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Zusammenfassung

Hintergrund

Braunem Fettgewebe, als zentralem Organ fur die zitterfreie Thermogenese wurde
lange Zeit nur in Hinblick auf Winterschlafer und Neugeborene Relevanz
zugesprochen. Erst durch die Identifikation von UCP1 als entscheidendem Protein
im BAT-Stoffwechsel wurden Einsichten in Bezug auf das Vorkommen und die
Bedeutung auch beim Erwachsenen erzielt. Durch weitere Nachforschungen
konnte somit die Existenz von BAT beim Erwachsenen bewiesen und zugleich
beachtliche Verteilungsunterschiede betreffend das Vorhandensein und den

Gehalt an BAT und seines UCP1 festgestellt werden.

Methoden

In dieser retrospektiven Autopsiestudie wurden an Stellen, an denen vermeintlich
BAT vorkommt, Proben von 41 routinemalig obduzierten Patienten entnommen
und je nach Grunderkrankung in 3 Gruppen eingeteilt (kardiovaskulare,
metabolische und tumordse Gruppe). Die Gewebeproben wurden weiters in
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet, um anschlieRend histologisch
begutachtet zu werden. Bei Bestatigung von braunen Adipozyten in HE-gefarbten
Schnitten wurden diese Proben immunhistochemisch weiterverarbeitet, um UCP1
nachzuweisen. Anhand dieser 2 Methoden sollte BAT/UCP1 nachgewiesen
werden, um im Anschluss daran mogliche Verteilungsunterschiede in den

Gruppen zu erortern.

Ergebnisse

Unter allen in dieser Studie obduzierten Patienten konnte bei 22 % (9 BAT-positive
Patienten) sowohl histologisch als auch immunhistochemisch BAT/UCP1
nachgewiesen werden. Hinsichtlich der Entnahmestellen innerhalb dieser 22 %
ergab sich ein Minimum an BAT in Lokalisation ,A“ (rechts zervikal) und ein
Maximum in ,F“ (links paravertebral). Die BAT-positiv bewerteten Probanden
zeigten eine dem Bauchumfang indirekt proportionale Verteilung, wobei sich eine
maximale Zuordnung in der Gruppe der kardiovaskularen Erkrankungen
prasentierte. Ein alters- und geschlechtsabhangiges Verteilungsmuster konnte

anhand statistischer explorativer Auswertungen nicht bestatigt werden.
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Schlussfolgerung

Aufgrund des Nachweises von BAT bei obduzierten Patienten konnte eindeutig
bewiesen werden, dass braune Adipozyten/Areale und auch das fur die
Thermogenese entscheidende UCP1 beim Erwachsenen in unterschiedlich
grollen Mengen auch bei Routineobduktionen zu finden ist. Daher kann auf eine
gewisse Relevanz im adulten Stoffwechsel geschlossen werden. Weiters zeigte
sich eine Haufung bei Probanden mit regelrechten bis verminderten
Bauchumfangswerten. Durch die geringe Fallzahl liel3 sich kein signifikanter
Verteilungsunterschied in Bezug auf die zuvor definierten Krankheitsgruppen
zeigen. Eine Erhdhung der Probandenpopulation konnte eine derartige Korrelation

mit BAT ersichtlich machen.
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Abstract

Background

For a long time brown adipose tissue (BAT) as a central organ for nonshivering
thermogenese was considered only in terms of hibernating animals and babies.
Only through the identification of UCP1 as crucial protein in the BAT metabolism,
were insights achieved regarding the occurence and significance in adults too.
After more research the existence of BAT in adults could be proven and
simultaneously differences concerning the availability and content of BAT and

UCP1 were observed.

Methods

In this retrospective autopsy study 41 samples were collected from routinely
autopsied patients of supposed areas with BAT and were divided according to
basic disease in three groups. These tissue materials were fixed in formalin and
embedded in paraffin to be then surveyed subsequently histologically. After the
proof of brown adipocytes at HE stained sections these samples were analyzed
immunhistochemically for UCP1 presence. Presence of BAT/UCP1 was further

correlated with clinical dates in respect to the three groups.

Results

Among all autopsied patients in this study BAT/UCP1 could be demonstrated in 22
% of the cases histologically and immunhistochemically. From this 22 % a
minimum of BAT was found in location “A* (right zervical) and a maximum in “F*
(left paravertebral). Persons with BAT showed normal or reduced abdominal
circumferences and it was primarily found in the cardiovascular group. An age and

sex-dependent distribution pattern could not be proven in the explorative statistic.

Conclusion

BAT presence in routine autopsies was found in small to large quantities. This
leads to the conclusion that BAT is significance in adult metabolism. BAT was
more frequently found in patients with regular or reduced abdominal girth. Due to

the small number of cases no significant difference was observed according to the
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previously defined disease groups. An increase in the number of cases could

reveal a correlation with BAT and underlying disease.
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1. Allgemeiner Teil

1.1. Einleitung

Lange Zeit wurde braunem Fettgewebe, welchem die Funktion der sogenannten
,nhonshivering® Thermogenese innewohnt beim Menschen nur in Bezug auf
Sauglinge und Kleinkinder Bedeutung zugesprochen. Dies lasst sich auf den
Umstand zurlckfihren, dass Babys zwar eine intakte Thermoregulation
aufweisen, aber aufgrund von negativen physiologischen Einflussfaktoren schnell
zur Ausklhlung neigen. Einige Griinde sind die im Verhaltnis zum Gewicht grofRe
Korperoberflache, die Unfahigkeit durch Muskelzittern aktiv Warme zu erzeugen,
weiters das im Vergleich zu Erwachsenen deutlich diinnere subkutane WAT sowie
das héhere Atemvolumen. '

Um diese in Bezug auf die Kérpertemperatur unglinstigen Faktoren minimieren zu
kénnen weisen Neugeborene und Sauglinge bis zu 6 %2 BAT auf, wodurch sie in
der Lage sind, Warme direkt ohne Muskelzittern zu erzeugen. Diese zitterfreie
Thermogenese wird durch das Enzym UCP1, welches in der inneren
Mitochondrienmembran von braunen reifen Adipozyten eingelagert ist, vollzogen.
Es handelt sich um ein Transmembranprotein, welches in aktivierter Konstitution
die ATP-Bildung verhindert, indem es den ATP-Synthase-Komplex blockiert.
Dieses aulier Kraft gesetzte System kann folglich das fur die Energieerzeugung
bendtigte Konzentrationsgefalle nicht mehr modellieren, womit direkt Warme
erzeugt werden kann.?

Diese schnelle und produktive Warmeadaption ist essentiell fur die Thermogenese
im Neugeborenen- und Sauglingsalter.?

In den letzten Jahren wurde BAT nicht nur flr das Kindesalter, sondern auch im
Erwachsenenalter Relevanz zugesprochen. Infolgedessen wurden das
Vorkommen und die Bedeutsamkeit von BAT auch im Erwachsenenalter intensiver
erforscht. Diese Nachforschungen wiederum brachten nicht nur Einsichten Gber
die Wichtigkeit von BAT im adulten Metabolismus, sondern lieferten auch neue

Hypothesen Uber dessen Einfluss und Bedeutung.
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Einige Studien konnten mittels PET-Scan den Nachweis von aktiv relevantem BAT
beim Erwachsenen erbringen und gleichzeitig erhebliche Verteilungsunterschiede
in einem Patientenkollektiv ermitteln.*

Auf diesen mittels PET-Scan erbrachten Beweisen von BAT und den
Verteilungsunterschieden innerhalb einer Patientenpopulation stutzt sich diese
Arbeit.

Sie stellt eine retrospektive Autopsiestudie dar, die im Rahmen Klinisch-
pathologischer Routineobduktionen am Institut fur Pathologie Graz durchgefihrt
wurde und widmet sich dem Nachweis von BAT und der Frage nach
Verteilungsunterschieden innerhalb haufiger Erkrankungen (kardiovaskularen,
metabolischen und Tumorerkrankungen).

Die aus vorab genau bestimmten Bereichen enthommenen Proben wurden in
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Korrespondierende Areale wurden
kryokonserviert, um fur weitere Analysen zur Verfugung zu stehen.

Nach histologischer Beurteilung der verarbeiteten Proben wurden bei Nachweis
von BAT diese Gewebestliicke immunhistochemisch mit AK gegen UCP1
untersucht, um so mittels einer zweiten Methode den BAT-Nachweis zu erbringen.
Auf Basis der Ergebnisse dieser 2 Methoden wurde das Verteilungsmuster von
BAT innerhalb eines Patienten in den entnommenen Arealen sowie die Verteilung

in den Patientengruppen untereinander analysiert und statistisch ausgewertet.

1.2. Fettgewebe

Fettgewebe stellt eine Sonderform des Bindegewebes dar, genauer gesagt des
retikularen, nach einigen Autoren des lockeren Bindegewebes. Es besteht aus
Zellen, den sogenannten Adipozyten, welche je nach Fettgewebsart einen

Lipidtropfen (univakuolar) oder viele kleine Fetttropfen (multivakuolar) enthalten.’

1.2.1. Entwicklung des Fettgewebes allgemein

Das Fettgewebe lasst sich histologisch gesichert zum ersten Mal zwischen der 14
und 16 SSW nachweisen, in den Wochen davor konnen die Vorstufen der

Fettzellen nicht sicher von anderen Bindegewebszellen unterschieden werden.
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Zu Beginn der Fettzelldifferenzierung schlieffen sich pluripotente, mesenchymale
Stammzellen zu Gruppen zusammen. In diese wachsen Kapillaren ein, wodurch
erste, primitive Fettlappchen entstehen. Dieser Prozess startet im Kopf- und
Halsbereich, wird Uber den Korperstamm fortgeflhrt und endet an den
Extremitaten.

Zu Beginn des letzten Trimenons der Schwangerschaft zeigt der Fetus schon in
nahezu allen Bereichen des Korpers differenziertes Fettgewebe.6

Im Verlauf der Adipogenese differenzieren sich Adipoblasten zu rundlichen
Praadipozyten, welche bis ins hohe Erwachsenalter im reifen Fettgewebe
vorkommen. Durch den Einfluss von Transkriptionsfaktoren und anderen
entscheidenden Faktoren differenzieren sich diese Vorstufen zu reifen Adipozyten.
Diese zeigen die charakteristischen Lipideinlagerungen, die je nach Fettgewebsart
zu einem univakuolaren Lipidtropfen konfluieren oder sich multivakuolar
prasentieren.’ 8

Proteine der BMP-Familie scheinen eine entscheidende Rolle bei der Ausbildung
von weillen und braunen Adipozyten zu spielen. Wahrend BMP2 und BMP4 eine
Bildung zu weil3en Fettzellen begunstigen, zeigte sich, dass hohe Konzentrationen
von BMP7 die BAT-Entwicklung férdern.’

Die Fettzelldifferenzierung lauft entlang der Kapillaren ab.®

1.3. WAT

1.3.1. Vorkommen und Verteilung von WAT

Postnatal konnte ein durchschnittlicher Fettanteil in Bezug auf die
Gesamtkorpermasse von 13 % bis 16 % festgestellt werden. Dieser Anteil erhdht
sich im 1. Lebensjahr auf ca. 28 %° wobei die Zunahme hauptséachlich aus einer
Erhdhung des Adipozytenvolumens resultiert. Bis zum 6. Lebensjahr sinkt dieser
Anteil, um anschlieBend wieder zu steigen. Dieser zweite Gipfel ergibt sich aus
einer Zunahme der Adipozytenzahl. Bis auf wenige Ausnahmen verandert sich die
Fettzellanzahl nach dieser Zeit nicht mehr. Die Zu- und Abnahme des Fettgehaltes

steht in direktem Zusammenhang mit den korperlichen Wachstumsphasen.
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Vorkommen und Verteilung des WAT sind geschlechts- und altersabhangig. Es
ergeben sich dafur typische geschlechtsspezifische Fettverteilungsmuster, wobei
sich diese erst nach der Pubertat einstellen. Im Durchschnitt betragt der Fettgehalt
nach Ende des Koérperwachstums bei Madchen 23-26 % und bei Jungen 11-17
%."° Die Lipidverteilung beim Kind prasentiert sich nahezu gleichméaRig subkutan,
wahrend sich beim Erwachsenen eine typische geschlechtsabhangige Verteilung
zeigt."

WAT wird in subkutanes (peripheres) und intraabdominelles Fettgewebe eingeteilt.
Bei Frauen Uberwiegt das subkutan (viele Ostrogen-Rezeptoren) gelegene
Fettgewebe, hier besonders im Bereich der Brust und am Gesall. Bei Mannern
findet man vor allem intraabdominell (viele Androgen-Rezeptoren) gelegenes
Fettgewebe, aber auch im Bereich des Nackens."?

Diese geschlechterdifferenzierte Verteilung unterliegt hormonellen Kontrollen und
resultiert zum Teil aus der im subkutanen und intraabdominellen Fett

gelegenen unterschiedlichen Expression von Ostrogen- und Androgen-
Rezeptoren. Im Alter verlagert sich diese Rezeptorverteilung unabhangig vom
Geschlecht von peripher zu intraabdominell, wodurch es auch zu einer

Fettverlagerung kommt.”

1.3.2. Physiologische und biochemische Prozesse des WAT

Lange Zeit galt als Hauptfunktion des weilden Fettgewebes die Speicherung und
Bereitstellung von Energie in Form von Lipiden.

Heute weill man, dass es sich beim Fettgewebe auch um ein endokrines Organ
handelt, welches durch Synthese und Sekretion von verschiedensten Mediatoren

auch metabolischen und kardiovaskularen Einfluss nimmt.'

1.3.3. WAT als endokrines Organ

Als groRtes endokrines Organ hat das weille Fettgewebe durch seine
Sekretionsprodukte erheblichen Einfluss auf verschiedene Funktionen des
Korpers. Dabei wird unterschieden zwischen fast ausschliellich in den Adipozyten

synthetisierten Mediatoren (Adipokine), Hormonen/Prohormonen, die auch in
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anderen endokrinen Organen erzeugt werden, und Zytokinen, die von ins

Fettgewebe eingewanderten Entzindungszellen produziert werden.?

1.3.3.1. Adipokine

Adipokine, auch Adipozytokine genannt, sind von Adipozyten sezernierte,
endokrin aktive Stoffe mit unterschiedlichen regulatorischen Funktionen. Das wohl
bekannteste hiervon ist Leptin, durch welches das Fettgewebe erst als endokrines
Organ erkannt wurde. Weitere wichtige Adipokine sind: Adiponectin, Resistin,
TNFa und IL-6.™

Leptin

Dieses 1994 entdeckte Aminopeptid Ubermittelt Informationen Uber die
vorhandenen Energiereserven von den Adipozyten zum Gehirn. Es konnte gezeigt
werden, dass der Leptinspiegel mit der Kérperfettmasse korreliert.

