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Abkurzungsverzeichnis
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HE Hamalaun- Eosin

HIF hypoxie-induzierter Faktor

HSC heat shock cognate

H202 Wasserstoffperoxid



HSF- Hitzeschockfaktor

HSP- Heat-Shock-Protein

HZV- Herzzeitvolumen

IL Interleukin

LSAB- labelled streptavidin-biotin

MAP- mitogen activated protein

MHC- major histocompatibility complex
MIP- major intrinsic protein

MRNA- messenger Ribonukleinsaure
NO- Stickstoff

NAFLD- non-alcoholic fatty liver disease
PCLD- polycystic liver disease
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ROI- region of interest

ROSC- return of a spontaneous circulation
sHSP - small heat shock protein
SIADH- Syndrom der inadaquaten

ADH- Sekretion

SSW- Schwangerschaftswoche

TAG- Triacylglycerin
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1. Einleitung
1.1 Thermoregulation im menschlichen Korper

Im Gegensatz zu ,poikilothermen® (wechselwarmen) Tieren, deren Kérpertemperatur der
Umgebungstemperatur folgt, ist der Mensch ,homoiotherm® (gleichwarm). Im
menschlichen Organismus herrscht ein Gleichgewicht zwischen Warmebildung und -
abgabe, so dass die Korpertemperatur konstant und weitgehend unabhangig von
Umwelteinflissen zwischen 36,0-37,0°C betragt. Unterschieden werden Koérperkern- und
Kdrperschalentemperatur: zum Korperkern gehéren das Gehirn und das Rumpfinnere mit
den stoffwechselintensiven Organen. Hier werden unter Ruhebedingungen ca. 70 % der
gesamten Warme produziert (s. Abb. 1). Zur ,Koérperschale® zahlen die Haut und

periphere Bereiche wie die Extremitaten. (Klinke et al., 2005)

Die Korperkerntemperatur unterliegt interindividuellen und zirkadianen Schwankungen
um ca. 0,5-0,7°C mit maximalem Wert am Abend. Weitere Einflussfaktoren sind
korperliche Aktivitat oder der Menstruationszyklus: 1-2 Tage nach der Ovulation steigt die
Basaltemperatur um etwa 0,5°C an und fallt am Ende des Zyklus wieder ab, sofern keine
Schwangerschaft eintritt. (Klinke et al., 2005)

| \/ “‘ \ [
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Abbildung 1 Thermoregulation
des Menschen aus Schmidt-
Lang, 2007



Das Hauptprinzip der Thermoregulation beruht auf der negativen Ruckkopplung. Freie
Nervenendigungen in Haut, Abdominalorganen, Ruckenmark, Hirnstamm und
Hypothalamus (=Thermosensoren) messen kontinuierlich die Temperatur der
Kdrperschale und damit indirekt die Umgebungstemperatur. Damit erfassen sie drohende
Stérungen der Warmebilanz, noch bevor sich die Temperatur im Korperkern verandert.
Diese Information wird Uber das Ruckenmark und den Thalamus zum Hypothalamus
(Regulationszentrum), limbischen System und sensorischen Kortex
(Temperaturwahrnehmung) weitergeleitet. Im Hypothalamus wird der Ist-Wert mit dem
Soll-Wert abgeglichen. Weiter befinden sich hier Thermosensoren, die die
Korperkerntemperatur messen. Bei einer Differenz zwischen Ist- und Soll-Wert 16st der
Organismus eine Regelantwort aus. Diese beginnt mit einer Verhaltensmodifikation wie
die Verkleinerung der effektiven Koérperoberflache durch Zusammenkauern bei Kalte.
Reicht dies fur einen ausreichenden Anstieg der Temperatur nicht aus, setzt eine aktive
Warmebildung des Organismus ein. Sie erfolgt durch Variation der Hautdurchblutung,
Sekretion der Hormone Thyroxin und Adrenalin sowie die Erhdhung der Aktivitat des
Herzens, der Lunge und der Skelettmuskulatur, z. B. durch Kaltezittern. (Klinke et al.,
2005)

Die Warmeabgabe beruht auf den physikalischen Prinzipien der Konduktion, Konvektion,
Strahlung und Verdunstung. Der Warmetransport erfolgt hauptsachlich Uber das Blut zu
Haut und Lunge, wo sie an die Umwelt abgegeben werden kann. Durch Vasodilatation
steigt die Durchblutung von Haut und Muskeln an und das Herzzeitvolumen (HZV) nimmt
zu, so dass die Warme in die Peripherie geleitet und die Korperkerntemperatur an den
Soll-Wert angepasst wird. Bei korperlicher Belastung erfolgt anndhernd die gesamte

Warmeabgabe durch Verdunstung von sezerniertem Schweil3. (Klinke et al., 2005)
1.2  Systemische Wirkungen veranderter Kérpertemperatur

Eine Hyperthermie (Korperkerntemperatur > 38°C) |6st eine periphere Vasodilatation und
konsekutiv relative Hypovolamie aus. Dadurch verringert sich die zerebrale Durchblutung,
es kommt zur Hitzeerschopfung und Hitzekrampfen (Tab. 1). Ursachenabhangig wird
zwischen Hyperthermie und Fieber unterschieden: Bei der Hyperthermie resultiert die

erhohte Korpertemperatur aus einer gestorten Warmeabgabe oder gesteigerten
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Warmeproduktion (z. B. maligne Hyperthermie), der Temperatursollwert bleibt konstant.
Bei Fieber kommt es dagegen zu einer Sollwertverschiebung im Hypothalamus: Die
Korperkerntemperatur wird durch eine verminderte Warmeabgabe oder Steigerung der
Produktion auf den neuen Wert angehoben, z. B. durch Verminderung der
Hautdurchblutung oder Muskelzittern. (Klinke et. al, 2005, Wilhelm, 2013)

Bei einer Temperatur von > 44°C bricht die Autoregulation des Koérpers zusammen,
Proteine denaturieren und es kommt schlussendlich zum Tod des Organismus. (Klinke et
al., 2005)

Bei einer Hypothermie (Korperkerntemperatur < 35°C) versucht der Organismus initial,
durch Verringerung der Warmeabgabe (z. B. Konstriktion der peripheren Gefalle),
Veranderung der Korperhaltung (Verringerung der Korperoberflache) und gesteigerte
Warmebildung (Erhdhung des Grundumsatzes) die Temperatur zu regulieren. Bei einem
weiteren Absinken ftritt eine Vigilanzminderung und Dampfung des Atemantriebs ein. Bei
Temperaturen < 30°C sind bradykarde Herzrhythmusstérungen mdoglich, < 27°C
Kammerflimmern oder eine Asystolie. (Muller und Sénke, 2007) Durch die verminderte
Stoffwechselrate sinkt der Sauerstoffverbrauch einzelner Organe und erhoht die

Hypoxietoleranz. (Klinke et al., 2005)

Tabelle 1Systemische Reaktionen in Abhangigkeit von der Korperkerntemperatur
(Klinke et al., 2005)

Temperaturbereiche Konsequenz

>44°C Denaturierung von Proteinen, Hitzetod

40 — 44°C Versagen der  Thermoregulation,
Hitzschlag, Krampfe

38 — 40°C Fieber, Hypothermie

36 — 38°C Normothermie

33 — 36°C milde Hypothermie: Kaltezittern,
Stoffwechselsteigerung

30 —33°C Stoffwechselsteigerung,

Bewusstseinstribung, Atemdepression
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Temperaturbereiche Konsequenz

27 —30°C tiefe Hypothermie: Versagen der

Thermoregulation, Kammerflimmern

20 —-27°C ~Scheintod®, lichtstarre Pupillen,
Bradykardien, -arrhythmien

<20°C Asystolie, Kaltetod

Die Immersionshypothermie beschreibt eine Unterkuhlung im Wasser beispielsweise
nach Alkoholgenuss, bei einem Sturz von einem Schiff oder beim Einbrechen in vereiste
Wasserflachen. Auch Wassertemperaturen deutlich oberhalb des Gefrierpunktes fihren
bei fortgesetzter Kalteexposition zu einer drastisch herabgesetzten Uberlebenszeit (s.
Tab. 2). Durch koérperliche Anstrengung (z. B. Schwimmen im kalten Wasser) erhoht sich
die Abkuhlungsgeschwindigkeit des Korpers um 30-50 %. Fir eine generalisierte
Hypothermie reicht bereits durchnasste Kleidung aus. Bei einem akzidentellen Sturz in <
10°C kaltes Wasser kann durch eine sofortige generalisierte Hemmung von Kortex und
Subkortex ein reflektorischer Kalteschock eintreten (Madea, 2003). Durch die zu einer
Unterkuhlung ,im Trockenen® verklrzten Agonie sind hypothermietypische Befunde
haufig nicht oder gering ausgepragt (Madea, 2003). Dies betrifft moglicherweise auch die
molekulare Ebene durch geringere Veranderung der Aquaporin- (AQP) und Heat-Shock-

Protein (HSP)-Expression.

Tabelle 2 Uberlebenszeit in Abhangigkeit der Wassertemperatur (Madea, 2003)

Wassertemperatur Uberlebenszeit
20°C ca.40 h

15°C ca.5h

10°C ca.3h

5°C ca.2h
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Wassertemperatur Uberlebenszeit

0°C nach 30 Min. akute Lebensgefahr

1.3  Risikofaktoren und Pravalenz der Hypothermie

Zu den Gruppen mit einem hoheren Risiko fur eine Hypothermie zahlen verwirrte oder
demenziell vorerkrankte Patienten, die sich in der kalten Jahreszeit verlaufen und den
Heimweg nicht mehr finden. Eine weitere Risikogruppe stellen Unfallopfer oder
polytraumatisierte Patienten dar, die sich aus eigener Kraft nicht befreien kénnen und bei
denen die Hypothermie zu sekundaren Komplikationen fuhrt: Koagulopathie,
Herzrhythmusstérungen oder posttraumatisch gesteigerte Infektanfalligkeit. (Mommsen et
al., 2011) Auch Menschen mit chronischem Alkohol- oder Drogenkonsum sind haufiger
betroffen, ebenso Personen, die bewusstseinsverandernde Medikamente einnehmen.
Weitere Risikofaktoren sind ein sehr niedriges oder hohes Lebensalter, Immobilitat bzw.

Bettlagerigkeit, Obdachlosigkeit und ein niedriger soziookonomischer Status. (Flif3, 2012)

Im Sektionsgut von Grofl3stadten machen Todesfalle durch Hypothermie ca. 1 % aus, in
landlichen Regionen bis 2 %. Etwa die Halfte aller Verstorbenen ist zum Todeszeitpunkt
deutlich alkoholisiert (durchschnittlicher Blutalkoholgehalt: 1,3%o). (Madea, 2003)

1.4  Pathophysiologische Vorgange bei Hypothermie

Eine Korperkerntemperatur von unter 35°C wird als Hypothermie bezeichnet. Wird die
Verringerung der Temperatur absichtlich herbeigefuhrt, spricht man von induzierter

Hypothermie, ist sie unbeabsichtigt, gilt sie als akzidentell. (Larsen, 2016)

Hypothermie entsteht, wenn der Warmeverlust des Korpers grolder ist als die
Warmebildung. (Madea, 2003) Mdogliche Ursachen sind endogene Prozesse wie
metabolische Entgleisungen aufgrund von Hypothyreose, Hypoglykamie, Kachexie,
Hypoadrenalismus oder eine zentrale Dysfunktion mit Beteiligung der Thermoregulation
(z. B. hypophysare Insuffizienz). (Herrmann und Mann, 2013, Seekamp, 2008) Die

akzidentelle Hypothermie ist die Folge eines unbeabsichtigten Aufenthalts in kalter
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Umgebungstemperatur oder kaltem Wasser. Auch hohe Windgeschwindigkeiten (z. B.
Fahrtwind) steigern den Warmeverlust. Die Dauer der Kalteexposition ist entscheidend
fur die physiologischen Folgen. So kénnen auch Wassertemperaturen um 20°C zu einer
Unterkuhlung fuhren. (Madea et al., 2004)

Unter Alkoholeinfluss verringern sich vasokonstriktive Mechanismen, die der Hypothermie
entgegenwirken. Infolge der GefalRdilatation entsteht ein subjektives Warmegefihl, das
durch Entfernen von Kleidungsstlcken die bestehende Hypothermie aggraviert. (Madea
et al., 2004) Durch die Kalteeinwirkung reduziert sich die Durchblutung des Gehirns und
die Diffusion der Wassermolekule innerhalb des Cortex (Bertalan et al., 2019), was die

Entscheidungsfindung und Leistungsfahigkeit negativ beeinflusst.

Bei leichter Hypothermie (36—33°C) sind die Regulationsmechanismen des Organismus
noch intakt. Die Warmeneubildung ist durch Steigerung des Energieumsatzes als
Muskelzittern erkennbar. Durch die verminderte Durchblutung der Peripherie infolge der
Vasokonstriktion entsteht ein Temperaturgefalle zwischen Korperkern und Kérperschale.

Die Akren werden als schmerzhaft empfunden. (Madea, 2003)

Bei einer moderaten Hypothermie zwischen 32 und 34°C fuhrt die Hemmung der
Sekretion des Antidiuretischen Hormons zur Kaltediurese. Folglich nimmt die Viskositat
des Blutes zu und die Gewebeoxygenierung verschlechtert sich. (van Aken et al., 2014)
Aufgrund einer verminderten Aktivitat temperaturabhangiger Enzyme ist die Funktion von
Gerinnungsfaktoren und Thrombozyten beeintrachtigt. (Flohé et al., 2018) Das
Kaltezittern lasst nach, die progrediente Eintribung des Bewusstseins flhrt zu
Desorientierung und Apathie. Das HZV verringert sich, auRerdem nimmt die bronchiale
Sekretion stark zu. (Merkel, 2014)

Weiterhin kommt es aufgrund von Elektrolytverschiebungen (bedingt durch einen Kalium-
Shift nach intrazellular bei konstanter Natriumkonzentration) zu elektrokardiografischen
(EKG-) Veranderungen wie QRS-Verbreiterungen, PQ-Verlangerungen oder Stérungen
der intraventrikularen Erregungsausbreitung. Das HZV und der myokardiale
Sauerstoffverbrauch nehmen ab; haufig findet sich eine begleitende Hypotonie. (Larsen,
2016) Es kommt zu Bradykardien oder Bradyarrhythmien. Die Flimmerbereitschaft des

Herzens steigt bei einer Korperkerntemperatur < 30°C an, bei < 28°C kommt es zu
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spontanem Kammerflimmern. (Muller und Sénke, 2007) Atemfrequenz und -tiefe nehmen

bei sinkender Temperatur ab, bei < 24°C sistiert die Atmung ganzlich. (Larsen, 2016)

Der Sauerstoff- und Energiebedarf des Organismus sinkt ab, was therapeutisch genutzt
werden kann, z. B. nach Reanimation bei Return of a spontaneous circulation (ROSC).
Die UnterkUhlung hat protektive Effekte auf den Hirnstoffwechsel. Eine milde Hypothermie
wird inzwischen regelhaft flr Patienten nach Herzstillstand und erfolgreicher Reanimation

eingesetzt. (Bernard et al., 2009)
1.5 Forensische Befunde bei Hypothermie

Die Todesursache Unterkihlung lasst sich nicht anhand eines einzelnen Befundes
verifizieren. Isoliert betrachtet ist jeder Befund unspezifisch; erst die Kombination aus
morphologischen Hinweisen, der Auffindesituation der Leiche und der Anamnese erhartet
potentiell den Verdacht. Zu beachten ist, dass die Diagnose "Unterkihlung" in einigen
Fallen eine Ausschlussdiagnose darstellt. Haufig sind nicht alle potentiell méglichen
Befunde vorhanden, da sich z. B. bei Ertrinkungsunfallen mit konsekutiver Hypothermie
aufgrund des kurzen zeitlichen Intervalls bis zum Eintritt des Todes nicht alle

kalteassoziierte Veranderungen auspragen. (Madea, 2003)

1.5.1 AuBere Befunde

. Durchgehend hell-rétlich gefarbte Totenflecke (Livores): Leichen, die auf einer
kihlen Unterlage gelagert werden, zeigen lediglich an den R&ndern helle
Totenflecke. Zudem besteht das Risiko einer Verwechslung mit einer

Kohlenstoffmonoxid-Intoxikation. (Madea, 2003)

. "Gansehautbildung": Diese kann auch Ausdruck der Totenstarre sein. (Madea,
2003)
. Kalteerytheme: Blau-livide Verfarbungen der Haut mit teigiger Schwellung von

meist glanzender Beschaffenheit, v.a. der Akren, Handrlicken und Streckseiten der
Kniegelenke. (Madea, 2003)

1.5.2 Innere Befunde
. Hellrotes Blut in peripheren Gefalten und dunkelrotes Blut in den Organen: Letztere

werden auch bei Kreislaufzentralisation weiterhin durchblutet. (Madea, 2003)
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. Wischnewski- Flecken: "Leopardenfellartige” hamorrhagische Einblutungen der
Magen- und gelegentlich auch der Duodenalschleimhaut. (Madea, 2003)

. Streifige oder flachige Einblutungen in den Musculus psoas und Musculus
iliopsoas: Dem Austritt des Blutes in die Muskulatur liegt vermutlich eine
hypoxiebedingte vakuolige Degeneration der GefalRmedia zugrunde. (Dirnhofer
und Sigrist, 1979) Die wahrend der Exzitationsphase entstehenden Einblutungen
werden selten beschrieben. (Madea, 2003)

. Kollabierte Milz: Bei fortdauernder Kaltewirkung als Ausdruck der Verschiebung
des Blutvolumens im Schock. Morphologisch erkennbar ist eine feine Faltelung der
Kapsel bei ansonsten kollabiertem Zustand des Organs. (Madea, 2003) Vermutlich
induziert die Adrenalin-Freisetzung die Ausschuittung des Blutes aus der Milz, um
den erhdhten Sauerstoff-Bedarf des Organismus zu decken. (Mengel, 2009)

. Blutungen der Synovia bzw. Blutbeimengungen der Synovialflissigkeit der
Kniegelenke: Die Kalteeinwirkung fuhrt initial sowohl zu einer arteriellen als auch
venodsen Vasokonstriktion, im weiteren Verlauf aber zu einer Vasodilatation. Bei
verringerter Blutzirkulation kommt es zur Stase mit Erythrozytenanschoppung und
-aggregation, Thrombose und schlussendlich Rhexisblutung. (Mengel, 2009)

. Epithelverfettung der Nierentubuli: Dies ist mdglicherweise eine Folge der
schockbedingten Hypoxie. Die Folge ist eine gesteigerte Mobilisation von

Triglyzeriden, die von den Tubuli absorbiert werden. (Byard und Payne-James,

2015)
. Veranderungen des Pankreas: Dazu zahlen eine akute oder hamorrhagische
Pankreatitis, Fettnekrosen, Serum-Amylase-Erh6hung und eine

Leukozyteninfiltration. Als Ursache werden Mikrothromben der GefalRe durch
Schock und verschlechterte rheologische Eigenschaften der Gerinnung vermutet.
Aufgrund einer verringerten Membranpermeabilitat nimmt die Exozytose ab. (Byard

und Payne-James, 2015)

Die bedeutendsten Befunde bei Unterkiihlungen sind Kalteerytheme und Wischnewski-

Flecken. Sie lassen sich in ca. 60 % aller Falle detektieren. (Madea, 2003)
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1.6  Chaperone — Heat-Shock-Proteine (HSPs)

Der Name "Chaperone" bezeichnet im Franzdsischen eine Anstandsdame. Molekulare
Chaperone sind Proteine, die vielfaltige Aufgaben innerhalb der Zelle Gbernehmen: Durch
Kontrolle von Faltungsprozessen verhindern sie eine inkorrekte Proteinkonfiguration und
die Aggregation fehlgefalteter Proteine. Die raumliche Anordnung der Proteine ist
grundsatzlich durch die Abfolge der Aminosauresequenz festgelegt, aufgrund der
Reaktionsfreudigkeit hydrophober Seitenketten kdnnen sich im ungefalteten Zustand aber
Proteinaggregate bilden, was Chaperone durch Abschirmung der Seitenketten
verhindern. (Calloni et al., 2012) Aulierdem unterstlitzen Chaperone die Assemblierung
von Proteinuntereinheiten sowie die Translokation von Proteinen durch Membranen (z. B.
beim Proteinimport in Mitochondrien) und schutzen die Zelle vor Apoptose. In den letzten
Jahren konnte zudem nachgewiesen werden, dass sie eine wichtige Rolle bei der Antigen-
Prasentation spielen. Hierbei helfen sie, Antigene auf den major histocompatibility
complex (MHC) zu ubertragen. Als extrazellular vorkommende Proteine stimulieren sie
Makrophagen und dendritische Zellen. (Li und Srivastava, 2004) Das Chaperon verhindert
unproduktive Verbindungen zwischen der Desoxyribonukleinsdure (DNA) und Histonen.
(Laskey et al., 1978)

Die zu den Chaperonen zahlenden HSPs kommen in allen Organismen vor und sind
Bestandteil der Zellen und Zellkompartimente. (Doberentz und Madea, 2019) Die erhohte
Expression als Reaktion auf Stress ist ein Schlisselprozess zur Sicherung der
Zellintegritat zum Uberleben des Organismus. Im Gegensatz zu Enzymen mit ihren
substratspezifischen aktiven Zentren interagieren Chaperone mit einer Vielzahl
verschiedener Substrate. (Saibil, 2013)

Konstitutiv vorkommende Hitzeschockproteine werden als "heat shock cognate"
bezeichnet. (Gressner und Arndt, 2012) Sie wurden erstmals von Ritossa 1962 in der
Literatur beschrieben. Er setzte Zellen der Fruchtfliege Drosophila melanogaster Hitze
aus, wodurch in den Chromosomen der Speicheldrisenzellen ein charakteristisches
,Puff-Muster® induziert wurde. (Ritossa, 1962) Mit diesen Experimenten wies er nach,

dass eine Anderung der Umgebungstemperatur die Genexpression der Zelle verandert.
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Der Name "Hitzeschockprotein" bezieht sich auf die gesteigerte Synthese der Proteine
unter anderem bei erhohter Temperatur. Weitere Induktoren sind Hunger,
inflammatorische Prozesse, Ischamie / Reperfusion und virale / bakterielle Infektionen.
(Gressner und Arndt, 2012) Auch flichtige Schwermetalle, Oxidantien, freie Radikale,
analoge Aminosauren, anti-neoplastische Chemikalien, Toxine, Hormone oder
Wachstumsfaktoren, pH-Verschiebungen sowie Onkogene und Protoonkogene erhdhen
die HSP-Expressionsrate indirekt Uber die Zunahme fehlkonfigurierter oder nicht-
gefalteter Proteine. Ausloser fur die Synthesesteigerung ist demnach die Denaturierung
von Proteinen (Genneper, 2016). HSPs verhindern Schaden entweder durch Ruckfaltung

der Proteine oder, wenn dies nicht mehr moglich ist, durch einen beschleunigten Abbau.

