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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Einteilung der Kardiomyopathien

Nach der aktuellen WHO/ISFC-Klassifikation [52, 71] werden alle Erkran-
kungen des Herzmuskels als Kardiomyopathien bezeichnet, die mit einer
objektivierbaren kardialen Funktionsstorung einhergehen. Eine Einteilung
erfolgt hierber anhand des klinischen Phéanotyps, d.h. nach der Himodynamik
und der makroskopischen Anatomie [72]. Dabei werden fliinf Formen der
Kardiomyopathie unterschieden:

1. Die hypertrophe Kardiomyopathie (HCM)
Die restriktive Kardiomyopathie (RCM)
Die arrhythmogene rechtsventrikuldre Kardiomyopathie (ARVCM)
Die dilatative Kardiomyopathie (DCM).
. Die nicht klassifizierbare Kardiomyopathie (NCCM)

I~

Normal DCM HCM
RCM ARVCM NCCM

DCM = Dilatative Kardiomyopathie; HCM = Hypertrophische Kardiomyopathie;
RCM = Restriktive Kardiomyopathie; ARVCM = Arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie;
NCCM = Nicht klassifizierbare Kardiomyopathie; LV = Linker Ventrikel; RV = Rechter Ventrikel

Abb. 1: Klassifikation der Kardiomyopathien [54]
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Uber diese fiinf Formen hinaus gibt es noch den Begriff der ,spezifischen
Kardiomyopathie*. Dieser beschreibt Herzmuskelerkrankungen, die mit be-
stimmten kardialen oder systemischen Erkrankungen einhergehen.

Beispiele hierfiir sind die ischdmische, die valvuldre, die hypertensive, die
inflammatorische und die metabolische Kardiomyopathie. Des Weiteren
existieren spezifische Kardiomyopathien, die im Rahmen von Speicher-
erkrankungen oder generalisierten Systemerkrankungen, wie z.B. beim Lupus
erythematodes, bei der Polyarteritis nodosa oder der Sklerodermie auftreten,
oder die aufgrund muskuldrer Erkrankungen, wie Skelettmuskeldystrophien
oder -myopathien entstehen.

Dariiber hinaus gibt es auch medikamentds-toxische Herzmuskelerkrankun-
gen, welche aufgrund verschiedener duBerer Faktoren, wie z.B. durch die
Aufnahme von Alkohol, trizyklischen Antidepressiva, Katecholaminen oder

auch Zytostatika entstehen konnen.

Die American Heart Association (AHA) hat im Jahr 2006 eine neue weitere
Einteilung in primire und sekundére Kardiomyopathien vorgenommen [57].
Die primdren Kardiomyopathien sind die am haufigsten vorkommenden
Kardiomyopathien. Sie konnen genetisch bedingt oder erworben sein und
beschrianken sich iiberwiegend auf den Herzmuskel. Beispiele fiir deren
zugrunde liegende Ursachen sind Vitien oder die hypertensive Herzkrankheit.
Zu den primédren Formen gehort auch die dilatative Kardiomyopathie (DCM),
welche Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist.

Sekundédre Kardiomyopathien treten im Gegensatz dazu im Rahmen von
generalisierten Funktionsstorungen, wie dem Diabetes Mellitus oder der

Hamochromatose auf.
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1.2 Die dilatative Kardiomyopathie (DCM)

1.2.1 Epidemiologie der DCM

Die dilatative Kardiomyopathie ist die am hédufigsten auftretende morphologi-
sche Form der Kardiomyopathien. Thre Inzidenz betrigt momentan 3 pro
100.000 Einwohner und steigt stetig an [28]. Thre Privalenz liegt dabei bei
10-15 pro 100.000 Einwohner. Die hochste Inzidenz von 1 zu 100 bzw. 1 zu
1.000 findet sich auf dem afrikanischen Kontinent [84]. Das generelle Risiko,
an DCM zu erkranken, ist fiir Menschen afroamerikanischer Abstammung,
genauso wie fiir Méinner im Vergleich zum weiblichen Geschlecht, jeweils
um das 2,5-fache erhoht [7, 28].

