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1. Einleitung

Der plotzliche Sduglings- oder Kindstod, in der internationalen Terminologie als SID oder
SIDS (Sudden Infant Death Syndrome) bezeichnet, nimmt unter den pl6tzlichen
Todesfillen eine Sonderstellung ein. Die Inzidenz des SIDS reicht weltweit von weniger
als 0,1 bis zu 2,5 von tausend lebendgeborenen Siduglingen, und in den groflen
Industrieldndern stellt SIDS mittlerweile die haufigste kindliche Todesursache nach Ende
der Perinatalperiode dar (Dwyer und Ponsonby 1995). In Deutschland waren regelmifig
etwa 2 von 1000 Kindern betroffen (Penning 1996), mit in den letzten Jahren stark

abnehmender Tendenz (1999 ca. 0,7 von 1000 Kindern) (Abbildung 1.1.).

Bevor die Definitionskriterien fiir SIDS vom Nationalen Institut fiir Kindergesundheit und
menschliche Entwicklung (NICHD) in den USA 1991 iiberarbeitet wurden, wurde das
Phidnomen in fritheren Studien uneinheitlich benannt (Valdes-Dapena 1967). Ein Konsens
bei der ersten Konferenz iiber den plotzlichen Tod bei Kindern 1963 beschloss nicht nur,
dass die friiheren Bezeichnungen nicht akzeptabel seien, sondern auch, dass der Begriff
»sudden death syndrome® (plotzlicher Tod) eingefiihrt werden sollte (Wedgewood und
Benditt 1965).

Wiéhrend der zweiten internationalen Konferenz iiber den plotzlichen Tod bei Kindern
1969 wurden Richtlinien vorgeschlagen, wie der plotzliche, unerwartete und ungeklarte
Tod eines Kindes als ,,Plotzlicher Kindstod* (,,Sudden Infant Death Syndrome®, SIDS)
definiert werden kdnnte (Bergmann et al. 1970). Bevor von SIDS gesprochen werden darf,
muss dementsprechend eine vollstindige Autopsie durchgefiihrt werden, inklusive einer

makroskopischen und mikroskopischen Untersuchung des ZNS, Blutkulturen auf
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pathogene Keime und einer toxikologischen Untersuchung (Bergmann et al. 1970; Jones

und Weston 1976).
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Abbildung 1.1. Héufigkeiten von SIDS in einigen Léndern von 1992-1996 (Quelle: 1996

World Health Statistics Annual, Genf 1998, nach Vege und Rognum 1999)

Seit den frithen neunziger Jahren wird SIDS definiert als der ,,Pl6tzliche Tod eines Kindes,
das jiinger als ein Lebensjahr ist, der auch nach einer genauen Untersuchung des Falles,
inklusive vollstdndiger Autopsie, Untersuchung der Todesumstinde und Beriicksichtigung
der klinischen Anamnese ungeklért bleibt* (Willinger et al. 1991). Dies bedeutet, dass die
Diagnose SIDS tatsdchlich erst nach Ausschluss aller moglichen tédlichen pathologischen

Befunde gestellt werden darf, was auch Laboranalysen (Sadler 1998) und die
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Untersuchung der Todesumstinde (Bass et al. 1986) mit einschlie3t. Somit bleibt SIDS bis

zum heutigen Tag eine Ausschlussdiagnose.

SIDS ereignet sich vorwiegend innerhalb des ersten Lebensjahres, wobei der Altersgipfel
im 2. bis 4. Lebensmonat liegt und Jungen etwas haufiger betroffen sind.

Die Kinder werden meist nach dem Schlafen legen und hiufig in Bauchlage tot
aufgefunden. Teilweise sind sie - offenbar agonal - mit dem Kopf unter eine Decke
gekrochen, ohne dass ein Erstickungstod in Frage kidme. Vereinzelt findet sich ein agonales
Erbrechen oder etwas abgeronnenes, wissriges Sekret um Mund und Nase. Nicht ganz
selten sind die Kinder vollig durchgeschwitzt - Temperaturen bis 40°C wurden unmittelbar
postmortal beobachtet. SIDS-Fille treten aber auch in Krankenhdusern bei laufendem
Alarmmonitor auf, selbst unmittelbar einsetzende Reanimationsmaflnahmen sind nicht
immer erfolgreich. Demgegeniiber finden sich auch spontan {iberlebte Beinahe-Todesfille
(,,Near-miss-SIDS*) (Penning 1996).

Auch die Jahreszeit scheint eine Rolle zu spielen, da die iiberwiegende Zahl der SIDS-
Félle in den Herbst-und Wintermonaten diagnostiziert wird, sowohl in der ndrdlichen als
auch in der siidlichen Hemisphdre (Douglas et al. 1996), wobei keine enge Beziehung
zwischen SIDS und dem Auftreten einer Bronchiolitis gezeigt werden konnte (Gupta et al.
1996).

Dariiber hinaus sind bestimmte Risikofaktoren beschrieben worden, die ein Auftreten von
SIDS wahrscheinlicher machen. Dazu gehdren miitterliche Faktoren wie Zigarettenrauchen
wihrend und nach der Schwangerschaft (Schoendorf und Kiely 1992), Andmie und
Abruptio placentae (Klonoff-Cohen et al. 2002), niederer soziookonomischer Status, Alter

unter 20 Jahren und mehrere Schwangerschaften (Leach et al. 1999), kurze Abstinde



4
zwischen den Schwangerschaften (Lewak et al. 1979), sowie Harnwegsinfekte (Stewart et
al. 1995).

Zwischen verschiedenen ethnischen Gruppen scheint es gleichfalls Unterschiede zu geben:
So sind die Inzidenzen von SIDS am niedrigsten in asiatischen und lateinamerikanischen,
mittelhoch in weilen und am hochsten in schwarzen und nativen amerikanischen
Populationen (Mathews et al. 2002), wobei es keine Hinweise gibt, dass genetische
Faktoren eine Rolle spielen.

Die relativen Risikofaktoren beim Neugeborenen sind minnliches Geschlecht und
niedriges Geburtsgewicht (<2500g) (Leach et al. 1999), meist verbunden mit
vorterminlicher Geburt, sowie eine langsame Gewichtszunahme (Blair et al. 2000). Als
vermeidbare Risikofaktoren gelten das Schlafen des Kindes im elterlichen Bett (American
Academy of Paediatric Task Force 1992), im zu warmen Zimmer sowie mit zu warmer

Bedeckung (Fleming et al. 1990).

Eine gesicherte Atiologie fiir SIDS ist noch nicht gefunden worden. Die giingige Theorie
besagt, dass ein scheinbar ruhig schlafendes Kind eine Kaskade von pathophysiologischen
Ereignissen erlebt, die gekennzeichnet sind durch eine progressive oder rapide
Entwicklung von Hypoxie, Hyperkapnie und Azidose, von denen alle als Trigger fiir
zentrale Apnoe und respiratorischen Arrest wirken, was schlielich zu tédlichen kardialen

Arrhythmien flihrt (Sparks und Hunsaker 2002).

In den letzten Jahren ist die Mortalitdt von SIDS zunehmend mit der Schlafposition der
Kinder in Zusammenhang gebracht worden. Im Zeitraum der Jahre 1980 bis 1992 wurde in
mehreren Lindern, die einen rapiden Wechsel der Schlafposition bei Sduglingen von der

Bauch- zur Riickenlage verzeichneten, eine Abnahme der SIDS-Todesfélle um etwa 50%
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festgestellt (Willinger et al. 1994). Weitere Studien bestitigten, dass der Riickgang des
Schlafens in Bauchlage, die somit einen vermeidbaren Risikofaktor darstellt, ganzlich fiir
die Verringerung der SIDS-Mortalitidt verantwortlich sei (Centers for Disease Control
1999).

Obwohl ungefihr zeitgleich die verbesserten diagnostischen Standards und Kriterien zur
Diagnosestellung von SIDS vom NICHD in den USA herausgegeben wurden, und somit
der Riickgang der SIDS-Mortalitdit auch im verdnderten diagnostischen Vorgehen
begriindet sein konnte (Sawaguchi et al. 1998), empfahlen klinische Forscher das Schlafen
in Riickenlage als einen Weg, SIDS zu verhindern, was aufgrund von diesbeziiglich
durchgefiihrten Werbekampagnen auch eine zunehmende Akzeptanz erfuhr (American
Academy of Pediatric Task Force 1992; Willinger et al. 1998; Gibbson et al. 1995).

Einen Erkldrungsansatz fiir den offensichtlichen Zusammenhang zwischen dem Auftreten
von SIDS und der Schlafposition bot eine Studie, in der nach pharyngealer
Fliissigkeitsapplikation im Schlaf eine signifikante Verminderung des Schluckreflexes und
vermindertes Einsetzen der Atmung in der Bauchlage im Vergleich zur Riickenlage
beobachtet wurde. Dieser Befund ldsst reduzierte Schutzreflexe der Atemwege beim
Schlafen in der Bauchlage vermuten und konnte somit ein hoheres Risiko fiir SIDS
erkldren (Jeffrey et al. 1999).

AuBerdem wurden eine Verldngerung der Tiefschlafphasen und eine verminderte
Aufwachreaktion auf verschiedene Stimuli wihrend des Schlafens in Bauchlage registriert,
die wiederum mit einer Verdnderung autonomer kardiovaskuldrer Funktionen einhergehen,
und damit einen Beitrag zur pathophysiologischen Endstrecke von SIDS leisten kdnnten

(Horne et al. 2002).
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Die bereits erwédhnten erhohten Temperaturen, die bei einer Anzahl von SIDS-Opfern
gefunden wurden, oft verbunden mit starkem Schwitzen, haben die Aufmerksamkeit auf
die Hyperthermie als mogliche Ursache von SIDS gelenkt.
In diesem Zusammenhang wurden sowohl eine Uberwirmung durch unangemessen
wiarmende Bekleidung in Verbindung mit hohen Umgebungstemperaturen als auch
endogene Wirmeproduktion in Betracht gezogen. Ebenso wurde erwogen, dass unreife
zentrale Thermoregulationszentren zur Hyperthermie fithren konnten (Byard 1991). Dabei
wurde die Uberhitzung durch externe Wirmezufuhr als unabhiingiger Risikofaktor fiir
SIDS identifiziert und akzeptiert (Fleming et al. 1990; Kleemann et al. 1996). In
Verbindung mit dem Schlafen in Bauchlage konnte eine behinderte Warmeabgabe {iber das
Gesicht Ursache einer gestorten Thermoregulation sein (Nelson et al. 1989). Verschiedene
pathophysiologische Erklarungsmodelle, wie eine Storung der respiratorischen
Chemorezeptoren (Gozal et al. 1988) oder eine Instabilitit des Surfaktants bei hoheren
Temperaturen (Talbert 1990) wurden diskutiert, ohne letztlich ganz zu liberzeugen.
Andererseits konnte die erhohte Temperatur auch als Reaktion des Korpers auf eine
Infektion interpretiert werden.
In diesem Zusammenhang fillt die Gemeinsamkeit anerkannter Risikofaktoren fiir SIDS
auf der einen und Infektionen der oberen Atemwege auf der anderen Seite auf:
Exposition gegeniiber Zigarettenrauch; Schlafen in Bauchlage; das néchtliche Auftreten
der Todesfille; die Altersverteilung mit der hochsten Prévalenz im Alter von 2-4 Monaten

sowie der protektive Effekt der Muttermilch (Blackwell und Weir 1999).

Morris (1999) ermittelte in seiner ,,common bacterial hypothesis® mittels eines
mathematischen Modells eine Altersverteilung von SIDS, die der tatsidchlichen Verteilung

entspricht. Das Modell berticksichtigt die abnehmenden miitterlichen IgG-Antikorper auf
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der einen sowie zunehmende Immunkompetenz des kindlichen Organismus auf der
anderen Seite. Aulerdem forderte er, dass das auslosende Agens so weit verbreitet sein
miisse, dass 50% der Bevolkerung innerhalb 50 Tagen damit in Beriihrung kommen
miissten. Das wiederum trifft nur fiir Bakterien zu, so dass, wenn eine infektiose Ursache
die Altersverteilung erklidren kann, nur Bakterien, nicht aber Viren dafiir in Frage kdmen
(Morris 1999).

Man hat jedoch in der Mehrzahl der Fille keine invasive bakterielle Infektion bei SIDS
gefunden, wobei die Diagnose SIDS dann auch nicht mehr zutreffen wiirde (Blackwell und
Weir 1999).

Fiir Aufsehen sorgte der mogliche Zusammenhang zwischen SIDS und einem
generalisierten Befall mit Helicobacter pylori, der in einer Studie postuliert wurde (Kerr et
al. 2000). Die Studie wurde jedoch wegen handwerklicher Méngel stark Kkritisiert
(Rowland und Drumm 2001) und eine neuere Arbeit verneinte einen Einfluss von

Helicobacter pylori als étiologischen Faktor von SIDS (Ho et al. 2001).

Die Problematik der SIDS-Forschung zeigt auch die anfangs hoch eingeschitzte
Veroffentlichung von Steinschneider (1972), in der er den Tod zweier Geschwister an
SIDS beschreibt und damit seine vielbeachtete These eines vererbten Gendefekts
begriindet, welcher zu fatalen Apnoe-Episoden fiihrt (Steinschneider 1972). Dieser Fall
wurde allerdings zur Kriminalgeschichte, als die Mutter der beiden 1994 wegen Mordes an
ithren Kindern verurteilt wird, und somit Steinschneiders Artikel und die von ihm
erhobenen Daten nicht ldnger akzeptiert wurden (Pinholster 1994; Firstman und Talan
1997).

Dies fiihrte dazu, dass Rechtsmediziner in den USA iiberwiegend nach einer forensischen

Faustregel vorgehen, die besagt, dass der erste Kindstod in einer Familie nach NICHD-
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Kriterien als SIDS klassifiziert werden darf, ein zweiter in derselben Familie als

unbestimmt und ein dritter als Tétungsdelikt aufgefasst werden soll (Pinholster 1994).

Trotzdem wurde die Theorie von moglicherweise tddlichen Apnoe-Phasen bzw. der
Entwicklung einer Hypoxie bei SIDS weiterverfolgt. Der Zusammenhang zwischen Apnoe
aufgrund von Unreife, pathologischen Apnoe-Episoden in der Kindheit (wobei v.a.
diejenigen, die ldnger als 20 Sek. Andauern, mit einem offensichtlich lebensbedrohlichen
Ereignis, ,,apparent life-threatening event, ,,ALTE®, assoziiert sind) und dem Risiko von
darauf folgendem SIDS war ungeklért bis zur Veroffentlichung einer Konsensus-Studie,
die die Schlussfolgerung zog, dass (1) Apnoe aufgrund von Unreife weder fiir Apnoe in
der Kindheit noch fiir SIDS ein unabhingiger Risikofaktor ist, (2) ALTE in der Tat ein
Risikofaktor fiir einen plotzlichen Tod ist, was SIDS mit einschliefft und (3) nur ein kleiner
Prozentsatz der Kinder, die an SIDS sterben, in der Anamnese entweder Apnoe aufgrund
von Unreife (2-4%) oder ein ALTE (<7%) gehabt haben (National Institutes of Health
Consensus Development conference on infantile apnea and home monitoring, 1987).

Mit der Apnoe-Hypothese beschéftigte sich vor allem auch Naeye (1974 und 1980), der
iber eine Reihe von morphologischen Verdnderungen berichtete, die er bei SIDS-Opfern
fand und die er den Auswirkungen einer chronischen Hypoxie zuschrieb.

Dazu gehorten Hypertrophie und Hyperplasie der Media kleiner Pulmonalarterien,
Hypertrophie des rechten Herzventrikels, Hyperplasie des roten Knochenmarks,
prolongierte Retention von periadrenalem braunem Fettgewebe, verdandertes Volumen des
Glomusgewebes an der A. carotis, Hyperplasie des chromaffinen Gewebes im
Nebennierenmark, Gliose des Hirnstamms und vermehrte Erythropoese in der Leber

(Naeye 1974 und 1980).
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In Folgeuntersuchungen konnten allerdings bei weitem nicht alle von Naeye beschriebenen
Hypoxiezeichen bestitigt werden (Byard 1991), wéhrend die Gliose des Hirnstamms von
mehreren Arbeitsgruppen nachgewiesen wurde (Takashima et al. 1978; Kinney et al.
1983).
Dies zog eine Suche nach weiteren Hypoxie-Markern nach sich und der erste biochemische
Parameter fiir eine SIDS vorausgehende Hypoxie war der Nachweis von erhohtem
Hypoxanthin im Glaskorper bei ca. 80% der SIDS-Fille (Rognum et al. 1988). Dabei
handelt es sich um einen Metaboliten des Purin-Nukleosids Adenosin, welches unter
hypoxédmischen Bedingungen vermehrt katabolisiert wird und sich in Korperfliissigkeiten
anreichert, da energiereiche Verbindungen wie ATP im UbermaBl metabolisiert werden
(Bell et al. 2001; Saugstad 1975). Es wurde beziiglich Hypoxanthin ein signifikanter
Unterschied zwischen SIDS und Todesfillen durch Gewalteinwirkung oder Herz-
Kreislauf-Erkrankungen gefunden wurde, nicht jedoch zwischen SIDS und Todesféllen
aufgrund von Infektionskrankheiten, sodass ein gemeinsamer Mechanismus beider
Todesarten vermutet wurde (Opdal et al. 1998; Vege et al. 1994).
Ein weiterer Hinweis, dass SIDS eine ldnger andauernde Hypoxie vorangeht, wurde
kiirzlich im vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) gefunden. VEGF wird als
wichtiger Parameter fiir die GefdBneubildung durch Hypoxie herauf- und durch Hyperoxie
herunterreguliert (Pierce et al. 1996; Maniscalco et al. 1997; Marti und Risau 1998);
deshalb kann ein hoher Spiegel vorangegangene Hypoxie anzeigen. VEGF wurde in der
Liquorfliissigkeit, im Glaskorper und im Serum von SIDS-Opfern sowie bei einer
Kontrollgruppe von Féllen mit bekannter Todesursache gemessen. Dabei wurden
signifikant hohere Werte von VEGF im Liquor von SIDS-Fillen gegeniiber Kontrollen
gefunden, was darauf schlieBen l4sst, dass Phasen von Hypoxie SIDS vorangehen und dass

es moglicherweise doch nicht ein so plotzliches Ereignis ist, wie friiher angenommen
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wurde, da die Gentranskription- und expression des VEGF-Proteins nach ihrer Induktion

mehrere Stunden bendtigt (Jones et al. 2003).

