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1. Einleitung

Der Plé6tzliche Kindstod ist ein uraltes Thema der Menschheit, denn er wurde bereits in
der Antike in der Bibel thematisiert. Wie schon in Salomos Urteil (Bibel: 1. Kénige 3; 16-
28) nachzulesen ist, starb der Saugling einer Hure unerwartet wéahrend der Nacht.
Daraufhin tauschte sie das tote Kind gegen das lebende ihrer Bettnachbarin aus. Am
nachsten Morgen kam es zum Streit um den noch lebenden Saugling zwischen den
beiden Mittern, die sich gegenseitig vorwarfen, ihr eigenes Kind im Schlaf erdriickt zu
haben. Durch Konig Salomos Geschick gelang es dennoch, die richtige Mutter zu
ermitteln, die Todesursache blieb jedoch ungeklart. Fiur viele Jahrhunderte blieb so das
versehentliche Erdricken im Schlaf wohl die einzige Erklarungsmaoglichkeit.

Plétzlich, unerwartet und unerklarbar sterben noch heute in Deutschland jahrlich 228
Sauglinge an Plétzlichem Kindstod, darunter 138 Jungen und 90 Madchen (Statistisches
Bundesamt, 2008).

Damit ist der Plotzliche Kindstod mit 25% die haufigste Todesursache im Sauglingsalter
zwischen 1 Monat und 1 Jahr (Hunt und Hauck 2006).

Qua definitionem ist der Pl6tzliche Kindstod: ,,...the sudden death of an infant under one
year of age, which remains unexplained after a thorough case investigation, including
performance of a complete autopsy, examination of the death scene, and review of the
clinical history” (Willinger et al. 1991, S.677). Die Definition des Plétzlichen Kindstodes
(englisch: Sudden Infant Death Syndrome, SIDS) kann also folgendermal3en Ubersetzt
werden: Der Plotzliche Kindstod beschreibt den plétzlichen, unerwarteten Tod eines

Sauglings unter einem Jahr, ohne dass sich in der Vorgeschichte, der Auffindesituation



oder bei der Autopsie eine ausreichende todeserklarende Ursache finden lasst. Der
Pl6tzliche Kindstod tritt in der Regel im Schlaf auf; dabei spielt es keine Rolle, ob der
Saugling zum Nacht- oder Mittagsschlaf hingelegt wurde (Kinney et al. 2009b).

Betroffen sind Sauglinge innerhalb des ersten Lebensjahres, mit einem Haufigkeitsgipfel
zwischen dem 2. und 4. Lebensmonat. Die Sauglingssterblichkeit bei Jungen ist vor
allem in den ersten vier Lebenswochen deutlich héher (Hunt und Hauck 2006). Der
pathophysiologische Mechanismus ist bislang ungeklart.

Zahlreiche Studien finden keine spezifische Ursache fur dieses Phé&nomen, die
gegenwartig am haufigsten akzeptierte Arbeitshypothese geht von der Pramisse aus,
dass es sich beim Pl6tzlichen Kindstod um ein multifaktorielles Syndrom handelt (Filiano
und Kinney 1994; Guntheroth und Spiers 2002; Vege und Rognum 2004).

Neben zahlreichen epidemiologischen Risikofaktoren gewinnen genetische Faktoren
sowohl fur Forschungskonzepte als auch fur Praventionsmallihahmen zunehmend an
Interesse. Der Zusammenhang zwischen epidemiologischen und genetischen
Risikofaktoren konnte zukinftig in der Abschatzung des individuellen SIDS-Risikos
eines Kindes an Bedeutung gewinnen (Kinney et al. 2009a).

Die Erarbeitung geeigneter praventiver Malinahmen beruht also auf der Erfassung von
epidemiologischen und genetischen Risikofaktoren. Somit ist zur Zeit die Erfassung von
Risikofaktoren die Herausforderung bei der Bekampfung des Plotzlichen Kindstodes.
Um dieser Herausforderung gerecht zu werden, ist die interdisziplindre Zusammenarbeit
der Mutter und Kind betreuenden Facher und der Grundlagenforschung conditio sine
gua non.

Bisher deuten einige Vertffentlichungen auf Pathologien im Zentralen Nervensystem

hin, die moglicherweise das Risiko, die zu Grunde liegende Vulnerabilitat, fir den



Pl6tzlichen Kindstod erhdhen (Klintschar et al. 2008; Lavezzi et al. 2009; Machaalani et
al. 2009; Narita et al. 2001; Paterson et al. 2006; Weese-Mayer et al. 2003, 2007)

Es wurden Polymorphismen im Serotonin-Transporter-Gen gefunden, die in Verbindung
mit dem PIlétzlichen Kindstod stehen (Narita et al. 2001). Immunhistochemisch konnte
ein verminderter 5-HT;a-Rezeptorbesatz mit dem Plotzlichen Kindstod assoziiert werden
(Machaalani et al. 2009). Serotoninerge Neurone regulieren Funktionen des autonomen
Nervensystems, wie zum Beispiel die Atemregulation und die Arousal Reaktion bei
Hypoxie. Das Versagen dieser Kontrollmechanismen fiuhrt letztendlich zum Pl6tzlichen
Kindstod.

Serotoninerge Neurone modulieren die Aktivitdt des respiratorischen Netzwerks im
Hirnstamm und kontrollieren damit sowohl die Atemfrequenz als auch die Amplitude
(Kubin und Volgin 2008; Lalley et al. 1994; Manzke et al. 2005a,b; Richter et al. 1997).
Durch die Kontrolle der Atmung kommt dem serotonergen System moglicherweise eine
Schlusselrolle in der Pathologie des Plétzlichen Kindstods zu.

Erste Aufschlisse Uber die funktionelle Bedeutung des 5-HT.g-Rezeptors gibt eine
tierexperimentelle Studie, die dem 5-HT,g-Rezeptor eine exzitatorische Funktion im Pra-
Botzinger-Komplex, dem Atemrhythmusgenerator, zuschreibt. Stimulation des 5-HTg-
Rezeptors fuhrt zu einer erhdéhten morotischen Aktiviat des Nervus phrenicus und damit
zu einer Atemfrequenzsteigerung (Manzke et al. 2005a,b).

Bisher ist die Verteilung des 5-HT,g-Rezeptors nur im Tiermodell analysiert worden. Die
Expression des 5-HT,g-Rezeptors ist fur den Neokortex, das Kleinhirn, den dorsalen
Hypothalamus und die mediale Amygdala der Ratte beschrieben (Duxon et al. 1997).
Die Expression des 5-HT.g-Rezeptors im Hirnstamm der Ratte ist erst seit kurzem

bekannt (Manzke et al. 2005a,b).



Diese Arbeit untersucht die bisher unbekannte Expression des 5-HT,z-Rezeptors in der
humanen Medulla oblongata und seine Bedeutung fir den Plétzlichen Kindstod. Uber
die neuroanatomischen Fakten hinaus soll diese Arbeit dazu beitragen, ein

detaillierteres Verstandnis des serotonergen Systems zu ermdglichen.

1.1 Der Pl6tzliche Kindstod

1.1.1 Definition und Inzidenz

Trotz zahlreicher Definitionsversuche bleibt die Diagnose des Plétzlichen Kindstodes bis
heute eine Ausschlussdiagnose. 1969 wurde erstmalig auf der National Institute of
Health Consensus Conference versucht, dieses Syndrom exakt zu beschreiben. Der
Pl6tzliche Kindstod sei der Tod eines Sauglings oder Kleinkindes, das unerwartet stirbt
und dessen Tod durch eine Autopsie nicht erklart werden kann (Beckwith 1970). Spater
wurde diese Definition erweitert, damit beschréankt sich die Diagnose des Plotzlichen
Kindstodes nur noch auf Kinder, im Alter unter 12 Monaten, deren Tod im Schlaf auftrit
und der auch nicht durch die Auffindesituation erklart werden kann (Willinger et al.
1991).

Obwohl es keine pathognomonischen Auffélligkeiten bei der Autopsie eines an SIDS
verstorbenen Sauglings gibt, findet man gehauft Petechien des Thymus, der viszeralen
Pleura und des Epikards. In einigen Fallen ist die Lunge gestaut und es liegt ein
Lungenddem vor (Hunt und Hauck 2006).

Das Syndrom des Plétzlichen Kindtodes ist noch weitgehend unverstanden und macht

daher eine internationale einheitliche Klassifikation unmdglich. Daher ergeben sich



widersprichliche Studienergebnisse allein schon auf Grund der Problematik bei der
Klassifikation der einzelnen Falle und ihrer Zuordnung in die zu untersuchenden
Gruppen.

In den letzten Jahren wurden zum Beispiel einige dem Plotzlichen Kindstod
zugeordneten Félle aufgedeckt, deren Tod auf Grund von Mutationen im Acyl-Coenzym-
A-Dehydrogenase (MCAD)-Gen (Opdal and Rognum 2004) oder durch genetische

kardiale Kannalopathien (Arnestad et al. 2007) verursacht wurde.

Obwohl nach Aufklarungskampagnen Uber Risikofaktoren fur den Plétzlichen Kindstod,
wie etwa das Schlafen auf dem Bauch, die Inzidenz des PIotzlichen Kindstodes
zurtckgedrangt werden konnte, bleibt der Pl6tzliche Kindstod noch immer die fihrende
Todesursache von Sauglingen in Industrielandern nach Vollendung der ersten
Lebenswoche. Etwa 90% der Plotzlichen Kindstode ereignen sich in den ersten 6
Lebensmonaten mit einem Haufigkeitsgipfel zwischen 2 und 4 Lebensmonaten. Jungen
sind haufiger betroffen als Madchen, mit einer Ratio von 60:40 (Moon et al. 2007). Unter
den Industrienationen fuhrt Neuseeland mit der hochsten Rate von 0.8 Plotzlichen
Kindstoden per 1000 Kindern die Statistik an, wohingegen in Japan mit 0.09 Pl6tzlichen

Kindstoden pro 1000 Kindern die niedrigste Rate zu finden ist (Moon et al. 2007).