Die Krankheit tritt generell in allen Altersgruppen auf, kommt jedoch bevor-
zugt bei jungen Menschen und im mittleren Lebensalter vor. In selteneren
Féllen konnen auch bereits Kleinkinder und Sduglinge betroffen sein. Die
Inzidenz von Kardiomyopathien im Kindesalter betragt ca. 1 % aller angebo-
renen Herzfehler und die DCM ist dabei fiir 4-8 % aller kardialen Todesfdlle

verantwortlich [3]. Morbiditit und Mortalitit nehmen mit dem Alter zu [9].

1.2.2 Klinisches Erscheinungsbild und strukturelle Verinderungen

Das klinische Erscheinungsbild der DCM ist gemdl der WHO durch
chronisch fortschreitendes Herzversagen und eine Vergroferung des
Herzvolumens durch die Dilatation des linken oder beider Ventrikel ohne
Verbreiterung der Ventrikelwédnde charakterisiert. Des Weiteren findet sich
bei der Krankheit eine stark verminderte Ejektionsfraktion aufgrund einer
iiberwiegend systolischen Kontraktionsstorung des Herzmuskels mit
zusatzlicher diastolischer Komponente.

Entsprechend der strukturellen Verdnderungen &uflert sich die Krankheit
durch das Auftreten belastungsabhingiger Dyspnoe und korperlicher

Schwiche, sowie durch Rhythmusstérungen und Palpitationen.
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Die Patienten konnen sich durch diese Symptome stark beeintrachtigt fiihlen.
Das klinische Kardinalsymptom der DCM, die nicht ischdamische
Herzinsuffizienz, kann zudem von Arryhthmien und Thrombembolien
begleitet sein. Jede dieser Dysfunktionen kann in jedem Stadium der
Krankheit zum plotzlichen Herztod fiihren. Das Durchschnittsalter zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose liegt bei 40 Jahren [28]. Dass die DCM durch
thren langsamen Verlauf oft erst in spateren Stadien diagnostiziert wird, ist
prognostisch sehr ungiinstig. Daher liegt bei symptomatischen Patienten auch
meist bereits eine fortgeschrittene Form der Krankheit vor, wobei 25 % der
Patienten noch 1m Jahr der Diagnosestellung versterben. Bei voll
entwickeltem Krankheitsbild konnen alle Schweregrade der Herzinsuffizienz
angetroffen werden. Dabei kann Drittel aller Herzinsuffizienzen auf die DCM
zuriickgefiihrt werden [14].

Pathobiologisch zeigen sich bei der DCM interstitielle Fibrosen und
strukturelle Alterationen der extrazelluldren Matrix, die einen Verlust
funktionstiichtiger Zellen verursachen und dadurch die Herzfunktion
beeintrachtigen. Durchschnittlich tlibersteigt die Grofle der Zellen die Norm.
Trotzdem finden sich nicht nur deutlich hypertrophierte, sondern auch normal
grofe und stark verschmdlerte Myozyten in histologischen Priparaten
kardiomyopathischer Herzen [21, 63, 76, 97]. Die Hypertrophie scheint vor
allem im Bereich von Narben besonders ausgepragt zu sein [36]. Dennoch
gibt es keine spezifischen pathognomonischen, makroskopischen Befunde fiir
das Vorliegen einer dilatativen Kardiomyopathie und eindeutige histologische
Beweise fehlen.

Das insgesamt erhohte Volumen des Herzens beinhaltet auch einen erhdhten
Fibroseanteil in der Herzmuskulatur, dessen Muster und Verteilungen
verschieden ausfallen konnen. Diese Muster konnten bereits im MRT durch
spate Gadoliniumanreicherung in fibrosierten Arealen des Herzmuskels

beobachtet werden [60].
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Die Ansichten iiber die Entstehung der Myokardfibrose gehen auseinander.
Sie kommt vermutlich durch zuvor zugrunde gegangene Herzmuskelzellen
zustande [39]. Da eine Persistenz kardiotroper Viren und autoimmuno-
logische Prozesse als mogliche Ursachen dilatativer Kardiomyopathien disku-
tiert werden, liegt auch der Schluss nahe, dass eine lokale Entziindungs-

reaktion moglicherweise die Fibrose induziert [28].

