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2. Einleitung

2.1 Der plétzliche Sauglingstod
2.1.1 Definition

Der Begriff des plétzlichen Sauglingstodes (SIDS) wurde erstmals 1969 auf der zweiten
internationalen Konferenz zu Ursachen des plotzlichen Todes bei Sauglingen in Seattle
verwendet. Er wurde dort definiert als ein tUberraschender und unerwarteter Tod im
Sauglings- oder Kleinkindalter aus scheinbar vollkommener Gesundheit heraus, fir den,
auch nach griandlichen postmortalen Untersuchungen, keine adaquate Ursache nach-
gewiesen werden kann (Beckwith, 1970). Im Jahr 1989 wurde diese Definition prazisiert,
der plotzliche Sauglingstod ist seither definitionsgemald auf Todesfélle innerhalb des
ersten Lebensjahres beschrankt und neben einer kompletten Autopsie durfen nun auch
die genaue Untersuchung der Auffindesituation und der klinischen Vorgeschichte keinen
Nachweis einer adaquaten Todesursache bieten (Willinger et al., 1991). Definitionsge-

malf3 handelt es sich bei dem Begriff demnach um eine Ausschlussdiagnose.

Anhand wachsender Daten aus verschiedenen Forschungsarbeiten, wurde die Definition
des plotzlichen Sauglingstodes im Jahr 2004 erneut Uberarbeitet. Ein Expertengremium
aus Padiatern, Rechtsmedizinern und Pathologen entwickelte die sogenannte ,San
Diego Klassifikation (Krous et al., 2004). Dabei wurde die allgemeine Definition des
plétzlichen Sauglingstodes weitestgehend beibehalten und lediglich dahingehend er-
ganzt, dass der Todeseintritt wahrend des Schlafs erfolgen muss. Anhand verschiede-
ner Variablen bezogen auf die Krankengeschichte, Todesumstande und Autopsieergeb-
nisse, erfolgt zudem die spezifische Einteilung eines jeden Falles in die Subkategorien
IA, 1B, Il oder USID. (vgl. Tab. 1). Die Kategorie USID steht dabei fur den unklassifizier-
ten plotzlichen Sauglingstod und umfasst die Félle, in denen die Kriterien fur die Katego-

rie | und Il nicht erfillt werden oder keine Autopsie stattgefunden hat.
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Tab. 1: Einteilung der SIDS-Falle in Untergruppen gemalfd der San Diego Klassifikation
anhand von Informationen zu Krankengeschichte, Todesumstanden und Autopsieer-
gebnissen (modifiziert nach Bajanowski et al. 2006; Krous et al., 2004)

Krankengeschichte | Todesumstande Autopsie
Allgemeine | — PIotzlicher, uner- | Tod durch Untersu- | Nach kompletter Au-
SIDS- warteter Tod chung der Umstande | topsie weiterhin unge-
Definition — Alter <1 Jahr nicht erklarbar Klart

— Todeseintritt wah-
rend des Schlafs

— Tod durch Vorge-
schichte ungeklart

Subklassifi-

kationen

Kategorie IA | 1. lter als 21 Tage, — Untersuchung 1. keine letalen patho-
junger als 9 Monate der Auffindesitu- | logischen Funde
2. unauffallige Kran- ation gab keine 2. kein ungeklartes
kengeschichte Erklarung Trauma, Misshandlung,
3. Reifgeborenes — Sichere Schlaf- Vernachlassigung oder
(>37 Wochen) umgebung, kein | unabsichtliche Verlet-
4. normales Wachs- Hinweis auf ei- zungen
tum und Entwicklung nen Unfall 3. kein bedeutender
5. kein é&hnlicher Tod » 1 hymusstress® (Thy-
bei Geschwistern, musgewicht <15 g
nahen Verwandten und/oder mittel- bis
oder Kindern in Ob- schwergradig ausge-
hut derselben Be- pragte Depletion korti-
treuungsperson kaler Lymphozyten

4. Toxikologie, Mikrobi-
ologie, Radiologie,
Glaskoérperchemie und
metabolisches Scree-

ning negativ
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Krankengeschichte

Todesumstande

Autopsie

Kategorie IB | Kriterien 1.-5. Der Keine Untersuchung | Kriterien 1.-4. Der Ka-
Kategorie IA erfullt der Auffindesituation | tegorie IA erfullt
erfolgt 5. eine oder mehrere
der folgenden Untersu-
chungen sind nicht er-
folgt: Toxikologie, Mik-
robiologie, Radiologie,
Glaskdrperchemie und
metabolisches Scree-
ning
Kategorie Il | Unterschiede zu Kri- | Mechanische As- 1.-5.und
terien der Kategorie | phyxie oder Ersti- 6. ungewdhnliches
I: cken durch Uberlie- | Wachstum und Ent-
6. Alter 0-21 Tage gen nicht sicher wicklung, die wahr-
und 270-365 Tage ausgeschlossen scheinlich nicht zum
7. neonata- Todeseintritt beigetra-
le/perinatale Zustan- gen haben
de, die zum Todes- 7. deutlich ausgepragte
zeitpunkt nicht mehr entzundliche Verande-
bestanden rungen oder Abwei-
8. ahnliche Todesfal- chungen, die den To-
le bei Geschwistern, deseintritt nicht ausrei-
nahen Verwandten chend erklaren
oder Kindern in Ob-
hut derselben Be-
treuungsperson oh-
ne Verdacht auf
Kindstétung oder
genetische Defekte
USID Kriterien fur Katego- | Alternative Diagno- | Keine stattgehabte Au-
(unclassified | rie | oder Il nicht er- | sen fir einen naturli- | topsie
sudden in- fullt chen oder nicht na-

fant death)

turlichen Tod sind
nicht auszuschlieRen
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2.1.2 Epidemiologie

In Deutschland starben im Jahr 2002 von 719.250 Lebendgeborenen 1.529 Sauglinge
im Alter vom 8. bis 364. Lebenstag, darunter 334 (21,8 %) mit der Diagnose eines plotz-
lichen Sauglingstodes. Im vergleichbaren Zeitraum starben im Jahr 2012 von 673.544
Lebendgeborenen 1.026 Sauglinge, darunter waren 127 Falle (12,4 %) mit der Todesur-
sache plotzlicher Sauglingstod (Gesundheitsberichterstattung des Bundes, 2014). Damit
ist die Inzidenz innerhalb dieser zehn Jahre zwar deutlich von 0,46/1.000 auf 0,19/1.000
gesunken, der plotzliche Sauglingstod stellt aber bei scheinbar gesunden Kindern wei-
terhin die haufigste Todesursache in der Postneonatalperiode dar (s. Abb.1).



-13-

0QO00-Q99 Angeborene Fehlbildungen, Deformitaten und Chromosomenanomalien
@ P00-P96 Bestimmte Zustande, die ihren Ursprung in der Perinatalperiode haben

mR95 plétzlicher Sauglingstod

B G00-H95 Krankheiten des Nervensystems und der Sinnesorgane

B S00-T98 Verletzungen, Vergiftungen und bestimmte andere Folgen &ufRerer Ursachen
B R96-R99 Unbekannte Todesursache

B E00-E90 Endokrine, Erndhrungs- und Stoffwechselkrankheiten

E AO00-B99 Bestimmte infektidse und parasitare Krankheiten

H 100-199 Krankheiten des Kreislaufsystems

E C00-D48 Neubildungen

0 J00-J99 Krankheiten des Atmungssystems

I K00-K93 Krankheiten des Verdauungssystems

m D50-D90 Krankheiten des Blutes und der blutbildenden Organe sowie bestimmte
Stérungen mit Beteiligung des Immunsystems

Abb. 1: Sauglingssterbefalle zwischen dem 8. und 364. Lebenstag je 100.000 Lebend-
geborene in Deutschland im Jahr 2012 unter Angabe der Todesursache nach ICD-10
(Gesundheitsberichterstattung des Bundes, 2014)
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2.1.3 Risikofaktoren

Der plétzliche Sauglingstod tritt typischerweise wahrend des Schlafens ein. In der Al-
tersverteilung zeigt sich ein deutlicher Haufigkeitsgipfel zwischen dem zweiten und vier-
ten Lebensmonat und der Anteil mannlicher Gberwiegt mit etwa 60 % eindeutig gegen-
Uber den weiblichen Sauglingen (Byard, 2010; Kleemann und Bajanowski, 2004; Hunt
und Hauck, 2006; Vennemann et al., 2005). Der inzwischen wohl bekannteste modifi-
zierbare Risikofaktor ist das Platzieren des Kindes in Bauchlage wahrend des Schlafens
(Gilbert et al., 2005; Li et al., 2003) oder die Bauchlage allgemein, da sich Sauglinge
entsprechend des Entwicklungsstandes auch eigenstandig in Bauchlage verbringen
kénnen. In einigen Landern wurden in den Neunzigerjahren nationale Aufklarungskam-
pagnen durchgefuhrt, wie beispielsweise die ,back to sleep“ Kampagne in England, die
eine Rickgang dieser Schlafposition nach sich zogen und zu einer deutlichen Reduktion
in der Sauglingssterblichkeit fuhrten (Wigfield und Fleming, 1995). In Deutschland wurde
eine ahnliche Kampagne 1991 lediglich in Nordrhein-Westfalen durchgefuhrt, die aber
auch Uberregionale Effekte erzielte. So sank diese Lagepraferenz in Deutschland von 38
% im Jahr 1991 auf 9 % im Jahr 1995 und darauffolgend tatsachlich ebenso die Inzidenz

des plotzlichen Sauglingstodes (Schlaud et al., 1999).

In Hinblick auf die Zielsetzung dieser Arbeit ist als weiterer Risikofaktor besonders die
Ubermallige Warmezufuhr wahrend des Schlafs, die zu thermischem Stress fiihren
kann, von Interesse. In einigen Studien wurde gezeigt, dass Kinder die am plétzlichen
Sauglingstod starben, wahrend des Schlafs deutlich haufiger zusatzlicher Warme aus-
gesetzt waren. Diese entstand entweder durch eine der Umgebungstemperatur nicht
angemessene Menge Bettzeug oder durch eine héhere Zimmertemperatur durch exzes-
sives Heizen (Byard, 2010; Gilbert et al., 1992; Kleemann und Bajanowski, 2004; Pon-
sonby et al., 1992; Stanton, 1984).

In Studien aus aller Welt wurden zahlreiche weitere Risikofaktoren fir den plotzlichen

Sauglingstod gefunden, die in Tabelle 2 aufgefuhrt sind.
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Tab. 2: Maternale und kindliche Risikofaktoren fur den plotzlichen Sauglingstod (modifi-
ziert nach Althoff, 1973; Byard, 2010; Hunt und Hauck, 2006; Kleemann und Ba-
janowski, 2004; McGarvey et al., 2006; Mitchell et al., 1997; Vennemann et al., 2005)

Maternale, pranatale Risikofaktoren Kindliche, postnatale Risikofaktoren

Rauchen wahrend der Schwanger-
schaft

Alkohol-, Drogenabusus wéahrend der
Schwangerschaft

Unzureichende prénatale Versorgung
Alter < 20 Jahre

Niedriger soziobkonomischer Status
Geringer Bildungsstand

Kurzer zeitlicher Abstand zwischen
Schwangerschaften

Mutter lebt allein

Mannliches Geschlecht

Frihgeburt

Stillen < 2 Wochen

Bauchlage wahrend des Schlafens
Uberwarmung/thermischer Stress
Schlafen im selben Bett mit einem Er-
wachsenen

Schlafen im eigenen Zimmer

Kirzlich durchgemachter fieberhafter
Infekt

Weiche Schlafunterlage, weiches Bett-

zeug

— Exposition gegeniber Zigarettenrauch

2.1.4 Atiologie und Pathophysiologie

Die genaue Atiologie des plétzlichen Sauglingstodes konnte trotz unzahliger Studien
zum Thema bis heute nicht geklart werden. Es wurden mit der Zeit zahlreiche Theorien

entwickelt, von denen hier nur einige der aktuelleren aufgegriffen werden.
2.1.4.1 Die Hirnstamm-Hypothese

Bereits 1987 waren Hunt und Brouillette der Ansicht, dass der plotzliche Sauglingstod
am ehesten mit einer Hirnstamm-Anomalie zusammenhéngt, die die Neuroregulation
der kardiorespiratorischen Kontrolle beeinflusst. In den folgenden Jahrzehnten wurden
in mehreren Studien an Opfern des plétzlichen Sauglingstodes diverse Anomalien, be-
zogen auf die Morphologie der Hirnstammkerne und verschiedenen Neurotransmitter-
Systeme, gefunden (Kinney et al., 1995; Kopp et al., 1993; Ozawa und Takashima,
2002; Panigrahy et al., 1997). Die meisten Forschergruppen konzentrieren sich inzwi-



-16 -

schen auf den Neurotransmitter Serotonin (5-HT) und die damit zusammenhangenden
Leitungsbahnen im Hirnstamm, da diese eine wichtige Rolle in der autonomen Regulati-

on von Atmung, Schlaf und Aufwachreaktion spielen.