Haufig lasst sich bei Autoimmunerkrankungen (z. B. chronisch-entzindliche
Darmerkrankungen (CED), Multiple Sklerose oder Rheumatoide Arthritis) im Serum des
Patienten eine Immunantwort gegen HSPs nachweisen. (Chiricosta et al., 2020, Hoter
und Naim, 2019)

Durch die Regulierung der Angiogenese, Zellproliferation, Migration, Invasion und
Metastasierung spielen HSPs eine zentrale Rolle bei der Kanzerogenese. Sie
unterstitzen onkogene und metastatische Signalwege innerhalb der Zelle (Yun et al.,
2019) und auch die Resistenzentwicklung gegen einige Zytostatika. Weiter werden HSPs
als Biomarker bei der Krebsdiagnose und -prognose sowie als therapeutische

Zielmolekule klinisch eingesetzt. (Wu et al., 2017)

Die Klassifizierung der HSPs erfolgt anhand ihrer Grofde, Funktion und Struktur.
(Lindquist, Craig, 1988)

1.6.1 HSP27

HSP27 gehdrt mit einer molekularen Masse von 25-30 kDa zur Familie der kleinen
Hitzeschockproteine (small heat shock protein, sHSPs). HSP27 unterstitzt unabhangig
von einer Adenosintriphosphat- (ATP) Zufuhr die Entfaltung und Ruckfaltung geschadigter
Proteine. (Jakob et al, 1992) AuRerdem wirkt es bei oxidativem Stress als Antioxidans,

indem es die Konzentration freier Radikale senkt. (Vidyasagar et al., 2012)

Das wichtigste sHSP-Strukturmerkmal — die alpha-Cristallin-Domane — weist Ahnlichkeit

mit a-A/B-Cristallin auf, einem Protein der humanen Augenlinse. (Garrido et al, 2006,
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Kato, 2011, Mehlen und Arrigo, 1994) Das konstitutiv exprimierte HSP27 ist im
physiologischen Zustand in der Nahe des Golgi-Apparates im Zytosol lokalisiert und
wandert nach einem thermischen Reiz in die Nahe des Nukleus. (Mehlen und Arrigo,
1994)

HSP 27 spielt eine Schlusselrolle beim Schutz vor spontaner oder durch Zytostatika
erzwungener Apoptose. (Ciocca und Calderwood, 2005) Durch Bindung an
mitochondriale Proteine (z. B. Cytochrom C) und zytosolische (z. B. domain associated
protein (DAX)) werden sowohl der ex- als auch der intrinsische Apoptoseweg gehemmt.
(Vidyasagar et al., 2012)

Verschiedene Krebsentitaten (z. B. Magen-, Leber- und Prostatakarzinome,
Osteosarkome) zeigen eine HSP27-Uberexpression. Die Resistenz gegen
Chemotherapeutika bei einigen Leukamieformen und die assoziierte schlechtere

Prognose sind auf dieses Protein zurickzuflihren. (Ciocca und Calderwood, 2005)

1.6.2 HSP60

Die aus 14 Untereinheiten aufgebauten HSP60-Proteine bzw. Chaperonine bilden einen
fassartigen Komplex, in dem sich grélRere Proteine falten konnen. Im Detail wurde der
Mechanismus am bakteriellen Chaperonin GroEL untersucht: jeder Komplex besteht aus
zwei Kammern, die wahrend der Faltung des Gastproteins durch einen "Deckel"
verschlossen sind. Die Kammern schlieen und 6ffnen sich ATP-abhangig im Wechsel,
somit ist die Abgabe eines fertig gefalteten Proteins an die Aufnahme eines weiteren,

ungefalteten Proteins gekoppelt. (Koolmann und Réhm, 2003)

HSP60 kommt hauptsachlich in den Mitochondrien vor, wurde aber in den letzten Jahren
sowohl in der Zellmembran als auch extrazellular, z. B. im zirkulierenden Blut

nachgewiesen. (Cappello und Conway de Macario, 2008)

HSPG60 I6st in Zellen des angeborenen Immunsystems eine starke proinflammatorische
Reaktion aus und fungiert als Gefahrensignal flr gestresste oder geschadigte Zellen.
Wahrend der Karzinogenese bestimmter Tumorentitdten verandern sich die HSP60-
Spiegel des Zytosols, daher ist es als Biomarker fur die Prognose und Diagnose
praneoplastischer und neoplastischer Lasionen geeignet. (Nakamura und Minegishi,
2013)
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1.6.3 HSP70
Die funf Untergruppen von HSP70 (68-110 kDa) kommen hauptsachlich im Zytosol vor.

Unter Stress wandern sie jedoch in den Nukleolus ab. (Morimoto und Milarski, 1990)

Das Molekulargewicht der HSP 70-Familie betragt zwischen 68 und 110 Da. Als heat
shock cognate (HSC) werden die HSP70-Proteine konstitutiv exprimiert. (Miernyk, 1999)

Bei Stressreizen unterschiedlicher Art flr die Zelle wird ihre Synthese gesteigert.

Der Aufbau aller HSP70- Proteine ist ahnlich und besteht aus drei Domanen: einem N-
terminalen Ende, welches uber eine ATPase-Aktivitat  verflgt, eine
Substratbindungsdomane, die ungefaltete Proteine und kurze, lineare Peptide mit
hydrophoben Resten bindet und einem C-terminalen Ende, die der Substraterkennung
und -stabilisierung dient. (Fernandez-Fernandez und Valpuesta, 2018, Haas und Meo,
1988, Hendrick und Hartl, 1993)

Die Mitglieder der HSP70-Familie kontrollieren alle Aspekte der zellularen Proteostase
(z.B. die Proteinkettenfaltung, Proteinimport in Organellen, Rickgewinnung von Proteinen

aus Aggregation und den Zusammenbau von Multiproteinkomplexen. (Radons, 2016)

Zudem besitzt HSP70 eine antiapoptotische Wirkung: Zellen, deren HSP-Expression
herunterreguliert wurde, sind empfindlich gegeniiber Apoptose; eine Uberexpression von
HSP70 wiederum verbessert das Uberleben der Zellen. Wie HSP27 hemmt HSP70
sowohl den intrinsischen (mitochondrialen) als auch extrinsischen

(todesrezeptorvermittelten) Weg der Apoptose. (Kumar und Stokes, 2016)

HSP70 stimuliert das angeborene Immunsystem, indem es die dendritischen Zellen
initiiert. (Milani et al., 2002) Diese nehmen Antigene aus dem Extrazellularraum auf,
prozessieren sie, migrieren in den nachstgelegenen Lymphknoten und prasentieren sie

cluster of differentiation (CD) 4+- Lymphozyten.

Patienten mit Autoimmunerkrankungen entwickeln haufig eine Immunantwort gegen
HSPs. Bei der Vitiligo wurde eine Korrelation zwischen Krankheitsaktivitat und vermehrter

HSP70-Expression nachgewiesen. (Doss et al., 2016)
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1.7  Aquaporine (AQPs)

Bereits um 1920 wurde postuliert, dass Wasser Uber die Lipid-Doppelschicht der
Zellmembran ins Innere der Zelle diffundiert. (Langmuir, 1917, Gorter und Grendel, 1925)
In den 1950er Jahren entdeckten Wissenschaftler, dass menschliche Erythrozyten Uber
eine hohe und selektive Wasserleitfahigkeit verfligen, die auf porenartige Proteine
zurtckzufuhren ist. (Paganelli und Solomon, 1957) Diese Kanalproteine erhdhen die
Geschwindigkeit des Konzentrationsausgleichs zwischen Zellinnerem und -duf3erem. In
einem Versuch von Macey konnte 1970 durch Blockieren der Kanale mittels
Quecksilberionen eine deutliche Verringerung des Wassereinstroms in die Zelle gezeigt
werden. (Macey und Farmer, 1970) 1992 wurde AQP1 (Synonym: channel-forming
intrinsic protein: CHIP28) in humanen Erythrozyten nachgewiesen. Hierzu wurden
Versuche mit Oozyten des Krallenfroschs Xenopus laevis durchgefuhrt. Normalerweise
ist die Oozytenmembran flr Wasser undurchlassig, aber nach Injektion von messenger
Ribonukleinsaure (mMRNA), die dieses Protein kodierte, platzten die in destilliertes Wasser
gelegten Oozyten, wahrend die Kontrolloozyten intakt blieben. Hiermit war der Beweis
erbracht, dass es sich bei dem AQP1 um einen Wasserkanal handelt. (Preston und Agre,
1992)

Aquaporine kommen in Prokaryonten und Eukaryonten vor. Sie leiten Wasser mit hoher
Geschwindigkeit durch die Zellmembran und blockieren gleichzeitig die Passage von
lonen wie z. B. Natrium oder Kalium. Sie werden daher hauptsachlich in Zellen exprimiert,
die grof3e Mengen Flussigkeit in kurzer Zeit absondern oder transportieren missen (z. B.

in Epithelzellen der Niere oder in exokrinen Zellen. (Alberts et al., 2017)

Beim Menschen wurden AQPs im Nierenepithel, in Erythrozyten, in der Augenlinse, in
Tranen- und Speicheldrisen und den Astrozyten des Gehirns nachgewiesen. Ein Defekt
oder eine Fehlfunktion dieser Proteine verursacht Erkrankungen wie Diabetes insipidus
oder Katarakt. (de Groot et al., 2003) Wirbeltiere besitzen 11-13 AQP-Gene. (Agre et al.,
2002)
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Beim Menschen sind 12 AQPs bekannt. (Krane und Goldstein, 2007) Sie sind fur eine
Vielzahl von Regulationsvorgangen (z. B. Zellproliferation, Wasserretention in Epidermis,
Auge und Niere, Metabolismus der Adipozyten) verantwortlich (s. Tab. 3). Erkrankungen
durch einen AQP-Funktionsverlust oder autoimmune Reaktionen gegen AQPs sind der
kongenitale graue Star, der nephrogene Diabetes insipidus oder die Neuromyelitis optica.
(Verkmann, 2012)

Tabelle 3lsoformen der Aquaporine (AQP)- Lokalisation, Aufgabe und assoziierte
Erkrankungen

Isoform Lokalisation Aufgabe Assoziierte
Krankheiten
AQP1 Niere, Erythrozyten, | Harnkonzentrierung, Katarakt,
Gehirn, Auge, | Blutosmolaritat, Glaukom,
Lunge, Endothelien, | Liquorproduktion, Hirnddem,
Speicheldrisen, Augeninnendruck, Atherosklerose,
Uterus, Vagina, | Linsentransparenz, Polyhydramnion,
Eizellen, Plazenta, | Zellmigration, Tumor,
Pankreas Angiogenese, Sjogren-Syndrom
Flussigkeitstransport
AQP2 Niere, Innenohr, | Harnkonzentration, nephrogener
DuUnn- und Dickdarm | Vasopressin-abhangiger | Diabetes
Wassertransport insipidus,
Enuresis
nocturna,
kongestive
Herzinsuffizienz,
Morbus Meniére,
SIADH
AQP3 Niere, Lunge, Auge, | Harnkonzentrierung, Tumor,
DUnn-/ Dickdarm, | Lungen- Metastasierung,
Haut, /Hautbefeuchtung, Sepsis, ADPKD,
Atemwegsepithel, Zellproliferation und - | nephrotisches
Harnblase, Migration, Wundheilung | Syndrom
Erythrozyten
AQP4 Gehirn, Niere, Auge, zerebrale Hirnodem,
Lunge Wasserhomoostase, Neuromyeliti
Harnkonzentrierung, s optica
Lungenbefeuchtung,
Kammerwassersekretion
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Isoform Lokalisation Aufgabe Assoziierte
Krankheiten
AQP5 Speichel-/ Drisensekretion, Sjogren-Syndrom,
Tranendrusen, Auge, | Kornea-Wundheilung, erhohte Letalitat
Lunge, | Barrierefunktion der | bei Sepsis und
Dunndarm, Augenlinse ARDS,
Pankreas Weichteilsarkome
AQP6 Niere, Sauresekretion,
Gastrointestinaltrakt, | transzellularer
Gehirn, Wassertransport im
Speicheldriusen Darm, moglicherweise
Anionenkanal
AQP7 Adipozyten, Fettmetabolismus, Adipositas,
Spermien, Niere, | Spermienbeweglichkeit, | Infertilitat, Morbus
Gehirn,  Pankreas, | renale Glycerol- | Crohn, Colitis
Muskeln, Auge Reabsorption, ulcerosa,
Immunantwort Reizdarmsyndrom
dendritischer Zellen,
korneale  Wundheilung,
Blut-Retina-Schranke
AQPS8 Leukozyten, Leber, | H202-Transport, kollagene Colitis,
Pankreas, Niere, | plazentarer chronische
Spermien, Plazenta | Wassertransport Diarrhoe
AQP9 Leber, Leukozyten, | insulinabhangiger Adipositas,
Auge, Gehirn, | Glycerin-Transport in der | Arsenentgiftung,
Plazenta Leber, Hepatozellulares
Energiestoffwechsel, Karzinom,
Wassertransport, Leberzirrhose,
Gluconeogenese
AQP10 Gastrointestinaltrakt Morbus Crohn,
Colitis ulcerosa
AQP11 Niere, Auge, Darm, Nierenentwicklung, polyzystisch
Leber Kammerwassersekretion | e Niere,
chron.
Nierenversa
gen bei
Diabet

es mellitus,
Zoliakie
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Isoform Lokalisation Aufgabe Assoziierte
Krankheiten

AQP12 Pankreas Wassertransport zur | Pankreatitis
Exozytose der
Verdauungsenzyme

(Agre et al., 2002, Beitz und Schultz, 1999; Bhattacharjee et al., 2009; Borgnia et al.,
1999; Boury-Jamot et al., 2009; Carbrey und Agre, 2009; Chepelinsky, 2009; Delporte,
2009; Engel et al., 2008; Escudero-Hernandez et. al, 2020; Gallardo et. al, 2001; Ho et
al., 2009; Hua et al., 2019; Ishibashi, 2009; King et al., 2004; Kuebler, 2019; Kwon et al.,
2009; LaForenza et al., 2009; Luo et al., 2020; Maeda et al., 2009; Misawa et al., 2008;
Morishita et al., 2005; Nielsen et al., 2007; Ohta et. al, 2009; Shimasaki et al., 2018;
Sohara et al., 2009; Song et al., 2001; Sonntag et. al, 2019; Takeda und Taguchi, 2009;
Tran et. al, 2012; Verkman, 2002, 2009a, 2009b, Verkmann et al., 2008; Wingerchuk et
al., 2007; Yasui, 2009; Zador et al., 2009; Zheng und Miao, 2014; Zhu et. al, 2019)

ADPKD = autosomal dominante polyzystische Nierenerkrankung;
ARDS= acute respiratory distress syndrome;
SIADH= Syndrom der inadaquaten ADH-Sekretion.

Die zur Major-intrinsic-protein-(MIP)- Familie gehérenden AQPs haben eine molekulare
Masse von 23-34 kDa. (Chaumont et al., 2004) Sie bestehen aus sechs transmembranen
Alpha-Helices, die durch funf Loops miteinander verbunden sind. (Chrispeels und Agre,
1994; Park und Saier, 1996; Reizer et al., 1993) Diese Loops bilden den
zytoplasmatischen und extrazellularen Eingang der Pore. (s. Abb. 2)

Im Inneren der Membran bilden AQPs einen sanduhrférmigen Kanal mit ca. 0,3 nm Breite
und 2 nm Lange, was ungefahr der GroRe eines Wassermolekuls entspricht. (Ternes,
2013) Grolere Molekile koénnen nicht passieren. (de Groot et al., 2001) Beim
bidirektionalen Transport der Wassermolekule werden die Wasserstoffbriickenbindungen

zwischen benachbarten Molekilen gelést, dabei reduzieren die Carbonyl-
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Sauerstoffgruppen des Kanals als Wasserstoffakzeptoren den Energieaufwand fur das
Wassermolekdl. (Alberts et al., 2017; Wu und Beitz, 2007)

Kleinere lonen kdnnen die AQPs nicht durchqueren, da der energetische Aufwand fur das
Abstreifen der Hydrathulle zu grof3 ist. (Alberts et al., 2017) Auch Protonen kdnnen
aufgrund positiv geladener Aminosaurereste (z. B. Histidin) im Zentrum der Pore den
Kanal nicht passieren. So bleibt der flir das Membranpotenzial wichtige Protonengradient

entlang der Membran erhalten (Fujiyoshi et al., 2002; Ternes, 2013).

Neben den "klassischen", nur fir Wasser durchlassigen AQPs (1, 2, 4, 5) gibt es
Aquaglycerolproteine (AQP 3, 7, 9, 10), die zusatzlich kleinere, ungeladene Molekule wie
Glycerol transportieren. Das als Zwischenprodukt verschiedener Stoffwechselprozesse
entstehende Glycerol wird von der Leber, der Darmmukosa, den Nieren und laktierenden
Milchdrisen zur Synthese von Triacylglyceriden phosphoryliert. Diese spielen bei der
Bildung der Lipiddoppelschicht in Zellmembranen eine wichtige Rolle. (Heinrich et al.,
2014) Weiter gibt es AQPs, die fur Harnstoff, Nitrat, Ammoniak, H202 sowie Arsen-,
Silizium und Antimonsalze permeabel sind. (Bienert et al., 2007; Hara-Chikuma, 2008;
Verkmann 2012; Wu und Beitz, 2007; Yasui und Hazama, 1999). Eine Gruppe, deren
Funktion aktuell nicht vollstandig bekannt ist, sind die "unorthodoxen" AQPs 6, 8, 11 und
12 dar. (Rojek et al., 2008, Verkmann, 2002)

18]
extracellular
lipid
bilayer
Intracellular o
HyN HaN
hourglass
COOH HOOC

Abbildung 2 allgemeines Strukturmodell der Aquaporine, nach Jung et al., 1994
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1.7.1 Aquaporin 1

Aquaporin 1 ist ein kleines aus 269 Aminosauren bestehendes Protein, das sich in der
Zellmembran zu Tetrameren zusammenlagert. (Denker et al., 1988, Preston und Agre,
1991) Das Monomer besteht aus sechs alpha-helikalen Transmembrandomanen, die
durch finf Loops miteinander verbunden sind. (Jung et al., 1994) Die hochkonservierten
Sequenzen der Aminosauren Asparagin, Prolin und Alanin in den B- und C-Loops sind fur
die charakteristische Sanduhrform verantwortlich. Sie tragen zur Stabilitdt bei und
bedingen die Wasserselektivitat der Poren. (Cheng et al., 1997; Jung et al., 1994; Walz
et al., 1997) Die Richtung des energieunabhangigen Wasserflusses wird durch den

osmotischen Gradienten bestimmt und erfolgt bidirektional. (Reizer et al., 1993)

AQP1 spielt fur die Regulation des intraokularen Drucks eine zentrale Rolle. Es wird wie
AQP 4 in den Ziliarfortsatzen und dem trabekularen Geflecht des menschlichen Auges
exprimiert, welches die Produktion und den Abfluss des Kammerwassers steuert. (Patil et
al, 1997; Zhang et al., 2002) Bei einem gestdrten Abfluss kommt es durch Erhéhung des

Augeninnendrucks zum Glaukom.