1.2.3 Atiologie und Pathogenese der DCM

Die Atiologie der DCM ist zumeist unbekannt. Sie tritt meist sporadisch auf,
zeigt jedoch bei 10-20 % eine familiare Haufung [28, 61, 62, 83, 86].
Bislang wurden 16 Gendefekte identifiziert, die muskuldre Proteine, wie z. B.
Dystrophin, Desmin, Lamin, Troponin T und Aktin betreffen. Ungefahr zwei

Drittel der DCM-Fille sind viral bedingt [28].

1.2.3.1 Inflammation

Die Bildung von Autoantikorpern [47, 65,79], T-Zell-getriggerte
Immunantworten und Apoptose [39] werden bislang als hauptsichliche
pathobiologische Mechanismen diskutiert, die zu kongestivem Herzversagen
fiihren konnen. Neuere Daten lassen annehmen, dass eine persistierende
Entziindung im Myokard in vielen Féllen zum Fortschreiten der Krankheit
fiihren konnte. Damit ist auch die chronische Generation von Autoantikdrpern
gegen myokardiale Antigene kausalpathogenetisch in Verbindung zu bringen.
Einzelheiten der entziindlichen Genese sind mittlerweile beschrieben worden
[13, 50, 91]. Doch obwohl sowohl Antikorper als auch manche Viren und
seltener Pilze oder Bakterien das Komplementsystem aktivieren konnen, ist
die Rolle des angeborenen Immunsystems bei der dilatativen Kardiomyo-
pathie noch nicht systematisch untersucht worden.

Bei Patienten mit DCM wurden Abnormalititen sowohl humoraler als auch

zelluldrer Bestandteile des Immunsystems entdeckt [18, 46, 47, 103].
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So konnten kiirzlich Oberflichenmarker wie HLA I, HLA 11, CD 19, CD 54
und die Lymphozyten- und Makrophagenmarker CD 2 und CD 68 im
entziindeten Myokard nachgewiesen und diagnostisch gewertet werden. Unter
Verwendung dieser Marker kann bei fast der Halfte der Patienten, die an
dilatativer Kardiomyopathie erkrankt sind, ein chronischer Entziindungs-
prozess festgestellt werden [41]. Dariiber hinaus gibt es bisher allerdings nur
wenige Informationen dariiber, ob die Befunde von myokardialen Biopsien

mit dem Outcome von DCM korrelieren.

1.2.3.2 Viren
Virale Infektionen sind in den industrialisierten Lidndern die héufigste
Ursache fiir die akute Myokarditis, welche wiederum eine wesentliche Ur-
sache fiir die Entstehung einer DCM darstellen kann. Ungefdahr 60 % aller
DCM-Fille sind auf eine virale Genese mit vorangegangener, nicht ausgeheil-
ter Virusmyokarditis zuriickzufiihren [28]. Enteroviren, besonders das
Coxsackievirus B3 und B4, Adenoviren, Epstein-Barr-Viren, Zytomegalie-
viren, Herpesviren und das Parvovirus B19 gehoren hierbei zu den héaufigsten
kardiotropen Viren, wobei wahrscheinlich alle humanpathogenen Viren eine
Myokarditis hervorrufen konnen [4, 5, 27, 48]. Die Priavalenz der kardio-
tropen Viren in Endomyokardbiopsien scheint dabei aullerordentlich variabel
zu sein, wobei vor allem die Angaben fiir den Nachweis von enteroviraler
RNA, je nach Nachweismethode, stark schwanken [24, 32, 68]. Eine akute
Virusmyokarditis kann nach entsprechenden reparativen Vorgéingen folgenlos
ausheilen und ist im Gegensatz zu der chronischen Form der DCM in der
Regel selbstlimitierend. Bis auf die Riesenzellmyokarditis und die Form der
nekrotisierenden Myokarditis besitzen die Myokarditiden deshalb auch eine
gute Prognose [S1].
Bei einem Teil der Patienten kann das Virusgenom jedoch im Myokard per-

sistieren und die Virusmyokarditis in ein chronisches Stadium {iibergehen.
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Man unterscheidet deshalb die akute Myokarditis, eine chronisch aktive Form
mit und ohne persistierendem Virusgenom, eine chronische autoimmun-
vermittelte Myokarditis und das mogliche Endstadium, die DCM.