1.1.  SIDS und Zentrales Nervensystem

Ein Grof3teil der am zentralen Nervensystem (ZNS) durchgefiihrten Untersuchungen
beschéftigt sich mit anatomischen und biochemischen Verdanderungen, die moglicherweise

mit SIDS in Zusammenhang stehen.

Die Beurteilung der Hirngewichte von SIDS-Opfern erbrachte widerspriichliche
Ergebnisse. Wahrend anfangs erhohte Gewichte bezogen auf das erwartete Hirngewicht
festgestellt wurden, deren Aussagekraft von den Autoren selbst allerdings kritisch beurteilt
wurden (Shaw et al. 1989), wies eine andere Studie auch im direkten Vergleich der
Hirngewichte von SIDS-Opfern und Kontrollpopulationen signifikant schwerere Gehirne
bei SIDS-Kindern nach (Kinney et al. 1991). Neuere Studien hingegen zeigten mit direkten
MeBmethoden keinen Unterschied im Hirngewicht zwischen SIDS- und Nicht-SIDS-
Kindern (Falck und Rajs 1995). Dementsprechend gehen die meisten Untersucher nicht
mehr davon aus, dass ein erhohtes Hirngewicht bei SIDS vorliegt (Sparks und Hunsaker

2002).

Unter anderem ausgehend von Erkenntnissen iiber autonome Verdnderungen bei spiteren
SIDS-Opfern wurden die Physiologie und Pathologie des Schlafes untersucht, des

Zustands, in dem die betroffenen Kinder zumeist versterben.
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Gefunden wurden dabei in polysomnographischen Studien u.a. lingere zentrale und
obstruktive Apnoephasen bei spiteren SIDS-Opfern (Kahn et al. 1988 und 1992), ein
erschwertes Erwachen aus dem Schlaf, v.a. in den frithen Morgenstunden (Schechtmann et
al. 1995) sowie allgemein eine veridnderte Schlafperiodizitit mit einer Verschiebung der
verschiedenen Schlafstadien (Harper et al. 1981; Schechtmann et al. 1992a).
AuBerdem fanden sich bei SIDS-Opfern prolongierte Asystolien aufgrund vagaler
Hyperreaktivitit verglichen mit Kontrollen (Kahn et al. 1983), hohere Herzfrequenzen mit
reduzierter Variabilitit (Schechtman et al. 1992b) sowie eine Imbalance des autonomen
Nervensystems (Franco et al. 1998).
All dies hat dazu gefiihrt, nach neuropathologischen Verinderungen im Hirnstamm und
dort speziell in der Medulla oblongata zu suchen. Diese beherbergt Kerngebiete, die den
kardialen Tonus [Retikuldres aufsteigendes aktivierendes System (RAAS), vagale
Kerngebiete und Ncl. tractus solitarii (NTS)], die Atmung wéhrend des Schlafes (dorsale
und ventrale respiratorische Kerne, NTS), das Erwachen aus dem Schlaf (RAAS, NTS)
und Muskeln, die die Atemwege offen halten (Ncl. hypoglossi, NTS), kontrollieren. Die
Medulla enthilt auch eine Neuronengruppe (Ncl. arcuatus), von der angenommen wird,
dass sie den paCO, erfassen und damit ein Erwachen verursachen oder die Atmung als

Antwort auf Hyperkapnie beeinflussen kann (Franco et al. 1998).

EEG-Untersuchungen zeigten bei der Mehrzahl der Beinahe-SIDS-Félle sowie bei
Geschwistern von SIDS-Opfern keine pathologischen Muster (Clancy und Spitzer 1985).
Auditorisch evozierte Potentiale (AEP) des Hirnstamms (ein Index fiir die neuronale
Verschaltung im Hirnstamm) ergaben zum einen verdnderte AEPs bei allen Beinahe-SIDS-

Féllen (Nodar et al. 1980) und verldngerte Interpeak-Intervalle (Pettigrew und Rahily
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1985), wihrend eine andere Studie abnorme Interpeak-Intervalle nur bei weniger als einem

Fiinftel aller Beinahe-SIDS-Fille und Geschwister von SIDS fand (Orlowski et al. 1982).

In Zusammenhang mit der Regulation von Schlaf- und Wachzustand riickte auch die
Epiphyse in den Blickpunkt der SIDS-Forschung.

In den frithen achtziger Jahren wurde erstmals erkannt, dass die Epiphyse wahrscheinlich
tiber ihr Neurohormon Melatonin in die zirkadiane REM-Schlaf - Organisation durch
serotonerge Mechanismen involviert ist (Mouret 1982). Neuere Studien zeigten auBBerdem,
dass Melatonin tatsdchlich die Aktivitdt serotonerger Neurone des Hirnstamms reguliert,
die wihrend des REM-Schlafes normalerweise reduziert ist (Sandyk 1995). Durchgefiihrte
Bestimmungen der Melatoninkonzentration in Blut und Liquor ergaben signifikant
erniedrigte Konzentrationen im Liquor von SIDS-Opfern im Vergleich zu Kontrollen, die
Blutwerte zeigten einen dhnlichen Trend, was ebenfalls auf eine Storung der Reifung der
zirkadianen Rhythmik hinweisen konnte (Sturner et al. 1990), wobei auch eine signifikante
Verminderung der GroBe der Epiphyse unter SIDS-Kindern gefunden wurde (Sparks et al.

1988).

Die Untersuchung spezifischer Melatonin-Bindungsstellen im zerebelldren Kortex zeigte
hingegen keinen Unterschied zwischen SIDS-Opfern und Kontrollen (Yuan et al. 1995).
Eine andere Studie fand in der Risikogruppe der Kinder mit ALTE einen signifikant
erhohten REM-Schlaf ausschlieBlich in den frithen Morgenstunden im Vergleich zu den
Kindern der Kontrollgruppe (Cornwell et al. 1998).

Beziiglich der Pathologie des Hirnstamms fiihrte Naeye (1976) als Erster quantitative
Analysen der astroglialen Fasern v.a. in der Formatio reticularis durch. Bei 14 von 28

SIDS-Opfern fand er abnorm erhohte astrogliale Fasern (Astrogliose bzw. reaktive Gliose),
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nicht nur in der Formatio reticularis, sondern {iber den gesamten Hirnstamm verteilt. Die
Hirnstammgliose wurde vom Autor nicht als Ursache des Todes, sondern als Folge einer
langer bestehenden, chronischen Hypoxdmie gesehen (Naeye 1976).

Kinney et al. (1983) untersuchten das Ausmal reaktiver Gliose in diversen Kerngebieten
der Medulla oblongata bei SIDS und dessen mdgliche Korrelation mit verschiedenen
klinischen, pathologischen und sozio6konomischen Variablen. Dabei fanden sich in der
SIDS-Gruppe signifikant mehr reaktive Astrozyten in der lateralen Region, dem NTS und
dem Hilus der unteren Olive sowie in allen Regionen zusammen. Die grofiten statistischen
Unterschiede zwischen SIDS und Kontrollen bestanden in der unteren Olive, der einzigen
nicht mit der Atmung assoziierten Region. Intrathorakale Petechien wurden bei 56% der
SIDS-Opfer und 5% der Kontrollkinder, ein Lungenddem bei 56% der SIDS- und 20% der
Kontrollfille gefunden, wobei keine signifikante positive Korrelation zwischen der Anzahl
reaktiver Astrozyten und klinisch-pathologischen Variablen festgestellt wurde. Die
Autoren erwogen ebenfalls ein sekundédres Phianomen bei chronischer Hypoxédmie, obwohl
die Inzidenz eines hypoxisch-ischdmischen Schadens in der zerebralen grauen Substanz in
der Studie niedrig war und eine periventrikuldre Leukomalazie bei SIDS-Opfern nicht
erhoht erschien. Ein fehlender Zusammenhang zwischen SIDS und reaktiven Astrozyten

wurde nicht ausgeschlossen (Kinney et al. 1983).

Auch iiber Unterschiede in Ausmall und Reife der Myelinisierung in den Gehirnen von
SIDS-Kindern wurde berichtet. So fand sich bei fast einem Drittel der SIDS-Kinder eine
Hypomyelinisierung im lateralen retikuldren Kern der Medulla, einem Zentrum der
respiratorischen Kontrolle (Naeye et al. 1989). Als Ausdruck einer verzogerten ZNS-

Reifung interpretierten andere Autoren die vor allem in somato- und viszeromotorischen
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Systemen gefundene signifikante Hypomyelinisierung bei SIDS-Opfern (Kinney et al.

1991).

UnregelméBigkeiten fanden sich auch bei der Untersuchung der dendritischen Fortsétze im
Hirnstamm und anderen Regionen. Es wurde von einem hoch signifikanten Anstieg der
Zahl dendritischer Fortsédtze im Hirnstamm bei SIDS-Kindern im Vergleich mit Kontrollen
berichtet (Quattrochi et al. 1985). Die zusétzlich durchgefiihrte regionale Analyse ergab
bei den SIDS-Kindern signifikante Unterschiede in der Dichte der Fortsdtze in
unterschiedlichen Regionen des Hirnstamms, was bei den Kontrollen nicht zu beobachten
war. Die Autoren vermuteten, dass dieses unreife Muster die normale Kontrolle der
Respiration und des Erwachens beeinflussen kdnnte (Quattrochi et al. 1985).

Takashima et al. (1985) wiesen einen pripartalen Anstieg der dendritischen Fortsdtze in
der Formatio reticularis bei Nicht-SIDS-Kindern nach, gefolgt von einem schnellen
postpartalen Abfall. Im Gegensatz dazu zeigten sowohl termingerecht als auch
frithgeborene SIDS-Opfer postpartal eine Persistenz der Fortsdtze, was ebenfalls als
mogliche inkomplette Reifung von respiratorischen Kontrollzentren interpretiert wurde
(Takashima et al. 1985).

1994 konnte sowohl bestdtigt werden, dass eine reduzierte Anzahl von neuronalen
dendritischen Fortsdtzen eine normale Entwicklung in der ventrolateralen Medulla, der
Formatio reticularis und den vagalen Kernen unter Nicht-SIDS-Kindern kennzeichnet, als

auch, dass diese bei SIDS-Kindern persistieren (Takashima et al. 1994).

In neueren Arbeiten wurden zunehmend auch die Botenstoffe und Enzyme in Gehirn und

Liquorfliissigkeit auf mogliche Alterationen im Zusammenhang mit SIDS untersucht.
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Zur Zeit der ersten neurochemischen Studien iliber SIDS war schon aus Tierversuchen
bekannt, dass Serotonin (5-HT) und Acetylcholin (ACh) im Hirnstamm die Atmung
fordern (Millhorn et al. 1980; Dev und Loescheke 1979), im Gegensatz zu Adrenalin (Adr)
und Noradrenalin (NA), die die Atmung unterdriicken (Champagnat et al. 1979).
In dhnlicher Weise interagieren 5-HT/ACh und Adr/NA in Hirnstamm bzw. Medulla
gegensitzlich in Bezug auf die Regulation von Blutdruck und kardialer Kontrolle (Dev und
Loescheke 1979).
Es wurden zahlreiche Neurotransmitter-Verdnderungen beschrieben, wie erhohte Spiegel
der Apnoe-induzierenden Peptide B-Endorphin und Neurotensin im Liquor von SIDS-
Opfern (Coquerel et al. 1992). Untersuchungen des pH-Werts und Laktats im Gehirn
ergaben bei der Mehrzahl der SIDS-Félle niedrige Laktat- und hohe pH-Werte, was darauf
hindeutet, dass diese Kinder plotzlich, ohne signifikante pridmortale Hypoxie, gestorben
sind (Butterworth und Tennant 1989).
Im Hirnstamm wurde eine Verminderung der Phenylethanolamin-N-Methyltransferase
(PNMT - das synthetisierende Enzym und limitierender Schritt bei der Synthese von
Adrenalin aus Noradrenalin) in mehreren Regionen der SIDS-Medulla gefunden,
wohingegen eine Verminderung der Dopamin-8-Hydroxylase (DBH - das Enzym, das
Dopamin in Noradrenalin iiberfiihrt) nur in einer der medulldren Regionen vorlag, in der
gleichzeitig PNMT reduziert war. Die Autoren postulierten eine mogliche adrenerge
Dysfunktion in medulldren respiratorischen und kardialen Kontrollzentren (Denoroy et al.
1980).
Eine weitere Untersuchung der DBH-Aktivitit sowie der katecholamin-metabolisierenden
Enzyme Tyrosinhydroxylase (TH - das Enzym, das L-Dopa aus Tyrosin produziert und
limitierender Faktor der Dopaminsynthese), Dopadecarboxylase (das Enzym, das L-Dopa

in Dopamin iiberfiihrt) und Catechol-o-Methyltransferase (COMT - ein Katecholamin-



16
kataboles Enzym) im Hirnstamm offenbarte keine Aktivitdtsunterschiede dieser Enzyme
zwischen SIDS- und Nicht-SIDS Kindern. Lediglich die DBH-Aktivitét zeigte sich in drei
Regionen (Hypothalamus, Putamen, Nucleus caudatus) erniedrigt, nicht jedoch im
gesamten Hirnstamm (Ozand und Tildon 1983).

Die TH-Aktivitdt erwies sich in einer anderen Studie bei SIDS signifikant vermindert in
den vagalen Kernen sowie der ventrolateralen Formatio reticularis, eng korreliert mit einer
Hirnstammgliose. Die Autoren schlossen auf Verdnderungen adrenerger Neurone,
moglicherweise aufgrund bestehender Ischdmie bzw. Hypoxie, mit moglichen Folgen fiir
kardiorespiratorische Kontrollzentren (Obonai et al. 1998).

Widerspriichliche Ergebnisse ergaben die Analysen cholinerger Rezeptorreaktivitit. Eine
signifikante Abnahme der Dichte von muskarinischen Bindungsstellen fiir Acetylcholin im
Necl. arcuatus bei SIDS wurde als Beitrag zum kardiorespiratorischen Versagen im Schlaf
verstanden (Kinney et al. 1995; Kubo et al. 1998), dagegen wurden bei derselben
Population von Kindern (Kinney et al. 1995) keine Unterschiede im Niveau der
Nikotinbindung an nikotinergen Acetylcholin-Rezeptoren (Nachmanoff et al. 1998) bzw.
der Naloxonbindung an Opioidrezeptoren (Kinney et al. 1998) im Hirnstamm im Vergleich
zu Kontrollen gefunden.

Keine Unterschiede in der Rezeptorimmunreaktivitdt muskarinischer cholinerger Neurone
fand dagegen eine andere Studie, dafiir aber verminderte Aktivitit der Cholin-Acetyl-
Transferase (ChAT) in den vagalen und hypoglossalen Kernen bei SIDS-Kindern. (Mallard
et al. 1999), ebenfalls ein Hinweis fiir einen Defekt des cholinergen Hirnstammsystems mit
moglicherweise fatalen Folgen.

Eine Analyse der Serotoninbindung bei SIDS-Opfern =zeigte eine signifikante
Verminderung der Bindung im Ncl. arcuatus, dem Raphekern und 4 weiteren Regionen des

serotonergen- bzw. Raphesystems und lieB vermuten, dass nicht nur einzelne Kerne
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sondern ein groBeres Netzwerk serotonerger Neurone im Hirnstamm an der Pathogenese

von SIDS beteiligt sein konnte (Panigrahy et al. 2000).

1.2. Mikroglia

1.2.1. Geschichte, Ontogenese und Reifung

Das ZNS setzt sich aus Nervenzellen (Neuronen) und einem eigenen, speziellen
,Bindegewebe®, den Gliazellen (benannt nach griechisch glia = Leim), zusammen. Diese
Gliazellen machen vom Volumen her nahezu die Hélfte des gesamten ZNS aus und stellen
etwa 90% seiner Zellen (Trepel 1999).

Den Begriff der Neuroglia hat 1846 der deutsche Pathologe Rudolf Virchow eingefiihrt; er
hielt sie fiir eine Art einheitliches Bindegewebe, einen uninteressanten Kitt zwischen den
Neuronen in Gehirn und Riickenmark. Rund 75 Jahre spiter waren darin drei verschiedene
Zelltypen identifiziert: Astrozyten und Oligodendrozyten (zusammen als Makroglia
bezeichnet) sowie Mikrogliazellen.

Als Erster beschrieb Nissl 1891 die Mikroglia als ,,Stdbchenzellen, ehe del Rio-Hortega
1919 eine auf Silbercarbonat basierende Fiarbemethode entwickelte, mit der sich die
Mikroglia von den tiibrigen Zellen im Gehirn unterscheiden lieBen. Hortega war es auch,
der bereits 1932 die Fahigkeit der Mikrogliazellen zur Phagozytose erkannte und ihnen die
Rolle von Makrophagen im ZNS zuschrieb (Streit und Kincaid-Colton 1996). Der Anteil

der Mikroglia an allen Zellen der Glia betrdgt ca. 10% (Vaughan und Peters 1974).
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Der Ursprung der Mikrogliazellen war lange Zeit Gegenstand der wissenschaftlichen
Diskussion. Es existieren zwei unterschiedliche Ansichten dariiber, zum einen, dass
Mikrogliazellen mesodermalen Ursprungs sind, und zum anderen, dass sie sich aus
neuroepithelialen Zellen herleiten, wie auch die Neuronen und die Zellen der Makroglia
(Cuadros und Navascues 1998). Hortega schlug bereits damals vor, dass sie aus
Polyblasten oder embryonalen Zellen der Leptomeningen entstehen und von dort ins
Hirngewebe einwandern und somit mesenchymalen Ursprungs sind, wobei sie seiner
Meinung nach von Blutzellen abstammen, was er von ihrer Fiahigkeit zur Phagozytose
ableitete (del Rio-Hortega 1932).
Mikrogliazellen und die Monozyten des Bluts haben einige Gemeinsamkeiten, die neben
den phagozytotischen Fihigkeiten ihre Verwandtschaft wahrscheinlich erscheinen lassen.
Dazu gehort die Anwesenheit bestimmter Enzyme wie der Nukleosid-Diphosphatase,
Nicht-spezifischer Esterasen und der sauren Phosphatase (Ling et al. 1982; Fujimoto et al.
1987), die Markierung durch mehrere Lektine (Streit und Kreutzberg 1987; Hutchins et al.
1990; Acarin et al. 1994) sowie die Erkennung sowohl von Mikroglia als auch Monozyten
durch bestimmte Antikdrper (Flaris et al. 1993; Penfold et al. 1991; Paulus et al. 1992).
Dieser Theorie widersprechende Studien fiihrten u.a. Eigenschaften an, die die Mikroglia
von anderen Zellen des mononukleédren phagozytischen Systems unterscheiden:
Sie zeigen spezielle morphologische Eigenschaften in vitro (Giulian et al. 1995), sie
proliferieren spontan in Kulturen (Giulian et al. 1995) und haben ein eigenes Muster von
Ionenkanélen, das sich von dem von Monozyten und Makrophagen nicht-nervaler Gewebe
unterscheidet (Kettenmann et al. 1990).
Die Moglichkeit eines neuroektodermalen Ursprungs der Mikroglia wurde u.a. durch die

Beobachtung begriindet, dass monoklonale Antikdrper gegen das Protein Lipokortin-1
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sowohl eine Fraktion neuroepithelialer Zellen als auch Mikrogliazellen im Rattenhirn

wihrend der Entwicklung markieren (McKanna 1993; Fedoroff 1995).