1.1.2 Risikofaktoren

Besondere Bedeutung kommt den Risikofaktoren der Bauchlage, Uberwarmung und
dem Rauchen zu. Aber auch demographische und soziale Faktoren bestimmen das
Risiko des Plétzlichen Kindstodes. So ist das Risiko fur den Plétzlichen Kindstod von
Kindern sehr junger Mutter (unter 18 Jahre), mit niedrigem soziodkonomischem Status,
niedriger Schulbildung und kurzen Geburtsabstanden deutlich erhdéht. Auch in
kinderreichen Familien mit mehr als drei Kindern und bei Arbeitslosigkeit des Vaters
steigt das Risiko fur den Plétzlichen Kindstod (Hunt und Hauck 2006).

Daruberhinaus beeinflussen mutterliche und antenatale Faktoren das Risiko fur den
Plétzlichen Kindstod. Untergewichtigkeit des Kindes bei der Geburt, mangelnde
Kontrollen in der Schwangerschaft (weniger als funf Vorsorgeuntersuchungen),
Frihgeburtlichkeit, intrauterine Wachstumsretardierung und Hypoxie,
Mehrlingsschwangerschaften, rezidivierende Infekte, Anamie, Drogenabhangigkeit,
Opiateinnahme, frihes Abstillen (weniger als 2 Monate gestillt), perinatale Asphyxie des
Kindes, Amnioninfektionssyndrom und abnorme neurologische Befunde in der
Neonatalperiode erhéhen das Risiko ebenfalls (Hunt und Hauck 2006).

Das Benutzen eines ,Schnullers” hingegen senkt wiederum das Risiko flr SIDS (Hauck
et al. 2005).

Wenn ein Kind nicht nur in Bauchlage, sondern auch noch auf einer weichen Unterlage
wie zum Beispiel einem Kissen oder Sofa liegt, erhoht sich das Risiko fur den
Pl6tzlichen Kindstod um den Faktor 20 (Kinney et al. 2009b). Dass Risikofaktoren, die
mit Asphyxie verknupft werden kénnen, eine grol3e Bedeutung haben, zeigt eine Studie,

in der 85% von 209 Fallen Pl6tzlichen Kindstodes in Situationen gefunden wurden, die



mit Asphyxie verkntipft waren. Typischerweise schliefen diese Kinder im Bett der Eltern
oder wurden mit von Bettzeug bedecktem Kopf aufgefunden (Pasquale-Styles et al.

2007).

Neben extrinsischen, vermeidbaren Risikofaktoren werden aktuell auch genetische
Risikofaktoren diskutiert. Ausgehend von der Annahme, dass der Plétzliche Kindstod auf
einer homoostatischen Disregulation beruht, wurden Polymorphismen in Genen, die im
Zusammenhang mit autonomen Funktionen stehen, mit dem Pl6tzlichen Kindstod
assoziiert (Lavezzi et. al. 2009, Weese-Mayer et. al. 2007).

Interessant ist auch die familidre Haufung des Pl6tzlichen Kindstodes bei Zwillingen und
das erhohte Risiko in bestimmten ethnischen Gruppen. Das Risiko fur den Plétzlichen
Kindstod unter ,Native Americans and Blacks® in den USA ist um das 2-7fache hoher als
der Landesdurchschnitt. Auch bei den Aborigenees in Australien und den Maoris in

Neuseeland tritt der Pl6tzliche Kindstod gehauft auf (Kinney et al. 2009b).

1.1.3 Die Theorie des Fatalen Dreiecks — englisch: Triple Risk Model

Das ,Triple Risk Model“ (Filiano und Kinney 1994) — die Theorie des Fatalen Dreiecks —
beschreibt den Plotzlichen Kindstod als multifaktorielles Syndrom und vereint
Erkenntnisse aus Neuropathologie, Epidemiologie und Physiologie. Dabei klassifiziert
das ,Triple Risk Model“ drei verschiedene Gruppen von Risikofaktoren, die simultan

auftretend zum Pl6tzlichen Kindstod fihren:

1. eine zu Grunde liegende Vulnerabilitat (genetische Risikofaktoren)



2. einen exogenen Stressor (Schlafen in Bauchlage)
3. das Befinden in der kritischen Entwicklungsphase: die ersten 6 Lebensmonate, in

denen das Kind dem héchsten Risiko fur den Plotzlichen Kindstod ausgesetzt ist.

In den ersten 6 Lebensmonaten stellt sich der Schlaf-Wach-Rhythmus eines Kindes um
und kardiorespiratorische  Kontrollmechanismen unterliegen einer schnellen
Entwicklung.

Das Modell geht davon aus, dass Kinder in der kritischen Entwicklungsphase mit
genetischen  Risikofaktoren und einer damit einhergehenden  gestérten
Hirnstammfunktion nicht adaquat auf exogene Stressoren reagieren kbénnen. Schlaft das
Kind in Bauchlage und reinhaliert CO,, kann es durch Heben und Drehen des Kopfes
dem PIlo6tzlichen Kindstod entkommen. Dieses Reaktionsvermégen funktioniert nur bei
intakter Hirnstammfunktion, die das Aufwachen bei Hyperkapnie, regulatorischen
Pulsanstieg, Blutdruck- und Atemfrequenzerhdéhung triggert.

Das Modell erklart auBerdem die sinkende Inzidenz des PIotzlichen Kindstodes durch
Aufklarungskampagnen, die den exogenen Stressor der Bauchlage entfernen (Kinney et

al 2009b).



zu Grunde liegende
Vulnerabilitat

\/

kritische
Entwicklungsphase

exogener Stressor

serotonerges andere
System des < Transmittersysteme

@

keine Aufrechterhaltung der Homoostase

~_~

Hirnstammes

Plotzlicher Kindstod
e

Abb. 1 Schematische Darstellung der Theorie des fatalen Dreiecks
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1.1.4 Pathophysiologie

Sind alle Bedingungen des ,Triple Risk Model“ erflillt, kommt es durch Versagen der
kardiorespiratorischen Kontrollfunktionen zum Pl6tzlichen Kindstod.

An erster Stelle steht dabei also ein Stressor wie zum Beispiel die Bauchlage eines
Sauglings im Schlaf, der eine schwere Hypoxie oder eine Minderperfusion des
Hirnstammes bedingt (Kinney et al. 2009b). Im zweiten Schritt hebt oder dreht das
vulnerable Kind seinen Kopf nicht, um der Hypoxie zu entkommen.

Der dritte Schritt der Kaskade bedeutet das hypoxische Koma mit Bewusstseinsverlust
und Areflexie (Kinney et al. 2009b). Daraufhin treten an vierter Stelle extreme
Bradykardie und eine Schnappatmung auf. Bei Kindern, die trotz Anschlusses an ein
Uberwachungsgerat starben, konnten diese zwei Parameter an Hand der
Aufzeichnungen verifiziert werden (Poets 2004).

Die Schnappatmung bei vulnerablen Kindern ist insuffizient und fuhrt nicht aus der
Hypoxie heraus.

AuBerdem wachen diese Kinder als Reaktion auf Hypoxie nicht auf. Letztendlich fuhrt
die nicht unterbrochene Apnoe zum Tod. Das Aufwachen wird Uber serotonerge,
noradrenerge, cholinerge und histaminerge Neurone im Hirnstamm, Frontalhirn und im
Hypothalamus durch die Erregung des zerebralen Kortex gesteuert (Sinton und
McCarley 2004).

Bei Kindern, die am Plotzlichen Kindstod versterben, sind Kkortikal gesteuerte
Aufwachreaktionen seltener  als in einer  Kontrollgruppe. Subkortikale
Aufwachreaktionen, die durch Neurone des Hirnstammes kontrolliert werden, sind aber

haufiger bei Kindern, die an Plotzlichem Kindstod versterben (Kato et al. 2003). Daher
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sind sowohl die Erregung des zerebralen Kortex gestort als auch Hirnstammfunktionen,
die die Erhoéhung des Pulses, Blutdrucks und der Atmung kontrollieren. Diese
Disregulation autonomer Funktionen zeigt sich in einigen Fallen schon Tage vor
Eintreten des Plotzlichen Kindstodes. Dabei werden Phasen der Tachykardie
beobachtet, die sich mit bradykarden Phasen abwechseln (Sridhar et al. 2003). Auch
kurze Apnoephasen konnen schon vor Eintreten des Plotzlichen Kindstodes
vorkommen.

Dartberhinaus erschweren bestimmte Risikofaktoren wie die Bauchlage oder das
Rauchen wahrend der Schwangerschaft die autonome Regulation. Das Schlafen in
Bauchlage bedingt einen reduzierten GefaRtonus und geminderte laryngeale
Chemoreflexe, sowie Barorezeptorreflexe. Auch bei Kindern, deren Mdutter in der
Schwangerschaft geraucht haben, sind Aufwachreaktionen seltener (Kinney et al.

2009b).

1.2 Das serotonerge System

1.2.1 Serotonin und Serotoninsynthese

Serotonin ist ein wichtiger Neurotransmitter im zentralen Nervensystem, hat aber auch
periphere Wirkungen wie die Beeinflussung von Gefaldmuskulatur, Bronchien und Darm.
Es wird im zentralen Nervensystem und in den enterochromaffinen Zellen des Magen-
Darm-Trakts synthetisiert. Wie andere Neurotransmitter wird Serotonin in den

Nervenendigungen in Vesikeln gespeichert und nach Stimulation in den synaptischen
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Spalt freigesetzt. Im Blut speichern Thrombozyten Serotonin und setzen es frei (Loffler
et al. 2007).

Der Name Serotonin leitet sich von seiner Wirkung auf den Blutdruck ab. Der
Blutserumsfaktor Serotonin fuhrt zur Kontraktion der glatten Muskulatur der BlutgefalRe
und erhdht so den Blutdruck. Daher setzt sich der Name Serotonin aus ,Sero“- fur
Serum und — ,tonin® fir Tonus (Druck) zusammen.

Serotonin wird aus der essentiellen Aminosdure L-Tryptophan aufgebaut. Durch

Hydroxylierung und Decarboxylierung entsteht 5-Hydroxytryptamin (=5-HT) (Loffler et al.