Kinney et al. (2009) gingen davon aus, dass sich bei Fallen von plétzlichem Sauglings-
tod das medullare 5-HT-System bereits pranatal nicht korrekt entwickelt und somit post-
natal keine adaquaten Reaktionen auf lebensbedrohliche Stressoren wahrend des kind-
lichen Schlafs méglich sind. Die dabei vorliegenden exogenen Stressoren (Hyperther-
mie, Hypoxie, Asphyxie etc.) sind dabei im Einzelnen bei intakter Hirnstammfunktion
nicht letal, kbnnen aber durch die fehlerhafte Hirnstammreaktion zum Tode fuhren. Des
Weiteren behaupteten sie, dass primare medullare 5-HT-Defekte bereits Tage bis Wo-
chen vor dem letalen Ereignis zu subklinischen homdoostatischen Dysfunktionen und
wiederholten Hypoxien fuhren kdnnen, die dann wiederum sekundéare Hirnschaden und

systemisch-hypoxische Schaden vor dem Tod zur Folge haben.
2.1.4.2 Hypothese der infektiosen Genese

In der Literatur wird die kurzlich durchgemachte fieberhafte Infektion, meist der oberen
Atemwege, regelmélRig als Risikofaktor fur den plétzlichen Sauglingstod genannt (Hunt
und Hauck, 2006; Saternus, 2007; Werne und Garrow, 1953). In den Neunzigerjahren
wurden mehrere Studien der Universitat Oslo veroffentlicht, in denen der Zusammen-
hang zwischen dem plétzlichen S&uglingstod und bakteriellen Infektionen vertieft wurde.
Vege et al. verglichen 1994 die Hypoxanthin-Level im Glaskorper bei Fallen von plotzli-
chem Sauglingstod mit infektionsbedingten und gewaltsamen Todesfallen. Dabei konnte
zwischen den SIDS-Féallen und den infektionsbedingten Todesféallen kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden, im Verhaltnis zu den gewaltsamen Todesfallen waren
die Level aber signifikant erhéht. Ein Jahr spéater wies das Forscherteam um Vege
(1995) an einem &hnlichen Kollektiv nach, dass das Level von Interleukin-6 im Liquor
von SIDS-Fallen zwar niedriger ist als bei infektionsbedingten Todesfallen, aber signifi-
kant hoher als bei gewaltsamen Todesféllen. Des Weiteren zeigten sich im Gewebe der
oberen Atemwege und des Gastrointestinaltraktes von SIDS-Opfern Anzeichen gestei-
gerter Immunstimulation verglichen mit gewaltsamen Todesféllen (Stoltenberg et al.,
1992; Thrane et al., 1994). Die Osloer Forscher schlossen daraus, dass hinter dem

plétzlichen Sauglingstod moglicherweise eine Uberreaktion des Immunsystems auf eine



-17 -

prinzipiell relativ harmlose Infektion steckt, die letal endet und dem Mechanismus des

infektionsbedingten Todes zumindest ahnlich ist (Vege und Rognum, 1999).

Die hohere Inzidenz in den Wintermonaten (Byard, 2010; Kleemann und Bajanowski,
2004; Jorch et al., 1994) und die haufig vorzufindenden Hinweise flr eine Infektion im
Rahmen der Obduktion (Kleemann und Bajanowski, 2004) oder anamnestisch im Ge-
sprach mit den Eltern erhoben (Gilbert et al., 1992), legen den Zusammenhang des
plétzlichen Sauglingstodes mit einer infektibsen Genese nahe. In verschiedenen Arbei-
ten wurden daher Falle des plotzlichen Kindstodes auf vorangegangene Virusinfekte

untersucht.

Besonders respiratorische Virusinfektionen stehen in zahlreichen Untersuchungen im
Fokus. So stellten Zink et al. (1987) in serologischen Tests an plotzlichen Sauglingsto-
desfallen eine, gegeniuber den Kontrollen, signifikant héhere Anzahl an Influenza-A-
Infektionen fest. Ferris et al. (1973) fuhrten histologische Untersuchungen in 51 Saug-
lingstodesfallen durch und wiesen dabei, neben den histologischen Zeichen einer lym-
phozytaren Bronchiolitis, in 13 Fallen respiratorische Viren (Respiratory Syncytial Virus,
Influenza-A-Virus, Parainfluenza-Virus, Rhinovirus, Adenovirus) mittels Immunfluores-
zensverfahren nach. Ein ahnliches Ergebnis berichten auch An et al. (1993), die das
Verfahren der in-situ-Hybridisation benutzten, um respiratorische Viren im Lungengewe-
be nachzuweisen. Sie fanden positive Ergebnisse in 24,4 % der plotzlichen Sauglings-

todesfalle, wahrend in der Kontrollgruppe nur 3,3 % positiv waren.

Eine aktuellen Studie von Doberentz et al. (2016) kann diese Ergebnisse nicht stitzen.
75 Falle des plétzlichen Sauglingstodes und 10 Kontrollfalle wurden histologisch aufge-
arbeitet und auf charakteristische Befunde einer interstitiellen viralen pulmonalen Ent-
zindung untersucht. Erganzend wurde eine immunhistochemische Untersuchung bezo-
gen auf die Expression von CD45R0 (Marker fur aktivierte T-Lymphozyten), CD68 (Mar-
ker fir Monozyten und Makrophagen) sowie LCA (Marker fir Leukozyten) durchgefuhrt.
Es zeigte sich hierbei kein signifikanter Unterschied in der Expression zwischen Studien-

und Kontrollkollektiv.

Einen weiteren Schwerpunkt in der Erforschung einer moglichen Beteiligung viraler In-

fektionen am plotzlichen Sauglingstod, bildet der Zusammenhang mit viralen Myokarditi-
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den. In einer Studie an 65 plétzlichen Sauglingstodesfallen und 11 Kontrollfallen unter-
suchten Dettmeyer et al. (2004) Gewebeproben mittels PCR auf Myokarditis-assoziierte
Viren (Enteroviren, Adenoviren, Parvovirus B19, Epstein-Barr-Virus). Dabei konnten in
26 Féllen des plotzlichen Sauglingstodes Viren detektiert werden, wahrend die Kontroll-
falle ganzlich negativ waren. In einer ahnlichen Studie konnte mittels real-time-PCR ein
signifikanter Unterschied von Ebstein-Barr-Virus-DNA und Humanes-Herpervirus-6-DNA
zwischen plotzlichen Sauglingstodesfallen und Kontrollen festgestellt werden (Alvarez-
Lafuente et al., 2008).

Demgegenuber steht eine Studie von Krous et al. (2009), in der in keinem von 24 plotz-
lichen Sauglingstodesfallen der Nachweis eines viralen Genoms (Entero- und Adenovi-

ren) gelang.

Insgesamt gibt es bis dato keine Ubereinstimmenden Forschungsergebnisse, die die
Beteiligung einer virale Myokarditis an der Pathogenese des plétzlichen Sauglingsto-

deseindeutig belegen (Madea und Drexler, 2012).
2.1.4.3 Hyperthermie-Hypothese

Bereits bei friiheren Untersuchungen der Auffindesituation von SIDS-Fallen wurde fest-
gestellt, dass viele der Kinder auffallig dick zugedeckt oder verschwitzt waren; bei post-
mortalen Messungen konnten haufig Kérpertemperaturen tber 38 °C festgestellt werden
(Stanton, 1984; Sunderland und Emery, 1981). Viele Forscher nahmen dies zum Anlass,
sich mit Hyperthermie und deren Auswirkungen auf den plétzlichen Sauglingstod zu be-
fassen. Fleming et al. (1990) identifizierten in einer Fall-Kontroll-Studie neben der
Bauchlage auch die Uberwarmung als unabhangigen Risikofaktor fir den plétzlichen
Sauglingstod und in einer Studie von Gilbert et al. (1992) ergab sich ein besonders ho-
hes relatives Risiko bei einer Kombination aus viraler Infektion und GberméafRig dicker

Bedeckung wahrend des Schlafs.

In zwei Tierexperimenten an neugeborenen Ratten (Serdarevich und Fewell, 1999) und
Mausen (Kahraman und Thach, 2004) stellten die Forscher fest, dass eine Erh6hung
der Korperkerntemperatur alleine keine héhere Letalitat mit sich brachte. Allerdings wirk-
te sie sich bei Tieren, die zusatzlich einer Hypoxie ausgesetzt wurden, negativ auf die

Fahigkeit der Selbstwiederbelebung aus. Diese Kombination bewirkte bei den Tieren
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eine Steigerung der Herzfrequenz, verkirzte die Dauer der Schnappatmung und fuhrte
zu einer Abnahme der Anzahl der Atemziuge. Die Wissenschaftler schlossen daraus,
dass eine erhohte Korperkerntemperatur in Kombination mit Apnoephasen wéahrend des
Schlafs zumindest einem Teil der SIDS-Félle zugrunde liegen kénnte. Demnach wirde
die apnoeinduzierte Hypoxie nicht durch physiologische Reaktionen wie Luft schnappen
oder Aufwachen terminiert, sondern aufgrund des thermischen Stresses letal enden
(Kahraman und Thach, 2004).

2.1.4.4 Die ,,Triple-Risk-Hypothese*

Das sogenannte ,Triple Risk Model“, welches erstmals von Wedgwood (1972) erwahnt
wurde, wird heute von den meisten Wissenschaftlern als wahrscheinlichste Hypothese
zur Atiologie des plotzlichen Sauglingstodes anerkannt. Es handelt sich dabei um ein
multifaktorielles Modell, demzufolge diejenigen Kinder dem plétzlichen Sauglingstod
zum Opfer fallen, die eine grundlegende Vulnerabilitat aufweisen und zudem wahrend
einer kritischen Entwicklungsphase bestimmten exogenen Stressoren ausgesetzt sind.
Das Konzept wurde 1993 von Rognum und Saugstad aufgegriffen, die das ,fatal triang-
le“ (Abb. 2) entwarfen und damit zusatzlichen Wert auf die mukosale Immunitat legten.
Filiano und Kinney (1994) orientierten sich ebenfalls an Wedgwoods Definition, legten
sich allerdings darauf fest, dass der Ursprung der generellen Vulnerabilitat pranatal zu
finden ist. Auch wenn sie sich in den Details geringfligig unterscheiden, haben die jewei-
ligen ,Triple Risk“ Theorien doch gemeinsam, dass sie mehrere der oben bereits ge-
nannten Hypothesen zusammenfassen. Dabei fallen unter die exogenen Stressoren die
epidemiologisch erhobenen Risikofaktoren wie Bauchlage, Infekt, Hyperthermie, etc.
Orientiert an der typischen Altersverteilung des plotzlichen Sauglingstodes mit deutlicher
Haufung zwischen dem 2. und 4. Lebensmonat, wird dieser Zeitraum als kritische Ent-
wicklungsphase angesehen, wobei bisher nicht befriedigend geklart ist, woraus sich die-
se Vulnerabilitdt genau ergibt (Guntheroth und Spiers, 2002). Uneinigkeit besteht au-
Rerdem dartber, wie genau die grundlegende Vulnerabilitdt zu definieren ist. Filiano und
Kinney, (1994) sehen deren Ursprung pranatal in den bereits beschriebenen Hirn-
stammanomalien, wahrend Guntheroth und Spiers (2002) der Meinung sind, dass die

Vulnerabilitét erst postnatal entsteht.
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Vulnerable Entwicklungsphase von
ZNS und mucosaler Immunitat

Pradisponierende Faktoren, Trigger-Ereignis,
Astrogliose, genetisches Uberstimulation des mukosalen
Make-up Immunsystems

Abb. 2: Schematische Darstellung der Hypothese des ,fatal triangle” beim plotzlichen
Sauglingstod (modifiziert nach Rognum und Saugstad, 1993)

2.1.4.5 Genetische Faktoren

Entsprechend der ,Triple-Risk-Hypothese®“ erscheint es sinnvoll, Falle des plétzlichen
Sauglingstodes auf gemeinsame genetische Veranderungen zu untersuchen, um somit
mogliche pradisponierende Faktoren zu identifizieren. Zahlreiche Arbeitsgruppen haben
daher ihre Studienkollektive auf verschiedene genetische Anomalien untersucht. Auf-
grund der oben angedeuteten Vielzahl verschiedener Hypothesen zur Pathophysiologie
des plotzlichen Sauglingstodes und der wahrscheinlich multifaktoriellen Genese, erweist
es sich allerdings als schwierig eine eindeutige Aussage zur Relevanz einzelner geneti-
scher Faktoren im Hinblick auf das Eintreten des plotzlichen Sauglingstodes zu treffen.
Weitgehend Ubereinstimmende Ergebnisse unterschiedlicher Forschergruppen finden

sich nur in wenigen Fallen (Courts und Madea, 2010).