Zahlreiche Tumorentitaten (z. B. Gallengangs-, Blasen-, Mamma-, Lunge-, Zervix-, Kolon-
und Prostatakarzinom, zudem Krebserkrankungen des Nasopharynx und des Gehirns)
weisen eine AQP1-Uberexpression auf. Diese Uberexpression beschleunigt die Migration
von Tumorzellen. Als Mechanismus wird die Induktion eines osmotischen Gradienten an
der apikalen Seite der Zellen durch einen AQP-1-bedingten Wassereinstrom vermutet.
Dies flhrt zu einer Ausdehnung der Plasmamembran und durch eine nachfolgende
Repolymerisierung des Aktin-Skeletts zur Stabilisierung. Durch gezielte AQP1-Hemmung
kann die Invasion von Tumorzellen in normales Gewebe gehemmt werden. (Tomita et al.,
2017)

Bei der polyzystischen Lebererkrankung (PCLD) wurde eine erhdéhte AQP1-Expression in
den zystisch veranderten Cholangiozyten und eine Korrelation zwischen der AQP-
Expression und der Zystengrof3e detektiert, was neue therapeutische Moglichkeiten
eroffnet. (Li et al., 2016)
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In der Niere sind mehrere AQP-Subtypen an der Harnkonzentration beteiligt. AQP1 wird
im proximalen Tubulus, im absteigenden Schenkel der Henleschen Schleife und dem
Endothel der Vasa recta exprimiert. Bei AQP1-Knockout-Mausen veranderte sich — trotz
der verringerten Wasserdurchlassigkeit des Nierenepithels — die Organmorphologie,
Konstitution und Uberlebenswahrscheinlichkeit in Bezug auf den Wildtyp nicht. Bei
Wasserverlust reagierten die Knockout-Mause bereits nach 36 Stunden mit
Gewichtsverlust, Anstieg der Serum- und Urinosmolalitat, Dehydrierung und Apathie,
wohingegen die Wildtyp-Mause in der Lage waren, den Harn zu konzentrieren und

dadurch die Osmoilalitat in Blut und Urin konstant zu halten. (Ma et al., 1998)

AQP1-Kanale sind durchlassig fur Stickstoffmonoxid (NO). Sie liegen in der
Lipiddoppelschicht von Membranen vor und erleichtern den Einstrom von NO in die Zelle.
Die NO-Konzentration reguliert Uber die Dilatation von Gefallen den Blutdruck, im
zentralen Nervensystem wirkt NO als Neurotransmitter. In der Niere beeinflusst NO Uber
die Ausscheidung von Wasser und Natrium ebenfalls die Regulation des Blutdrucks. In
der Leber fuhrt die Anwesenheit von NO zur Neutralisierung freier Radikale und einer
Verbesserung der Perfusion. AQP1 wird auch in den Pneumozyten der Alveolen

exprimiert. (Herrera et al, 2006)

Bei der Induktion einer 24-stiindigen Hypoxie wurde in Lungenkapillaren von Ratten eine
erhdohte AQP1- und AQP3-Expression beobachtet. Damit Iasst sich sagen, dass die AQP-
Expression durch zellularen Stress gesteigert wird. (Echevarria et al., 2007) Studien an
Mausen belegen einen Zusammenhang zwischen einer verminderten AQP1- Expression
und einer verminderten Flussigkeitsruckresorption im alveolaren Endothel der Lunge. Die
AQP 1- Synthese wird durch Glukokortikoide gesteigert. Ein Anstieg der AQP1-
Expression (stimuliert durch Dexametason) tragt zur Resorption eines Lungenddems bei.
(Zhang et al., 2009)

Im Myokard reguliert AQP1 den Wasserdurchfluss im Endothel und spielt somit bei
Elektrolytverschiebungen und einer daraus resultierenden Hyperosmolaritat des Plasmas
eine wichtige Rolle. In Mausen liel3 sich die Expression der glykosylierten Fraktion des
kardialen AQP1 durch die Injektion einer hyperosmolaren Lésung steigern. (Rutkovskiy et
al., 2012a) Diese Erkenntnisse konnen beispielsweise flr die Sepsis-Therapie von

Bedeutung sein.
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AQP 1 ist der einzige Wasserkanal, der konstitutiv in kardialem Gewebe aller bisher
untersuchten Saugetierarten exprimiert wird. Wahrend der Embryonalentwicklung wird
AQP1 in den Klappen und Septen des Herzens synthetisiert, aber auch in den glatten
Muskelzellen der Kapillaren, wo es den Wasserfluss zwischen den Kapillaren und dem
Interstitium reguliert. Bei ischamischen Ereignissen verringert sich die AQP1-Expression.
Vermutlich steht ischamischen Zellen fur die mRNA- Synthese nicht mehr ausreichend
Energie zur Verfigung. Aufgrund des verringerten Wassertransports entwickelt sich ein
Gewebsddem. (Rutkovskiy et al., 2013a) Therapeutisch lasst sich Uber eine Modulation

der AQP 1-Expression die Entwicklung von Gewebsédemen mdglicherweise inhibieren.

1.7.2 Aquaporin 3

Als Aquaglycerolprotein ist AQP 3 fur Wasser und Glycerol durchlassig und zahlt damit
wie AQP 7, 9 und 10 zur Familie der Aquaglycerolproteine. AQP3 wird unter
physiologischen Bedingungen in verschiedenen basolateralen Membranen von
Epithelgeweben synthetisiert. Wie andere AQPs besteht auch AQP3 aus sechs alpha-
helikalen Domanen, die tber fliinf Loops miteinander verbunden sind. Die Pore wird durch

die Aminosauren Asparagin, Prolin und Alanin gebildet. (Marlar et al., 2017)

AQP 3 spielt fir die Kanzerogenese und Metastasierung eine entscheidende Rolle. Bei
Hauttumoren tritt im Stratum Corneum von Keratinozyten der Epidermis eine erhdhte
AQP3-Konzentration auf. AQP 3-Knockout-Mause sind resistent gegen diese Tumore.
Eine Uberexpression korreliert mit einer verschlechterten Prognose bei Brust-,
Osophagus-, Magen- und Kolonkarzinomen. Vermutlich induzieren Ostrogene und
Epidermal growth factor (EGF) die AQP 3- Expression, wodurch die Zellmigration der
neoplastischen Zellen gesteigert wird. Diese sind zwar keine Transkriptionsfaktoren, doch
konnte in einer Studie mit dstrogenrezeptor-positiven Tumorzellen eine Hochregulation
der AQP3-Synthese beobachtet werden (Marlar et al., 2017)

AQP3 beeinflusst die Elastizitat und den Feuchtigkeitszustand der Haut. Keratinozyten
von AQP 3- Knockout- Mausen zeigen aufgrund des reduzierten Glycerolgehaltes des
Stratum corneum eine beeintrachtigte  Barrierefunktion und verlangsamte
Lipidbiosynthese. Da Glycerol zur Rickresorption von Wasser beitragt, verschlechtert
sich der Hydratationszustand und die Elastizitat, wodurch sich in diesen Tieren die

Wundheilung im Vergleich zu Wildmausen verzdgert ablauft. (Hara und Verkmann, 2003)
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Weiter wirkt AQP 3 antiapoptotisch: Zellen des Nucleus pulposus in Ratten wurden
oxidativem Stress ausgesetzt, wodurch es normalerweise zu Zellschaden bis hin zum
Absterben der Zelle kommt. Eine erhéhte AQP 3-Expression verringerte den Gehalt von
freien Radikalen in der Zelle und hemmt den p38-mitogen activated protein (MAP)-Kinase-

Signalweg, der zur Apoptose fuhrt. (Xu et al., 2018)

Fir die Funktion des Immunsystems spielt AQP3 eine wichtige Rolle. Damit eine effektive
Immunantwort gegen Viren, Bakterien, Parasiten und Tumorzellen stattfinden kann, ist
die Antigen-Prasentation auf MHC-ll-Komplexen an CD-8+ T-Zellen erforderlich.
Vermutlich werden Antigene, die von den Phagozyten aufgenommen werden, zum
endoplasmatischen Retikulum und von dort zu den MHC-II-Komplexen an die
Zellmembranen transportiert. Jetzt kdnnen zytotoxische CD8+-Zellen diese Antigene
erkennen, binden und die Zellen unschadlich machen. Die Rolle von AQP3 besteht in
seiner Funktion als H202-Kanal und leitet Wasserstoffperoxid in die inneren
Kompartimente der Zelle. Dadurch wird der Antigentransport vom ER zu den MHC-I-
Molekulen verbessert. Wird die Expression von AQP3 gesteigert, beschleunigt sich der
Transport und die Immunantwort setzt friher ein. (Nalle et. al, 2020) Die Funktion der
AQP 3- Expression in den Kardiomyozyten ist noch nicht geklart und Gegenstand

aktueller Forschung. (Rutkovskiy et al., 2013b)

1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

Die ldentifikation einer Hypothermie ist im forensischen Alltag anspruchsvoll und in
einigen Fallen nur als Ausschlussdiagnose moglich. Oftmals gelingt die Diagnose nur
durch die Kombination der Auffindesituation, der Vorgeschichte und den bei der

Obduktion erhobenen mikro- und makroskopischen Befunden.

Bislang gibt es nur wenige Forschungen zu AQPs, die fir die Rechtsmedizin relevant sind.
Hierbei handelt es sich um Studien zur AQP4-Expression beim Sudden Infant Death
Syndrome (SIDS) von Eidahl et al. (2021) und Opdahl et al. (2010) sowie eine weitere
Studie zur AQP3-Expression als Vitalitatsmarker bei mechanischen oder thermischen

Hautverletzungen. (Ishida et al., 2018)

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob es beim Tod durch Hypothermie zu

einer gesteigerten Expression von HSPs und AQPs kommt. Hierfur wurde die HSP- und
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AQP- Expression in Gewebeproben aus 48 Herzen, 43 Lebern und 46 Nieren von an
Hypothermie Verstorbenen (Hypothermiekollektiv) mit an verschiedenen Todesursachen
exklusive der Hypothermie Verstorbenen verglichen (Kontrollkollektiv). Weiterhin sollte
Uberprift werden, ob eine Korrelation zwischen makroskopisch erhobenen Befunden
(Wischnewski-Flecken, Kalteerytheme der Haut) und Expression der HSPs und AQPs

besteht und ob es einen Zusammenhang zwischen dem BMI und der Proteinexpression
gibt.
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2. Material und Methoden

2.1 Hypothermiekollektiv

Das Hypothermiekollektiv bestand aus 51 Todesfallen durch Hypothermie, die zwischen
2006 und 2016 im Institut fur Rechtsmedizin der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-

Universitat Bonn obduziert wurden.

Alle notwendigen Informationen wurden den entsprechenden Sektionsprotokollen
entnommen. Dokumentiert wurden das Geschlecht, das Lebensalter zum Zeitpunkt des
Todes, die Auffindesituation, die Grole, das Gewicht, die Blutalkohol-Konzentration zum

Zeitpunkt der Obduktion sowie die Todesart und -ursache.

Das Kollektiv bestand aus 27 (52,94 %) mannlichen und 24 (47,05 %) weiblichen
Verstorbenen. Der Altersdurchschnitt lag bei 65,70 Jahren, die Spanne reichte von 9-97

Jahren.
Der durchschnittliche BMI betrug 24,73 kg/m2 bei einer Spanne von 14,06- 48,06 kg/m2.

Weiter wurden auflere und innere Anzeichen zur Identifikation der Hypothermie

dokumentiert, darunter Kalteerytheme und Wischnewski-Flecken.

Leichen, die Faulnisveranderungen aufwiesen, wurden aus dem Hypothermiekollektiv

entfernt, um die Ergebnisse nicht durch Autolyse zu verfalschen.

Zusatzlich wurden routinemalig Gewebeproben aus den Lebern, Herzen und Nieren der

Verstorbenen entnommen und histologisch und immunhistochemisch aufgearbeitet.

Das kritische Gewicht des Herzens betrug 500 g. Der Anteil an Herzen, die Uber diesem

Gewicht lagen, wurde quantitativ erfasst.

In einigen Fallen kam es durch die Fragilitdt des Gewebes beim Zuschneiden am
Mikrotom zu einer Zerstorung der Strukturen. Diese Praparate konnten nicht fur die
Farbungen verwendet werden. Daher besteht das Hypothermiekollektiv aus 48

Herzproben, 43 Leberproben und 46 Nierenproben.

2.2 Kontrollkollektiv
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Das Kontrollkollektiv bestand aus 48 Verstorbenen, darunter 24 mannliche (52,08 %) und
23 weibliche (47,91 %) Leichen. Dabei handelte es sich um Falle, die im Jahr 2009 im
Institut fir Rechtsmedizin der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn obduziert
wurden. Der Altersdurchschnitt lag bei 58,91 Jahren, die Spanne reichte von 7-100

Jahren.
Der durchschnittliche BMI betrug 26,16 kg/ m2 bei einer Spanne von 17,63- 40,15 kg/ m2.

Bei einem Fall mit weitgehender postmortaler Destruktion liellen sich das Alter, das

Gewicht und die GroRRe des Verstorbenen nicht bestimmen.

Auch im Kontrollkollektiv wurden das Geschlecht, das Lebensalter zum Zeitpunkt des
Todes, die GroRe, das Gewicht, die Blutalkohol-Konzentration zum Zeitpunkt der

Obduktion sowie die Todesart und -ursache ermittelt.

Die vielfaltigen Todesursachen des Kontrollkollektivs enthielten verschiedene

internistische Erkrankungen, aber auch Intoxikationen mit Alkohol / Drogen. (s. Tab. 5)

Ausschlusskriterien  fur diese Gruppe waren Faulnis und fortgeschrittene
Verwesungsprozesse. Aullerdem wurden keine Todesfalle, bei denen eine Hypothermie

moglicherweise zum Tod beigetragen haben kdnnte, in das Kollektiv aufgenommen.

Bei der Gewinnung der immunhistochemischen Proben kam es auch beim
Kontrollkollektiv zu Gewebezerstorungen. Fur die immunhistochemischen Analysen
bestand das Kontrollkollektiv daher aus 45 Herzproben, 43 Leberproben und 48

Nierenproben

Tabelle 4Ubersicht iiber Hypothermie- und Kontrollkollektiv, Fallzahlen,
Geschlecht, Lebensalter, BMI und Anzahl der Organproben

Hypothermiekollektiv Kontrollkollektiv

Lebensalter (Jahre)

Anzahl der Falle 51 48
Geschlecht (M/W) 27124 24/23
Durchschnittliches 65,70 58,91
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Hypothermiekollektiv Kontrollkollektiv
Durchschnittlicher BMI | 24,73 26,16
(kg/m?
Anzahl der Herzproben 48 45
Anzahl der Leberproben |43 43
Anzahl der Nierenproben | 46 48

M= mannlich, W= weiblich, BMI= Body Mass Index

2.3  Datenerhebung fur die Immunhistochemie

2.3.1 Asservierung / Fixation

Durch die Fixierung der entnommenen Organproben werden autolytische Prozesse des
Gewebes aufgehalten. Die beiden Obduktionen enthommenen Gewebeproben wurden in
Neutralphosphat-gepuffertem Formaldehyd fixiert, welches die enthaltenen Proteine
denaturiert und vernetzt. Im néachsten Schritt missen die Proben entwassert und
paraffingangig gemacht werden. Dies wird durch aufsteigende Alkoholreihen und Xylol als
Zwischenmedium erreicht. Zum Schluss werden die Proben in Paraffin eingebettet, um
die Stabilitat des Gewebes fur den Schnittvorgang zu erhalten. Die hier verwendeten
Proben wurden mithilfe des Autotechnicon (Modell "Citadell 1000", Firma Shandon,

Walldorf) aufbereitet, entwassert und in Paraffin eingebettet.

Danach wurden von den Gewebeblocken am Mikrotom (Modell Jung HN40, Firma Leica,
Nussloch) Schnitte mit einer Dicke von 2-4 pm angefertigt, auf handelsubliche
Objekttrager (z. B. Histobond, Firma Superior, Marienfeld) aufgebracht und im Anschluss
fur mindestens 48 Stunden bei 37°C im Brutschrank (Geratetyp B12, Heraeus

Instruments, Hanau) getrocknet.

2.4  Farbungen

2.4.1 Hamatoxylin-Eosin- (HE)
Die histopathologische Diagnostik erfolgte fur die Proben beider Kollektive mittels HE-

Farbung. Dabei handelt es sich um eine standardmafig eingesetzte Methode. Mit HE-
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Farbungen lassen sich die Architektur verschiedener Gewebe und Pathologien wie

Entzindungen oder degenerative Veranderungen gut darstellen.

Durch die Verwendung von zwei Farbstoffen sind die Strukturen der Zelle besser
voneinander abgrenzbar. Die Zellkerne farben sich im ersten Schritt durch das
Hamatoxylin blau-violett bis schwarz. Im nachsten Schritt erfolgt eine Gegenfarbung mit
einem Xanthen-Farbstoff (z. B. Eosin G, Eosin B Erythrosin B), wodurch sich das

Zytoplasma, aber auch Erythrozyten, Keratin oder Kollagen rosa anfarbt.

2.4.2 Immunhistochemische Farbung
Bereits 1941 beschriecben Coons et al. den Nachweis zellularer Antigene in
Gewebsschnitten mittels Immunfluoreszenz. Diese Arbeit war der Beginn der

Immunhistochemie.

Die Immunhistochemie beruht auf der Markierung zellularer Proteine (=Zielantigen) in
Gewebeproben mit einem spezifischen Antikérper und dessen Detektion mit
Nachweisreagenzien. Die Gewebsschnitte werden zu diesem Zweck mit Antikdrpern
behandelt, die ein spezifisches Epitop im Gewebe erkennen und daran binden. Sobald
diese Bindung eingegangen ist, wird sie mit einer farbigen biochemischen Reaktion
nachgewiesen, z. B. durch Lichtmikroskopie oder Fluorochrome mit ultraviolettem Licht.
(Ramos-Vara, 2005)

Unterschieden werden die direkte und die indirekte Methode. Bei der direkten Methode
ist der das Antigen bindende Antikdrper modifiziert und wird mittels Farbreaktion
nachgewiesen (z. B. Substrat + Chromogen). Der Vorteil dieser Methode ist, dass nur ein
Antikorper benotigt wird und das Ausmal unspezifischer Bindungen limitiert. Der Nachteil
besteht darin, dass die Signalintensitdt bei Gewebsschnitten mit einer geringen
Antigendichte zu schwach ist. Zur Verbesserung der Sensitivitat wurde die indirekte
Methode entwickelt. Dabei bindet an einen Antigen-spezifischen primaren Antikorper ein
sekundarer markierter Antikorper. Da mehrere sekundare Antikdrper an einen primaren
Antikorper binden, verstarkt sich das Signal. Der Nachteil dieser Methode ist das
potentielle Auftreten unspezifischer Bindungen, wodurch Hintergrundsignale verstarkt

werden. (Ramos-Vara, 2005)
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Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Avidin-Biotin-Methode ist eine indirekte
immunhistochemische Methode. Sie beruht auf der Affinitat des Proteins Avidin zu dem
wasserloslichen Vitamin Biotin. Avidin kann bis zu vier Molekile Biotin binden (Boenisch,
2000). Bei dem Verfahren werden Komplexe aus Sekundarantikorper und Biotin sowie
Avidin und biotinylierter Peroxidase eingesetzt. Das an den Sekundarantikorper
gekoppelte Biotin bindet an Avidin. Die Detektion des Antigens erfolgt durch den Umsatz
eines Chromogensubstrats durch die an das Avidin gekoppelte Peroxidase (HSU, 1981,
Boenisch, 2000). Durch die Bindung des positiv geladenen Avidins an negativ geladene
Gruppen werden jedoch falsch-positive Signale erzeugt. Daher wird bei der Labeled-
Streptavidin-Biotin-Methode (LSAB-Methode) Streptavidin, das im Gegensatz zu Avidin
eine neutrale Ladung besitzt, verwendet. (Ramos-Vara, 2005)

Tabelle 5 Herkunft der Positivkontrollen fiir die immunhistochemische Analyse der
Aquaporine (AQP) und Heat-shock-Proteine (HSP)

Farbung Gewebe
AQP1 Niere
AQP3 Niere
HSP27 Haut
HSP60 Niere
HSP70 Haut

Tabelle 6 Verwendete Erst- und Zweitantikorper fir die immunhistochemische
Analyse der Aquaporine (AQP) und Heat-shock-proteine (HSP)

Farbung Erstantikorper | Verdiinnung Zweitantikorper | Anfarbung
HSP27 Mouse anti- 1:20 LSAB2 System- | HSP27
heat shock HRP- Kit, Code
protein 27 K0675, von
monoclonal Dako
antibody, NCL-
HSP27, abcam
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Farbung Erstantikorper | Verdiinnung Zweitantikorper | Anfarbung
HSP60 Mouse anti- 1:400 LSAB2 System- | HSP60
HSP60 clone 1, HRP- Kit, Code
Sigma Aldrich K0675, von
Dako
HSP70 Heat shock 1:25 LSAB2 System- | HSP70
protein 70 HRP- Kit, Code
mouse K0675, von
monoclonal Dako

antibody, NCL-
HSP70, abcam

AQP1 mouse 1:100 Dako Envision+, | AQP1
monoclonal Dual Link
antibody, System, Code
abcam K4063

AQP3 rabbit 1:500 Dako Envision+, | AQP3
polyclonal Dual Link
antibody, System, Code
abcam K4063

HRP = Horseradish Peroxidase, LSAB = Labeled-Streptavidin-Biotin

2.5 Histologische Beurteilung der Praparate

Bei der histologischen Untersuchung wurden vordergrundig folgende Gewebestrukturen

angefarbt:

. Herz: Fibrozyten, Gefalde, Myozyten

. Leber: Hepatozyten, intrahepatische Cholangiozyten, peribiliare Kapillaren
. Niere: Gefalle, Glomeruli, Tubuli

Die immunhistochemisch gefarbten Schnitte wurden semiquantitativ in Anlehnung an
Preuss et al. (2008) mikroskopisch ausgewertet. Pro Organ wurden funf Praparate
hergestellt. Hierbei wurden jeweils 10 Gesichtsfelder pro Praparat nach dem Zufallsprinzip

ausgewahlt und bei 400-facher VergroRerung beurteilt. Die Anfarbung der zellularen
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Strukturen spiegelt das Ausmal’ der Expression wider. Der Grad der Farbung wurde in
den Geweben aus Herz, Leber und Niere in Relation zu den nicht angefarbten Strukturen
bewertet. Die Ergebnisse der zehn Gesichtsfelder wurden zu einem gemeinsamen

Ergebnis zusammengefasst.