2007).
Tryptophan- 5-Hydroxytryptophan-
Hydroxylase decarboxylase
20 > [+ e F 0 -
"% 7 i L
Co,
Tryptophan 5-Hydroxytryptophan 5-Hydroxytryptamin

(Serotonin)

Abb. 2 Biosynthese von Serotonin. Modifizierte Abbildung aus PreulRe (2005), Seite 5

Der monoaminerge Neurotransmitter Serotonin spielt eine zentrale Rolle in der
Regulation von Schlaf, Atemantrieb, Chemorezeption und Temperaturhomdéostase

(Kinney et al. 2009a).
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1.2.2 Serotoninrezeptoren

Serotonin vermittelt seine Wirkung sowohl metabotrop als auch ionotrop Uber eine
Vielzahl membranstandiger Serotoninrezeptoren, die sowohl in neuralen als auch in
extraneuralen Geweben exprimiert werden. Serotoninrezeptoren befinden sich auf
glatter Muskulatur, Endothelzellen, Thrombozyten, Neuronen und Gliazellen (Loéffler et
al. 2007).

Das Interesse an selektiven Liganden fur 5-HT-Rezeptoren stieg Uber die letzten Jahre
in der Hoffnung auf einen pharmakologischen Therapieansatz zentraler
Atemfunktionsstérungen an (El-Khatib et al. 2003; Guenther et al. 2009; Lalley et al
1994; Manzke et al. 2003; Manzke et al. 2009; Stettner et al. 2008; Wilken et al. 1997;
Yamauchi et al. 2008a,b).

5-HT-Rezeptoren werden nach Struktur, Funktion und synaptischer Lokalisation in 7
Hauptgruppen eingeteilt: 5-HT; bis 5-HT;. Insgesamt sind 14 verschiedene 5-HT-
Rezeptorsubtypen bekannt. Alle 5-HT-Rezeptorklassen sind heptahelikale G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren, bis auf den 5-HT3-Rezeptor, der ein ligandengesteuerter
Na'/K*-Kanal ist.

Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren wirken entweder Uber eine Aktivierung der
Phospholipase C oder Uber eine Aktivierung bzw. Hemmung der Adenylatcyclase.

Am besten verstanden und untersucht sind die Rezeptorklassen der 5-HT; bis 5-HT,.
Mit Zahlen bezeichnet die Nomenklatur der Rezeptoren einzelne Klassen oder
Subtypen, mit Buchstaben werden dann noch verschiedene Isoformen naher

beschrieben (Barnes und Sharp 1999).
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Die unterschiedlichen Rezeptoren vermitteln verschiedene Effekte. 5-HT; — Rezeptoren

relaxieren glatte Muskulatur

Blutgefalie.

im Gastrointestinaltrakt und kontrahieren kraniale

5-HT,—Rezeptoren kontrahieren glatte Muskulatur und férdern die Plattchenaggregation.

5-HT3 —Rezeptoren hingegen beeinflussen Ubelkeit, Erbrechen, Angst und Schmerz. 5-

HTs;—Rezeptorantagonisten werden als Antiemetika eingesetzt (Loffler et al. 2007).

Serotoninrezeptoren

$

G-Protein-gekop- Na'/K' - Kanal
pelle Rezeploren
5-HT3
I
5-HT1A 5-HT2A 5-HT4 5-HT5A 5-HT6 5-HT7
5-HT1B 5-HT28 5.HT58
5-HT1D 5-HT2C
5-HT1E
5-HT1F
AC ‘ P‘LC? AC T AC¢ AC? ACT
T Aktivierung ‘ Hemmung

Abb. 3 Klassifikation der Serotoninrezeptoren. AC: Adenylatzyklase, PLC: Phospholypase C.

Modifizierte Abbildung aus Preul3e (2005), Seite 6
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1.2.3 Verteilung und Funktion der 5-HT,5-Rezeptoren

Die 5-HT,-Rezeptoren werden in die Subtypen 5-HT;a, 5-HT2s und 5-HT,¢ unterteilt, die
unterschiedliche Isoformen des 5-HT,-Rezeptors beschreiben. Die Rezeptoren der 5-
HT.-Gruppe sind in ihrer molekularen Struktur, ihren pharmakologischen Eigenschaften
und in der Signaltransduktion weitgehend homolog. Die Gene des 5-HT,a- und des 5-
HT.g-Rezeptors haben zwei Introns in der kodierenden Sequenz; das Gen des 5-HT,¢c-
Rezeptors weist dagegen drei Introns auf. Das 5-HT.g-Rezeptor-Gen liegt auf
Chromosom 2g36.3-2937.1 (Hoyer et al. 1994).

Die aktivierten 5-HT,-Rezeptoren fuhren zu einer Konformationsénderung eines Gg1-
Proteins, das die Aktivierung der Phospholipase C bewirkt. Uber eine Erhéhung von
Inositoltriphosphat wird dann die zytosolische Calciumkonzentration erhdht. Der Anstieg
der intrazellularen Calciumkonzentration flhrt zu einer Aktivierung der Proteinkinase C
(Barnes and Sharp 1999; Egan et al. 1998; Martin and Humphrey, 1994; Rauser et al.
2001). 5-HT,-Rezeptoren sind vor allem postsynaptisch lokalisiert (Cornea-Hebert et al.
1999; Palacios et al. 1990; Verge and Calas 2000) und beeinflussen an zentralen und
peripheren Synapsen die Neurotransmission (Garratt et al. 1991; Wright et al. 1990).
Das Verteilungsmuster der 5-HT-Rezeptoren ist noch nicht vollstandig untersucht. Ein 5-
HT.s—Rezeptorbesatz wird in der Ratte im Kleinhirn, Hypothalamus, Neokortex und in
der Amygdala beschrieben (Barnes und Sharp 1999; Duxon et al. 1997). Daten zur
neuroanatomischen Verteilung des 5-HT,g —Rezeptors in humanem Gewebe sind bisher
in der Literatur nicht beschrieben.

Funktionell ist der 5-HT,s-Rezeptor ein wichtiger Modulator des respiratorischen

Netzwerkes. Seine Aktivierung fuhrt zu einer Atemfrequenzsteigerung im Tiermodell
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(Manzke et al. 2005a,b). Aktivierung von 5-HT,-Rezeptoren im respiratorischen
Netzwerk erhdéhen die Atemfrequenz neonataler Mause (Gunther et al. 2006).

Der 5-HT.s-Rezeptor ist auch fur die Embryonalentwicklung von entscheidender
Bedeutung. So fuhrt die Inaktivierung des 5-HT,g-Rezeptors in Mausen zu deren Tod in
der Embryonalperiode oder kurz nach der Geburt (Nebigil et al. 2001).

Eine andere Studie zeigt morphologische Entwicklungsstérungen der Neuralleiste bei
Inaktivierung des 5-HT,g-Rezeptors und schreibt diesem mitogene Effekte bei der
neuronalen Entwicklung zu (Choi et al. 1997).

AulRerdem beeinflusst eine Stimulation des 5-HT,g-Rezeptors die
Serotoninkonzentration im Plasma (Callebert et al. 2006).

Daruberhinaus greift der 5-HT,g-Rezeptor in neurobiologischen Mechanismen bei Angst,
Autismus, Schizophrenie, Migrane und Depression ein (Kennett et al. 1994,1996;
McMahon und Cunningham 2001). AuBerhalb des Gehirns ist der 5-HT.g-Rezeptor

involviert in die Atiologie der pulmonalen Hypertension (Hamal et al. 2010).

1.2.4 Das Serotonerge System und seine Bedeutung fir den Pl6tzlichen Kindstod

Serotonerge Neurone bilden ein raumlich weitverzweigtes Netzwerk zur Regulation
neuronaler Aktivitat und zahlreicher Funktionen des autonomen Nervensystems. Dabei
wird eine rostrale von einer kaudalen Gruppe serotonerger Neurone abgegrenzt.

Die rostrale Gruppe serotonerger Neurone befindet sich im Mesenzephalon. Ihre
Neurone projizieren in den zerebralen Kortex, den Thalamus, den Hypothalamus, die

Basalganglien, den Hippokampus und in die Amygdala und modulieren Gedachtnis,
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Stimmung, motorische Aktivitat, zerebralen Blutfluss und Weckreaktion (Tork and
Hornung 1990).

Die kaudale Gruppe ist im Rhombenzephalon lokalisiert. Die Somata ihrer serotonergen
Neurone sind an der ventralen Oberflache im Nucleus arcuatus und vor allem in den
Raphekernen zu finden, die medial und lateral im Hirnstamm lokalisiert sind.

Die Raphekerne lassen sich weiter unterteilen in die Gruppe der deszendierenden
Neurone aus der pontomedullaren Gruppe: Nucleus raphe magnus, Nucleus raphe
obscurus, Nucleus raphe pallidus und in die Gruppe der aszendierenden Neurone aus
der mesopontinen Gruppe: Nucleus raphe dorsalis und Nucleus raphe medialis
(Benninghoff und Drenckhahn 2004) .

Von dort strahlen Axone in das Ruckenmark, Kleinhirn und andere Regionen des
Hirnstammes aus, versorgen diese mit Serotonin und steuern so die Aktivitat der
Serotoninrezeptor-tragenden Neurone. Damit haben serotonerge Neurone der kaudalen
Gruppe entscheidenden Einfluss auf respiratorische Funktionen und das autonome
Nervensystem. Diese Neurone projizieren in respiratorische Kerngebiete wie den Pra-
Botzinger-Komplex, der als Atemrhythmusgenerator gilt, und in den Nucleus
hypoglossus, der die Durchgangigkeit der oberen Atemwege reguliert. Uber den
Nucleus tractus solitarius werden Barorezeptor- und laryngealer Chemorezeptorreflex
gesteuert. AuRerdem innervieren die serotonergen Neurone der kaudalen Gruppe das
Rickenmark und beeinflussen so Blutdruck, Puls und braunes Fettgewebe, das dem

Saugling zur Warmeproduktion dient (Kinney 2009).
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1.3 Fragestellung und Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der immunhistochemischen Analyse des 5-
HT.g-Rezeptorbesatzes in der Medulla oblongata und damit mit einem Baustein des
serotonergen Systems.