Allerdings sind derzeit mehr Marker bekannt, die Mikrogliazellen mit der
Makrophagen/Monozyten-Linie verbinden als mit jedem anderen Zelltyp (Cuadros und
Navascues 1998). Die meisten Autoren gehen daher heute von einem mesodermalen
Ursprung der Mikroglia aus und einige betrachten diese Frage aufgrund deutlicher
Ahnlichkeiten im molekularen Aufbau der Zelloberfliche sowie der erwihnten
immunologischen Gemeinsamkeiten als beantwortet (Streit 2001).

Der Schluss allerdings, dass sich die Mikrogliazellen direkt von den Monozyten ableiten,
die das ZNS tiiber den Blutweg erreichen (Ling 1981), wird zunehmend in Frage gestellt.
Denn Makrophagen bzw. Mikrogliazellen erscheinen im ZNS von Tieren bereits bevor es
vaskularisiert ist (Sorokin et al. 1992; Cuadros et al. 1993; Wang et al. 1996) und auch
bevor Monozyten in himatopoetischen Geweben iiberhaupt produziert werden:

Es zeigte sich, dass Mikrogliazellen bereits am achten embryonalen Tag (E8) im ZNS von
Nagetieren nachweisbar sind (Hurley und Streit 1996; Alliot et al. 1999) - vermutlich von
Vorlduferzellen aus dem Dottersack abstammend (Alliot et al. 1999) - wiahrend Monozyten
erst am zehnten embryonalen Tag (E10) nachgewiesen werden konnen (Takahashi et al.
1989). Somit erscheint es ziemlich wahrscheinlich, dass eine gemeinsame Vorlduferzelle,
der so genannte fetale Makrophage, sowohl Ursprung der primitiven Mikroglia und
Monozyten, als auch von anderen Gewebsmakrophagen ist (Streit 2001).

Dabei proliferieren fetale Makrophagen in den Organen, die sie besiedeln (Takahashi et al.
1989; Sorokin et al. 1992) und durchlaufen im ZNS eine kontinuierliche Differenzierung

zu erwachsenen Mikrogliazellen.
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Es gibt vermutlich drei Wege, durch die diese Vorlduferzellen der Mikroglia in das
Nervengewebe eintreten:
(1) Aus dem Blutstrom iiber die Zwischenform der Perizyten, indem sie das
Gefillendothel {iberwinden,
(2) aus den Ventrikeln durch Passage der Ventrikelschicht und

(3) von den Meningen nach Durchtritt durch die piale Oberflache.

Die Invasion iiber den Blutstrom wird moglicherweise iiber das LFA-1/ICAM-1
(Iymphocyte  function-associated antigen-1/ intercellular adhesion molecule-1)-
Adhésionssystem vermittelt (Dalmau et al. 1997a), wobei die Passage aus dem Blutfluss in
das Nervensystem im Gehirn wihrend der Entwicklung leichter ist als im reifen Gehirn,
weil sich die Blut-Hirn-Schranke relativ spit ausbildet. Deshalb diirfte eine grofle Anzahl
von mikroglialen Vorlduferzellen diesen Weg benutzen, um in das Gehirn einzudringen
(Cuadros und Navascues 1998).

Allerdings erscheinen Mikrogliazellen auch in Regionen des ZNS ohne (Hurley und Streit
1996) und wie oben erwidhnt bereits vor erfolgter Vaskularisierung, so dass sie
wahrscheinlich auch andere Wege benutzen.

Die Idee, dass mikrogliale Vorlduferzellen das ZNS vom Ventrikel aus erreichen konnten,
basiert auf der Anwesenheit von Zellen der Monozyten/Makrophagen-Linie im

Ventrikellumen (Jordan und Thomas 1988).

Nach derzeitigem Stand der Forschung besiedeln die aus dem Dottersack stammenden
Monozyten zunidchst den Plexus choroideus (Epiplexuszellen), bevor sie entlang der
Ventrikeloberfliche (supraependymale Zellen) als amdboide Mikrogliazellen in das

Hirnparenchym einwandern (Jordan und Thomas 1988; Alliot et al. 1999). Dieser Prozess
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der mikroglialen Durchwanderung der Ventrikeloberfliche konnte wéhrend der
Hirnentwicklung beobachtet werden (Cuadros et al. 1994).

Der Eintritt der mikroglialen Vorlduferzellen aus den Meningen wurde schon von del Rio-
Hortega 1932 vorgeschlagen und von spdteren Studien unterstiitzt, die Mikrogliazellen
wiahrend der Entwicklung auf der pialen Oberfliache zeigten (Boya et al. 1987 und 1991;
Cuadros et al. 1994; Dalmau et al. 1997b). So stammen offenbar die meisten
Mikrogliazellen im optischen Tektum (Cuadros et al. 1994) und im Kleinhirn (Cuadros et
al. 1997) von Vorldufern ab, die das Nervengewebe iiber die piale Oberfliche erreicht

haben.

Zusammengefasst scheint es so zu sein, dass mikrogliale Vorlduferzellen alle drei Wege
zum Eintritt in das ZNS benutzen, wobei die ependymale und meningeale Migration der

Entwicklung des Blutgefdfsystems vorausgehen (Cuadros und Navascues 1998).

Die weitere Ausbreitung der Mikroglia im ZNS ist durch die Prozesse der Proliferation und
Migration charakterisiert: Die Mikrogliazellen zeigen im normalen erwachsenen Gehirn
proliferative Aktivitit (Lawson et al. 1992), die sich deutlich steigert, wenn sie durch
Hirnverletzung aktiviert werden (Streit et al. 1988). Hirnmakrophagen und unreife
Mikroglia im sich entwickelnden Gehirn besitzen auch mitotische Aktivitit, wie sich aus
der Aufnahme markierter Nukleotide oder der Anwesenheit des Proliferationsmarkers
PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) schlieBen ldsst (Mander und Morris 1996;
Marin-Teva et al. 1999). Da bei in vitro-Studien mehrere mikrogliale Mitogene gefunden
wurden und deren Anwesenheit auch in vivo bestand, diirften diese Faktoren in die
Kontrolle der Proliferation der Mikroglia involviert sein (Suzumura et al. 1990; Giulian et

al. 1991).
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Um zu ihrem endgiltigen Bestimmungsort zu gelangen, miissen zumindest die
Mikrogliazellen, die das ZNS nicht iiber den Blutweg erreichen (siche oben), zum Teil
weite Strecken zuriicklegen. Mehrere Studien konnten nachweisen, dass sich
Mikrogliazellen aktiv durch das Nervengewebe bewegen (Lazar und Pal 1996; Humphrey
und Moore 1996; Thanos und Richter 1993). Dabei hat sich herausgestellt, dass sich
mikrogliale Vorlauferzellen vor allem in Richtung von Regionen des ZNS bewegen, in
denen sich ein intensiver Zelltod abspielt (Ashwell 1991; Pearson et al. 1993), sowie dass
sich Ansammlungen von Mikrogliazellen bzw. Makrophagen in Regionen des ZNS
wiahrend der Entwicklung finden, wo programmierter Zelltod (Apoptose) stattfindet
(Ashwell 1991; Johnson und Berman 1996) oder fliichtige axonale Projektionen eliminiert
werden (Innocenti et al. 1983).
Mehrere Faktoren wurden im verletzten Hirn isoliert, die die Konzentrationserhohung der
Mikroglia in den betroffenen Regionen vermitteln konnten. Ein Anstieg von Migrations-
fordernden Chemokinen (wie MCP-1) tritt in Verbindung mit degenerativen Prozessen auf
(Glabinski et al. 1996; Mallat et al. 1996); es wurde ferner gezeigt, dass einige dieser
Faktoren auch im unreifen Hirn nach Verletzung freigesetzt werden (Ivacko et al. 1997).
Allerdings korreliert die Verteilung von Mikrogliazellen wéhrend der Entwicklung oft
nicht mit der Intensitdt des Zelltods (Milligan et al. 1991; Cuadros et al. 1994; Lawson et
al. 1990), so dass es neben der Degeneration wohl noch andere Faktoren geben muss, die
zur Kontrolle der Migration beitragen, wie z.B. die Produktion von Thrombospondin, das

wihrend der Entwicklung die Adhésion und Migration steigert (Chamak et al. 1995).



23

1.2.2. Morphologie und Funktion der Mikroglia

Das Konzept der funktionalen Plastizitit der Mikrogliazellen wurde 1988 von Streit et al.
aufgestellt und spiter vom gleichen Autor noch modifiziert. Demnach ist der
Ausgangspunkt im erwachsenen Gehirn die sogenannte ,ruhende” oder ,,verzweigte™
Mikroglia-Zelle.

Eine neuronale Verletzung 16st deren Aktivierung aus, ndchste Stufe ist die ,hyper-
verzweigte” Mikroglia (= intermedidres Stadium), die dann in die ,reaktive” oder
»aktivierte Form iibergeht.

SchlieBlich erhalten sie eine anndhernd runde, auch ,,amoboid* genannte Makrophagen-
dhnliche Form (Streit et al. 1999) (Abbildung 1.2.). Eine sukzessive Aktivierung mit
deutlich zunehmender Verzweigung der Mikrogliazellen ldsst sich im menschlichen
Gehirn auch wéhrend des normalen Alterungsprozesses beobachten, im mittleren
Lebensalter haben viele Mikrogliazellen ausgedehnt verzweigte zellulire Fortsdtze

entwickelt (Streit und Sparks 1997).

In der Entwicklung des ZNS dagegen nimmt diese Umwandlung einen umgekehrten
Verlauf, d.h. urspriingliche Mikrogliazellen besitzen eine abgerundete oder amdboide
Morphologie, und wihrend das ZNS in der fetalen und frithen postnatalen Periode reift,
differenzieren sich diese amdboiden Mikrogliazellen in zunehmend verzweigte Zellen
(Ling und Wong 1993; Hurley und Streit 1996) (Abbildung 1.2.).

Das fritheste beschriebene Auftreten von Mikrogliazellen im menschlichen ZNS liegt in
der 4,5. Gestationswoche; diese Lektin-markierten Zellen hatten die typische amdboide
Morphologie und traten unabhingig von einer Vaskularisierung auf (Andjelkovic et al.

1998).



24
Eine andere Studie wurde ebenfalls mit dem Lektin RCA-1 (siehe unten) an Gehirnen von
Feten von der 7. bis zur 40. Gestationswoche und Erwachsenen durchgefiihrt. Hier zeigten
sich liberwiegend runde, positive Zellen am Beginn der 8. Gestationswoche, die um die
germinale Matrix, in der Wand von Blutgefden und in den Leptomeningen lokalisiert
waren und in der weiteren Entwicklung zunehmend Fortsdtze ausbildeten. Im erwachsenen
Gehirn schlielich hatten die meisten positiven Zellen kleine Zellkorper mit zahlreichen

verzweigten Prozessen (Wierzba-Bobrowicz et al. 1995).

Zu den gesicherten Funktionen bzw. Aktivititen der Mikroglia wihrend der Entwicklung
gehort ihre Rolle als Phagozyten, v.a. ihre Rolle bei der Beseitigung von apoptotischen
Partikeln, die in der normalen Entwicklung des Gehirns im Uberfluss vorhanden sind
(Ferrer et al. 1990; Egensperger et al. 1996).

Diskutiert wird iiber eine moglich Rolle der Mikroglia bei der Induktion einer Apoptose. In
diesem Zusammenhang wurde iiber Makrophagen berichtet, die den Zelltod von
endothelialen Zellen wihrend der Regression von transienten Blutgefdssen im sich
entwickelnden Auge des Nagetiers hervorrufen (Lang et al. 1994) und von amdboiden
Mikrogliazellen, die den Tod von einigen Arten von Neuronen in der Entwicklung in vitro

fordern (Thery et al. 1991).

Eine andere wahrscheinliche Funktion betrifft die Rolle von améboider Mikroglia bei
Wachstum und Fithrung von Axonen in der Entwicklung. Ein héufig beschriebenes
Phidnomen des postnatalen ZNS sind deutlich sichtbare Ansammlungen von amoboider
Mikroglia (Ling und Wong 1993). Diese Zellhaufen werden vorwiegend in Regionen von
sich entwickelnden Bahnen der weillen Substanz, besonders im Corpus callosum

beobachtet (Hurley und Streit 1996; Hurley et al. 1999). Bei einem Tierexperiment hat
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man kultivierte amoboide Mikrogliazellen vom neugeborenen Rattenhirn in ein verletztes
Riickenmark eines erwachsenen Tieres transplantiert; dabei kam es zu einer verstirkten
Regeneration und Elongation der Riickenmarks-Axone in die Mikroglia-Transplantate, was
fiir Vermittlung des axonalen Wachstums durch die Mikroglia spricht (Rabchevsky und
Streit 1997). Dariiber hinaus sind Foci amdboider Mikroglia in der weillen Substanz bis
etwa zum 14. postnatalen Tag zu beobachten, einem Zeitraum aktiven axonalen
Wachstums, Elongation und Myelinisierung (Streit 2001). Ferner sollen Mikrogliazellen
die Proliferation von Astrozyten vermitteln, die Myelinogenese steigern und die

Vaskularisierung des ZNS stimulieren (Giulian et al. 1988; Hamilton und Rome 1994).

Blut-Hirn-Schranke

Glioblast —» Astrozyten ————» o

(Neuroektoderm) Makroglia . Knochenmark
9 ® (Mesoderm)
Neurone | Oligodendrozyten ®
(Postnatales Gehirn) '. .
/ 'VV*.
(Fetales Gehirn) o ¢ @
\4 / Améboide Mikroglia o
(5| Monoz
o 4
l ~l
ol
el
Reaktiv »vw?— Endothelzelle
® I
Ruhend Phagozytir
~———

Ramifizierte Mikroglia

Abbildung 1.2. Ubersicht iiber Herkunft der Makroglia sowie Ursprung und Morphologie

der Mikroglia in verschiedenen Entwicklungs- und Aktivierungsstadien (nach Peterson et

al. 1997).
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1.2.3. Reaktionsmuster der Mikroglia im kindlichen und adulten Gehirn

Nachdem man frither vermutet hatte, die Astrozyten seien die Antigen-prasentierenden
Zellen (APZ) des ZNS (Fontana et al. 1984), wurde diese Ansicht revidiert, als man
herausfand, dass MHC-Antigene der Klasse II praktisch nicht auf Astrozyten, sondern
lediglich auf mikroglialen- und perivaskuldren Zellen vorhanden sind (Hickey und Kimura
1988; Steiniger und van der Meide 1988). Die perivaskuldren Zellen reprasentieren eine
Population von mononukledren Phagozyten, die innerhalb der Winde kleiner bis
mittelgroBer zerebraler Blutgefdsse liegen; sie sind vom Hirnparenchym durch eine
vaskuldre Basalmembran getrennt und sind, im Unterschied zu parenchymalen

Mikrogliazellen, nicht Teil des ZNS-Parenchyms (Graeber und Streit 1990).

Da eine Verletzung oder Erkrankung des Gehirns meist mit einer Storung der Blut-Hirn-
Schranke einhergeht, und somit Phagozyten aus dem Blut das Hirngewebe infiltrieren, was
eine Differenzierung zwischen residenter Mikroglia und Makrophagen aus dem Blut
schwierig macht, hat man nach einer Methode gesucht, die Reaktion der Mikroglia isoliert
zu untersuchen. Als gutes Modell dafiir stellte sich die Durchtrennung des N. facialis
heraus, da die Durchtrennungsstelle im peripheren Nervensystem (PNS) weit entfernt vom
Nucl. facialis im ZNS liegt und somit keine Blutmakrophagen das ZNS infiltrieren
(Blinzinger und Kreutzberg 1968; Kreutzberg 1996).

Innerhalb von 3-4 Tagen nach Durchtrennung des Nervs proliferierte die Mikroglia v.a. um
die entsprechenden Motoneurone und bildete langfristige Aktivierungsmarker aus, wie
CD4, Leukozyten-Funktions-assoziiertes Antigen-1 und MHC-Molekiile der Klassen I und
II. Vom 4.Tag nach Axiotomie an ummantelte die aktivierte Mikroglia das Soma der

verletzten Motoneurone und entfernte afferente synaptische Endigungen von der
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Oberfliche der Motoneurone, ein Prozess, der als ,,synaptisches Stripping® bezeichnet
wurde. Dies ist ein wichtiger Prozess in der synaptischen Reorganisation nach Verletzung
(Blinzinger und Kreutzberg 1968; Kreutzberg 1996).
Interessanterweise zeigten die Mikrogliazellen jedoch keine phagozytotische Aktivitit,
moglicherweise weil es nicht zum Zelltod kommt. In diesem Fall wird der
Mikrogliareaktion eher eine Reparaturfunktion als eine degenerative Rolle zugeschrieben
(Nakajima und Kohsaka 1993).
Nach Induktion eines selektiven Zelltodes der Motoneurone durch die Injektion des
Nervengifts Ricin, das retrograd zu den Neuronen transportiert wird, kommt es hingegen
zu einer Transformation der umgebenden Mikroglia zu Phagozyten und Beseitigung der
absterbenden Neurone ohne Hilfe von Blutmakrophagen (Kreutzberg 1996). In dhnlicher
Weise fithrte die durch Kain-Sdure induzierte neuronale Degeneration zur

phagozytotischen Umwandlung der Mikroglia im Hippocampus (Andersson et al. 1991).