Die Schnitte wurden in 400-facher Vergrof3erung fotografiert (BX 40, Firma Olympus,
Hamburg). Zunachst wurde ein Weilkabgleich durchgefuhrt, um die Kontraste der Farben
deutlicher hervorzuheben. Nun wurden die vorher per Zufallsprinzip ausgewahlten
Gesichtsfelder einzeln fotografiert und gespeichert. Im nachsten Schritt wurden die Fotos
mithilfe der Software ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, Maryland,
USA) ausgewertet. Beurteilt wurden die Anzahl der angefarbten Strukturen pro

Gesichtsfeld und die Intensitat der Farbung:

. Beurteilung der Haufigkeit des Auftretens AQP- bzw. HSP- positiver Organe

. Dies entsprach dem Anteilder Patienten mit positiven immunhistochemischen
Befunden.

. Beurteilung des prozentualen Anteils der angefarbten Strukturen

. Zunachst wurden die angefarbten Strukturen (Pixel) pro Gesichtsfeld in Relation

zur Gesamtzahl aller anfarbbaren Strukturen (Pixel) gesetzt. Dadurch wurde die

prozentuale Anfarbbarkeit bestimmt.
. Beurteilung der Farbintensitat der angefarbten Strukturen

. Alle Fotos lagen als 8-bit-Graustufenbilder vor, d.h. die Farbwerte der einzelnen
Pixel kdnnen 256 verschiedene Werte annehmen. Zur Auswertung der Farbintensitat
wurden hier Schwellenwerte von 120-130 bestimmt, die von der Software als region of
interest (ROI) erkannt und analysiert wurden. Alle Pixel mit Farbwerten aul3erhalb dieses
Bereichs wurden nicht bearbeitet. Im Anschluss daran wurde der Mittelwert der
verschiedenen Farbintensitaten eines Bildes berechnet und zu einem Gesamtergebnis
zusammengefasst. Die Intensitdt wurde als negativ, niedrig positiv, positiv und hoch
positiv klassifiziert (s. Abb. 3)
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Bei der HSP-Auswertung musste eine artifizielle Randfarbung bertcksichtigt werden, da
auch diese Signale Farbwerte innerhalb des definierten Bereichs aufwiesen. Deshalb
gingen diese Gesichtsfelder nicht in die Beurteilung mit ein, um eine Verfalschung des

Ergebnisses zu vermeiden.
2.6  Statistische Auswertung

Bei der Auswertung der Parameter aus den zehn Gesichtsfeldern wurden die Mittelwerte
+ Standardabweichung berechnet. Fur die weitere statistische Auswertung wurde der
Mann- Whitney-U- Test fur verwendet. Mit diesem nicht-parametrischen Testverfahren
werden die Range einzelner Messwerte miteinander verglichen. Voraussetzungen zur
Verwendung des Tests sind zwei unabhangige Stichproben mit ordinalskalierten

Merkmalen. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.
2.7  Farbeprotokoll der HE- Farbung

Die Hamatoxylin- Eosin- Farbung ist eine der am Weitesten verbreiteten Farbungen in der
Histologie. Sie ermdglicht die Differenzierung verschiedener Gewebestrukturen eines
mikroskopischen Praparats und dient auch als Ubersichtsfarbung vor weiteren Verfahren
wie Dbeispielsweise den hier angewandten immunhistochemischen Farbungen.
Hamatoxylin ist ein Stoff aus dem mexikanischen Blauholzbaum und wird an der Luft zu
Hamatein oxidiert, welches alle sauren oder basophilen Strukturen eines Gewebes blau
anfarbt, z. B. DNA, Zellkerne, Ribosomen und das endoplasmatische Retikulum. Im
zweiten Schritt der Farbung werden mit dem synthetischen Farbstoff Eosin alle basischen
bzw. azidophilen Zellstrukturen rot angefarbt wie z. B. Kollagen, Mitochondrien, Keratin

und Proteine des Zytoplasmas.

Das Farbeprotokoll sieht im ersten Schritt eine Entparaffinierung und Dehydrierung der
Gewebeproben vor. Dafur werden die Objekttrager fur 20 Minuten in Xylol als
Zwischenmedium eingestellt und anschlief3end jeweils flir zehn Sekunden in absteigender
Alkoholreihe in Isopropanol geschwenkt. (2x 100%, 2x 96%, 2x 70% und 1x 50%) Als
nachstes werden die Gewebeschnitte in Aqua demineralisata gespult, um modgliche
Ruckstande zu entfernen. Dann erfolgt die Kernfarbung der Schnitte in Hamatoxylin fur
15- 20 Minuten. Im Anschluss werden die Objekttrager in flieRendem Leitungswasser
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gespult (,Blauen®), damit ausschlieldlich die Zellkerne angefarbt bleiben. Im nachsten
Schritt wird die Gegenfarbung der Gewebeproben mit Eosin durchgefihrt, um das
Zytoplasma zu farben. Sie bendétigt ca. 30- 60 Sekunden mit Eosin 0,5%. Auch danach
werden alle Objekttrager mit Aqua demineralisata gespult. Im Anschluss daran werden
die Proben mittels aufsteigender Alkoholreihe wieder rehydriert und fur jeweils zehn
Sekunden in Isopropanol geschwenkt. (2x 70%, 2x 96%, 2x 100%) Als letztes werden
die Praparate mit Aquatex als Eindeckmedium und einem Deckglas bedeckt.
(,Eindecken®)

2.8  Farbeprotokoll der immunhistochemischen Farbungen

Das Ergebnis einer immunhistochemischen Farbung hangt mallgeblich von der
Durchfuhrung und Reihenfolge der einzelnen Schritte ab. So ist die Qualitat der
Gewebefixierung der erste wichtige Faktor des Gesamtprozesses. Die Fixierung dient
dazu, den Zustand der Gewebe moglichst unverandert zu erhalten und postmortale
Prozesse wie Zellschwellung oder -schrumpfung aufzuhalten. Die Fixierung in Formalin
hat den Nachteil, dass durch Methylbriickenbildung die Proteinstruktur verandert und
Epitope zerstort werden. Daher wurde hier fur die Gewebefixierung neutralphosphat-
gepuffertes Formaldehyd verwendet, welches zur geringeren Ausbildung von
Methylbrticken flhrt.

2.8.1 Entparaffinierung und Vorbehandlung zur Demaskierung der Antigene

Die in Paraffin eingebetteten Praparate mussten zur weiteren Behandlung zunachst
entparaffiniert werden. Hierfur wurden die Objekttrager mit den Gewebeproben fur 20
Minuten in Xylol als Zwischenmedium eingestellt. Im nachsten Schritt erfolgte die
Entwasserung uber eine absteigende Alkoholreihe mit Ethanol (2x 100%, 2x 96%, 2x 70%
und 1x 50%). Dieser Vorgang fuhrt zur Auflésung des Paraffins, so dass nur das
eingebettete Organ Ubrig bleibt. Da sich das Farbeverhalten bei autolytischen Prozessen
verandert und somit die Ergebnisse beeinflusst, wurden keine Organproben von

faulnisveranderten Verstorbenen analysiert.

Zur Uberprifung der Methode und zur Vermeidung von Fehlinterpretationen (falsch-
positive Befunde) wurden bei jedem Farbungsvorgang Positivkontrollen mitgefihrt. Die
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Positivkontrollen fur die AQPs und HSPs entstammen aus unterschiedlichen Geweben (s.
Tab. 5).

Da die Organe zur Konservierung in neutralphosphat- gepuffertem Formaldehyd fixiert
waren, lagen die Antigene nicht frei vor und mussten zunachst zuganglich gemacht
werden, um falsch-negative oder abgeschwachte Befunde zu vermeiden. Durch eine
Behandlung der Gewebeproben mit feuchter Hitze ist die Formaldehyd- induzierte
Veranderung der Epitope reversibel. Zu diesem Zweck wurden die Gewebeschnitte fur 30
Minuten mit Zitratpuffer pH 6,0 bei 600 W in der Mikrowelle gekocht. Danach mussten sie
mindestens 20 Minuten bei Raumtemperatur auskihlen, da diese Phase der
entscheidende Schritt in der Rekonstituierung der Epitope ist. Im letzten Schritt wurden
die Proben sorgfaltig mit TRIS- Puffer (1:10) gespult. Nun lagen die Antigenbindestellen

frei und die Antikorper konnten aufgetragen werden.

2.8.2 LSAB- Methode

Die immunhistochemische Farbung der HSPs bendtigt zur Durchfihrung zwei Tage. Nach
der oben beschriebenen Entparaffinierung und Vorbehandlung der Gewebeproben
wurden jeweils vier Tropfen AB- Schweineserum zur Blockierung unspezifischer Proteine
(Verdinnung 1:5) aufgetragen und abgedeckt in der Inkubationsbox fur 20 Minuten
inkubiert. Im nachsten Schritt wurden zwei Tropfen des Primarantikorpers (monoklonaler
Maus Anti Human Hsp Antikdrper) auf jedes Praparat aufgetragen und fur 6- 12 Stunden
bei 4- 8 °C inkubiert.

Danach wurden die Objekttrager fur mindestens eine Minute mit frischem TRIS- Puffer
(1:10) gespult und im Anschluss zwei Tropfen des Sekundarantikorpers (Biotinmarkierter
Ziegen Anti Maus und Anti Kaninchen Antikorper) auf jedes Praparat aufgetragen und
diese fur 30 Minuten in der Inkubationsbox bei Raumtemperatur inkubiert. Im nachsten
Schritt wurden die Proben erneut mit TRIS- Puffer gewaschen. Danach erfolgte das
Auftragen von Peroxidase- Blocking- Solution und anschlieBende Inkubation flr flnf
Minuten bei Raumtemperatur. Dieses Reagenz blockiert die endogene Peroxidase und
damit das Auftreten falsch- positiver Signale. Nach der Inkubation wurden die Praparate
erneut mit frischem TRIS- Puffer gewaschen und im nachsten Schritt jeweils zwei Tropfen
Streptavidin- gebundener Meerrettichperoxidase aufgetragen. Nun wurden die Proben flr

30 Minuten in der Inkubationsbox bei Raumtemperatur inkubiert, damit die Bindung
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zwischen Avidin und Biotin mdglich war. Im Anschluss daran wurden die Praparate wieder
fur eine Minute mit frischem TRIS- Puffer gespult. Danach wurden auf jede Gewebeprobe
funf Tropfen AEC- Substrat aufgetragen und in der Inkubationsbox bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch die Meerrettichperoxidase oxidiert das farblose Chromogen zu einem rot-
braunen Farbkomplex. Unter standiger lichtmikroskopischer Kontrolle wurde die Reaktion
bis zum optimalen Farbeergebnis kontrolliert und dann durch Spullen der Praparate in
Aqua demineralisata unterbrochen. Im nachsten Schritt wurden die Proben zur
Kontrastfarbung des Hintergrunds fur 15- 30 Sekunden mit Hamalaun- Lésung (basisches
Hamatoxylin) gegengefarbt. Zum Schluss wurden die Praparate fur 5- 10 Minuten in
kaltem Leitungswasser geblaut und zur Konservierung mit Aquatex als Eindeckmedium

mit einem Deckglas bedeckt.

2.8.3 Farbeprotokoll AQP- Farbung

FUr die immunhistochemische Farbung der AQPs wurden die Gewebeproben mit dem
EnVision+ - Kit der Firma Dako, Hamburg, gefarbt. Die Vorbehandlung umfasst die
Entparaffinierung, bei der die Objekttrager fir 20 Minuten in Xylol eingestellt wurden.
AnschlieBend daran wurden sie Uber eine absteigende Alkoholreihe mit Ethanol
dehydriert. (2x 100%, 2x 96%, 2x 70% und 1x 50%) Danach wurden die Gewebeproben
in TRIS- Puffer (1:10 verdiunnt) gewaschen. Im nachsten Schritt erhitzte man die
Objekttrager fur 30 Minuten mit Zitratpuffer (pH 6,0) bei 600 W in der Mikrowelle und liel3
sie danach flir mindestens 20 Minuten bei Raumtemperatur abkuhlen. Als nachstes
wurden die Proben mit frischem TRIS- Puffer (1:10) gewaschen, um mogliche Riuckstande
zu entfernen. Danach wurde Peroxidase- Blockingreagenz auf die Objekttrager
aufgetragen und 20 Minuten einwirken lassen. Im Anschluss daran wurden die
Gewebeproben erneut zweimal in frischem TRIS- Puffer (1:10) gespult. Nun konnte der
Erstantikdrper (mouse monoclonal antibody, abcam (AQP1) bzw. rabbit polyclonal
antibody, abcam (AQP3)) in der jeweiligen Verduinnung (s. Tab. 6) aufgetragen werden.
Danach wurden die Gewebeproben mit einem Deckglas bedeckt und fur 6- 12 Stunden
bei 4- 8°C in der Inkubationsbox inkubiert.

Zu Beginn des nachsten Schritts wurden die Praparate sorgfaltig fur mindestens eine
Minute in frischem TRIS- Puffer (1:10) gespdult. Als nachstes konnte der Zweitantikdrper

(Dako Envision+, Dual Link System, Code K4063) aufgetropft werden und die
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Objekttrager danach fur mindestens eine Stunde bei 37°C in der Inkubationsbox inkubiert
werden. Im Anschluss daran wurden die Gewebeproben erneut fur eine Minute in frischem
TRIS- Puffer (1:10) gewaschen. Nun erfolgte das Anfarben des Antigen- Antikorper-
Komplexes mit jeweils funf Tropfen 3- Amino- 9- Ethylcarbazol- (AEC)- Substrat bei
Raumtemperatur in der Inkubationsbox. Unter lichtmikroskopischer Kontrolle wurden die
Praparate bis zum optimalen Farbeergebnis standig beobachtet und die Reaktion dann
durch Waschen der Objekttrager in Aqua demineralisata unterbrochen. Im nachsten
Schritt wurden die Gewebeproben mit Hamalaun nach Meyer flur 15- 30 Sekunden
gegengefarbt und in flieBendem Leitungswasser gespult (,Blauen®), damit nur die
Zellkerne angefarbt blieben. Zum Schluss wurden die Praparate mit Aquatex als

Eindeckmedium und einem Deckglas bedeckt und konserviert. (,Eindecken®)

Abbildung 3 Hypothermiekollektiv, AQP3-Expression in der Niere, Intensitat ,,hoch
positiv“
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Abbildung 4 Hypothermiekollektiv, AQP1-Expression in der Leber, Intensitat
»positiv*
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Abbildung 5 Hypothermiekollektiv, AQP-1-Expression des Herzens, Intensitat
,hoch positiv*
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Abbildung 6 Kontrollkollektiv, Niere, HSP-27-Farbung; Intensitat ,,negativ*
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3. Ergebnisse
3.1 Geschlecht, Alter und Organgewicht

Das Hypothermiekollektiv umfasste 51 Falle, darunter 27 (52,94 %) mannliche und 24
(47,05 %) weibliche Verstorbene (s. Tab. 7). Das Durchschnittsalter betrug 65,70 Jahre
(Spanne 9-97 Jahre). Weite wurde aus der Korpergrofle und dem Korpergewicht der Body
Mass Index (BMI) errechnet. Die Organgewichte von Herz, Leber und Niere wurden
ebenfalls erfasst. Der durchschnittliche BMI betrug 24,73 kg/m2. Das durchschnittliche
Gewicht der Herzen betrug 444,92 g (Spanne 91 g- 880 g). Das ,kritische* Gewicht von
500 g wurde in 11 Fallen (21,56 %) uberschritten. Das Durchschnittsgewicht der Lebern
betrug 1403,01 g, (Spanne 514 g-3580 g) Die Nieren waren im Durchschnitt 130,62 g
schwer (Spanne 44 g- 230 g).

Das Kontrollkollektiv bestand aus 48 Todesfallen, die im Jahr 2009 im Institut fur
Rechtsmedizin der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn obduziert wurden
und bei denen eine Hypothermie als Todesursache ausgeschlossen werden konnte.
Darunter waren 24 mannliche (51,06 %) und 23 weibliche (48,93 %) Verstorbene. Hier
lag der Altersdurchschnitt bei 58,91 Jahren, (Spanne 7-100 Jahre). Der durchschnittliche
BMI betrug 26,16 kg/m2. Das durchschnittiche Gewicht der Herzen betrug 426,80 g
(Spanne 115 g -880 g). Im Kontrollkollektiv wurde die kritische Grenze von 500 g
Herzgewicht in zwoIf Fallen (25,53 %) Uberschritten. Die Lebern waren im Durchschnitt
1125,95 g schwer (Spanne 590 g-3870 g). Das durchschnittliche Gewicht der Nieren
betrug 104,52 g (Spanne 30 g-260 g).

3.2  Hypothermiebefunde im Hypothermiekollektiv

Von den mit einer Hypothermie moglicherweise einhergehenden Befunden wurde das
Hypothermiekollektiv auf das Auftreten von Wischnewski-Flecken und Kalteerythemen hin
untersucht. Diese Parameter kommen haufig bei Hypothermie vor, fehlen jedoch bei
anderen Todesursachen. In 29 Fallen (56,6 %) lie3en sich ausschliel3lich Wischnewski-
Flecken bei der Obduktion nachweisen, in drei Fallen (5,8 %) ausschliel3lich
Kalteerytheme. Bei 18 Verstorbenen (35,2 %) wurden sowohl Wischnewski-Flecken als

auch Kalteerytheme festgestellt. In einem Fall (1,9 %) fehlten makroskopische Befunde
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bei der Obduktion, die die Todesursache ,Hypothermie® absicherten. Hierbei handelte es
sich um einen mannlichen Verstorbenen, der sparlich bekleidet bei einer
Aulentemperatur von 1,5 °C in einer Garage aufgefunden worden war, in der er
vermutlich einige Zeit gelegen hatte.

Anzahl Falle mit makroskopischen Befunden
einer Hypothermie

B Anzahl Falle mit makroskopischen Befunden einer Hypothermie

1

Wischnewski-Flecken ~ Wischnewski-Flecken und Kalteerytheme keine makroskopischen
Kalteerytheme Befunde

Abbildung 7 Vorliegen makroskopischer Befunde im Hypothermiekollektiv
3.3 Todeszeit nach Jahreszeit in Monaten und Auffindesituationen im

Hypothermiekollektiv

Im Hypothermiekollektiv waren 33 Falle (64,7 %) in den Wintermonaten November bis

Februar verstorben, 18 Falle (35,3 %) verteilten sich auf das restliche Jahr. (s. Abb. 8).
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Anzahl untersuchte Falle (in absoluten Zahlen)

B Anzahl untersuchte Falle (in absoluten Zahlen)
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Abbildung 8 Todeszeitpunkt nach Monaten im Hypothermiekollektiv

16 der Verstorbenen (31,3 %) wurden im freien Geldnde aufgefunden. Bei den
Auffindeorten handelte es sich funfmal um Waldwege, in einem Fall um einen Bach, in
einem weiteren Fall um eine Garage, in drei Fallen um den Garten, einem Fall eine
Bdschung und in zwei Fallen um einen abgestellten Personenkraftwagen. Die Ubrigen drei
Verstorbenen befanden sich unter freiem Himmel, darunter einmal auf einem Parkplatz
und zweimal auf einer Bank.

Die anderen 35 Verstorbenen (68,6 %) wurden innerhalb eines Gebaudes entdeckt
(Wohnung, Krankenhaus). Die rektale Temperatur und Umgebungstemperatur wurden
nur in wenigen Fallen ermittelt, daher sind keine Aussagen hinsichtlich der Liegedauer
bzw. Rickschlisse auf die Dauer der Kalteexposition und eventueller Uberlebenszeit

nach Exposition mdglich.
3.4  Aquaporin-Expression- Hypothermiekollektiv versus Kontrollkollektiv

3.4.1 Expression von AQP1
Von 48 untersuchten Herzen im Hypothermiekollektiv lie} sich in zehn Fallen (20,83 %)
eine AQP1- Expression (s. Tabelle 7) nachweisen. Im Durchschnitt wurden 8,69 % der

Flache angefarbt, die Intensitat der Farbung wurde im Mittel als positiv bewertet (s. Abb.
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9). In den 45 Herzen der Kontrollkollektivs war in keinem Fall eine AQP1- Expression

nachweisbar.(s. Tab. 7)

Neun der 43 (20,93 %) untersuchten Lebern im Hypothermiekollektiv wiesen eine
verstarkte AQP1-Expression auf (s. Abb. 9). Die durchschnittlich angefarbte Flache betrug
2,20 % (siehe Tab. 8), die Farbeintensitat wurde als positiv eingestuft. In den Lebern des

Kontrollkollektivs war keine AQP1- Expression nachweisbar.

