin

Die anschlieBende Einblockung der paraffinierten Proben wurde eigenhédndig
durchgefiihrt. Hierzu wurden die Boden der Ausgussformchen mit fliissigem Paraffin
ausgegossen und die Proben anschlieBend entsprechend der gewiinschten
Schnittfldche positioniert.

Nach korrekter Ausrichtung der Proben wurden die Einbettringe aufgesetzt und die
Ausgussformchen zum Aushérten auf die Kiihlplatte mit einer Temperatur von —2,5 °C
gestellt. Die Einbettringe wurden nach und nach mit fliissigem Paraffin aufgefiillt.
Nach Aushérten des Paraffins konnten die fertigen Blocke bei Raumtemperatur

gelagert werden.

4.2.6.1 Hippocampus
Ziel war die Darstellung der Hippocampusformation mit Abbildung von Cornu

ammonis, Gyrus dentatus und Subiculum. Vor diesem Hintergrund wurde der
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Hippocampus entlang seiner Querschnittsfliche auf den metallenen Ausgussformchen

positioniert.

4.2.6.2 Cerebellum

Die Proben von Vermis und Kleinhirnhemisphire des Cerebellums wurden léngs
angeschnitten und entsprechend ihrer Schnittfliche auf dem Ausgussformchen
positioniert, sodass sich im spéteren Schnitt histologisch sowohl Rinden- als auch

Markareale abbildeten.

4.2.7 Herstellung von Paraffinschnitten

Die Paraffinblocke wurden mit dem Mikrotom in Schnitte mit einer Dicke von sieben
Mikrometern zugeschnitten.

Beim Einspannen des Gewebeblocks wurde darauf geachtet, dass die Blockoberflidche
horizontal und vertikal zur Messerklinge ausgerichtet ist. Der Anschnitt des Blocks
erfolgte so weit bis das eingebettete Gewebe im entsprechenden Umfang zu sehen war.
Die Gewebeschnitte wurden anschlieBend mit einem feuchten Pinsel aufgenommen
und im Wasserbad bei 37 °C gestreckt. Nach dem Aufziehen der Schnitte auf einen
Objekttrager wurde dieser auf einer Warmeplatte bei 37 °C fiir die Dauer von 30 min
getrocknet. Im Anschluss erfolgte die Priifung des Gewebes auf Vollstindigkeit und
eine ausreichende Probenqualitit. Zur weiteren Trocknung wurden die Schnitte {iber
Nacht im Warmeschrank bei 37 °C gelagert und anschliefend bei Raumtemperatur

aufbewabhrt.
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4.2.8 Gesamtiibersicht der Proben

Tabelle 13: Gesamtiibersicht der eigenstéindig gewonnenen Proben

Beschriftung: H = Hippocampus, V = Vermis, C = Kleinhirnhemisphire, |1 = links, r = rechts

Gehirn A Gehirn C Gehirn G Gehirn H Gehirn I Gehirn J
ayHr1.1. ayHI11.1. |[¢)Hr1.1. [¢c)HIIL.1. |gHrl.l. |ggHI1.1. |h)Hr1.1. |h)HIIL.1. |[1)Hr1.1. [1)HIL.1. |j)Hr1.1.
ayHr1.2. a)H11.2. |[¢)Hr1.2. [¢c)HI1.2. |gHrl2. |gHI12. |h)Hr1.2. |h)HI1.2. |1)Hr1.2. [1)HI1.2. |j)Hr1.2.
a)Hr1.3. a)H11.3. |[¢)Hr1.3. [c)HIL.3. hyHr13. |h)HI113. |[i))Hr1.3. |i))H11.3.
a)Hr2.1. a)H12.1. |[¢)Hr2.1. [¢c)HI2.1. | g Hr2.1. |gyHI12.1. |h)Hr2.1. |h)HI12.1. |1)Hr2.1. [1)HI2.1. |j)Hr2.1.
a)Hr2.2. a)H122. |[¢c)Hr22. [¢c)HI122. | g Hr22. |gyH122. |h)Hr22. |h)HI122. |[1)Hr22. [1)HI12.2. |j)Hr2.2.
c)H123. | gHr23. [ ggHI12.3. hyH123. |i))Hr23. |i))H123.

a)Hr3.1. a)H13.1. |[¢)Hr3.1. [¢c)HI3.1. | g Hr3.1. | ggHI3.1. |h)Hr3.1. |h)HI3.1. |)Hr3.1. [1)HI3.1. |j)Hr3.1.
a)Hr3.2. a)H13.2. |[¢)Hr3.2. [¢c)HI3.2. | g Hr32. |gHI132. |h)Hr32. |h)HI13.2. |1)Hr3.2. [1)HI3.2. |j)Hr3.2.
a)Hr3.3. a)H13.3. c)H133. |gHr33. |gHI33. |h)Hr33. |h)HI33. |i)Hr33. |1))HI13.3. |j)Hr3.3.
/ a)Vll / / / / / / / / /

a)Vli2

a)Vl13
/ a)Cll1 / / / / / / / / /

a)Cl2
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Neben den in Tabelle 13 aufgefiihrten Proben sind auBlerdem zwei weitere

Gewebeproben aus menschlichen Glioblastomen zu beriicksichtigen:

- GBMA
- GBMB
Diese wurden durch Herr Prof. Dr. med. Joachim Oertel und Frau Prof. Dr. rer. nat.

Steffi Urbschat aus der Klinik fiir Neurochirurgie des Universitatsklinikum des

Saarlandes zur Verfiigung gestellt.

4.2.9 Auswahl der Schnitte

Um eine schliissige Interpretation der Ergebnisse zu ermdglichen, wurde durch eine
gezielte Auswahl der Proben eine interne Vergleichbarkeit geschaffen. Stellvertretend
fiir jedes Gehirn und jede Hemisphire wurde ein Block gewihlt, welcher in seinem
Anschnitt die Hippocampusformation, bestehend aus Cornu ammonis, Gyrus dentatus
und Subiculum, vollstindig darstellte. Auf diese Weise wurde eine sichere Zuordnung
zu anatomischen Arealen ermdglicht und letztlich eine standardisierte Auswertung der

Ergebnisse gewihrleistet.

4.2.10 Hamatoxylin-Eosin-Farbung
Um die Qualitidt der Gewebeschnitte zu beurteilen, wurde vor Durchfiihrung der
immunhistochemischen Férbung eine Héamatoxylin-Eosin (HE-Féarbung) aller

ausgewihlten Schnitte als Ubersichtsfirbung durchgefiihrt.

4.2.10.1 Grundlagen
Die HE (Hamatoxylin-Eosin) -Férbung zéhlt zu den bekanntesten Farbeverfahren und
iiberzeugt vor allem durch ihre gute Reproduzierbarkeit sowie eine iibersichtliche

Darstellung der Gewebestrukturen [80,132].
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Das zur Gruppe der Flavonoide gehdrende Hdmatoxylin wird aus dem Kernholz des
Blauholzbaumes Hematoxylon campechianum extrahiert und ist farblos [7,80]. Erst
durch Oxidation wird das farbwirksame Hématein generiert, welches in der Histologie
durch seine charakteristische blaue Farbung bekannt ist [4,7].

Durch Zusatz von Metallsalzen entstehen gute chromogene basische Férbelosungen
wie die Hdmalaune, welchen auch das in dieser Arbeit verwendete Hamatoxylin nach
Ehrlich angehort [80].

Das Grundprinzip der Farbung beruht auf der lonenbindung [80]. Himalaune sind als
basische Hdmatoxylinlacke des Aluminiums positiv geladen und binden an saure,
anionische Komponenten wie Chromatin, Nukleolen, Ergastoplasma und Ribosomen,
sodass sie sich zur Kernfarbung eignen [80,159]. Die Farbe des Lackes dndert sich pH-
abhingig [80]. Wihrend sich die Farbe in saurer Losung rotbraun darstellt, kann durch
pH-Erh6hung ein blauer Farbumschlag erreicht werden, der zugleich zu einer
Fixierung der Fiarbung fiihrt [80].

Die Gegenfirbung erfolgt mit saurem Eosin [132]. Dieses gehort zur Gruppe der
Xanthenfarbstoffe und farbt die basischen kationischen Komponenten des Gewebes
wie Zytoplasmaproteine, Mitochondrien, Bindegewebe und Kollagenfasern in einem

kréaftigen Rotton. [80,159].

4.2.10.2 Versuchsdurchfiithrung

Um das Gewebe der HE-Férbung zugénglich zu machen und eine Anfarbung mit den
wasserloslichen Farbstoffen Hématoxylin und Eosin zu gewéhrleisten, wurden die
Schnitte zundchst entparaffiniert.

Hierzu wurden die Schnitte dreimal fiir jeweils 5 Minuten in Xylol eingetaucht.
Anschliefend wurde das Gewebe in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert (vgl.