Fiir eine pathogenetische Rolle der Mikroglia bei degenerativen ZNS-Erkrankungen, bei
denen sie als Krankheitsmediator fungieren soll, sind in den letzten Jahren vermehrt
Hinweise gefunden worden. Die hdufigste Form der Demenz im Alter, die Alzheimer-
Krankheit (AD), ist neuropathologisch u.a. charakterisiert durch die extrazelluldre
Ablagerung von B-Amyloid (AB) in sogenannten senilen Plaques, in denen MHC I oder II
ausbildende Mikrogliazellen beobachtet wurden (Mattiace et al. 1990; Perlmutter et al.
1990; Uchihara et al. 1997). Dies wurde allgemein als Versuch der Mikroglia interpretiert,
die neurotoxischen AB-Plaques zu phagozytieren. Es konnte gezeigt werden, dass die
Mikroglia AB-Fibrillen mithilfe eines Typ-A Makrophagen Scavenger-Rezeptors
internalisiert; bei der AD gibt es eine starke Ausprigung des Scavenger-Rezeptors auf

aktivierter Mikroglia in der Ndhe der senilen Plaques (Paresce et al. 1996).
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Es gibt Hinweise darauf, dass, obwohl die Mikroglia moglicherweise AB aufnehmen und
abbauen kann, das Mal} des Abbaus begrenzt ist und die Zellen moglicherweise von der
Menge an anfallendem AR iiberschwemmt werden (Paresce et al. 1997).
Jedoch konnte die Hypothese, dass die Mikroglia versucht, die Neurotoxizitit von Al
abzuwenden, nicht ganz zutreffend sein. Von Mikrogliazellen ist bekannt, dass sie diverse
zytotoxische Substanzen produzieren konnen, wie Zytokine (Aloisi 2001) oder
Komplement-Proteine (Korotzer et al. 1995).
Zu den zytotoxischen Faktoren, die kultivierte Mikrogliazellen nach Induktion durch
Lipopolysaccharid (LPS) oder Zytokine produzieren, gehdren Stickstoffmonoxid (NO) und
reaktive nitrogene Oxide wie ONOO-; NO2 oder NO2- (Boje und Arora 1992), sowie
Superoxid-Anion (Colton und Gilbert 1987). Die reaktiven oxygenen Zwischenprodukte,
die aus der Lipid-Peroxidierung stammen (Sonderer et al. 1987), sind toxisch fiir das
Myelin. Eikanoside wie Prostaglandine und Leukotriene sind unter bestimmten
Voraussetzungen auch zytotoxisch. Da Mikrogliazellen sowohl Cyclooxygenase als auch
Lipoxygenase enthalten, konnten die entstechenden Substanzen das Ausmall der
Entziindungsreaktion beeinflussen (Minghetti und Levi 1995).
Eine Studie zeigte, dass synthetisches AB die Sekretion dieser zytotoxischen Substanzen
induzieren kann (Giulian et al. 1996), in einer anderen wurde beobachtet, dass
Mikrogliazellen AB herstellen und sezernieren konnen und dass der Stimulus fiir die
mikrogliale AB-Produktion das AB selbst sein konnte (Bitting et al. 1996).
Somit konnten die Mikrogliazellen direkt und indirekt fiir die Neurotoxizitdt im Rahmen

der AD mitverantwortlich sein.

Auch in der Pathogenese der Multiplen Sklerose (MS) scheinen Mikrogliazellen beteiligt

zu sein. Studien der typischen demyelinisierenden Lésionen (=Plaques) im Gehirn zeigten
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Infiltrate von inflammatorischen Zellen und Ansammlungen von Lipid-haltigen
Makrophagen, die mit Farbungen fiir Myelin-Proteine anfirbbar waren (Prineas 1996), von
denen einige unzweifelhaft phagozytotische Mikrogliazellen repriasentierten.
Man nimmt an, dass die Mikrogliazellen in ihrer Funktion als APZ nach Aktivierung einen
initialen Entziindungsprozess in Gang setzten. Dabei fiihrt die Antigen-Prisentation zu
einer Anlockung von T-Zellen, was wiederum die Aktivierung der Mikroglia verstirkt.
Diese sezernieren dann Neurotoxine, die die Oligodendrozyten und das Myelin schiadigen,
was im Endeffekt zur Degeneration der weillen Substanz fiihrt, die mit der MS assoziiert
ist. (Gonzalez-Scarano und Baltuch 1999).
Dafiir spricht die Anwesenheit von MHC-Molekiilen der Klasse II auf Makrophagen und
Mikrogliazellen in MS-Lisionen (Bo et al. 1994), die Expression von Fc-Rezeptoren
(Ulvestad et al. 1994) und die erhohte Expression von chemotaktischen Rezeptoren wie
C5a und II-8 (Muller-Ladner et al. 1996). Zusitzlich zur Demyelinisierung zeigte sich
jedoch ebenso ein progressiver Verlust von Axonen, der fiir die oft chronische
Behinderung der Patienten im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung verantwortlich ist
(Ferguson et al. 1997). Nach allerneuesten Erkenntnissen aktiviert das bei der
Demyelinisierung entstehende 7-Ketocholesterol die Mikroglia {iber Poly(ADP-Ribose)-
Polymerase-1 (PARP-1), die in der Folge ihre Axonen-schidigende Aktivitit entfaltet

(Diestel et al. 2003).

Eine entscheidende Rolle spielt die Mikroglia schlieBlich bei der mit dem HI-Virus
assoziierten Infektion des Gehirns, dem AIDS-Demenz-Komplex (ADC). Trotz der
schweren klinischen Symptomatik, die motorische und kognitive Funktionen betrifft
(Navia et al. 1986), gibt es nur wenig Hinweise auf eine Infektion von Neuronen,

Astrozyten oder Oligodendrozyten. Stattdessen ist das Virus in Mikrogliazellen und
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Makrophagen konzentriert (Wiley et al. 1986; Gabuzda et al. 1986; Kure et al. 1990). Den
Weg ins Gehirn findet das HI-Virus nach vorherrschender Meinung verborgen in
infizierten Monozyten, die die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden (,,Trojanisches Pferd*-
Hypothese) (Peluso et al. 1985).
Als pathophysiologische und somit neurotoxische Faktoren kommen virale und nicht-
virale Produkte der Mikroglia/Makrophagen in Betracht. (Magnuson et al. 1995; Adamson
et al. 1996), wobei der Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) ein entscheidender Faktor zu
sein scheint: TNF-a wird von HIV-infizierter Mikroglia freigesetzt und schiadigt besonders
Oligodendrozyten (Wilt et al. 1995); bei Patienten mit ADC wurden signifikant héhere
Spiegel an TNF-a-mRNA im Gehirn gefunden, verglichen mit nicht-dementen HIV-
positiven Patienten (Wesselingh et al. 1997). Da Makrophagen und Mikroglia als
vorherrschende zelluldre Quelle von TNF-a im ZNS von Patienten mit ADC identifiziert
wurden, spricht das fiir eine mogliche Rolle von TNF-a in der neuronalen Dysfunktion bei
ADC (Tyor et al. 1992; Wesselingh et al. 1997).
Eine immunhistochemische Studie von Weis et al. (1994) zeigte in HIV-infizierten
Gehirnen eine signifikant erhdhte Zahl aktivierter Mikrogliazellen, unabhéngig davon, ob
in den Schnitten das HIV-1 Antigen vorhanden war oder nicht, ein weiterer Hinweis
darauf, dass nicht das Virus, sondern die Mikroglia die entscheidenden neuronalen

Schiadigungen verursacht (Weis et al. 1994).

1.2.4. Immunhistochemische Marker der Mikroglia

Nachdem del Rio-Hortega die Mikrogliazellen im ZNS fiir seine Untersuchungen als erster

mit einer Silber-Imprégnationsmethode farbte, wurde diese zundchst weiterhin benutzt
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(Weil und Davenport 1933; Gallyas 1963). Im weiteren Verlauf wurden histochemische
(Smith und Rubinstein 1962; Ibrahim et al. 1974) und immunhistochemische (Mathew et
al. 1983; Esiri und Booss 1984) Methoden entwickelt, um Mikroglia in Formalin-fixiertem
Gewebe zu identifizieren, die den konventionellen jedoch nicht immer iiberlegen waren.
Einen grofen Fortschritt diesbeziiglich brachte die Einfiihrung der Lektin-Histochemie

(Hori et al. 1982; Schwechheimer et al. 1984).

Kommerziell erhiltliche und in der klinischen Routine verwendete Reagentien sind heute
zum einen monoklonale und polyklonale Antikorper sowie biotinilierte Lektine. Zu den
Antikorpern gehort das z.B. CD68, CR3/43, EBM-11, Ham-56, Mac387, HLA-DR/alpha,
CD16 und Lysozym, das verwendete Lektin heiflt Ricinus communis agglutinin (RCA-1)
(Hulette et al. 1992). CD68 ist ein monoklonaler Maus-Antikorper fiir ein Makrophagen-
spezifisches 110 kDa Glykoprotein, CR3/43 bindet an eine monomorphe Region von
HLA-DR, -DQ und —DP B-Ketten und ist somit ein Marker fiir HLA-Antigene der Klasse
II. CD16 stellt einen Marker fiir die Expression von Fc-Rezeptoren dar, wihrend Lysozym

ein polyklonaler Kaninchen-Antikorper fiir menschliches Lysozym ist (Hulette et al. 1992).

Mannoji et al. veroffentlichten 1986 ihre Ergebnisse iiber RCA-1. Sie fanden, dass RCA-1
spezifisch an Mikroglia von Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten menschlichen
Hirngewebe bindet, genauer an einen D-Galaktose-Rest an der Oberfliche der Mikroglia.
Die Vorteile gegeniiber anderen Methoden sahen sie auch darin, dass die Bindung von
RCA-1 nicht durch die Formalin-Fixierung der Gewebe beeintrachtigt wird, wie es bei
immunhistochemischen Markern der Fall sein kann, und in der hohen Spezifitit des Biotin-
Avidin-Komplexes = (ABC-Methode), welcher {iber einen Biotin-konjugierten

Briickenantikorper und dem Peroxidase-konjugierten Avidin letzlich die Farbreaktion
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vermittelt. Zusdtzlich kann {iber beigefiigte Inhibitions-Kontrollen mit Galaktose und

Laktose die Spezifitit leicht demonstriert werden (Mannoji et al 1986).

In einer Vergleichsstudie der diagnostischen Wertigkeit der verschiedenen Marker zeigte
sich, dass Ham-56, ein Makrophagen-spezifischer monoklonaler Antikorper, zuverlédssig
aktivierte Mikrogliazellen in pathologischen Geweben wie z.B. Plaques bei Multipler
Sklerose sowie perivaskulire Mikroglia farbte, wéhrend jedoch verzweigte
Mikrogliazellen in histologisch normalen Gewebe mit Ham-56 nicht zur Darstellung
kamen (Hulette et al. 1992). Die Farbungen mit CD68 zeigten ein sehr variables Muster,
was wohl mit dem histopathologischen Prozess und dem Stadium der mikroglialen
Aktivierung zusammenhingt. Ruhende Mikroglia der normalen weilen Substanz wurden
gut gefarbt, wihrend Zellen in mikroglialen Anhdufungen nicht gefarbt wurden.

RCA-1 hingegen firbte Makrophagen, perivaskuldre Zellen, ruhende Mikroglia und
endotheliale Zellen. Besonders intensiv war die Reaktion in mikroglialen Anhdufungen
und bei den Mikrogliazellen der angrenzenden Gewebe. Die Farbungen mit den iibrigen
oben erwihnten Antikorpern waren diagnostisch weit weniger ergiebig (Hulette et al.
1992).

Die besondere Zuverldssigkeit von RCA-1 in der Darstellung von Mikrogliazellen im
kindlichen Gehirn zeigt auch eine Arbeit, in der RCA-1 positive Zellen in Kulturen
menschlichen Gehirns bereits bei Embryonen in der 10. Gestationswoche nachgewiesen
werden konnten. Elektronenmikroskopisch wurden schon hier zwei Formen positiver
Zellen unterschieden, wovon eine Fortsédtze aufwies, die andere hingegen nicht (Bobryshev

und Ashwell 1994).
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1.3.  Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die quantitative Analyse der Mikrogliazellen in Gehirnen
einer Gruppe an SIDS verstorbenen Kindern verglichen mit einer Kontrollgruppe. Die
Identifizierung der Mikrogliazellen erfolgte mithilfe des Lektins RCA-1. Es soll die Frage
geklart werden, ob ein signifikanter Unterschied im Auftreten RCA-1 positiver
Mikrogliazellen zwischen beiden Gruppen besteht. In der Diskussion soll das Ergebnis
interpretiert und ein moglicher Zusammenhang anhand der klinisch-autoptischen Befunde

sowie der vorliegenden Literaturergebnisse untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Untersuchungsmaterial

Gewebeproben aus dem Gehirn obduzierter SIDS- sowie Kontroll-Félle wurden nach 14-
tagiger Fixation in 4%igem gepuffertem Formalin, Wissern unter flieBendem Wasser,
Dehydratation, Einbettung in Paraffin und anschlieBendem Schneiden in 5 Mikrometer
dicke Schnitte untersucht.

Es wurden die folgenden 25 Hirnregionen ausgewertet (Abkiirzungen in Klammern):

Lobus frontalis, Substantia grisea- (Fro-co)

Lobus fronto-orbitalis, Substantia grisea- (Orb-co)
Lobus parietalis, Substantia grisea- (Par-co)
Lobus occipitalis, Substantia grisea- (Occ-co)

Lobus temporalis, Substantia grisea- (Tem-co)

Lobus frontalis, Substantia alba- (Fro-wm)

Lobus fronto-orbitalis, Substantia alba- (Orb-wm)
Lobus parietalis, Substantia alba- (Par-wm)
Lobus occipitalis, Substantia alba- (Occ-wm)

Lobus temporalis, Substantia alba- (Tem-wm)

Hippocampus
= CAl-Region (Hip-CAl)
= CA4-Region (Hip-CA4)

= Kornerzellschicht des Gyrus dentatus- (Hip-Gr)
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Thalamus- (Thal)
Nucleus caudatus- (Caud)
Putamen - (Put)

Capsula interna- (Cain)

Mesenzephalon- (Mes)

Substantia nigra- (Nig)

Pons- (Pon)
Nuclei pontis- (Nclpo)
Medulla oblongata- (Med)

Nucleus olivaris inferior- (Oliv)

Cerebellum, Cortex- (KH-co)

Cerebellum, Substantia alba- (KH-wm)

2.1.1. Stichprobe

Die Gruppe der untersuchten SIDS-Fille bestand aus 23 Kindern, davon 11 ménnlichen
und 12 weiblichen Geschlechts im Alter von 1 bis 11 Monaten mit einem Mittelwert von 5
Monaten. Die Korperldnge reichte von 52 cm bis 80 cm mit einem Mittelwert von 64 cm,
das Korpergewicht von 3,3 kg bis 8,6 kg mit einem Mittelwert von 6,1 kg. Die

Hirngewichte lagen zwischen 438 g und 1178 g mit einem Mittelwert von 738 g.
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Die postmortale Liegezeit betrug zwischen 7 und 80 Stunden mit einem Mittelwert von 31

Stunden (sieche Tabelle 7.1. und 7.3. im Anhang).

Gemédss den internationalen Standards zur Diagnosestellung eines SIDS wurde in dieser
Gruppe nach Untersuchung der Todesumsténde bei einer sorgfiltigen Obduktion inklusive
ZNS, sowie einer toxikologischen Untersuchung und der Suche nach pathogenen Keimen

keine pathologischen Befunde erhoben, womit die Diagnose SIDS gestellt werden konnte.

Die Kontrollgruppe umfasste 22 Kinder, davon 12 ménnlich und 10 weiblich, im Alter von
der 31. SSW bis 22 Monate mit einem Mittelwert von 5 Monaten. Die Korperlidnge lag
zwischen 43 cm und 93 cm mit einem Mittelwert von 63 cm, das Korpergewicht zwischen
1,5 und 13,1 kg mit einem Mittelwert von 5,9 kg. Die Hirngewichte lagen in der
Kontrollgruppe zwischen 205 und 1250 g, der Mittelwert bei 697 g.

Bei der postmortalen Liegezeit ergaben sich Werte zwischen 4 und 78 Stunden mit einem

Mittelwert von 29 Stunden (siehe Tabelle 7.2. und 7.3. im Anhang).

2.2. Lektin

Die Féarbung der Mikroglia wurde mit dem Lektin RCA-1 durchgefiihrt. Verwendet wurde
das biotinilierte Ricinus communis Agglutinin 1 der Firma Vector Laboratories,

Burlingame, USA. (Produktspezifikation sieche Anhang)
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2.3. Untersuchungen

2.3.1. Lektinhistochemische Untersuchungen

Lektine sind nichtimmunogene Proteine beziehungsweise Glykoproteine {iberwiegend
pflanzlicher Herkunft. Aufgrund ihrer Eigenschaft, terminale Zuckerreste spezifisch zu
binden, werden sie zur Untersuchung der Glykoproteine und Glykolipide von
Zelloberflachen, in diesem Fall der Mikrogliazellen, verwendet (Damjanov 1987).
Histochemisch erfolgt eine Lektinbindung an die Zuckerreste, welche durch Konjugation mit
entsprechenden Markern sichtbar gemacht wird.