In den 46 untersuchten Nieren des Hypothermiekollektivs fand sich in 22 Fallen (47,82 %)
eine AQP1- Expression . Im Durchschnitt wurden 3,22 % der Flache angefarbt (s. Abb.9),
die Intensitat wurde als positiv eingestuft. Demgegenuber konnte im Kontrollkollektiv in
drei Fallen (6,25 %) eine AQP1- Expression nachgewiesen werden. Die durchschnittlich
gefarbte Flache betrug 2,46 %, (s. Abb. 9)) auch hier wurde die Intensitat im Mittel als

positiv bewertet.

durchschnittlich angefarbte Flache der
untersuchten Organe in %

B durchschnittlich angefarbte Flache der untersuchten Organe in %

8,69%

3,22%

2,20% 2,46%
Herz Kontrolle Leber Kontrolle Niere Kontrolle

Abbildung 9 Anteil der Aquaporin 1 (AQP1) positiven Flache des Herz-, Leber- und
Nierengewebes im Hypothermie- und Kontrollkollektiv
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Abbildung 10 Immunhistochemischer Nachweis von Aquaporin 1 (AQP1) in
Herzgewebe (VergroRerung: 1:400)

AQP1-Expression: 3,68 % angefarbte Flache, Intensitat ,positiv®
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Abbildung 11 Immunhistochemischer Nachweis von Aquaporin 1 (AQP1) in
Lebergewebe (VergroRerung: 1:400)

AQP1-Expression: 10,93 % angefarbte Flache, Intensitat ,positiv*

3.4.2 Expression von AQP 3

Im Hypothermiekollektiv war in einem der Herzen eine AQP 3- Expression nachweisbar
(2,08 %) (s.Tab. 7). Der Anteil der durchschnittlich gefarbten Flache betrug bei 0,41 %, (s.
Abb. 12) die Intensitdt wurde als gering positiv eingestuft. In den Herzen des

Kontrollkollektivs war keine AQP 3- Expression nachweisbar.

Bei den untersuchten Lebern fand sich in einem der Falle eine AQP 3- Expression.
(2,32%) (s. Abb. 12). Die angefarbte Flache betrug durchschnittlich 5,13 %, (s. Tab. 8) die
Graduierung der Intensitdt wurde als positiv bewertet. Auch hier lie3 sich im

Kontrollkollektiv keine Farbung und damit auch keine AQP 3- Expression feststellen.

40 der 46 untersuchten Nieren (86,95 %) des Hypothermiekollektivs wiesen eine AQP 3-
Farbung auf (s. Abb. 12). Im Durchschnitt waren 8,6 % der Flache angefarbt (s. Tab. 8);
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die Intensitat der Farbung war positiv (s. Abb. 12). Im Kontrollkollektiv zeigten 45 der
untersuchten Nieren (93,75 %) eine Reaktion (s. Tab. 8). Hier betrug die durchschnittlich
angefarbte Flache 6,44 % bei einer als im Mittel bewerteten Farbintensitat von positiv.

durchschnittlich angefarbte Flache der
untersuchten Organe in %
B durchschnittlich angefarbte Flache der untersuchten Organe in %
8,60%
6,44%
5,13%
0,41% 0,00% I 0,00%
— I
Herz Kontolle Leber Kontrolle Niere Kontrolle

Abbildung 12 Anteil der Aquaporin 3 -(AQP3) positiven Flache des Herz-, Leber-und
Nierengewebes im Hypothermie- und Kontrollkollektiv



52

", »
¢ e
. S

Lo P2
3 D of
740 o A

"

Abbildung 13 Immunhistochemischer Nachweis von Aquaporin 3 (AQP3) in
Nierengewebe (VergroRerung 1:400)

AQP3-Expression 12,85 % angefarbte Flache, Intensitat ,hoch positiv*
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Abbildung 14 Immunhistochemischer Nachweis von Aquaporin 3 (AQP3) in
Nierengewebe (VergroRerung 1:400)

AQP3-Expression: 4,79 % angefarbte Flache, Intensitat ,positiv*

3.5 Heat-shock-Protein (HSP)-Expression — Hypothermiekollektiv versus

Kontrollkollektiv

3.5.1 Expression von HSP27

Sechs von 48 (12,50 %) der untersuchten Herzen des Hypothermiekollektivs wiesen eine
HSP27-Expression auf. Der durchschnittliche Anteil der gefarbten Flache betrug 2,30 %;
die Intensitat der Farbung wurde als positiv bewertet. Im Kontrollkollektiv konnte in zwei
von 45 Fallen (4,44 %) eine Reaktion nachgewiesen werden. Hier lag der
durchschnittliche Anteil der angefarbten Flache bei 1,60 %, die Farbintensitat wurde mit
positiv bewertet (s. Abb. 15).

Bei den Lebern zeigten im Hypothermiekollektiv vier von 43 Fallen (9,30 %) eine positive

Reaktion. Der mittlere Anteil der gefarbten Flache betrug 2,80 %; die Farbintensitat war
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positiv. Im Kontrollkollektiv wurde keine HSP 27- Expression nachgewiesen (s.Tab. 8 und
Abb. 15).

In zwolIf von 46 Fallen (26,08 %) zeigten die Nieren des Hypothermiekollektivs eine
HSP27- Expression. Durchschnittich waren 4,13 % der Flache angefarbt, die
Farbeintensitat wurde als positiv eingestuft. (s. Abb. 15) Auch im Kontrollkollektiv wies
eine der 48 untersuchten Nieren (2,08 %) eine HSP27- Expression auf. Im Mittel betrug
der Anteil der angefarbten Flache 1,93 %; die Intensitat wurde als positiv bewertet (s. Abb.
15).

durchschnittlich angefarbte Flache der
untersuchten Organe in %
B durchschnittlich angefarbte Flache der untersuchten Organe in %

4,13%

2,80%

1,93%

0,00%

Herz Kontolle Leber Kontrolle Niere Kontrolle

Abbildung 15 Anteil der Heat-shock-Protein 27 (HSP27-) positiven Flache des Herz-
, Leber- und Nierengewebes im Hypothermie- und Kontrollkollektiv
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Abbildung 16 Immunhistochemischer Nachweis von Heat-shock-protein 27 (HSP27)
in Nierengewebe (VergroRerung 1:400)

HSP27-Expression: 2,08 % angefarbte Flache, Intensitat ,positiv*

3.5.2 Expression von HSP60

Im Hypothermiekollektiv wurde in elf der 48 untersuchten Herzen (22,91 %) eine HSP60-
Expression nachgewiesen (s. Tab. 7). Der durchschnittliche Anteil der gefarbten Flache
betrug 5,44%; die Intensitat wurde im Mittel mit positiv bewertet. Im Kontrollkollektiv wurde

keine HSP60-Expression nachgewiesen (s.Abb. 17).

Die Lebern des Hypothermiekollektivs zeigten in 16 der 43 Fallen (37,20%) eine HSP60-
Expression (s. Tab. 7) Durchschnittlich farbten sich 8,95 % der Flache an; die
Farbeintensitat wurde mit positiv beurteilt.(s. Abb. 17) Das Kontrollkollektiv zeigte in zwei
von 43 Fallen (4,65 %) eine HSP60-Expression; der Anteil der gefarbten Flache betrug
4,02 % und die Farbeintensitat wurde als niedrig positiv eingestuft.(s. Abb. 17)



56

Bei den Nieren des Hypothermiekollektivs zeigte sich in 17 von 46 Fallen (36,95 %) eine
HSP60- Expression (s. Tab. 7). Der durchschnittlich gefarbte Anteil der Flache betrug 4,13
%, die mittlere Intensitat der Farbung wurde mit positiv bewertet.(s. Abb. 17) Im
Kontrollkollektiv war in 22 der 48 Nieren (45,83 %) eine HSP60- Expression nachweisbar
(s. Tab. 7). Hier war durchschnittlich 3,24 % der Flache angefarbt, die Farbeintensitat
wurde als positiv bewertet (s. Abb. 17).

durchschnittlich angefarbte Flache der
untersuchten Organe in %
B durchschnittlich angefarbte Flache der untersuchten Organe in %
8,95%
6,44%
5,44%
4,02% 4,13%
0,00% I
Herz Kontolle Leber Kontrolle Niere Kontrolle

Abbildung 17 Anteil der Heat-shock-Protein 60 (HSP60) positiven Flache des Herz-
, Leber- und Nierengewebes im Hypothermie- und Kontrollkollektiv
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Abbildung 18 Immunhistochemischer Nachweis von Heat-shock-protein 60 (HSP60)
in Nierengewebe (VergroRerung 1:400)

HSP60-Expression: 4,27 % angefarbte Flache, Intensitat ,positiv"

3.5.3 Expression von HSP70

In sechs von 48 untersuchten Herzen des Hypothermiekollektivs (12,50 %) war eine
HSP70- Expression nachweisbar. (s. Tab. 7) Der mittlere Anteil der angefarbten Flache
betrug 3,73% bei einer als niedrig positiv eingestuften Farbeintensitat. Im Kontrollkollektiv
trat keine HSP70- Expression auf (s. Abb. 19).

Im Hypothermiekollektiv trat in vier der 43 untersuchten Lebern (9,30 %) eine HSP70-
Expression auf. (s. Tab. 7) Im Durchschnitt farbte sich 4,26 % der Flache an, die Intensitat
wurde als positiv eingestuft. Fir das Kontrollkollektiv trat keine HSP70-Expression auf (s.
Abb. 19).

Elf der 46 untersuchten Nieren des Hypothermiekollektivs (23,91 %) wiesen eine HSP70-

Expression auf. (s. Tab. 7) Hier lag der mittlere Anteil der angefarbten Flache bei 5,11 %
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bei einer als positiv bewerteten Farbeintensitat. (s. Abb. 19) Lediglich ein Fall des
Kontrollkollektivs exprimierte HSP70 (2,08 %). Der durchschnittliche Anteil der

angefarbten Flache betrug 2,88 %; die Farbeintensitat wurde als positiv eingestuft (s. Abb.
19).

durchschnittlich angefarbte Flache der
untersuchten Organe in %

B durchschnittlich angefarbte Flache der untersuchten Organe in %

6,44%
5,11%
4,26%
3,73%
Herz Kontolle Leber Kontrolle Niere Kontrolle

Abbildung 19 Anteil der Heat-shock-Protein 70 (HSP70) positiven Flache des Herz-
, Leber- und Nierengewebes im Hypothermie- und Kontrollkollektiv
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Abbildung 20 Immunhistochemischer Nachweis von Heat-shock-protein 70 (HSP70)
in Nierengewebe (VergroRerung 1:400)

HSP70- Expression: 12,43 % angefarbte Flache, Intensitat ,niedrig positiv*
3.6 AQP- und HSP-Expression — Vergleich Hypothermie- vs. Kontrollkollektiv

Tabelle 8 fasst noch einmal den Anteil positiver Proben in der Hypothermie- und
Kontrollgruppe fur die untersuchten AQPs und HSPs zusammen. In den Herzproben
wurde im Kontrollkollektiv in zwei Fallen eine HSP27- Expression nachgewiesen, in den
Leberproben des Kontrollkollektivs in zwei Fallen eine HSP60- Expression. In den

Nierenproben des Kontrollkollektivs wurden alle untersuchten Proteine exprimiert.



60

Tabelle 7 Aquaporin (AQP)- und Heat-shock-Protein (HSP)- Expression in Herz-,
Leber- und Nierengewebe — Anteil positiver Proben

Herz
Gruppe AQP1 AQP3 HSP27 HSP60 HSP70
Hypothermie | 20,83 % | 2,08 % | 12,50 % | 22.91 % | 12,50 %
(n=48) (10/48) (1/48) (6/48) (11/48) (6/48)
Kontrolle - - 4,44 % | — -
(n=45) (2/45)

Leber
Hypothermie | 20,93 % | 2,32 % | 9,30 % | 37,20 % | 9,30 %
(n=43) (9/43) (1/43) (4/43) (16/43) (4/43)
Kontrolle - - - 4,65 % | —
(n=43) (2/143)

Niere
Hypothermie | 47,82 % | 86,95 % | 26,08 % | 36,95 % | 23,91 %
(n=46) (22/46) (40/46) (12/46) (17/46) (11/46)
Kontrolle 6,25 % | 93,75 % | 2,08 % | 45,83 % | 2,08 %
(n=48) (3/48) (45/48) (1/48) (22/48) (1/48)

Der Vergleich zwischen der AQP- und HSP- Expression zwischen dem Hypothermie- und
Kontrollkollektiv erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test (s. Tab. 9).
Tabelle 8 Aquaporin (AQP)- und Heat-shock-Protein (HSP)- Expression in Herz-,

Leber- und Nierengewebe — Anteil der immunhistochemisch positiven Flachen und
Farbeintensitat

Herz

Gruppe AQP1 AQP3 HSP27 HSP60 HSP70
Hypothermie | 8,69 % | 0,41 % | 2,30 % | 5,44 % | 3,73 %
(n=48) Positive niedrig positive positiv niedrig

positiv positiv
Kontrolle - - 1,60 % | — -
(n=45) positive
p-Wert <0,001 0,328 0,144 <0,001 <0,0012
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Leber
Hypothermie | 2,20 % | 5,13 % | 2,80 % | 8,95 % | 4,26 %
(n=43) Positive positiv positive positiv Positive
Kontrolle - - - 4,02 % | —
(n=43) positiv
p-Wert 0,002 0,329 0,043 0,001 0,043

Niere
Hypothermie | 3,22 % | 8,60 % | 4,13 % | 4,13 % | 5,11 %
(n=46) Positive positiv positive positiv Positive
Kontrolle 2,46 % | 6,44 % | 1,93 % | 3,24 % | 2,88 %
(n=48) Positive positiv positive positiv Positive
p-Wert <0,001 0,174 <0,001 0,694 0,002

p-Werte, die einen signifikanten Unterschied aufweisen, sind fett gedruckt

AQP1 und HSP70 zeigten in allen untersuchten Organen eine signifikant unterschiedliche
Expression im Hypothermie- und Kontrollkollektiv. Bei AQP3 war in keinem Organ ein
signifikanter Unterschied detektierbar. Beim HSP27 waren die Expressionsraten in der

Leber und in der Niere signifikant verschieden, bei HSP60 im Herz und in der Leber.
3.7  Korrelation zwischen BMI und Proteinexpression

In dieser Dissertation wurde ebenfalls untersucht, ob es eine Korrelation zwischen
Proteinexpression und dem BMI der Verstorbenen des Hypothermiekollektivs gibt.
Uberprift werden sollte, ob im positiven Fall das Auftreten eines Merkmals (der BMI) zur
Vorhersage des anderen (die Proteinexpression) herangezogen werden kann. Aufgrund
der teilweise geringen Anzahl an Stichproben wurde auf eine organspezifische
Differenzierung verzichtet und alle positiven Ergebnisse in die Berechnung mit

einbezogen. Fir die Korrelationsanalyse wurde der Korrelationskoeffizient r berechnet.
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Tabelle 9 Korrelation zwischen exprimierten Proteinen und BMI der Verstorbenen
des Hypothermiekollektivs

Protein Korrelationskoeffizient r
AQP1 -0,193
AQP3 0,216
HSP27 -0,306
HSP60 -0,154
HSP70 -0,183

r-Werte, die mindestens einen schwachen linearen Zusammenhang aufweisen, sind fett
gedruckt

Bei AQP3 konnte eine schwache positive Korrelation gezeigt werden; bei HSP27 gab es
einen schwachen negativen Zusammenhang. Im Fall der Proteine AQP1, HSP60 und
HSP70 konnte keine Korrelation zwischen BMI und Expressionsrate gezeigt werden.
Damit lasst sich festhalten, dass sich der BMI nicht zur zuverlassigen Vorhersage einer

hohen oder niedrigen Proteinexpressionsrate eignet.
3.8  Vorerkrankungen im Hypothermie- und Kontrollkollektiv

Bei den Obduktionen wurden auf3erdem weitere makro- und mikroskopische Befunde als
Anzeichen flr akute oder chronische Vorerkrankungen festgestellt. Diese kdnnen die
Expression von AQPs und HSPs sowohl positiv als auch negativ beeinflussen. In der
vorliegenden Untersuchung wurde in 23 Fallen (45,09 %) des Hypothermiekollektivs und
in 28 Fallen (59,57 %) des Kontrollkollektivs eine Atherosklerose dokumentiert. EIf Falle
(22,91 %) des Hypothermiekollektivs zeigten ein kritisches Herzgewicht Gber 500g sowie
acht Falle des Kontrollkollektivs (16,66 %). In neun Fallen (18,75 %) wurden im
Hypothermiekollektiv frische oder zuruckliegende Myokardinfarkte detektiert, im
Kontrollkollektiv war dies bei 15 Fallen (31,25 %) so. Sieben der obduzierten Leichen des
Hypothermiekollektivs (13,72 %) und zwdlf (25,00 %) Leichen des Kontrollkollektivs waren
mit einem BMI >30 kg/m2 adipds. Im Hypothermiekollektiv zeigten zwolf Falle (27,90 %)
Anzeichen einer Leberverfettung und in sieben weiteren Fallen (16,27 %) eine
Leberzirrhose. Bei zwdlf (27,90 %) der obduzierten Leichen war ein chronischer
Alkoholabusus vorhanden. In einem Fall hatte eine akute Alkoholintoxikation begleitend

zum Tod durch Hypothermie beigetragen. Dieses Ergebnis passt zu der Tatsache, dass
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an Hypothermie Verstorbene haufig zum Todeszeitpunkt alkoholisiert sind (Madea, 2003).

Im Kontrollkollektiv wiesen 13 Lebern (27,08 %) Anzeichen einer chronischen Stauung

auf und neun (18,75 %) eine Steatosis hepatis.

Tabelle
Kontrollkollektivs

10 Vorerkrankungen

der Verstorbenen

des Hypothermie-

und

Vorerkrankung Falle Hypothermiekollektiv | Falle Kontrollkollektiv
Atherosklerose 23 28

Herzgewicht > 500 g 11 8

Frischer oder | 9 15

zurUckliegender

Myokardinfarkt

BMI > 30kg/m? 7 12

Leberverfettung 12 9

Leberzirrhose 7 13
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4. Diskussion

In der forensischen Diagnostik spielt die Ermittlung der Todesursache eine zentrale Rolle.
Im Falle des Todes durch Hypothermie ist eine Absicherung haufig nur durch die
Kombination von Auffindesituation, erhobenen Befunden bei der Obduktion und
Vorgeschichte mdglich. Das Ziel der vorliegenden Dissertation war daher die Identifikation
von spezifischen immunhistochemischen Markern (AQP1, AQP3, HSP27, HSPG60,
HSP70) fur die Kalteeinwirkung auf den menschlichen Organismus. Verglichen wurde
zudem, ob bei der Obduktion erhobene Befunde (Wischnewski-Flecken und
Kalteerytheme) mit der Expression dieser Proteine korrelieren und ob der BMI die

Expression beeinflusst.
4.1 Limitationen der Studie

Die AQP- und HSP- Expression wird durch zahlreiche Faktoren und nicht ausschliel3lich
durch die Todesursache beeinflusst. Dadurch kdonnen die potenziellen Effekte der
Hypothermie auf die Expression Uberdeckt werden. Zu den Vorerkrankungen, die die
Expression verringern kdénnen, gehéren Gendefekte oder Genpolymorphismen. (Rahim,
Boyd et. al, 1996) In solchen Fallen ware auch bei einer Hypothermie keine Expression
zu erwarten (falsch negative Befunde in der Immunhistochemie).

Weiter existieren chronische und akute Vorerkrankungen (z. B. Hypertonie, Diabetes
mellitus, chronische Erkrankungen der Nieren), die die AQP- und HSP- Expressionsraten
erhdhen. (Fernandez-Llama et. al, 2000, Hoogewijs, Vogler, 2016) In solchen Fallen ware
auch ohne Hypothermie eine erhdhte Expression zu erwarten (falsch positive Befunde in
der Immunhistochemie).

Es existieren Studien, dass die Fixierung des Gewebes in Formalin Uber langere Zeit
einen negativen Einfluss auf die Anfarbbarkeit der Proteine hat. Durch die
Formalinfixierung kommt es unter anderem zu Protein-Protein-Querverbindungen, welche
die Diffusion der Antikdrper in das Gewebe erschwert. Zudem kann sich die Struktur der
Epitope verandern und dadurch verringert sich ebenfalls die Antikérperbindung. (Preusse-
Prange et al., 2014)

Bei der Interpretation der Ergebnisse ist zu bertcksichtigen, dass die Vollstandigkeit der

Anamnese in Bezug auf die Vorerkrankungen nicht garantiert werden kann. Obwonhl
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Wohnsitzlose haufig an Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems (7-20 %), an
Erkrankungen der Atmungsorgane (6-14 %) und an behandlungsbedirftigen
psychiatrischen Stérungen (75 %) leiden, nehmen sie das medizinische
Versorgungssystem aufgrund vielfaltiger Barrieren seltener in Anspruch. (Kaduszkiewicz
et al., 2017) Daher ist anzunehmen, dass die Krankheitsvorgeschichte und eine daraus
resultierende mogliche Beeinflussung der AQP- und HSP-Expression nicht immer
lickenlos nachvollziehbar waren.