Die Leptinsynthese wird durch Insulin und Glukokortikoide stimuliert, das
sezernierte Leptin bindet an seinen Zytokinrezeptor, welcher in einer hohen Dichte
im Nucleus arcuatus und im ventromedialen Hypothalamus zu finden ist. Im
Anschluss an die Rezeptorbindung stellt sich Uber eine Aktivierung der JAK2 und
der IRS-P13K Appetithemmung ein.°

1.3.4. Morphologisches Erscheinungsbild des WAT

Reife, weille Fettgewebszellen, die sogenannten weillen Adipozyten, sind sehr
grolde Zellen, die einen Durchmesser zwischen 50 und 150 ym aufweisen und von
einem Lipidtropfen weitestmoglich ausgefullt werden. Sie prasentieren sich somit
als univakuolare Fettgewebszellen. Durch diesen grof3en Fetttropfen wird der Kern
an den Rand gedrangt und erscheint abgeflacht und exzentrisch gelegen. Auf
Grund von fettléslichen Medien, welche fir die mikroskopische Praparation
notwendig sind, erscheint die reife Fettgewebszelle optisch leer, zusammen mit
dem Zytoplasmasaum erinnern diese Zellen an Siegelringzellen.’™ '® Die

Adipozyten prasentieren sich als runde Zellen wenn sie einzeln liegen, aber
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polyedrisch wenn sie dicht gepackt in einem Fettgewebsverband liegen."” Das
gespeicherte Lipid liegt membranlos frei im Zytoplasma.®
Elektronenmikroskopisch sichtbar sind an der Oberflache der Plasmamembran
gelegene Caveolae,” welche als Doméane fir die Koppelung von
Membranrezeptoren und intrazellularen Signalketten dienen.?® Der Golgi-Apparat
und die Mitochondrien sind im Vergleich zum ER und den freien Ribosomen
vermehrt im Zytoplasma anzutreffen.'®

Adipozyten werden von retikularen und kollagenen Fasern umschlossen und so in
Form gehalten. Eingelagert sind die weilden Fettgewebszellen einzeln oder in
Gruppen in lockeres Bindegewebe. Zwischen den Fettzellen liegt reichlich
Interzellularsubstanz.'®

Fettgewebe wird durch Bindegewebssepten in Lappchen unterteilt, welche wie ein
Halteapparat die ober- und unterhalb gelegenen Strukturen mit dem Fettgewebe
verbinden.?’

WAT ist ein gut vaskularisiertes und noradrenerg innerviertes Gewebe. Es zeigt
sich, dass im Durchschnitt auf eine Fettzelle eine Kapillare kommt. Bei den
innervierenden Nerven handelt es sich um postganglionare, symphatische Fasern

die Adrenalin und Noradrenalin freisetzen.??
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Abb.1 WAT aus eigener Probenreihe
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1.4. BAT

1.4.1. BAT allgemein

Erst vor ca. 40 Jahren wurde die Hauptaufgabe und Funktion des braunen
Fettgewebsorgans und seines einzigartigen mitochondrialen Proteins, UCP1,
erstmals formuliert: ,Energie in Warme transferieren®. Es ist entscheidend flr die
Thermogenese und unmdglich ohne BAT Warme langerfristig zitterfrei zu
erzeugen. Somit ist es nicht nur bei Winterschlafern, sondern auch beim
Menschen von Bedeutung. Dies besonders postnatal, da aufgrund negativer
Faktoren sehr schnell Warme an die Umgebung verloren geht.

Die Aktivierung dieses thermogenetischen Prozesses wird durch unterschiedliche
Ursachen initiert wie z.B. Korperkerntemperatur, Ernahrungszustand,
Energiezustand des Korpers, etc.

Die Kontrolle zur Aktivierung der Thermogenese befindet sich mit groRer
Wahrscheinlichkeit im ventromedialen Hypothalamus. Uber
Sympathikusaktivierung und Katecholaminfreisetzung, insbesondere Noradrenalin,
wird eine Kaskade in Gang gesetzt, deren Endergebnis die UCP1-Aktivierung und
somit die Warmebildung ist.??

Weiters zeigte sich in den letzten Jahren ein reges Interesse an der
Differenzierung von braunen Adipozyten, da vermutet wird, dass diese sich aus
weillen Fettzellen differenzieren kdnnen.

Dies konnte einen entscheidenden Ansatz fur die Entwicklung von Therapien fur

adipdse Patienten liefern.?*

1.4.2. Differenzierung von BAT

Der Groliteil des BAT entwickelt sich pranatal und ist zum Zeitpunkt der Geburt
funktionsfahig, um die hohen thermogenen Anforderungen erfillen zu kénnen. Es
wird angenommen, dass sich nur ein kleiner Teil postnatal differenziert, um aktiv
auf Einflussfaktoren reagieren zu kénnen.® Aufgrund von Nagetierversuchen
konnte gezeigt werden, dass es zwei Arten von braunen Adipozyten gibt, cBAT

und rBAT. Unter cBAT versteht man BAT embryonalen Ursprungs, welches in der
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Interskapular-Region zu finden ist. rBAT prasentiert sich zwischen WAT und
Skelettmuskel und wird auch als ,induzierbares® BAT bezeichnet.?

Weiters konnte in Mausmodellen dargestellt werden, das cBAT sich aus Myf5-
positiv exprimierenden myogenen Vorlauferzellen entwickelt, wahrend sich rBAT
von Myf5-negativen Zellen mit bestimmten Merkmalen, wie z.B. groRere
Sensibilitat fur 3-adrenerge Stimulationen und kalte Temperaturen ableitet.

Der bekannteste Induktor fir die Adipogenese von BAT ist Noradrenalin. Jungste

Veroffentlichungen haben gezeigt, dass auch viele Liganden wie z.B. BMP-
Familie, TGF-B-Superfamilie, PPARy, C/EBPs und FGF eine entscheidende Rolle

bei der Differenzierung zu spielen scheinen. Insbesondere bei BMP7 konnte
gezeigt werden, dass es sich um einen starken Ausléser fir die braune
Adipogenese handelt, wahrend BMP2 und BMP4 die WAT-Differenzierung
induzieren. Bei TGF-B konnte ein hemmender Effekt auf die Adipozyten
nachgewiesen werden.?’, %

Die Differenzierung von MSC zu einem funktionsfahigen braunen Adipozyt kann
laut Cypess und Kahn in 3 Phasen eingeteilt werden, wobei jede Phase unter
einem spezifischen hormonellen und transkriptionellen Einfluss steht. Die 1. Phase
,LCommitment-Phase“ beschreibt die Differenzierung von einer MSC zum braunen
Praadipozyten. Hier sind PRDM16, ein Transkriptionskoaktivator, welcher durch
Bindung an PPARYy die Adipogenese stimuliert und PGC1a sowie C/EBP von
entscheidender Bedeutung.?’ Es zeigte sich, dass eine erhdhte Konzentration der
beiden Koaktivatoren PRDM16 und PGC1a zu einer Wandlung von Myoblasten zu
BAT-Zellen flihren kann. Ein Verlust von PRDM16 flihrt demzufolge zu einer
vermehrten Differenzierung von Muskelzellen.?

Die 2. Phase oder ,Differentiations-Phase“ genannt flhrt zur Entstehung von
braunen Adipozyten.

In der letzten Phase entstehen aktivierte, voll funktionsfahige enddifferenzierte

braune Fettzellen.?’
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Abb.2 Braune Adipogenese nach Cypess & Kahn

1.4.3. Vorkommen und Verteilung des BAT

In der Neonatalperiode zeigen Kinder einen BAT-Gehalt von bis zu 6 % des
eigenen Korpergewichtes.

Pradilektionsorte sind subkutan im Bereich der Axillen und der Scapulae. Weiters
findet man Ansammlungen von BAT nahe der Capsula fibrosa, in beiden Nieren
und im Mediastinum. Dieser beeindruckende Anteil wird im Laufe des ersten
Lebensjahres zunehmend in WAT umgewandelt .2

Lange glaubte man, dass Erwachsene keinen oder nur einen nicht nennenswerten
Anteil von BAT besitzen. Auch heute noch findet man in einigen Lehrblchern
diesen Irrglauben.

Durch das zunehmende Interesse an dieser Fettgewebsform konnte diagnostisch
bewiesen werden, dass auch Erwachsene einen nicht zu verachtenden Anteil an
BAT besitzen, wobei der Gehalt variiert und von bestimmten Faktoren abhangig zu
sein scheint.

Allgemein konnte gezeigt werden, dass BAT vermehrt bei weiblichen, jungen (<50

J.) Erwachsenen mit einem niedrigen BMI auftritt. Manner zeigten im PET-Scan
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einen BAT-Gehalt von durchschnittlich 11,6 g, Frauen schafften es im
Durchschnitt auf 12,3 g.

Die beim Erwachsenen bevorzugten Regionen unterscheiden sich im Vergleich
zum neonatalen BAT, wodurch es in der Vergangenheit auch zu
Fehleinschatzungen in Bezug auf das Vorkommen von BAT beim Erwachsenen
gekommen sein durfte.

Pradilektionsorte des adulten BAT sind im Bereich der zervikal-supraclavikularen
Region, superficial und lateral des M. sternocleidomastoideus, weiters zwischen
dem M. subscapularis und M. pectoralis, hinter dem Plexus brachialis und
paraspinal durch Brust und Bauchhdhle. Ein minimaler Anteil fand sich bei einigen

Probanden perinephrer.*

1.4.4. Anatomische Regionen von BAT beim Erwachsenen
1.4.4.1. Zervikal-supraclavikular-Region

Mittels PET-Scan konnte in der =zervikal-supraclavikular-Region BAT am
haufigsten nachgewiesen werden. Die genaue Lokalisation befindet sich ventral
des Halses, gesondert in einer Faszie, superficial und lateral des M.
sternocleidomastoideus.’

Bei der beschriebenen Faszie handelt es sich um die oberflachliche Halsfaszie,
die Lamina superficialis oder auch Fascia zervikalis superficialis. Diese
bindegewebige Membran umschliet nach ventral den M. sternocleidomastoideus
und den dorsal gelegenen M. trapezius.*

Der M. sternocleidomastoideus gehdrt zu den oberflachlichen Halsmuskeln. Er
entspringt zweikdpfig, mit einem Caput sternale am Manubrium und einem Caput
clavikulare am mittleren Drittel des Schllisselbeins. Vereinigt setzen beide

Muskelkdpfe breitbasig am Proc. mastoideus an.*’

1.4.4.2. Plexus brachialis-Region

Ferner zeigte sich BAT zwischen dem M. subscapularis und dem M. pectoralis

minor, hinter dem Plexus brachialis.*
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Der M. subscapularis gliedert sich zu den dorsalen Schultermuskeln und bildet mit
drei anderen Muskeln die Rotatorenmanschette aus.*? Er entspringt breitbasig von
der ventralen Schulterblattflache, genauer gesagt in der Fossa subscapularis und
zieht zum Humeruskopf, wo er am Tuberculum minor ansetzt.?

Der M. pectorialis minor hat seinen Ursprung zwischen der 2. bis 5. Rippe lateral
der Knorpel-Knochen-Grenze und setzt am Proc. coracoideus der Schulter an.
Zwischen dem kleinen Pectoralismuskel und der Clavikula liegt das Trigonum
clavipectorale, welches als Durchtrittspforte fur den Plexus brachialis, fur die V.
axillaris und die A. axillaris fungiert.>*

Der Plexus brachialis setzt sich aus einem proximalen und einem distalen Anteil
zusammen. Der Ast der Spinalnerven Cs-TH4 und drei Trunci bilden den oberen
Plexus brachialis. Der untere Teil formiert sich aus drei Nervenblindeln, Fasciculus
posterior, medialis und lateralis.*® Im dorsalen Drittel der Clavikula vereinigen sich
die Trunci zu den Faszikeln um die A. axillaris herum, hinter dem M. pectorialis
minor.*

Dies ist auch der Bereich in dem BAT diagnostisch nachgewiesen werden kann.

1.4.4.3. Paraspinal durch Brust und Bauchhohle

Gelegentlich zeigten sich auch neben dem Canalis vertebralis, von thorakal bis
abdominal, schwach positive BAT-Areale im PET-Scan, wobei sich diese Bereiche

diffus in der Brust und Bauchhohle befanden.*

1.4.5. Mikroskopisches Aussehen von BAT

Die Zellen des BAT prasentieren sich deutlich kleiner als die der weillen
Adipozyten. Sie zeigen einen Durchmesser von 30 um.*” lhr Nucleus liegt
exzentrisch, randstandig. Aufgrund ihrer multivakuolaren Fettspeicherung38 zeigen
sich die braunen Fettzellen plurivakuolar.>®

Im Zytoplasma befindet sich zwischen den multiplen Lipidvakuolen eine Vielzahl
von Mitochondrien, welche spezifisch fiir BAT sind.*® Dieser Reichtum an

Mitochondrien erklart sich dadurch, dass die aus gespeicherten Triglyceriden
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entstandenen FFS in den Mitochondrien verbrannt werden, im Gegensatz zum
WAT, welches FFS ins Blut und in die Leber abgibt.*°

In der inneren Mitochondrienmembran wird UCP1 unter anderem durch frei
werdende Fettsduren aktiviert und bewerkstelligt seine Aufgabe als
Transmembranprotein.

Die braunliche Farbung, die sich auch makroskopisch gut erkennen Iasst, entsteht
durch Lipochrome. Andere Zellorganellen, wie zum Beispiel der Golgi-Apparat und
das ER, sind nur schwach entfaltet.

Ein weiteres charakteristisches Merkmal fur BAT sind die zahlreichen
noradrenergen Nervenfasern welche an die Oberflache der braunen Adipozyten
herantreten®® und synapsenahnliche Strukturen aufweisen.®>  Noradrenalin
stimuliert Uber cAMP-Aktivierung eine Lipase, wodurch FFS freigesetzt wird und
so wiederum Thermogenin aktivieren.*'

Eine weitere Auffalligkeit, die sich mikroskopisch darstellt, ist die groRe Anzahl an

Kapillaren, welche BAT umschlieRen.*

Abb. 3 BAT und WAT (aus eigener Probandenreihe), deutlich erkennbar der Unterschied zwischen den plurivakuolaren

braunen Adipozyten und den univakuolaren weien Fettzellen.
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1.4.6. Physiologische und biochemische Prozesse von BAT/UCP1

Die Katecholamine, Adrenalin und vor allem Noradrenalin, welche an den
postganglionaren sympathischen Nervenenden abgegeben werden, aktivieren
unter anderem die braunen Adipozyten zur Thermogenese Uber die Bindung an
Bs-Rezeptoren.*?

Diese Bs-Rezeptoren gehdéren in die Gruppe der Gs-Protein-gekoppelten
Membranrezeptoren und kommen fast ausschlief3lich im BAT vor. Ein kleiner
Anteil konnte auch im WAT nachgewiesen werden. GPcR vermitteln schnelle
Reaktionen, d.h binnen Sekunden kommt es Uber eine Signalkaskade zu
Regulationsvorgéngen.*?

Die PBs-Rezeptoren sind fiir Noradrenalin empfindlicher als fiir Adrenalin.*
Effektoren die am GPcR im BAT binden stimulieren die AC wodurch es zu einer
Erhdhung der cAMP-Konzentration kommt.

Diese Konzentrationserhohung des second messengers fuhrt zu einem Andocken
von diesem an die regulatorische PKA-Untereinheit, wodurch diese aktiviert wird.*
Die Enzymaktivierung fuhrt auf der einen Seite zur Phosphorylierung der
hormonsensitiven Lipase, welche durch TGZ-Spaltung FFS  zur
intramitochondrialen B-Oxidation bereitstellt und dadurch Thermogenin stimuliert.
Auf der anderen Seite fuhrt die PKA-Aktivierung zur Freisetzung von CREBP,
welches als Transkriptionsfaktor die Codierung von UCP1 in der inneren

Mitochondrienmembran férdert.*®
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Abb.4 Uberblick iber die Signalkaskade zur Aktivierung von UCP1.

1.5. UCP1

UCP1 oder auch Thermogenin genannt ist ein Mitglied der mitochondrialen
multipass Transmembranprotein-Familie, welches sich in der inneren
Mitochondrienmembran von BAT befindet.