Das serotonerge System in der Medulla oblongata umfasst serotonerge Neurone in der
Formatio reticularis, wie die medialen und lateralen Raphékerne, und Regionen an der
ventralen Oberflache, die Atem-, Kreislaufregulation und viele weitere autonome
Funktionen kontrollieren.

Mangelhafte kardiorespiratorische Kontrolle und das Fehlen einer adéaquaten
Arousalreaktion als Antwort auf profunde Hypoxie kénnen beim Plotzlichen Kindstod
beobachtet werden (Kato et al. 2003, Sridhar et al. 2003). Ein wichtiger Faktor in der
Vermittlung der Arousalreaktion ist Serotonin, das als Neurotransmitter auch eine
zentrale Rolle in der Regulation von Atemantrieb, Chemorezeption und
Temperaturhomdostase spielt (Berner et al. 1999, Darnall et al. 2005, Henderson et al.
2000, Messier et al. 2004, Richerson 2004). Da Serotonin an der Regulation der
Aspekte beteiligt ist, die in Verbindung mit SIDS diskutiert und beobachtet werden,
kommt diesem Neurotransmitter madglicherweise eine Schlisselfunktion in der
Pathogenese des Plotzlichen Kindstodes zu.

Unterschiede im 5-HT;a-Rezeptorbesatz und Rezeptordichte konnten bereits gezeigt
werden (Paterson et al. 2006). Die Bedeutung anderer Subtypen serotonerger
Rezeptoren fiur die Pathogenese des Pl6tzlichen Kindstodes ist bisher unbekannt. Aus
diesem Grund wurde in dieser Arbeit der Rezeptorbesatz und die Rezeptordichte des

Serotoninrezeptorsubtyps, 5-HT.z -Rezeptors, im Hirnstamm von an natirlichem
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Kindstod verstorbenen Sauglingen im Vergleich zu Kontroll-Féallen untersucht. Ziel
dieser Arbeit ist es, die molekularen Grundlagen des Plétzlichen Kindstodes besser zu

verstehen.

2. Material und Methoden

2.1 Material

Die verwendeten Chemikalien, Antikorper, Zubehér und Untersuchungsgerate werden

im Folgenden aufgelistet.

2.1.1 Verwendete Chemikalien

Bovines Serumalbumin, Fraktion 5, (98%): Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Chrom(lll)-kaliumsulfat * 12H,0: E. Merck, Darmstadt

DAB, Diaminobenzidintetrahydrochlorid (97%ig): Sigma Chemie GmbH

DePeX, permanentes Eindeckmedium: Serva Feinbiochemika GmbH
Dinatriumhydrogenphosphatanhydrat: Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Essigséaure (99-100%): Merck KGaA, Darmstadt

Ethanol (99,8%ig) : E. Merck, Darmstadt

Extran MA 01 alkalisch: Merck KGaA, Darmstadt

Gelatine gepulvert: E. Merck, Darmstadt

Natriumchlorid (99,9%): Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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Natriumdihydrogenphosphat * H,O: Merck KGaA, Darmstadt

Natriumhydroxid p.A. : Merck KGaA, Darmstadt

Paraformaldehyd: Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

10xPBS (Phosphate Buffered Saline):

pH 7.4; 1,3 mol NaCl; 70 mmol Na,HPO4; 30 mmol NaH,PO,

Stammldsung | : 42,5889 Na,HPO,4 * H,O + 238,435 g NaCl + 3000 ml ddH,O
Stammldsung II: 13,799g NaH,PO4 + 79,478g NaCl + 1000 ml ddH,0O

fir 2000 ml 1xPBS wurden 165 ml Stammlésung | und 35 ml Stammldsung Il mit 1800
ml destilliertem Wasser gemischt und der pH Wert auf 7.4 mit 1 molarer NaOH-L6sung
bzw. 1 molarer Salzsaure eingestellt.

Saccharose, reinst: Merck KGaA, Darmstadt

Salzsaure, rauchend (37%ig): E. Merck

Thionin : Merck KGaA, Darmstadt

Thionin-Lésung: 100 ml 1 molare Essigsaure + 36 ml 1 molare NaOH-L6sung + 864 ml
ddH,O werden auf 60°C unter Ruhren erhitzt. Dann werden 1,25 g Thionin
hinzugegeben. Nach einer Stunde rihren wird die Lésung heif3 filtriert.

Triton X-100: Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Wasserstoffperoxid (35%ig): Merck KGaA, Darmstadt

Xylol (Isomere) (99,8%): Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

2.1.2. Verwendete Antikorper

polyklonaler Anti-Calbindin-Antikérper aus dem Kaninchen (Katalognummer: AB1778),

Chemicon
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polyklonaler Anti-FoxP2-Antikérper aus dem Kaninchen (Katalognummer: abl16046),
Abcam

monoklonaler Anti-GFAP-Antikdrper aus der Maus (Produktnummer: G3893), Sigma
monoklonaler Anti-MeCP2-Antikorper aus der Maus (Produktnummer: M7443), Sigma
polyklonaler Anti-Serotonin-Antikdrper aus dem Kaninchen (Produktnummer: S5545),
Sigma

polyklonaler 5-HT;-Rezeptor-Antikérper aus dem Kaninchen (Katalognummer 1-800-

662-2616), Oncogene Science

Monospezifisches polyklonales 5-HT4,-Rezeptor-Antiserum aus dem Kaninchen wurde
in der Abteilung Neuro- und Sinnesphysiologie, Humboldtallee 23, 37075 Goéttingen
produziert und zur Verfigung gestellt. Das Antiserum wurde in demselben Labor von Dr.
Dr. rer. nat. Till Manzke affinititschromatographisch gereinigt (Manzke et al.

2003,Manzke et al. 2008).

Monospezifisches polyklonales 5-HT,g-Rezeptor-Antiserum aus dem Kaninchen wurde
in der Abteilung Neuro- und Sinnesphysiologie, Humboldtallee 23, 37075 Géttingen
produziert und zur Verfigung gestellt. Das Antiserum wurde in demselben Labor von Dr.
Dr. rer. nat. Till Manzke affinitatschromatographisch gereinigt.

Dabei wurden die Kaninchen mit dem Peptid der zweiten intrazellularen Schleife des 5-
HT,sRezeptors der Ratte mit der Aminoséduresequenz immunisiert (NH»-
CAISLDRYIAIKKPIQ-COOH). Die Struktur des aus sieben Transmembrandoméanen
aufgebauten Rezeptors und die ausgewahlte Aminosduresequenz zur Immunisierung

zeigt Abbildung 4.
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intrazellular

COO-

5-HTgR-Maus 140 ASIMHLCAI  |SLDRYIAIKKP IQ
5-HTgR-Ratte 140 ASIMHLCAI  |SLDRYIAIKKP IQ

5-HTgR-Mensch 141 ASIMHLCAI [SVDRYIAIKKP IQ

Abb. 4 Der 5-HT,5-Rezeptor ist ein heptahelikaler Rezeptor. Die 7 Transmembrandomanen sind
als rote Zylinder dargestellt (I-VII). Der produzierte Antikdrper richtet sich gegen die
Aminosduresequenz  (Cys**® - GIn'™®; NH,-CAISLDRYIAIKKPIQ-COOH) der zweiten
intrazellularen Schleife (gelb markiert). Das Peptid der Ratte weist 100%ige Homologie mit dem
der Maus auf. Der Unterschied in der menschlichen Sequenz ist rot markiert. Modifizierte

Abbildung aus Manzke (2004), Seite 50

Monospezifisches polyklonales 5-HTsg-Rezeptor-Antiserum aus dem Kaninchen wurde
in der Abteilung Neuro- und Sinnesphysiologie, Humboldtallee 23, 37075 Gottingen
produziert und zur Verfigung gestellt. Das Antiserum wurde in demselben Labor von Dr.

Dr. rer. nat. Till Manzke affinitditschromatographisch gereinigt.
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Peroxidasekonjugierter polyklonaler Antikoérper anti-Kaninchen 1gG (H+L) aus dem Esel
(Seriennummer: 711-035-152), Dianova GmbH, Hamburg
Peroxidasekonjugierter polyklonaler Antikérper anti-Maus IgG (H+L) aus dem Esel

(Seriennummer: 715-005-150), Dianova GmbH, Hamburg

2.1.3 Verwendete Gerate

Coolescope, Digitalmikroskop, Nikon

Gefriermikrotom, Frigocut Modell 1206: Frigocut, Reichert-Jung, Deutschland

pH-Meter: WTW pH 197, Wissenschaftlich-Technische Werkstatten GmbH, Gber Schitt
Labortechnik Géttingen

Ruhrer: Heidolph MR Hei-Standard, Heidolph Instruments Schwabach

Schiittler: Heidolph Rotamax 120, Heidolph Instruments Schwabach

Vortexer: Vortex-Genie 2, Scientific Industries, Uber Schitt Labortechnik Géttingen
Waage: Sartorius bis 160 g, Sartorius Ag Géttingen

Waage: Sartorius BP61S bis 61g, Sartorius Ag Goéttingen

Zeiss 494, Lichtmikroskop

2.1.4 Computersoftware

CorelDraw Graphics Suite X3 (2005) Corel Corporation
Microsoft Office Excel (2003) Microsoft Corporation
GraphPadPrism, Version 5 GraphPad Software

Neurolucida, Version 7 MBF Bioscience
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NIS Elements, Version 2.1 Nikon Imaging Software
Adobe Photoshop CS 2, Version 9.0 Adobe Systems
Microsoft Office Word (2003) Microsoft Corporation

2.2 Methoden

2.2.1 Gewebsgewinnung

Die Hirnstamme der an Plétzlichem Kindstod verstorbenen Sauglinge und der Kontroll-
Falle stammen aus dem Archiv der Rechtsmedizin. Die Hirnstdmme wurden bei der
Sektion entnommen und in Paraformaldehyd konserviert. Es handelt sich hierbei um
eine Immersionsfixierung, bei der das Gewebe direkt in die Fixierlosung gegeben wird.

Die Sammlung umfasst Proben aus den Jahren 1989 bis heute.