Tabelle 14).
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Tabelle 14: Zeitliche Abfolge der Entparaffinierung und Rehydrierung

Xylol 5 min
Xylol 5 min
Xylol 5 min
100 % Propan-2-ol 5 min
100 % Propan-2-ol 5 min
90 % Propan-2-ol 5 min
80 % Propan-2-ol 5 min

Nach dem Entparaffinieren wurden die Proben in gefiltertes Himatoxylin nach Ehrlich
iiberfiihrt und dort fiir acht Minuten belassen. Im Anschluss erfolgte das Spiilen der
Schnitte in destilliertem Wasser, sodass iiberschiissiges Himatoxylin entfernt wurde.
Durch zwdlfminiitiges Bléduen unter flieBendem Leitungswasser und der konsekutiven
Erhohung des pH-Wertes konnte der charakteristische blau-violette Farbumschlag
erreicht werden. Nach dem Blduen wurden die Schnitte fiir ca. dreiig Sekunden mit
destilliertem Wasser gesplilt.

Es folgte die zweieinhalbminiitige Gegenfiarbung mit 0,1-prozentigem Eosin. Die
Einstellung des pH-Wertes zwischen vier und sechs gelang durch die Beigabe von
zwei Tropfen Eisessig. Zur Differenzierung und Entwidsserung wurden die Schnitte
einer aufsteigend Alkoholreihe zugefiihrt. Hierzu wurden die Proben fiir fiinf Minuten
in 9-prozentigem Ethanol und anschlieend zweimal fiir jeweils weitere fiinf Minuten
in 100-prozentigem Ethanol gespiilt.

Abschlieend wurden die Schnitte fiir insgesamt dreimal fiinf Minuten in Xylol
geklart. Im Anschluss konnten die Proben mit dem Eindeckmedium Roti-Histokitt und

einem Deckglas auf dem Objekttrager eingedeckt werden.
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4.2.11 Immunhistochemische Firbung

4.2.11.1 Grundlagen

Um das TRPC6-Kanalprotein und seine Lokalisation in Zellen und im Gewebe
nachzuweisen, bedarf es einer Methode, diesen Kanal fiir das menschliche Auge
sichtbar zu machen.

Ein leistungsstarkes Verfahren zur visuellen Lokalisation spezifischer Antigene stellt
die Immunhistochemie dar [88,153]. Sie vereint die drei Bereiche der Immunologie,
Histochemie und Chemie und hat sich zu einem Standardinstrument in Forschung und
klinischer Diagnostik entwickelt [88,121].

Grundlage dieses Verfahrens ist die spezifische Bindung zwischen Antikdrper und
Antigen [88]. Unterschieden werden direkte und indirekte Methoden der
Immunhistochemie. Bei der traditionellen direkten Methode ist der Primarantikorper
an ein Enzym gekoppelt [7,153]. Die indirekte Methode verwendet hingegen einen
enzymatisch markierten Sekundérantikdrper, der an einen unkonjugierten
Primérantikorper bindet [74]. Nach Inkubation mit einem chromogenen Substrat wie
Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) wird enzymatisch ein farbiges
Reaktionsprodukt generiert [153].

In dieser Arbeit wurde die indirekte Methode der Immunhistochemie (IHC)
durchgefiihrt. Verwendet wurde ein mit Meerrettichperoxidase (horseradish
peroxidase = HRP) konjugierter Sekunddrantikorper, der gegen die Spezies des
Primérantikdrpers gerichtet war. Als chromogenes Substrat wurde DAB eingesetzt.
Durch das enzymatisch generierte Farbprodukt konnten Riickschliisse auf die

Expression des TRPC6-Kanalproteins im menschlichen ZNS getroffen werden.
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Abbildung 10 verdeutlicht das Schema, welches der immunhistochemischen Férbung

zugrunde liegt.

o |
.. ® Gefirbtes
Reaktionsprodukt
o /
Substrat 00 ~ @
Sekundéarantikorper
—
I Primérantikorper
Protein

Abbildung 10: Schema — Indirekte Methode der IHC

Als ein wichtiger Schritt der Immunhistochemie ist auflerdem die
Antigenriickgewinnung bzw. Antigendemaskierung zu nennen. Eine durch die
Formalin-Fixierung hervorgerufene Anderung der Tertiiir- und Quartirstrukturen der
Proteine, welche konsekutiv zu einer reversiblen Verminderung der Antigenitit fiihrt,
kann durch Erhitzen der Gewebeproben in gepufferten Losungen wieder aufgehoben
werden [35,121,130].

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Immunhistochemie stellt der Umgang bzw. die
Priavention unspezifischer Hintergrundfarbungen dar. Diese kann sowohl auf eine
unspezifische Antikdrperbindung als auch auf die Aktivitidt endogener Peroxidasen
zurlickgefiihrt werden [7,153]. Um eine unspezifische Antikoérperbindung aufgrund
hydrophober Wechselwirkungen zu minimieren, wurde der Sekundirantikorper mit

10-prozentiger NGS-Blockier-Losung bestehend aus 10-prozentigem NGS und 0,1-
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prozentigem Triton X-100 in PBS vorinkubiert. Die endogene Peroxidaseaktivitét

wurde durch das Aufbringen einer 3-prozentigen H>O»-Losung gehemmt.

4.2.11.2 Versuchsdurchfiithrung

Im Folgenden werden die einzelnen Schritte der immunhistochemischen Féarbung in
chronologischer Reihenfolge dargestellt.

Zunidchst wurden die Hirnschnitte entparaffiniert. Hierzu wurden die Objekttriger
dreimal fiir jeweils fiinf Minuten in Xylol eingetaucht.

Es folgte die Rehydrierung des Gewebes durch eine absteigende Alkoholreihe. Die
Schnitte wurden nacheinander fiir jeweils fiinf Minuten in 90-, 80- und 70-prozentiges
Propan-2-ol getaucht. AnschlieBend wurden die Proben fiir fiinf Minuten in
destilliertem Wasser gewaschen.

Im néchsten Schritt wurde das Gewebe zur wiarmeinduzierten Antigendemaskierung
fiir eine Dauer von 60 min im Wiarmeschrank im vorgewdrmten Citratpuffer (pH 6)
bei 95 °C inkubiert. Nach dem Abkiihlen der Objekttrager erfolgte das einstiindige
Blockieren der Schnitte mit 10-prozentigem NGS in PBS in einer Feuchtekammer. Die
Blockierlosung wurde von den Schnitten geklopft und der Primérantikorper
anschlieend in der entsprechenden Verdiinnung auf die Schnitte pipettiert und iiber
Nacht zur Inkubation belassen.

Am néchsten Tag wurden die Schnitte zundchst zweimal fiir eine Dauer von zwei
Minuten in PBS gewaschen. Anschlieend erfolgte die Inaktivierung der endogenen
Peroxidasen durch die zehnminiitige Inkubation des Gewebes mit 3-prozentigem H>O»
in PBS in einer Feuchtekammer. Nach zwei weiteren zweiminiitigen Waschschritten
in PBS folgte die Zugabe des sekundiren Antikorpers. Dieser wurde im Verhiltnis
von 1:500 in NGS-Blockierlosung verdiinnt und anschlieBend auf die Schnitte

pipettiert. Nach 60-miniitiger Inkubation in der Feuchtekammer und zweimaligem
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Waschen in PBS wurden die Proben mit der Substratldsung (DAB) inkubiert. Nach
Abwarten der entsprechenden Inkubationszeit wurde die Reaktion in PBS gestoppt.
Es folgte die Gegenfarbung mit Himatoxylin. Hierzu wurden die Objekttrager fiir eine
Sekunde in gefiltertes Hamatoxylin getaucht und nach zweimaligem Eintauchen in
destilliertes Wasser schlieBlich fiir flinf Minuten in Leitungswasser gebléut.

Die Dehydrierung der Proben erfolgte durch eine aufsteigende Alkoholreihe bestehend
aus 70- 80-, 90- und 100-prozentigem Propan-2-ol. Nach jeweils fiinfminiitiger
Inkubation wurden die Schnitte abschlieBend fiir insgesamt dreimal fiinf Minuten in
Xylol gekldrt und mit dem Eindeckmedium Roti-Histokitt und einem Deckglas auf

dem Objekttriager eingedeckt.

4.2.11.3 Verdiinnung und Substratinkubationszeit

Nach Austestung unterschiedlicher Verdiinnungen des Primérantikorpers (1:50, 1:100,
1:200, 1:500) und unterschiedlicher Substratinkubationszeiten (1min, 2,5min, 3min)
mit anschlieBender Evaluation der Ergebnisse unter dem Mikroskop erwiesen sich eine
Verdiinnung des Primédrantikorpers von 1:100 und eine Substratinkubationszeit von
drei Minuten als guter Standard fiir die immunhistochemische Firbung von
Cerebellum und Hippocampus. Alle Proben des menschlichen Cerebellums und
Hippocampus wurden unter diesem Standard erhoben. Fiir die Gewebeschnitte aus der
Neurochirurgie wurde bei gleicher Verdiinnung eine Substratinkubationszeit von

sechs Minuten gewdhlt.