Mit dem in 2.2. aufgefiihrten Lektin wurden nach der ABC-Peroxidase-Methode SIDS- und
Kontrollschnitte behandelt. Bei der ABC-Methode handelt es sich um ein indirektes

immunhistochemisches Nachweisverfahren, welches aus den folgenden Grundschritten

besteht:
* Das Biotin-konjugierte (biotinilierte) Lektin bindet an die Zielstruktur.
* Der Komplex aus Peroxidase-konjugiertem Streptavidin bindet an das Biotin des

Lektins und vermittelt zugleich die Farbreaktion.

Vor Beginn der eigentlichen Bearbeitung stand die Erstellung einer Verdiinnungsreihe, um
die jeweils optimale Lektinkonzentration zu ermitteln. Wéhrend den Farbungen lief jedesmal

eine Negativkontrolle zur Uberpriifung der Spezifitit der Untersuchung mit.

Die entsprechenden Gehirnregionen der SIDS- und Kontrollschnitte wurden jeweils
gemeinsam gefarbt, das heifit in einer Férbekiivette befanden sich die Schnitte der SIDS- und

Kontrollgruppe mit der jeweils gleichen Region.
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Die lektinhistochemischen Farbungen wurden entsprechend den nachfolgend aufgelisteten

Schritten an jeweils den SIDS- und Kontrollschnitten durchgefiihrt:

10.

Vorbehandlung
Entparaffinierung in Xylol iiber 30 Minuten
Rehydratation in der absteigenden Ethanolreihe:

100% 5 Minuten

96% 1 Minute

70% 1 Minute
Waschen in PBS-Puffer fiir 10 Minuten
Gewebebehandlung mit 3%iger Wasserstoffperoxidldsung fiir 10 Minuten zur
Unterdriickung der endogenen Peroxidaseaktivitit
Waschen in PBS-Puffer fiir 10 Minuten
Betropfeln der Schnitte mit Kaninchen-Normalserum, Verdiinnung 1:10, um
elektrisch geladene Gewebsbestandteile durch Proteinbindung zu neutralisieren:
Einlegen der Schnitte fiir 15 Minuten in die feuchte Kammer
Ansatz: 0,5 ml Normalserum + 5Sml PBS-Puffer
Abkippen des Normalserums
Inkubation mit dem biotinilierten Lektin fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur in
der feuchten Kammer
Zweimaliges Waschen in PBS-Puffer; jeweils 10 Minuten
Inkubation mit dem 1:1000 in PBS-Puffer verdiinnten Streptavidin-Peroxidase-
Komplex fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer
Inkubation mit der Wasserstoffperoxid-aktivierten DAB-Chromogenldsung fiir

5 Minuten bei Raumtemperatur



11.

12.

13.

14.

15.

16.

Waschen in Aqua destillata fiir 10 Minuten
Gegenfarbung mit Mayer’s Hamalaun fiir 2 Minuten
Blduen unter flieBendem Wasser fiir 10 Minuten
Dehydratation in der aufsteigenden Ethanolreihe
70% 1 Minute
96% 1 Minute
100% 2 x 5 Minuten
Einlegen in Xylol fiir 10 Minuten

EinschlieBen der Gewebeschnitte in Eukitt

39

Das Ergebnis dieser Behandlung stellt ein unldsliches braunes Endprodukt dar, welches

lichtmikroskopisch an den Stellen einer stattgefundenen Lektinbindung sichtbar wird. (siehe

Abbildung 2.1.)

Abbildung 2.1. Lektinhistochemische Darstellung von RCA-I im Hippokampus eines

SIDS-Falles: deutliche Anfarbung der Mikroglia und der vaskuldren Endothelzellen

(Gegenfarbung mit Himalaun, Originalvergréferung 400x).
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2.3.2. Rating

Die mikroskopische Auswertung erfolgte unter einem Leitz Biomed Mikroskop bei einer
400-fachen Vergroferung. Je Gesichtsfeld wurde die Gesamtzahl der RCA-1-positiven
Mikrogliazellen ermittelt. Es wurden nur parenchymale, nicht jedoch perivaskuldre Zellen
gezdhlt. Die Auszdhlung geschah ohne Kenntnis davon, ob der ausgewertete Fall der

Gruppe der SIDS-Fille oder der Kontrollgruppe zuzuordnen war.

2.3.2.1 Graue Substanz

Die graue Substanz (GroBhirnrinde/Cortex) wurde nach dem ,,systematic row sampling*
ausgewertet (Weis 1991). Fiir die Analyse wurde ein Gebiet mit geradem Verlauf der
Rindenoberfliche ausgewihlt. Sodann wurde das erste Messfeld an der pialen Oberflédche
positioniert. Nun wurden alle immunpositiven Zellen in diesem Messfeld gezihlt,
einschlieBlich derer, die den linken bzw. oberen Rand des Rasters beriihren, nicht jedoch
diejenigen, die den rechten bzw. unteren Rand beriihren (=Regel der verbotenen Linien)
(Weis 1991). Danach wurde das Messfeld nach unten verschoben, so dass es genau
anschlieBend an das erste Messfeld zu liegen kam. Auf diese Weise wurde bis zum
Erreichen der weilen Substanz fortgefahren, wodurch eine vertikale Reihe entstand.
Danach wurde das Messfeld wieder zur pialen Oberfliche gefiihrt und seitlich
anschlieBend an das erste Messfeld der ersten Reihe plaziert, um die néchste vertikale

Reihe auszuzdhlen. Auf diese Weise wurden fiinf vertikale Reihen ausgewertet.
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2.3.2.2. Weife Substanz

In der weilen Substanz (Marklager) und in den Strukturen subkortikaler grauer Substanz,
des Kleinhirns und des Hirnstamms erfolgte die Auswertung nach dem ,,random systematic
sampling™ (Weis, 1991). Hierbei wird die Position des ersten Messfeldes rein zufillig
gewdhlt. Die weiteren vier Felder wurden vom ersten Gesichtsfeld ausgehend
mianderformig ausgewertet. Insgesamt kamen jeweils 5 Gesichtsfelder pro Hirnregion zur

Auswertung.

Mittels obengenannter Verfahren erfolgte die Datenerhebung fiir die Hirnregionen in
SIDS-und Kontrollpersonen. Es wurde immer das entsprechende Areal in der jeweiligen
Region gewihlt. In einem zweiten Arbeitsschritt erfolgte die Berechnung der Zelldichte als

Zellzahl pro definierte Messflache anhand der Formel:

Anzahl der RCA-1 positiven Mikrogliazellen

Zelldichte (n/mm?*) =

Anzahl der Gesichtsfelder x Messfeldfliche*

*Messfeldfliche= 0,248mm x 0,248mm
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2.3.3. Statistische Auswertung

Nach Erhebung der Daten am histologischen Schnitt, erfolgte die Eingabe der Parameter in
eine Datenmatrix. Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte unter Verwendung des
SPSS-Programms (Statistical Package for the Social Sciences). Neben dem Student's t-test fiir
unabhdngige Stichproben kamen der nicht-parametrische Mann-Whitney Test sowie
Varianzanalysen (ANOVA) und die Berechnung von Korrelationskoeffizienten nach Pearson

zur Anwendung. Dabei gelten p-Werte von unter 0,05 als statistisch signifikant.

Die graphische Darstellung der Daten erfolgte mit dem Programm Microsoft Excel 2000
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3. Ergebnisse

Beziiglich der Variablen Grof3e, Gewicht, Hirngewicht und postmortaler Liegezeit bestand
kein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe der SIDS-Fille und der

Kontrollgruppe (siehe Tabelle7.3. im Anhang).

3.1. Lektinhistochemische Befunde

3.1.1. Telenzephalon, Graue Substanz

Untersucht wurde die graue Substanz der Lobi fronto-orbitalis, frontalis, parietalis,
temporalis und occipitalis. Es zeigte sich frontal eine Zunahme der Mikrogliazellen von
11,70 Zellen/mm® in der Kontrollgruppe auf 15,03 Zellen/mm® in der SIDS-Gruppe
(p=0,27), frontoorbital eine Abnahme von 17,45 Zellen/mm® auf 14,32 Zellen/mm?’
(p=0.,49), parietal eine Zunahme von 10,99 Zellen/mm” auf 15,37 Zellen/mm® (p=0,17),
temporal eine Zunahme von 9,40 Zellen/mm® auf 13,59 Zellen/'mm* (p=0,11) und occipital
ebenfalls ein Anstieg in der SIDS-Gruppe von 7,75 Zellen/mm® auf 15,23 Zellen/mm?
(p=0,009).

Somit ergibt sich hier insgesamt in der SIDS-Gruppe eine tendenzielle Zunahme der RCA-
1 positiven Mikroglia mit Ausnahme der frontoorbitalen Region, in der Regio occipitalis
zeigte sich sogar ein signifikanter Anstieg (Abbildung 3.1. und 3.3., Tabelle 7.4. im

Anhang).
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a
Abbildung 3.1. Lektinhistochemische Darstellung von RCA-I im orbitofrontalen Kortex
von Kontrollen (a) und SIDS-Féllen (b) (Gegenfirbung mit Héamalaun,

OriginalvergroBerung 100x).

3.1.2. Telenzephalon, Weille Substanz

Analog zur Untersuchung der grauen Substanz bestanden die ausgewerteten Regionen der
weillen Substanz aus Schnitten der Lobi fronto-orbitalis, frontalis, parietalis, temporalis
und occipitalis.

Frontal zeigte sich eine Abnahme der RCA-1 positiven Mikrogliazellen von 17,50
Zellen/mm?® in der Kontrollgruppe auf 16,75 Zellen/'mm?® in der SIDS-Gruppe (p=0,87),
fronto-orbital ebenfalls eine Abnahme 24,54 Zellen/mm?” auf 15,41 Zellen/mm? (p=0,17),

parietal dagegen ein Anstieg von 15,87 Zellen/mm?® auf 18,95 Zellen/mm? (p=0,5),
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temporal ein Anstieg von 12,28 Zellen/mm?” auf 17,81 Zellen/mm” (p=0,18) und occipital
eine Zunahme von 11,71 Zellen/mm” auf 17,66 Zellen/mm? (p=0,09).

Insgesamt zeigt sich in der weillen Substanz also in der SIDS-Gruppe eine tendenzielle
Zunahme der Mikrogliazellen in drei Regionen, wihrend die beiden frontalen Regionen
eine tendenzielle Abnahme der Mikroglia-Zelldichte aufweisen (Abbildung 3.2. und 3.3,

Tabelle 7.4. im Anhang).

‘;“ﬂ\l it

Abbildung 3.2. Lektinhistochemische Darstellung von RCA-I in der weillen Substanz von

Kontrollen (a) und SIDS-Fillen (b) (Gegenfiarbung mit Hdmalaun, Originalvergréerung

100x).
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Abbildung 3.3. Darstellung der numerischen Dichte der Mikrogliazellen (Zellen/mm?)

in den Regionen des Telenzephalons bei SIDS und Kontrollen
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3.1.3. Hippocampus

In der Hippocampus-Formation wurden die Regionen CA1, CA4 und die granulédre Schicht
jeweils einzeln ausgewertet. Die granulire Schicht im Gyrus dentatus zeigte einen Anstieg
der Mikrogliazellen von 10,89 Zellen/'mm” in der Kontrollgruppe auf 16,14 Zellen/mm” in
der SIDS-Gruppe (p=0,22). In der Region CA1 wurde ein Anstieg von 6,91 Zellen/mm?
auf 11,90 Zellen/mm® (p=0,14) festgestellt, in der Region CA4 zeigte sich ein Anstieg von
16,10 Zellen/mm® auf 26,31 Zellen/mm? (p=0,04).

Damit ergibt sich in einer Region des Hippocampus ein signifikanter Anstieg der RCA-1
positiven Zellen in der SIDS-Gruppe, wéhrend in den beiden anderen Regionen eine

tendenzielle Zunahme beobachtet wird (Abbildung 3.4. und 3.5., Tabelle 7.4. im Anhang).
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Abbildung 3.4. Lektinhistochemische Darstellung von RCA-I im Hippokampus von
Kontrollen (a) und SIDS-Fillen (b) (Gegenfarbung mit Himalaun, Originalvergroferung

200x).
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Abbildung 3.5. Numerische Dichte der Mikrogliazellen (Zellen/mm?) in Regionen der

Hippocampusformation

3.1.4. Kleinhirn (Cerebellum)

Im Kleinhirn wurde analog zum Telenzephalon die graue Substanz und das Marklager,
also die weile Substanz getrennt ausgewertet. Im Cortex zeigte sich eine Zunahme der
Mikrogliazellen von 8,55 Zellen/mm? in der Kontrollgruppe auf 14,39 Zellen/mm? in der
SIDS-Gruppe (p=0,12), in der weiBlen Substanz ebenfalls eine Zunahme von 23,09

Zellen/mm? auf 27,42 Zellen/mm? (p=0,41) (Abbildung 3.6., Tabelle 7.4. im Anhang).



48

30

25

20

15

10

KH-co KH-wm

OSIDS EKontrollen

Abbildung 3.6. Vergleich der numerischen Dichte der Mikroglia (Zellen/mm®) im

Kleinhirn bei SIDS und Kontrollen

3.1.5. Thalamus

Der im Zwischenhirn (= Diencephalon) liegende Thalamus stellt neurophysiologisch
gesehen die zentrale Schaltstation sensibler Nervenbahnen dar. Hier ergab sich ein Anstieg
der RCA-positiven Mikroglia von 15,69 Zellen'mm® in der Kontrollgruppe auf 26,16
Zellen/mm? in der SIDS-Gruppe (p=0,03).

Somit zeigte sich im Thalamus eine signifikante Zunahme der Mikrogliazellen bei SIDS

im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 3.7., Tabelle 7.4. im Anhang).
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3.1.6. Basalganglien und Capsula interna

Untersucht wurden Putamen und Nucleus caudatus, sowie die innere Kapsel (Capsula
interna). Die subkortikal liegenden Basalganglien sind als Schaltstationen der
»extrapyramidalen Motorik® vor allem an der Bewegungskoordination beteiligt, die
Capsula interna wird von den sogenannten Projektionsfasern gebildet.

Im Putamen zeigte sich eine Zunahme der Mikroglia von 9,45 Zellen/mm’ in der
Kontrollgruppe auf 19,51 Zellen/'mm”® in der SIDS-Gruppe (p=0,01), im Nucleus caudatus
einen Anstieg von 22,30 Zellen/'mm® auf 49,91 Zellen/'mm* (p=0,06). Somit ist in einer
Region der Basalganglien anndhernd eine Verdoppelung der Mikroglia zu verzeichnen
(Abbildung 3.7., Tabelle 7.4. im Anhang).

In der Capsula interna ergab sich ein Anstieg von 18,27 Zellen/mm? in der Kontrollgruppe

auf 25,73 Zellen/mm? in der SIDS-Gruppe (p=0,18) (Abb 3.7., Tabelle 7.4. im Anhang).

3.1.7. Mittelhirn (Mesencephalon) und Substantia nigra

Das Mittelhirn bildet zusammen mit dem Pons und der Medulla oblongata den Hirnstamm.
Die im Mittelhirn gelegene Substantia nigra ist als Produktionsort des Dopamin klinisch
u.a. beim Morbus Parkinson von Bedeutung.

Im Mesencephalon zeigte sich ein Anstieg der Mikroglia-Dichte von 13,43 Zellen/mm?® in
der Kontrollgruppe auf 21,09 Zellen/mm® in der SIDS-Gruppe (p=0,11) und in der
Substantia nigra eine Zunahme von 15,55 Zellen/mm? auf 45,08 Zellen/mm? (p=0,005),
somit zeigt sich bei SIDS-Fillen eine signifikante Zunahme der numerischen Dichte der

Mikroglia (Abbildung 3.7., Tabelle 7.4. im Anhang).
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3.1.8. Regionen und Kerngebiete des Hirnstamms

Der Hirnstamm wird gebildet von Mittelhirn, Briicke (Pons) und dem sich anschlieBenden
verlangerten Mark (Medulla oblongata). Er enthélt die Kerne von Hirnnerven, auf- und
absteigende Fasern und ist Sitz des lebenswichtigen Atem- und Kreislaufzentrums.
Untersucht wurden jeweils die Regionen Pons, Nuclei pontis, Medulla oblongata und
Nucleus olivaris inferior.

Im Pons kam es zu einer Zunahme der RCA-1 positiven Zellen von 15,81 Zellen/mm” in
der Kontrollgruppe auf 21,95 Zellen/mm® in der SIDS-Gruppe (p=0,08), in den Nuclei
pontis zu einer Zunahme von 30,20 Zellen/'mm? auf 35,77 Zellen/mm?® (p=0,68), die
Medulla oblongata zeigte einen Anstieg von 18,10 Zellen/'mm® auf 22,76 Zellen/mm®
(p=0,39) und der Nucleus olivaris inferior einen Anstieg von 22.62 Zellen/mm? auf 43,12
Zellen/mm? (p=0,03).

Somit ergab sich in Teilen des Hirnstamms bei SIDS-Fillen ein signifikanter Anstieg der
Mikroglia neben einer tendenziellen Zunahme (Abbildung 3.7. und 3.8., Tabelle 7.4. im

Anhang).

Abbildung 3.8. Lektinhistochemische Darstellung von RCA-I in der Pons von Kontrollen

(a) und SIDS-Féllen (b) (Gegenfarbung mit Himalaun, Originalvergroerung 200x).
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Abbildung 3.7. Vergleichende Darstellung der Mikroglia-Dichte (Zellen/mm?) in

subkortikalen Kerngebieten bei SIDS und Kontrollen
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4. Diskussion

4.1.  Stichprobengrofie

Die untersuchten Gehirne der SIDS-Fille sowie der Kontrollgruppe wurden aus zwei
nahezu gleich groBen Gruppen verstorbener Kinder entnommen. Die Gesamtgrofle der
Stichprobe betrug n = 45, davon 23 SIDS- und 22 Kontrollfille.

Die beiden Gruppen unterschieden sich nicht signifikant beziiglich Alter, Geschlecht,
Korperlange- und gewicht, Hirngewicht und postmortaler Liegezeit (siche Tabelle 7.1. -
7.3. im Anhang). Der einzige Unterschied bestand in der Todesursache, wobei in der
SIDS-Gruppe nach aufwéndiger Diagnostik entsprechend den durch ein Expertengremium
festgelegten und international akzeptierten Kriterien (Willinger et al. 1991) eine andere
tiberpriifbare Ursache fiir den Tod des Kindes ausgeschlossen werden konnte, wéihrend in
der Kontrollgruppe unterschiedliche, genau definierte natiirliche oder nicht-natiirliche
Todesursachen vorlagen (Tabelle 7.3 im Anhang). Somit ist die Strukturgleichheit beider

Gruppen gegeben.