2.2.2 Stichprobe

Retrospektiv wurden Félle, die in den Jahren zwischen 1998 und 2009 diagnostiziert
wurden, ausgewahlt. Aus den Asservaten der Rechtsmedizin wurden die Hirnstamme
der ausgewahlten Falle zur immunhistochemischen Untersuchung entnommen. Dabei
konnten die als SIDS diagnostizierten Proben nach der Klassifizierung Krous’ in 2
Gruppen aufgeteilt werden (Krous et al. 2004). Die eine Gruppe umfasst Sauglinge, die
als SIDS IA bezeichnet werden. Unter diese Gruppe fallen Sauglinge, bei denen keine
zusétzlichen klinischen Auffalligkeiten bei der Obduktion bemerkt wurden. Die Gruppe

der als SIDS Il klassifizierten Sauglinge beinhaltet auch Falle, bei denen Zeichen einer
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milden Infektion festgestellt werden konnten, die jedoch nicht urséchlich fir den
plétzlichen Tod sein kdnnen (Krous et al. 2004).

Es wurden 22 Hirnstamme von an Plétzlichem Kindstod verstorbenen Sauglingen der
Kategorie SIDS IA, 12 Hirnstamme von an Ploétzlichem Kindstod mit entzindlicher
Komponente verstorbenen Sauglingen der Kategorie Il und 5 Hirnstdmme von
Sauglingen mit anderer Todesursache analysiert. Diese 5 Hirnstamme dienten als
Kontrollen. Eine Ubersicht Uiber die Todesursache, das Alter und Geschlecht der Falle in

den einzelnen Gruppen zeigt folgende Tabelle 1.

Tabelle 1 Fallprofil der drei untersuchten Gruppen. m: Monate alt, n: Fallzahl, SIDS IA:
Plotzlicher Kindstod, SIDS IlI: Plotzlicher Kindstod mit entzindlicher Komponente, der

Altersmedian ist in eckigen Klammern angegeben: [ ]

Falle (n) | mannlich weiblich Alter Todesursache

SIDS A (22) 15 7 1m - 9m [4m] Plotzlicher Kindstod

Plotzlicher Kindstod
mit Zeichen einer
milden

SIDS Il (12) 9 3 Tm-11m [3m] Entzundung
Myokarditis

Nephritis

Vitium (2)

Kontrollen (5) 3 2 Tm-11m [5m] Thymusvergrofierung
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2.2.3 Erzeugung frei schwimmender Gefrierschnitte

Gerate: Gefriermikrotom, Skalpell, feiner Pinsel, transparente Eierschalen, schwarze
Unterlage

Losungen: PBS, Saccharose-Ldsung (30%) in PBS

Mit dem Skalpell wurde der Teil des Hirnstamms en bloc herausgeschnitten, der die
gesamte Olive enthalt. Die obere Schnittlinie verlief horizontal durch kaudale Abschnitte
des Pons, die untere Schnittlinie verlief horizontal auf Héhe des ersten Spinalnerven.
Die Schnittanzahl pro Probe belief sich auf ca. 500 Schnitte. Insgesamt wurden von 40
Proben 20.000 Schnitte angefertigt.

Die Infiltration der Hirnstamm-Blocke Uber Nacht mit 30%-Saccharose in PBS
vermindert die Bildung von Eiskristallen beim Gefrieren des Gewebes und schont so die

Gewebestruktur.

An einem Gefriermikrotom wurden die Blocke in einem Eisblock schockgefroren, der
durch Auftropfen von 30%-Saccharose Lésung erzeugt wurde. Transversale Schnitte
von 40 ym Dicke wurden mit einem Pinsel in mit PBS gefilllte, transparente Eierschalen
transferiert. Eine schwarze Unterlage erleichterte die Sicht auf die Schnitte in den
Eierschalen. Der weitere Transfer der Schnitte in Waschpuffer (PBS) und

Inkubationslésungen erfolgte ebenfalls mit Hilfe eines Pinsels.
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2.2.4. Thionin-Farbung

Zur sicheren topographischen Orientierung und Auswahl eines geeigneten Abschnittes
wurde der gesamte Pons und die Medulla oblongata eines Hirnstammes in 4 Blocke
zerlegt. Von den einzelnen Blécken wurden 40 pm dicke Schnitte angefertigt, auf
Objekttrager aufgezogen und nach dem Antrocknen darauf eine Thionin-Farbung nach

folgendem Protokoll durchgefihrt:

3 Minuten 100% Ethanol
3 Minuten 95% Ethanol
3 Minuten 70% Ethanol
3 Minuten 50% Ethanol
3 Minuten ddH,O

2 Minuten Thionin-Lésung
3 Minuten 50% Ethanol
3 Minuten 70% Ethanol
3 Minuten 95% Ethanol
3 Minuten 100% Ethanol
3 Minuten 100% Xylol

3 Minuten 100% Xylol

3 Minuten 100% Xylol

Darauf folgte das Eindecken der Schnitte in permanentem Eindeckmedium (' s. 2.2.7)
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2.2.5 Immunperoxidase-Farbung

Bei der Immunperoxidase-Farbung wird im ersten Schritt ein spezifischer Antikorper
(Primarantikdrper) auf das zu untersuchende Gewebe aufgebracht. Die Primarantikdrper
binden an ihre Epitope. In einem zweiten Schritt wird ein Antikorper aufgetragen, der
sich gegen den Primarantikorper richtet. Es ist der sogenannte Sekundarantikdrper. Die
Sekundarantikérper sind also gegen die Spezies des Primarantikérpers gerichtet. Die
Sekundarantikérper sind hier mit einem Enzym gekoppelt, das eine Farbentstehung

durch eine Enzym-Substrat-Reaktion auslést. Es entsteht ein sichtbarer Farbstoff.

\ey

Peroxidasekonjugierter
Sekundarantikorper

(aus Esel, anti Kaninchen)

Primarantikdrper (aus Kaninchen)

Antigen (5-HT,s-Rezeptor)

Abb. 5 Graphische Darstellung der Immunperoxidase-Farbung. Der Primarantikorper bindet an
das Antigen. Nach Binden des Sekundarantikérpers an den Primarantikérper entsteht durch das
an den Sekundarantikorper gekoppelte Enzym, Peroxidase, durch den Umsatz von H,O, ein

sichtbarer Farbstoff. Modifizierte Abbildung aus Manzke (2004), Seite 22
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Nach Fixierung der Hirnstamme in Paraformaldehydlésung kdénnen Antigene durch
Denaturierung der Proteine maskiert sein. Daher wurden die Schnitte wie im Folgenden
beschrieben in Triton X-100 inkubiert. Das nicht-ionische Detergens Triton X-100 gehort
zu den Polyoxyethylenoctylphenol-Detergenzien und eignet sich gut zur Demaskierung
von Proteinen.

Anschlieend inkubierten die Schnitte in einer Lésung aus Primarantikérper und
bovinem Serumalbumin (BSA), das unspezifische Bindungen der Antikdrper vermeiden

soll.

Die Schnitte wurden 6 mal 5 Minuten lang in PBS gewaschen und anschliel3end 30
Minuten in 0,2%igem Triton-X-100 permeabilisiert. AnschlieBend inkubierten die
Schnitte in einer Losung aus 2%igem bovinem Serumalbumin und dem polyklonalen
Primarantikdrper gegen den 5-HT.g-Rezeptor (Verdiinnung 1:500) bei 4°C tber Nacht.

Nach erneutem sechsmaligen Waschen in PBS fir 5 Minuten wurden die Schnitte bei
Raumtemperatur fur 2,5 Stunden in 2% BSA in PBS mit dem peroxidasekonjugierten

Sekundarantikérper anti-Kaninchen aus dem Esel inkubiert.

2.2.6 Peroxidasereaktion in Diaminobenzidin-L6sung (DAB)

Der Peroxidase wird Wasserstoffperoxid als Substrat angeboten, das sie in Wasser und
Sauerstoff spaltet. Der Sauerstoff oxidiert Diaminobenzidin. Die oxidierte Form des
Diaminobenzidins ist braun. Da das Antigen indirekt mit Peroxidasemolektlen markiert
ist, findet der Farbumsatz genau an der Stelle statt, an dem der Primérantikérper das

Antigen gebunden hat.
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Die markierten Zellen sind lichtmikroskopisch detektierbar und die Schnitte kbnnen sehr

lange Zeit gelagert werden, ohne dass der Farbstoff ausbleicht.

Gerate: Pinsel, transparente Eierschalen
Losungen: PBS (Waschpuffer), DAB-L6sung: 500 pl Stammldsung (75 mg DAB in 1,5

ml PBS) in 30 ml PBS, 30% Wasserstoffperoxid

Die Schnitte wurden erneut 6 mal 5 Minuten lang in PBS gewaschen und dann in
Eierschalen mit 3ml gefilterter DAB-L6sung gegeben. Durch Zugabe von 4 pl H,0,
(35%ig) wurde die enzymatische Reaktion gestartet.

Zum Stoppen der Farbreaktion wurden die Schnitte in PBS-Ldsung transferiert und
anschlieRend auf gelatinierte Objekttrager aufgezogen. Uber Nacht trockneten die

Schnitte auf den Objekttragern.

2.2.7 Eindecken der Schnitte in permanente Eindeckmedien

Der Wassergehalt der Hirnstammschnitte verursacht stérende Lichtbrechungen, da
Wasser einen anderen Brechungsindex besitzt als Glas. Deshalb missen die Schnitte in
Ethanol dehydrogeniert werden. Das entzogene Wasser wird danach durch Xylol

ersetzt, das den gleichen Brechungsindex wie Glas besitzt.

Geréte: Pinsel, transparente Eierschalen, schwarze Unterlage, Glasschalen

Ldsungen: Ethanol, Xylol, destilliertes Wasser, DePeX-Kunstharz
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Durch eine aufsteigende Ethanolreihe (2x 5 Minuten 50% Ethanol, 2x 5 Minuten 80%

Ethanol, 2x 5 Minuten 99,9% Ethanol) wurden die Schnitte dehydrogeniert.
AnschlieRend wurde der Alkohol durch ein 15 Minuten dauerndes Bad in Xylol ersetzt.
Die noch mit Xylol benetzten Schnitte auf den Objekttragern wurden mit Depex-

Kunstharz, einem permanenten Eindeckmedium, eingedeckt.