Der klinische Verlauf der Myokarditis ist demzufolge sehr variabel und reicht
von einem meist asymptomatischen oder milden, bis hin zu einem fulminan-
ten Verlauf mit todlichem Ausgang [51]. Es bestehen neben Entziindungs-
zeichen meist Zeichen der Herzinsuffizienz. Eine kausale Therapie ist bei der
Virusmyokarditis noch nicht etabliert und die Behandlung entspricht weitest-
gehend einer allgemeinen Herzinsuffizienztherapie. Im chronischen Stadium

sind die Symptome weniger charakteristisch.

Es wurden lange Zeit Vermutungen dariiber angestellt, ob die chronische
Entziindung des Herzens zu der Pathogenese der DCM beitragen konnte
[39, 80]. Zudem scheint es, als ob eine subklinische, viral induzierte Myokar-
ditis eine Autoimmunantwort induzieren konnte, die ihrerseits zu dilatativer
Kardiomyopathie fiithrt. Das hédufige Vorkommen viraler Genome im
Myokard bei Patienten mit idiopathischer DCM liefert den Verdacht, dass die
virale Myokarditis als hauptsidchliche Ursache fiir die Entstehung der DCM in
Frage kommen konnte [5, 28]. Schon das alleinige Vorhandensein von Viren
im Myokard ist offensichtlich mit einer schlechteren Prognose assoziiert [99].

Ein Beweis dieses Zusammenhangs steht jedoch nach wie vor aus [58, 59].

1.2.4 Diagnostik und Therapie der DCM

Die Diagnostik der dilatativen Kardiomyopathie umfasst sowohl invasive als
auch nicht-invasive Methoden [14]. Neben den konventionellen nicht-
invasiven MalBlnahmen wie Anamnese, korperlicher Untersuchung, Labor-
untersuchung, Elektrokardiogramm (EKG) und Roéntgen Thorax, zdhlt die

Echokardiographie zu einer der wichtigsten Untersuchungsmethoden.
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Die Diagnosestellung der idiopathischen DCM kann aufgrund vorliegender
koronarer Herzerkrankungen, Herzklappenerkrankungen oder anderer Her-
zerkrankungen erschwert sein. Deshalb sind hierzu auflerdem die Herz-
katheteruntersuchung mit Koronarangiographie und eine Endomyokard-
biopsie mit histologischer und immunhistologischer Untersuchung der
Myokardbiopsiepartikel zum Ausschluss einer Myokarditis empfohlen
[22, 23, 24, 53, 68].

Allgemein gelten die europdischen Therapierichtlinien der Herzinsuffizienz
[34, 87] auch fiir die idiopathische DCM. Diese beschrianken sich bislang auf
symptomatische und konventionelle Therapien und umfassen didtetische
MaBnahmen mit Kochsalz- und Wasserretention, die Meidung kardio-
toxischer Medikamente und die Reduktion koronarvaskularer Risikofaktoren.
Des Weiteren beinhalten sie Alkohol- und Nikotinkarenz, die Anstrebung
eines Normalgewichts und eine Minderung der kardialen Arbeitsbelastung
durch korperliche Schonung und hiufige Ruhephasen.

Die medikamentose Behandlung der DCM richtet sich nach der sympto-
matischen Klassifizierung gemall der NYHA-Stadien. Sie besteht aus Angio-
tensin-Converting-Enzym-Hemmern (ACE-Hemmer) oder Angiotensin-
Rezeptorblockern (ARB) in allen Stadien der chronischen Herzinsuffizienz,
Diuretika (bei Herzinsuffizienz mit Lungenstauung oder peripheren Odemen;
NYHA II), Aldosteron-Antagonisten, wie z.B. Spironolacton (NYHA III),
Herzglykosiden zur Besserung der Kontraktilitit (NYHA II und IV) und
Betablockern NYHA II - IV).