Dieses uncoupling-Protein bildet ca. 10 % von allen Membranproteinen im BAT.
Im Vergleich dazu machen UCP2 und UCP3 nur ca. 0,01-0,1 % im BAT aus. Wie
auch andere Carrier zeigt das Thermogenin strukturelle Gemeinsamkeiten mit
seinen Verwandten. Es ist ca. 300 Aminosauren lang und zeigt eine dreigliedrige
Struktur.*" 8

Das Gen, welches UCP1 exprimiert, wurde am langen Arm vom Chromosom 4 im
q31 Bereich identifiziert.*® Dieses Protein mit einem Molekulargewicht von 33 kDa

bildet einen Dimer® mit 2 kongruenten Untereinheiten. Diese Untereinheiten
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setzen sich aus 6 hydrophilen Helices zusammen, welche die innere
Mitochondrienmembran durchziehen und so einen Protonenkanal bilden.®"

In aktivierter Form kommt es lber den Protonenkanal zu einem H'-Einstrom ins
Mitochondrieninnere. Durch diese H'-Permeabilitatserhéhung im Inneren kann
kein H*-Gradient erzeugt werden der fiir die Produktion von ATP notwendig ware.
Somit wird Warme durch die Entkoppelung des Atmungsketten-ATP-Synthase-

t.52

Kreislaufes erzeug Bisher wurde kein anderes Enzym entdeckt einschliellich

UCP2 und UCP3, welches direkt Warme erzeugt.‘a’3

Matrix
- geladen

Innere Membran

Aufdere Membran

Intermembran
+ geladen i

Abb. 5 Ablauf der Energiegewinnung in einem Mitochondrium.

1. Die als Endprodukte aus dem Citratzyklus entstehenden Reduktionsaquivalente NADH/H® und FADH,
Ubertragen in mehreren Schritten e auf Sauerstoff (Atmungskette). Dabei entstehen Protonen, welche

zur Aufrechterhaltung des Konzentrationsgefalles fir die ATP-Synthase bendtigt werden.

2. Nummer 2 zeigt den Ablauf der ATP-Synthese. Diese erfolgt durch passiven Protoneneinstrom
aufgrund der im Inneren der Mitochondrienmembran herrschenden niedrigen H*-Konzentration
und der im Zwischenraum herrschenden hohen Konzentration. Nach gewisser Zeit wiirde sich
ein Ausgleich einstellen und anstatt Energie zu erzeugen miisste Energie aufgebracht werden
um ein Gefalle zu erschaffen.

Diese erforderliche Energie wird Uber die Atmungskette gestellt. In diesem Kreislauf setzt

Thermogenin ein, indem es das benétigte Konzentrationsgefalle verhindert.**
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1.5.1. UCP2 und UCP3

Die beiden verwandten Transmembranproteine des UCP1, das UCP2 und UCP3
wurden erstmalig 1997 entdeckt. Sie zeigen eine 56 % Ahnlichkeit in der
Aminosaureabfolge wie UCP1, untereinander sogar von 73 %.

Im Gegensatz zu Thermogenin ist das UCP2 weit verbreitet. Es prasentiert sich
mit einer hohen Syntheserate in der Lunge, der Milz und im WAT. Mit einer
mittleren Expression kommt es in den Nieren, den Hoden, im Uterus, im BAT, im
Hirn und im Herzen vor. Sehr gering zeigt es sich im Skelettmuskel und in der
Leber, wogegen das UCP3 nur im Skelettmuskel und im Fettgewebe vertreten ist.
Durch die verwandtschaftlichen Verhaltnisse und die Gemeinsamkeiten in der
Aminosaureidentitat wird von einer Protonentransportfunktion von UCP2 und
UCP3 ausgegangen.

Dies konnte in einem Hefeexperiment gezeigt werden, welches ein erniedrigtes
Membranpotential zur Folge hatte. Diese Verminderung durch die beiden
uncoupling Proteine wurde als eine Entkoppelung im ATP-Atmungskettenkreislauf
gewertet, wobei unterschiedliche Mechanismen daflr verantwortlich zu sein

scheinen.”’

1.5.2. Einflussfaktoren auf BAT/UCP1-Expression

In den letzten Jahren zeigte sich durch eine Vielzahl veroffentlichter Papers, dass
ein Expressionsunterschied des UCP1 und das Vorkommen und die Aktivitat von
BAT durch bestimmte Faktoren/Einflisse bewirkt werden kdnnen.

Dies konnte v.a. in Tierversuchen an Nagern verdeutlicht werden.

Unter diesen mit einer erhdhten UCP Synthese bewiesenen Ursachen zahlt die
Kalteexposition, die als thermoregulatorische Kompensation die Hauptfunktion des
BAT und seines UCP1 darstellt.>

Zu den weiteren Faktoren, welche auch in dieser Studie veranschaulicht und
nachgewiesen werden sollen, zahlen das Geschlecht, das Alter und der

Ernahrungszustand einer Person.*

1.5.2.1. Kalte
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Die Entwicklung von BAT bei Saugetieren war vermutlich evolutionar um das
postnatale Uberleben und auch das Uberleben in Zeiten von néchtlichen oder
langer dauernden Kalteperioden zu garantieren.

Bei akuter Kalteeinwirkung kompensiert der Korper die sinkende Korpertemperatur
durch Muskelzittern. Dieser aufwendige Thermogeneseprozess kann nur
kurzfristig die absinkende Temperatur ausgleichen. Bei langfristiger
Kalteexposition muss daher auf eine zitterfreie Warmeproduktion umgesattelt
werden. Dies flhrt zu einer Steigerung der UCP1-Expression und somit zu einem
Anstieg an BAT.

Eine zitterfreie Thermogenese ist im Vergleich zur Warmeerzeugung durch
Muskelzittern energiearmer, wobei der Stoffwechselgrundumsatz im Vergleich zu
euthermen Tieren trotzdem deutlich erhéht ist.*’

Auch die Arbeitsgruppe um Cypess konnte einen Zusammenhang zwischen
niedriger AuBRentemperatur und erhohtem BAT beim Menschen nachweisen.
Hierfir wurden Probanden ausgewahlt welche nachweislich BAT enthielten (BAT-
Aktivitat und Vorkommen wurde mittels PET-Scan bewiesen) und Uber einen
Zeitraum gescannt, um festzustellen, ob es in Bezug auf die Temperatur zu einer
erhohten BAT Aktivitat kommt.

Es zeigte sich, dass in den Wintermonaten die BAT-Aktivitat am hochsten war und

im Sommer am niedrigsten.*

1.5.2.2. Noradrenalin

Von den Faktoren die die Synthese von braunen Adipozyten und somit auch
UCP1 beeinflussen ist Noradrenalin die wichtigste und meisterforschte GroRle. Es
dient auf der einen Seite zur akuten Aktivierung der Thermogenese und auf der
anderen Seite zur Steuerung der Zellproliferation und Zelldifferenzierung von
braunen Fettzellen.*’

Weiters konnte anhand von Studien mit Patienten, die ein Phdochromozytom
aufwiesen, gezeigt werden wie sich die Expression in Bezug auf BAT steigert.

Die Studie rund um Wang et. al. befasste sich mit der Frage welchen Einfluss eine
erhohte Katecholaminkonzentration auf die Aktivitdt von BAT hat. Es wurden

Patienten mit einem diagnostizierten Phaochromozytom und Gesunde mittels 18F-
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FDG PET/CT und Metanephrin-Plasmamessung untersucht. Hier stellte sich
heraus, dass Patienten mit erhdohten Metanephrinspiegeln im Plasma eine
signifikant hdhere BAT-Aktivitat aufwiesen als gesunde Probanden.

Diese Verbindung wurde weiters von hiesiger Arbeitsgruppe adipdsen Patienten
verglichen, wobei sich eine dem WAT-Gehalt umgekehrt proportionale Verteilung

von BAT herausstellte.*®

1.5.2.3. Geschlecht/Alter

Mittels PET-Scan konnte in einer Versuchsgruppe gezeigt werden, dass sowohl
das Alter als auch das Geschlecht beim Vorkommen von BAT eine Rolle spielten.
Die statistische Auswertung konnte eine deutliche Erhdhung von BAT bei Frauen
zeigen. Weiters konnte festgestellt werden, dass die Wahrscheinlichkeit von
nachweisbarem BAT bei jungen Frauen (Frauen <50 J.) deutlich hdher ist im
Vergleich zu alteren Mannern welche die niedrigste Vorkommensrate von BAT

aufwiesen.*

1.5.2.4. Ernahrungszustand

Die grofte Gruppe um Cypess stellte nicht nur Korrelationen zwischen dem Alter,
dem Geschlecht und der Auldentemperatur in Bezug auf BAT her, sondern konnte
in einem PET-Scan Versuch auch nachweisen, dass der Ernahrungszustand
Einfluss hat. So zeigte sich bei der statistischen Auswertung, dass Probanden mit
einem hohen BMI (>27,8) weniger BAT-Aktivitdt aufwiesen als Patienten mit
einem BMI <23,5.*

Weiters konnten Rothwell und Stock an der Londoner Universitat die Existenz und
Bedeutung der diat-induzierten Thermogenese nachweisen. Hierbei wurden Nager
mit der sogenannten ,Cafeteria diet® Uberfittert. Es zeigten sich erhebliche
Unterschiede in der Gewichtszunahme, welche auf Variationen in der

Thermogenese hindeuten.
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Auch konnte die Arbeitsgruppe auffallende Ahnlichkeiten zwischen der DIT und
der zitterfreien Thermogenese feststellen, weswegen ein gemeinsamer
metabolischer Ursprung im BAT vermutet wird.>’

Erndhrungszustand
BMI <23,5
BMI >27,8

Hochste <50 J., Frauen mit einem BMI <23,5, im Winter und bei hohen
Wahrscheinlichkeit Katecholamin-Konzentrationen

Tab. 1 Uberblick iiber die Verteilung von BAT in Bezug auf die Einflussfaktoren.

1.6. Erkrankungsgruppen innerhalb der Studie

e Metabolische Erkrankungen
o Kardiovaskulare Erkrankungen

e Tumorerkrankungen

1.6.1. Metabolische Erkrankungen
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Wie im Punkt ,Ernahrungszustand® beschrieben, korreliert dieser umgekehrt
proportional mit dem Uber PET-Scan festgestellten Anteil an BAT. Dies wirde
bedeuten dass Patienten mit einem metabolischen Syndrom im Vergleich zu
Probanden mit einem kachektischen Ernahrungszustand weniger BAT-Aktivitat
aufweisen, was auch in Tierversuchen bestatigt werden konnte. Mause, welche in
thermoneutraler Umgebung gehalten wurden aber eine Deletion im UCP1 Gen
aufwiesen, zeigten eine erhdhte Gewichtszunahme.

Weiters konnte ermittelt werden, dass Mause, welche grolle Mengen an BAT
besitzen, weniger zu Gewichtszunahme neigen, insulinsensitiver sind, weniger
FFS besitzen und vor DM und anderen metabolischen Folgeerscheinungen besser
geschiitzt zu sein scheinen.?® Aus diesen Uberlegungen und durch den Umstand,
dass die Wahrscheinlichkeit erhéhter Bauchumfangswerte bei Patienten mit einem
metabolischen Syndrom deutlich erhdoht sind, wurde die Erkrankungsgruppe

,metabolisch® definiert.

1.6.1.1. Definition des metabolischen Syndroms

Das metabolische Syndrom beschreibt eine Gruppe von Erkrankungen die im
Wesentlichen auf einen ungesunden bis krankhaften Lebensstil zurtckfUhren sind.
Die IDF definiert das metabolische Syndrom durch das Vorliegen eines erhéhten
Bauchumfanges (bei Mannern >94 cm und bei Frauen >80 cm->zentrale

Adipositas) und das Erflullen von mindestens 2 von 4 weiteren Kriterien.

1. Erhéhung der TGZ Uber 150 mg/dl oder wenn eine TGZ-senkende Therapie
eingeleitet wurde.

2. Erniedrigung des HDL-Wertes, bei Mannern unter 40 mg/dl und bei Frauen
unter 50 mg/dl oder wenn eine HDL-Cholesterin erhdhende Therapie
erfolgt.

3. Bestehender arterieller Hypertonus, systolische Werte >130 mmHg
und/oder diastolisch Uber 85 mmHg oder bestehende antihypertensive
Therapie.

4. Erhohter Nuchtern-Glukosewert Uber 100 mg/dl oder ein diagnostizierter
DM 11.%8
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Die Kriterien eines metabolischen Syndroms werden von den einzelnen
Organisationen unterschiedlich definiert und charakterisiert, allen gemeinsam sind

ihnen aber: Adipositas, Hypertonus, DM und Hypercholesterinémie.59

1.6.2. Kardiovaskulare Erkrankungen

Aufgrund der Haufigkeit kardiovaskularer Erkrankungen innerhalb der
Allgemeinbevdlkerung wurden diese moéglichen Einflussfaktoren in die vorliegende
Studie aufgenommen.

Dieser Faktor soll die Hypothese einer moglichen Korrelation zwischen BAT und
Erkrankungen aus dem kardiovaskularen Formenkreis formulieren und gleichzeitig
als weiterer Vergleichsfaktor mit dem viel beschriebenen Einflussfaktor

,Korpergewicht* dienen.

1.6.2.1. Definition der kardiovaskularen Erkrankungen

Unter kardiovaskularen Erkrankungen wird eine Gruppe von
Erkrankungen/Symptomen zusammengefasst, deren Genese auf Kkardialer
und/oder vaskularer Ebene beginnt.

Generell verstent man unter dieser Erkrankungsgruppe Folgeerkrankungen der

Atherosklerose:
e pAVK
¢ KHK
e M
e Insult
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Risikofaktoren

Diese Risikofaktoren bestehen nicht flr sich alleine sondern verstarken sich und
erhohen die Wahrscheinlichkeit von Folgeerkrankungen. Je mehr negative
Faktoren bestehen, desto hoher ist die Eintrittswahrscheinlichkeit kardiovaskularer

Zwischenfalle.

Klasse |

Diese Klasse umfasst Risikofaktoren, welche mittels therapeutischer
Beeinflussung das Risiko auf kardiovaskulare Erkrankungen senken oder bei
welchen eine eindeutige Korrelation mit kardiovaskularen Erkrankungen

nachgewiesen wurde.

Hierzu zahlen die arterielle Hypertonie, chronischer Nikotinkonsum und die

Hypercholesterinamie.

Klasse Il

Bei dieser 2. Gruppe sinkt durch Behandlung die Wahrscheinlichkeit auf Herz-

Kreislauferkrankungen.

In diese Klasse fallen als Risikofaktoren: der DM, ein niedriges HDL-Cholesterin,

mangelnde korperliche Betatigung und hohe TGZ-Werte.

Klasse Il und IV

In die Klasse 3 werden Faktoren gezahlt, welche einen maoglichen negativen
Einfluss zeigen, bei denen aber der Beweis eines positiven Verlaufs im Falle der

Abwesenheit dieser Faktoren noch nicht erwiesen wurde.

Zu diesem Punkt werden Homocystein-und Lp(a)-Erhéhungen gezahlt. Die 4.
Klassifikation beinhaltet nicht beeinflussbare sich negativ auswirkende Faktoren,

wie z.B. erhohtes Alter und das mannliche Geschlecht.

1.6.2.2. Score-System
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Es gibt eine Vielzahl von Score-Systemen, welche die Wahrscheinlichkeit eines
kardiovaskularen Ereignisses mittels epidemiologischer Daten berechnen.
In Osterreich ist der am meisten verbreitete der PROCAM-Score. Er errechnet das

Risiko eines Myokardinfarktes in den nachsten 10 Jahren.
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Risikoberechnung: . Wabhrscheinlichkeit eines Ml in den nachsten 10 J. (%)

Tab. 2 PROCAM-Score

1.6.3. Tumorerkrankungen

Angesichts der haufig vorkommenden Komplikation eines kachektischen
Zustandsbildes (iiber 50 % der malignen Tumorerkrankungen)®' aufgrund von
malignen Tumorerkrankung wurde diese chronische und haufig zum Tode
fuhrende Erkrankung unterschiedlicher Genese in die Patientengruppen
aufgenommen.