4.2.11.4 Negativkontrolle
Um eine unspezifische Anfiarbung des Gewebes auszuschlieen und eine bessere
abschlieende Beurteilung der Qualitit der Farbung zu gewéhrleisten, wurde bei

jedem Fidrbedurchgang eine Negativkontrolle mitgefithrt. Als negatives

59



4 Material und Methoden

Kontrollreagenz wurde Kaninchenserum verwendet. Die Verdiinnung mit der 10-
prozentigen NGS-Blockierlosung erfolgte im Verhéltnis 1:500 und wurde
entsprechend der Inkubationszeit des Primérantikdrpers fiir drei Minuten auf den

Schnitten belassen.

4.2.11.5 Peptidkontrolle

Um eine spezifische Bindung des Primérantikorpers nachzuweisen und damit auch die
Validitit der Ergebnisse zu bestitigen, wurde im Rahmen dieser Forschungsarbeit
einmalig eine Peptidkontrolle unter Verwendung von TRPC6 Blocking Peptide
angefertigt. Hierzu wurden 40 pg des Kontrollpeptids in 20 pl PBS aufgeldst.
AnschlieBend wurde der im Verhiltnis 1:100 in NGS-Blockierlosung verdiinnte
Primérantikdrper hinzugegeben. Nach nichtlicher Inkubation bei 7 °C konnte die
Losung anstelle der im Protokoll vorgesehenen Primérantikorperlosung auf einen in
der immunhistochemischen Férbung urspriinglich deutlich positiv angefarbten
Gewebeschnitt pipettiert werden. Durch die Zugabe des TRPC6 Blocking-Peptide
wird der Primérantikdrper geblockt, sodass sich eine erfolgreiche Peptidkontrolle
durch eine deutlich schwiéchere Férbung im Vergleich zur korrespondierenden

Positivkontrolle zeigt.

4.2.12 Bildaufnahme und -verarbeitung

Die Bilder der gefdrbten Schnitte wurden mithilfe des Axio Scan.Z1 erzeugt. Durch
das zugrunde liegende Prinzip des Stitchings wurden hochaufldosende
Ubersichtsaufnahmen generiert und die Schnitte konnten in ihrer Gesamtheit bildlich
dargestellt werden.

Grundlage der Technik bildet die Aufnahme vieler kleiner Bilder (Tiles), die im
Anschluss zu einem groBeren Bild zusammengefligt werden.
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Das Scannen der HE-gefirbten Schnitte erfolgte mit dem 10x-Objektiv. Die
immunhistochemisch gefarbten Schnitte wurden mit dem 20x-Objektiv eingescannt.
Es entstanden hochauflosende Aufnahmen, deren Beurteilung mit der Software
ZEN lite erfolgte. Die Software ermoglichte die bildliche Darstellung der
hochauflosenden CZI-Dateien. AuBerdem konnten durch Markieren eines
gewlinschten Bildausschnittes neue Bilder generiert werden, in denen die markierten
Strukturen gezoomt und hochauflésend zur Darstellung kamen. Durch Spiegeln und
Drehen der Bilder mit der Mikroskopiersoftware ZEN lite wurde ein einheitliches
Layout und somit eine bessere Vergleichbarkeit der Aufnahmen geschaffen. Die
Konvertierung der Bilder in das gebriduchliche JPEG-Format erfolgte ebenfalls mit

dieser Software.

4.2.13 Auswertung

Die Auswertung der CZI-Dateien erfolgte mit der Mikroskopiersoftware ZEN lite

unter Beachtung der histologischen Gliederung.
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5 Ergebnisse

5 Ergebnisse

5.1 HE-Farbung

Die HE-Férbung aller verwendeten Gewebeproben zeigte eine gute Probenqualitit
ohne wesentliche Lysen oder andere Minderungen der Gewebequalitdt mit Ausnahme
der Probe des rechten Hippocampus von Spender J. Hier lie3 sich eine umschriebene
Auflésung der Gewebestruktur feststellen.

In den folgenden Abbildungen 11 bis 14 wird exemplarisch je ein HE-gefarbter Schnitt
stellvertretend fiir jedes Gewebe (Hippocampus, Cerebellum und Glioblastom)

gezeigt.

CAl

o . CA2
Fimbria hippocampi :

CA3
CA4

GD

SUB

EC

2000 um

Abbildung 11: HE-Féarbung des Priparats a) H r 2.2.

Zu sehen ist ein Frontalschnitt durch den rechten menschlichen Hippocampus von

Spender A mit Abbildung der charakteristischen Hippocampusformation. Dargestellt
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sind Cornu ammonis (CA1-CA4), Gyrus dentatus (GD), Subiculum (SUB) und

Entorhinaler Kortex (EC).

Abbildung 12: HE-Férbung des Préparats a) C /2

Die Abbildung zeigt die charakteristische Struktur des Kleinhirnparenchyms, welche
auch als Arbor vitae (,,Lebensbaum®) bezeichnet wird. Deutlich erkennbar sind die
Kleinhirnwindungen (Foliae), hervorgerufen durch die starke Faltung der
Kleinhirnrinde.
1: Marklamelle

2: Folium
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Abbildung 13: HE-Férbung des Préparats a) C /2

Dargestellt ist die histologische Dreigliederung des Kleinhirnparenchyms in Stratum
granulosum (1), Stratum purkinjense (2) und Stratum moleculare (3). Die GABA-
ergen Purkinjezellen (4) strecken ihre Dendriten ins Stratum moleculare aus und
projizieren zu den Kleinhirnkernen. Die eosinophilen zellkernfreien Areale im Stratum
granulosum werden als Glomeruli cerebellares (5) bezeichnet. Bei den kleineren
rundlichen Zellen im Stratum moleculare handelt es sich um Stern und Korbzellen,
welche als inhibitorische Interneurone fungieren wund zur rdumlichen
Kontrastverschiebung beitragen [37]. Neben den exzitatorischen Kornerzellen
befinden sich im Stratum granulosum in weitaus geringerer Zahl die Golgi-Zellen (6).
Hierbei handelt es sich um inhibitorisch wirkende Interneurone, die als ,,negatives

Feedbacksystem flir die Kornerzellen wirken [37,158].
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Abbildung 14: HE-Féarbung des Priparats GBM A

Erkennbar sind die GefaBproliferate (1) und die typische Zellpolymorphie des
Glioblastoms. Weiterhin ist ein nekrotisches Areal (2) innerhalb des Tumors

abgrenzbar.
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5.2 Spezifitiat der Farbungen

Im Folgenden werden die Peptidkontrolle und die Negativkontrolle dem
immunhistochemischen Nachweis von TRPC6 gegentibergestellt.

Die Peptidkontrolle wurde an Pradparat @) H r 2.2. durchgefiihrt, welches in der
immunhistochemischen Farbung stark positiv fiir den polyklonalen Primarantikorper
Anti-TRPC6 gefarbt war (vgl. Abbildung 15, 20-23).

Entsprechend der Erwartungen an die Peptidkontrolle kann im Vergleich zur
Positivkontrolle eine deutlich schwichere Farbung des Préaparats a) H r 2.2. beobachtet
werden (vgl. Abbildung 16). Es kann folglich von einer Spezifitit der Ergebnisse
ausgegangen werden. Die mitgefiihrte Negativkontrolle zeigt sich negativ ohne
Nachweis positiver Zellen fiir TRPC6 und ist im Folgenden exemplarisch fiir Préparat

a) Hr 2.2. sowie fiir das Praparat GBM A gezeigt (vgl. Abbildungen 17 und 19).
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Abbildung 15: Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 im Préparat a) H r 2.2.

Zu sehen ist die CA4-Region des Cornu ammonis mit deutlicher Braunfiarbung der
Pyramidenzellen (1). Weiterhin zeigen sich die Kornerzellen des Gyrus dentatus

vereinzelt positiv fiir TRPC6 (2).
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Abbildung 16: Peptidkontrolle im Préparat a) H r 2.2.

1: CA4-Region des Cornu ammonis

2: Stratum granulosum des Gyrus dentatus
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Abbildung 17: Negativkontrolle im Praparat a) H r 2.2.