Wie bereits im Rahmen der Hirnstamm-Hypothese erlautert, zeigen zahlreiche Studien
eine Korrelation zwischen dem plétzlichen Sauglingstod und genetischen Polymorphis-
men in der Regulator-Region des 5-HTT-Gens. Durch fehlerhafte Reaktionen auf le-

bensbedrohliche Stressoren im Schlaf, kdnnte eine genetische Aberration der Serotonin-
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Regulation somit an der Pathogenese des plétzlichen Sauglingstodes beteiligt sein
(Kinney et al., 2009; Opdal et al., 2008; Weese-Mayer et al., 2003).

Des Weiteren scheint es einen Zusammenhang des plétzlichen Sauglingstodes mit Ver-
anderungen in der mitochondrialen DNA zu geben (Hofmann et al., 1997). Durch Ein-
zelnukleotid-Polymorphismen entstehen fehlerhafte Genprodukte im Rahmen der Ener-
gieerzeugung in den Mitochondrien und es kommt zu monogenen Mitochondriopathien
verschiedener Organe. Allerdings kennt man bis zum heutigen Zeitpunkt keine spezifi-
sche Mutation der mitochondrialen DNA, welche eindeutig mit dem plétzlichen Saug-
lingstod assoziiert werden kann (Courts und Madea, 2010).

Ebenfalls durch zahlreiche Studien belegt, ist eine mogliche Korrelation des plétzlichen
Sauglingstodes mit dem sogenannten Long-QT-Syndrom. Schwartz et al. (1998) fanden
in einer grof3 angelegten, prospektiven Studie heraus, dass bei 50 % der plotzlichen
Sauglingstodesfélle bereits in der ersten Woche nach der Geburt ein verlangertes QTc-
Intervall im EKG vorgelegen hatte. Zudem war das Risiko fir den plétzlichen Sauglings-
tod durch eine verlangerte QTc-Zeit (>440 ms), in der ersten Lebenswoche, um den
Faktor 41 erhoht. Das Long-QT-Syndrom basiert auf verschiedenen genetischen Mutati-
onen, die eine Fehlfunktion kardialer lonenkanale bewirken. Mit Hinblick auf den plétzli-
chen Sauglingstod wurde bereits in mehreren Studien eine Assoziation mit Mutationen
im SCN5A-Gen nachgewiesen (Ackerman et al., 25-001; Millat et al., 2009; Schwartz et

al., 2000), was auf eine Korrelation dieser beiden Krankheiten hinweist.

Im Hinblick auf die, in dieser Arbeit thematisierten, Hitzeschockproteine sind die Ergeb-
nisse von Courts et al. (2013) interessant. Die Arbeitsgruppe untersuchte in einer Fall-
Kontroll-Studie die DNA von 133 Opfern des plétzlichen Kindstodes auf eine pathogene-
tische Einzelnukleotidvariante im kodierenden Gen fiur Hitzeschockprotein 60. Im Ver-
gleich mit einem Kontrollkollektiv zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen
der Genvariante und dem plétzlichen Sauglingstod. Die Autoren schlossen daraus, dass
die durch die Genveranderung bedingte Beeintrachtigung der Hitzeschockreaktion, zu-
mindest in einem Teil der Félle, an der Pathogenese des plotzlichen Sauglingstodes
beteiligt sein kdnnte.
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2.2 Hitzeschockproteine
2.2.1 Die Funktion von Chaperonen

Jedes Protein besitzt eine naturliche dreidimensionale Faltstruktur, die durch die jeweili-
ge Abfolge der Aminosauren in seiner Polypeptidkette vorgegeben ist. Molekulare Cha-
perone sind eine heterogene Gruppe von Proteinen, die anderen Proteinen helfen, ihre
korrekte Konformation bei der Faltung einzunehmen und Fehlfaltungen zu vermeiden
(Alberts et al., 2011).

Der Begriff wurde 1978 von Laskey et al. eingefuhrt um die Funktion von Nukleoplasmin
zu beschreiben, einem nuklearen Protein, welches die fehlerhafte Interaktion zwischen
Histonen und DNA verhindert. Mit der Zeit wurde der Gebrauch der Bezeichnung auf
weitere Proteine ausgeweitet. Die heute geldufige Definition nach Hendrick und Hartl
(1993) beschreibt ein molekulares Chaperon als ,ein Protein, welches vortbergehend
an eine instabile Konformation eines anderen Proteins bindet und es stabilisiert und
durch reguliertes Binden und Lésen dessen korrektes Schicksal in vivo unterstlitzt: sei
es Faltung (im Anschluss an die de novo Synthese, Transit durch eine Membran, oder
stressinduzierte Denaturierung), Oligomerisierung, Interaktion mit anderen zellularen
Komponenten, Wechsel zwischen aktiven und inaktiven Konformationen, intrazellularer
Transport oder proteolytische Degradation, entweder selbststédndig oder mit der Hilfe

von Kofaktoren® (Ubersetzt aus dem Englischen).

In Situationen also, in denen Proteine ungefaltet als flexible Proteinketten vorliegen, bin-
den molekulare Chaperone voribergehend an hydrophobe Abschnitte dieser Polypep-
tidketten und unterstutzen somit die korrekte Faltung oder Renaturierung des Proteins.
Gleichzeitig wird auf diesem Weg die Bildung von Proteinaggregaten durch intermoleku-
lare Interaktion im gedrangten intrazellularen Milieu verhindert (Agashe und Hartl, 2000).

Zu den Chaperonen gehoren die Chaperonine und die Hitzeschockproteine.
2.2.2 Vorkommen und Expression von Hitzeschockproteinen

Hitzeschockproteine sind eine inhomogene Gruppe von Proteinen, die ubiquitar in allen
Organismen vom Bakterium bis zum Menschen vorkommen und in praktisch jedem zel-

lularen Kompartiment nachweisbar sind (Lindquist und Craig, 1988). Sie wurden in der
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Literatur erstmals von Ritossa (1962) beschrieben, der in einem Experiment Zellen der
Fruchtfliege Drosophila busckii Hitze mittels Inkubator aussetzte und feststellte, dass
dadurch in den Speicheldrisenzellen der Fliegenlarven ein charakteristisches ,Puff-

Muster® in den Chromosomen induziert wird.

Hitzeschockproteine sind auch im normothermen Zustand in den meisten Zellen zu fin-
den. lhren Namen verdanken sie der Tatsache, dass ihre Synthese in der Zelle stark
ansteigt, sobald der Organismus Temperaturen ausgesetzt ist, die héher sind als seine
normale Umgebungstemperatur (Lindquist und Craig, 1988). Diese Temperaturgrenzen
sind dementsprechend zwischen den verschiedenen Organismen sehr unterschiedlich.
Leider finden sich kaum Arbeiten, die die exakten Temperaturschwellenwerte und die
jeweils notige Expositionsdauer benennen, die bei unterschiedlichen Organismen zu
einer Hitzeschockproteinexpression fuhren. Daniels et al. (1984) untersuchten die Reak-
tion von Halobacterium volcanii auf einen definierten Hitzeschock. Es handelt sich dabei
um ein thermophiles Bakterium, dessen optimale Wachstumstemperatur bei etwa 45 °C
liegt. Zwar war mittels einer Gelelektrophorese auch bei der Kontrolltemperatur von 37
°C eine geringe Expression der Hitzeschockproteine zu verzeichnen, es zeigte sich aber
eine maximale Induktion bei etwa 60 °C. Auch die Dauer der Hitzeeinwirkung schien
eine Auswirkung auf die Induktion der Hitzeschockproteine zu haben, mit einem maxi-
mal gemessenen Ergebnis nach 75 Minuten bei 60 °C. Anderson et al. fihrten 1988 ei-
ne adhnliche Studie in Bezug auf Saugetiere durch. Zellkulturen, bestehend aus immorta-
lisierten Ovarialzellen des chinesischen Streifenhamsters wurden, ausgehend von 37
°C, erhitzt und das Ausmal’ der Induktion von Hitzeschockproteinen mittels Gelelektro-
phorese festgehalten. Es fand sich hier eine maximale Expression von Hsp70 nach 10-

mindtigem Erhitzen der Zellen auf 45 °C.

Neben der Hyperthermie wurden in zahlreichen Studien mittlerweile weitere Stressoren
gefunden, die ebenfalls zur gesteigerten Expression von Hitzeschockproteinen flihren.
Dementsprechend untersuchten Preuss et al. (2008) das Nierengewebe von 100 Fallen
mit der Todesursache Unterkihlung immunhistochemisch auf die Expression von
Hsp70. Im Vergleich mit einer Kontrollgruppe von Fallen ohne Hypothermie fand sich in

der mikroskopischen Auswertung eine starker ausgepragte Expression von Hsp70.
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Dass auch eine voribergehende kardiale Ischamie eine Induktion von Hitzeschockprote-
inen bewirkt, wurde durch Knowlton et al. (1991) bestatigt. Sie erzeugten an einem in-
vivo Kaninchenmodell eine myokardiale Ischamie durch Okklusion einer Koronararterie
und erfassten die Expression von Hsp70 mittels Northern Blot. Im ischamischen Gewe-
be zeigte sich hier ein deutlicher Anstieg der Expression im Vergleich zu nicht ischami-

schem Gewebe desselben Herzens.

Der Effekt einer Hypoxie auf die Hitzeschockproteinexpression wurde von Patel et al.
(1995) untersucht. Diese Gruppe setzte Hepatomzellen niedrigen Sauerstoffkonzentrati-
onen aus und bestimmte anschliel3end die Expression von Hsp70 mittels Northern Blot.
Auch hier zeigte sich eine deutlich gesteigerte Hitzeschockproteinexpression innerhalb

von drei Stunden nach der induzierten Hypoxie.

Durch die oben genannten und zahlreiche weitere physiologischen Reize wird in euka-
ryotischen Zellen der sogenannte Hitzeschockfaktor (HSF) aktiviert. Hierbei handelt es
sich um einen Transkriptionsfaktor, der in der nicht gestressten Zelle im Zytoplasma und
Nukleus als Monomer ohne DNA-Bindeaktivitat vorliegt. Als Reaktion auf die oben ge-
nannten Stressoren flgen sich die HSF zu Trimeren zusammen und akkumulieren im
Zellkern, wo sie an Hitzeschock-Gen-Promoter-Regionen der DNA binden und dadurch
die Produktion von Hitzeschockproteinen induzieren. Diese Reaktion auf Reizzustande
erfolgt so schnell, dass sie bereits nach wenigen Minuten nachgewiesen werden kann
(Morimoto, 1993).

Die Hitzeschockproteine werden entsprechend ihrer molekularen Masse in verschiedene
Familien eingeteilt, die jeweils mit bestimmten intrazellul&ren Lokalisationen und protek-

tiven Funktionen innerhalb der Zelle assoziiert werden (Madden et al., 2008).
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Tab. 3: Einteilung der verschiedenen Hitzeschockproteinklassen entsprechend ihrer
Hauptfunktion und Lokalisation in der Zelle (nach Madden et al., 2008)

Hsp-Familie Zellulare Lokalisation | Hauptfunktion

Hsp27 Zytosol und Nukleus Mikrofilament-Stabilisierung
Hsp60 Mitochondrien Proteinprotektion und Reparatur
Hsp70 Familie
Hsp72 Zytosol und Nukleus Proteinfaltung und Zytoprotektion
Hsp73 Zytosol und Nukleus Proteintranslokation
Hsp75 Mitochondrien Proteintranslokation
Hsp78 Endoplasmat. Reticulum | Zytoprotektion und Proteintranslokation
HsDOO Zytosol, Nukleus, endo- | Proteintranslokation und
S
P plasmat. Reticulum Rezeptorregulation
Hspl100-104 Zytosol Proteinfaltung
2.2.3 Hsp27

Hsp27 gehort mit einer Masse von etwa 27 kDa zur Gruppe der kleinen Hitzeschockpro-
teine (sHsp) die charakteristische Gemeinsamkeiten im strukturellen Aufbau teilen. sHsp
besitzen eine geringe molekulare Masse von 12-43 kDa. Sie weisen an ihrem C-
terminalen Ende eine konservierte a-Kristallin-Domane auf und formieren sich zu grof3en
Oligomeren, bestehend aus mehreren Untereinheiten mit einer Gesamtgrof3e von 300-
800 kDa (Behlke et al., 1991; Haslbeck et al., 2005).