4.2. Methode

Die in dieser Studie verwendeten Nachweismethoden der Lektinhistochemie sind
langjdhrig etablierte und sensitive Verfahren zur Identifizierung zelluldrer Antigene. Sie
erfordern jedoch eine grofle Sorgfalt und Sauberkeit bei ihrer Anwendung, um
aussagekriftige Ergebnisse zu liefern. So ist es generell erforderlich, jeden Antikérper und

jedes Lektin vor der Anwendung einer Verdiinnungsreihe zur Ermittlung der optimalen
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Verdiinnung auszutesten. Weiterhin muss bei jeder Firbereihe eine Negativkontrolle zur
Uberpriifung der Reaktionsspezifitit mitgefithrt werden. Dariiber hinaus sind die in den
jeweiligen Rezepten vorgeschriebenen Inkubationszeiten, Verdiinnungen und pH-Werte
exakt einzuhalten. Diese Punkte wurden in der Studie genauestens beriicksichtigt. Ferner
erfolgte eine detaillierte Dokumentation des jeweiligen Versuchstages anhand
fortlaufender Arbeitsprotokolle.
Schwieriger zu normieren waren die exogenen Faktoren wie zum Beispiel die Umgebungs-
und Reagentientemperatur. Durch die Durchfilhrung einer Farbung an der parallel
bearbeiteten SIDS- und Kontrollgruppe an einem Tag konnte der Einfluss dieser Faktoren
auf ein Minimum reduziert werden.
Wenig Einfluss konnte auf die postmortalen Liegezeiten der verstorbenen Kinder
genommen werden, welche aufgrund des notwendigen Genehmigungsverfahrens zur
Obduktion unterschiedlich lange ausfielen.
Ein weiterhin nicht zu vernachldssigender Einflussfaktor ist die nach der Entnahme des
Gehirns notwendige Fixierungszeit. Hier wurde versucht, kontrollierte Bedingungen mit
moglichst gleichen Fixierungszeiten in gepuffertem Formalin zu schaffen.
Die mikroskopische Auswertung musste ebenfalls sehr sorgfiltig vorgenommen werden,
um eine addquate Einordnung der Zellen zu gewdhrleisten und um Doppelzdahlungen zu
vermeiden. Aus diesem Grund geschah dieser Schritt an einem festen Arbeitsplatz mit
konstanter Beleuchtung zu moglichst den gleichen Tageszeiten. Auch hier erfolgte eine
detaillierte Dokumentation durch fortlaufende Arbeitsprotokolle.
Durch zweimalige Eingabe und Verarbeitung des Zahlenmaterials konnten auch hier

eventuell auftretende Fehlermoglichkeiten weitgehend vermieden werden.
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4.3. Lektinhistochemische Untersuchungen

4.3.1. RCA-1

Bei dem verwendeten Ricinus communis agglutinin-1 handelt es sich um ein Lektin, das
mit hoher Spezifitdt an einen Galaktose-Rest auf der Oberfliche von Mikrogliazellen
bindet (Manoji et al. 1986). Zuvor erbrachte ein Versuch der Anfarbung der Mikroglia mit
den monoklonalen Antikorpern CD68 und CR3/43 keine zufriedenstellenden Ergebnisse,
was mutmaBlich durch die mangelhafte Bindung dieser Antikorper in noch unreifen
Gehirnen zu erkléren ist.

Mit RCA-1 wurde schlieBlich eine sehr gute Anfarbung der Mikroglia erreicht (Abbildung
2.1), was neben der ausgepriagten Spezifitit auch auf die offenbar geringe Empfindlichkeit
dieses Markers gegeniiber Faktoren wie Unreife des Gewebes und dessen Fixierung in

Formalin zuriickzufiihren ist (Mannoji et al. 1986; Bobryshev und Ashwell 1994).

Als gewisse Einschrinkung erwies sich, dass RCA-1 auch die Endothelzellen der
BlutgefidBBe anfiarbt (Biittner et al. 1996). Da diese durch die rdumliche Nidhe zu den
perivaskuldren Mikrogliazellen nur sehr schwer abzugrenzen waren und die Gefahr von
Fehlzéhlungen bestanden hétte, wurden ausschlieBlich die parenchymalen RCA-1

positiven Zellen ausgewertet.
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4.3.2. Ergebnisse

Von den insgesamt 25 untersuchten Hirnregionen zeigte sich in 22 Regionen eine
Zunahme der RCA-1 positiven Mikrogliazellen in der SIDS-Gruppe, dabei handelte es sich
in 6 Regionen um eine statistisch signifikante Zunahme. In 3 Regionen wurde eine
Abnahme der Mikrogliazellen bei SIDS gegeniiber der Kontrollgruppe beobachtet.

Somit ergab sich eine anndhernd generalisierte, jedoch betont in den subkortikalen
Kerngebieten auftretende Zunahme der Mikrogliazellen in der SIDS-Gruppe, verglichen

mit den Kontrollen.

Einige Studien beschiftigten sich mit dem Auftreten von reaktiven Astrozyten, vor allem
im Hirnstamm von SIDS-Kindern, was als ,reaktive Gliose* bzw. ,Astrogliose*
bezeichnet wurde. Beispielhaft dafiir ist die Arbeit von Kinney et al. (1983), die 6
anatomische Regionen des Hirnstamms bei SIDS und Kontrollen auf Astrozytose
untersuchten. 5 Regionen standen in Zusammenhang mit der unwillkiirlichen
Atmungskontrolle (Kinney et al. 1983). Dabei wurden in 3 Regionen signifikant hohere
Zahlen bei SIDS gefunden, der grofite Unterschied zwischen den Gruppen zeigte sich
jedoch am Hilus der unteren Olive, der einzigen nicht atmungsassoziierten der
untersuchten Regionen. Es konnten keine Zusammenhinge mit klinischen oder
pathologischen Variablen nachgewiesen werden, so dass die bisher angenommene Hypoxie
als Ursache fiir sekundére Hirnstammgliose zumindest in Zweifel gezogen wurde.

Dennoch kann ein sekundidres Phinomen auch als Erklidrung fiir die Erhohung der
Mikrogliazellen in SIDS-Gehirnen angenommen werden. Dabei muss die Hypothese einer

vorausgehenden Hypoxie, flir die in vielen Studien zumindest indirekte Hinweise gefunden
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worden sind (Naye 1974; Rognum et al. 1988; Del Bigio und Becker 1994; Jones et al.
2003), diskutiert werden.

Es wurde bereits dargelegt, dass der Tod von Nervenzellen, z.B. iiber einen hypoxischen
Schaden, die Migration, Proliferation und Aktivierung von Mikrogliazellen bewirkt,
welche dann direkt und indirekt eine inflammatorische Reaktion und einen
phagozytotischen Prozess in Gang setzen.

Eine Untersuchung der Thalamusregion von Ratten, bei denen man durch Applikation
eines Exzitotoxins eine ZNS-Lidsion herbeigefiihrt hatte, zeigte einen zunehmenden
Anstieg von Mikrogliazellen vom vierten bis zum flinfzehnten Tag mit erhohter
Mitoseaktivitét, bis die Zahlen nach einem Monat wieder riicklaufig waren (Marty et al.
1991).

Andere Versuche an den Gehirnen von Ratten konzentrierten sich besonders auf die
Hippocampusformation als Region erhdhter Vulnerabilitit gegeniiber Ischdmie bzw.
Hypoxie. Nach der tempordren Unterbrechung der zerebralen Blutzufuhr durch
GefiBverschliisse erfolgte die Untersuchung der mikroglialen Reaktion in verschiedenen
Bereichen des Hippocampus (Gehrmann et al. 1992a und 1992b; Jorgensen et al. 1993;
Morioka et al. 1991). Einen Tag nach Lédsion zeigten sich Zeichen der Aktivierung der
Mikroglia, v.a. in den Sektoren CAl und CA4, auBerdem wurden phagozytierende
Mikrogliazellen positiv fiir MHC II — Molekiile. Aber auch in ,,Ischimie-resistenteren‘
Bereichen wie dem Sektor CA3 und im frontoparietalen Kortex fand sich eine
Mikrogliaaktivierung als Friihzeichen fiir eine neuronale Schidigung (Gehrmann et al.
1992a und b). Eine andere Studie fand die stérkste mikrogliale Reaktion 4-5 Tage nach
Reperfusion, betont in den hippocampalen Arealen CAl sowie im Gyrus dentatus

(Morioka et al. 1991).
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Eine der wenigen Studien, die sich mit der Aktivierung der Mikroglia bei Kindern befasst,
untersuchte diese im Gyrus dentatus des Hippocampus (Del Bigio und Becker 1994).
Dabei wurden 4 Gruppen gebildet, wovon eine aus 26 SIDS-Kindern bestand. Das
Ergebnis war, dass sowohl die Gruppe der an kardiorespiratorischen Erkrankungen
verstorbenen, als auch die Gruppe der SIDS-Kinder signifikant hohere Zahlen an
Mikrogliazellen aufwiesen als die Gruppe der Kontrollkinder.
Die Autoren interpretierten diese Erhohung als einen Marker einer milden oder zuvor
stattgehabten hypoxischen oder ischdmischen Hirnschddigung (Del Bigio und Becker

1994).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich die deutlichste Zunahme der Mikroglia bei SIDS im
Hippocampus im Sektor CA4 des Ammonshorns, ein Anstieg zeigte sich ebenfalls im
Sektor CA1 sowie der Kornerzellschicht des Gyrus dentatus. Dass diese sehr Hypoxie-
vulnerablen Regionen des limbischen Systems eine teilweise signifikant erhdhte
Mikrogliaaktivierung bei SIDS aufweisen, kdnnte tatsdchlich Hinweis auf eine zerebrale
Hypoxie bei SIDS sein. In Frage kdme etwa eine chronisch mild verlaufende zerebrale
Hypoxie, die keine morphologisch sichtbaren Nervenzellschdadigungen verursacht, letztlich
aber moglicherweise in einer finalen Apnoephase gipfeln und dadurch den plétzlichen Tod

des Kindes hervorrufen konnte.

Eine weitere Mdoglichkeit wiére, dass die in 6 Regionen signifikante und auch in fast allen
Regionen des GroBhirns bestehende tendenzielle Erhdhung der Mikrogliazellen nicht
Hypoxie-bedingt, sondern mdglicherweise Folge eines generalisierten inflammatorischen

Prozesses ist, was einen Hinweis auf eine Infektion des Hirnparenchyms mit einem noch



58
nicht definierten Erreger, bzw. allgemeiner die Aktivierung eines chronischen

immunologischen Prozesses bedeuten kdnnte.

Frither bestand die Ansicht, das Gehirn sei ein immunologisch privilegiertes Organ. Das
lag daran, dass die Blut-Hirn-Schranke den Ubertritt von Blutzellen und
Serumkomponenten in das Hirnparenchym verhindert, dass das Gehirn praktisch iiber kein
lymphatisches System verfligt und vor allem daran, dass keine Auspriagung von Molekiilen
des ,,major histocompatibility complex* (MHC) erkannt wurde, die fiir die Antigen-
Prasentation erforderlich sind (Kreutzberg 1996). Das hitte bedeutet, dass das ZNS iiber
kein intrinsisches Immunsystem verfiigt und bei intakter Blut-Hirn-Schranke vom
systemischen Immunsystem abgetrennt wire.

Mittlerweile weil man, dass es sehr wohl zu einer Ausprigung von MHC-Antigenen
kommt, und zwar sowohl der Klasse I als auch der Klasse II. Wahrend die Expression von
MHC-Antigenen der Klasse I auch auf anderen Zellen wie den Astrozyten stattfindet,
werden Klasse II-Antigene, welche in der Peripherie exklusiv auf APZ zu finden sind, im
ZNS nahezu ausschlieflich von Mikrogliazellen ausgebildet, ganz besonders in zu Grunde
gehenden Bahnen der weillen Substanz (Steininger und van der Meide 1988; Konno et al.
1989; Rao und Lund 1983; Hayes et al. 1987). Eine schnelle Hochregulation von MHC-II
auf residenter Mikroglia konnte durch die intrathekale Applikation von inflammatorischen
Zytokinen wie TNF-a und Interferon-y demonstriert werden (Wekerle et al. 1986).
Wihrend inflammatorischer Reaktionen ist diese MHC-II- Induktion ausgedehnt
verbreitet; z.B. werden bei einer Herpes-simplex-Infektion von Sdugetieren fast alle
residenten Mikrogliazellen MHC-II- positiv (Weinstein et al. 1990).

Die MHC-Molekiile stimulieren CD8-zytotoxische- bzw. CDA4-T-Helferzellen, wobei

zusitzliche Interaktionen zwischen Adhisions- (wie ICAM-1) und kostimulatorischen
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Molekiilen (wie CD40) auf APZ und spezifischen passenden Rezeptoren auf T-Zellen
erforderlich sind, um eine optimale T-Zell-APZ-Bindung und gegenseitige Aktivierung zu
gewihrleisten (Slavik et al. 1999; van Kooten und Banchereau 2000). Nahezu alle bisher
durchgefiihrten Versuche mit Mikroglia-Kulturen haben gezeigt, dass diese Zellen in der
Lage sind, Antigene aufzunehmen, zu prozessieren und sie naiven-, Geddchtnis- oder
differenzierten T-Zellen zu présentieren (Becher et al. 2000; Aloisi et al. 2000), wobei
kultivierte Mikrogliazellen aus dem sich entwickelnden Gehirn einen aktivierteren
Phénotyp und effektivere APZ darstellen als die aus dem erwachsenen ZNS isolierte
Mikroglia (Carson et al. 1998). Die mit MHC II-Molekiilen reagierenden CD4-T-
Helferzellen werden in 2 Subpopulationen unterteilt (Thl und Th2), die sich in ihrer
Effektorfunktion und dem Profil der sezernierten Zytokine unterscheiden. Die
Hauptfunktion der Thl-Zellen ist das Auslosen einer Phagozyten-vermittelten Abwehr
gegen Infektionen und die Forderung der Differenzierung von CD8-T-Zellen zu aktiven
zytotoxischen Zellen, die infizierte Zellen lysieren (Aloisi 2001). Th2-Zellen vermitteln
humorale Immunantworten, indem sie die Differenzierung von B-Zellen und die
Antikorperbildung stimulieren, und regulieren die Thl-Antworten durch die Sekretion
antiinflammatorischer Zytokine (IL-4, IL-10) (Aloisi 2001).
Die von Th1-Zellen produzierten Zytokine wie IFN-y und TNF-a aktivieren die Mikroglia
und Makrophagen und schédigen wohl gleichzeitig Oligodendrozyten und Neuronen
direkt, wie es bei MS beobachtet wird (Merrill und Benveniste 1996), wohingegen die
Th2-Zytokine einen gegenteiligen Effekt haben (Mathisen et al. 1997). Die Gewichtung
von Thl und Th2- Antworten innerhalb einer Immunreaktion wird wohl in erster Linie
durch die Ausschiittung von Zytokinen in der Initialphase bestimmt, wobei IL-12 bzw. IL-

4 entscheidende Rollen spielen (O’Garra 1998).
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Wiéhrend das antiinflammatorische IL-4 offenbar nicht von residenten Zellen im ZNS
gebildet wird, scheint das proinflammatorische IL-12 hauptsdchlich von Mikrogliazellen
im Verlauf einer Entziindung produziert zu werden (Stalder et al. 1997).
Zusammengefasst scheint es so zu sein, dass die Mikroglia bei etwa durch IFN-y oder LPS
vermittelten inflammatorischen Bedingungen eine Thl-Antwort unterstiitzt, wahrend sie

bei Abwesenheit dieser Mediatoren die T-Zellen in Richtung Th2 stimuliert (Aloisi 2001).

Die Regulation der Immunfunktion der Mikroglia ist sehr komplex und besteht nach
gegenwartigem Wissen aus verschiedenen Komponenten, deren Zusammenspiel fiir die
Aufrechterhaltung der Homdostase im ZNS von entscheidender Bedeutung ist. Die
nachfolgende kurze Ubersicht soll u.a. die Relevanz dieser komplexen Zusammenhiinge
fiir eine eventuell iiberschiessende Mikrogliaaktivierung und deren mogliche Folgen fiir

das kindliche Gehirn verdeutlichen:

Zunichst beeinflusst das Milieu im Gehirn selbst, ob eine Mikrogliaaktivierung stattfindet
oder nicht. Unter Beriicksichtigung der Heterogenitit neuronaler Populationen in
verschiedenen neuroanatomischen Regionen wurde vorgeschlagen, dass die Auswirkungen
der neurochemischen Umgebung auf die Mikroglia in Bezug auf das Ausmal} der
Aktivierung und der inflammatorischen Reaktionen regionenspezifisch sind (McCluskey
und Lampson 2000).