1: CA4-Region des Cornu ammonis

2: Stratum granulosum des Gyrus dentatus
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Abbildung 18: Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 im Priaparat GBM A

Die stark polymorphen Zellen zeigen sich grof3tenteils TRPC6-positiv. Der Buchstabe
A markiert beispielhaft zwei TRPC6-positive Zellen. Weiterhin sind innerhalb des

Tumors charakteristische GefaB3proliferate (B) zu sehen.
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Abbildung 19: Negativkontrolle im Praparat GBM A
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5.3 Immunhistochemische Farbung

5.3.1 TRPC6 im menschlichen Hippocampus

Die Ergebnisse der Immunhistochemie werden im Folgenden anhand
lichtmikroskopischer Bilder der gefdrbten Prdparate gezeigt. Durch die Auswahl
verschiedener Bildausschnitte soll eine gute Darstellung der TRPC6-Kanalexpression
ermoglicht werden. Unter dem Begriff ,,Expression® ist im Folgenden im Rahmen der
Darstellung und Diskussion der eigenen Ergebnisse der immunhistochemische
Farbnachweis gemeint, der Hinweise fiir das Vorhandensein des TRPC6-

Kanalproteins liefert.

5.3.1.1 Gehirn A

Gehirn A zeigt unter den sechs untersuchten Gehirnen die stirkste Anfarbung fiir
TRPC6. Ein immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 kann beidseits in
Pyramidenzellen des Cornu ammonis (CA1-CA4) und des Subiculums sowie in
Kornerzellen des Gyrus dentatus erbracht werden (vgl. Abbildungen 20-26).

Des Weiteren kann beidseits eine subzelluldre Expression des Kanalproteins im Gyrus
dentatus gezeigt werden. TRPC6-positive Strukturen sind sowohl im Stratum
moleculare als auch im Stratum multiforme des Gyrus dentatus abgrenzbar (vgl.
Abbildung 22 und 26). Die TRPC6-positiven Strukturen im Stratum moleculare, die
parallel zur CA1-CA3-Region verlaufen, erinnern mit ihrem nestartigen Aussehen an
die Morphologie von Dendriten. Es wire grundsatzlich denkbar, dass es sich bei den
genannten Strukturen um die im Stratum moleculare lokalisierten Dendriten der
Kornerzellen des Gyrus dentatus handelt. Die fadenférmigen, TRPC6-positiven
Strukturen im Stratum multiforme lassen sich histomorphologisch prinzipiell mit

Axonen der Kornerzellen des Gyrus dentatus vereinbaren.
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Im Seitenvergleich zeigt der rechte Hippocampus eine etwas stirkere Anfarbung als
der linke Hippocampus. Links kann innerhalb des Cornu ammonis eine besonders
starke Anfiarbung fiir die CA2- und CA3-Region beobachtet werden (vgl.

Abbildung 25).

Rechts:

Abbildung 20: Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 im Préparata) Hr 2.2

Dargestellt sind Gyrus dentatus (GD), Cornu ammonis (CA1-CA4) und Subiculum
(SUB) im rechten Hippocampus von Gehirn A. In der Abbildung sind drei

Bildausschnitte zur detaillierten Darstellung der Ergebnisse markiert.
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Abbildung 21: VergroBerter Ausschnitt (Bildausschnitt 1) aus Abbildung 20

Gezeigt sind die CA4-Region des Cornu ammonis und Anteile des Gyrus dentatus
(GD). Korrespondierend zu den deutlich positiven Pyramidenzellen der CA4-Region

(1) zeigen sich im Gyrus dentatus TRPC6-positive Kornerzellen (2).
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Abbildung 22: VergroBerter Ausschnitt (Bildausschnitt 2) aus Abbildung 20

Detailaufnahme des Gyrus dentatus mit seiner Dreigliederung in Stratum
moleculare (1), Stratum granulosum (2) und Stratum multiforme (3). Neben den
TRPC6-positiven Kdrnerzellen (4) im Stratum granulosum zeigt sich weiterhin eine
subzelluldre Verteilung des TRPC6-Kanalproteins. Im Stratum moleculare des Gyrus
dentatus sind nestartig angeordnete TRPC6-positive Strukturen abgrenzbar (5). Des
Weiteren lassen sich innerhalb des Stratum multiforme des Gyrus dentatus
fadenformige TRPC6-positive Strukturen beobachten, bei welchen es sich um Axone

der Kornerzellen handeln konnte.
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Abbildung 23: VergroBerter Ausschnitt (Bildausschnitt 3) aus Abbildung 20

Ziffer 1 markiert TRPC6-positive Pyramidenzellen der CA3-Region im rechten

Hippocampus von Gehirn A.
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Links:

coeastien

CA2

‘ , e gL =

o suB. ) , ' sooum
Abbildung 24: Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 im Préparata) H 1 2.2.

Zu sehen sind Gyrus dentatus (GD), Cornu ammonis (CA1-CA4) und Subiculum
(SUB) im linken Hippocampus von Gehirn A. Mithilfe der Bildausschnitte 1 und 2

wird eine detaillierte Darstellung der Ergebnisse ermoglicht.
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Abbildung 25: VergroBerter Ausschnitt (Bildausschnitt 1) aus Abbildung 24

Abbildung der TRPC6-positiven Pyramidenzellen (1) der CA3-Region im linken

Hippocampus von Gehirn A.
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Abbildung 26: VergroBerter Ausschnitt (Bildausschnitt 2) aus Abbildung 24

Die Abbildung zeigt den Gyrus dentatus des linken Hippocampus von Gehirn A. Die
charakteristischen rundlichen Kornerzellen (1) des Stratum granulosum erscheinen
vereinzelt positiv fiir TRPC6 (vgl. Ziffer 2).

Ziffer 3 markiert eine TRPC6-positive Pyramidenzelle der CA4-Region. Im Stratum
moleculare und im Stratum multiforme des Gyrus dentatus kann ein subzelluléres
Expressionsmuster von TRPC6 beobachtet werden (4), wie es bereits in der rechten

Hemisphére von Gehirn A nachgewiesen wurde.
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5.3.1.2 Gehirn C

Im Vergleich zu Gehirn A weist das formalinfixierte Gehirn C eine insgesamt
schwichere Anfirbung fiir TRPC6 auf. In beiden Hemisphéren ldsst sich TRPC6
vereinzelt in den Pyramidenzellen des Cornu ammonis und des Subiculums
nachweisen. Zusdtzlich zeigen sich in der linken Hemisphére vereinzelt TRPC6-
positive Kornerzellen im Gyrus dentatus (vgl. Abbildung 30).

Wihrend in der rechten Hemisphére vereinzelt TRPC6-positive Pyramidenzellen in
den Regionen CA1-CA4 des Cornu ammonis beobachtet werden kdnnen, zeigt die
linke Hemisphére vereinzelt einen positiven Farbnachweis fiir TRPC6 fiir die
Pyramidenzellen der CA1-CA3-Region. Innerhalb der CA4-Region kann links keine

Farbreaktion beobachtet werden.

Rechts:

CA3 CA?"

CA4 1

CAl

SUBI o 500 um__
Abbildung 27: Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 im Préparat ¢) H r 2.2.

Gezeigt sind Gyrus dentatus (GD), Cornu ammonis (CA1-CA4) und Subiculum
(SUB) im rechten Hippocampus von Gehirn C. Zur detaillierten Darstellung wurde ein

Bildausschnitt markiert.
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81

Pyramidenzelle.

VergroBerter Ausschnitt (Bildausschnitt 1) aus Abbildung 27
TRPC6-positive

Der Bildausschnitt zeigt die CA4-Region des rechten Hippocampus von Gehirn C.

Ziffer 1 markiert exemplarisch eine

Abbildung 28
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Links:

Abbildung 29: Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 im Préparat ¢) H12.2.

Zu sehen sind Gyrus dentatus (GD) und Cornu ammonis (CA1-CA4) im linken
Hippocampus von Gehirn C. Zur genauen Betrachtung der Ergebnisse wurden zwei

Bildausschnitte markiert.
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Abbildung 30: VergroBerter Ausschnitt (Bildausschnitt 1) aus Abbildung 29

Gezeigt sind Gyrus dentatus (GD) und die CA4-Region des Cornu ammonis. Ziffer 1
zeigt exemplarisch eine TRPC6-positive Kornerzelle. Die Farbung der meisten
Kornerzellen ist schwach ausgeprigt (vgl. Ziffer 2). Mit Ausnahme der CA4-Region
kann innerhalb der linken Hemisphére von Gehirn C in den restlichen Regionen des

Cornu ammonis vereinzelt eine TRPC6-Expression beobachtet werden.
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Abbildung 31: VergroBerter Ausschnitt (Bildausschnitt 2) aus Abbildung 29

Die Pfeile markieren TRPC6-positive Pyramidenzellen (1) in der CA2-Region des

Cornu ammonis im linken Hippocampus von Gehirn C.
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5.3.1.3 Gehirn G
Im formalinfixierten Gehirn G kann beidseits keine Farbreaktion fiir das TRPC6-

Kanalprotein beobachtet werden (vgl. Abbildungen 32 und 33).