Bereits unter normalen Bedingungen sind sHsp im Zytosol der meisten Zellen vorzufin-
den. Werden die Zellen dann einem Hitzeschock ausgesetzt, steigt die Produktion stark
an, sodass sHsp in ihrer maximalen Konzentration bis zu 1 % der gesamten zellularen
Proteine ausmachen (et et al., 1993). Haslbeck et al. (2004) zeigten in einem Experi-
ment an Saccharomyces cerevisiae, dass bei einem Hitzeschock von 43 °C bis zu ein
Drittel der gesamten zytosolischen Proteine der Hefe an sHsp gebunden vorliegen kon-

nen.
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Die kleinen Hitzeschockproteine arbeiten ATP-unabhangig, sie erkennen Proteine, die
sich durch Stress entfaltet haben, binden deren hydrophobe Anteile und schiitzen sie
damit vor Aggregation (Jakob et al., 1993; Lee et al., 1997). Wahrscheinlich sind sHsp
nicht direkt an der Proteinfaltung beteiligt, sondern halten durch die Bindung ungefalteter
Proteine ein Reservoir fur die Renaturierung bereit, die dann von grol3eren Hitzeschock-

proteinen, wie etwa Hsp70, ATP-abhangig unterstitzt wird (Haslbeck et al., 2005).
2.2.4 Hsp70

Die Hsp70-Familie ist eine der am besten erforschten Hitzeschockproteinklassen. Die
Proteine dieser Klasse sind zwischen 70 und 78 kDa grof3 und machen bis zu 2 % der
gesamten zellularen Proteine aus (Katschinski, 2004). Jeder Organismus weist eine un-
terschiedliche Anzahl verschiedener Proteine der Hsp70 Familie auf. Beim Menschen
sind bisher mindestens acht bekannt (Daugaard et al., 2007). Sie sind auch im Normal-
zustand in den meisten Kompartimenten der eukaryotischen Zelle zu finden und werden
unter Stress vermehrt gebildet (Beck et al., 2000). Die Hsp70 sind an der Faltung neu
synthetisierter, sowie an der Korrektur falsch gefalteter und teilweise denaturierter Prote-
ine beteiligt. Zudem sind sie wahrscheinlich Teil der Translokation von Proteinen durch
Zellmembranen in die Organellen und der Auflésung von Proteinaggregaten (Beissinger
und Buchner, 1998; Chirico et al., 1988; Hartl, 1996; Hayes und Dice, 1996; Liang und
MacRae, 1997).

Ein Grofiteil der Hsp70 sind im Zytosol und Nukleus lokalisiert, mit Ausnahme von
Hsp75 und Hsp78, die in den Mitochondrien, respektive im endoplasmatischen Retiku-
lum vorzufinden sind (Madden et al., 2008). Sie liegen als Monomere vor und haben
zwei funktionelle Domanen, eine N-terminale-ATPase-Doméane und eine C-terminale-
Peptid-Binde-Domane (Katschinski, 2004). Bindet ATP an die N-terminale-ATPase-
Domane, wird an der C-terminalen-Domane ein Spalt getffnet, an den kurze, hydropho-
be Peptide als Substrat gebunden werden kénnen. Sobald das ATP zu ADP hydrolysiert
wird, schlief3t sich der Spalt und fixiert das Substrat im Hitzeschockprotein. Wird das
ADP mithilfe von Kofaktoren wiederum durch ATP ersetzt, erfolgt die Freigabe des Sub-

strates und die Faltung des Proteins ist wieder moglich (Agashe und Hartl, 2000).
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2.3 Grundlagen der Immunhistochemie

Die Immunhistochemie stellt heutzutage ein wichtiges diagnostisches Instrument der
Medizin, sowohl im Rahmen von Routineuntersuchungen, als auch in der wissenschaft-
lichen Forschung dar. Den Grundstein fur diese Methode legten Coons und seine Kolle-
gen (1941) mit einer Arbeit, in der sie die ldentifizierung zellularer Antigene mittels direk-
ter Immunfluoreszenz beschrieben. Bis heute wurden zahlreiche weitere direkte und
indirekte Verfahren entwickelt, um Antigene in Gewebeproben mit spezifischen, markier-

ten Antikorpern mikroskopisch sichtbar zu machen.

Bei der direkten Methode wird ein primarer Antikrper mit einem Marker konjugiert, auf
das Gewebe aufgebracht und stellt so ein promptes Signal unter dem Mikroskop dar.
Diese Methode ist zwar schnell durchzufiihren, aber nicht sehr spezifisch und wird nur
noch selten durchgefiihrt (Ramos-Vara, 2005). Um eine hdhere Sensitivitat zu erreichen,
wurde das indirekte Nachweisverfahren von Coons et al. (1955) entwickelt, das mindes-
tens zwei Schritte umfasst. In einem ersten Schritt wird ein nicht markierter Primaranti-
korper angewandt, im zweiten Schritt kommt ein markierter Sekundarantikérper hinzu,
der spezifisch an den Primérantikérper bindet. Da meist mehrere Sekundéarantikoérper an
einen Primarantikdrper binden und zudem an jeden Sekundarantikérper mehrere
Markermolekile gebunden sein kénnen, fuhrt die Erweiterung des Verfahrens um die-
sem Extraschritt zu einer Signalamplifikation und damit auch bei relativ geringen Anti-

gen-Konzentrationen zu einem starken Signal (Renshaw, 2006).

Eine weit verbreitete indirekte Methode ist die sogenannte Avidin-Biotin-Komplex (ABC)
Methode. Hier wird der Sekundarantikdrper biotinyliert und als drittes Reagenz ein zuvor
vorbereiteter Komplex aus Avidin und markiertem Biotin hinzugefligt. Avidin ist ein aus
Huhnereiweil3 gewonnenes Glykoprotein. Es besitzt vier Bindungsstellen und eine hohe
Affinitat fur das Vitamin Biotin. Bei der Mischung von Avidin und markiertem Biotin muss
im Mengenverhdltnis darauf geachtet werden, dass einige Bindungsstellen des Avidin
frei bleiben, damit hier eine Bindung mit dem biotinylierten Sekundarantikérper einge-
gangen werden kann. So kdnnen an jeden Sekund&rantikérper zahlreiche Markermole-
kile indirekt gebunden werden (Ramos-Vara, 2005). Da Avidin einen isoelektrischen
Punkt von 10 hat und dazu neigt, nichtspezifisch an negativ geladene und Lectin-
ahnliche Komponenten zu binden, kdnnen bei der Farbung unerwiinschte falsch positive



- 28 -

Signale entstehen. Um dies zu vermeiden und die Sensitivitéat zu steigern, verwendet
man heute haufig die Labeled-Streptavidin-Biotin (LSAB) Methode. Streptavidin wird aus
dem Bakterium Streptomyces avidinii gewonnen, es hat einen neutralen isoelektrischen

Punkt und bindet nicht an Lectin, somit erzeugt es weniger falsch positive Signale.

Bei der LSAB-Methode wird ebenfalls ein biotinylierter Sekundarantikdrper eingesetzt,
dieser stellt die Verbindung zwischen dem Primarantikérper und einem Strept-avidin-

Peroxidase-Komplex dar, welcher als Marker fungiert (Ramos-Vara, 2005).

./ Label
k/ Labeled (strept)avidin
Strept(avidin)

Biotin

Biotinylated secondary antibody

Primary antibody

A P Antigen (target)

Abb. 3: Schematische Darstellung der Labeled-Streptavidin-Biotin (LSAB) Methode
(Renshaw, 2006)

Die immunhistochemische Untersuchung von Hitzeschockproteinen, wie sie im Rahmen
dieser Arbeit durchgefuhrt wurde, findet besonders haufig im Rahmen der Tumordiag-
nostik statt und ist als solche ein gut etabliertes Verfahren. Beispielsweise ist der im-
munhistochemische Nachweis von Hsp27 ein geeignetes Instrument bei der Diagnose
eines hohergeradigen Zervixkarzinoms (Tozawa-Ono et al., 2012). Des Weiteren kann
das Ausmall der Hsp27-Expression, gemeinsam mit weiteren klinischen und pathologi-
schen Variablen, dazu beitragen die Uberlebenswahrscheinlichkeit beim Aderhautmela-
nom vorherzusagen (Jmor et al., 2012).

In einer Studie von Isomoto et al. (2003) zeigte sich eine vermehrte Expression von

Hsp70 im Tumorgewebe von Magenkarzinomen im Vergleich mit umliegendem gesun-
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den Gewebe. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch in einer Studie von Mili¢evi¢ et al.
(2007) an Gewebeproben von kolorektalen Adenokarzinomen. Die Autoren schlie3en
daraus, dass eine Uberexpression von Hsp70 im malignen Gewebe mit einer Tumorpro-

gression assoziiert ist.
2.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Hintergrund der vorliegenden Arbeit war die Frage, ob sich der immunhistochemische
Nachweis von Hitzeschockproteinen in postmortal sichergestelltem Gewebe als Diagno-
sekriterium fUr den plétzlichen Sauglingstod verwenden lasst. Es gibt zwar bereits zahl-
reichen Studien zum plétzlichen Sauglingstod, bisher konnten aber noch keine relevan-

ten diagnostischen Marker postmortaler Untersuchungen gefunden werden.

Da die Uberwarmung, durch mehrere Studien belegt (s. Tabelle 4), als Risikofaktor fiir
den plétzlichen Sauglingstod anerkannt wurde, schien es interessant zu prifen, ob die
Hitzeschockproteinexpression als mdogliches histopathologisches Korrelat in einem

SIDS-Kollektiv entsprechend hoher ist als in einem Kontrollkollektiv.

Tab.4: Uberblick der wichtigsten verdoffentlichten Forschungsarbeiten zum Thema plotz-
licher Sauglingstod und Hyperthermie mit Angabe von Untersuchungsmethoden, Fall-
zahlen und Ergebnissen

Autor Untersuchungsmethode Fallzahl | Ergebnisse
Pfeifer Postmortale Messung der rektalen | 138 Nachweis einer Hy-
(1980) Temperatur perthermie in 82,6 %
der Falle
Sunderland, | Postmortale Messung der rektalen | 24 In 10 Fallen Tempe-
Emery Temperatur ratur tber 38 °C und
(1981) in 5 Fallen tber 40 °C
Stanton Postmortale Untersuchung auf fol- 34 Lediglich in 2 Fallen
(1984) gende Faktoren: fand sich keiner der
) genannten 4 Fakto-

- Schwitzen ren

- hohe Umgebungstemperatur

- Zeichen einer Infektion

- warme Bekleidung/Bedeckung
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Autor Untersuchungsmethode Fallzahl | Ergebnisse
Stanton Postmortale Messung der rektalen | 15 In 40 % der Félle rek-
(1984) Temperatur tale Temperatur tber
37°C
Fleming et | Postmortal gefuhrte Befragung der | 67 Uberwarmung erweist
al. (1990) Eltern, u. a. beziglich: sich als unabhangiger
N Risikofaktor fur SIDS
- Schlafposition
- Menge und Beschaffenheit des
Bettzeugs (tog-value)
- Heizverhalten
Gilbert et al. | Mikrobiologische Untersuchung ver- | 95 Die Kombination aus
(1992) schiedener Korperflissigkeiten auf einer viralen Infektion
Viren und Bakterien und der dicken Um-
) hullung mit Bettzeug
Postmortal gefuihrte Befragung der erhéht das Risiko fiir
Eltern, u. a. bezuglich: den plotzlichen Saug-
- Zeichen einer Infektion lingstod
- Schlafposition
- Menge und Beschaffenheit des
Bettzeugs (tog-value)
Ponsonby et | Untersuchung der thermischen Um- | 41 Uberwarmung erweist
al. (1992) gebung (Wetter, Raumtemperatur, sich als unabhangiger
Heizung, etc.) Risikofaktor fur SIDS
Postmortal gefuihrte Befragung der
Eltern
Ausfihrlicher Fragebogen zur haus-
lichen Situation und den Schlafge-
wohnheiten des Kindes
Kleemann Postmortal gefuhrte Befragung der | 140 Signifikante Assozia-
et al. (1996) | Eltern, u. a. bezuglich: tion zwischen den

- Schwitzen

- Auffindesituation Bede-

ckung/Bekleidung

bzgl.

Anzeichen einer pra-
terminalen Hyper-
thermie und dem Ri-
siko fur den plotzli-
chen Sauglingstod




-31-

3. Material und Methoden

3.1 Kollektiv SIDS-Falle

Das Studienkollektiv bestand aus 120 Fallen mit der Todesursache eines plétzlichen
Sauglingstodes, die uber die Jahre 1997 bis 2013 am Institut fir Rechtsmedizin der
Rheinischen-Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn gerichtlich obduziert wurden. Bei den
Obduktionen, sowie nachfolgenden histologischen, mikrobiologischen und toxikologi-
schen Untersuchungen, konnten samtliche konkurrierenden Todesursachen ausge-
schlossen werden. Gemal der San Diego Klassifikation von 2004 (Krous et al., 2004)
waren die meisten Falle der Subkategorie 1B zuzuordnen, da routinemé&Rig keine chemi-
sche Untersuchung der Glaskorperflussigkeit erfolgte. Es wurde jeweils Organgewebe
entnommen und in Formaldehyd asserviert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das ent-
sprechende Gewebe von Herz, Lunge und Niere immunhistochemisch auf die Expressi-
on von Hsp27 und Hsp70 untersucht. Diese Organe hatten sich, in einer Untersuchung
von Doberentz et al. (2014) an Verbrennungsopfern, als sensibel im Hinblick auf die Hit-

zeschockproteinexpression bei starker Warmeeinwirkung erwiesen.