Weiters soll sie als Vergleichsgruppe zur metabolischen und kardiovaskularen
Gruppe in Bezug auf den Bauchumfang als viel diskutiertem und diagnostisch

nachgewiesenem Einflussfaktor fir BAT dienen.

1.6.3.1. Definition des Begriffes ,,Tumor*

Ein Tumor beschreibt im eigentlichen Sinn nur eine VergrofRerung eines Organs
oder eines Organteils. Diese Definition gibt noch keine Auskunft Gber die
Eigenschaften der Schwellung (benigne/maligne). Erst die Dignitatsbeurteilung
von Tumoren kann Informationen Uber die moéglichen Folgen und den Verlauf
geben. Maligne Tumoren zeigen ein invasives und destruktives Wachstum mit

Metastasierungstendenz.

1.6.3.2. Folgen/Komplikationen maligner Tumoren
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Um die Ausbreitung und damit auch die moglichen Folgen/Komplikationen und
auch die Therapien zu bestimmen werden maligne Tumore nach der TNM-
Klassifikation eingeteilt. Diese internationale Einteilung beschreibt das spezifische
Wachstum (lokal/systemisch), die Metastasierung und die Differenzierung fur jede
Tumorart.

Aber nicht nur durch Absiedelungen neoplastischer Zellen und lokale Zerstorung
konnen Neoplasien Schaden anrichten, sondern auch durch das sogenannte
paraneoplastische Syndrom, zu dem auch die in dieser Studie genutzte

Tumorkachexie gezahlt wird.®°

1.6.3.3. Tumorkachexie

Aufgrund der vielgefurchteten Komplikation einer Tumorkachexie, die nicht nur
eine zusatzliche Belastung fir den Patienten darstellt, sondern auch die
Behandlung nachweislich negativ beeinflusst, sterben jahrlich ca. 2 Millionen
Menschen weltweit an den Folgen und Komplikationen einer tumorbedingten
Kachexie. Sie prasentiert sich beim Erwachsenen durch einen chronischen
Gewichtsverlust, welcher sich im Vergleich zum Fettgewebe als verstarkter Abbau

t.”° Die Ursachen der Tumorkachexie sind bis heute

von Muskelmasse auswirk
noch nicht vollends aufgeklart, einen Ansatz fur den Hypermetabolismus lieferte
die Gruppe rund um Shellock. Diese stellte die Hypothese auf, dass ein Teil des
Gewichtsverlustes von einer BAT-Aktivierung verursacht werden koénnte. Aus
diesem Grund untersuchten Shellock et. al. mikroskopisch Nebennieren-Gewebe
von verstorbenen Patienten mit und ohne Tumornachweis. Es stellte sich eine
deutlich erhdhte Pravalenz von BAT bei tumorkachektischen Patienten heraus, im
Vergleich zu Probanden welche an einer anderen Todesursache verstorben

waren.%?

Tumorkachexie Interaktionen von Stoffwechselprodukten Jede, v.a. Pankreas, Magen-

—Lipolyse, Proteolyse, erhéhter Darm-Osophagus-und

41



Energieverbrauch Bronchuskarzinome.

Neuromuskulére Neuropathien, ALS, Mysthenia gravis Thymome, Bronchialkarzinom
Syndrome

Kutane Syndrome Produktion von Wachstumsfaktoren ->seborrh. Diverse maligne Tumoren
Keratose, Acanthosis nigr.

Tab. 3 Haufigste paraneoplastische Komplikationen
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2. Material und Methoden

2.1. Studiendesign

Im Zuge der klinisch-pathologischen Obduktionen am Institut fir Pathologie am
LKH Graz wurde diese retrospektive Autopsiestudie vom 14.02.2011-28.09.2011
realisiert. Innerhalb dieses Zeitraums wurden Proben unter Aufsicht des
diensthabenden Pathologen aus definierten Arealen bei 41 routinemafRig zu
obduzierenden Patienten, welche den Einschlusskriterien entsprachen,
entnommen.

Um diese zuvor bestimmten Entnahmestellen einheitlich zu halten, wurde eine
Testentnahme vollzogen. Hierbei wurden mit Unterstitzung eines anatomisch
geschulten Kollegen die zu entnehmenden Stellen identifiziert, Uberprift und
prapariert. Jede determinierte Lokalisation wurde paarig enthommen, um diese
sowohl zu kryokonservieren als auch in Formalin zu fixieren. Die in Formalin
korrespondierenden Proben wurden anschlieBend in Paraffin gebettet, um
nachfolgend histologisch und bei Bedarf auch immunhistochemisch beurteilt und
analysiert zu werden.

Zu Beginn wurden die zu untersuchenden histologischen Praparate in einem
Uberblick auf Vorkommen von BAT begutachtet. Im Anschluss fand eine
Detailbeschreibung und eine Berechnung des Gehaltes an BAT statt.

Anhand dieser histologischen Auswertung wurden auf BAT verdachtige Proben
immunhistochemisch auf UCP1 hin verarbeitet und untersucht.

Mittels histologischer und immunhistochemischer Auswertung, die sich auf das in
BAT produzierte UCP1 stutzt, konnte ferner eine statistische Auswertung erfolgen,
welche die gewonnenen Ergebnisse mit den Hypothesen in Einklang zu bringen

versuchte.

2.2. Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv beinhaltete grundsatzlich Patienten zwischen 0 und 100
Jahren, unabhangig von ihren Grunderkrankungen und ihrer Todesursache.

Es ergab sich innerhalb der 7-monatigen Probensammlung ein Sterbealter
zwischen 15 und 100 Jahren.
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Das Durchschnittssterbealter betrug 65,02 Jahre.

Von den 41 obduzierten Patienten waren 26 mannlich und 15 weiblich, wobei das
Todesdurchschnittsalter der Manner bei 60,88 Jahren lag und das der Frauen bei
72,20 Jahren.

Vor jeder Probenentnahme wurden die Patienten vermessen, um anhand dieser
Daten eine Aussage uber die Fettverteilung geben zu kénnen. Aus diesem Grund
wurde bei jedem Probanden die Kérpergrofie und der Bauchumfang ermittelt.

(Das Gewicht konnte aufgrund einer fehlenden Waage im Obduktionssaal nicht
berechnet werden und wurde durch den diensthabenden Arzt geschatzt. Aus
diesem Grund flieRt das Gewicht in die epidemiologischen Datensammlungen und

in die statistischen Auswertungen nicht ein).

| n
20- l‘ r Ilm.l" n.. = Manner
0 |||l| I 'I... Frauen
| HHH

Abb. 6 Geschlechterspezifische Darstellung des Sterbealters der 41 obduzierten Patienten.

2.2.1. Patientengruppen allgemein

Anhand der epidemiologischen Daten aller Studienteilnehmer und dem Verdacht
auf relevante Unterschiede in Bezug auf kardiovaskuldre metabolische und
Tumorerkrankungen, wurde das Patientenkollektiv eingeteilt. Aufgrund der
Kombinationsmdglichkeiten der einzelnen Gruppen fand die Zuordnung mittels

festgelegter Kriterien und Hauptkriterien fur die einzelnen Gruppen statt.
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2.2.1.1. Hauptkriterien zur Zusammensetzung der Patientengruppen

Diese 4 unten stehenden Hauptkriterien gelten als Grundgerust fur die Einteilung

der Patienten in die einzelnen Gruppen. Die Reihenfolge gibt den Stellenwert an.

1. Sobald eine maligne Neoplasie nachgewiesen wurde, fiel der Patient
automatisch in die Tumorgruppe unabhangig von etwaigen

Begleiterkrankungen und der Todesursache.

2. Bei einem diagnostizierten DM und erhdhten Bauchumfangswerten wurde
die Testperson in die metabolische Gruppe gerechnet, unabhangig von
kardiovaskularen Erkrankungen, da diese als Folge des metabolischen

Syndroms betrachtet werden kénnen.

3. Sollte ein Proband in alle drei Hauptgruppen gezahlt werden konnen gilt

Regel Nummer 1.

4. Sollte ein Patient in keine Gruppe eingeteilt werden kdnnen fallt er in die

Einteilung ,divers”

Tumorgruppe

Kardiovaskuldre Gruppe

Tab. 4 Verteilung der Patientenpopulation innerhalb der Gruppen

2.2.2. Gruppe der kardiovaskuldren Erkrankungen
2.2.2.1. Allgemein

In diese Gruppe fielen alle Patienten die zu Lebzeiten an einer kardiovaskularen
Erkrankung gelitten haben oder daran gestorben sind und nicht in die Tumor- oder
metabolische Gruppe eingeordnet werden konnten. Weiters wurden Testpersonen
zugeteilt, bei denen ein Hypertonus bestand und/oder bei denen unter der
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Obduktion eine Atherosklerose Grad 3 diagnostiziert werden konnte, aber keine
eindeutigen kardiovaskularen/metabolischen oder Tumorerkrankungen ausfindig
gemacht werden konnten.

Der Nachweis dieser kardiovaskularen Erkrankungen erfolgte anhand der
Krankenakten. Dies bedeutet, dass Patienten welche in diese Gruppe eingeordnet
wurden, entweder an einer KHK, einer pAVK (nicht-metabolischer Genese)
gelitten haben und/oder einen Ml/Insult erlitten haben.

Eine Kombination aus allen Faktoren ist moglich.

2.2.2.2. Patientenspezifisch

Atherosklerose-Graduierung

Die Einteilung der Atherosklerose in Grad 1-3 in der unten stehenden Tabelle fand

anhand der makroskopischen Beurteilung der Aorta wahrend der Obduktion statt.

Grad 1: fatty-streaks

Bei den fatty-streaks handelt es sich um sogenannte Lipidflecken, welche ab dem
ersten Lebensjahr nachweisbar sind und bevorzugt in der Aorta vorkommen. Sie
gelten als reversibel, wobei sie bis zum 30. Lebensjahr bis zu 50 % der
Aortenintima befallen kénnen. Makroskopisch erkennt man sie als streifige, nicht

erhabene, subendotheliale, gelbliche Fettablagerungen.

Grad 2: fibrose-Plaques (Atherom)

Unter fibrésen Plaques versteht man eine fortschreitende Lasion, welche sich
bevorzugt in der Aorta abdominalis zeigt. Zu finden sind diese Atherome ab der 3.
Lebensdekade und sie nehmen ab diesem Zeitpunkt an Grofle und Haufigkeit
stetig zu. Makroskopisch identifiziert man sie als weildliche, beetartige Herde
unterschiedlicher Grof3e. Im Zentrum groRerer Plaques sind breiartige Kerne

sichtbar.
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Grad 3: komplizierte-Lasionen

Die schwerste und komplikationsreichste Auspragung der Atherosklerose ist die
komplizierte Lasion. Sie kann Ursache von parietalen Thromben oder Embolien
sein und so zu hoéhergradigen Stenosierungen bis hin zur Obliteration flhren.
Diese sekundaren Lasionen entstehen durch Verkalkung oder Aufbruch eines
Atheroms. Die Maximalvariante der Grad 3 Lasionen ist die sogenannte

Porzellanaorta.®*

72 92 3 Ja NINS, Z.n. 3-fach Bypass, card. ~ Rezid. Ml

Dekompensation

s
3

AOST operiert, lleus

14| m 69 106 2 X KHK, nach LAD Stent MOV, Herz-
implantation>Mesenterialinfarkt  Kreislaufstillstand

Mediainfarkt, NINS, Pneumonie Pneumonie, Herz-
Kreislaufstillstand

Cor hypertonikum Kleinhirninfarkt

Z.n. Lebertransplant.> MOV
zunehmende Cholestase

Dilat. CMP>Z.n. HTX->Sepsis Sepsis

41 m 80 74 3 Ja Verwirrtheit, Schwache re. Hirnmassenblutung

Tab. 5 Patienten der kardiovaskularen Gruppe
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2.2.3. Gruppe der metabolischen Erkrankungen
2.2.3.1. Allgemein

Patienten (n=41), welche nachweislich die Kriterien der Diagnose metabolisches
Syndrom (siehe Definition ,metabolisches Syndrom®) erflillen oder gemafly dem
oben genannten Hauptkriterium dem metabolischen Syndrom zugeordnet werden
konnten, wurden in diese Gruppe eingeteilt.

Diese Faktoren wurden mittels Messung des Bauchumfangs und der Grolde
gezielt ermittelt. Weiters wurde in den Vorerkrankungen nach einem

nachgewiesenen DM | oder Il und/oder einem Hypertonus gesucht.

2.2.3.2. Patientenspezifisch

Die in der Tabelle 6 naher beschriebenen 8 Probanden sind eindeutig der
metabolischen Gruppe zuzuordnen, da sie nicht nur an einem DM Typ | oder Il
gelitten haben sondern auch erhdhte Bauchfettwerte aufwiesen und zu Lebzeiten

Hypertoniker waren.

Somit erfullen sie die Hauptkriterien eines metabolischen Syndroms.

4 70 w 165 99 1l Ja Pneumonie, ARDS MOV, Mi

| Ja Nekrotisierende Faszitis, Ikterus MOV, Insult

26 |72 w 162 120 Il Ja GOR, Hp-Gastritis, Z.n. Huft-OP Asystolie

31 |68 m 178 95 I Ja MINS, NINS, dilat. CMP Rezid. Ml

Tab. 6 Patienten der metabolischen Gruppe



2.2.4. Gruppe der Tumorerkrankungen
2.24.1. Allgemein

In die Gruppe der Tumorerkrankungen wurden Probanden eingeordnet die eine
diagnostizierte Neoplasie hatten, unabhangig von der Tumorart oder der

Todesursache. Die Einteilung folgte dem 1. Hauptkriterium.

2.2.4.2. Patientenspezifisch

Aufgrund zusatzlicher fur die Bewertung relevanter Details wurde der unter Patient

Nr.1 gefuhrte Proband genauer besprochen.

Er zeigte bei der Obduktion eine massive Metastasierung der Leber und beider
Lungenfliigel. Wegen ausgepragte Lebermetastasen (Lebergewicht: 7 kg) wurde
die Bauchumfangsmessung als nicht aussagekraftig bewertet. Der Patient

prasentierte sich trotz hoher abdomineller Werte kachektisch.

180 Sigmakarzinom Tumorprogression

170 Lungenkarzinom Tumorprogression

15 77 m 118 180 Dickdarmkarzinom Asystolie bei kardiogenem Schock

Globale Herzdilatation

178 Bronchuskarzinom Asystolie bei kardiogenem Schock

160 Nierenzellkarzinom

Tab. 7 Patienten der Tumorgruppe
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2.2.5. Gruppe divers
2.2.5.1. Allgemein

Da nicht alle Probanden den oben definierten Gruppen zugeordnet werden
konnten fielen Patienten welche in keine der zuvor bestimmten Gruppen passten
und auch nicht mittels der Hauptkriterien eingeteilt werden konnten in die

Unterteilung ,divers® (2 junge und 2 altere Teilnehmer).