Rechts:

‘GD

s R o 100pm
Abbildung 32: Immunhistochemische Fiarbung fiir TRPC6 im Préparat g) H r 2.3.

Sowohl die Kornerzellen des Gyrus dentatus (GD) als auch die Pyramidenzellen (1)

des Cornu ammonis und des Subiculums zeigen keine Farbreaktion.
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Abbildung 33: Immunhistochemische Farbung fiir TRPC6 im Priparat g) H [ 2.3.

Ziffer 1 markiert die TRPC6-negativen Pyramidenzellen der CA3-Region des Cornu

ammonis.
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5.3.1.4 GehirnH

In Gehirn H zeigen sich beidseits vereinzelt die Pyramidenzellen des Cornu ammonis
(CA1-CA4) und des Subiculums immunhistochemisch positiv fiir TRPC6. Eine
besonders starke TRPC6-Expression kann beidseits in der CAl-Region beobachtet
werden (vgl. Abbildungen 35 und 38). AuBlerdem zeigen die Kornerzellen des Gyrus
dentatus rechts vereinzelt eine Anfarbung fiir TRPC6 (vgl. Abbildung 36). Linksseitig
kann in der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus keine Farbreaktion beobachtet
werden. Insgesamt weist der linke Hippocampus im Vergleich zum rechten eine

starkere Expression des TRPC6-Kanalproteins auf.

Rechts:

fcAr
CA2

\ Fimbria hippocampi

- CA4

GD

CAl

1000 pm
Abbildung 34: Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 im Préparat h) H r 2.2.

Gezeigt sind Gyrus dentatus (GD) und Cornu ammonis (CAI-CA4) im rechten

Hippocampus von Gehirn H sowie zwei weitere Bildausschnitte.
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¥ o o : SR Ly
Abbildung 35: VergroBerter Ausschnitt (Bildausschnitt 1) aus Abbildung 34

Ziffer 1 markiert immunhistochemisch positive Pyramidenzellen der hier abgebildeten

CA1-Region des Cornu ammonis im rechten Hippocampus von Gehirn H.
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50 um
e 2

Abbildung 36: VergroBerter Ausschnitt (Bildausschnitt 2) aus Abbildung 34

Ziffer 1 kennzeichnet eine TRPC6-positive Kornerzelle des Gyrus dentatus im rechten

Hippocampus von Gehirn H.
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Links:

Abbildung 37: Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 im Préaparat h) H/ 2.2.

Zu sehen sind Gyrus dentatus (GD), Cornu ammonis (CA1-CA4) und Subiculum
(SUB) im linken Hippocampus von Gehirn H. Zur weiteren Analyse wurden zwei

Bildausschnitte markiert.
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Abbildung 38: VergroBerter Ausschnitt (Bildausschnitt 1) aus Abbildung 37

Dargestellt sind TRPC6-positive Pyramidenzellen der CAl-Region im linken

Hippocampus von Gehirn H.
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Abbildung 39: VergroBerter Ausschnitt (Bildausschnitt 2) aus Abbildung 37

Ziffer 1 markiert zwei TRPC6-positive Pyramidenzellen der CA4-Region im linken

Hippocampus von Gehirn H.
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5.3.1.5 Gehirnl

In Gehirn I zeigen die Pyramidenzellen des Subiculums sowie der CA1-, CA2- und
CA4-Region des Cornu ammonis beider Hippocampi vereinzelt eine Anfarbung fiir
TRPC6 (vgl. Abbildung 41, 42 und 44).

Innerhalb des Gyrus dentatus lassen sich beidseits keine TRPC6-positiven Zellen
abgrenzen. Im direkten Seitenvergleich kann links eine stirkere TRPC6-Expression

beobachtet werden.

Rechts:

\ CA3 e
A
Fimbria hippocampi :

GD
CA4

CAl

1000 pm
ey

Abbildung 40: Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 im Préiparat i) H r 2.3.

Zu sehen sind Gyrus dentatus (GD) und Cornu ammonis (CA1-CA4) im rechten

Hippocampus von Gehirn I sowie zwei markierte Bildausschnitte.
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GD

50 um

Abbildung 41: VergroBerter Ausschnitt (Bildausschnitt 1) aus Abbildung 40

Ziffer 1 markiert eine TRPC6-positive Pyramidenzelle in der CA4-Region des rechten

Hippocampus von Gehirn 1.
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Abbildung 42: VergroBerter Ausschnitt (Bildausschnitt 2) aus Abbildung 40

Gezeigt sind TRPC6-positive Pyramidenzellen (1) in der CAl-Region im rechten

Hippocampus von Gehirn I.
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Links:

CA3
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Abbildung 43: Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 im Préparat i) H/ 2.2.

Dargestellt sind Gyrus dentatus (GD), Cornu ammonis (CA1-CA4) und Subiculum
(SUB) im linken Hippocampus von Gehirn I. Zur weiteren Analyse wurde ein

Bildausschnitt markiert.
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Abbildung 44: VergroBerter Ausschnitt (Bildausschnitt 1) aus Abbildung 43

Gezeigt sind die TRPC6-positiven Pyramidenzellen der CA2-Region des Cornu
ammonis im linken Hippocampus von Gehirn I (vgl. Ziffer 1). Die Kornerzellen des

Gyrus dentatus (GD) weisen keine Farbreaktion auf.
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5.3.1.6 GehirnJ

Rechts:

Im rechten Hippocampus von Gehirn J kann ein positiver Farbnachweis fiir TRPC6 in
Pyramidenzellen der CAl-, CA2- und CA4-Region des Cornu ammonis (vgl.
Abbildung 46 und 47) sowie in Pyramidenzellen des Subiculums gezeigt werden.
Vereinzelt lassen sich TRPC6-positive Kornerzellen im Gyrus dentatus (GD)

nachweisen.

cas i I

Fimbria hippocampi o

CA4

GD

Abbildung 45: Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 im Priparat j) H r 2.1.

Abgebildet sind Fimbria hippocampi, Cornu ammonis (CA1-CA4) sowie der Gyrus
dentatus im rechten Hippocampus von Gehirn J. Zwei Bildausschnitte wurden zur

genauen Betrachtung der Ergebnisse markiert.
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Abbildung 46: VergroBerter Ausschnitt (Bildausschnitt 1) aus Abbildung 45

Ziffer 1 markiert zwei TRPC6-positive Pyramidenzellen der CA4-Region im rechten

Hippocampus von Gehirn J.
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Abbildung 47: VergroBerter Ausschnitt (Bildausschnitt 2) aus Abbildung 45

Zu sehen sind TRPC6-positive Pyramidenzellen der CA2-Region im rechten

Hippocampus von Gehirn J.
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5.3.2 TRPC6 im menschlichen Cerebellum

Im menschlichen Cerebellum kann eine Anfarbung fiir TRPC6 in den inhibitorischen
Purkinjezellen beobachtet werden (vgl. Abbildung 48 und 51).

Des Weiteren zeigen sich die im Stratum granulosum befindlichen Golgi-Zellen,
welche als inhibitorische Interneurone fungieren und ein  negatives
Riickkopplungssystem fiir Kornerzellen bilden, immunhistochemisch positiv fiir
TRPC6 (vgl. Abbildung 48 und 49). Auch in den inhibitorischen Sternzellen im
Stratum moleculare kann eine Anfirbung fiir TRPC6 beobachtet werden (vgl.

Abbildung 50).

Kleinhirnhemisphére:

Abbildung 48: Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 im Prédparata) C [ 2

Gezeigt ist das Kleinhirnparenchym mit Darstellung der TRPC6-positiven
Purkinjezellen (1). Ziffer 2 markiert eine im Stratum granulosum gelegene TRPC6-

positive Golgi-Zelle.
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Abbildung 49: Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 im Prédparat a) C [ 2

Detailansicht des Stratum granulosum der Kleinhirnrinde mit Abbildung der TRPC6-

positiven inhibitorischen Golgi-Zellen (1)
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Abbildung 50: Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 im Prédparata) C [ 2

Ziffer 1 markiert TRPC6-positive inhibitorische Sternzellen im Stratum moleculare

des menschlichen Kleinhirns.
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Abbildung 51: Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 im Prédparata) V' [ 2

Gezeigt ist ein Gewebeschnitt des Vermis von Gehirn A mit der charakteristischen
Gliederung in Marklager (1) und Kleinhirnrinde, bestehend aus Stratum granulosum,
Stratum purkinjense und Stratum moleculare. Ziffer 2 markiert eine der TRPC6-

positiven inhibitorischen Purkinjezellen der Kleinhirnrinde.
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5.3.3 TRPC6 in menschlichen Glioblastomen

In beiden untersuchten Proben aus menschlichen Glioblastomen kann TRPC6
immunhistochemisch nachgewiesen werden.