Da nicht mehr alle Organproben vollstadndig im Archiv vorhanden waren, belauft sich die
Anzahl der Gewebeproben der Lungen auf 98, der Herzen auf 102 und der Nieren auf

91 Exemplare.

Die Obduktionsprotokolle, sowie gegebenenfalls vorliegende polizeiliche Unterlagen,
wurden auf Begleitumstdnde des Todes, insbesondere auf Hinweise bezuglich einer

Uberwarmung bzw. Temperaturerhéhung der Kinder bei Todeseintritt untersucht.
3.2 Kollektiv Kontroll-Falle

Als Kontrollkollektiv wurden 29 Todesfalle von Kindern aus den Jahren 1996 bis 2013
untersucht, bei denen durch die gerichtliche Obduktion am Institut fir Rechtsmedizin der
Rheinischen-Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn eine nicht natirliche Todesursache
festgestellt werden konnte (s. Tabelle 5). Die Organe dieser Falle wurden ebenfalls im-
munhistochemisch auf die Expression von Hsp27 und Hsp70 untersucht. Es lagen hier

Gewebeproben von 24 Lungen, 26 Herzen und 26 Nieren vor.



-32-

Tab. 5: Auflistung der Félle des Kontrollkollektivs entsprechend der Todesursache

Todesursache Anzahl
Infektion 7
Trauma 6
Missbildung 6
Ersticken 5
Ertrinken 2
Gasembolie 1
Geburtskomplikation 1
Hirn6dem 1

3.3 Immunhistochemische Farbung
3.3.1 Vorbereitung der Gewebeproben

Bei jeder Obduktion wurden die Organe Herz, Lunge und Niere entnommen und ent-
sprechende Gewebeanteile asserviert. Als Fixativ wurde dazu im Institut der Rechtsme-
dizin Bonn seit 1996 neutral phosphat-gepuffertes Formaldehyd (8-10 %) verwendet.
Die Dauer der Fixierung lag sowohl in der Studiengruppe als auch in der Kontrollgruppe

zwischen wenigen Wochen und mehreren Jahren.

Fur die aktuelle Untersuchung der Gewebe wurden diese zunadchst zu kleinen Blécken
geschnitten und dann im Autotechnikon (Firma Shandon, Modell: Citadel 1000) schritt-
weise mittels aufsteigender Alkoholreihe entwassert. Im Anschluss erfolgte die Einbet-
tung der Gewebeschnitte in Paraffin. Von den entstandenen Gewebsblocken wurden am
Mikrotom jeweils mehrere 2-4 um dinne Schnitte angefertigt und auf herkdbmmliche Ob-
jekttrager Ubertragen. Die anschlieBende Trocknung der Praparate erfolgte tber 48
Stunden im Brutschrank bei 37 °C.

Zur Entparaffinierung und Rehydrierung wurden die getrockneten Préparate zunachst

zweimal fir 10 Minuten in Xylol getaucht, anschlielend in eine Ethanolreihe mit abstei-
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gender Konzentration gegeben (2 x 10 Min in 100 %, 2 x 3 Min in 96 %, 1 x 3 Min in 70

%, 1 x 3 Min in 50 %), sowie zum Schluss einmal in TRIS-Puffer gespdlt.
3.3.2 Antigendemaskierung

Die Fixierung in Formaldehyd bewirkt in den Geweben eine Quervernetzung von Protei-
nen, welche die Antigenbindung bei der Farbung mit Antikérpern verhindert und somit
keine aussagekraftigen Ergebnisse zulasst. Bevor die immunhistochemische Farbung
begonnen werden kann, muss also auf eine Methode zuriickgegriffen werden, mit der
sich die entstandenen Hydroxymethylenbricken wieder aufspalten lassen. Dazu haben
sich mit der Zeit zwei verschiedene Verfahren etabliert. Entweder erfolgt die Vorbehand-
lung der Schnitte durch Inkubation in einem proteolytischen Enzym bei 37 °C oder durch
Erhitzen der Pr&parate in einer Pufferldsung, zum Beispiel mit einer Mikrowelle
(Renshaw, 2006).

In dieser Arbeit wurde letzteres Verfahren zur Antigendemaskierung genutzt. Die entpa-
raffinierten Schnitte wurden in Plastikklvetten gestellt und dreimal fur jeweils 10 Minuten
in Citratpuffer (pH 6) bei 900 Watt in einer konventionellen Mikrowelle erhitzt. Dabei ver-
dampfende Flussigkeit wurde regelmé&Rig nachgefillt, sodass die Objekttrager standig
mit Pufferlosung benetzt waren. Nach 20-minitigem AbklUhlen bei Raumtemperatur

wurden die Schnitte nochmals in TRIS-Puffer gespdlt.
3.3.3 Farbung nach der Labeled-Streptavidin-Biotin-Methode

Die Immunhistochemische Farbung erfolgte auf Grundlage der Labeled-Streptavidin-
Biotin-Methode (s. Kapitel 2.3). Dazu wurden die Praparate zunachst mit einem jeweils
spezifischen Priméarantikbrper (monoklonale Maus-Antikorper) fur die Hitzeschockprotei-
ne 27 und 70 Uber Nacht inkubiert. Am n&chsten Tag erfolgte zunachst die Zugabe ei-
nes biotinylierten Sekundarantikorpers, darauffolgend wurde der markierte Streptavidin-
Komplex appliziert. Im Anschluss an die erforderliche Einwirkzeit erfolgte die Anfarbung
mittels Chromogen-Substrat. Eine detaillierte Farbeanleitung findet sich in Kapitel 7.2.
Als Kontrast zur immunhistochemischen Farbung der Hitzeschockproteine erfolgte die
Kernfarbung der Préaparate mit Hamalaun. Dieser basische Farbstoff fihrt zu einer zart-
blauen Anfarbung der Zellkerne und bietet somit einen Hintergrund fur die immunhisto-

chemischen Signale. AbschlieRend wurden die Schnitte mit Deckglasern versehen.
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Um maogliche Fehler bei der Farbung auszuschliel3en bzw. erkennbar zu machen, wur-
den bei jedem Farbevorgang eine Positivkontrolle, sowie jeweils eine Negativkontrolle

fur den Primér- und den Sekundarantikdrper mitgefuhrt.
3.4 Mikroskopische Auswertung

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbeergebnisse erfolgte mikroskopisch als
semiquantitatives Verfahren. Obwohl die semiquantitative Auswertung der quantitativen
in ihrer Genauigkeit unterlegen ist, ist sie doch geeignet die Fragestellung dieser Arbeit
zu beantworten und bietet mdgliche Ansatzpunkte fir eventuell folgende Studien zum

Thema.

Die lichtmikroskopische Beurteilung der Praparate erfolgte bei 400-facher VergrofR3erung.
Dabei wurden die Praparate maanderformig gesichtet, die Farbeergebnisse von jeweils
30 Gesichtsfeldern semiquantitativ erfasst und zu einem Ergebnis pro Praparat und Or-
ganteilstruktur zusammengefasst. Waren pro Fall mehrere Préaparate eines Organs vor-

handen so wurden diese zu einem Gesamtergebnis zusammengefigt.

Die Gradeinteilung der positiven Ergebnisse erfolgte in Anlehnung an Preuss et al.
(2008) nach der Auspragung der Farbreaktion und dem prozentualen Anteil der ange-
farbten Zellen in Verhaltnis zur jeweiligen Gesamtzellzahl in vier Grade (s. Tab. 6). Dazu
wurden fur jedes Gesichtsfeld die rot markierten Zellen einer Organstruktur erfasst und
ins Verhaltnis zu der Gesamtzellzahl dieser Struktur gesetzt. Nach Auswertung der 30
Gesichtsfelder wurde ein Mittelwert bestimmt, welcher als Endergebnis fir die jeweilige

Organstruktur festgehalten wurde.

Dabei entsprach Grad 0 einem negativen Ergebnis bei der immunhistochemischen Far-
bung, bei der keine Anfarbung von Zellstrukturen zu verzeichnen war. Grad 1 entsprach
einer schwachen Farbreaktion bei der weniger als 30 % der jeweiligen Organstruktur
positive Signale zeigte. Konnten zwischen 30 und 60 % der Zellen einer Struktur als po-
sitiv gewertet werden, erfolgte die Zuteilung zu Grad 2. Eine intensive Anfarbung von
Zellstrukturen mit einem Anteil von tber 60 % entsprach Grad 3.

Tabelle 7 zeigt welche Organstrukturen auf zellularer Ebene in der mikroskopischen

Auswertung jeweils separat beurteilt wurden.
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Die Abbildungen 4 bis 7 stellen jeweils beispielhaft das mikroskopische Bild der Teil-

strukturen, entsprechend der jeweiligen Graduierung, dar.

Tab. 6: Gradeinteilung der mikroskopischen Auswertung nach der Intensitat der Farbre-
aktion und dem prozentualen Anteil der angefarbten Zellen zur Gesamtzellzahl

Grad Farbreaktion Befund (semiquantitativ)
0 keine 0 % positiv

1 schwach > 0 % bis 29,99 %

2 moderat 30 % bis 59,99 %

3 intensiv 60 % bis 100 %

Tab. 7: Auflistung der zellularen Strukturen, die im Rahmen dieser Arbeit mikroskopisch
ausgewertet wurden

Organ Zellulare Strukturen
Herz Myozyten

Fibrozyten

Gefalle
Lunge Bronchien

Respiratorisches Epithel
Gefalle

Alveolarsepten
Peribronchiale Drisen

Peribronchiales Bindegewebe

Niere Glomeruli
Tubuli
GefalRe

Bindegewebe
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Abb. 5: Niere, Hsp27, 200-fache VergroRerung — Tubuli Grad 1 positiv
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Abb. 7: Positivkontrolle, Unterhautfettgewebe, Hsp27, 200-fache Vergrol3erung — Gefa-
3e Grad 3 positiv
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4. Ergebnisse

4.1 SIDS-Kollektiv allgemein

Das Studienkollektiv bestand aus 120 obduzierten plétzlichen Sauglingstodesfallen aus
den Jahren 1997 bis 2013 (s. Abb. 8).
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Abb. 8: Anzahl der obduzierten SIDS-Falle pro Jahr (1997-2013) am Institut far
Rechtsmedizin der Universitat Bonn
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Abb. 9: Verteilung der 120 obduzierten SIDS-Falle entsprechend der Jahreszeit, darge-
stellt als Anzahl der Félle bezogen auf den jeweiligen Monat
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Die Abbildung 9 zeigt die Anzahl der obduzierten Félle von plétzlichem Sauglingstod
bezogen auf den jeweiligen Monat, wobei ein eindeutiges Maximum der Todesfélle in

den Herbst- und Wintermonaten erkennbar ist.

Das Studienkollektiv setzte sich aus 46 weiblichen und 74 méannlichen Séuglingen zu-
sammen. Das durchschnittliche Lebensalter zum Todeszeitpunkt betrug 125 Tage, mit
einem Minimum von 7 und einem Maximum von 344 Tagen. Den Abbildungen 10 bis 12
ist zu entnehmen, dass der plétzliche Sauglingstod unabhangig vom Geschlecht gehauft

zwischen dem zweiten und vierten Lebensmonat auftrat.
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Abb. 10: Altersverteilung des gesamten Studienkollektivs zum Zeitpunkt des Todes,
dargestellt in Monaten
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Abb. 11: Altersverteilung der 46 weiblichen SIDS-Opfer zum Zeitpunkt des Todes, dar-
gestellt in Monaten
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Abb. 12: Altersverteilung der 74 mannlichen SIDS-Opfer zum Zeitpunkt des Todes, dar-
gestellt in Monaten

Hinweise zu Begleitumstéanden des Todes und zur Auffindesituation der Kinder wurden
den jeweiligen Obduktionsprotokollen sowie gegebenenfalls vorliegenden polizeilichen
Unterlagen entnommen. Darin war in 49 Fallen eine Positionierung des Kindes in
Bauchlage beschrieben, in 27 Fallen ist eine Ricken- oder Seitenlage angegeben, in

den Ubrigen 44 Fallen gab es keine Angaben zur Schlafposition des Kindes.