2.2.8 Gelatinieren der Objekttrager

Zum besseren Halt der Schnitte auf den Objekttragern wurden diese mit einem dinnen

Film aus Gelatine tberzogen.

Gerate: Heizplatte, Thermometer, Becherglaser, Objekttragerhalter, Filter
Losungen: Extran MA 01 (10 ml in 990 ml H,0O) , 5g Gelatine in 1l ddH,O + 0,5g

CrKOgS;, * 12H,0

Die Objekttrager inkubierten Gber Nacht in Extran MA 01. Am nachsten Tag wurden die
Objekttrager unter flieBendem Wasser 3 Stunden gewaschen. Die Gelatine wurde bei
55°C in einem Liter destilliertem Wasser gelést und 0,59 CrKOgS, * 12H,0 zugegeben.
Nach Filtern der Losung wurden die Objekttrager 30 Sekunden lang in die noch warme
Ldsung eingetaucht. Bevor die Hirnstammschnitte aufgezogen wurden, trockneten die

Objekttrager 24 Stunden.
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2.2.9 Analyse der Zelldichte mit dem Coolescope und digitale Bildverarbeitung

Die anatomische Orientierung und die Lage der einzelnen Kerngebiete wurde
korrespondierend mit dem Atlas of the Human Brainstem (Paxinos und Huang 1995)
festgelegt. Eine Ubersichtsdarstellung der einzelnen Schnitthéhen (Abbildung 6) erfolgte
in Zusammenschau mit dem 2. Band Anatomie (Benninghoff und Drenckhahn 2004).

Die digitale Erfassung und Analyse der einzelnen Kerngebiete erfolgte durch das
Digitalmikroskop Nikon Coolescope. Es wurden Farbphotographien in den
VergroRerungsstufen (x2, x4, x20, x40) erstellt und im Dateiformat ,tiff“, tagged image
file format (englisch: Rasterbilddateiformat), abgespeichert. Zur sicheren
Vergleichbarkeit der Aufnahmen wurde bei der Arbeit mit dem Digitalmikroskop unter
konstanten Beleuchtungsbedingungen gearbeitet.

Nach einer Ubersichtsaufnahme des gesamten Schnittes wurden die Kerngebiete
(Nucleus hypoglossus, Nucleus raphe obscurus, Nucleus cuneatus externus, laterale
retikulare Formation) herausvergrofRert (300x, 75x, 150x, 75x) und die markierten Zellen
auf dem gesamten Bildausschnitt manuell ausgezéhlt. Die ausgezéahlte Flache war so
bei jeder Probe gleich grol3. Damit ergibt sich die Zellzahl pro definierter Flache. Bei der
Analyse des Nucleus hypoglossus wurden die markierten Zellen auf einer Flache von
0,009 cm?, bei der Analyse des Nucleus raphe obscurus und der lateralen Formatio
reticularis auf einer Flache von 0,139 cm? und bei der Analyse des Nucleus cuneatus
externus auf einer Flache von 0,062 cm? ausgezahlt. Das Kerngebiet des Nucleus
hypoglossus, des Nucleus raphe obscurus und der lateralen retikularen Formation
wurde dabei immer in seiner Gesamtheit erfasst. Vom Nucleus cuneatus externus wurde

wegen seiner Grol3e ein Ausschnitt aus dem Zentrum des Kerngebietes erfasst.



33

Ein spezielles optisches Mikroskop mit PC-Anschluss und die Software Neurolucida
ermdglichten das Erstellen von Plotttafeln. Die Grenzen der Kerngebiete wurden dabei
manuell festgelegt und die Neurone manuell ausgezéhlt. Die Software erméglichte auch

eine Angabe der Zellzahl pro Flache zur nachvollziehbaren, quantitativen Analyse.
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Abb. 6 Ubersicht iber die untersuchten Schnitthéhen der Medulla oblongata.
ab: Nucleus abducens, cc: Zentralkanal, Cu: Nucleus cuneatus, gi: Nucleus

gigantocellularis, Gr: Nucleus gracilis, Hy : Nucleus hypoglossus, icp: Pedunculus
cerebellaris inferior, IOam: Nucleus olivaris accessorius medius, 10ap: Nucleus

olivaris accessorius posterior, I0pr: Nucleus olivaris principalis, Irt: intermediare

Zone der Formatio reticularis, Nspnt: Nucleus spinalis nervi trigemini, Py: Tractus
pyramidalis, Rob: Nucleus raphe obscurus, 4V: vierter Ventrikel. Modifizierte

Abbildung aus Benninghoff, Drenckhahn 2004, 332f
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2.2.10 Statistische Auswertung

Insgesamt wurden 39 Proben untersucht, die in drei Gruppen aufgeteilt wurden: Die
erste Gruppe beinhaltet 22 Proben mit der Diagnose SIDS IA, die zweite Gruppe 12
Proben mit der Diagnose SIDS Il und die dritte Gruppe entsprach mit 5 Proben der
Kontrollgruppe. Zur statistischen Auswertung wurde die Software GraphPad Prism
verwendet. Mit dieser Software wurde der Mittelwert (M) und der Standardfehler (SEM)
berechnet (M + SEM). Fur die p-Wertberechnung wurde ein t-Test flr gepaarte
Stichproben gewahlt. ,Der t-Test arbeitet mit den Populationsparametern der Streuung
und des arithmetischen Mittels, die mit Hilfe der Stichprobe geschéatzt werden. Er liefert
eine Entscheidungshilfe dafiir, ob ein gefundener Mittelwertsunterschied rein zufallig
entstanden ist, oder ob es wirklich bedeutsame Unterschiede zwischen den zwei
untersuchten Gruppen gibt. Mathematisch gesprochen beurteilt dieses Verfahren, ob
sich zwei untersuchte Gruppen systematisch in ihren Mittelwerten unterscheiden oder
nicht* (Rasch et al. 2006, Seite 44). ,Die Entscheidung Uber die Signifikanz erfordert die
Festlegung eines Signifikanzniveaus vor der Durchfihrung des t-Tests. Jenes
kennzeichnet die nach Ansicht des Forschers grofdte noch akzeptable a-Fehler-
Wahrscheinlichkeit.“ (Rasch et al. 2006, Seite 60). Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05
festgelegt, so dass mit 5%iger Wahrscheinlichkeit (a-Fehler) die Nullhypothese — es

besteht kein Unterschied zwischen den Gruppen — abgelehnt wird, obwohl sie doch

zutrifft. Ein auf dem 5%-Niveau signifikantes Ergebnis wurde mit einem Sternchen (*)

gekennzeichnet. Der t-Test untersuchte jeweils Gruppenpaare im Bezug auf ein

Merkmal. Das entsprach dem Vergleich der ersten Gruppe (SIDS I1A) mit der
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Kontrollgruppe im Bezug auf die 5-HT,g-Rezeptorexpression im Nucleus hypoglossus.
Dementsprechend wurden die Gruppen untereinander im Bezug auf die 5-HTg-

Rezeptorexpression in den verschiedenen Kerngebieten verglichen.

3 Ergebnisse

Es wurden Farbungen mit Antikdrpern gegen verschiedene Strukturen der Medulla
oblongata angefertigt. Dabei wurde das Bindungsmuster der im Labor von Dr. Dr. Till
Manzke hergestellten Antikdrper (gegen den 5-HT.g-Rezeptor, 5-HT4n)-Rezeptor, 5-
HTsg-Rezeptor und 5-HT7-Rezeptor) mit dem kommerziell erhaltlicher Antikérper (gegen
Serotonin, FoxP2, Calbindin, GFAP und MeCP2) verglichen.

Zuverlassige und spezifische Signale konnten bei allen kommerziell erhaltlichen
Antikérpern und den Antikbrpern gegen die 5-HT,g-, 5-HT4)- und 5-HT7-Rezeptoren
erreicht werden. Die Ursache fir das fehlende Signal bei den anderen Antikdrpern kann
in deren Spezifitdt begriindet sein. AuBerdem kdnnte auch das Milieu nach den oben
erlauterten Versuchsbedingungen fur die Antikérperbindung nicht optimal gewesen sein.
Um auszuschlieBen, dass das Signal nicht allein durch den Sekundarantikdrper
ausgeldst werden kann, wurden jeweils Kontrollfarbungen nur mit dem Zweitantikorper

angefertigt.
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3.1 Die Topoqgraphie der 5-HT,g-Rezeptoren in der Medulla oblongata

Bei der anatomischen und pathologischen Begutachtung der einzelnen Schnittebenen
des Hirnstammes wurden gehaufte Zellansammlungen von 5-HT.g-rezeptortragenden
Zellen Kerngebieten zugeordnet. Die Zuordnung erfolgte an Hand des Atlas of the
Human Brainstem (Paxinos und Huang 1995). Dabei wurde ein Ausschnitt des
Hirnstammes untersucht, der die Olive beinhaltet. Eine Ubersicht der untersuchten
Schnitthéhen ist in Abbildung 6 dargestellt. Der untersuchte Bereich reichte von dem
kaudalen Pons bis in die kraniale Medulla spinalis. Von den insgesamt 20.000
angefertigten Schnitten wurden 2000 mit dem Antikdrper gegen den 5-HT,g-Rezeptor
behandelt.

Eine erste anatomische Orientierungshilfe bot der grof3e Kernkomplex der Olive im
ventrolateralen Tegmentum der Medulla oblongata. Der Hauptkern der Olive, der
Nucleus olivaris principalis und seine Beziehung zu seinen beiden Nebenkernen, dem
dorsalen Nucleus olivaris accessorius und dem medialen Nucleus olivaris medialis
erleichterten die Bestimmung der Schnitthéhe.

Die mediale Nebenolive legt sich dem Hauptkern wie eine Platte an. Zwischen ihr und
dem Hauptkern ziehen die Fasern des Nervus hypoglossus nach ventral. Der Nucleus
nervi hypoglossi liegt auf dieser Hohe mediodorsal im Boden der Rautengrube im
Trigonum nervi hypoglossi.