Es scheint so zu sein, dass wahrend normaler neuronaler Aktivitidt neurotrophe Substanzen
freigesetzt werden, die eine Aktivierung der Mikroglia {iber eine Inhibierung
Makrophagen-stimulierender Faktoren wie Lipopolysaccharid (LPS) bzw. der Expression
von MHC II-Molekiilen verhindern (Neumann et al. 1996 und 1998). Andere Neuropeptide

wie a-Melanozyten stimulierendes Hormon (alpha-MSH) oder vasoaktives intestinales
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Peptid (VIP) hemmen die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und
Stickstoffmonoxid (NO) in LPS-aktivierten Mikrogliazellen v.a. indem sie den
intrazellularen cAMP-Spiegel anheben (Delgado et al. 1998; Kim et al. 2000).
Dariiber hinaus besitzen Mikrogliazellen eine groBe Anzahl von Oberfldichenrezeptoren,
die eine Immunantwort auslésen oder verstirken konnen. Man nimmt an, dass die
Erkennung und Beseitigung von fremden Pathogenen durch von Geburt an vorhandene
Immunzellen iiber eine Reihe von spezifischen Rezeptoren erfolgt, welche direkt mit
mikrobiellen Strukturen interagieren, was zur Stimulation von Phagozytose, Induktion
zytotoxischer Mechanismen und Aktivierung von Immungenen fiihrt (Medzhitov und
Janeway 2000). Der Komplementrezeptor Typ 3 (CR3) bindet an eine Reihe von
mikroglialen Molekiilen und ist ein sehr effektiver Vermittler von Phagozytose sowie einer
Vielzahl intrazelluldrer Signalvorgéinge, darunter Proteinkinase-Kaskaden, die u.a. fiir die
Leukozytenaktivierung bedeutsam sind (Ehlers 2000); CR3 ist einer der am schnellsten
heraufregulierten Marker auf aktivierter Mikroglia und sein Anstieg wird unter nahezu
allen pathologischen Bedingungen gesehen (Gehrmann et al. 1995). Ein weiterer wichtiger
Rezeptor ist CD14, an den LPS, ein Hauptbestandteil der dulleren Membran gramnegativer
Bakterien, bindet (Kitchens 2000).
Fc- und Komplementrezeptoren auf der Oberfliche von Mikrogliazellen dienen
hauptsédchlich der Vermittlung und Unterstiitzung der Phagozytose (= Opsonierung) unter
neuroinflammatorischen Bedingungen, verbunden mit spezifischen humoralen Antworten
gegen ZNS-Pathogene oder Autoantigene sowie einer entsprechenden Aktivierung des
Komplementsystems (Aloisi 2001). Da die Signaliibertragung durch Fc-Rezeptoren oder
CR3 die Produktion von Zytokinen und reaktiven Sauerstoffmolekiilen vermittelt, konnten
diese Rezeptoren auch die proinflammatorischen und zytotoxischen Funktionen der

Mikroglia verstirken (Colton et al. 1994; van der Laan et al. 1996).
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Mikrogliazellen exprimieren ferner eine Reihe von Rezeptoren fiir Zytokine, die wahrend
einer Entziindungsreaktion intrazerebral gebildet werden. Das schliet sowohl Rezeptoren
fiir pro- als auch fiir antiinflammatorische Zytokine ein, dessen Gleichgewicht als
entscheidend fiir die Induktion und Regulation der Immunfunktionen der Mikroglia
angesehen wird (Aloisi 2001).
Eines der am besten untersuchten proinflammatorischen und immunstimulierenden
Zytokine ist Interferon-gamma (IFN-y), das hauptsichlich von natiirlichen Killerzellen
(NK-Zellen) und der Thl-Population der CD4-T-Zellen produziert wird (Colton et al.
1994; Benveniste 1998). IFN-y-Rezeptoren sind auf ruhenden Mikrogliazellen vorhanden,
und die intrazerebrale Injektion von IFN-y induziert schnell eine MHC II-Expression auf
diesen Zellen (Vass und Lassmann 1990). Die Bindung von IFN-y an seinen Rezeptor
bewirkt die Transkription und Expression verschiedener Immungene wie CD40 iiber die
klassische IFN-y induzierte Signaliibertragungs-Kaskade unter Einschluss des
Transkriptionsfaktors STAT-1 (Nguyen und Benveniste 2000).
TNF-o ist ein weiteres proinflammatorisches Zytokin mit Makrophagen-aktivierender
Funktion, das die Phagozytose wie auch die Produktion vor allem pro- und weniger
antiinflammatorischer Zytokine durch die Mikroglia fordert (Smith et al. 1998; Becher et
al. 2000). Es wird bei einer Entziindung des ZNS von aktivierten Thl-Zellen,
Makrophagen und Mikrogliazellen produziert und stellt offenbar einen potenten autokrinen
Aktivator dar (Becher et al. 2000). Die Rezeptorbindung induziert die Transkription
diverser Immungene iiber die Aktivierung einer Reihe von Transkriptionsfaktoren wie NF-
kB (Cao et al. 1999).
Die Mehrzahl der mikroglialen Immunfunktionen, die durch IFN-y und LPS ausgelost
werden, werden durch antiinflammatorische Zytokine wie 1L-4, IL-10, IL-13 und TGF-B

gehemmt (Frei et al. 1994; Benveniste 1998).
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Das Antigen CD40 findet sich auf der Oberfliche von APZ und somit auch auf
Mikrogliazellen, wihrend sein natiirlicher Ligand CD40L auf aktivierten T-Lymphozyten
exprimiert wird (van Kooten und Banchereau 2000). Das System hat eine bedeutsame
Rolle in der Vermittlung der Differenzierung aktivierter B-Zellen sowie der Interaktionen
zwischen T-Zellen und APZ (Aloisi 2001). Dariiberhinaus wurden sowohl CD40-
ausbildende Makrophagen und Mikrogliazellen als auch CD40L-ausbildende T-Zellen in

MS-Lisionen identifiziert (Gerritse et al. 1996).

Wie schon erwidhnt spielen Zytokine eine zentrale Rolle bei der Regulation von
Immunantworten.

Die inflammatorische Wirkung der von Mikrogliazellen produzierten IL-1 und TNF-a
besteht hauptséchlich in ihrer Fahigkeit, die Ausbildung von Adhésionsmolekiilen und die
Synthese von Chemokinen in zerebrovaskuldren Endothelzellen und Astrozyten zu
induzieren, die den GefdBaustritt der Leukozyten und deren Ansiedlung im ZNS
ermoglichen (Sedgwick al. 2000).

In vitro Untersuchungen zeigten, dass Mikrogliazellen wohl auch die
Hauptproduktionsstitten weiterer Zytokine sind, welche humorale und zellvermittelte
Immunantworten stimulieren. Dazu gehoren IL-6, ein Zytokin mit pro- und
antiinflammatorischen Aktivititen, das B-Zellwachstum und —differenzierung fordert (Frei
et al. 1989), IL-12 (Aloisi et al. 1997) und IL-18 (Prinz und Hanisch 1999), die eine
entscheidende Rolle bei der Stimulation von NK- und Th1-Zellen spielen; dazu kommt IL-
15, das selektiv NK und CD8-T-Zellen stimuliert (Hanisch et al. 1997).

Auf der anderen Seite produziert die Mikroglia auch Zytokine mit antiinflammatorischer
Aktivitdt wie TGF-fB, IL-10 und IL-1-Rezeptorantagonist (IL-1ra) (Kiefer et al. 1998;

Jander et al. 1998; Liu et al. 1998). Diese hemmen die Aktivierung von Mikrogliazellen
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und Makrophagen, indem sie sowohl die Ausbildung von Molekiilen, die mit der Antigen-
Prisentation in Verbindung stehen, als auch die Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen, Chemokinen und Sauerstoffradikalen inhibieren (Frei et al. 1994; O’Keefe et

al. 1999).

Chemokine sind eine Familie von kleinen Peptiden, die eine essentielle Rolle bei der
Rekrutierung von Leukozyten aus dem Blut in das ZNS als Antwort auf neurotrophe
Pathogene oder bei Autoimmunprozessen spielen (Glabinski und Ransohoff 1999).
Bestimmte Chemokine wie IP-10 oder MIP-1a werden von der Mikroglia synthetisiert und
tragen moglicherweise zur intrazerebralen Anlockung von T-Zellen, Makrophagen und
dendritischen Zellen bei, auBlerdem gibt es Hinweise, dass sie die Migration der
Mikrogliazellen hin zu geschadigten bzw. entziindlichen Hirnregionen stimulieren konnen

(Aloisi 2001).

Bei der Komplexitit des Zusammenspiels der zahlreichen Faktoren, die die
Immunfunktionen der Mikroglia induzieren, vermitteln und regulieren, ist es ohne weiteres
denkbar, dass eine Fehlfunktion oder Uberstimulation dieses Systems gerade im kindlichen
Gehirn erhebliche Schiden anrichten konnte. So wire es moglich, dass z.B. eine
Immuninduktion durch eine banale Infektion aus bisher nicht geklarten Griinden zu einer
tiberschiessenden Aktivierung der Mikrogliazellen fiihrt, die schlieflich in eine
inflammatorische Kaskade miindet. Gerade eine in dieser Arbeit nachgewiesene
Aktivierung der Mikroglia in den Kerngebieten des Hirnstamms konnte auf diese Weise zu
neurotoxischen Schéddigungen fithren, was bei Neuronen des Atem- oder

Kreislaufzentrums moglicherweise zum Tod der Kinder fithren konnte.
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Verschiedene Studien beschiftigten sich mit der Suche nach bakteriellen Toxinen, viralen
Infekten und der mikrobiologischen Besiedlung des Nasen-Rachen-Raums bei SIDS. So
wurden pyrogene Toxine von Staphylokokkus aureus (S.aureus) wie das ,toxic shock
syndrome toxin“ (TSST) in Gewebeproben innerer Organe von iiber 50% der SIDS-Opfer
gefunden, wihrend es in der entsprechenden Kontrollgruppe nur bei 16% der Kinder
nachgewiesen wurde (Zorgani 1999). Nachdem die nasale Besiedlung durch S.aureus bei
SIDS und Kontrollen in annidhernd gleichem Mafle vorkommt, kdnnte eine Erh6hung der
Schleimhauttemperatur bei SIDS zur Produktion von pyrogenen Toxinen fithren (Zorgani
1999).
Die Schwierigkeit der postmortalen Messung und Aussagekraft von Endotoxinen wird
jedoch daran deutlich, dass im Rahmen einer anderen Studie zwar bei allen SIDS-Opfern,
allerdings auch bei samtlichen Kontrollfillen, Endotoxine nachgewiesen werden konnten,
mutmaBlich durch agonale Freisetzung (Morris 1999). Dies schlieft allerdings eine
Beteiligung von Endotoxinen in der Genese von SIDS nicht aus, zumal hdhere
Konzentrationen bei SIDS-Kindern mit histologischem Nachweis einer Entziindung
gefunden wurden (Crawley et al. 1999).
In Untersuchungen der nasopharyngealen Flora bei Kindern wurde vorwiegend
Staphylokokkus aureus isoliert, assoziiert mit den Befunden der miitterlichen Flora des
Nasen-Rachen-Raums (Blackwell et al. 1999). Eine andere Arbeit offenbarte eine
Abnahme der Besiedlung mit Staphylokokkus aureus mit zunehmenden Alter, eine stirkere
Besiedlung dagegen bei médnnlichen Kindern und in den Wintermonaten. Kinder zwischen
12 und 18 Monaten zeigten auBerdem eine Besiedlung mit Hamophilus influenzae sowie
gramnegativen Bakterien. Aus der Kombination von Schlafen in Bauchlage und

gleichzeitigen viralen Infektionen der oberen Atemwege resultierte das Muster
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nasopharyngealer bakterieller Besiedlung, welches oft bei SIDS-Opfern gefunden wird
(Harrison et al. 1999).

Ferner wurden Befunde einer leichten viralen Infektion der Atemwege, wie mit RS-Virus,

vermehrt bei SIDS-Opfern gefunden (An et al. 1993).

Von besonderem Interesse sind vor allem die gemeinsamen Befunde, die bei SIDS auf der
einen und bei Tod durch Infektionen auf der anderen Seite erhoben wurden (Abbildung
4.1.).

So fand man erhdhte Spiegel von Hypoxanthin (sieche Kapitel 1) im Glaskorper sowohl bei
SIDS-Féllen als auch bei Féllen eines Todes durch Infektionskrankheiten, nicht aber bei
anderen Kontrollfillen (Vege et al. 1994). AuBerdem zeigten mehrere Studien eine
Immunstimulation bei SIDS anhand einer Erhohung von verschiedenen Immunglobulinen
in Lunge (Raven et al. 1978; Forsyth et al. 1989), Trachea und Duodenum (Stoltenberg et
al. 1992). Die T-Zell Aktivierungsmarker CD45 RO, CD29, CD58 und CD38 waren
allgemein in hohen Spiegeln bei SIDS-Opfern nachweisbar, was auf eine immunulogische
Aktivierung als Antwort auf einen infektidsen Stimulus hindeutet (Forsyth und Atthowe
1995). Dazu passt auch, dass bei SIDS-Opfern im Liquor signifikant erhohte Spiegel des
proinflammatorischen Zytokins Interleukin-6 (IL-6) gegeniiber Kontrollen, die nicht an
Infektionen gestorben waren, gefunden wurden (Vege et al. 1995), welches als endogenes
Pyrogen hohe Korpertemperaturen verursachen und damit zu respiratorischen Stoérungen
fiihren kann (LeMay et al. 1990; Riesenfeld et al. 1996).

Bakterielle Produkte (Hedges et al. 1992) und verschiedene Viren (Lundemose et al. 1993;
Mistchenko et al. 1994) kdnnen neben anderen Zytokinen (Dinarello 1989) die Produktion

von IL-6 stimulieren.
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Uber hohe Spiegel an IL-6 im Liquor wurde bei Patienten mit Infektionen des ZNS
berichtet (Houssiau et al. 1988; Chavanet et al. 1992; Waage et al. 1989).
Da IL-6 im ZNS vorwiegend von den Mikrogliazellen synthetisiert wird (Lee et al. 1993),
konnen diese Ergebnisse mit der hier nachgewiesenen Mikrogliaaktivierung in den
Gehirnen von SIDS-Opfern in Bezug gesetzt werden, da die Mikroglia nach ihrer
Aktivierung  durch  immunologische oder hypoxische Prozesse 1im  ZNS
proinflammatorische Zytokine produziert, welche schlielich im Liquor nachweisbar sind.
Die Gemeinsamkeiten, die die plotzlichen Todesfille durch SIDS bzw. Infektionen
aufweisen, lassen auch den denkbaren Schluss zu, dass es bei SIDS moglicherweise zu
einer Uberreaktion des Immunsystems, auch des ZNS, bei einer eigentlich benignen und
subakut verlaufenden Infektion kommt, die schlieBlich in einer tédlichen Kaskade enden

konnte.

Moglicherweise spielt die Mikroglia bei SIDS eine dhnlich fatale Rolle wie offenbar bei
der Pathogenese von MS (Gonzalez-Scarano und Baltuch 1999) und ADC (Wesselingh et
al 1997) (siehe 1.2.3.). Bei diesen Krankheitsbildern vermitteln und unterhalten die
Mikrogliazellen einen chronischen Entziindungsprozess, der schlieBlich zu schweren
neurologischen Ausféllen fiihrt. Das kindliche Gehirn wiére gegeniiber schiddigenden
inflammatorischen Einfliissen vermutlich noch weit empfindlicher als das reife Hirn eines

Erwachsenen.
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immunulogischen und

biochemischen Befunden, die sowohl bei SIDS als auch bei Tod durch Infektion erhobenen

wurden (nach Vege und Rognum 1999)

Ein weiterer interessanter Aspekt ist die Entdeckung eines Proteins durch Wolozin et al.

(1986), welches in 15-30-fach groBeren Mengen in Gehirnen von Alzheimer-Patienten im
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Vergleich mit normalen Gehirnen nachgewiesen wurde. Dieser Nachweis gelang
immunhistochemisch mit dem so bezeichneten Antikorper Alz-50 (Wolozin et al. 1987).
Ein paar Jahre spiter berichteten Sparks und Hunsaker (1991) iiber eine erhohte Dichte
von Alz-50 immunreaktiven Neuronen im Hippocampus bei SIDS-Kindern verglichen mit
Kontrollen (Sparks und Hunsaker 1991), auBerdem fanden sich vermehrt Alz-50
immunreaktive Neurone in Regionen der dorsalen Medulla, dem Nucl.solitarii,
Nucl.ambiguus sowie dem RAAS (Sparks et al. 1996). Diese Parallele zu Gehirnen von
Patienten mit der Alzheimer’schen Krankheit brachte die Autoren dazu, mithilfe einer
lektinhistochemischen Methode nach einer Mikrogliaaktivierung als mogliche weitere
Gemeinsamkeit zu suchen. Sie fanden im Hippocampus bei 5 von 9 SIDS-Opfern eine
Aktivierung der Mikroglia im frithen Stadium, wéhrend keines von 7 Kontroll-Kindern
solche Verdnderungen zeigte. Diese unverdffentlichten Beobachtungen wurden nicht

detaillierter erldutert (Sparks und Hunsaker 2002).

Esiri et al. (1991) wiesen schon etwas frither mithilfe der monoklonalen Antikorper
EBM11 und HLA-DR Mikrogliazellen im kindlichen Gehirn nach. In dieser Studie zeigte
sich bei einem von 4 SIDS-Opfern eine erhohte Anzahl von Mikrogliazellen in der

periventrikuldren weilen Substanz (Esiri et al. 1991).

Oehmichen et al. (1998) wiesen immunzytochemisch in nahezu allen untersuchten
Hirnregionen (Hippocampus, Kerngebiete der Medulla oblongata) Alz-50 immunreaktive
Neurone nach, sowohl in der SIDS-, als auch der Gruppe mit akuter Hypoxie (ohne
Reperfusion) sowie der Gruppe mit subakuter Hypoxie (mit Reperfusion). In den SIDS-

Gehirnen exprimierten nahezu 100% aller Neuronen Alz-50, wéhrend es sowohl bei den
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akuten wie auch den subakuten Hypoxie-Kontrollfillen im Hippocampus und dem Nucleus
olivaris inferior signifikant weniger waren (Oehmichen et al. 1998).

Ausgehend von Erkenntnissen iliber die Induktion von Alz-50 Immunreaktivitidt durch
Ischdmie (Dewar und Dawson 1995; Uchihara et al. 1995) schlossen die Autoren auf ein
hypoxisch/ischdmisches Ereignis bei SIDS, welches allerdings eine andere Qualitit
beziiglich Dauer oder Intensitit gegeniiber den Hypoxie-Kontrollen haben miisse;
gleichzeitig betonten sie den Wert des Alz-50 Antikorpers als moglichen Marker zur

Diagnosestellung von SIDS (Oehmichen et al. 1998).

Allerdings fiihrten diese gefundenen neuropathologischen Gemeinsamkeiten zwischen
SIDS und der neurodegenerativen Alzheimer’schen Erkrankung auch zu dem mdglichen
Schluss, dass es sich bei SIDS ebenfalls primédr um eine neurodegenerative Verdnderung
im Sinne einer gesteigerten Apoptose im sich entwickelnden Gehirn handeln konnte
(Sparks et al. 1996).