Weiterhin erwies sich die immunhistochemische Untersuchung als technisch
herausfordernd. Die Fragilitdt der Gewebe beim Zuschneiden am Mikrotom stellte vor
allem bei den untersuchten Lebern einen limitierenden Faktor dar. In einigen Fallen
konnte das Gewebe trotz grol3er Sorgfalt beim Zuschneiden nicht erhalten werden.
Dadurch verringerte sich der Anteil der untersuchten Organe im Hypothermie- und
Kontrollkollektiv.

Zudem muss gesagt werden, dass kein Protein fur alle Verstorbenen des
Hypothermiekollektivs das gleiche Ergebnis anzeigte. Die Expressionsraten

unterschieden sich teilweise erheblich.
4.2  Aquaporine

Die Ergebnisse belegen, dass weder AQP1 noch AQP3 als spezifische Marker fir eine
Hypothermieeinwirkung verwendet werden konnen. Im Hypothermiekollektiv war in Herz-
und Lebergewebe in einigen Fallen eine AQP-Expression nachweisbar, wahrend die
Gewebe der Kontrollgruppe durchgangig negativ waren. Der Anteil der AQP1- bzw.
AQP3- positiven Flachen war jedoch auch im Hypothermiekollektiv mit 20 % (AQP1) bzw.
2 % (AQP3) relativ gering. Ob die Expression ausschlieRlich auf die Hypothermie
zurtckzufuhren war, kann nicht mit Sicherheit gesagt werden. Eine fehlende AQP-
Expression kann demnach nicht als Ausschlusskriterium flr einen Tod durch Hypothermie
verwendet werden. Auch bei gesicherter Anamnese und eindeutigen makroskopischen

Befunden waren die immunhistochemischen Ergebnisse Uberwiegend negativ.

In den Nieren war die AQP1-Expression im Hypothermiekollektiv (47,82 %) hoher als im
Kontrollkollektiv (6,25 %), auch die Anteile der gefarbten Flachen unterschieden sich

signifikant voneinander. Der Anteil der positiven AQP3-Befunde im Kontrollkollektiv (93,75
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%) war deutlich hoher als im Hypothermiekollektiv (86,95 %), der Anteil der AQP3-
positiven Flachen unterschied sich aber nicht signifikant zwischen den beiden Gruppen.
AQP3 wird auch unter physiologischen Bedingungen in der Niere synthetisiert. Die AQP3-

Expression in diesem Organ kann durch verschiedene Faktoren gesteigert werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation belegen, dass es in einigen Fallen bei einer
Hypothermie zu einer AQP1- und AQP3- Expression im Herz- und Lebergewebe kam. Ein
Einfluss anderer Faktoren auf die Expression kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.
Weiter zeigte der Uberwiegende Anteil der an einer Hypothermie Verstorbenen keine
AQP-Expression in diesen Geweben, so dass negative immunhistochemische Befunde

eine Hypothermie als Todesursache nicht ausschlief3en kénnen.

4.2.1 Expression von AQP bei renalen Vorerkrankungen

Tabelle 11 AQPs- Lokalisation, Funktion und assoziierte Erkrankungen

AQP- Lokalisation Funktion Erkrankungen
Isoform
AQP1 Apikale und | Wasserruckresorption | ADPKD, Polyhydramnion
basolaterale
Membran
proximaler Tubuli,
absteigender
Schenkel der
Henle-Schleife,
Vasa recta
AQP2 Hauptzellen  der | Vasopressinabhangige | Hereditarer = nephrogener
Sammelkanale Wasserrlckresorption, | Diabetes insipidus (NDI),
langfristige Regulation | Lithium-induzierter Diabetes
des Wasserhaushalts | insipidus (LNDI),
Elektrolytstorungen, akutes
und chronisches
Nierenversagen,
Harnleiterobstruktion,
nephrotisches Syndrom,
kongestive Herzinsuffizienz,
Leberzirrhose, SIADH
AQP3 Basolaterale Kanale fur das durch | Nephrotisches Syndrom,
Membran der | Vasopressin akues Nierenversagen
Hauptzellen  der | rickresorbierte
Sammelkanale Wasser aus dem Urin,
Regulation des
Durstgefinhls,
Glycerintransport,
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H202-Transport
AQP4 Basolaterale Kanale fur das durch| Polyurie, verminderte
Membran der | Vasopressin Harnkonzentrationsfahigkeit
Hauptzellen  der | rickresorbierte
Sammelkanale Wasser aus dem Urin
AQP6 In Vesikeln | Evtl. Chlorid-Kanal,
gespeichert, Harnsauresekretion
Hauptzellen  der
Sammelkanale
AQP7 Blrstensaum der | Wasserruckresorption | Insulinresistenz,
proximalen Tubuli | in den proximalen | Glycerinurie, metabolisches
Tubuli, Syndrom
Glycerinresorption
AQPS8 Proximale Tubuli, | Evtl.
Hauptzellen  der | Ammoniaktransport
Sammelkanale
AQP11 ER proximaler | Glukoseabhangige Chronisches
Tubuluszellen Wasserrlckresorption | Nierenversagen bei Typ-II-
Diabetes

(Agawal und Gupta, 2008, Brown, 2017, Kwon et al., 2013, Nielsen et al., 2002, Su et al.,
2020)

Bei der autosomal dominanten polyzystischen Nierenerkrankung (ADPKD) kommt es zu
einer zystischen Umwandlung des Nierenmarks und der Nierenrinde und konsekutiv zu
einer chronischen Niereninsuffizienz. Laut einer Studie verlangsamt eine AQP1-
Uberexpression bei ADPKD das Wachstum der Nierenzysten. Ein AQP1-Mangel fiihrt
Uber eine Akkumulation von -Catenin dagegen zur Aktivierung des Wnt-Signalweges.
Damit hemmt AQP1 den Wnt-Signalweg und verzogert so die Progression des
Zystenwachstums. (Wang et al., 2019a) Eine AQP3-Uberexpression wird dagegen mit
einer Zunahme der Zysten bei ADPKD in Verbindung gebracht. Zudem scheint der

Energieverbrauch durch aerobe Glykolyse innerhalb der Zellen erhéht zu sein. Diese
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Befunde weisen auf weitere, Uber den Transport von Wasser oder Glycerol
hinausgehende Funktionen von AQP3 hin. (Wang et al., 2019a)

Das Nierenzellkarzinom (RCC) ist die haufigste Neoplasie der Niere bei Erwachsenen und
macht ca. 3 % aller malignen Tumore aus. Laut verschiedener Studien kann das AQP1-
Vorkommen im Urin als Hinweis auf ein vorliegendes Nierenzellkarzinom interpretiert
werden. Somit eignet sich das Protein auch zum Screening asymptomatischer Patienten.
(Morrissey et al., 2015, Sreedharan et al., 2014)

Tierexperimentelle Studien lassen vermuten, dass die AQP-Expression mit akuten
Nierenverletzungen und chronischen Nierenerkrankungen (z. B. diabetische
Nephropathie, Nierenzellkarzinom) zusammenhangt. In Mausen mit defektem AQP1-Gen
ist die Niere nicht in der Lage, Harn zu konzentrieren (Polyurie), was auf eine Rolle des
AQP1 bei der Entstehung der Hypertonie hinweist. (He und Yang, 2019)

Auch das haufig auftretende akute Nierenversagen (AKI), welches durch eine schnell
abnehmende glomerulare Filtrationsrate gekennzeichnet ist, steht mit der Expression von
AQPs in engem Zusammenhang. Die haufigsten Ursachen sind prarenal (z. B. Ischamie
durch Traumata, Hypovolamie, Sepsis). Beim akuten Nierenversagen ist die AQP1,
AQP2- und AQP3-Expression vermindert; AQP1-Knockout-Mause zeigen schwerere
Verlaufe (He und Yang, 2019). Bei einem AQP3-Mangel nach renaler Ischamie wurde in
Mausen zudem eine erhohte p53-Expression und damit eine erhohte Apoptoserate
nachgewiesen, was flr die zellprotektive Wirkung von AQP3 spricht. (Lei et al., 2017)
Die angeborene Hydronephrose ist haufig eine Folge von Stenosen im Bereich der
Ureteren oder der Urethra. Bereits im fetalen Stadium der Entwicklung beginnt die Niere
mit der Regulation der Harnkonzentration. Stérungen der AQP-Expression haben ein
Oligo- oder Polyhydramnion zur Folge. Ab der 15. Schwangerschaftswoche steigen die
AQP1-, AQP2- und AQP3-Expressionsraten an. Hydronephrotische fetale Nieren zeigen
eine signifikant geringere Expression der drei AQPs und konsekutiv eine beeintrachtigte
Harnkonzentrationsfahigkeit. Diese Befunde legen die Vermutung nahe, dass es auch bei
Erwachsenen mit Hydronephrose (z. B. aufgrund eines Nierensteins, einer
Tumorerkrankung oder einer retroperitonealen Fibrose) zu einer erniedrigten AQP-
Expression in der Niere kommt. Die Ursachen fur die verminderte Expression sind noch
nicht hinreichend bekannt. (Feng et al., 2019)
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Bei einer Nierenfibrose fihrt ein bindegewebiger Umbau des Organs zu einer
Niereninsuffizienz. Die Nierenfibrose ist die Folge verschiedener Grunderkrankungen (z.
B. Diabetes mellitus) oder tritt nach mehrjahriger Dialyse sowie bei
Autoimmunerkrankungen auf. Dabei kommt es zu einer Infiltration von Immunzellen und
Aktivierung von Fibroblasten. Studien an Mausen belegen eine Beteiligung von AQP1 an
diesen Prozessen. Eine verminderte AQP1-Expression ist mit einer erhdhten Umbaurate
des Nierengewebes assoziiert. Dadurch ergeben sich Ansatzpunkte fir medikamentdse
Therapien zur Unterbrechung des fibrotischen Umbaus. (Su et al., 2020, Wang et al.,
2019a)

Die AQP-Expression in der Niere ist mit dem Vasopression-Spiegel assoziiert. In
Brattleboro-Ratten fuhrt ein verminderter Vasopression-Spiegel zu einer verminderten
AQP2- und AQP3-Expression in der Niere. Eine eingeschrankte Vasopressin-Synthese
hat entweder zentrale (z. B. Hypophysentumoren) oder nephrogene (z. B.
Niereninsuffizienz) Ursachen. Die konsekutive Unfahigkeit der Niere, Harn zu
konzentrieren, fuhrt zu einer Polyurie und Polydipsie. Somit hangt die AQP-Expression
teilweise auch von Ubergeordneten Zentren ab und kann nicht immer an &ulere
Umstande angepasst werden. (van Os und Deen, 1998).

Laut Fernandez-Llama et al. (2000) kommt es bei Ratten mit Leberzirrhose zu einem
Anstieg der AQP1- und AQP3- Expression in der Niere und zu Veranderungen der
Expression weiterer Transportproteine im Tubulussystem, woraus eine mangelnde
Harnkonzentrationsfahigkeit der Niere resultiert. Diese Befunde belegen die
wechselseitige Einflussnahme verschiedener Organsysteme.

Auch die Hypoxie scheint eine Rolle bei der Induktion der AQP-Synthese zu spielen. In
renalen murinen Tumorzellen, die gezielt einer Hypoxie ausgesetzt wurden, war die
AQP3-Expression erhdht. Diese Befunde belegen, dass nicht nur thermische Reize die
AQP-Expression beeinflussen. Eine veranderte AQP-Expression ist eher als Antwort auf

zellularen Stress zu verstehen. (Hoogewijs und Vogler, 2016)

4.2.2 Expression von Aquaporinen bei hepatischen Vorerkrankungen
Derzeit existieren nur wenige Studien zum Zusammenhang zwischen Lebererkrankungen
und AQP-Expression. Die Forschung stutzt sich bisher hauptsachlich auf Tiermodelle.

Allerdings konnte die Rolle der AQPs bei der Karzinogenese, der Wundheilung und der
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Beeinflussung der Zellproliferation die Grundlage fur weitere Therapieansatze oder als

diagnostische Marker bilden.

In einer Studie an Mausen bewirkten Leberverletzungen eine gesteigerte AQP3-Synthese
in den Makrophagen der Hepatozyten. Als Transportkanal fur H202 erhohte AQP3 den
oxidativen Stress fur umliegende Zellen. Zudem aktivierte AQP3 weitere
proinflammatorische Prozesse und flihrte zur Einwanderung von Fibroblasten und
konsekutiv zu einem bindegewebigen Umbau des Lebergewebes. Bei AQP3-Knockout-
Mausen bzw. Mausen, die einen AQP3-Inhibitor erhalten hatten, war die
Entzindungsreaktion, die Fibrogenese und die Progression der Fibrose deutlich geringer
ausgepragt. Allerdings fehlen bislang geeignete Medikamente, da alle bisher getesteten
Inhibitoren Metalle wie Quecksilber, Kupfer oder Gold enthalten. (Hara-Chikuma et al.,
2020)

Bei der im Vergleich zur AKPKD seltener vorkommenden Polyzystischen
Lebererkrankung (PCLD) handelt es sich ebenfalls um einen autosomal-dominant
vererbbaren Gendefekt mit multipler Zystenbildung. (Dettmer, 2016) Im Gegensatz zu
vorangegangenen Befunden kam es in einer Studie von Li et al. zu einer AQP1-
Uberexpression auf dem die Zysten auskleidenden Epithelgewebe und an den
Cholangiozytenmembranen. Die AQP1-Uberexpression korrelierte mit der Zunahme der
ZystengroRe. (Li et al.,, 2016) Vermutlich beruhen die widerspruchlichen Befunde auf
unterschiedliche Lokalisationen der AQP1-exprimierenden Gewebe. Hier wurde das
Epithel, das die Zysten auskleidet, untersucht und in den Nieren der AKPKD-Patienten
auch das umliegende Gewebe. Zusammenfassend scheint sowohl eine verstarkte als
auch eine verminderte AQP1-Expression die Krankheitsprogression zu beeinflussen. (Li
et al., 2016)

Das in Cholangiozyten exprimierte AQP1 ist an der Synthese der Gallenflissigkeit
beteiligt. Die wassrige Flussigkeit enthalt Gallensauren, Lecithin, Cholesterin und andere
Abbauprodukte der Leber. Unter basalen Bedingungen liegt AQP1 in Vesikeln
gespeichert im Zytoplasma vor. Nach Stimulation durch Verdauungsenzyme (z. B.
Sekretin) bildet AQP1 mit weiteren Proteinen an der Plasmamembran der Cholangiozyten
einen Transportkomplex, der die Gallensekretion ins Lumen der Gallenkanalchen

ermdglicht. Zudem wird AQP1 im Endothel der peribiliaren GefalRe exprimiert, was
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moglicherweise den Wassertransport vom Plasma zur Galle erleichtert. (Masyuk und
LaRusso, 2006)

In einem Mausmodell der induzierten Cholestase wurde bestatigt, dass eine Steigerung
der AQP-Synthese in den biliaren Kanalikuli eine vermehrte Wasserpermeabilitat zur
Folge hat. Die Verbesserung der Cholestase nach AQP1-Synthesesteigerung stellt einen

madglichen Therapieansatz dar. (Marronne et al., 2014)

Mit Sepsis wird ein klinisches Syndrom bezeichnet, bei dem komplexe physiologische und
biochemische Veranderungen nach einer Infektion haufig zu einem fatalen Verlauf fihren.
Trotz intensiver Forschung existiert bis heute keine spezifische Therapie. (Weis et al.,
2017) An den immunologischen Prozessen, die die Inflammationsreaktion
aufrechterhalten, sind nach Rump und Adamzik (2018) AQP1, AQP3, AQP5, AQP7 und
AQP9 beteiligt. Diese AQPs sind essentiell fur die Funktion der T-Lymphozyten und die
Migration von Immunzellen. Der verstarkte Wassereinstrom an der apikalen Seite der
Membranen verandert den Konzentrationsgradienten und flhrt durch nachfolgende Aktin-
Polymerisierung zu Lamellipodienbildung und damit zur Migration der Makrophagen. In

aktivierten T- und B-Lymphozyten werden die genannten AQPs ebenfalls exprimiert.

AQP3-Knockout-Mause zeigten in einem Sepsis-Modell nach Peritonitis eine signifikant
verminderte Migration von Makrophagen und T-Lymphozyten und eine hohere Mortalitat.
Vermutlich ist in diesem Kontext die Funktion von AQP3 als H202-Kanal von Bedeutung,
da H202 fir die chemokin-abhdngige T-Zell-Migration erforderlich ist. (Rump und
Adamzik, 2018)

Im Rahmen der Sepsis kann es zum akuten oder subakuten Leberversagen kommen.
Symptome sind eine Koagulopathie, Cholestase und eine hepatische Enzephalopathie.
Vermutlich resultiert die Aggravierung der Cholestase aus einer verminderten AQP-
Expression (AQP8). Die Wasserpermeabilitdt der Hepatozyten sinkt, es wird weniger
Galle gebildet und die Cholestase somit verschlimmert. Zudem reguliert AQP8 die
hepatozellulare Mitochondrienfunktion. Bei einem Funktionsverlust kann es zu
Nierenschaden und zu einer verminderten AQP2- und AQP3-Expression kommen. Auch
hier ergeben sich therapeutische Ansatzpunkte zur Verbesserung des Outcomes nach

einer Sepsis. (Rump und Adamzik, 2018)
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Weiter entwickeln Patienten mit prolongierten septischen Schocks in bis zu 50 % der Falle
eine kardiale Dysfunktion, deren zugrundeliegende Mechanismen noch nicht vollstandig
erforscht sind. Es wird jedoch vermutet, dass eine erhéhte AQP1-Expression zu
Funktionsbeeintrachtigungen bis hin zum Funktionsverlust der Mitochondrien fuhrt. Die
konsekutiv sinkende Energieversorgung des Myokards hat eine relative Herzinsuffizienz
zur Folge. Laut Studien an Mausen ist die AQP1-Expression in kardialem Gewebe nach
septischem Schock erhéht. (Rump und Adamzik, 2018)

2019 postulierten Wang et al., dass eine AQP3-Uberexpression die Prognose beim
hepatozellularen Karzinom verschlechtert. AQP3 wirkt in diesem Kontext als Onkogen
und aktiviert die Transkription weiterer, die Zellproliferation férdernde Signalwege. Als
H202-Kanal férdert AQP3 die Migration und Invasion der Zellen. Der Grad der AQP3-
Expression korreliert mit einem hoheren TNM-(Primartumor-Lymphknotenbefall-
Metastasen)-Stadium, einer schnelleren Metastasierung und einer schlechteren
Prognose. Derzeit wird untersucht, ob AQP3 als Screening-Parameter geeignet ist, um

die Prognose des hepatozellularen Karzinoms zu verbessern. (Wang et al., 2019b)

Bei einem Befall mit Plasmodium falciparum steigt die AQP3-Expression in den
Hepatozyten und konsekutiv die Replikation der Parasiten. Eine geringere AQP3-
Expression fuhrt zu einer signifikanten Abnahme der Parasitenlast. Auch aus diesen
Befunden lassen sich moglicherweise therapeutische Ansatzpunkte fur AQP3-Inhibitoren
ableiten. (Posfai et al., 2018)

4.2.3 Expression von Aquaporinen bei kardialen Vorerkrankungen

Die AQP-Expression im humanen kardialen Gewebe ist bisher kaum erforscht.
Verschiedene Studien mit Mausen und Ratten belegen variable Expressionsmuster in
Abhangigkeit von der Spezies, dem Lebensalter und dem Geschlecht. AQPs (AQP 1, 3,
4,5,7,9, 10 und 11) werden im humanen Herz exprimiert. In immunhistochemischen
Untersuchungen wurden AQP1, 4 und 7 im humanen Endokard und im Endothel der
Kapillaren nachgewiesen, AQP1 und 4 auch in humanen Kardiomyozyten. (Verkerk et al.,

2019) Sie sind mit Erkrankungen wie der Hypertonie und der Atherosklerose assoziiert.