2.2.5.2. Patientenspezifisch

1. Patient divers

Dem 15-jahrigen Patienten wurde in dieser Studie die Nummer 25 zugeordnet. Er
verstarb an einem Multiorganversagen infolge eines Mopedunfalls. Er zeigte keine
Vorerkrankungen laut Patientenakte, zum Zeitpunkt der Obduktion hatte der
Proband einen Bauchumfang von 90 cm, wobei sich bei der nachfolgenden
Obduktion ein deutlicher Aszites zeigte, wodurch der gemessene Bauchumfang
nicht dem tatsachlichen Wert entsprach. Die Messung der KérpergroRe ergab 178
cm bei einem geschatzten Gewicht von 75 kg. Aufgrund dieser Messwerte und der
epidemiologischen Daten konnte der Patient keiner der oben genannten Gruppen

zugeteilt werden.

2. Patient divers

Die 2. Patientin die in die Kategorie ,divers® fallt ist die Probandin mit der Nummer
2, mit einem Sterbealter von 27 Jahren. Sie kam bei einem Verkehrsunfall durch
Polytrauma zu Tode. Zum Obduktionszeitpunkt wurde ein Bauchumfang von 77
cm bei einer KorpergrofRe von 175 cm gemessen. Vorerkrankungen konnten nicht

eruiert werden.

3. und 4. Patient divers

Die 2 alteren Patienten, eine 72-jahrige Frau und ein 69-jahriger Mann, konnten
aufgrund fehlender tumordser, metabolischer und kardiovaskularer Genese nicht

in eine dieser Gruppen eingeteilt werden.
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Der im Alter von 72 Jahren an einer unstillbaren Osophagusvarizenblutung
verstorbenen Frau wurde die Nummer 21 in der Gesamtpopulation zugeteilt. Als
Grunderkrankungen konnten eine Leberzirrhose nach langjahrigem Alkoholabusus
und eine Thrombopenie ermittelt werden. Vor der Obduktion konnte ein
Bauchumfang von 95 cm bei einer Korpergrofle von 165 cm ermittelt werden.
Unter der Autopsie stellte sich eine  Rechtsherzdilatation, eine

Linksherzhyperthrophie und eine Atherosklerose Grad 2 heraus.

Der 69-jahrige Mann verstarb an einem SHT infolge eines hauslichen Sturzes. Die
Todesursache wurde als Hirnmassenblutung vermerkt. In seiner Vorgeschichte
konnten keine Anzeichen eines Hypertonus oder einer KHK nachgewiesen
werden. Auch wurden keine makroskopischen Zeichen eines durchgemachten Ml
oder Insults entdeckt. Die Vermessung ergab einen Bauchumfang von 96 cm bei
einer Grofle von 182 cm. Die Obduktion zeigte eine massive Hirnblutung und eine
Atherosklerose Grad 2, welche fur eine Einteilung in die kardiovaskulare Gruppe

nicht ausreichte.

2.2.6. Ein-und Ausschlusskriterien

In diese retrospektive Studie wurden alle Patienten aufgenommen die am Institut
fur Pathologie im LKH Graz routinemaRig obduziert wurden und deren
Verwesungszustand eine Probenauswertung zulie® (Dies war nicht vom
Sterbezeitpunkt abhangig sondern von den Faulniszeichen zum Zeitpunkt der

Beschauung).

Obduktion Routineobduktion

Tab. 8 Darstellung der Einschlusskriterien
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2.2.7. Epidemiologische Daten

Zur Beurteilung und statistischen Auswertung wurden folgende epidemiologischen

Daten der Studienteilnehmer erfasst:

e Der Vor- und Nachname wurde aus Datenschutzgriinden durch fortlaufende
Nummerierung ersetzt

e Geburtsdatum

e Sterbedatum

e Obduktionsnummer

e Geschlecht

e Grunderkrankungen

e Todesursache

e Vorerkrankungen

2.2.8. Klinische Parameter

Die klinisch fir diese Studie relevanten Parameter wurden der
computerunterstutzten Krankenakte (Medocs) entnommen.

Bei diesen Parametern handelt es sich um bestehende Vorerkrankungen und
Grunderkrankungen, welche fur die Gruppeneinteilung und die daraus

resultierende Zuordnung von Bedeutung sind.

2.2.9. Datenschutz

Auf Grund des Datenschutzes und der arztlichen Schweigepflicht werden alle in
die Studie eingeschlossenen Patienten in keiner Weise namentlich erwahnt,
sondern mittels einer fortlaufenden Nummerierung erfasst um so die
Anonymisierung zu gewahrleisten. Zur weiteren Sicherung werden die Codierung
und die dazugehorigen Daten auf einem PC mit Zugriffsbeschrankung an der
Abteilung fir Pathologie gespeichert.

Der Zugriff auf die Originaldaten ist nur autorisierten Personen des Institutes und

Studienmitarbeitern gestattet.
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2.2.10. Nutzen-Risiko-Evaluierung

Da sich das Patientenkollektiv aus bereits verstorbenen Probanden
zusammensetzt ergibt sich fur die aufgenommenen Patienten kein Nutzen aus
dieser Studie. Da es sich um eine retrospektive Studie und Auswertung von Daten
handelt ist naturlich auch kein Risiko fur die Studienteilnehmer zu erwarten. Der
einzig mogliche negative Effekt ware das Bekanntwerden der sensiblen
Patientendaten. Dieses Risiko wird durch die Pseudoanonymisierung und

Zugriffsbeschrankung der sensiblen Daten minimiert.

2.3. Studienablauf

2.3.1. Obduktion

Die klinisch-pathologischen Routineobduktionen am Institut fur Pathologie
erfolgten wenn erforderlich am Vormittag des jeweiligen Tages. Der zu
obduzierende Patient wurde vom zustandigen Prosekturgehilfen eroffnet.

Die dem Leichnam entnommenen Organe wurden anschlieRend ordnungsgemalf
vom diensthabenden Pathologen obduziert, makroskopisch untersucht und
relevante sowie Standardproben zur mikroskopischen Begutachtung enthommen.
Nach Beendigung der adaquaten, routinemafdig durchgefihrten Obduktion wurden
fur die Autopsiestudie Proben an zuvor festgelegten Stellen der Korperhiille
entnommen.

Diese Proben wurden ohne Schaden oder Auffalligkeiten an der Leiche zu

hinterlassen enthommen.

2.3.2. Entnahmestellen

Die fur die Studie notwendigen Proben wurden vor Entnahme des Situs thoracis
und Situs abdominis vom Patienten entnommen. Pro Patient wurden insgesamt 14
Proben entnommen (6 je links und rechts und 2 fir die Gegenprobe).

Wie im Kapitel ,Anatomische Regionen von BAT beim Erwachsenen® dieser Arbeit
zu entnehmen, wurden die anatomischen Bereiche genau festgelegt, um analoge
Probestellen zu gewahrleisten. Dies heil3t, dass pro Proband 4 Proben zervikal-

supraclavicular enthommen wurden, 4 im Bereich des Plexus brachialis, 4
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paraspinal und 2 Proben aus dem peripheren Bauchfett. Daraus resultiert nach 7-
monatiger Probensammlung eine Anzahl von 574 entnommenen Proben. Diese
annahernd 600 Proben wurden zu einem Teil in Formalin fixiert und in Paraffin

eingebettet und zum anderen Teil kryokonserviert.

Zervikal-supraclavicular

paraspinal

Kryokonservierung + FFPE 287 + 287

Tab. 9 Uberblick tber die Proben-Entnahmestellen

2.3.3. Kryokonservierung

Wie aus der obigen Tabelle zu entnehmen wurden im Laufe dieser Studie 287
Proben kryokonserviert.
Nach jeder Entnahme wurde jede von den 14 pro Patient enthommenen Proben

zu einem Teil kryokonserviert und zum anderen Teil in Formalin fixiert.

2.3.3.1. Fur die Kryokonservierung bendtigte Materialien

e Kryo-Rohrchen mit Barcode

o Dewar-Gefaly

e FlUssiger Stickstoff im Behalter
e Handschuhe

e Glasbehalter

e Methylbutan

e Pinzette

e Skalpell
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2.3.3.2. Probenausarbeitung

Ein Teil des in einem vorgesehenen Behalter transportierten flissigen Stickstoffs
wurde in ein Dewar-Gefall gegossen. In dieses Gefal® wurde ein mit Methylbutan
geflllter Glasbehalter gestellt. Dieser blieb, bis sich an dessen Boden Eisareale
bildeten. Die zu kryokonservierenden Proben wurden wahrenddessen prapariert,
um in die mit einem Barcode versehenen Kryo-Rohrchen zu passen.
AnschlielRend wurde das Gewebsstick in den Behalter mit Methylbutan getaucht,
wo es augenblicklich gefror und dann in das Kunststoffrohrchen gegeben werden
konnte.

Der auf dem Rohrchen stehende Barcode wurde auf das Protokollblatt des
jeweiligen Patienten eingetragen.

Das in der gefrorenen Probe enthaltene Rdhrchen wurde in den mit flissigem
Stickstoff gefullten Behalter gelegt.

Nach Abschluss aller 7 zu kryokonservierenden Proben eines Probanden wurde
der Transportbehalter von einem Mitarbeiter der Biobank abgeholt, um in einem
mit flissigem Stickstoff geflllten Lagerungstank verwahrt zu werden.

Dieser Vorgang wurde bei allen 287 Proben gleich durchlaufen.®®

2.3.4. FFPE

Wie im Kapitel ,Kryokonservierung“ beschrieben wurden 287 Proben mittels
flussigen  Stickstoffs  verarbeitet.  Die  restlichen 287  praparierten,
korrespondierenden Gewebsproben wurden nach jeder Probenentnahme in
Formalin fixiert. FUr den Vorgang der Formalinfixierung wurde eine 4 % gepufferte
Formaldehydlésung verwendet, im Verhaltnis 1:10. Die praparierten
Gewebeproben wurden in eine zuvor beschriftete Einbettungskassette fur
Weichgewebe gelegt und nachfolgend in die oben beschriebene Formalinldsung

gebettet.
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Die Beschriftung der Gewebskassetten erfolgte wie folgt:

¢ rechts oben korrespondierender Kryobarcode

¢ links oben Datum der Fixierung

e rechts unten Entnahmestelle A: rechts zervikal
B: links zervikal
C: rechts Plexus brachialis
D: links Plexus brachialis
E: rechts paraspinal
F: links paraspinal
G: zentrales Bauchfett

e links unten Obduktionsnummer

Diese in Formaldehyd eingelegten Kassetten wurden im Anschluss in das
histopathologische Labor zur Entwasserung mittels aufsteigender Alkoholreihen
gebracht. Am Folgetag konnten die nun entwasserten Proben in Paraffinblocke

gegossen werden.

Die vorbehandelten in einer Gewebskassette gelagerten Proben wurden nach
erfolgter Entwasserung an einer Paraffinausgielstation zu Paraffinblocken
gegossen.

Diese Ausgussstationen bestehen aus einer Kduhlplatte auf welche die
ausgegossenen Paraffinblécke zur Kuhlung gestellt werden kdénnen, einem
Behalter, welcher die verschieden gro3en metallischen Ausgussformen enthalt,
einem Paraffinvorratsbehalter, einem flieRgeschwindigkeitsregulierbaren
Paraffinhahn und einer erwarmbaren Pinzette.

Im ersten Schritt wurde der Deckel der Kassette entfernt.

Im Anschluss wurde die Probe mit der vorgesehenen Pinzette mittig in die
Ausgussform mandvriert und die beschriftete Kassette auf die Ausgussform
gestellt. Im nachsten Vorgang wurde die Metallform mit dem Gewebe mit
flussigem Paraffin gleichmafig und langsam angefullt.

Zum Schluss wurde dieses Gebilde auf die gefrorene Kuhlplatte gestellt, bis die
fertigen Paraffinblécke ausgekuhlt und aus der Form gegeben werden konnten.

In dieser Form sind die paraffinierten Objekte unbegrenzt halt- und farbbar.
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Die erkalteten Blocke wurden in der Folge von Mitarbeitern des histologischen
Labors mittels Mikrotom geschnitten, auf einen Objekttrager aufgezogen und mit

HE-Farbung angefarbt.

2.3.5. Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine Methode um die Anwesenheit und die Lokalisation
von Proteinen in Gewebsschnitten bestimmen zu koénnen.®® Die wichtigste
Substanz in diesem Verfahren ist der gegen ein Gewebeantigen gerichtete
Antikorper (Primarantikorper). Bei diesem handelt es sich um einen polyklonalen
AK, welcher eine bestimmte Spezifitdt aufweist und beliebig reproduziert werden
kann.®’

Die IHC dieser retrospektiven Autopsiestudie benutzte die indirekte Methode zum
Nachweis von UCP1.

Schnitte, welche in der histologischen Beurteilung ein BAT-Vorkommen zeigten,
wurden aus denselben Paraffinblocken fir die IHC geschnitten, um bei der
immunhistochemischen Begutachtung eine Analogie zur histologischen zu

schaffen.

2.3.5.1. Einzelschritte bei der IHC

Schritt 1

Die Paraffinblocke wurden auf -20° abgekuhlt und mit dem Mikrotom in 3-4 pm
dicke Schnitte geschnitten. Diese wurden in einem Kaltwasserbad (20°)
aufgefangen, anschlieRend in ein HeiBwasserbad (45°) gelegt, um glatt und mittig
auf einen fur die Immunhistochemie geeigneten Objekttrager aufgezogen zu
werden. Nach diesem Vorgang wurden die Schnitte Uber Nacht bei
Raumtemperatur getrocknet und erst am nachsten Tag in einem Brutschrank, bei

60° fur 30 Min., erwarmt.

Schritt 2
Das Entparaffinieren begann, indem die Schnitte in einen Objekttragerhalter
eingeordnet und einmal 10 Min. sowie einmal 5 Min. lang in Xylol einstellt wurden.

Das Xylol entfernte das Paraffin, welches fur die Konservierung und die
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Schnitteanfertigung bendtigt wurde. Um das Losungsmittel aus den Schnitten zu
entfernen wurden die Proben mit absteigender Alkoholreihe entwassert, indem sie
zweimal 3 Min. lang in 100 %igem Ethanol, einmal 3 Min. lang in 70 %igem und
zuletzt einmal 3 Min. lang in 50 %igem Ethanol eingestellt wurden.

Der Vorgang wurde beendet durch das Einstellen der Schnitte, fur 3 Min. in Aqua
dest.

Schritt 3

In einem Druckkochtopf wurden die Proben mit Natrium-Citratpuffer (pH 6.0, 0.01
M), fr 2 Min. und 50 Sec. bei 120° vorbehandelt und anschlielfend 20 Min. lang
abgekuhlt.

Der Natrium-Citratpuffer diente der Renaturierung demaskierter Proteine die durch

die Fixierung entstehen kdnnen.

Schritt 4
Um die im Gewebe natlrlich vorkommende Enzymaktivitat zu blockieren
(endogene Peroxidase) wurden die Proben in 1 %igem H>O, in Methanol far 15

Min. eingestellt und dann, dreimal fur 5 Min., mit PBS gespult.

Schritt 5

Bei diesem Schritt wurde der 1. AK (Anti UCP1), welcher mit dem Antibody Diluent
(Dako S2022) im Verhaltnis 1:100 verdunnt wurde, auf die vorbereiteten Schnitte
aufgetragen, anschlielend bei Raumtemperatur fir 1 Stunde inkubiert und dann

dreimal 5 Min. lang mit PBS gesplilt.