In Préparat GBM B zeigt sich hierbei lichtmikroskopisch eine stirkere TRPC6-
Expression der stark polymorphen Zellen des Glioblastoms als in Préparat GBM A4

(vgl. Abbildungen 52 und 53).

Abbildung 52: Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 im Priaparat GBM A

Ziffer 1 markiert beispielhaft eine TRPC6-positive Zelle. Weiterhin sind innerhalb des

Tumors charakteristische GefaB3proliferate (2) zu sehen.
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Abbildung 53: Immunhistochemischer Nachweis von TRPC6 im Priaparat GBM B
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6 Diskussion

6.1 Diskussion der Methodik

In dieser Arbeit wurden 15 Proben ausgewertet, darunter elf Proben des menschlichen
Hippocampus von sechs Korperspendern sowie zwei Proben des menschlichen
Cerebellums eines Korperspenders. Die Arbeit wurde um die Untersuchung von zwei
Proben aus menschlichen Glioblastomen ergédnzt, die freundlicherweise aus der Klinik
fiir Neurochirurgie des Universitédtsklinikums des Saarlandes bereitgestellt wurden.
Da es sich bei dem untersuchten Gewebe um Gewebe von Kdorperspendern bzw.
Patienten handelt, sind verschiedene Variablen vorgegeben, die potenziell Einfluss auf
das Ergebnis des immunhistochemischen TRPC6-Nachweises ausiiben konnen. Dazu
gehdren neben dem Alter der Korperspender auch mogliche Vorerkrankungen sowie
der Lebensstil der Spender. Das Probenkollektiv bestand aus Gewebe von
Korperspendern mit einer Altersspanne von 57 bis 91 Jahren. Zwei Drittel der Spender
wiesen ein Alter zwischen 80 und 91 Jahren auf, sodass die Ergebnisse der Studie nicht
auf alle Altersklassen {iibertragen werden konnen und differenziert betrachtet
werden miissen.

Des Weiteren muss die Fixierung als moglicher Einflussfaktor auf den
immunhistochemischen TRPC6-Nachweis miteinbezogen werden. Wihrend der
GroBteil der Korperspender NEP-fixiert war, zdhlen Gehirn C und Gehirn G zu dem
Gewebe, welches aus fomalinfixierten Korperspendern gewonnen wurde. Da
Formaldehyd die Proteinstruktur verdndert und zu einer reversiblen Verminderung der
Antigenitét fithrt, muss bei Betrachtung der Ergebnisse bedacht werden, dass eine

moglicherweise unzureichende Antigendemaskierung zu einer eingeschrinkten
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Aussagekraft der Farbung durch eine abgeschwichte oder fehlende Farbung fiihren
kann [121,149,173].

Fiir das Ergebnis der immunhistochemischen Farbung ist aulerdem die Probenqualitét
von grofler Relevanz. Da das Hirngewebe von Natur aus sehr vulnerabel und besonders
empfindlich gegeniiber duBleren Reizen und Noxen ist, kann eine erfolgreiche
Konservierung nicht immer gewéhrleistet werden. Auch in dieser Arbeit gestaltete sich
die Nachfixierung der Gehirne trotz etablierter Verfahren schwierig. Vier der
insgesamt sechs entnommenen Gehirne wiesen nach der Nachfixierung eine
unzureichende Probenqualitit auf. Um eine Beeinflussung der Arbeit durch eine
unzureichende Probenqualitit zu vermeiden, fanden die betroffenen Gehirne keine
weitere Verwendung und wurden durch Gehirne ersetzt, die eine gute
Probenqualitit aufwiesen.

Die Komplexitit der Arbeitsschritte, insbesondere das Gewinnen, Aufbereiten und
Verarbeiten der Proben stellt von Natur aus ein fehleranfilliges Konstrukt dar. Um die
Fehleranfilligkeit moglichst gering zu halten und eine hohe Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zu schaffen, wurden alle Schritte nach einem standardisierten Schema
ausgefiihrt. Fiir die Paraffinschnitte wurde standardisiert eine Dicke von 7 pm gewahlt.
Bei einer geringeren Schnittdicke wére eine weniger intensive Anfarbung denkbar,
wohingegen bei einer breiteren Schnittdicke womdglich mehr Protein markiert werden
wiirde [86]. Um die Qualitit der Farbung zu optimieren und unspezifische
Hintergrundfarbungen oder falsch negative Ergebnisse zu vermeiden, wurden durch
Anpassen der Antikorperverdiinnung und Substratinkubationszeit standardisierte
Parameter etabliert. Nach Durchfiihrung einer Verdiinnungsreihe 1:100, 1:250, 1:500,
1:1000 mit einer Substratinkubationszeit von 1 min, zeigte sich eine Verdiinnung des
primdren Antikdrpers von 1:100 zum Nachweis des TRPC6-Kanals als geeignet. Die

Inkubationszeit fiir das Chromogen DAB wurde initial zu kurz gewahlt (1-2,5 min),
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sodass die Braunfiarbung nur schwach ausgeprigt war. Durch Verldngerung der
Inkubationszeit auf eine Dauer von 3 min konnte ein gutes Férbeergebnis ohne
unspezifische Hintergrundfarbungen erreicht werden. Daher wurde eine
Substratinkubationszeit von drei Minuten fiir die Farbung der Gewebeschnitte von
Hippocampus und Kleinhirn als Standard gewéhlt.

Fiir die Gewebeschnitte der Glioblastome aus der Neurochirurgie erwies sich eine
Substratinkubationszeit von sechs Minuten als geeignet.

Ein weiterer Einflussfaktor auf das Ergebnis der IHC stellt die Wahl des Antikorpers
dar [48]. In dieser Arbeit wurde ein polyklonaler Knockout-validierter Antikorper
verwendet, der bereits in einigen Knockout- und Knockdown-Forschungen gepriift
wurde [54,62,78]. Um die Spezifitit der Farbung zu gewéhrleisten, wurde ergénzend
eine Peptidkontrolle durchgefiihrt. Aulerdem wurde in jedem Féarbedurchgang eine

Negativkontrolle mitgefiihrt.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Peptidkontrolle und Negativkontrolle

Die in jedem Féarbedurchgang mitgefiihrte Negativkontrolle zeigte sich allzeit negativ.
Ebenso lieB sich in der Peptidkontrolle eine deutlich abgeschwichte Farbung des am
starksten angefarbten Préparats a) H r 2.2. beobachten, sodass insgesamt von einer

Spezifitit der Ergebnisse auszugehen ist.

6.2.2 TRPC6 im menschlichen Hippocampus

Ein immunhistochemischer Nachweis des TRPC6-Kanalproteins im menschlichen

Hippocampus wird laut aktueller Studienlage in der Literatur bisher nicht beschrieben.
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Ein Hauptgrund stellt mit Sicherheit das Ausweichen auf tierexperimentelle Studien
aufgrund mangelnden Probenmaterials dar. Angesichts dieser Tatsache scheint die
vorliegende Arbeit den ersten immunhistochemischen Nachweis des TRPC6-
Kanalproteins im menschlichen Hippocampus zu liefern und gibt dadurch wertvolle
Aufschliisse iiber die Physiologie des menschlichen ZNS.

Mit Ausnahme von Gehirn G konnte in allen Gehirnen eine Anfarbung fiir TRPC6 in
Pyramidenzellen des Cornu ammonis und des Subiculums beobachtet werden.

Des Weiteren zeigte sich in vier der sechs untersuchten Gehirne bzw. in fiinf der elf
untersuchten Hippocampi ein positiver Farbnachweis fiir TRPC6 in Kornerzellen des
Gyrus dentatus. AuBlerdem konnte in einem der untersuchten Gehirne (Gehirn A)
immunhistochemisch beidseits eine subzellulire Expression des Kanalproteins im
Stratum moleculare und im Stratum multiforme beobachtet werden.

Die Anzahl, Verteilung und Intensitit der TRPC6-positiven Pyramidenzellen
innerhalb des Cornu ammonis und des Subiculums zeigte innerhalb der verschiedenen
Gehirne eine gewisse Variabilitit. Als mogliche Ursache hierfiir wéren vorgegebene
Faktoren wie Alter, Vorerkrankungen und Lebensstil der Spender denkbar. Die
Ergebnisse sollten daher aufgrund des ausgewdhlten Probenkollektivs differenziert
betrachtet werden.

Neben dem fehlenden immunhistochemischen Nachweis von TRPC6 in Gehirn G,
zeigt Gehirn C eine deutlich schwichere Anfiarbung und eine geringere TRPC6-
Expression. Bei der weiteren Betrachtung der Ergebnisse fillt auf, dass Gehirn C und
G im Gegensatz zu den librigen NEP-fixierten Gehirnen, formalinfixiert sind. Es liegt
daher nahe, dass der fehlende Nachweis bzw. die verminderte Expression des TRPC6-
Kanalproteins in Gehirn G und in Gehirn C unter Umstidnden auf eine unzureichende
Antigendemaskierung der Epitope fiir TRPC6 im Formalin-fixierten Gewebe

zuriickzufiihren ist. Auffallend gegeniiber den restlichen Proben war weiterhin eine
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besonders starke Anfarbung fiir TRPC6 im rechten Hippocampus des NEP-fixierten
Gehirn A. Daher wurde das entsprechende Priparat a) H r 2.2. fiir die Durchfithrung
der Peptidkontrolle gewihlt.