Bei 16 Fallen von plétzlichem Sauglingstod handelte es sich um ehemals frihgeborene
Kinder. Von besonderem Interesse flr diese Arbeit sind die Aufzeichnungen im Hinblick
auf den Risikofaktor ,pramortale Hitzeeinwirkung®. In 11 Fallen war eine UberméaRige
Warmezufuhr durch vollstandige Bedeckung mit einem Federbett dokumentiert. In 29

Fallen soll zum Todeszeitpunkt ein viraler oder bakterieller Infekt vorgelegen haben.

In 80 Féllen fand sich in den Protokollen keine detaillierte Beschreibung der Auffindesi-
tuation, weshalb keine Einschatzung der pramortalen Hitzeeinwirkung vorgenommen

werden konnte.
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4.2 Kontrollkollektiv allgemein

Das Kontrollkollektiv bestand aus 29 Todesfallen von Kindern aus den Jahren 1996 bis
2013, denen verschiedene nicht natlrliche Todesursachen zugrunde lagen. Das Kollek-
tiv setzte sich aus 16 mannlichen und 13 weiblichen Individuen zusammen. Das minima-
le Alter lag bei 4, das maximale bei 3541 Tagen mit einem Mittelwert von 876 Tagen (s.

Abb. 13).
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Abb. 13: Altersverteilung des Kontrollkollektivs zum Zeitpunkt des Todes, dargestellt in
Jahren

4.3 Ergebnisse Hsp27

4.3.1 SIDS-Kollektiv

Fur die immunhistochemische Untersuchung stand Lungengewebe in 98 Fallen, Herz-
gewebe in 102 Fallen und Nierengewebe in 91 Fallen zur Verfigung. Die mikroskopi-
sche Auswertung der, in jedem Farbevorgang mitgefiihrten, Positiv- und Negativkontrol-
len zeigte stets unauffallige Ergebnisse (s. Abb. 7). Die Kernfarbung mittels Hamalaun

war in allen Féllen ohne Auffalligkeiten.

4.3.1.1 Lunge

Bei der immmunhistochemischen Farbung des Lungengewebes konnten in den Bronchioli,

Alveolarsepten, peribronchialen Drisen und dem peribronchialen Bindegewebe keine
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positiven Signale beobachtet werden. Im respiratorischen Epithel zeigten sich in 16 Fal-
len (16,3 %) positive Signale entsprechend Grad 1, in 9 Fallen (9,2 %) entsprechend
Grad 2 und in einem Fall (1,0 %) entsprechend Grad 3. Die Gefal3e zeigten in 12 Fallen
(12,2 %) positive Signale entsprechend Grad 1, in 4 Fallen (4,1 %) entsprechend Grad 2
und in 3 Féllen (3,1 %) entsprechend Grad 3.

HSP27 Lunge SIDS

negativ Grad 1 positiv Grad 2 positiv  mGrad 3 positiv

Bronchioli | o8 |
resp. Epithel | | 72 | | 1|6 91
Gefale | | 7|9 | | 12 48
Alveolarsepten | | | 98 | |
peribronch. Driisen | | | 98 | |
peribronch. Bindegew. | ! ! 98 ! !
0 2IO 4IO 6IO 8IO 100

Anzahl absolut

Abb. 14: Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung einzelner zellularer Strukturen in
der immunhistochemischen Farbung von Hsp27 in der Lunge (SIDS-Kollektiv)

v

Abb.15: SIDS-Kollektiv, Lunge, Hsp27, 100-fache Vergrol3erung — respiratorisches
Epithel Grad 2 positiv, Gefal3e Grad 3 positiv
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4.3.1.2 Niere

Die Farbung des Nierengewebes zeigte bei der mikroskopischen Untersuchung keinerlei
positive Signale in den Zellen der Glomeruli, GefaRe und im Bindegewebe. Lediglich in

einem Fall (1,1 %) zeigten sich im Tubulusepithel positive Signale entsprechend Grad 2.

HSP27 Niere SIDS
negativ Grad 1 positiv Grad 2 positiv  ®mGrad 3 positiv

Glomeruli 91
Tubuli _ | | 90 | | 1
Gefalie _ | | 91 | |
Bindegew. _ ! ! 91 ! !
0 20 40 60 80

Anzahl absolut

Abb. 16: Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung einzelner zellularer Strukturen in
der immunhistochemischen Farbung von Hsp27 in der Niere (SIDS-Kollektiv)
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Abb. 17: SIDS-Kollektiv, Niere, Hsp27, 400-fache Vergré3erung - Glomeruli und Tubuli
Grad 0, keine Anfarbung
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4.3.1.3 Herz

Bei der mikroskopischen Untersuchung des Herzgewebes zeigten sich nach der im-
munhistochemischen Farbung weder in Myozyten, Fibrozyten noch GefalRen positiven

Signale. Samtliche Préaparate waren komplett negativ.

HSP27 Herz SIDS
negativ Grad 1 positiv Grad 2 positiv  ®mGrad 3 positiv

Myozyten | | | - | | |
Fibrozyten _ ‘ ‘ 102 ‘ ‘ ‘
Gefafe _ ‘ ‘ 102 ‘ ‘ ‘

. 2!0 4!0 6!0 8!0 1é0

Anzahl absolut

Abb. 18: Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung einzelner zellularer Strukturen in
der immunhistochemischen Farbung von Hsp27 im Herzen (SIDS-Kollektiv)
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Abb. 19: SIDS-Kollektiv, Herz, Hsp27, 200-fache VergroRerung - Myozyten und Gefale
Grad 0, keine Anfarbung
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4.3.2 Kontrollkollektiv

Fur die immunhistochemische Untersuchung stand Lungengewebe in 24 Fallen, Herz-
gewebe in 26 Fallen und Nierengewebe in 26 Fallen zur Verfiigung. Die mikroskopische
Auswertung der, in jedem Farbevorgang mitgefiuhrten, Positiv- und Negativkontrollen
zeigte stets unauffallige Ergebnisse. Die Kernfarbung mittels Hamalaun war in allen Fal-

len ohne Auffalligkeiten.
4.3.2.1 Lunge

Bei der Auswertung der immunhistochemische Féarbung des Lungengewebes waren
keine positiven Signale in Zellen der Bronchioli, Alveolarsepten, peribronchialen Drisen
und im peribronchialen Bindegewebe zu beobachten. Das respiratorische Epithel zeigte
in zwei Fallen (8,3 %) positive Signale entsprechend Grad 2. Die Gefél3e ergaben in 4
Fallen (16,7 %) positive Signale gemaR Grad 1 und in 3 Fallen (12,5 %) gemaf Grad 2.

HSP27 Lunge Kontrolle

negativ Grad 1 positiv Grad 2 positiv. mGrad 3 positiv

Bronchioli _ | | 24 | |
resp. Epithel _ | | 22 | | 2
Gefale _ | 17 | | 4 | 3
Alveolarsepten _ | | 24 | |
peribronch. Driisen _ | | 24 | |
peribronch. Bindegew. _ ! ! 24 ! !
0 é 1IO 1I5 2IO 25
Anzahl absolut

Abb. 20: Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung einzelner zellularer Strukturen in
der immunhistochemischen Farbung von Hsp27 in der Lunge (Kontrollkollektiv)
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Abb. 21: Kontrollkollektiv, Lunge, Hsp27, 100-fache Vergré3erung - Gefalle Grad 1 po-
sitiv

4.3.2.2 Niere

Die Farbung des Nierengewebes zeigte bei der mikroskopischen Untersuchung keinerlei
positive Signale in den Zellen der Glomeruli und im Bindegewebe. Das Tubulusepithel
zeigte in zwei Fallen (7,7 %) positive Signale entsprechend Grad 1. Die Gefalde waren in

einem Fall (3,9 %) positiv gemal Grad 1 zu werten.

HSP27 Niere Kontrolle

negativ Grad 1 positiv. = Grad 2 positiv. ®mGrad 3 positiv

Glomeruli _ | | 26 | | |
Tubuli _ | | 24 | | £
Gefalie _ | | 25 | | |1
Bindegew. _ ! ! 26 ! ! !
0 5 10 15 20 25 30

Anzahl absolut

Abb. 22: Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung einzelner zellularer Strukturen in
der immunhistochemischen Farbung von Hsp27 in der Niere (Kontrollkollektiv)



Abb. 23: Kontrollkollektiv, Niere, Hsp27, 200-fache VergréRerung - Gefalle Grad 1 posi-
tiv

4.3.2.3 Herz

Die mikroskopische Untersuchung des Herzgewebes zeigte keine positiven Signale in
Myozyten und Fibrozyten. Lediglich in einem Fall (3,9 %) waren in den Gefal3zellen po-

sitive Signale gemal Grad 2 zu beobachten.

HSP27 Herz Kontrolle

negativ Grad 1 positiv. = Grad 2 positiv  ®mGrad 3 positiv

Myozyten ] | | - | | |
Fibrozyten | | | 26 | |
Gefite | | 25 | |
0 i‘, 1!0 1!5 2!0 25 30

Anzahl absolut

Abb. 24: Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung einzelner zellularer Strukturen in
der immunhistochemischen Farbung von Hsp27 im Herzen (Kontrollkollektiv)
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Abb. 25: Kontrollkollektiv, Herz, Hsp27, 200-fache Vergrol3erung - Gefalle Grad 2 posi-
tiv

4.4 Ergebnisse Hsp70
4.4.1 SIDS-Kollektiv

Fur die immunhistochemische Untersuchung stand Lungengewebe in 98 Fallen, Herz-
gewebe in 102 Fallen und Nierengewebe in 91 Fallen zur Verfigung. Die mikroskopi-
sche Auswertung der, in jedem Farbevorgang mitgefuhrten, Positiv- und Negativkontrol-
len zeigte stets unauffallige Ergebnisse. Die Kernfarbung mittels Hamalaun war in allen
Fallen ohne Auffalligkeiten.
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Abb. 26: Positivkontrolle, Unterhautfettgewebe, Hsp70, 200-fache VergroRerung — Ge-
falRe Grad 2 positiv

Die immunhistochemische Farbung von HSP70 mittels spezifischen Antikorpers zeigte
in der mikroskopischen Auswertung in keinem der Praparate positive Signale. Sowohl
das Lungen- als auch das Nieren- und Herzgewebe waren zu 100 % negativ im Hinblick

auf die Hsp70-Expression.

Abb. 27: SIDS-Kollektiv, Lunge, Hsp70, 200-fache Vergrof3erung - Alveolarsepten, Ge-
falke und respiratorisches Epithel Grad 0, keine Anfarbung
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4.4.2 Kontrollkollektiv

Fur die immunhistochemische Untersuchung stand Lungengewebe in 24 Fallen, Herz-
gewebe in 26 Fallen und Nierengewebe in 26 Fallen zur Verfigung. Die mikroskopische
Auswertung der, in jedem Farbevorgang mitgefiuhrten, Positiv- und Negativkontrollen
zeigte stets unauffallige Ergebnisse. Die Kernfarbung mittels Hamalaun war in allen Fal-

len ohne Auffalligkeiten.

Auch im Kontrollkollektiv konnten keinerlei positive Signale nach der immunhistochemi-

schen Farbung beobachtet werden. Die Praparate waren in ihrer Gesamtheit ebenfalls

negativ.

.‘ Q
‘ .s-

i &g
o ‘ B
%& e e

AL

L et ot e, &%.4 ::

Abb. 28: Kontrollkollektiv, Niere, Hsp70, 400-fache Vergro3erung - Glomeruli, Tubu-
lusepithel und Gefalle Grad 0, kein Anfarbung
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5. Diskussion

5.1 Allgemeines

Die Untersuchung der Todesumstande im Rahmen des pl6tzlichen Sauglingstodes er-
weist sich als spannendes Forschungsthema und weit gefachertes Gebiet. Zwar ist der
Begriff bereits seit 1969 definiert (Beckwith, 1970), die genaue Pathophysiologie des
plétzlichen Sauglingstodes ist aber bis heute nicht bekannt. Es existieren unzéahlige For-
schungsarbeiten, die gewisse Gemeinsamkeiten aufweisen und auf Risikofaktoren fur
den plotzlichen Sauglingstod schliel3en lassen (Gilbert et al., 2005; Hunt und Hauck,
2006; Li et al., 2003; Ponsonby et al., 1992; Stanton, 1984).