Schritt 6

In diesem Arbeitsvorgang wurde der 2. AK (Multi Link swine Anti-Goat, Mouse,
Rabbit Immunoglobulins/Biotin) von der Firma Dako REAL™ (E0453) mit Antibody
Diluent (S2022) im Verhaltnis 1:100 verdinnt und auf die Schnitte aufgetragen, bei
Raumtemperatur fur 30 Min. inkubiert und im Anschlul® dreimal 5 Min. lang mit
PBS gespdilt.
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Dieser Sekundare-AK war mit einem Marker versehen und band spezifisch an den

Primaren-AK_%®

Schritt 7

Auf die mit dem 1. und 2. AK behandelten Schnitte wurde ein HRP-Polymer
(UltraVision LP Detections System, Thermo Scinetific TL-125 HL) aufgetragen. Die
Gewebeschnitte wurden nachfolgend flir 30 Min. bei Raumtemperatur inkubiert

und nach Ablauf der Einwirkzeit mit PBS dreimal 5 Minuten lang gespuilt.

Schritt 8,9 und 10

Die letzten Schritte beinhalteten die Detektion mit AEC Substrat (DakoCytomation
AEC-Substrate Chromogen Ready-to-Use, K3464), die Farbung mit Hamalaun
nach Mayer (fur 1 Min.) und das Eindecken der Schnitte mit Aquatex.

Das AEC-Substrat wurde auf die Gewebeschnitte aufgetragen und lagerte sich auf
den Polymeren ab, wodurch diese sichtbar gemacht wurden. Dieser Farbevorgang
wurde unter mikroskopischer Kontrolle gemacht, um die Farbeintensitat zu

beobachten.®®
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2.4. Ziele und Fragestellungen dieser Arbeit
241. Ziele

Seit der Entdeckung und dem Bekanntwerden der Bedeutung von UCP1 im
Stoffwechsel von Nagern wurde wiederholt geforscht, ob und welchen Einfluss
BAT mit seinem Transmembranprotein auf den adulten Metabolismus ausubt. Aus
diesem Grund hat sich diese Studie zum Ziel gesetzt, BAT histologisch und
immunhistochemisch bei routinemalig obduzierten Probanden nachzuweisen und
infolge dieser Ergebnisse Abhangigkeiten und Einflusse innerhalb bestimmter
Erkrankungsgruppen darzulegen um so mogliche Korrelationen (siehe
Hypothesen) innerhalb der festgelegten Gruppen aufzuzeigen. Diese
Auswertungen koénnten folglich als Grundlage neuer Studien und Hypothesen

dienen.

2.4.2. 1. Hypothese

Braune Adipozyten/Areale koénnen innerhalb der routinemalig obduzierten

Patienten histologisch und immunhistochemisch nachgewiesen werden.

2.4.3. 2. Hypothese

Diese histologisch/immunhistochemisch nachgewiesenen Areale zeigen sich
vermehrt in Lokalisationen, welche durch die Arbeitsgruppe um Cypess mittels

PET-Scan-Untersuchungen genau definiert werden.*

2.4.4. 3. Hypothese

Die Verteilung und das Vorkommen der ausgewerteten BAT-Areale prasentieren

sich geschlechtsunspezifisch.

2.4.5. 4. Hypothese

Hinsichtlich des Vorkommens und des Verteilungsmusters von BAT Iasst sich eine

Alterskorrelation feststellen.
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2.4.6. 5. Hypothese

Bezuglich des Vorkommens und der Verteilung von braunen Adipozyten/Arealen
lasst sich ein Zusammenhang von der Grunderkrankung (siehe
Gruppeneinteilung—> kardiovaskular, metabolisch und tumords) des betroffenen

Probanden zeigen.

2.4.7. 6. Hypothese

Betreffs Vorkommen und Verteilung brauner Fettzellen kann sich eine
Abhangigkeit in Bezug auf den gemessenen Bauchumfang des zu

untersuchenden Patienten nachweisen lassen.

2.4.8. Nullhypothese

Die Nullhypothese lautet, dass kein BAT innerhalb der routineobduzierten
Patienten nachgewiesen werden kann und demnach auch kein signifikanter
Verteilungsunterschied zu eruieren ware.

Folglich konnte weder histologisch noch immunhistochemisch BAT/UCP1
nachgewiesen werden, womit sich auch kein Unterschied innerhalb der definierten

Gruppen ausarbeiten liel3e.
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2.5. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Untersuchungsergebnisse erfolgte mittels SPSS
Statistics 19, wobei sowohl deskriptive als auch explorative Statistik zur
Anwendung kamen. Im Zuge der deskriptiven  Statistik  wurden
Haufigkeitsverteilungen, Durchschnittswerte sowie Ober- und Untergrenzen
betrachtet. Die explorative Statistik half bei der Testung der Starke von
Zusammenhangen abhangiger und unabhangiger Variablen, wobei hier aufgrund
der eingeschrankten Skalierung (nominale und ordinale Daten herrschen vor)
Kontingenzkoeffizienten und Chi-Quadrat-Tests eingesetzt wurden. Fur alle
betrachteten Auswertungen galt ein Konfidenzintervall von 95 % (p-value,<0,05),

wenn es um die Kategorisierung von Fehlern 1. Ordnung ging.

2.5.1. Nullhypothese (HO)

Es gibt weder histologische noch immunhistochemische Nachweise fir das
Vorhandensein bzw. das Verteilungsmuster von BAT bei routinemaRig
obduzierten Personen.

Die Nullhypothese beschreibt in der statistischen Auswertung die HO und wird
somit zu den Ubrigen Hypothesen (Arbeitshypothesen) in Beziehung gesetzt. Ziel
ist es die HO zu verwerfen.

HO=u4=0

2.5.1.1. HO in Bezug auf die 6 Hypothesen

1. HO1=0 % (kein BAT innerhalb der 41 Patienten)

2. HO2=(A+ B+ C+ D + E + F)=0 % (kein Hinweis auf BAT innerhalb der
mutmallichen Lokalisationen)

3. HO3=p</>uz (u1=Manner, y,=Frauen)

4. HO4=p1=p2 (M1=<50 J., u2=>50 J.

5. HO5=py=pr=p3=ps (M1=metabolische Gruppe, u,=kardiovaskulare Gruppe,
Msz=Tumorgruppe, us=Gruppe divers)

6. HO06=4 (u1=Bauchumfang)®
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2.5.2. 1. Hypothese

Bereits durch die errechneten Haufigkeiten konnte das Vorkommen von BAT
bestatigt werden. Bei 22 % (absolut 9) der obduzierten Patienten konnten braune

Fettgewebszellen nachgewiesen werden, somit kann die H1 zugelassen werden.

B

78% m Pers. mit BAT
Pers. ohne BAT

Abb. 7 Prozentuelle Verteilung von BAT innerhalb der Studienpopulation (22 %=n=9, 78 %=n=32).

2.5.3. 2. Hypothese

Die H2 kann auch beibehalten werden, da sich bei 9 Probanden (22 % von n=41)
innerhalb der enthommenen Lokalisationen BAT zeigte, somit muss die H02

abgelehnt werden.

Tab. 10 Prozentuelle Verteilung der Personen auf die Lokalisationen (Mehrfachvorkommen bei n=41)
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Tab. 11 Beschreibt die H1 der 2. Hypothese

Im Durchschnitt zeigten sich pro Proband 2,43 auf BAT positiv getestete

Lokalisationen innerhalb aller BAT-positiv bewerteten.

2.5.4. 3. Hypothese

In Summe lag das Verhaltnis der obduzierten Personen bei 63,40 % (26) Manner

zu 36,60 % (15) Frauen (absolut=41).

Es gab keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und dem

Auftreten bzw. der Anzahl der gefunden Proben. Die berechneten Korrelationen

nach Pearson ergaben bei n=41->p-value=0,181 und
Kontingenzkoeffizienten>0,204), deshalb wird HO3 beibehalten.

einen

36,60%
m Manner

Frauen

Abb. 8 Prozentuelle Verteilung der Geschlechter (absolut=41)

*
Grundgesamtheit sind all jene, bei denen BAT nachweisbar war (9 Patienten= 54 Proben).

*k
Grundgesamtheit sind all jene, bei denen BAT nachweisbar war (41 Patienten= 246 Proben).
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Bei den 9 positiv getesteten Probanden betrug das Verhaltnis Manner zu Frauen
44,40 % zu 55,60 %.

55,56 %
B Mianner
Frauen

Abb. 9 Prozentuelle Verteilung der Geschlechter (absolut=9)

100%

100%
80%
60%
40%

° m Manner
20%

Frauen

Tumorgr.

kardiovask.
Gr.

metabolische )
Gr. Gr. divers

Abb. 10 Geschlechterverteilung innerhalb der Gruppen bei n=9.

2.5.5. 4. Hypothese

Im Durchschnitt ergab sich bei den obduzierten Personen ein Alter von 65,02
Jahren, wobei die alteste Person 100 und die jingste 15 Jahre alt war. 14,60 % (6
Personen) waren <50 J. und 85,40 % (35 Personen) >50 J.

Belasst man die Spitzen in der Auswertung so ergibt sich mittels errechneter

Korrelation nach Pearson kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Alter
und dem Vorkommen von braunen Fettzellen

(n=41->p-value=0,461,
Kontingenzkoeffizient>0,114). Weiters konnte auch

keine  Signifikanz
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nachgewiesen werden ohne Einbeziehung der Spitzen (n=41->p-value=0,555,
Kontingenzkoeffizient>0,094).

HO04 wird somit beibehalten.

m <50 J.
=>50 J.
Abb. 11 Prozentuelle Verteilung n=41 in der Alterskategorie <50 J. und >50 J.
16
14
12
10
8
6 m<50J
4
2 m>501J
0

Tumorgr.

kardiovask.
Gr. metabolische

Gr.

Gr. divers

Abb. 12 Verteilung der Probanden n=41 nach dem Alter innerhalb der Erkrankungsgruppen
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m <50 J.
1>50J.

Abb. 13 Prozentuelle Verteilung bei n=9 in der Alterskategorie <50 J. und >50 J.

m>50 J.
1<50 J.

Tumorgr.
kardiovask.
Gr.

metabolische )
Gr. Gr. divers

Abb. 14 Verteilung des Alters innerhalb der Gruppen bei n=9.

In der Altersklasse <50 J. bei n=9 zeigten sich durchschnittlich 1,67 Proben auf

BAT positiv, wohingegen die Altersklasse >50 J. bei n=9 sich durchschnittlich auf
2,0 BAT positive Proben beliefen.

BAT-positiv 2

22,22 %
Probanden >50 J. (n=41) Prozente

Tab. 12 Prozentuelle Verteilung von BAT innerhalb der <50 und >50 jahrigen.
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2.5.6. 5. Hypothese

Die Einteilung der Probanden in die Erkrankungsgruppen zeigte sich
ungleichmafig (kardiovaskular->3, metabolisch und tumords je 1 und Gruppe
divers 4 Patienten), weswegen keine aussagekraftige deskriptive Testung auf das
Vorkommen und die Verteilung von BAT durchgefuhrt werden konnte. Zusatzlich
weist gerade die Gruppe divers einen uberdurchschnittlich hohen BAT-Gehalt auf
(75 %), was ein Zeichen fur die unspezifische Verteilung von BAT-positiven
Proben ist.

Die Gruppe divers wurde mit der Gruppe kardiovaskular (3 BAT-positive
Patienten) durch Chi-Quadrat Testung berechnet. Es konnte eine Signifikanz mit
eingeschrankter Gultigkeit aufgrund geringer Fallzahl innerhalb der 2 getesteten
Gruppen und BAT nachgewiesen werden (n=41->p-value=0,394 mit einem

Kontingenzkoeffizienten von 0,049).

29,20 % (12 Person) 8,30 % (1 Person)

Kardiovaskular 41,50 % (17 Personen) 23,50 % (4 Personen)

Tab. 13 Verteilung der obduzierten Personen in Bezug auf die Grunderkrankung und das Vorkommen von BAT.

m Anteil bei n=41
Anteil von BAT

Abb. 15 Prozentuelle Verteilung der obduzierten innerhalb der Gruppen (n=41) und in Bezug auf das Vorkommen von BAT
(n=9).
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2.5.7. 6. Hypothese

Im Durchschnitt zeigten die Probanden einen Bauchumfang von 93,9 cm (Werte
von 74 cm bis 124 cm bei n=41 konnten gemessen werden). Die Einteilung der
Bauchumfangswerte fir die explorativen Berechnungen wurde anhand der
Richtlinien zur Definition eines metabolischen Syndroms erstellt.

Somit wurden die Probanden n=41 und n=9 in 2 Gruppen eingeteilt:

1. Frauen <80 cm und Manner <94 cm

2. Frauen >80 cm und Manner >94 cm

Daher konnten bei n=41 39 % (16 Personen) der 1. Gruppe zugeteilt werden und
61 % (25 Personen) der 2. Gruppe. Bei n=9 wurden 55,55 % (5 Personen) in die
1. Gruppe und 44,44 % (4 Personen) in die 2. Gruppe eingeteilt.

Die explorativen Berechnungen zeigten keinen Zusammenhang zwischen
Bauchumfang und BAT innerhalb aller Studienteilnehmer (n=41->0,250,
Kontingenzkoeffizient>0,177).

BAT-positiv 9,75 % (4 Patienten) 12,19 % (5 Patienten)

Tab. 14 Prozentuelle Verteilung der Bauchumfangsgruppen bei BAT-positiven und BAT-negativen Probanden.

m Gruppe 1
Gruppe 2

Abb. 16 prozentuelle Verteilung der beiden Gruppen bei n=41.
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m Gruppe 1
= Gruppe 2

Abb. 17 Prozentuelle Verteilung der Bauchumfangsgruppen bei n=9.

Tumorgruppe

Metabolische Gr.

100%

80%
60% -
m Gruppe 1
o]
40% = Gruppe 2
20%

0%

Tumorgruppe
gripp kardiovask. Gr.
metabolische Gr.

Gr. Divers

Abb. 18 Prozentuelle Verteilung der Erkrankungsgruppen innerhalb der

Bauchumfangsgruppen bei n=9.
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100,00%

87,50%
80,00%

60,00%

40,00% H Gruppe 1
R © Gruppe 2
20,00%

0,00%

Tumorgr.
kardiovask. Gr.
metabolische

Gr. Gr. Divers

Abb. 19 Prozentuelle Verteilung der Erkrankungsgruppen innerhalb der

Bauchumfangsgruppen bei n=41.
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3. Ergebnisse

3.1. Histologisch

In den 287 histologisch untersuchten Proben wurden in 22 Proben braune
Adipozyten/Areale gefunden, wobei nur 246 Proben anatomisch relevanten
Arealen enthnommen wurden. Die ubrigen 41 Proben dienten als Gegenprobe und
wurden aus zentralem Bauchfett entnommen. Aus diesem Grund zeigten sich
histologisch univakuolare Fettzellen ohne Anzeichen von plurivakuolaren braunen
Fettgewebszellen.

Um den Umfang und das Vorkommen von BAT in einem Praparat genauer
definieren und identifizieren zu kdnnen, wurden die Schnitte anfangs in der
Ubersicht bei minimaler VergroRerung begutachtet. In dieser 4-fachen
VergrofRerung wurde nach Gruppen von braunen Adipozyten gesucht. Bei
auffalligen Arealen in dieser Ubersichtsaufnahme wurden diese in 40-facher
Vergrof3erung genauer untersucht.

Nachfolgend wurden die identifizierten braunen Fettgewebsgruppen/Areale in 10-
und 40-facher Vergrélierung begutachtet, um die charakteristischen Merkmale von
braunen Adipozyten sichern, erkennen und befunden zu kdnnen und um so das
jeweilige Praparat als BAT-positive oder negative Probe zu bewerten.

Im Anschluss an die Befunderhebung wurde das Ausmal® an BAT definiert. Dies
ging so vor sich, dass das Praparat wieder in minimaler Mal3zahl eingestellt wurde
um so das Gesamtbild Uberblicken zu kénnen.