Eine Aussage iiber den Einfluss der Lokalisation (rechts/links) der Gewebeproben auf
den TRPC6-Proteinnachweis ist fiir das ausgewihlte Probenkollektiv nur bedingt
moglich. In drei der sechs untersuchten Gehirne zeigte sich im Seitenvergleich eine
stairkere TRPC6-Expression innerhalb der linken Hemisphére.

Bei der Interpretation der Ergebnisse muss jedoch beachtet werden, dass eines der
insgesamt sechs untersuchten Gehirne, ndmlich Gehirn G, keinen Farbnachweis fiir
TRPC6 zeigte und dass fiir Gehirn J lediglich die rechte Hemisphére untersucht
werden konnte. Eine definitive Aussage iiber eine Abhdngigkeit des TRPC6-
Proteinnachweises von der Lokalisation ldsst sich daher final nicht treffen.

Auch fiir den immunhistochemischen Nachweis von TRPC6 in den Kornerzellen des
Gyrus dentatus konnte keine wesentliche Abhingigkeit von der Lokalisation
(rechts/links) festgestellt werden. Ein Nachweis gelang insgesamt dreimal im rechten
Hippocampus und zweimal im linken Hippocampus. Ebenso konnte TRPC6
unabhéngig vom Geschlecht im menschlichen Hippocampus nachgewiesen werden.
Zusammenfassend lassen die Ergebnisse der Arbeit darauf schlieBen, dass TRPC6
beim Menschen in Pyramidenzellen des Ammonshorns (CA1-CA4-Region) und des
Subiculums, in Kornerzellen des Gyrus dentatus und in subzelluldren Strukturen des
Stratum moleculare und multiforme des Gyrus dentatus exprimiert wird. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass TRPC6 in allen Regionen des menschlichen
Hippocampus exprimiert wird, die an der Langzeitpotenzierung bei der
Gedéachtnisbildung beteiligt sind (vgl. Abbildung 5) und lassen vermuten, dass der
Kanal als Mediator der Calciumhomdostase eine zentrale Rolle fiir die

Gedidchtnisbildung im menschlichen Hippocampus spielt.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen im Gegensatz zu einer fritheren Studie von Chung
et al., 2006, in welcher ein auf das Stratum moleculare des Hippocampus begrenzter
TRPC6-Proteinnachweis beschrieben wurde [26]. Neuere tierexperimentelle Studien
konnten immunhistochemisch eine Expression des TRPC6-Kanalproteins im Maus-
und Rattenmodell in Pyramidenzellen, in Kornerzellen des Gyrus dentatus, in
Interneuronen und in einigen Gliazellen zeigen [75,101,186,194].

Die in dieser Dissertationsarbeit beobachtete subzelluldre Expression des TRPC6-
Kanals in beiden Hippocampi von Gehirn A bestétigt die Ergebnisse einer Studie von
Nagy, et al., 2013, die eine Expression des TRPC6-Proteins in den Dendriten und
Axonen der Kornerzellen des Hippocampus der Ratte zeigte [101]. Passend zu der in
dieser Arbeit beschriebenen subzelluliren TRPC6-Expression konnte Zhou et al.,
2008 eine immunhistochemische Expression des TRPC6-Kanalproteins an
exzitatorischen Postsynapsen im Hippocampus der Ratte nachweisen [194]. Die
Relevanz von TRPC6 fiir die Langzeitpotenzierung bei der Gedachtnisbildung wird
durch die Erkenntnis gestiitzt, dass TRPC6-transgene Méiuse eine verstérkte
Ausbildung dendritischer Spines und eine verbesserte Lern- und Gedéichtnisleistung
zeigen [194]. Einige Studien bestétigen die zentrale Rolle von TRPC6 fiir die Bildung
exzitatorischer Synapsen liber den CREB-Signalweg [150,194]. Passend hierzu fiihrte
die Ausschaltung des TRPC6-Gens im Gyrus dentatus ménnlicher Méuse durch die
Injektion eines Adeno-assoziierten Virus (AAV) mit TRPC6-spezifischer short hairpin
RNA (shRNA) zu einer Verdnderung der synaptischen Signalweiterleitung, dem
Verlust dendritischer Dornen, der Herunterregulation von CREB und einer
eingeschrinkten Lern- und Gedichtnisleistung [179]. Die Studien beleuchten u.a. die
Relevanz von TRPC6 fiir die regelrechte Funktion des Gyrus dentatus bei der
Gedidchtnisbildung und geben Hinweise dafiir, dass TRPC6 die synaptische Plastizitét

fordert [16,52].
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In einer Studie von Zeng et al., 2015 konnte eine Hochregulation von TRPC6 und
TRPC3 im menschlichen Hippocampus von Patienten mit therapieresistenter Epilepsie
und im Pilocarpin-Mausmodell beobachtet werden [186]. Eine gesteigerte Expression
des TRPC6-Kanalproteins zeigte sich in dieser Studie insbesondere in der CA3-
Region [186]. In Einklang mit Studien iiber die neuroprotektive Funktion des TRPC6-
Kanals zeigte Zeng et al., 2015, dass eine Hochregulation des TRPC6-Kanalproteins
in kultivierten Hippocampusneuronen nach therapieresistentem Status epilepticus mit
einer Steigerung des dendritischen Wachstums und der Spine-Bildung einhergeht
[186]. Die Ergebnisse dieser Dissertationsarbeit unterstiitzen die Annahme, dass
TRPC6 in der CA3-Region des menschlichen Hippocampus exprimiert wird und
moglicherweise an der Neuropathologie der Epilepsie beteiligt ist.

Eine TRPC6-Expression konnte in dieser Arbeit immunhistochemisch beidseits in der
CA3-Region in Gehirn A, C und H gezeigt werden und lie sich somit in sechs der
insgesamt elf untersuchten Hippocampi nachweisen.

Zusammenfassend bestétigt der immunhistochemische Nachweis von TRPC6 im
menschlichen Hippocampus dieser Arbeit die Relevanz des TRPC6-Kanalproteins fiir
die Neurophysiologie des Menschen und legt nahe, dass TRPC6 als neuroprotektiver
Umgebungssensor unmittelbar an der Pathophysiologie neurologischer Erkrankungen

wie Alzheimer, Epilepsie und zerebraler Ischimie beteiligt ist.

6.2.3 TRPC6 im menschlichen Cerebellum

Wenngleich das Forschungsfeld der TRPC-Kanidle zunehmend an Bedeutung
gewonnen hat, ist der TRPC6-Kanal im menschlichen Kleinhirn bisher kaum
untersucht. Eine Expression des TRPC6-Kanalproteins konnte immunhistochemisch
bisher nur tierexperimentell gezeigt werden. Mit dieser Arbeit gelingt somit erstmals

der immunhistochemische Nachweis von TRPC6 im menschlichen Kleinhirn.
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Die Ergebnisse der Dissertationsarbeit lassen vermuten, dass TRPC6 in den
inhibitorischen Purkinjezellen, Golgizellen und Sternzellen des menschlichen
Kleinhirns exprimiert wird.

Ahnliche Ergebnisse lieferte eine tierexperimentelle Studie von Huang et al., 2007.
Diese zeigte eine Expression des TRPC6-Kanalproteins im Kleinhirn der Ratte in
Purkinje-Zellen, in ausgereiften Kornerzellen der inneren Kornerzellschicht und in
Interneuronen der Molekularschicht [64]. Im Rahmen der Studie wurde jedoch ein
signifikanter Riickgang der Expression in den ersten sechs Wochen postnatal
beobachtet, weshalb die Autoren eine zentrale Rolle von TRPC6 fir die
Kleinhirnentwicklung vermuten. Auflerdem konnte Li et al., 2005 einen positiven
Zusammenhang  zwischen =~ TRPC6-Expression und  BDNF-vermitteltem
Nervenwachstum in kultivierten Kornerzellen des Kleinhirns zeigen [85]. Eine Studie
von Griesi-Oliveira et al., 2015 unterstiitzt die Vermutungen iiber die Relevanz von
TRPC6 fiir die neuronale Entwicklung und zeigt einen Zusammenhang von
Mutationen im TRPC6-Gen und der Entstehung von Autismus-Spektrum-Storungen
(ASD) [50]. Passend hierzu konnte Palacios- Muiioz et al., 2022 zeigen, dass einige
der ASD-typischen Verhaltensdnderungen im Drosophila melanogaster-Modell durch
den Einsatz der TRPC6-Agonisten Hyperforin und Insulin-like growth factor
verhindert werden konnten [111].