5.2 Geschlecht

Der Anteil der mannlichen Individuen an der Gesamtheit der plotzlichen Sauglingstodfal-
le wird in der Literatur mit durchschnittich 60 % angegeben (Brooke et al., 1997;
Vennemann et al., 2005). Auch in dieser Arbeit liegt der Anteil mannlicher Sauglinge am
gesamten Studienkollektiv mit 74 von 120 Féllen bei 61,7 %. Somit stimmen die Ergeb-
nisse der vorliegenden Studie in diesem Punkt mit den Ergebnissen anderer Arbeits-

gruppen Uberein.
5.3 Alter

Die Altersverteilung des untersuchten Studienkollektivs entspricht ebenfalls in etwa den
Ergebnissen anderer Forschungsgruppen. Es zeigt sich jeweils ein deutliches Maximum
der Todesfélle zwischen dem zweiten und vierten Lebensmonat sowie ein Rickgang der
Inzidenz nach dem vollendeten sechsten Lebensmonat (Bajanowski und Poets, 2004;
Hunt und Hauck, 2006). Als Ursache fiir das gehaufte Auftreten des plotzlichen Saug-
lingstodes in den ersten Lebensmonaten wird die Umstellung reifender neuronaler Funk-
tionen nach der Geburt vermutet. Dabei soll es bei der Anpassung an das postnatale
Leben zu einer Stérung der Atemfunktion kommen, durch die ein ,Rettungsmechanis-
mus"”, bei Atemaussetzern mit konsekutivem Anstieg des Kohlendioxidwertes im Blut,

ausbleibt und somit zu einem letalen Ausgang fuhrt (Kinney und Thach, 2009).
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5.4 Jahreszeit

Des Weiteren zeigte sich in der vorliegenden Arbeit eine saisonale Haufung der plétzli-
chen Sauglingstodesfélle in den Monaten Oktober bis Marz, entsprechend der kalten
Jahreszeit, die auch von anderen Autoren beobachtet wurde (Bajanowski und Poets,
2004; Douglas et al., 1996). Dabei ist unklar, ob diese Haufung mit der héheren Inzidenz
an respiratorischen Infekten in den Wintermonaten zusammenhangt oder ob eventuell
eine Angst der Eltern vor Unterkihlung des Kindes, bei sinkender Aul3entemperatur,
dazu fuhrt, dass diese warmer gekleidet und mit dickeren Decken zugedeckt werden.
Denn sowohl eine pramortale Hyperthermie, als auch ein vorangegangener Infekt sind
haufig erhobene Nebenbefunde bei Féllen des plétzlichen Sauglingstodes (Hunt und
Hauck, 2006; Kinney und Thach, 2009), was den Verdacht nahe legt, dass sie zur Pa-

thophysiologie des plétzlichen Séauglingstodes beitragen.
5.5 Liegeposition bei Auffindung

Im Studienkollektiv wurde bei der Auswertung der vorhandenen Unterlagen auch die
Liegeposition der Sauglinge bei Auffindung erfasst. In 49 von 120 Fallen (40,8 %) war
dabei eine Positionierung des Kindes in Bauchlage beschrieben, wahrend in 27 Fallen
(22,5 %) eine Ricken- oder Seitenlage angegeben war. Der Anteil der in Bauchlage
aufgefundenen Kinder entspricht damit nicht ganz dem in der Literatur beschriebenen,
welcher von 62 % (Vennemann et al., 2009) tGber 67 % (Ponsonby et al., 1993) bis zu 81
% (Nelson et al., 1989) reicht. Diese Diskrepanz beruht jedoch mdoglicherweise auf dem
hohen Anteil von 37 % der Falle des Studienkollektivs der vorliegenden Arbeit, in denen
den vorliegenden Unterlagen nicht entnommen werden konnte, in welcher Position der
Saugling aufgefunden wurde. Zum einen liegt dies in einer unzureichenden Ermittlungs-
arbeit und Dokumentation aufgrund von Unwissenheit der Polizei begriindet, zum ande-
ren kann gelegentlich im Nachhinein tatséchlich nicht mehr mit hinreichender Sicherheit
festgestellt werden, in welcher Position der Saugling gefunden wurde. Dieser Umstand
ist am ehesten der psychischen Ausnahmesituation geschuldet, in der sich die Betroffe-

nen, allen voran die Eltern, beim Vorfinden eines toten Sauglings befinden.

Um genauere Daten beziglich der Position des Kindes bei Todeseintritt sammeln zu

kénnen, ware es demzufolge sinnvoll eine thematische Sensibilisierung der Ermittlungs-
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behdrden anzustreben. Beispielsweise kénnte man ein standardisiertes Protokoll zur
Erfassung und Ermittlung wichtiger Fakten bei Auffinden eines toten Sauglings etablie-
ren. Im Rahmen dessen wére dann auch eine routinemalfige Erfassung der Risikofakto-
ren, wie der Liegeposition des Kindes, mdglich.

5.6 Hyperthermie

Bei der Untersuchung der Protokolle, im Hinblick auf die Auffindesituation der pl6tzlichen
Sauglingstodesfalle, zeigte sich leider, dass diese nur in Ausnahmefallen eine detaillier-
te Beschreibung des Fundortes beinhalten. Dartber hinaus waren in diesen wenigen
Fallen nur sehr rudimentare Hinweise auf eine mdglicherweise erhdhte Umgebungstem-
peratur enthalten. In 80 von 120 Fallen (67 %) fand sich keine detaillierte Beschreibung
der Auffindesituation und somit auch kein Hinweis auf eine méglicherweise erhéhte Um-
gebungstemperatur. Lediglich in 11 Fallen des Studienkollektivs ergaben sich Anhalts-
punkte fir den mdglichen Einfluss erhéhter Umgebungstemperaturen durch vollstandi-
ges Bedecken des Kindes mit einem Federbett oder durch die Angabe, dass das Kind in

stark verschwitztem Zustand aufgefunden worden war.

Die Korperkerntemperatur zum Zeitpunkt der Auffindung war lediglich in einem einzigen
Fall mit 38,8 °C im Protokoll dokumentiert. In 29 Fallen war ein zum Todeszeitpunkt be-
stehender viraler oder bakterieller Infekt beschrieben, der mit einer erhéhten Korper-
kerntemperatur einhergehen kdnnte. Auch hier lasst sich feststellen, dass es fir zukinf-
tige tiefergreifende Untersuchungen zum Thema Hyperthermie beim plétzlichen Saug-
lingstod sinnvoll ware ein standardisiertes Protokoll einzufihren, in dem die Auffindesi-
tuation maglichst detailliert festgehalten wird und bereits am Fundort routinemalig eine

Erfassung der Kdrperkerntemperatur und der Umgebungstemperatur erfolgt.

Trotz alledem weisen zahlreiche andere Studien darauf hin, dass die Uberwarmung als
Risikofaktor fur den plétzlichen Sauglingstod anzusehen ist. Auffallend haufig fanden
sich bei den untersuchten Fallen erh6hte Raumtemperaturen am Schlafplatz, Uber-
durchschnittlich viel Bettzeug mit dem die Kinder zugedeckt worden waren oder Saug-
linge, die sehr warm gekleidet waren (Gilbert et al., 1992; Ponsonby et al., 1992; Stan-
ton, 1984).
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Mehrere Studien haben gezeigt, dass unter der Einwirkung erhéhter Temperaturen die
Expression von Hitzeschockproteinen in den Zellen induziert wird, um eine temperatur-
bedingte Schadigung wichtiger zellularer Strukturen zu verhindern (Kregel, 2002; Lind-
quist und Craig, 1988). Wu et al. (1993) fuhrten zu diesem Thema eine Untersuchung an
Hepatozyten von Ratten durch. Sie erhitzten die Zellen, ausgehend von 37 °C, und er-
fassten das Ausmald der Hitzeschockproteinexpression mittels Gelelektrophorese. Es
zeigte sich dabei, dass bei einer normalen Korpertemperatur von 37 °C nur eine sehr
gering ausgepragte Expression von Hsp70 zu erkennen war. Unter Hitzeeinwirkung mit
konsekutivem Anstieg der Korpertemperatur auf 40 °C erfolgte eine Induktion der Hitze-
schockproteinexpression, welche ihr Maximum bei etwa 42,5 °C erreichte. Durch weite-
res Erwarmen der Zellen auf 45 °C kamen die direkten zytotoxischen Effekte der Hitze
zum Tragen und die Expression von Hsp70 nahm, ebenso wie die Synthese aller ande-

ren Proteine, rapide ab.

Ein ahnliches Ergebnis zeigte sich bei einem Experiment von Multhoff et al. (1995) an
normalen humanen Zellen und Tumorzellen. Die verschiedenen Zellreihen wurden im
Wasserbad bei Temperaturen zwischen 41,8 °C und 45 °C inkubiert und das Ausmal}
der Hitzeschockproteinexpression mittels Durchflusszytometrie mit der Expression unter
Normaltemperatur (37 °C) verglichen. Auch in dieser Studie fand sich bei 37 °C bereits
eine gering ausgepragte Expression von Hsp72 und Hsp73 in allen Zellreihen. Nach
Erhitzen der Zellkulturen auf 41,8 °C, konnte eine Steigerung der Hitzeschockproteinex-
pression auf das bis zu 20-fache des Ausgangswertes gemessen werden. Hohere Tem-

peraturen, tber 42 °C, fuhrten zu einem Untergang der normalen humanen Zellen.

Doberentz et al. fihrten 2014 immunhistochemische Untersuchungen von Hsp27 und 70
an verschiedenen Gewebeproben von Brandopfern durch und verglichen die Ergebnisse
mit Proben von Leichen, die keiner pramortalen Hitzeeinwirkung ausgesetzt waren. Da-
bei fanden sie eine deutlich erhdhte Expression beider Proteine in den Gewebeproben
der Studiengruppe im Verhaltnis zur Kontrollgruppe. Allerdings betragen die Temperatu-
ren, denen ein Brandopfer zum Todeszeitpunkt ausgesetzt ist, bis zu mehrere hundert

Grad Celsius.

Die Ergebnisse der hier durchgefiihrten Studie zeigen keinen signifikanten Unterschied
zwischen der Hitzeschockproteinexpression in der Studiengruppe und in der Kontroll-
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gruppe und erlauben somit auch keine Objektivierbarkeit des Risikofaktors Hyperthermie
im Rahmen der postmortalen Untersuchungen. Bei nahergehender Betrachtung finden
sich verschiedene Ansatzpunkte, die als mogliche Ursache fir diese Ergebnisse in Be-

tracht kommen.

Aus den oben genannten Studien von Wu et al. (1993) sowie Multhoff et al. (1995) ergibt
sich, dass ein Maximum der Hitzeschockproteinexpression bei einer Korperkerntempe-
ratur zwischen 41,8 °C und 42,5 °C erreicht wird, wahrend Hitzeschockproteine bei nor-
malen Korpertemperaturen um 37 °C nur in geringem Mal3e in den Zellen vorliegen. Es
ist somit fraglich, ob diese hohen Korperkerntemperaturen im Falle des pl6tzlichen
Sauglingstodes Uberhaupt erreicht werden. Insgesamt erweist es sich als schwierig, die
Korperkerntemperatur der Sauglinge zum Todeszeitpunkt festzustellen, da diese meist
erst Stunden nach Todeseintritt aufgefunden werden und die Temperatur infolgedessen
bereits abgesunken sein kann. Die Studien in denen tatsachlich eine Erfassung der Kor-
pertemperatur bei Auffindung erfolgt ist, weisen zwar in vielen Fallen eine Temperatur
Uber 37 °C auf, diese liegt jedoch nur selten Uber 40 °C. So mafRen Sunderland und
Emery (1981) bei 10 von 24 plétzlichen Sauglingstodesfallen eine Temperatur Uber 38
°C und bei 5 Fallen eine Temperatur von tber 40 °C. In einer &hnlichen Untersuchung
von Stanton (1984) fand sich bei 4 von 15 Sauglingen eine Temperatur tber 37 °C und
in 2 Fallen eine Temperatur tiber 40 °C. Das bedeutet, dass eine relative Uberwarmung
gegebenenfalls zum Eintreten des plotzlichen Sauglingstodes beitragen kdnnte, auch
wenn sich postmortal kein konsekutiver Anstieg der Hitzeschockproteine nachweisen
lasst.

Moglicherweise tragt auch die Auswahl der untersuchten Gewebeproben zu den vorlie-
genden Ergebnissen bei. Es wurden hier Organe gewahlt, die sich nach Doberentz et al.
(2014) als sensible Organe mit starker Expression nach entsprechendem Stimulus er-
wiesen. Zwei Arbeiten (Currie und White, 1983; Flanagan et al., 1995) mit ahnlichem
Versuchsaufbau brachten, beziiglich der Reaktion verschiedener Organsysteme auf ei-
nen Hitzeschock, unterschiedliche Ergebnisse. In beiden Studien wurden Rattenpopula-
tionen einer passiven Hyperthermie ausgesetzt, anschliel3end getttet und die Gewebe
mittels Gelelektrophorese auf die Expression von Hsp70 untersucht. Wahrend Currie

und White (1983) eine Akkumulation von Hsp70 in praktisch allen Organen nach einem
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Hitzeschock nachwiesen, zeigte sich in der Studie von Flanagan et al. (1995), dass die
Organe im Hitzeschock unterschiedlich schnell auf den Stimulus reagieren und mit einer
gesteigerten Produktion von Hitzeschockproteinen beginnen. Die Gruppe wies als Folge
eines definierten Hitzeschocks eine deutlich erhthte Expression von Hsp70 in Leber,
Niere und DUinndarm nach, wahrend sich in Gehirn und Skelettmuskulatur keine gestei-
gerte Expression beobachten lies. Es ist also denkbar, dass sich bei einer gréReren
Auswahl verschiedener Organgewebsproben moglicherweise andere Ergebnisse erge-
ben hatten. Fur zukinftige Studien musste dementsprechend bei jeder Diagnose ,plotz-

licher Sauglingstod“ eine Asservierung weiterer Organproben erfolgen.