Die Expression von AQPs am menschlichen Herzen ist bisher wenig erforscht. Studien

stutzen sich vorwiegend auf Versuche an Mausen und Ratten, wobei bereits festgestellt
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wurde, dass das Expressionsmuster in kardialem Gewebe zwischen den Spezies stark
schwankt und auch abhangig von Lebensalter und Geschlecht ist. Dennoch ist bewiesen,
dass die Aquaporine 1, 3,4, 5,7, 9, 10 und 11 auch am menschlichen Herzen exprimiert
werden. Weitere immunhistochemische Untersuchungen haben ergeben, dass sowohl im
humanen Endokard als auch im Endothel der Kapillaren AQP 1, 4 und 7 lokalisiert sind.
In humanen Kardiomyozyten wurden AQP1 und 4 nachgewiesen (Verkerk et al., 2019).
Sie sind mit der Entstehung von Atherosklerose, der Hypertonie sowie dem kardialen
Odem nach Myokardinfarkt assoziiert. (Miller, 2014, Rutkovskiy et al., 2013a, Tie et al.,
2017)

Der Myokardinfarkt ist eine der haufigsten akuten Erkrankungen des
Herzkreislaufsystems. Die Lebenszeitpravalenz liegt in der Altersgruppe der 40-
79jahrigen bei 4,7 %, die Krankenhaussterblichkeit betragt 4-12 %. (GoRwald et al., 2013)
Die AQP1-Expression scheint eine Rolle fur die molekularen Veranderungen beim
Myokardinfarkt zu spielen. AQP1 ist nach einem Myokardinfarkt an der Angiogenese im
Herzgewebe beteiligt. (Ran et al., 2010) Die Kapillardichte beeinflusst das Wachstum der
Kardiomyozyten. Eine Stimulation des Kapillarwachstums durch Steigerung der AQP1-
Expression flhrt zu einer kardialen Hypertrophie. Eine Studie fand nach einer
myokardialen Ischamie eine verringerte AQP1-Expression im kardialen Endothel und
folglich eine verminderte Angiogenese im Infarktareal und eine schlechtere
Mikrozirkulation. Somit beeintrachtigte eine Hypoxie die Angiogenese im Herzen.
(Rutkovskiy et al., 2013b)

Neuere Studien widersprechen den bisherigen Ergebnissen. Laut Li et al. (2015) erhoéht
sich in der Fruhphase des Infarktes die AQP1-Expression, wodurch sich aufgrund des
vermehrten Wasserflusses kardiale Odeme ausbilden. Bei einer gesteigerten
mikrovaskularen Permeabilitat flieRt Wasser aus dem Intravasalraum Uber AQPs ins
Interstitium. Die verlangerte Diffusionsstrecke des Sauerstoffs verschlimmert die Ischamie
und verstarkt den Zelluntergang. Weitere Proteine wie der Hypoxie-induzierte Faktor
(HIF)-alpha beeinflussen die AQP-Spiegel, die bei einer Ischamie erhdhten Spiegel von
HIF-alpha fuhren konsekutiv zu einer verstarkten AQP1-Expression. AQP1-Knockout-

Mause zeigen kleinere Infarktareale, kleinere kardiale Odeme und niedrigere
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Apoptoseraten. Daher Iasst sich die Inhibition der AQP1-Expression nach Myokardinfarkt

potentiell auch therapeutisch einsetzen. (Li et al., 2015)

Studien an Mausen belegen zudem abweichende Expressionsmuster von AQP1 und
AQPG6 im zeitlichen Verlauf nach einem Myokardinfarkt. Die Expression von AQP1 und
AQPG6 stieg an und blieb bis zu vier Wochen nach dem Ereignis erhoht. Zudem korrelierte
die Expression von AQP4 mit dem Ausmal} der kardialen Dysfunktion und dem
myokardialen Odem. AQP1-Knockout-Mause hatten einen niedrigeren systolischen
Blutdruck, ein geringeres Herzgewicht (bedingt durch ein geringeres Volumen der
Kardiomyozyten), ein geringeres maximales HZV und eine geringere Kapillardichte. Der
Cholesterin-Senker  Simvastatin  unterdrickte die AQP1-, 4-, 8- und 9-
Expressionssteigerung. (Al-Samir et al., 2016, Li et al., 2015, Rutkovskiy et al., 20133,
Verkerk et al., 2019)

Die AQP3-Expression scheint bei der myokardialen Ischamie dagegen keine Rolle zu
spielen. Nach einer kardialen Ischamie zeigten Mause mit und ohne AQP3-Expression
vergleichbare InfarktarealgrofRen, myokardiale Enzymspiegel und

Uberlebenswahrscheinlichkeiten. (Li et al., 2015)

Eine Wasserrestriktion flhrte in Rattenherzen zu einer verstarkten AQP1-Expression in
Kardiomyozyten. Uber eine AQP1-Expressionssteigerung kann der Organismus auch bei

einer Dehydration den kardialen Volumenstatus konstant halten. (Netti et al., 2016)

Ratten, bei denen mittels Clipping der Nierenarterien eine chronische Hypertonie erzeugt
wurde, zeigten eine deutliche Steigerung der AQP1-Expression im Vergleich zu
normotensiven  Ratten. Dabei handelte es sich vermutlich um eine
Kompensationsreaktion auf die Hypertonie, da die AQP-Expression Uber eine erhdhte
NO-Freisetzung zur Dilatation der Gefallwand und damit zur Senkung des Blutdrucks
fuhrte und durch den vermehrten transmuralen Wasserfluss die Dehnung der Gefalde
weiter reduzierte. Moglicherweise bietet AQP1 einen therapeutischen Ansatz bei der

Hypertonie. (Toussaint et al., 2017)

Auch die Funktion als NO-Kanal pradestiniert AQP1 als Angriffspunkt fur eine
antihypertensive Therapie. NO beeinflusst verschiedene, an der Regulation des

Blutdrucks beteiligte Vorgange. In den Gefalken wirkt NO dber die Senkung der
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Wandspannung als potenter Dilatator vor allem des arteriellen Systems; in der Niere
beeinflusst es die Natrium- und Wasserausscheidung. Dies lasst die Vermutung zu, dass
dies ein Angriffspunkt in der antihypertensiven Therapie sein kdnnte. Stickstoffmonoxid
reguliert verschiedene Vorgange, die an der Regulation des Blutdrucks beteiligt sind: in
den Gefalken wird NO aus Arginin synthetisiert und wirkt Uber die Senkung der
Wandspannung als potenter Dilatator vor allem des arteriellen Systems, in der Niere
beeinflusst es in die Natrium- und Wasserausscheidung. (Herrera et al., 2006)

4.3 Heat-shock-Proteine

Gefahrdete Personengruppen wie Demenzkranke, Wohnsitzlose, Unfallopfer und
Alkoholiker besitzen ein hoéheres Risiko fur einen Tod durch Hypothermie. Bereits eine
einmalige Ethanol- Exposition induziert die HSP-Expression. Die gesteigerte HSP-
Synthese bei einer akuten bzw. chronischen Alkoholintoxikation dient dem Schutz von
Lipiden vor einer oxidativen Degradation, der Verhinderung der Bildung freier Radikale

und dem Schutz der Neuronen vor Apoptose. (Toth et al., 2010)

In der vorliegenden Studie zeigten die analysierten HSPs ein differierendes
Expressionsmuster. Im kardialen Gewebe war die HSP60- und HSP70- Expression im
Hypothermiekollektiv im Vergleich zum Kontrollkollektiv signifikant erhéht. Allerdings
wurde fur beide HSPs in weniger als 10 % der Falle im Hypothermiekollektiv eine
Expression nachgewiesen. Im Kontrollkollektiv trat in keinem Fall eine HSP60- und
HSP70- Expression auf. Die HSP27- Expression war zwischen Hypothermie- und

Kontrollkollektiv nicht signifikant verschieden.

In der Leber wurden alle drei HSPs im Hypothermiekollektiv signifikant starker exprimiert.

Keiner der Patienten des Kontrollkollektivs zeigte eine HSP27- und HSP70- Expression.

In den Nieren war die Expression keines der drei untersuchten HSPs ausschliel3lich auf
das Hypothermiekollektiv beschrankt. Die Gewebeproben des Kontrollkollektivs zeigten
sogar eine tendenziell starkere HSP60- Expression. Die Befunde lassen sich durch die
konstitutive Synthese bei von HSP60 in der Niere unter physiologischen Bedingungen
erklaren. Patienten mit einer Hypothermie als Todesursache zeigten eine signifikant
héhere HSP27- und HSP70- Expression.
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Da eine gesteigerte HSP- Expression eine Reaktion auf Umwelteinflisse wie ultraviolette
Strahlung, Hitze oder Ethanol darstellt, sollte im Rahmen der vorliegenden Dissertation
Uberpruft werden, ob auch Hypothermie zu diesen Faktoren zahlt. Allerdings gibt es auch

zahlreiche Vorerkrankungen, die die HSP- Expression beeinflussen kdnnen.

4.3.1 HSP-Expression bei kardialen Vorerkrankungen

Herzinsuffizienz beschreibt ein klinisches Syndrom, bei dem das Pumpvermoégen des
Herzens nicht ausreicht, Sauerstoffangebot und -nachfrage der Organe im Gleichgewicht
zu halten. Die Pravalenz in der Bevolkerung liegt bei 1-2 %, allerdings gehen 10,3 % aller
Sterbefalle des Jahres 2020 auf Herzinsuffizienz zuruck. (stat. Bundesamt) Die bei einer
Herzinsuffizienz auftretenden Funktionsstérungen der Ventrikel werden z. B. durch eine
Koronare Herzerkrankung (KHK), einen Myokardinfarkt, eine Myokarditis oder

Kardiomyopathien verursacht.

In Zellen, die aufgrund dessen oxidativem Stress ausgesetzt sind, kommt es haufiger zur
Fehlfaltung von Proteinen, die sich in den Kardiomyozyten anhaufen. Einige dieser
fehlgefalteten Proteine sind toxisch und verstarken die myokardiale Dysfunktion. Die
Aufgabe von HSP70 besteht darin, diese fehlgefalteten Proteine in ihre urspringliche
Konfiguration zuriick zu falten oder, wenn dies nicht gelingt, die Proteine dem Abbau im
Proteasom zuzuflihren. Eine Hypoxie wirkt als Induktor der HSP70-Expression, Mause
mit einer hohen HSP-70-Expression zeigten eine verbesserte postischamische Erholung
und eine geringere Infarkigrof3e. Eine Blockade der HSP70-Expression erhohte die
Kardiomyozytenschaden und Apoptoserate. Damit spielt die HSP70-Expression eine
wichtige Rolle beim Schutz vor der Entwicklung einer Herzinsuffizienz. (Ranek et al.,
2018)

Bei einer chronischen Herzinsuffizienz schitzt die gesteigerte HSP70-Expression das
Herz vor den Auswirkungen der fortwahrenden Ischamie. Eine verminderte Synthese des
Proteins ist mit einer verminderten Kontraktionsfahigkeit des Herzens assoziiert. Bisher
wird die Diagnose haufig erst beim Auftreten oder bei Progression von Symptomen (z. B.
Leistungsminderung, Dyspnoe, Odeme) gestellt; zu diesem Zeitpunkt sind die zellularen
Prozesse jedoch meist bereits irreversibel fortgeschritten. Ahnlich wie erhdhte Spiegel
des Pro-brain-natriuretic-Peptide (BNP) lassen sich erhéhte HSP70-Spiegel bereits in

friheren Stadien der Erkrankung nachweisen. Damit liee sich HSP70 bei einer
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chronischen  Herzinsuffizienz  als  diagnostischer Marker, aber auch als

Verlaufskontrollparameter zur Anpassung von Therapien nutzen. (Li et al., 2013)

Laut einer Studie erhdht eine verminderte HSP27-Expression bei Patienten mit
Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreis das Risiko fur Vorhofflimmern.
Vermutet wird, dass HSP27 durch Hemmung von Cytochrom C anti-apoptotisch wirkt und
durch eine Foérderung der Glutathion-Produktion die Regenerationsfahigkeit der
Kardiomyozyten verbessert. Patienten mit einer hohen HSP27-Expression leiden seltener
an Vorhofflimmern und bleiben nach Kardioversion eher im Sinusrhythmus als Patienten
mit niedriger Expression. Somit scheinen hohe HSP27-Expressionsraten einen relativen

Schutz vor Vorhofflimmern und atrialem Remodeling zu bieten. (Wu et al., 2015)

Wahrend eines akuten Myokardinfarkts steigt die HSP27-Expression in menschlichen
Thrombozyten und das Protein wandert vom Zytoplasma in Richtung Membran. Das
durch Phosphorylierung aktivierte HSP27 vermittelt seine anti-inflammatorische Wirkung
Uber die Freisetzung des anti-entzindlichen Interleukins (IL)-10. IL-10 verhindert eine
exzessive Entzindungsreaktion nach myokardialer Ischamie und hemmt pro-
apoptotische Signalwege. Durch die Stabilisierung des Zytoskeletts wird die Exozytose
inflammatorischer Zytokine inhibiert. Der anti-inflammatorische Effekt von HSP27 beruht

zusatzlich auf einer Inhibition der Proteinbiosynthese. (Kraemer et al., 2019)

Auch in Kardiomyozyten steigt nach einem Myokardinfarkt die HSP27- und HSP70-
Expression leicht an. Vermutet wird eine immunmodulatorischen Funktion bei der

Entzindungsreaktion. (Genneper, 2016)

HSP27 scheint bei atherosklerotischen Prozessen der Gefalle eine Schlusselrolle zu
spielen. In einer Studie neigten Mause mit HSP27-Uberexpression weniger zur
Ausbildung atherosklerotischer Plaques, aulerdem war der Cholesteringehalt, die GroRe
der Plaques sowie die Adhasion von Makrophagen an die geschadigte Gefallwand in
diesen Tieren signifikant geringer als im Kontrollkollektiv. Vermutlich fuhrt HSP27 dazu,
dass sich Makrophagen schlechter an Plaques anlagern und eindringen konnen und
weniger Cholesterin aufnehmen, so dass weniger Schaumzellen gebildet werden.
Aulerdem scheint die veranderte Zusammensetzung auch die Stabilitat der Plaques zu

verbessern und damit das Risiko einer Ruptur zu vermindern. Eine hohe HSP27-
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Expression wirkt somit anti-atherogen. (Cuerrier et al., 2013, Rodriguez-lturbe und
Johnson, 2018)

In der Niere steigt die Expression von HSP70-Expression von der Rinde bis zum
Nierenmark kontinuierlich an. Bei diabetischen Patienten mit anhaltend hohen Glucose-
Spiegeln hat die HSP70-Uberexpression in den rindennahen Glomeruli, Tubuli und
interstitiellen Fibroblasten in den frihen Stadien der Erkrankung eine zytoprotektive
Wirkung, da pro-apoptotische Signalwege unterdriickt werden. Kommt es aber bei
fortschreitender Nierenschadigung zu einer Albuminurie, scheint HSP70 dagegen uber
eine Aktivierung inflammatorischer Zytokine sowie von Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren die tubulointerstitielle Schadigung zu verstarken. (Bellini et al.,
2017)

Bei einer diabetischen Neuropathie kommt es zu segmentalen Myelinscheiden Verlusten,
Axondegeneration und Ausbildung grof3er Vakuolen im Zytoplasma. Durch eine verstarkte
HSP70-Expression lasst sich die mitochondriale Funktion und die Toleranz gegenuber

oxidativem Stress verbessern. (Bellini et al., 2017)

4.3.2 HSP-Expression bei hepatischen Vorerkrankungen

Scheinbar nimmt die HSP-Expression mit steigendem Lebensalter ab. Die sinkende
Toleranz der Zellen gegenuber thermischen oder chemischen Reizen fuhrt zu einem
gesteigerten Zelluntergang. (Heydari et al., 1993 Kregel, 2002)

Eine verstarkte HSP70-Expression kann auch als Antwort auf ein physisches Trauma im
Sinne einer Akute-Phase-Antwort verstanden werden. Mit einer Fototherapie behandelte
Mause mit Lebertumoren zeigten bereits eine Stunde nach der Therapie eine verstarkte
Expression von HSP70 und weiterer Mediatoren in der Leber. Das Ziel dieser Reaktion
ist die Isolation und Beseitigung von geschadigter und toter Zellen. Nicht nur der Reiz
wirkt induzierend auf die HSP-Expression, auch andere Zytokine der Kaskade
(Interleukin-(IL)-6) und aus der Nebenniere freigesetzte Glukokortikoide beeinflussen die
Synthese auf Translationsebene. Vermutlich bindet das an sterbende Zellen anhaftende
HSP70 Immuneffektorzellen und treibt so die Phagozytose voran. (Merchant und Korbelik,
2011)

Weiter dienen HSP der Aufnahme von Lipiden in die Leber. Eine vermehrte HSP-

Expression in der Leber durch einen thermischen Reiz flhrte in Mausen zu einer
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vermehrten Aufnahme von Lipiden in die Hepatozyten und zu einer erhéhten Expression
die Lipogenese fordernder Gene. Die Lipide konnten die Hepatozyten nicht mehr
verlassen, wurden zu Triglyzeriden verestert und akkumulierten; es entstand eine
Fettleber. In HSP70-Knockout-Mausen war die Aufnahme von Lipiden in die Hepatozyten
signifikant geringer, aul3erdem kam es aufgrund der pro-inflammatorischen Funktionen
des HSP70 seltener zu einer Steatohepatitis (Zhang et al., 2018).

Die Entstehung einer Fettleber lasst sich auf verschiedene Ursachen zurlckflihren; am
Haufigsten ist ein Ubermafiger und fortgesetzter Alkoholkonsum verantwortlich. Weiter ist
eine Fettleber mit dem metabolischen Syndrom und Diabetes mellitus Typ |l assoziiert
(non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD). Zugrundeliegende Mechanismen sind eine
erhohte Triacylglycerin-Akkumulation in den Hepatozyten und daraus resultierend eine
ballonierte Degeneration und Zelluntergang mit begleitender Entziindung (Herold, 2015).
Die Ballonierung ist auf eine Verletzung des Zytoskeletts zurlickzufuhren; degenerierte
Zellen zeigen eine verminderte Expression des fur die Stabilisierung der Aktinfilamente
verantwortlichen HSP27. Laut Sookoian et al. (2016) korreliert das Ausmal} des
metabolischen Stresses (in Form einer gestorten Insulin-Toleranz und hoher Glukose-
und Lipidspiegel im Serum) negativ mit der HSP27-Expression. HSP27 schitzt
Hepatozyten damit vor Degeneration und fordert die Toleranz der Zellen gegenlber
oxidativem Stress (Sookoian et al., 2016).

Auch bei der Leberfibrose und -zirrhose spielen HSPs eine wichtige Rolle. Haufig treten
diese Erkrankungen nach langjahrigem Alkoholabusus oder chronisch verlaufenden
Hepatitiden auf. Durch nekrotische Veranderungen werden pro-inflammatorische
Zytokine synthetisiert und Makrophagen sowie Granulozyten rekrutiert, die zu einem
bindegewebigem Umbau der Lappchen- und Gefalistruktur mit daraus resultierender
Funktionsbeeintrachtigung bis hin zum Funktionsverlust fihren (Herold, 2015). Eine durch
oxidativen Stress und geschadigte Hepatozyten gesteigerte HSP-Expression stimuliert
Wachstumsfaktoren, die die Kollagen-Synthese fordern. Weiter sind HSPs mit fur die
Akkumulation von Fibroblasten im Lebergewebe und deren Aktivierung zu
Myofibroblasten verantwortlich. Eine Hemmung der HSP-Expression flhrt zu einem
geringeren Kollagenfaser-Gehalt und einer Sistierung des Fibroseprozesses (Rizk et al.,
2013).
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Eine mogliche Spatfolge der Leberzirrhose ist das hepatozellulare Karzinom. In diesem
Kontext sind HSPs nicht nur an der Tumorgenese beteiligt, sondern spielen auch bei der
Resistenzentwicklung gegentiber Chemotherapien eine Rolle. In den deutschen Leitlinien
fehlt derzeit eine Empfehlung fur eine Zytostatika Therapie (Leitlinie AWMF, 2013). In
Asien wird das FOLFOX-(Folinsaure+ 5-Flurouracil+ Oxaliplatin)- Schema verwendet.
HSP27 hemmt die durch platinhaltige Zytostatika induzierte Apoptose und Phagozytose
und fordert die Migration und Invasion von Tumorzellen in Nachbargewebe sowie die
Metastasierung. Problematisch ist zudem, dass 5- Flurouracil in Hepatozyten zur HSP27-
Induktion beitragt. Eine HSP27-Uberexpression ist beim hepatozelluldren Karzinom mit

einer geringeren Uberlebenswahrscheinlichkeit assoziiert (Wang et al., 2016)

4.3.3 HSP-Expression bei renalen Vorerkrankungen

In der Niere werden unter physiologischen Bedingungen alle HSPs exprimiert. Bei
Einwirkung von Stress wird die Expression jedoch um bis zu 15 % gesteigert. Die bereits
sechs Stunden nach einer Ischamie erhohte HSP27-Expression unterdriickt Caspase-
abhangige apoptotische Signalwege und stabilisiert die Aktin-Fasern des Zytoskeletts der
Podozyten. Dadurch werden Nekrosen und Entzindungsreaktionen minimiert
(Chebotareva et al., 2017).

Auch bei der Lupusnephritis ist die erhdhte HSP27-Expression in den betroffenen Tubuli
als Reaktion auf zellularen Stress durch die Entzindungsreaktion zu sehen. Laut Tsagalis
et al. (2006) ist bei einer akuten Nephritis die HSP27-Expression in den weniger
betroffenen Tubuli besonders hoch. Vermutlich milder HSP27 die Entzindungsreaktion

und schitzt die tubularen Zellen vor der Aopotose (Tsagalis et al., 2006).