In der Medianlinie sind die Raphekerne lokalisiert, deren Name sich von dem Wort Naht
ableitet, da die sich dort kreuzenden Fasern wie vernaht erscheinen (Benninghoff und

Drenckhahn 2004).
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AulRerdem gab die Ausdehnung des gut abgrenzbaren laterodorsal liegenden Nucleus
cuneatus externus Hinweise auf die exakte Schnitthdhe.

Viele immunopositive, 5-HT,g-rezeptortragende Zellen wurden in der Region des
Nucleus hypoglossus (Abbildung 7), des Nucleus cuneatus externus (Abbildung 8) und
des Nucleus raphe obscurus (Abbildung 9) gefunden. Einige 5-HT,g-rezeptortragende

Zellen lagen auch in der lateralen retikularen Formation (Abbildung 10).
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3.2 Analyse der Zellzahl und Zelldichte mit Hilfe des Coolscopes

3.2.1 Falle Plotzlichen Kindstodes (SIDS IA) im Vergleich mit der Kontrollgruppe

Zusammenfassend ergab sich eine tendenziell geringere Zahl und Dichte an 5-HT -
rezeptortragenden Zellen im Nucleus hypoglossus, Nucleus cuneatus externus und
Nucleus raphe obscurus bei den Proben, die dem PIlétzlichen Kindstod (SIDS 1A)
zugeordnet wurden, im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Im Gegensatz zu den anderen
Kerngebieten war die Dichte und Anzahl der 5-HT.g-rezeptortragende Zellen in der
lateralen retikularen Formation in den Proben des Plétzlichen Kindstodes (SIDS IA)
etwas hoher als in der Kontrollgruppe (Abbildung 11).

Ein signifikanter Unterschied in der Zahl und Dichte der 5-HT,g-rezeptortragenden
Zellen des Nucleus hypoglossus bestand zwischen den Proben, die dem Plétzlichen
Kindstod (SIDS IA) zugeordnet wurden und den Proben der Kontrollgruppe p = 0,02. Die
Proben der Gruppe SIDS IA hatten mit einer durchschnittlichen Zellzahl von 34,91 +
1,94 5-HT,g-rezeptortragenden Zellen im Nucleus hypoglossus auf einer Flache von
0,009 cm? eine deutlich geringere Zelldichte gegeniiber den Proben der Kontrollgruppe
mit einer durchschnittlichen Zellzahl von 50,20 + 9,50 Zellen. Somit ist die Dichte der 5-
HT.g-rezeptortragenden Zellen im Nucleus hypoglossus der dem Plotzlichen Kindstod
zugeordneten Proben signifikant geringer als die der Kontrollen. Damit kann man bei
den Fallen des Plétzlichen Kindstodes von einer Hypoplasie des Nucleus hypoglossus

sprechen (Abbildung 12).
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Abb. 12 Expression des 5-HT,g-Rezeptors im Nucleus hypoglossus.

Angaben: Mittelwert + Standardfehler, SIDS IA: untersuchte Gruppe
aller Falle Plotzlichen Kindstodes ohne Auffalligkeiten bei der Obduktion
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3.2.2 Falle Pl6tzlichen Kindstodes mit entztiindlicher Komponente (SIDS II) im
Vergleich mit der Kontrollgruppe

Im Gegensatz zu den anderen Kerngebieten war die Dichte und Anzahl der 5-HT2g-
rezeptortragenden Zellen in der lateralen retikularen Formation in den Proben des
Plotzlichen Kindstodes (SIDS IA) etwas hoher als in der Kontrollgruppe (Abbildung 11).

Im Vergleich der Kontrollgruppe mit Proben des Plotzlichen Kindstodes mit
entzundlicher Komponente (SIDS 1) wird dieser Unterschied signifikant p = 0,03
(Abbildung 13). Die Proben der Gruppe SIDS Il hatten mit einer durchschnittlichen
Zellzahl von 48,08 + 5,48 5-HT,g-rezeptortragenden Zellen in der lateralen retikularen
Formation auf einer Flache von 0,139 cm? eine deutlich héhere Zelldichte gegeniiber
den Proben der Kontrollgruppe mit einer durchschnittlichen Zellzahl von 26,20 + 4,26

Zellen (Abbildung 14).
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Abb. 14 Expression des 5-HT,g-Rezeptors in der lateralen Formatio reticularis.
Angaben: Mittelwert + Standardfehler, SIDS II: untersuchte Gruppe aller Félle

Plotzlichen Kindstodes mit Zeichen einer milden Entzundung
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3.2.3 Falle Plotzlichen Kindstodes (SIDS IA + SIDS 1) im Vergleich mit der
Kontrollgruppe

Werden die Proben der Falle des Plotzlichen Kindstodes mit und ohne entzindlicher
Komponente (SIDS IA + SIDS I1l) zusammengefasst und mit der Kontrollgruppe
verglichen, kann kein signifikanter Unterschied in der Zellzahl in der lateralen Formatio
retikularis gefunden werden (Abbildung 15).

Allerdings bestatigt sich die Hypoplasie des Nucleus hypoglossus auch, wenn die
Proben der Falle des Plétzlichen Kindstodes mit und ohne entzindlicher Komponente
(SIDS 1A + SIDS II) zusammengefasst und mit der Kontrollgruppe verglichen werden p =
0,03 (Abbildung 16). Fiur die Proben der Gruppe SIDS IA + SIDS Il ergibt sich eine
durchschnittliche Zellzahl von 37,65 * 1,62 5-HT,g-rezeptortragenden Zellen im Nucleus
hypoglossus auf einer Flache von 0,009 cm? gegeniiber den Proben der Kontrollgruppe
mit einer durchschnittlichen Zellzahl von 50,20 £ 9,50 Zellen. Somit ist die Dichte der 5-
HT.g-rezeptortragenden Zellen im Nucleus hypoglossus der dem Pl6tzlichen Kindstod

(SIDS 1A + SIDS 1) zugeordneten Proben signifikant geringer als die der Kontrollen.
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Abb.15 Expression des 5-HT,g-Rezeptors in Kernen der Medulla oblongata
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Abb. 16 Expression des 5-HT,z-Rezeptors im Nucleus hypoglossus.

Angaben: Mittelwert £ Standardfehler, SIDS IA: untersuchte Gruppe aller
Falle Plotzlichen Kindstodes ohne Auffalligkeiten bei der Obduktion, SIDS
II: untersuchte Gruppe aller Falle Plétzlichen Kindstodes mit Zeichen einer

milden Entziindung



49

3.3 Graphische Zusammenfassung der Resultate

Die Hypoplasie des Nucleus hypoglossus bei Fallen Ploétzlichen Kindstodes ist die
Kernaussage dieser Arbeit. Falle Pl6tzlichen Kindstodes (SIDS IA) hatten eine deutlich
geringere Zahl 5-HT,g-rezeptortragender Zellen im Nucleus hypoglossus im Vergleich
zu Kontrollen p = 0,02. Auch beim Vergleich aller untersuchten Falle Pl6tzlichen
Kindstodes (SIDS IA + SIDS I1l) ergab sich eine signifikant geringere Zahl 5-HTg-
rezeptortragender Zellen im Nucleus hypoglossus im Vergleich zu Kontrollen p = 0,03.
Diese Hypoplasie des Nucleus hypoglossus in den Fallen Pl6tzlichen Kindstodes zeigt
Abbildung 17. Die normale Struktur des Kerngebiets wird der hypoplastischen
gegenubergestellt.

Im Unterschied zu den anderen Kerngebieten war die Dichte und Anzahl der 5-HTg-
rezeptortragenden Zellen in der lateralen retikularen Formation in den Proben des
Pl6tzlichen Kindstodes mit entziindlicher Komponente (SIDS II) signifikant héher als in
der Kontrollgruppe p = 0,03. Diese hohere Zellzahl und Dichte in Féallen Plétzlichen

Kindstodes mit entziindlicher Komponente zeigt Abbildung 18.
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4 Diskussion

4.1 Interpretation der Ergebnisse

Die niedrigere Zellzahl und Dichte im Nucleus hypoglossus im Hirnstamm, der an
Pl6tzlichem Kindstod verstorbenen Sauglinge, im Vergleich mit Hirnstammen, der an
anderen Diagnosen verstorbenen Sauglinge, unterstitzt die Bedeutung und das
Vorhandensein einer Pathologie im serotonergen System beim Plotzlichen Kindstod.
Der Nucleus hypoglossus moduliert die Durchgangigkeit der oberen Atemwege und
somit auch die Sauerstoffzufuhr durch die Kontrolle der Zungenmotorik. Die geminderte
Anzahl 5-HT,g-rezeptortragender Zellen kann sowohl ein Entwicklungsdefizit, das mit
vermindertem 5-HT,g-Rezeptorbesatz einhergeht, als auch eine Hypoplasie
serotonerger Neurone anderer Genese widerspiegeln. Die Hypoplasie dieses Kerns in
Sauglingen, die an Plotzlichem Kindstod sterben, lasst eine Funktionsminderung der
Zungenmotorik vermuten.

In Zusammenschau mit tierexperimentellen Daten (Manzke et al. 2005a,b) kann eine
verminderte Anzahl 5-HT.g-rezeptortragender Zellen funktionell eine gestorte
Atemfrequenzregulation bedeuten, was eine insuffiziente Schnappatmung erklaren

kann.

Die vergleichbaren Zellzahlen und Dichten im Nucleus cuneatus externus und im
Nucleus raphe obscurus bedeuten keinesfalls ein Nichtvorhandensein einer Pathologie

im serotonergen System dieser Kerne Uberhaupt. Vielmehr ist dort gerade nur die
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Anzahl der 5-HT,g-rezeptortragenden Zellen nicht gestért. Andere Studien beschreiben
auch eine geminderte Anzahl serotonerger Neurone in Kernen der Raphe (Lavezzi et al.
2009). Uber deren Besatz mit 5-HT,z-Rezeptoren existieren allerdings noch keine
Daten. Geht man davon aus, dass im Hirnstamm an Pl6tzlichem Kindstod verstorbener
Sauglinge weniger serotonerge Neurone existieren, kénnten die noch vorhandenen
Zellen kompensatorisch mehr 5-HT,g-Rezeptoren exprimieren, so dass bei einer reinen

5-HT2-Rezeptordarstellung ein Unterschied in der Zellzahl nicht auffallt.