Ein weiteres Problem bei der Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit kann das Alter
der verwendeten Gewebeproben und die prolongierte Dauer der Fixation in Formalde-
hyd darstellen. Da die Inzidenz des pl6tzlichen S&uglingstodes in den vergangenen
Jahrzehnten deutlich zurickgegangen ist, musste bei der Zusammenstellung des Studi-
enkollektivs auf Falle bis ins Jahr 1997 zuriickgegriffen werden. Dementsprechend la-
gerten diese Proben zum Teil Uber 15 Jahre in Formaldehyd oder als Paraffinblock, be-
vor die immunhistochemische Farbung durchgefiihrt wurde. In der Literatur finden sich
Hinweise darauf, dass sowohl die prolongierte Fixation der Organproben in Formalde-
hyd als auch die Lagerung der bereits als Paraffinblock verarbeiteten Proben zu einem
Verlust der Anfarbbarkeit mit immunhistochemischen Verfahren fihren kann (Shin et al.,
1997; Wester et al., 2000). Bereits nach wenigen Wochen Lagerung wurde eine signifi-
kante Reduktion sowohl im Ausmald als auch in der Intensitat der Anfarbbarkeit nach-
gewiesen. Auch wenn sich die besagten Studien nicht explizit mit der immunhistochemi-
schen Farbung von Hitzeschockproteinen auseinandergesetzt haben, so lasst sich doch
darauf schlie3en, dass auch in diesem Fall die lange Lagerung zu einem Verlust der
Anfarbbarkeit gefihrt haben kdnnte. Es ist daher denkbar, dass sich bei entsprechenden
Untersuchungen, die zeitnah im Anschluss an die Probengewinnung durchgefihrt wer-

den andere Ergebnisse finden als bei dieser retrospektiven Studie.

Andererseits finden sich bei der Literaturrecherche auch Arbeiten, in denen ebenfalls
immunhistochemische Farbungen an Hitzeschockproteinen durchgefihrt wurden, die

auch nach mehreren Jahren Lagerung noch eine deutliche Anfarbbarkeit zeigen
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(Doberentz et al., 2014). In diesem Fall hatten jedoch deutlich héhere Umgebungstem-

peraturen auf die Opfer eingewirkt.

Es bleibt also unklar, ob die Ergebnisse dieser Studie durch die Limitationen der im-
munhistochemischen Farbung bedingt sind oder tatsachlich darin begrindet liegen,
dass der Faktor ,Hyperthermie“ keine Rolle in der Pathophysiologie des plotzlichen
Sauglingstodes spielt. Fest steht, dass die Hypothese, welche die Hyperthermie als Aus-
l6ser des plétzlichen Sauglingstodes ansieht, anhand der Ergebnisse dieser Arbeit nicht

positiv belegt werden kann.

Bezuglich einer weiteren Untersuchung dieser Fragestellung ware im Grunde nur eine
prospektive Studie sinnvoll, bei der detailliertere Informationen tber die Auffindesituati-
on, wie vor allem die Bestimmung der Korperkerntemperatur am Auffindeort, gesammelt
werden kénnen. AuRerdem ware es in diesem Rahmen moglich die Gewebeproben di-
rekt nach der Entnahme immunhistochemisch zu untersuchen und damit die prolongier-
te Lagerung in Formaldehyd oder Paraffin zu umgehen. Aufgrund der erfreulicherweise
deutlich gesunkenen Inzidenz des plotzlichen Sauglingstodes, ware jedoch ein entspre-
chend langer Zeitraum oder eine flachenhafte Ausweitung einer Studie wiinschenswert,

um ein reprasentatives Kollektiv ansammeln zu kénnen.
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6. Zusammenfassung

Der plotzliche Sauglingstod stellt weiterhin die haufigste Todesursache bei scheinbar
gesunden Kindern in der Postneonatalperiode dar. Weil sich bis heute kein diagnosti-
scher Marker gefunden hat, der eindeutig mit dem plétzlichen Sauglingstod assoziiert ist
und die genaue Pathophysiologie unbekannt ist, handelt es sich um eine reine Aus-
schlussdiagnose. Da eine pramortale Hyperthermie in der Literatur als Risikofaktor an-
gegeben wird, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob sich als Korrelat eine gesteigerte

Expression von Hitzeschockproteinen in asservierten Gewebeproben nachweisen lasst.

Im Rahmen dieser Studie wurden 120 Falle mit der Todesursache ,plétzlicher Saug-
lingstod“ mit einem Kontrollkollektiv, bestehend aus 29 nicht natirlichen Todesfallen von
Kindern verglichen. Gewebeproben der Organe Lunge, Herz und Niere wurden im Rah-
men eines immunhistochemischen Farbeprotokolls mit Antikbrpern gegen Hitzeschock-
protein 27 und 70 markiert und anschlieRend mikroskopisch ausgewertet.

Im Hinblick auf die Risikofaktoren fur den plétzlichen Sauglingstod zeigt sich in weiten
Teilen eine Ubereinstimmung der Ergebnisse mit den Daten in der Literatur. So entspre-

chen sowohl die Geschlechter- als auch die Altersverteilung den Daten anderer Studien.

Bei der Auswertung der immunhistochemischen Farbungen zeigt sich kein signifikanter
Unterschied der Hitzeschockproteinexpression zwischen Studien- und Kontrollkollektiv.
Fraglich ist, ob dieses Ergebnis darin begrindet liegt, dass eine pramortale Hyperther-
mie keinen Beitrag zum Eintreten des plotzlichen Sauglingstodes leistet, oder ob der
postmortale immunhistochemische Nachweis der Hitzeschockproteinexpression nicht

das geeignete Mittel ist, um eine entsprechende Hyperthermie nachzuweisen.

Abschlieliend konnte festgestellt werden, dass sich basierend auf dieser Studie der
postmortale Nachweis von Hitzeschockprotein 27 und 70 weder als Marker fur eine
pramortale Hyperthermie noch als Marker fur die Diagnose ,plotzlicher Sauglingstod*
etablieren lasst. Da aber verschiedene Faktoren Einfluss auf die Expression von Hitze-
schockproteinen und auf die Anfarbbarkeit im Rahmen der immunhistochemischen Far-
bung nehmen, schlief3en die Ergebnisse einen Einfluss der Hyperthermie auf das Eintre-

ten des pl6tzlichen Sauglingstodes auch nicht aus.
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7. Anhang

7.1 Immunhistochemisches Farbeprotokoll

Gewebe: Schnitte der Organe: Lunge, Niere, Herz
Fixativ: Formalin (8-10 %)

Einbettung: Paraffin

Schnittdicke: ca. 4 um

Verdinnung Priméarantikorper Hsp27: 1:20
Verdunnung Primarantikdrper Hsp70: 1:25
Kontrollschnitte: (+) Positivkontrolle
(-1) Negativkontrolle ohne Primarantikérper

(-2) Negativkontrolle ohne Sekundarantikorper
7.2 Arbeitsanleitung Immunhistochemie
Entparaffinierung:

— Xylol (20 Min)
— Absteigende Ethanolreihe: 2 x 100 %, 2 x 96 %, 1 x 70 %, 1 x 50 %
— Spulen in frischem TRIS-Puffer (von Dako 1:10 verdinnt)

Vorbehandlung:

— Kochen des Gewebes in vorgewarmtem Citratpuffer pH 6,0 fir 30 Min bei 600
Watt in der Mikrowelle
— 20 Min abkihlen lassen

— Sptlen in frischem TRIS-Puffer
Labeled-Streptavidin-Biotin-Methode:

— Schweineserum (1:5 in TRIS-Puffer verdiinnt) zum Abblocken der unspezifischen
Eiweil3e auftropfen

— 20 Min in feuchter Kammer inkubieren

— Schweineserum abkippen

— Primarantikorper (verdinnt in Antibody Diluent von Dako) auftropfen
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— Deckglas auflegen

— Inkubation in feuchter Kammer Gber Nacht bei 4 °C im Kuhlschrank

— Spdlen in frischem TRIS-Puffer

— Objekttrager um den Schnitt herum abwischen

— Spezifischen Sekundarantikorper (LSAB-Kit Flasche Nr.1) auftropfen

— Deckglas auflegen

— 30 Min in feuchter Kammer inkubieren

— Spdlen in frischem TRIS-Puffer

— Blockingreagenz von Dako zum Abblocken der endogenen Peroxidase (enthalt 3
% Peroxidase) auftropfen

— 5 Min in feuchter Kammer inkubieren

— 2 x Spulen in frischem TRIS-Puffer

— Objekttrager um den Schnitt herum abwischen

— AB-Complex (LSAB-Kit Flasche Nr. 2) auftropfen

— Deckglas auflegen

— 30 Min in feuchter Kammer inkubieren

— Spdlen in frischem TRIS-Puffer

— Anfarbung des Antigen-Antikdrper-Komplexes mit AEC-Substrat

— Mikroskopische Kontrollen bis zum Erreichen des optimalen Farbeergebnisses

— Spilen in Aqua dest. zum Stoppen der Farbung
Kernfarbung:

— Anfarben der Kerne mit Hamalaun nach Meyer fir 20 Sek
— Spilen in Leitungswasser zum blauen und Stabilisieren der Kernfarbung fir 8 Min

— Eindecken mit Aquatex®

Bei jeder Farbereihe wurden jeweils eine Positivkontrolle, sowie zwei Negativkontrollen
mitlaufen gelassen und madgliche Fehler zu vermeiden. Als Positivkontrollen wurden
Hautschnitte ohne pathologische Veranderungen verwendet. Als Negativkontrollen dien-
ten Schnitte aus dem untersuchten Kollektiv.
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7.3 Verwendete Materialien

— Autotechnikon (Firma Shandon, Modell Citadel 1000)

— Brutschrank (Heraeus Instruments, Geratetyp B12°%)

— Deckglaser (Firma Engelbrecht, 24x32 mm, Starke 1)
— Feuchte Kammern (Firma KreaTech Diagnostics)

— Mikroskop (Firma Olympus, Geratetyp BX40)

—  Mikrotom (Modell Jung HN 40°®, Firma Leica, Nussloch)
— Mikrowelle (Firma Bosch)

— Objekttrager (Histobond®, Firma Superior, Marienfeld)

— Pipetten und Pipettenspitzen (Firma Eppendorf Research)
7.4 Verwendete Substanzen

— AEC-Substrat
Firma Dako Nr.K3464: AEC Substrate Chromogen Ready-to-use
— Antibody-Diluent
Firma Dako Nr.S3022: Antibody Diluent with Background Reducing Components
— Aqua dest.
- Aquatex®
Firma Merck Nr.1.08562.0050: Aquatex®
— Blockingreagenz
Firma Dako REAL Nr.S2023: Peroxidase-Blocking-Solution
— Citratpuffer
Firma Dako Cytomation Nr.S2369: Target Retrieval Solution Citrate pH 6 (x10)
Im Verhéltnis 1:10 mit Aqua dest. verdinnt
— Ethanol
Firma Roth Nr.5054.3: Ethanol = 99,5 %
Als Ausgangssubstanz fur samtliche Alkohole bzw. Verdinnungen
— Formalin
— Héamalaun
FirmaDako Nr.S3309: Mayer's Hematoxylin (Lillies Modification) Histological

Staining Reagent
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Paraffin
Firma McCormick Scientific Nr.39502004: Paraplast Plus
Primarantikorper
Firma Novocastra: Monoclonale Mouse Antibody Hsp27 (NCL-HSP27) sowie
Monoclonale Mouse Antibody Hsp70 (NCL-HSP70)
Schweineserum
Firma Dako Nr.X0901: Swine Serum normal
TRIS-Puffer
Firma Dako Nr.S3306: TBST Tris Buffered Saline with Tween 20 (10x Concen-
trate)
Im Verhaltnis 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt
Universal Kit: Dako Nr. KO675, LSAB2 System-HRP-Kit, bestehend aus:
— Sekundarantikérper (Biotinylated Link), Flasche 1
— AB-Complex (Streptavidin-HRP), Flasche 2
Xylol
Firma AppliChem Nr.UN1307: Xylol-lsomerengemisch zur Analyse
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