Unter physiologischen Bedingungen wird HSP60 in den proximalen und distalen Tubuli
sowie in den Podozyten der Glomeruli exprimiert. Bei einer Nierenschadigung durch
Toxine kommt es zu einer signifikanten Zunahme der HSP60-Expression im Zytosol der
tubularen Zellen, die durch Unterdrickung des Bcl-2 associated X protein (BAX)
Signalweges die Apoptose hemmt und das Uberleben der Zelle sichert (O’'Neill et al.,
2013). Dieser Mechanismus lasst sich moglicherweise bei Erkrankungen, bei denen es
zu einer exzessiven Apoptose kommt (z. B. ischamischer Insult), auch therapeutisch

nutzen.
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HSPs arbeiten nicht alleine, sondern bilden mit Co-Chaperonen Komplexe. Fur die
Ruckfaltung fehlgefalteter Proteine bilden HSP40 oder HSP70 unter ATP-Zufuhr einen
Komplex mit HSP90. Durch die wechselseitige Beeinflussung ihrer Expression
gewahrleisten HSPs ein Gleichgewicht zwischen Synthese, Strukturbildung und Abbau

weiterer Proteine (Chebotareva et al., 2017).

Als ,Gefahrensignal® besitzen HSPs eine immunmodulatorische Funktion. Von verletzten
oder nekrotischen Zellen freigesetzte HSPs werden von Antigen-prasentierenden Zellen
gebunden. Die folgende Synthese pro-inflammatorischer Zytokine dient als Signal zur
Aktivierung der Immunantwort. Fur die einzelnen HSPs gibt es jedoch widersprichliche
Befunde. HSP60 wirkt pro-inflammatorisch, wahrend HSP70 sowohl pro-als auch anti-

inflammatorische Zytokine induziert. (Kim und Yenari, 2013, Musial und Zwolinska, 2011)

Die haufigste Form des Bluthochdrucks ist die primare Hypertonie. Obwohl die Ursachen
nicht ganzlich verstanden sind, belegen einige Studien, dass in der Mehrzahl der Falle
eine Beeintrachtigung der Natrium-Ausscheidung verantwortlich ist. Im Interstitium der
hypertensiven Niere sammeln sich immunkompetente Zellen an. Die Entziindung
verursacht oxidativen Stress und erhoht die Angiotensin-lI-Konzentration. Die daraus
resultierende lokale Vasokonstriktion beeintrachtigt die Drucknatriurese und tragt so zur
Entstehung der Hypertonie bei. Vermutlich fihrt bei diesem Geschehen eine HSP70-

Uberexpression zu einer Autoimmunreaktion und Entziindung. (Pons et al., 2013)

Tabelle 12 Heat-Shock-Protein-Expression in der Niere- Lokalisation und
assoziierte Erkrankungen

HSP-Isoform Lokalisation Erkrankungen

HSP27 Aktinfasern der | Akutes  Nierenversagen, diabetische
Podozyten, Tubuli, | Nephropathie, Lupusnephritis
Endothel

HSP60 Podozyten, Tubuli | Akutes Nierenversagen, diabetische
des aulieren | Nephropathie, AbstolRungsreaktion von
Nierenmarks, Transplantaten
Makrophagen

HSP70 Mesangiumzellen, Akutes  Nierenversagen, diabetische
Tubuli, Nephropathie, chronische
Makrophagen Glomerulonephritis, tubulo-interstitielle

Nephritis
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(Barutta et al., 2008, Guo et al., 2014, Hernandez-Pando et al., 2005, Matsumoto et al.,
2015, O’Neill et al., 2013, Sanchez-Nino et al., 2012, Tsagalis et al., 2006, Venkataseshan
und Marquet, 1996, Vidyasagar et al., 2013)

4.4  Ausblick

Im Rahmen dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass es in Herz und Leber im
Studienkollektiv insgesamt zu einer hdéheren Expression der Aquaporine und der
Hitzeschockproteine kam als in der Kontrollgruppe. Fir die untersuchten Nieren Iasst sich
diese Aussage nicht fur alle Proteine treffen, da in der Kontrollgruppe fur AQP3 und
HSPG60 eine hohere Expression als in der Studiengruppe nachgewiesen wurde. Weiterhin
ist inzwischen bekannt, dass nicht nur Hypothermie zur Expressionssteigerung von
Aquaporinen und Hitzeschockproteinen beitragt. Sie kdbnnen daher nicht als spezifische
Marker herangezogen werden, aber durchaus als Erganzung zu weiteren

Untersuchungen beitragen.

FUr zuklUnftige Studien kdnnte es von Interesse sein, ob es weitere Proteine bzw. andere
Isoformen der Aquaporine gibt, die als spezifische Marker fur eine Hypothermie infrage
kommen. Auch konnte in dieser Dissertation nicht untersucht werden, inwieweit das
Ausmaly der Hypothermie (also milde, moderate oder tiefe Hypothermie) und die
Uberlebenszeit nach stattgefundener Hypothermie die Expression der Aquaporine
beeinflusst. Sonna et al. vermuteten 2010, dass die Expression von Hitzeschockproteinen
nach Hypothermie erst dann ansteigt, wenn eine Wiedererwarmung stattfindet und nicht
durch den Kaltereiz selbst. (Sonna et al., 2010) Diese Ergebnisse konnten hier nicht
bestatigt werden, da die Kontrollgruppen fast durchgangig negativ waren, wahrend im
Studienkollektiv eine Steigerung der Expression beobachtet wurde. Auch hier kdnnen
zukunftige Untersuchungen moglicherweise zur weiteren Entschlisselung der

biochemischen Prozesse beitragen.

Da Aquaporine und Hitzeschockproteine ubiquitar im menschlichen Koérper lokalisiert sind
und vielfaltige Funktionen ausuben, ergeben sich daraus verschiedene
Untersuchungsmoglichkeiten. Moglicherweise konnen sie zukunftig bei
Tumorerkrankungen, Hypertonie, Myokardinfarkt, Diabetes insipidus und vielen weiteren

Erkrankungen als diagnostisches Instrument, Screeningparameter oder Ansatzpunkt fur
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medikamentose Therapien infrage kommen. Es ist inzwischen bekannt, dass die
Funktionen der Aquaporine uber ihr bloRes Dasein als Wasserkanal hinausgehen,
dennoch ist ihre genaue Arbeitsweise noch langst nicht vollstandig verstanden und

Gegenstand aktueller Forschung.

Auch ware es denkbar, dass die Auswirkungen von Hypothermie auf die Expression der
Aquaporine und Hitzeschockproteine an verschiedenen weiteren Organen untersucht
wird. Im Rahmen dieser Dissertation wurde zwischen Herzen, Lebern und Nieren ein

differierendes, organabhangiges Expressionsmuster gefunden.

Zhang et. al untersuchten 2019 den Einfluss von milder Hypothermie auf die Expression
von AQP4 im Gehirn und die Ausbildung eines Hirnddems. Mdglicherweise kdnnen solche
Studien auch dazu beitragen, die molekularen Mechanismen der Hypothermie weiter

aufzuklaren und auf ihren therapeutischen Nutzen hin zu Uberprifen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass es eine Vielzahl akuter und chronischer
Vorerkrankungen gibt, die die AQP-Expression beeinflussen. Aufgrund des Vorkommens
in verschiedenen Organen und der variablen Aufgaben neben der Funktion als
Wasserkanal hat die Zahl der AQP-Analysen in den vergangenen Jahren stark
zugenommen. Haufig handelt es sich dabei aber um Studien am Tiermodell. Diese
Erkenntnisse lassen sich nur bedingt auf das humane System Ubertragen, da sich die
Expression in verschiedenen Spezies deutlich unterscheidet. Die im Tiermodell
nachgewiesenen schwankenden AQP-Spiegel in Abhangigkeit vom Alter und Geschlecht
wurden beim Menschen bisher noch nicht untersucht, stellen aber einen moglichen
Forschungsansatz fur die Zukunft dar. Aufgrund der Vielzahl die AQP-Expression
beeinflussender Faktoren ist die Aussagekraft der Proteine als spezifische Marker fur eine
Hypothermie gering. Als Ergénzung zu weiteren Untersuchungen (z. B. Leichenschau,
Obduktion, Anamnese, Auffindesituation) sind sie aber geeignet, eine Diagnose zu
erharten. In der vorliegenden Dissertation wurde gezeigt, dass an Hypothermie
Verstorbene im Gegensatz zu an anderen Ursachen Verstorbene in einigen Fallen eine
gesteigerte AQP1- und AQP3-Expression in der Leber und im Herzen aufweisen. Bei der
Interpretation der Befunde ist aber zu berlcksichtigen, dass andere Ursachen fur die

AQP-Expressionssteigerung nicht ausgeschlossen werden konnten.
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5 Zusammenfassung

Die Todesursachenermittlung spielt in der Rechtsmedizin eine elementare Rolle. Die
Sicherung einer Hypothermie als Todesursache ist bisher schwierig. Vielfach bleibt der
Tod durch Unterkidhlung unter Berlcksichtigung der Auffindesituation, bei der Obduktion
erhobener makro- und mikroskopischer Befunde und der Vorgeschichte eine
Ausschlussdiagnose. Das Ziel der vorliegenden Dissertation war die Analyse von
moglichen Expressionsanderungen der Aquaporine (AQP) 1 und 3 sowie der

Hitzeschockproteine (HSP) 27, 60 und 70 unter dem Einfluss von Kalte.

Das Hypothermiekollektiv setzte sich aus 51 Fallen zusammen, das Kontrollkollektiv
umfasste 48 Todesfalle ohne thermische Beeinflussung. Proben von Herzen, Lebern und
Nieren der Verstorbenen wurden in Formalin fixiert und asserviert. Die Proben wurden
mittels Hamatoxylin- Eosin und immunhistochemisch mit Antikorpern gegen AQP1,
AQP3, HSP27, HSP60 und HSP70 analysiert. Bestimmt wurde der Anteil der
Verstorbenen mit einer AQP- bzw. HSP- Expression in den Organen. Bei positivem
Befund wurde zusatzlich der Anteil der AQP- und HSP- positiven Flache von der
Gesamtflache sowie die Intensitat der immunhistochemischen Farbung (negativ, niedrig

positiv, positiv, hoch positiv) beurteilt.

Lediglich in einem Fall des Hypothermiekollektivs wurden keine Hypothermie-
spezifischen makroskopischen Befunde (Wischnewski-Flecken, Kalteerytheme)
nachgewiesen, bei den anderen Verstorbenen wurde mindestens eines der beiden

Merkmale gefunden.

Es bestand eine schwach negative Korrelation zwischen Alter, Geschlecht bzw. Body-
Mass-Index (BMI) und der Proteinexpression bei HSP27 sowie eine schwach positive
Korrelation bei AQP3. Der BMI ist somit nicht geeignet, eine zuverlassige Vorhersage

Uber eine hohe oder niedrige Proteinexpressionsrate zu treffen.

Die immunhistochemischen Analysen ergaben organspezifische Expressionsmuster der
untersuchten Proteine. Im Hypothermiekollektiv wurden im Herzgewebe alle untersuchten
Proteine exprimiert, wahrend im Kontrollkollektiv lediglich eine HSP27- Expression (in

4,44 % der Falle) beobachtet wurde. In den Lebern des Hypothermiekollektivs wurden
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ebenfalls alle untersuchten Proteine exprimiert, im Kontrollkollektiv hingegen nur HSP60
(bei 4,65 % der Falle).

In den Nieren wurden sowohl im Hypothermie- als auch im Kontrollkollektiv alle
untersuchten Proteine exprimiert. Die Patienten des Kontrollkollektivs zeigten im
Vergleich zu den Patienten des Hypothermiekollektivs haufiger eine AQP3- und HSP60-
Expression. Im Hypothermiekollektiv trat dagegen haufiger eine AQP1-, HSP27- und
HSP70- Expression auf. Die APQ1-, HSP27- und HSP70- Expression war in allen
untersuchten Geweben im Hypothermiekollektiv —starker ausgepragt als im

Kontrollkollektiv.

Die vorliegenden Befunde belegen, dass die AQP- und HSP- Expression mdglicherweise
geeignet ist, die Verdachtsdiagnose Hypothermie bei der Todesursachenermittlung zu
unterstutzen, die Proteine als alleinige Marker aber nicht ausreichen, um die Hypothermie
als Todesursache zweifelsfrei zu bestatigen. Eine Obduktion und grindliche Anamnese
bleiben weiterhin unerlasslich. AQP3 und HSP60 wurden in der Niere des
Kontrollkollektivs starker exprimiert als im Hypothermiekollektiv und sind somit als Marker
nicht geeignet. Eine fehlende AQP- bzw. HSP- Expression ist kein Ausschlusskriterium
fur einen Tod durch Hypothermie. Auch bei gesicherter Todesursache zeigten Patienten
des Hypothermiekollektivs haufig negative Befunde. Bei der Interpretation der Befunde
muss berucksichtigt werden, dass zahlreiche Faktoren die HSP- und AQP- Expression

sowohl positiv als auch negativ beeinflussen konnen.

In zukUnftigen Studien sollte Uberprift werden, ob sich die Expression anderer AQP- und
HSP- Isoformen bzw. die Expression der Proteine in anderen Organen maoglicherweise
besser als Marker fur eine Hypothermie eignet. Eine weitere interessante Fragestellung
ist der Einfluss der Dauer und die Intensitat der Kalteexposition auf die AQP- und HSP-

Expression.
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6 Anhang
Tabelle 13 Todesursachen im Kontrollkollektiv
Fall Geschlecht Alter (Jahre) | Todesursache BMI (kg/m?
1 M 60 Myokardinfarkt 31,93
2 M 100 Colitis in Kombination| 24,39
mit Pneumonie
3 W 71 Intoxikation mit | 23,44
Tabletten
4 M 45 Myokardinfarkt 33,51
5 M 58 Hamorrhagische 33,08
Pankreatitis
6 W 85 Sepsis, auf dem | 18,05
Boden eines
Dekubitus
7 M 68 Verbluten nach innen| 19,37
nach Polytrauma
8 W 73 Lungenembolie 23,07
9 M 72 Verbluten wahrend | 29,90
einer Operation
(Rektumresektion)
10 W 72 Burking 22,59
11 M 34 Ersticken durch | 19,87
Bolusgeschehen
12 M 22 Intoxikation mit | 27,34
Drogen
13 w 67 Perikardtamponade 22,14
14 w 40 Krampfanfall nach | 21,94
Intoxikation mit
Opipramol
15 W 68 Lungenembolie nach | 40,15
tiefer

Beinvenenthrombose,
ausgelost durch
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Immobilisation nach
Sturz

16 64 Ertrinken 30,44

17 80 Myokardinfarkt 33,32

18 83 Subdurales Hamatom | 23,50

19 75 Erdrosseln 22,49

20 80 Lungenédem in | 20,07
Kombination mit
Pleuraergissen und
Peritonitis

21 49 Hirnblutung (SAB mit 22,32
Ventrikeleinbruch)

22 69 Verbluten nach auRen | 17,63

23 82 Dekompensierte 18,55
Herzinsuffizienz

24 47 Lungenembolie 34,90

25 74 Myokardinfarkt 22,34

26 38 Intoxikation mit | 22,26

Drogen
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27 38 Verbrennen /| 30,86
Intoxikation mit
Rauchgas
28 80 Myokardinfarkt 27,64
29 7 Strangulation 20,73
30 69 Lungenembolie, 26,40
ausgelost nach
Beinvenenthrombose
31 44 Myokardinfarkt 21,28
32 53 Lungenembolie 25,10
33 87 Verbluten nach innen | 31,11
34 84 Dekompensierte 29,24
Herzinsuffizienz in
Kombination mit lleus
und beginnender
Sepsis
35 30 Intoxikation mit | 26,40
Drogen
36 44 Akute Herzinsuffizienz | 24,21
37 51 Makroskopisch unklar, | 18,29

wahrscheinlich Herz-
Kreislauf-
Dysregulation nach
Narkoseeinleitung bei
Lungenkarzinom
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38 31 Intoxikation mit | 28,34
Drogen

39 73 Verbluten nach auf3en| 36,06
wahrend Operation mit
konsekutiver
Blutgerinnungsstorung

40 76 Myokardinfarkt 32,08

41 63 Akuter Verschluss der | 24,03
A. carotis

42 46 Verbluten nach innen | 39,96
aufgrund von
Osophagusvarizen bei
chronischem
Alkoholabusus

43 76 Hypoxischer 22,64
Hirnschaden

44 51 Perikardtamponade 30,39

45 25 Intoxikation mit | 26,64
Drogen

46 Unklar Verbrennen

47 61 Kardiomyopathie 38,20

48 49 Myokardinfarkt 34,11

BMI= Body Mass Index; M= mannlich; W= weiblich




90

Tabelle 14 Hypothermiekollektiv — demografische Parameter, makroskopische
Hypothermiezeichen und Organgewichte

Fall | Geschl | Alter BMI Wisch- | Kalte- | Gewich | Gewich | Gewicht
echt (Jahre) | (kg/m2)| newski- | ery- tHerz(g)|t Leber Nieren (9)
Flecken | theme (9) (rechts/links)

1 M 76 33,2 X 550 1740 90/70

2 M 61 24,0 X 410 1960 120/ 150

3 M 58 27,7 X 880 1550 220/ 230

4 W 92 14,8 X 260 700 80/90

5 M 44 31,0 570 3100 210/200

6 W 44 23,4 X 290 1390 110/ 110

7 M 58 31,57 | X 550 1920 170/ 190

8 M 9 15,08 | X 91 514 44 | 48

9 M 44 19,66 | X 210 1200 150/150

10 |M 60 22,77 450 700 100/ 80

11 |W 88 21,87 350 980 60/ 60

12 |W 31 20,65 230 1060 80/90

13 | W 57 22,48 380 1700 160/ 170

14 |W 84 14,06 | X X 340 700 150
(Einzelniere
rechts)

15 |W 62 27,01 | X 410 2230 150/ 170

16 | M 89 19,72 | X 570 1020 100/ 100

17 |W 78 30,46 | X 730 1430 170/170

18 |W 80 20,02 | X 510 1060 120/130

19 |W 53 38,22 | X 350 1990 135/ 140

20 M 61 2582 | X 820 1570 180/ 155

21 | M 66 28,38 | X 570 1570 170/ 150
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2 M 71 29,60 | X 530 1480 160/ 160
23 | M 52 21,42 | X 370 1290 110/120
24 |M 76 19,70 | X 520 1920 140/ 160
25 |W 50 26,22 | X 330 1870 155/90
26 W 71 48,06 | X 510 1490 100/120
27 | M 50 28,35 770 1910 190/ 200
28 |W 97 27,23 | X 450 1490 120/ 70
29 |W 76 2342 | X 525 950 100/ 50
30 |[M 31 25,69 | X 590 1690 120/ 140
31 | W 81 2240 | X 370 800 110/130
32 | M 87 19,60 | X 250 950 120/120
3 |W 71 17,89 | X 385 1000 80/100
34 |W 83 2551 | X 500 800 90/90
35 |M 59 20,54 | X 435 1180 115/110
36 |W 84 28,65 | X 580 1150 110/160
37 |M 53 20,83 | X 430 1200 100/ 100
38 |W 88 21,05 | X 360 980 150/ 130
39 | M 77 15,57 | X 330 1040 130/130
40 |M 41 2515 | X 390 1390 140/ 150
41 |W 66 26,48 | X 500 540 110/ 80
42 |M 58 23,19 | X 400 1120 115/160
43 | M 86 20,93 | X 370 1400 210
(Einzelniere
rechts)
4 |M 57 27,44 | X 460 2510 170/ 170
45 |W 60 44,78 | X 580 1580 140/ 95
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46 M 24 30,09 | X X 380 3580 210/ 210
47 w 85 23,83 | X X 400 2150 180/ 170
48 M 83 17,10 | X 280 940 80/120
49 M 84 27,39 | X 450 1360 80/120
50 w 92 18,02 | X 330 630 80/ 100
51 W 66 20,61 X 415 1560 170/ 190

M=mannlich, W= weiblich, X=vorhanden

Tabelle 15 durchschnittliches Lebensalter, kritisches Herzgewicht,

Organgewichte: Vergleich Hypothermie- vs. Kontrollkollektiv

Hypothermiekollektiv Kontrollkollektiv
Lebensalter 65,7 Jahre 58,91 Jahre
BMI 26,16 kg/m? 26,16 kg/m?
Uberschreiten des 11 Falle 12 Falle
kritischen Herzgewichts
Durchschnittliches 444,92 g 426,80 g
Gewicht Herz
Durchschnittliches 1403,19 1125,95¢
Gewicht Leber
Durchschnittliches 130,62 104,52 g
Gewicht Nieren
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Programmierungsprotokoll fir den IHC-Profiler (Imaged, Wayne Rasband, National
Institutes of Health, Maryland, USA)

/I Set title as title + DAB Stain title = getTitle();
title = title + "-(DAB Stain)"; print(title);

width = getWidth(); parselnt(width, 10); height = getHeight(); parselnt(height, 10);
print(width*height);

/I change scale from inches to microns

run("Set Scale...", "distance=317 known=200 pixel=1 unit=um");

/I higher brightness run("Brightness/Contrast..."); setMinAndMax(-29, 225);

/I select the plugin IHC Profiler run("IHC Profiler",

"Nuclear Stained Image"); selectWindow(title);

/Il set threshold setAutoThreshold(); getThreshold(min, max) setThreshold(0, 153);
/Il select red structure run("Create Selection");

/l measure red structure run("IHC Profiler Macro");
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