Durch die kombinierte klassische Gabe dieser Medikamente konnte neben
Erleichterung der subjektiven Symptomatik auch eine verbesserte Prognose
hinsichtlich des Uberlebens erreicht werden [2, 15, 34, 87, 100]. Eine dauer-
hafte Antikoagulation wird auf Grund der erhohten Thrombemboliegefahr

ebenfalls empfohlen [14].
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Der Wert immunsuppressiver und antiviraler Therapie ist bislang nicht bewie-
sen, da verschiedene Studien inhomogene Ergebnisse erbracht haben
[11, 25, 35, 43]. In manchen der Studien wurden die Patienten mit Immun-
suppressiva behandelt, in anderen wiederum mit Interferon. Die sehr unter-
schiedlichen Erfolgsraten konnten dabei zwei Hauptgriinde haben:

Erstens war eine mogliche virale Infektion vor der immunsuppressiven
Behandlung nicht ausgeschlossen worden und zweitens benutzten die meisten
Studien nur Lichtmikroskopie um eine Entziindung zu diagnostizieren. In
Studien von Felix et al. konnte auerdem ein positiver Effekt von Immuno-
adsorption mit anschlieBender Immunglobulinsubstitution auf die kardio-

vaskuldre Funktion von Patienten mit DCM nachgewiesen werden [20].

1.2.5 Prognose und Uberlebenswahrscheinlichkeit

Der Verlauf der dilatativen Kardiomyopathie ist in der Regel chronisch
progredient und seine Geschwindigkeit sehr stark abhédngig vom klinischen
Zustand und Alter des Patienten. Eine Heilung ist, bis auf die Moglichkeit
einer Herztransplantation, bisher noch nicht moglich. Die jahrliche Mortalitét
von Patienten im NYHA I-Stadium liegt bet 5—10%. Bei NYHA II - I
steigt die jahrliche Mortalitit auf 15 — 30 % und im Stadium NYHA IV liegt
die Mortalititsrate im ersten Jahr sogar bei anndhernd 50 % [54]. Davon
versterben 50 % an fortschreitender Herzinsuffizienz, 25 % an plotzlichem
Herztod und weitere 25 % an thrombembolischen Komplikationen [28].

Die konservativ nicht beherrschbare DCM stellt die héufigste Indikation
(> 50 %) fiir eine Herztransplantation als ultima ratio dar. Die 1-, 5- bzw. 10-
Jahres-Uberlebensrate nach Herztransplantation liegt heute bei 88 %, 77 %
bzw. 57 % [98]. Daher sind Differentialdiagnosen und die Erforschung der
Entstehungsursachen fiir die Prdvention und Therapie der DCM von

entscheidender Bedeutung.
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1.3 Das Komplementsystem

Das Komplementsystem ist ein Teil des angeborenen Immunsystems, der
durch die Evolution hinweg hichst effektiv konserviert wurde.

Die Hauptaufgabe der Komponenten des Komplementsystems besteht darin,
als Opsonine und Chemokine fiir Phagozyten zu wirken und zudem eine
Rethe von Entziindungsreaktionen auszulosen, die den Kampf gegen eine
Infektion unterstiitzen. Eine weitere Funktion ist die direkte Zerstorung von
Bakterien durch das Einfiigen von Poren in deren Zellmembranen durch den

so genannten Membranangriffskomplex, MAK (C5b-9).

Das ganze System besteht aus einer Kaskade von iiber 20 Serumproteinen, die
durch die Bindung von Antikorpern oder z.B. CRP [89,96] an die
Komplementkomponente C1 iiber den klassischen Weg aktiviert werden
kann. AuBlerdem kann eine Aktivierung iiber den alternativen Weg durch die
Bindung von Partikeln, wie z.B. Zellwidnden oder Cholesterinbausteinen, an
die Komponente C3 oder den Lektin-Weg erfolgen.

Komplementaktivierung bis zum Schlussglied der Kaskade fiihrt zu der
Bildung von proinflammatorischen Molekiilen, z.B. den Anaphylatoxinen
C3a, C5a und C2b mit gefaBerweiternder und chemotaktischer Wirkung, als
auch des terminalen Komplement-Komplexes C5b-9 [19]. Sie bewirkt
demzufolge die chemotaktische Anlockung von Leukozyten, verstarkte
Phagozytose und letztendlich die Lyse der kernlosen Zielzelle.

Der genaue Effekt von C5b-9 auf kernhaltige Zellen, also auch auf
Kardiomyozyten, ist jedoch bislang noch ungeklart. Im Gegensatz zu
Erythrozyten iiberleben diese einen Angriff von C5b-9 und antworten mit der
Bildung und Sekretion von proinflammatorischen Molekiilen, wie z.B.