Insgesamt bestitigt der immunhistochemische Nachweis dieser Arbeit die Relevanz
des TRPC6-Kanalproteins fiir die Physiologie des menschlichen Kleinhirns und macht
deutlich, dass der TRPC6-Kanal angesichts der noch bestehenden Wissensliicken und
seines moglichen therapeutischen Potenzials fiir Erkrankungen des ZNS weiterhin ein

interessantes Forschungsfeld darstellt.
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6.2.4 TRPC6 in menschlichen Glioblastomen

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Fiarbung der beiden Glioblastome zeigen
TRPC6-positive Zellen innerhalb der stark polymorphen Zellverbidnde des Tumors.
Hierbei war die Anfarbung der TRPC6-positiven Strukturen in Praparat GBM B
besonders stark ausgeprégt.

Der positive immunhistochemische Nachweis dieser Arbeit unterstiitzt die Studien
von Alptekin et al., 2015 und Ding et al., 2010, in welchen eine Uberexpression von
TRPC6 in menschlichen Glioblastom-Tumorproben nachgewiesen wurde [2,36].

In der Studie von Alptekin et al., 2015 konnte ferner ein positiver Zusammenhang
zwischen TRPC6-Expression und Tumorgrad festgestellt werden, mit dem Ergebnis
der stirksten TRPC6-Expression in hochmalignen Glioblastomen. Weiterhin konnte
Chigurupati et al., 2010 eine Beteiligung von TRPC6 an der Aggressivitit, Invasivitit
und Behandlungsresistenz der Tumorentitdt nachweisen [24]. Als zugrundeliegender
Mechanismus wird eine TRPC6-vermittelte Aktivierung des NFAT-Signalwegs
beschrieben, wobei die Hochregulation der TRPC6-Kanalexpression vermutlich
hypoxieinduziert durch die Aktivierung von Notchl erfolgt [24,44]. In Einklang mit
den Erkenntnissen, dass TRPC6 als wichtiger Vermittler des aggressiven
Tumorwachstums ein mdgliches Ziel zur Behandlung von Glioblastomen darstellt,
konnte in praklinischen Studien bereits ein therapeutischer Effekt durch die Hemmung
der hypoxieinduzierten TRPC6-Expression gezeigt werden: Neben einer Verringerung
des Gliomwachstums sowie einer Abnahme von Invasion und Angiogenese verstérkte
die Hemmung des Kanals auch die antiproliferative Wirkung einer therapeutischen
Bestrahlung [24,25,36,181]. Unklar bleibt weiterhin, ob der Notch-Signalweg, der die
TRPC6-Expression reguliert, direkt durch Hypoxie oder indirekt iiber weitere

Transkriptionsfaktoren aktiviert wird [51,143].
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6.3 Zusammenfassende Beurteilung und Ausblick

Zusammenfassend bestitigt der positive immunhistochemische Nachweis des TRPC6-
Kanals in Hippocampus, Cerebellum und Glioblastomen des Menschen die Aktualitét
und Relevanz von TRPC6 fiir die Neurophysiologie des Menschen.

Angesichts der zahlreichen Studien, die eine Beteiligung von TRPC6 an der
Pathogenese neurologischer Erkrankungen wie zerebraler Ischdmie, Demenz,
Epilepsie, Autismus und Gliomen vermuten, unterstiitzt der immunhistochemische
Nachweis dieser Arbeit die Relevanz von TRPC6 als mogliches therapeutisches
Target. Passend zur vermuteten neuroprotektiven Rolle von TRPC6 fiir zerebrale
Ischdmie, konnte in einer Studie von Lin et al., 2013 gezeigt werden, dass die
intrazerebroventrikuldre Injektion von Hyperforin, einem TRPC6-Aktivator, das
Infarktvolumen im Rattenmodell um etwa 55 % senkte [90]. Eine Studie von Li et al.,
2019 zeigte eine signifikante Verringerung des neuronalen Schadens und des
neurologischen Defizits durch die Transplantation von Stammzellen mit TRPC6-
Uberexpression und multidirektionalem Differenzierungspotenzial im Rattenmodell
fiir zerebrale Ischdmie und Reperfusion [84]. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die
Anwendung von positiven TRPC6-Modulatoren zukiinftig eine neue mogliche kausale
Therapieoption zur Behandlung der zerebralen Ischdmie darstellen konnte.

Auch fiir die bislang unzureichend und nur symptomatisch therapierbare Alzheimer-
Demenz scheint die Aktivierung des TRPC6-Kanals bzw. die Modulation des
speicheroperierten Calciumeintrags (store-operated calcium entry, SOCE) eine
potenziell vielversprechende Therapieoption darzustellen. Die TRPC6-Aktivatoren
Hyperforin und NSN21778 (NSN) konnten sowohl im Presenilin- als auch im

Amyloid Precursor Protein-Knock-in-Mausmodell (APP-KI-Mausmodell) der

116



6 Diskussion

Alzheimer Demenz den Verlust dendritischer Dornen riickgéingig machen und im
APP-KI-Mausmodell die Langzeitpotenzierung verbessern [190].

Passend zu den bisherigen Erkenntnissen, dass TRPC6 eine zentrale Rolle fiir die
regenerative Umstrukturierung nach Status epilepticus in der CA3-Region des
Hippocampus spielt (vgl. Kapitel 3.1.6.5.8.), konnte Zeng et al., 2015 zeigen, dass die
intrazerebroventrikuldre Injektion eines Anti-TRPC6-Antikorpers im Pilocarpin-
Mausmodell zu einer Verringerung des dendritischen Remodelings in der CA3-Region
nach Status epilepticus fiihrte [186]. In Einklang mit diesen Ergebnissen konnte Kim
et al., 2017 nachweisen, dass TRPC6 die Anfalligkeit fiir Krampfanfille reduziert und
die durch den Status epilepticus induzierten neuronalen Schiden hemmen kann [76].
Eine zentrale Herausforderung im Hinblick auf das pharmakologische Potenzial von
TRPC6-Kanalmodulatoren liegt in der Entwicklung selektiver und klinisch geeigneter
Substanzen. Die oben genannten TRPC6-Aktivatoren Hyperforin und NSN weisen
Eigenschaften auf, welche sie als potenzielle Pharmaka ungeeignet machen: Wahrend
NSN die Blut-Hirnschranke unzureichend iiberwindet, ist Hyperforin schwierig zu
synthetisieren und fiihrte bei Langzeitinkubation zur Apoptose von
Hippocampusneuronen [117,190].

Kiirzlich konnte ein selektiver TRPC6-Aktivator identifiziert werden, der die Blut-
Hirnschranke iiberwindet und keine Kreuzreaktivitit zu TRPC3 und TRPC7 aufweist.
Es handelt sich hierbei um das N-N-substituierte Piperazinderivat Cmp2 (N-
(2,6-difluorophenyl)-2-(4-phenylpiperazin-1-yl)-propanamid) [187]. Zernov et al.,
2024 zeigte, dass die intraperitoneale Injektion von Cmp2 im Alzheimer Mausmodell
iiber eine selektive Aktivierung von TRPC6 zu einer Verbesserung der synaptischen
Plastizitdt und zu einer Regeneration der Langzeitpotenzierung fiihrte und einen neuen
moglichen Therapieansatz zur Behandlung der Alzheimer-Demenz darstellen konnte

[187]. Eine neuere Studie von Zernov et al., 2025 bestdtigt die Vermutungen und
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zeigte positive Effekte von Cmp?2 auf die kognitive und motorische Leistungsfahigkeit
im Alzheimer Mausmodell [188]. Dariiber hinaus scheint TRPC6 auch fiir das
Pharmaka-unabhingige Verfahren der Ultraschall-Neuromodulation essenziell zu
sein, welches als nebenwirkungsarme, nichtinvasive Therapieoption bei Depressionen,
Demenz, chronischen Schmerzen und traumatischen Hirnverletzungen diskutiert wird
[96,129]. Weitere Studien sind erforderlich, um die Sicherheit und langfristige
Wirksamkeit dieses Verfahrens zu evaluieren.

Zusammenfassend kann TRPC6 als interessantes molekulares Therapieziel zur
Behandlung vieler Pathologien des ZNS angesehen werden. Insbesondere fiir
neurodegenerative Erkrankungen wie zerebrale Ischdmie und Morbus Alzheimer
konnte die gezielte Modulation des TRPC6-Kanals eine neue kausale Therapieoption
eroffnen. Kiinftige Studien miissen kldren, inwieweit sich selektive TRPC6-
Modulatoren wie Cmp2 als effektive und sichere Therapieoptionen beim Menschen

etablieren lassen.
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