Eine Studie mit 29 SIDS- und 9 Kontrollfillen wies mithilfe einer Methode, die spezifisch
fragmentierte DNA in situ aufzeigt, bei 79% der SIDS-Fille eine signifikante Apoptose
von Neuronen nach, sowohl im Hippocampus (55%) als auch im Hirnstamm (96%),
wihrend sich bei den Kontrollen keine signifikante Apoptose zeigte (Waters et al. 1999).
Die Autoren interpretierten die Ergebnisse als Folge einer kiirzlich abgelaufenen
hypoxischen ZNS-Schéddigung und postulierten wiederholte hypoxische Episoden, die in
besonders hypoxie-vulnerablen Regionen wie dem Hirnstamm zu signifikantem Verlust
von Neuronen und damit einem Funktionsausfall fiihren konnten (Waters et al. 1999).

Wie bereits oben beschrieben spielt die Mikroglia eine wichtige Rolle bei der Beseitigung
von apoptotischen Partikeln, wobei es jedoch nicht zur Formierung von mikroglialen

phagozytotischen Herden kommt (Streit 2001).
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Die in der vorliegenden Arbeit gefundene regionenabhingig mehr oder weniger
ausgepragte, erhohte Dichte an Mikrogliazellen bei SIDS wire vereinbar mit einer
subkortikal betonten gesteigerten Apoptose, was insbesondere in Bereichen der vitalen
Zentren des Hirnstamms fatale Folgen haben konnte.
Die Frage, ob es sich hierbei um eine Hypoxie-induzierte gesteigerte Apoptose handelt
(Waters et al. 1999), oder ob der signifikant vermehrte Verlust von Neuronen
moglicherweise auf degenerativen Prozessen wie bei der Alzheimer-Demenz (Sparks und
Hunsaker 2002) bzw. Mikroglia-vermittelter Neurotoxizitit (Bitting et al. 1996) beruht,

konnte bisher nicht geklért werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben einen weiteren starken Hinweis darauf, dass
es bei SIDS zu neuropathologischen Verinderungen kommt, die erst mittels
morphometrischer Methoden erfasst werden konnten. Die subkortikal betonte Aktivierung
der Mikroglia bei SIDS zeigt, dass die Gehirne dieser Kinder nicht als unauffillig
anzusehen sind, auch wenn makro- und mikroskopisch zunichst keine pathologischen
Befunde erhoben werden konnten. Die Mikrogliazellen stellen ein hochsensibles
Uberwachungssystem im Gehirn dar, das dessen strukturelle und molekulare Homdostase
permanent kontrolliert. Aufgrund der aktuellen Kenntnisse iiber Rolle und Funktion der
Mikroglia im kindlichen ZNS ist die aufgezeigte Aktivierung bei SIDS als Reaktion auf
einen wie auch immer gearteten Prozess der Storung des Gleichgewichts des ZNS zu
werten. In Frage kommen dabei vor allem Hypoxie/Ischimie, Infektion bzw.
tiberschiessende immunologische Aktivierung sowie ein primdr degenerativer oder
apoptotischer  Prozess. Die sich auf mehrere Gehirnregionen erstreckende

Mikrogliaaktivierung ldsst eine lokal beschrinkte Ischdmie eher unwahrscheinlich
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erscheinen, bestitigt aber die Moglichkeit eines generalisierten, eventuell rezidivierenden
hypoxischen Schadens, z. B. ausgeldst durch wiederkehrende Apnoephasen.

Die Rolle der Mikroglia als primidre Immunzellen des Gehirns lassen auch eine infektiose
Ursache ihrer Aktivierung nicht ausschlieBen. Die gefundene Erhohung der Mikroglia-
Dichte wire gut vereinbar mit den anderen dokumentierten Gemeinsamkeiten zwischen

Opfern von SIDS und Infektionen (Abbildung 4.1.).

Letztlich kann auch ein primdr apoptotischer Prozess ungeklarter Genese nicht
ausgeschlossen werden, da auch in diesem Fall eine Mikrogliaaktivierung sehr
wahrscheinlich wire. Dabei konnte die Degeneration wichtiger kreislauf- und

atmungsregulatorischer Neuronenzentren eine Erklarung fiir den Tod der Kinder sein.

Auf der anderen Seite darf auch die Tatsache nicht auler Acht gelassen werden, dass die
Mikroglia v.a. liber die Produktion von Zytokinen und reaktiven Sauerstoffspezies selbst
ein zytotoxisches Potential besitzt, was in Zusammenhang mit diversen degenerativen und
infektiosen Erkrankungen des ZNS nachgewiesen wurde (Boje und Arora 1992; Bo et al.
1994; Wilt et al. 1995). Damit wiére es denkbar, dass Mikrogliazellen nach Aktivierung
auch bei SIDS im Gehirn Schiden verursachen, die ihren Teil zur Pathogenese von SIDS

beitragen konnten.

Aufgrund der immer noch hohen Inzidenz von SIDS und dem groBen Leid, das dieser
plotzliche Tod {tber Familien bringt, ist es notwendig, weitere Untersuchungen
vorzunehmen, die sich mit den moglichen neuropathologischen Veridnderungen bei SIDS
sowie deren Ursachen beschéftigen, um letztlich mit Kenntnis der Pathogenese wirksame

Prophylaxe- und Therapiestrategien zu entwickeln.
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5. Zusammenfassung

Fragestellung: Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen mdglichen Zusammenhang
zwischen dem plétzlichen Kindstod (SIDS) und dem Auftreten RCA-1 positiver
Mikrogliazellen in den Gehirnen der Opfer zu beleuchten. Ausgangspunkt sind diverse
beschriebene neuropathologische Verdanderungen bei SIDS und die zentrale Bedeutung der

Mikroglia fiir die Aufrechterhaltung der physiologischen Homoostase im ZNS.

Material und Methoden: Aus einer Stichprobe von 23 an SIDS verstorbenen Kindern
sowie 22 durch autoptisch gesicherte bekannte Todesursachen verstorbenen Kontrollfdllen
wurden Gewebsschnitte aus dem Gehirn entnommen und histologisch verarbeitet. Die
Priaparate wurden mit dem Lektin RCA-1 behandelt, welches durch Bindung an einen
Galaktose-Rest nahezu selektiv die Mikroglia-Zellen {iber eine Farbreaktion sichtbarmacht.
Anschliefend wurden bei 400-facher Vergroerung unter dem Lichtmikroskop die RCA-1
positiven Zellen nach genau festgelegten Kriterien in 25 Hirnregionen ausgezahlt. Mithilfe
statistischer Methoden konnte eine Aussage dariiber getroffen werden, ob in den
verschiedenen Regionen signifikante Unterschiede in der Dichte RCA-1 positiver

Mikrogliazellen zwischen den beiden Gruppen bestehen.

Ergebnisse: Es zeigte sich in 22 der ausgewerteten Regionen eine Zunahme der RCA-1
positiven Mikrogliazellen in der SIDS-Gruppe, davon handelte es sich in 6 Regionen um
eine statistisch signifikante Zunahme (p<0,05). Der Anstieg in der Dichte der Mikroglia
bei SIDS trat betont in subkortikalen Arealen wie dem Thalamus, den Basalganglien sowie

in Regionen der Hippocampusformation und Kerngebieten des Hirnstamms auf.
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Diskussion: Die gefundene, betont subkortikal auftretende Aktivierung der
Mikrogliazellen erhértet den Verdacht eines neuropathologischen Prozesses bei SIDS, da
die Mikroglia einen sehr sensitiven Marker fiir eine Storung des Gleichgewichts im ZNS
darstellt. Aufgrund der aktuellen Kenntnisse von den Funktionen und Reaktionsmustern
der Mikrogliazellen miissen v.a. die Aspekte einer chronischen Hypoxie, eines infektiosen
bzw. immunologischen Prozesses sowie eines primir neurodegenerativen Schadens bei

SIDS in die Diskussion miteinbezogen werden.
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7. Anhang

Tabelle 7.1.

Daten der SIDS-Fille (NB = nicht bekannt).

Nr Alter/ Lénge Koper- | Hirn- PM-Zeit
Geschlecht gewicht | gewicht
1 1 Mon/M 54 cm 3,6 kg 543 g 80 Std
2 1 Mon/M 56 cm 4,1 kg 487 g 7 Std
3 1 Mon/W 52 cm 3.8kg 514 ¢ 23 Std
4 1 Mon/W 54 cm 49 kg 464 g 29 Std
5 1 Mon/W 54 cm 33kg 438 ¢ 22 Std
6 1 Mon/W 58 cm 4,6 kg 545 g 8 Std
7 2 Mon/W 56 cm 4,4 kg 509 g 7 Std
8 2 Mon/W 59 cm 4,9 kg 573 g 26 Std
9 3 Mon/M 62 cm 6,3 kg 717 ¢g 45 Std
10 3 Mon/W 56 cm 4,5kg 532 ¢g 53 Std
11 3 Mon/W 60 cm 53 kg 632 ¢g 23 Std
12 3 Mon/W 57 cm 39kg 509 g 74 Std
13 3 Mon/W 71 cm 8,5 kg 852 g 69 Std
14 5 Mon/M 62 cm 59kg 692 g 30 Std
15 5 Mon/M 69 cm 7,0 kg 704 ¢ 19 Std
16 5 Mon/M 71 cm 8,5 kg 774 g 42 Std
17 7 Mon/W 68 cm 6,9 kg 856 g 30 Std
18 7 Mon/M 72 cm 7,4 kg 1081 g 28 Std
19 8 Mon/M 71 cm 8,7 kg 1178 g 5Std
20 10 Mon/M 74 cm 7,7 kg 1030 g 29 Std
21 10 Mon/M 75 cm 8,06 kg 1055 ¢g 29 Std
22 11 Mon/W 78 cm 8,5 kg 963 g 28 Std
23 11 Mon/M 80 cm 8,4 kg 1125 ¢ 7 Std
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Tabelle 7.2. Daten der Kontrollfille (NB = nicht bekannt).

Nr Alter/ Lange Korper- |Hirn- PM-Zeit | Todesursache
Geschlecht gewicht | gewicht

1 Neugebore/W |43 cm 1,5 kg 205 ¢ 12 Std Ertrinken

2 Neugebore/W |49 cm 2,7kg 335 g 33 Std Ertrinken

3 Neugebore/W |53 cm 3.3 kg 407 g 6 Std Ertrinken

4 1 Mon/M 47 cm 2,5kg 387 ¢ 30 Std Blutaspiration

5 1 Mon/W 53 cm 3,5kg NB 30 Std Meningitis

6 1 Mon/M 53 cm 39kg NB 32 Std Sepsis

7 1 Mon/M 54 cm 43 kg 540 g 42 Std Ersticken

8 1 Mon/W 55cm 4,1 kg 482 g 10 Std Herzfehler

9 2 Mon/W 58 cm 5,1 kg 622 g 6 Std anatomisch nicht
eindeutig

10 3 Mon/M 55cm 5,4kg 539¢g 27 Std Waterhouse-
Friedrichsen Syndrom

11 3 Mon/M 58 cm 39kg 530 g 24 Std Infekt

12 3 Mon/M 60 cm 4,4 kg 643 ¢ 24 Std Stoffwechselerkrankung

13 3 Mon/M 64 cm 5,1 kg 63lg 4 Std Darmnekrose

14 5 Mon/W 65 cm 6,7 kg 676 g 10 Std anatomisch nicht
eindeutig

15 6 Mon/M 68 cm 7,3 kg 8l6 g 6 Std Totung

16 7 Mon/M 73 cm 8,2 kg %Mlg 23 Std Aspiration

17 10 Mon/W 65 cm 5,5kg 836 ¢g 76 Std CO-Intoxikation

18 10 Mon/M 79 cm 10,0 kg 1192 g 78 Std Rauchgasintoxikation

19 11 Mon/M 73 cm 8,8 kg 960 g 56 Std Herzfehler

20 11 Mon/M 93 cm 13,1 kg 1250 g 45 Std Ertrinken

21 13 Mon/W 79 cm 8,9 kg NB 38 Std Ersticken

22 22 Mon/W 81 cm 11,5 kg 1229 g NB Ersticken an Erdnuss
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Tabelle 7.1. Vergleich zwischen Korperlinge, -gewicht, Hirngewicht und

postmortaler Liegenzeit von SIDS- und Kontrollgruppe (MW = Mittelwert; SEM =

Standardfehler).
Kontrollen SIDS
MW SEM MW SEM p

GrofBe (cm) 63 3.30 64 1.19 .19
Gewicht (kg) 5.9 0.77 6.1 0.28 15
Hirngewicht (g) 697 61.47 738 3243 | .53
Postmortale 29 32.56 31 3.73 28

Liegezeit (Std)




Tabelle 7.2. Ergebnisse der lektinhistochemischen Untersuchungen in Zellen/mm’

(Abkiirzungen siehe Kapitel 2.1.) (MW = Mittelwert; SEM = Standardfehler)

Region Kontrollen SIDS

MW SEM MW SEM p
FROCO 11.70 2.21 15.03 2.07 27
FROWM 17.50 4.02 16.75 2.86 .87
ORBCO 17.45 3.52 14.32 2.67 49
ORBWM 24.54 7.25 15.41 291 17
OCCO 7.75 1.12 15.23 2.36 | .009
OCCWM 11.71 2.27 17.66 2.65 .09
PARCO 10.99 1.98 15.37 2.41 17
PARWM 15.87 3.43 18.95 3.00 .50
TEMCO 9.40 1.67 13.59 1.98 A1
TEMWM 12.28 1.69 17.81 3.62 18
HIPCA1 6.91 2.01 11.90 2.63 .14
HIPCA4 16.10 2.92 26.31 3.93 .04
HIPGR 10.89 1.73 16.14 3.77 22
THAL 15.69 1.99 26.16 4.23 .03
CAUD 22.30 4.29 49.91 13.17 | .06
PUT 9.45 2.33 19.51 3.17 .01
CAIN 18.27 3.44 25.73 4.29 18
KHCO 8.55 2.08 14.39 3.00 A2
KHWM 23.09 2.67 2742 4.37 41
MES 13.43 1.82 21.09 4.43 A1
PON 15.18 2.68 21.95 2.79 .08
NCLPO 30.20 9.13 35.77 9.98 .68
MED 18.10 4.26 22.76 3.41 .39
OLIV 22.62 4.66 43.12 8.22 .03
NIG 15.55 3.46 45.08 9.44 | .005
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7.1.  Abkiirzungsverzeichnis

5-HAT 5-Hydroxytryptophan=Serotonin

ABC Avidin-Biotin-Komplex

Ach Acetylcholin

AD Alzheimer Disease=Alzheimer’sche Krankheit

ADC AIDS-Demenz-Komplex

Adr Adrenalin

AEP Akkustisch evoziertes Potential

ALTE Apparent life-threatening event

a-MSH alpha-Melanozyten stimulierendes Hormon

APZ Antigen-prasentierende Zellen

AB Beta-Amyloid

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

CD Cluster determinant=Differenzierungsantigene

ChAT Cholin-Acetyl-Transferase

COMT Catechol-o-Methyltransferase

CR3 Komplementrezeptor Typ 3

DBH Dopamin-beta-Hydroxylase

EEG Elektroenzephalographie

Fc aus konstanten Doménen der schweren Ketten gebildeter Teil der
Immunglobuline

HIV Human immunodeficiency virus=Humanes Immundefizienz Virus

HLA Human leucocyte antigen=Haupthistokompatibilitdtskomplex des
Menschen

IFN-y Interferon-gamma

Ig Immunglobulin

Il Interleukin

IP-10 Interferon-inducible protein-10=IFN-induzierbares Protein-10

LFA-1/ICAM-1

Lymphocyte function-associated antigen/intercellular adhesion

molecule
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LPS Lipopolysaccharid

MCP-1 Monocyte chemoattractant protein=Monozytenanlockendes Protein

MHC Major histocompatibility-complex=Haupthistokompatibilitéts-
Genkomplex

MIP-1a Macrophage inflammatory protein-1alpha=Makrophagen-
inflammatorisches Protein-1alpha

MS Multiple Sklerose

N Nervus

NA Noradrenalin

Necl Nucleus

NF-kB Nuclear factor-kappa B=Nukledrer Faktor-kappa B

NICHD National Institute of Child Health and Human Development

NK-Zellen Natiirliche Killerzellen

NO Stickstoffmonoxid

NTS Nucleus tractus solitarii

PCNA Proliferating cell nuclear antigen

PNMT Phenylethanolamin-N-Methyltransferase

PNS Peripheres Nervensystem

RAAS Retikuldres aufsteigendes aktivierendes System

RCA-1 Ricinus communis Agglutinin-1

SIDS Sudden Infant Death Syndrome=P16tzlicher Kindstod

STAT-1 Signal transducer and activator of transcription-1

TGF-8 Transforming growth factor-beta

TH Tyrosinhydroxylase

Th-Zellen T-Helferzellen

TNF-a Tumornekrosefaktor-alpha

TSST Toxischer-Schock-Syndrom-Toxin

VEGF Vascular endothelial growth factor

VIP Vasoaktives intestinales Peptid

ZNS Zentrales Nervensystem
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7.2. Datenblatt RCA-I

b 4
o

LABORATORIES

PRODUCT SPECIFICATIONS

Product _BIOTINYLATED RICINUS COMMUNIS AGGLUTININ I
(RCA 1200

Catalog No. _B-1085

Amount S5 mg

LotNo. L0106

Active Conjugate _91%

Lectin Biotinylated 95%

Protein Concentration 5.0 mg/ml

Solution _10 mM phosphate. 0.15M NaCl. pH 7.5. 0.08% sodium azide
Storage Refrigerate - DO NOT FREEZE

Other Remarks:

EXERCISE CAUTION IN ITS USE! Ithas been found to have moderate toxicity
in some animal models, but its toxicity to humans has not been fully determined,

and a related protein, RCA 60, is highly toxic to humans. Never pipet solutions of

this lectin by mouth. DO NOT LYOPHILIZE!:

The recommended concentration range for use is 5-20 ug/ml.

4 POISON -+

Vector Laboratories, Inc., 30 Ingold Road, Burlingame, CA 94010 U.S.A., (850) 697-3800 * Fax: (650) 697-0339
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