Dieses eingestellte Bild wurde dann in 16tel eingeteilt um so das Ausmal an BAT
zu definieren. Hierflr wurde vorab eine durchsichtige Folie in 16tel unterteilt, in
Grole des Objekttragers und dann Uber das Praparat gelegt, um es so mdglichst

prazise zu bewerten.
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27 Gr. divers A->5/16, B>5/16, C>7/16, D>2/16
1 .

7 Tumorgr. A->2/16

w
m

32 100 w kardv. Gr. F->8/16

Tab. 16 Gehalt von BAT innerhalb der Lokalisationen und Gruppen

3.1.1. Metabolische Gruppe

In der metabolischen Gruppe zeigte einer der 41 obduzierten Patienten BAT. Eine
70-jahrige Frau mit einem Bauchumfang von 99 cm bei einer Kérpergrofde von 165
cm prasentierte sich deutlich adipds. Zu den Grunderkrankungen zahlte nicht nur
eine DM Il sondern auch ein arterieller Hypertonus.

Die Gegenkontrolle in Lokalisation G aus zentralen Bauchfett zeigte sich positiv
auf WAT (univakuolaren Adipozyten). Der Lipidtropfen im Praparat, welcher durch
die Praparation herausgeldst wurde, zeigte die Fettzellen als leer erscheinende
Hullen. Der Zellkern war an den Rand gedruckt. Es gab keine Anzeichen von
multivakuolaren Zellen. Von den Probanden aus zuvor bestimmten Lokalisationen
ergab nur die Probe B (links zervikal) einen geringen Anteil an braunen
Adipozyten und zwar 1/16tel, dies bedeutet dass der Proband mit der Nummer 12
6,25 % BAT in dieser Lokalisation aufweist. In den anderen 5 Proben konnten
keine kleinen plurivakuolaren Fettzellen mit relativ zentralem Kern nachgewiesen

werden.

Abb. 20 BAT-Areal aus Region B bei obiger Patientin.
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3.1.2. Kardiovaskulare Gruppe

Aufgrund der mikroskopischen Befundung konnten insgesamt 4 Probanden der
Gruppe der kardiovaskularen Patienten mit BAT-positivem histologischem
Nachweis zugeordnet werden.

Diese 4 Studienteilnehmer mit den Nummern 18, 23, 30 und 32 zeigten einen

gewissen Gehalt an BAT.

Patient Nr. 18

zeigte nach mikroskopischer Darstellung in 4 von 6 auf BAT verdachtigen Proben
braune Adipozyten/Areale.

Praparat C mit der Lokalisation rechts supraclavikular erreichte nach Messung
einen Anteil an braunen Adipozyten von 8/16. Dies ergab einen 50 % Gehalt an
BAT in Bezug auf das Gesamtpraparat. Die linke supraclavikulare Region mit der
Bezeichnung D erreichte im Gegenzug nur 12,50 % an BAT, Lokalisation E rechts
paravertebral 31,25 % und links paravertebral mit der Bezeichnung F 6,25 %. Die
Gegenprobe, entnommen aus zentralem Bauchfett in Lokalisation G zeigte sich
WAT-positiv.

Patient Nr. 23
zeigte in der Lokalisation E einen 6,25 % BAT-Gehalt auf der Gegenseite, mit der

Bezeichnung F 43,75 %. Auch hier zeigte sich die Kontrolle G BAT-negativ.

Patient Nr. 30

mannlich mit einem Sterbealter von 52 Jahren, wies in allen BAT verdachtigen
Arealen Gruppen von braunen Adipozyten auf, wobei der Gehalt je nach
Lokalisation variierte.

Rechts und links zervikal 75 %, rechts und links paravertebral 93,75 %, rechts
supraclavicular 50 % und links mit der Bezeichnung D 37,50 % an nachweisbarem
BAT.
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Abb. 21 Ausschnitt aus HE-gefarbter Probe F von Patient 30.

Patient Nr. 32

der letzte der kardiovaskularen Gruppe war zugleich auch der alteste
Studienteilnehmer mit einem Alter von 100 Jahren. Bei dieser Auswertung konnte
1 Probe BAT-Areale aufweisen. Diese wurde in der F-Lokalisation gefunden, mit

einem 50 % Gehalt.

93,75% 93,75%

m Patient Nr. 18
m Patient Nr.23
= Patient Nr. 30

Patient Nr.32

Abb. 22 Prozentuelle Verteilung von BAT in Bezug auf die Lokalisationen innerhalb der kardiovaskularen Gruppe.
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3.1.3. Tumorgruppe

Innerhalb der Tumorgruppe konnte nach histologischer Auswertung aller
Teilnehmer 1 Proband mit BAT gefunden werden. Dieser zu Lebzeiten an einer
malignen Neoplasie erkrankte Mann besaly rechts zervikal 12,50 % braune
Adipozyten in Bezug auf das Gesamtpraparat. Die Kontrollprobe G ergab keinen
Hinweis auf BAT.

Abb. 23 BAT bei Nr.12 in A-Lokalisation.

3.1.4. Gruppe divers

In die Gruppe mit nicht naher definierten Erkrankungen/Unfallen wurden zwei
Probanden BAT-positiv bewertet. Diese Patienten, zugleich auch die jungsten
Studienteilnehmer zeigten im Vergleich zu den anderen Gruppen den hochsten

Gehalt an braunen Adipozyten.

Patient Nr. 2

eine weibliche 27-jahrige Person mit einer WAT-positiven Gegenprobe wies in den
Lokalisationen A und B je 31,25 % braune Fettzellen auf. In der rechten
supraclavicularen Region 43,75 % und in der linken 12,50 %. Die Lokalisationen E

und F paravertebral ergaben keinen Hinweis auf das Vorkommen von BAT.
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Abb. 24 HE-Ausschnitt von Patientin Nr. 2 aus der Gruppe divers in B-Lokalisation.

Patient Nr. 25

mannlich, 15 Jahre alt barg in allen mutmalilichen Lokalisationen einen hohen
Anteil an braunen Lipidzellen. Die zervikalen Proben, die linke supraclaviculare
und die rechte paravertebrale Region enthielten je 93,75 %. Anndhernd 100 %
ergaben die mikroskopischen Auswertungen in den ubrigen Lokalisationen C und
F. Somit erbrachte dieser sehr frihzeitig Verstorbene den mit Abstand hdchsten

Anteil und Gehalt an BAT, bei Ubereinstimmender Gegenprobe.

m Patient Nr. 2
Patient Nr. 25

Abb. 25 Prozentueller Vergleich der BAT-Verteilung innerhalb der vorgegebenen Lokalisationen in der Gruppe divers.
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3.2. Immunhistochemie

Die Grundlage bei der Auswahl der zur immunhistochemischen Farbung
bestimmten Proben basierte auf Ergebnissen der zuvor bewerteten histologischen
Proben. Diese 2 Methoden zum Nachweis von BAT, aus den eigens
entnommenen Gewebematerialien stimmte wie vermutet mit der histologischen
Auswertung Uberein. Durch die IHC zeigte sich eine positive Anfarbbarkeit (siehe
Kapitel IHC) von Schnitten aus BAT-positiven Paraffinblocken.

Als Beweis fur die Richtigkeit dieser Methode diente eine positive (mit UCP1-AK
gefarbter Schnitt) und eine negative (ungefarbter IHC-Schnitt) Kontrolle aus einem
Hibernomschnitt. Mittels dieser beiden Kontrollschnitte aus einem braunen
Fettgewebstumor konnte die Wirksamkeit des verwendeten AK bewiesen werden.
Dies bedeutet, dass der Nachweis von BAT/UCP1 aus entnommenen Arealen
auch mittels AK-Farbung bestatigt werden konnte. Bei der mikroskopischen

Beurteilung und der darauffolgenden Berechnung des Gehaltes an BAT nach

immunhistochemischer Farbung zeigte sich ein nahezu Ubereinstimmender
Umfang von BAT.

Dieser Gehalt wurde wie schon bei der histologischen Bestimmung berechnet.

Abb. 26 Linkes Bild: IHC positiv-Kontrolle, rechtes Bild: HE-gefarbter Hibernomschnitt
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Abb. 27 IHC-Schnitt, Patientin Nr.2, linkes Bild: B-Lokalisation, rechtes Bild: C-Lokalisation
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4. Diskussion

Bis heute konnten 2 Fettgewebsarten beim Menschen festgestellt werden. Das
bekannte WAT und das seit geraumer Zeit immer besser erforschte BAT. Sie
zeigen sich in ihrer Funktion kontrovers, da WAT Uberschussige Energie als Fett
speichert und BAT Lipide durch sein einzigartiges UCP1 in Warme konvertiert. Es
wird vermutet, dass ein Gehalt von 50 g BAT bis zu 20 % des taglichen
Energiebedarfs verbrennen wiirde.”

Viele Studien konnten nicht nur ein Vorkommen von BAT beim Erwachsenen
darlegen, sondern beschaftigten sich auch mit der Bedeutung von BAT im adulten
Organismus, wodurch eine Vielzahl von Hypothesen aufgeworfen und bestatigt
werden konnten, die sich unter anderem mit Korrelationen zwischen dem
Vorkommen von BAT und beeinflussbaren und festen GréRen beschaftigten.* 23 27
So konnte durch die Arbeitsgruppe um Cypess ein erhdhtes Vorkommen und eine
Aktivitatssteigerung von BAT bei Frauen, Erwachsenen <50 J., und einem
verminderten Ernahrungszustand mittels PET-Scan dokumentiert werden.* %’

Auf diese Umstande stlitzt sich diese retrospektive Autopsiestudie, deren Ziel es
ist, das Vorkommen von BAT bei routinemafig obduzierten Patienten zu beweisen
und gleichzeitig die oben genannten Faktoren in Bezug auf haufige Erkrankungen
hin zu untersuchen.

Aus diesem Grund wurden bei 41 Probanden aus 6 BAT-verdachtigen
Lokalisationen und einer als Kontrollprobe dienenden Stelle mit WAT
Gewebeproben entnommen. Nach Formalin-Fixierung und Paraffin-Einbettung
wurden so insgesamt 246 auf multivakuolare Fettzellen verdachtige Proben und
41 WAT-Kontrollproben mit HE gefarbt, um im Anschluss mikroskopisch
begutachtet zu werden und den Gehalt an BAT zu bestimmen.

Proben, welche nach histologischer Auswertung BAT erkennen liessen, wurden
durch IHC als 2. Methode bearbeitet um so auch UCP1 bestimmen zu kdnnen.
Infolge histologischer und immunhistochemischer Befundung konnte so bei 9
Probanden BAT nachgewiesen werden, dies bedeutet dass 78 % der
Studienteilnehmer keine braunen Adipozyten in den entnommenen Lokalisationen

enthielten.

80



Unter den 9 Probanden konnte in 22 von 54 verdachtigen Proben ein positives
Ergebnis erzielt werden, wobei die A-Lokalisation mit 4,90 % (1 Person) das
geringste Vorkommen und die F-Lokalisation mit 14,60 % (6 Personen) den
héochsten Anteil an BAT/UCP1 aufwiesen. Im Durchschnitt zeigten 2,43
Lokalisationen BAT-Areale innerhalb der 9 positiven Patienten.

Hinsichtlich der bearbeiteten Arbeitshypothesen konnte somit die 1. Hypothese,
die sich mit der Frage nach dem Vorkommen von BAT bei routinemafig
obduzierten Patienten beschaftigt, bestatigt werden und auch die 2. Fragestellung,
welche besagt, dass in den entnommenen Lokalisationen BAT zu finden ist. Diese
vorab definierten Stellen wurden durch die Arbeitsgruppe um Cypess mittels PET-
Scan als BAT-aktive Lokalisationen beschrieben.*

Die 3. Hypothese dieser Arbeit widerspricht den gangigen Meinungen und
behauptet, dass BAT keinen Zusammenhang mit dem Geschlecht aufweist und
somit geschlechtsneutral ist. Dies konnte bevorzugt durch deskriptive statistische
Auswertung aufgezeigt werden, wobei die kleine Studienpopulation und die
Tendenz in Richtung des weiblichen Geschlechtes (55,60 % Frauen bei n=9) bei
den Haufigkeitsberechnungen bertcksichtigt werden mussen, d.h. dass sich bei
einer hoheren Fallzahl eine Geschlechterspezifitat einstellen und dadurch diese
Arbeitshypothese widerlegt werden konnte.

In Anlegung an Cypess wurde auch in dieser Studie die Patientenpopulation in
<50-jahrige und >50-jahrige Personen klassifiziert. Es ergab sich ein
Durchschnittsalter von 65,02 Jahren, mit einem Maximum von 100 Jahren und
einem Minimum von 15 Jahren. 22,20 % (2 Personen) der BAT-positiven
Probanden verstarben <50 J., bei einem Gesamtanteil dieser Gruppe von 14,60 %
(7 Personen). Aufgrund dieser unausgeglichenen und geringen Verteilung konnte
kein signifikanter Zusammenhang gezeigt werden, weswegen die 4.
Arbeitshypothese verworfen werden muss.

Ein moglicher Hinweis auf ein vermehrtes Vorkommen von BAT bei jungen
Menschen und somit eine Erfullung dieser Alterskorrelation in dieser Arbeit, ergibt
sich aus der Konstellation der 22,20 %, welche sich aus den zwei jlungsten
Patienten (15 J. und 27 J.) zusammensetzt.

Angesichts der Haufung an Erkrankungen tumoroser, kardiovaskularer und
metabolischer Genese innerhalb der Gesamtbevolkerung wurden diese 3

Haupterkrankungsgruppen gewahlt um eine mdogliche Einflussnahme durch
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Verteilungsunterschiede innerhalb der Gruppen aufzudecken. Weiters konnen
diese Gruppen in Zusammenhang mit dem Ernahrungszustand gebracht werden,
wodurch Ergebnisse der 5. und der 6. Hypothese in Korrelation zueinander gestellt
werden konnten.

Die Einteilung setzte sich wie folgt zusammen: Tumorgruppe, welche durch die
Tumorkachexie die Wahrscheinlichkeit von verminderten Bauchumfangswerten
beglnstigt, kardiovaskulare Gruppe als eine Mischgruppe in Bezug auf die
Umfangswerte und die metabolische Gruppe, die durch ihre Kriterien ein Auftreten
von zentraler Adipositas und somit gesteigerten Bauchumfangswerten erleichterte.
Aufgrund der Vielzahl an Erkrankungen konnten nicht alle 41 Probanden in die 3
festgelegten Gruppen eingeteilt werden, weswegen eine Nebengruppe (Gruppe
divers) fir nicht-zuordenbare Patienten geschaffen wurde.

Nach deskriptiver Auswertung der Erkrankungsgruppen in Bezug auf die
Gesamtfallzahl konnten 29,30 % in die Tumorgruppe mit einem BAT-Anteil von
8,30 % eingeteilt werden, 41,50 % in die kardiovaskulare Gruppe mit einer
Beteiligung von 23,50 %, 19,50 % in die metabolische, bei einer 12,50 %igen
BAT-Masse und 9,8 % in die Gruppe divers mit einem 75 %igen braunen
Fettgewebsgehalt.

Bezuglich dieser Haufigkeitsberechnungen und den nicht aussagekraftigen
explorativen Berechnungen (getestet wurden aufgrund der Fallzahl nur die Gruppe
divers und kardiovaskular, hier konnte formal ein Zusammenhang erbracht
werden, der aber durch die niedrige Anzahl als nicht aussagekraftig angesehen
werden muss) durch eine niedrige Fallzahl liegt im allgemeinen kein
Zusammenhang zwischen Erkrankungsgruppen und BAT-Existenz in dieser
Studie vor. Die 75 % Mehrheit, welche eine Korrelation zwischen dem Vorkommen
und der Verteilung von BAT in Bezug auf die Erkrankungsgruppen zeigen wirde,
kann angesichts der nicht naher definierten Erkrankungen in keinen
Zusammenhang gebracht werden. Die Dominanz der Gruppe divers kann aber zur
Konstellation der Alterskorrelation hinzugezogen werden, da es sich bei 50 % der
Studienteilnehmer dieser Gruppe um die beiden jlingsten Probanden handelte.
Dies konnte als Erklarung fur das vermehrte Auftreten von BAT innerhalb dieser
Gruppe dienen.