Die hohere Zellzahl in der lateralen Formatio retikularis bei Fallen Plotzlichen
Kindstodes mit entzindlicher Komponente im Vergleich zur Kontrollgruppe kénnte ein
Hinweis auf eine Hochregulierung der Expression des 5-HT,g-Rezeptors im Rahmen
von Adaptationsvorgangen bei Entzindung sein. Die erhéhte Expression des 5-HTg-
Rezeptors konnte Uber Proteinkinasesignalwege ahnlich dem der stress-aktivierten-
Proteinkinase (SAPK) verlaufen (de Nadal und Posas 2010; Tibbles und Woodgett
1999). Bei dieser Signalkaskade fuhren Cytokine im Rahmen einer Entzindung zur
Aktivierung der SAPK und somit zur Modifikation zellularer Genexpression (de Nadal
und Posas 2010; Tibbles und Woodgett 1999).

Die vermehrte Expression des 5-HT,g-Rezeptors in der lateralen Formatio retikularis
konnte funktionell zur Feinjustierung des respiratorischen Netzwerkes dienen und so zu

einer Stabilisierung der Atmungsregulation und homdostatischer Funktionen beitragen.
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4.2 Vergleich mit anderen Autoren: Serotonin und respiratorische Disrequlation

Obwohl makroskopisch keine Pathologien an Hirnstdmmen von an Pl6tzlichem Kindstod
verstorbener Sauglinge zu erkennen sind, haben zahlreiche Studien Auffalligkeiten auf
zellularer und genetischer Ebene ergeben. Dabei riickt das serotonerge System in den
Vordergrund, das durch Interaktion mit anderen Neurotransmittern, autonome
Reaktionen auf homoostatische Stressoren moduliert. Diese autonome Kontrolle ist
durch ein insuffizientes serotonerges System bei Sauglingen, die an Pl6tzlichem
Kindstod versterben, gestort.

Korrespondierend zu den Ergebnissen dieser Arbeit, die eine reduzierte Dichte des
Serotoninrezeptorsubtyps 2B im Nucleus hypoglossus nachweist, zeigt eine
immunhistochemische Studie aus den USA eine deutlich reduzierte Bindung an 5-HTa—
Rezeptoren in verschiedenen Kernen der Medulla oblongata bei SIDS. Trotz erhdhter
serotonerger  Zellzahl in den Nuclei raphe obscurus, gigantocelularis,
paragigantocellularis lateralis und arcuatus ist die 5-HT14 —Rezeptoranzahl vermindert .
Auch die Anzahl der Serotonintransporter ist im Vergleich zur Gesamtzahl serotonerger
Neurone bei Plotzlichem Kindstod erniedrigt. Aul3erdem weisen die serotonergen
Neurone der Pl6tzlichen Kindstodes-Falle morphologisch ein Entwicklungsdefizit auf, es
kommen proportional mehr granulare Zellen vor. In den Kontrollfallen wurden mehr
multipolare Zellen gesehen (Paterson et al. 2006). Neben der geminderten Anzahl an
Serotoninrezeptoren konnte im Gewebe, der an Plotzlichem Kindstod verstorbenen
Sauglinge auch weniger Serotonin und geringere Mengen an Tryptophanhydroxylase
isoliert werden (Duncan et al. 2010). Daten tber den 5-HT.g-Rezeptorbesatz sind in der

Literatur bisher nicht beschrieben.
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Der Versuch, Polymorphismen im 5-HT,a-Rezeptor-gen mit SIDS zu assoziieren, blieb
bisher erfolglos (Rand et al. 2009).

Vor der Annahme einer respiratorischen Disregulation, die sowohl von einer Stérung der
Atmungsregulation bei Hypoxie als auch von einer gestorten Arousalreaktion ausgeht,
wurde der Atemrhythmusgenerator, der Pra-Botzinger Komplex, ndher untersucht. Im
Zusammenhang mit dem PIétzlichen Kindstod wurde vor kurzem in einer Studie die
Zytoarchitektur und Anatomie des Pra-Botzinger Komplexes identifiziert. Es gelang
dabei zum ersten Mal, an humanem Gewebe die genaue Lokalisation des Pra-Botzinger
Komplexes zu beschreiben. Beim Vergleich der Zellstruktur im Pra-Bétzinger Komplex
von Ploétzlichen Kindstodes-Fallen im Vergleich zu Kontrollen fiel eine Hypoplasie des
Atemrythmusgenerators auf, sowie eine verminderte Anzahl an Dendriten (Lavezzi und
Matturri 2008).

Die Hypoplasie verschiedener Kerngebiete der Medulla oblongata zieht sich wie ein
roter Faden durch die einzelnen Studienergebnisse.

Die Verknupfung zwischen Serotonin und Atmung ist im Tiermodell in groR3en Teilen
gezeigt. So werden bei transgenen Mausen, denen serotonerge Neurone fehlen,
respiratorische Defizite mit schweren Apnoephasen, die vor allem in der
Neonatalperiode auftreten, beobachtet (Hodges et al. 2009). Auf die Verbindung von
Serotonin und Atmung weist auch ein Risikofaktor fur den Pl6tzlichen Kindstod hin.
Opiatkonsum in der Schwangerschaft erhéht das Risiko des Sauglings fir den
Plotzlichen Kindstod erheblich. Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass die
Aktivierung des 5-HT4a-Rezeptors eine Opiat induzierte Atemdepression aufheben kann

(Manzke et al. 2003).
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Auch auf genetischer Ebene konnte eine Studie den Plétzlichen Kindstod mit
Polymorphismen im Serotonintransporter-gen in Verbindung bringen (Weese-Mayer et
al. 2003).

Daruberhinaus wurden Polymorphismen in Genen (z.B. PHOX2B) mit Bedeutung fur die
Entwicklung serotoninerger und noradrenalinerger Neurone mit dem Plétzlichen

Kindstod assoziiert (Weese-Mayer et al. 2007).

4.3 Hirnstammpathologien in anderen Neurotransmittersystemen

Einen weiteren Hinweis auf Hirnstammpathologien in Neurotransmittersystemen, die mit
Serotonin interagieren, lieferte ein vor kurzem mit dem PIl6tzlichen Kindstod assoziierter
funktionaler Polymorphismus im Tyrosinhydroxylase-gen, das die Produktion von
Noradrenalin in Neuronen reguliert (Klintschar et al. 2008). Im Nucleus dorsalis nervi
vagi und in der ventrolateralen Medulla wurden weniger Tyrosinhydroxylase-positive
Zellen beim Plétzlichen Kindstod beschrieben (Obonai et al. 1998).

Immunhistochemisch ergab eine Studie aus Australien bei Autopsieféllen Plotzlichen
Kindstodes eine verminderte Anzahl und Dichte von Neuronen, die
Acetylcholintransferase enthielten, im Nucleus hypoglossus und im Nucleus dorsalis
nervi vagi (Mallard et al 1999). Auch muskarinerge Acetylcholinrezeptoren waren im
Nucleus arcuatus in geringerer Anzahl bei Fallen Plotzlichen Kindstodes enthalten, als
bei Kontrollen (Kubo et al. 1998).

Desweiteren zeigte die Untersuchung der Expression des NMDA-Rezeptors vom Subtyp

1 eine erhohte mRNA in sechs Kernen der Medulla oblongata, im Nucleus dorsalis nervi



57

vagi wurde bei SIDS mehr NMDA-Rezeptorl-Protein, im Nucleus spinalis nervi trigemini

dagegen weniger gefunden als bei Kontrollen (Machaalani und Walters 2003).

5 Zusammenfassung

Der Plotzliche Kindstod ist die haufigste Todesursache von S&uglingen im Alter
zwischen 1 Monat und 1 Jahr (Hunt und Hauck 2006). Diese Arbeit unterstitzt die
Hypothese des Modells des fatalen Dreiecks, das den Plotzlichen Kindstod als
fehlerhafte Hirnstammreaktion auf Hypoxie  wahrend einer  kritischen
Entwicklungsperiode des Sauglings ansieht (Kinney et al. 2009a). Klinische
Beobachtungen beschreiben kardiorespiratorische und Arousal- Defizite bei Féllen
Pl6tzlichen Kindstodes. Schon vor dem Tod der Sauglinge waren vermehrt
Apnoephasen, geringere kortikale Aktivitat und Pulsdefizite aufgetreten (Kato et al.
2003, Sridhar et al. 2003). Diese homdoostatische Disregulation lasst sich verknipfen mit
neuropathologischen Daten, die verdnderte Anzahlen serotonerger Neurone,
Transporter und Rezeptoren beinhalten.

Ausgehend von der Annahme, dass mangelnde homoostatische Kontrolle auf einer
Hirnstammpathologie des serotonergen Systems beruht, wurden deshalb in dieser
Arbeit Hirnstamme von Sauglingen, die an Plétzlichem Kindstod verstarben, im
Vergleich mit Hirnstammen von Kontrollfdllen immunhistochemisch untersucht.
Antikorperfarbungen gegen den 5-HT,g-Rezeptor reprasentierten die Verteilung dieses
Rezeptors in Kernen des Hirnstammes. Dabei wurden Zellen mit 5-HT,g-Rezeptorbesatz

im Nucleus cuneatus externus, Nucleus raphe obscurus, Nucleus hypoglossus und in
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der lateralen retikularen Formation detektiert. Im Vergleich mit den Kontrollféallen fiel bei
den Fallen Pl6tzlichen Kindstodes eine verminderte Anzahl an 5-HT.z-Rezeptor-
tragenden Zellen im Nucleus hypoglossus auf. Diese Hypoplasie wird als Defizit des
serotonergen Systems gedeutet, dessen Bedeutung in der Kontrolle homdostatischer
Funktionen vor allem im respiratorischen Bereich von zahlreichen tierexperimentellen
Studien unterstitzt wird (Kubin und Volgin 2008; Lalley et al. 1994; Manzke et al.
2005a,b; Richter et al. 1997). Damit kbnnte das serotonerge System sowohl ein
vielversprechender Angriffspunkt in der genetischen Risikoermittlung fur den Plétzlichen

Kindstod als auch ein Ansatz fir eine pharmakologische Therapie werden.
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