Auf Basis der Bauchumfangsmessung bei allen Probanden ergaben sich Werte

zwischen 74 cm und 124 cm, dies ergab einen Durchschnittswert von 93,30 cm.
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Zur Verwertung wurden wiederum 2 Gruppen erstellt. Die 1. Gruppe besteht aus
Frauen mit Werten <80 cm und Mannern <94 cm, die 2. Gruppe aus Frauen mit
Werten >80 cm und Mannern >94 cm. Nach Berechnung der Haufigkeit innerhalb
dieser Kategorie zeigte sich, dass 55,55 % der BAT-positiven Probanden in die 1.
Gruppe aufgenommen werden konnten. Die Testung nach Pearson ergab keinen
signifikanten Zusammenhang.

Verteilt man die Patienten der 1. Gruppe (55,55 %) auf die Erkrankungsgruppen,
so konnte 1 BAT-positiver Proband von insgesamt 1 in die Tumorgruppe eingeteilt
werden, 2 von 3 in die Gruppe divers und weitere 2 von insgesamt 4 BAT-
Personen in die kardiovaskulare Gruppe.

Zusammenfassend zur 6. Hypothese lasst sich eine indirekt proportionale
Korrelation zwischen BAT und dem Bauchumfang der untersuchten Testpersonen
aufzeigen, welche eine Ubereinstimmung von PET-Scan-Auswertungen mit einer

427 erprachte. Auch

angemessenen Fallzahl durch die Arbeitsgruppen um Cypess
die Schatzung, dass 50 g BAT 20 % des Tagesumsatzes verbrennen kann’' und
die Ergebnisse der ,cafeteria diet‘, welche ergab dass Mause mit hoher BAT-
Aktivitit Resistenz in Bezug auf ernahrungsbedingte Adipositas zeigten®®, deuten
auf einen Zusammenhang zwischen Bauchumfang (somit auch mit dem
metabolischen Syndrom als Ausdruck von erhéhten Abdominalwerten und DM)

und dem Vorkommen sowie der Verteilung von BAT hin.

Als Resumee dieser Arbeit ergibt sich, dass BAT bei Routineobduktion durch
gezielte Gewebeentnahme bei beiden Geschlechtern, bei Jungen und bei Alten,
sowie bei adipésen bis kachektischen Patienten gefunden werden kann.
Signifikante  Verteilungsunterschiede konnten durch die geringe Anzahl der
Studienteilnehmer nicht nachwiesen werden. Diesbezuglich konnte eine
Fallzahlerhohung aussagekraftige Ergebnisse liefern sowie eine gleichmaRige
Zuteilung in die Erkrankungsgruppen ermoglichen, wodurch sich eine Korrelation
zwischen dem BAT-Vorkommen und den untersuchten Erkrankungsgruppen
ergeben konnte. Dies und die Tatsache, dass korrespondierende Gewebeproben
der 41 Probanden kryokonserviert wurden, konnte die Basis fur

aufbauende/erganzende Studien sein.
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Datum Erstvotum: 25022011

Es handelt sich um eine Studie im Rahmen einer Diplomarbeit.
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- Mulmalliche urermwarets schwenwizgende Mebemvirkungsn - SUSARs (AMMGE-Studien ab 1.5.2002)
oder schwersiegands unersinschie Ereigrisse - BAEs [andare Studien)
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Wonipis SAreYen, Karinh Sarvicaunteriags 10173410

Ltz Arcarung: 10L00L2H0 HS0P_Elnbringan von Kryaproben in dy Blabank {30
. F SOPF_PEK_ES
BioBank munhnuﬂmmﬂ Switw T von £

Einbiingen von Kryoproben In die Blobank {2D)

1. Fweck: 530OP fir den Schnallschnlit und die Pobanassarviening von
Kryoproben Rir die Blobank am instthut i0r Pathologle,

2, Galthmgiberaich:
« HRichxank [BB)
insith f0r Pothologla [IF]

3, TugAndigia;
«  Houptverantwortiche/r, sieha Pesonaimahts O-AS
« Shalvarretarfin; slehe Personaimahix O-A%

4, Ablogl/Vorgahanowelss:

E

? Dewr-GeflBe

Dewar mit RBhrchan-Halkerung [Fa, Askion]
FQssiger Shckshoff

Becherglas

ety tan

Kryo-RAOhrchan [mit 2D-Barcoda)

Fireette

Messar

Handschuhea

Hargdhakd inkl, Home-Base {28, Dolphin 76X
Shckstofftonk C-Lina Hermatic: Storage der Fa, Asidon
SHckstofftank Blosafa 420 5C der Fo, Massar

« Am Vortag werden anhand das CP-Programms riglevanta Openafionan
ausgewdhlt, sowle der dafdr notwandige IC eingeholt,

Die Koordination am Jewaligen OP-Tag. welcha Friiparate per Schnell-
schniit auf de Fathologle komman brw, direkt T Opanationssaal abauho-
ken sing, erfolgt dunch Absprache aings BR-sMikarhetars mit demn verant-
worllchen GP-Fersondal,

Sofem kein Schnelkchnltt gaplant Tst, wird dor fr das Jewellige Fachgebiat
verantworiiche Fachpathaloga ca. elne haks Shunde vor der gaplkantan
Frobeneninahma dunch elnan BE-MitarheTar Informiert.

Dig Abhohng, der ynfiderte Transport auf die Pathologlo mit dern dafOr
notwandgen histopathologischen Brsandefomulkr, sowle die neustdiche
Versidndigung deas 2skindgan Rachpathologan bl Bnireffen auf der Po-
thologle arfoigt durch BR-Mitarbelterinnen,

Im Falla gines Schnglischnittes wird ain BR-Mitaretter Oer den Flgpser [Nr.,
113 1664) exder talefantsch {Nr, 80450] Informiart,

sowphl bel abgeholtan, als auch bel per Schnelschnltt aintraffenden Pril-
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ioninki Saageymn, Karis: Sarviceuniprisge 10HT 5833

Latzin Anderng: 10.59.5010 S0P_Elnkringan vin Knraproban in dis Blalunle [207)
= O-FIS $OP_PEK_BE
‘ BioBank ‘ Qualitiymanagementyyyism Sy 2von d

Einbringen von Kryoproben In die Blobank (2D)

paratan, entschaldat der befindande Pathoalege. enfsprechend dan Var-
gaban der 3ammeksiratagle. oh aing enBiprechende Gewebaantnahme
miglich kit und gt die Proben aur Krvaasservianng fral (Ort: Schrall
schnliraum dar Pathologle],

» Dixs verhlelbonde Gewebe wird fommalnfdert und der histopathologischen
Routinediagnosik Oherdassan,

42, Frobenassenenmag:

» Man glaBt etwas fldssigan SHickstoff In das offane Dewar-GeflB

» Indlgsas GafdB stelt man wettars eln Bechearglas mit Mathyvibutan [ca.lem
hach befliit], Das Methylbuhan muss 50 knga Im Shickstoff verwellen, bis
sich am Bodan des Becharglosas gefrorene Araale bildan

* Wilhrendessen scannt mnan vom Befundzetiel dle AZ-Nummaear gin; mit Hilfia
dleser Nummer warden die Patientendaten erfasst [slehe AL_Hondheld)

= Am Handheld muss dann das antsprechende Ongan, dia Lokalsation, dar
inhalt und dle dorugehinga Diagnose ausgewdhit werden

+ Iwecks denitfikaion der Probe wird der 2D-Barcode des Kryo-REhrchens
thesen Daten 2ugeordnat, Indem man den Barcode mit dem Hanaheld
ginlast,

» Das Gowabeo wind, antsprechend der Gride dos Kryordhrchans. Tn kielng
SHicks zartellt (hasonders Fattgewabea dehnt sich stark aus wann &3 gefro-
ren 5] und Tn das, mit geldhitern Mathywibutan bef(ilbe Bacharglas ge-
raucht [dos Gewebe gofiert sofort]

+ [Dia R&hrchen wenden sofort mit dem entsprechandam Gawaba beaefliit um
etwalga Verwachsingen 2u vemelden, erst dann wird gas nfichste Ge-
webe abgaarhatet, Gledch nach dem Befiken warden dig ROGRrchan In
den Mssigen Stckstalf moansfedert

» Dia Daten wenden aur spdteren Kontrobe In dos FRI18 Togesprotakal Bn-
gang Kryoproben [2D)" eingetragan

s Doz mit dan Proban gefQite Dewor-GefOR wind am Bnde das Tages abge-
halt und die mit Gowsbe bastflckian Kryorlhrchan wardan Im Transport-
rank gelagart. der rsvischenreTtich varschiossen wind,

» Dig Handhelds wenden Kigich In dia an angn FC angeschinssana Home-
Base gastaltt, wodurch die Daten In da Blosampla Fro-Datenbank impor-
fiart warden, Audandern wind automatfsch dle Fosion fir dle Bniagenng
Im Asklon-Tank vergehen und In dia ,Onder It Obertragan. falls Tm Hand-
halg unter Tank Askion® ausgewihitwarda [Eeha AL_Hanodheid)

= Dla genaue Diagnose muss alendings nochindiglich ergdnzt werdan (slaha
SQP_DE_Blosample Pro),

s Jonach Bedarf werdan dia Froban aus dem Transporthank [die RShrchen
werden dort In dan Laden organspedifisch geordnet] an Thre Endlagamaos-
fion Tm Askdon- adar Resafe 420 SC-Tank transterart,
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Latzte Arslenmg: HL00.2812 SOP_Einkeingen von Kryoproben in dle Blabenk (20)
. : O-A% JOP_PEK_BE
‘ BivuBank | Qualtiymanagemantsystam Salte 3 von 4

Bnbringen von Kryoproben In die Blobank (2D)

44, Probonlggarung:
= Ays dem Transporttank werdan da Rohrchen aus den sich daran befind|l-
chen Boxan In gin Dewoar-Gafda Oberfhrt,

4.4. [, Frobeniagensng im Askon;

¢ Indiesemn Fal wird dar Dewor Ins ZkF In den 3. Stock Roum 045 franspor-
fiert, wo slch der Askdon-Tank befindat

o Dan Askion mittes Hauphschalter eimschattan und dia Stckstofaufihr
ym ArheTisherelch [Tum) auidrehen [siehe Al_Askion|

¢ DarArbettsraum soltte auf ¢a, -100°C henuntargekihit wenden {dies
dauart ca, einenhalb Shundan)

¢ Wenn der Tumn die gewlnschia Tampara o emelcht hat, wanden die
Frahan In dia RMrchenhaltening und wettars In den Dowar d, Fa, Askl-
an eingeordnat. Mittels der Schieuse werdan diase dann in den Arbetts-
raumn gabracht

a  kon muss dann mit den befasiigtan Handschuhen aingnetfen und den
Derwar von der 3chieuse nehman

a  WICHTKG: Dan Cewar 5o alstalen, dass er sich nicht unmitakar auf
dem 2 Beflllenden Rack befingetll]

a Order s &fnan und aelnasordnends RORnchan aus der am Blidschim
arschalnandan Liste auswihien

a Rdhrchen mit Hife der Pinsetie {as snd 2wel Im Askion posifionlart, digsa
solten Immer In den daflr vorgesehenen Vomchhngen gelagert wer-
den] unter den. sich Im Gerfit befindichan Scaonner hatten und abwor-
ten, bis dia ganauea Lagampostion arscheint

o Dig Probe an cla angezeigha Fostion Im Rock stallen

¢ Wenn alle Proban abgearbeltat sind, den Askion Tank In dan Standkby-
Maodys bringan, den PC herynterfahren und dan Stickstoffhahn, der den
Arheltsoum spalst, abdrahan,

4.4.2, Probeniogening im Blosole 420 3C-Tank

o  Froban, de In den Biesafa 420 5C-Tank galangen, wenden ehenfalls mit
dem Dewar Ins ZMF franspartiant, allardings In dan 2.UG Raum 014

o Es gt drel Tanks, die A.B und C genannt werden

o Dig 5Kinder In digsen Tanks sind organspaziiisch geondnet

¢ Vor dem Bniagem wird aing Proben-Liste aus Blosample Pro Tn Excel Im-
portert; In diaser werden da genauen Daten {Sinder/Box/Postion) no-
tert

¢  Dig RGhrchen warden Immer jewals an dia ndichste frale Posttion In der,
dem Crgan entsprachenden Box, gasteltt

a  Dig BocgtListe wird 2um spdianen Zelipunkd wigder In Blosample Pro re-
Imparilart und sormtt sind dese Informationen dann In der Datenbank
abnfbor,
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Lotz A 10.09.2040 SOP_Binbringan von Kryoproban In dia Bchan (30)
. 0-RS $0OF_FER_BA
Queit&tymanagementyystam Salipdvond
Bnbringen von Kryoproben In dle blobank (2D)
5, Mitgetienda Unisagen:;
« FB318 Tagesprotokoll Eingang Kryoproben {20}
« SOP_Trang Kryo
« JOP_DE_Rigsampie Pro
« Al Hangheid

&, Dokumaentelion der Titigicalt:
»  AusgefOites FRI1A Togasprotokoll Engang kryopraben (2D), abgalegt Im
Crdner , Tumarbank Pratakolle” Im 83-80ra am Institut fdr Pothologle
» Blosample Pro

7. Anderungadionst, Houptverantworllche/er
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IHC

Immunhistochemie

UCP-1 (Santa Cruz SC6528)

Schnitte Uber Nacht antrocknen lassen

Bei 60°C fur 30 min in den Brutschrank

Entparaffinieren beginnend mit  2x Xylol (1x 10 min, 1x 5 min)
2x 100% Ethanol (je 3 min)
1x 70% Ethanol (3 min)
1x 50% Ethanol (3 min)
Aqua dest. (3 min)

Vorbehandlung

Im Druckkochtopf Pascal Dako mit Natrium-Citratpuffer pH 6.0, 0.01M
(Apotheke)

Programm: 120°C, 2 min 50 sec

Abkihlen lassen fur 20 min

Blockierung der endogenen Peroxidase
1% H>05 in Methanol, 15 min

3x 5 min spulen mit PBS

Auftragen des 1. AK

Anti UCP-1 1:100 in Dako REAL™ Antibody Diluent (S2022),
Inkubation 1h bei RT

3x 5 min spulen mit PBS

Auftragen 2. AK
Multi Link swine Anti-Goat, Mouse, Rabbit Immunoglobulins/Biotin
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(E0453 Dako) 1:100 in Dako REAL™ Antibody Diluent (S2022)
Inkubation 30 min bei RT

3x 5 min spulen mit PBS

¢ Auftropfen von UltraVision LP Detections System (Thermo Scinetific TL-125
HL) HRP —Polymer fur 30 Minuten bei RT

3x 5 min spulen mit PBS
e Detektion mit AEC Substrat (DakoCytomation AEC Substrate Chromogen
Ready-to-Use, K3464)

Kontrolle der Reaktion unter dem Mikroskop

Stoppen mit PBS

e Farbung mit Hamalaun nach Mayer (1 min) und blduen in heil3em
Leitungswasser

¢ Eindeckeln mit Aquatex

Silvia Schauer
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