Zytokinen, Chemokinen oder Wachstumsfaktoren [66].
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Dariiber hinaus 1ost C5b-9 Effekte der Signaltransduktion, z.B. die
Aktivierung der Mitogen-aktivierten Protein-Kinase (MAP-Kinase) und des
Kernfaktors (NF)-kB in kernhaltigen Zellen aus [66]. Die meisten dieser
Effekte scheinen durch den C5b-9-induzierten Calcium-Einstrom in die

Zellen verursacht zu werden.

Es gibt Berichte dariiber, dass eine Komplementaktivierung zu myokardialer
Entziindung fiihren konnte [89, 103]. So wurde erst kiirzlich nachgewiesen,
dass der terminale Komplement-Komplex C5b-9 die TNF-a-Synthese in
Kardiomyozyten in vitro stimuliert und dass C5b-9 und TNF-a im
Herzmuskelgewebe von DCM-Patienten gemeinsam auftreten [103]. Erste
klinische Studien zur TNF-o-Inhibition mit Infliximab lassen jedoch
vermuten, dass eine generelle Inhibition der Entziindungsprozesse

therapeutisch nicht unbedingt giinstig sein muss [6, 26].
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1.4 C-reaktives Protein

Das C-reaktive Protein (CRP) besitzt eine pentagonformige Struktur ohne
Kohlenhydratanteil und wird in der Leber gebildet, wo seine Produktion am
starksten durch Interleukin 6 (IL-6) stimuliert wird. Seine Namensgebung
beruht darauf, dass es zusammen mit Calciumionen mit dem C-Polysaccharid,
einer Teichonsdurehaltigen C-Substanz von Streptococcus pneumonieae, rea-
giert und eine Prézipitation hervorruft [95]. Seine Hauptwirkung entfaltet das
Molekiil als Teil des Immunsystems. CRP gehort zu den Akute-Phase-
Proteinen und seine Plasmakonzentration kann als Antwort auf Inflammation,
Trauma oder Infektion von weniger als 1 pg/ml bis auf ca. 600 pg/ml anstei-
gen [64, 78, 93]. Pathomechanistisch bindet es an Liganden, die in geschadig-
tem Gewebe exprimiert werden, aktiviert das Komplementsystem und ver-
groflert auf diesem Weg myokardiale und zerebrale Infarkte, indem es den

Entziindungsprozess verstarkt [29].

Schon seit einigen Jahren wird das C-reaktive Protein auch mit der
Pathogenese der Atherosklerose in Zusammenhang gebracht und auf seine
mogliche FEigenschaft als starker und unabhingiger Risikofaktor fiir
kardiovaskuldre Erkrankungen hin genauer erforscht [45]. Im Gegensatz zu
den erhohten CRP-Spiegeln, die wie zuvor beschrieben im Rahmen von
Entziindungen auftreten, geht es hierbei jedoch um Abstufungen im
Normbereich (CRP <5 pg/ml). In den letzten Jahren wurden dazu
verschiedene Studien durchgefiihrt, in denen der Zusammenhang zwischen
einem erhohten basalen Serumspiegel an CRP im so genannten high-
sensitive-Bereich (1 —5 pg/ml) und der Atherosklerose untersucht wurde.
Initial hohere Werte (4 — 5 pg/ml) konnen hierbei grundsétzlich ein erhdhtes
Risiko fiir ein akutes kardiovaskulédres Ereignis bedeuten [40, 72, 74].
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Je hoher der durchschnittliche, basale Plasmaspiegel beim gesunden
Patienten, desto hoher ist z.B. das Risiko, einen Herzinfarkt zu erleiden. In die
aktuellsten Richtlinien zur Risikostratifizierung kardiovaskularer Krankheiten
wurden Messungen des hsCRP-Spiegels aufgenommen und Risikobereiche
definiert [69]. So korrespondieren Werte unter 1 mg/l mit einem niedrigen,
Werte zwischen 1 mg/l und 3 mg/l mit einem mittleren und Werte iiber 3 mg/1
mit einem hohen Risiko des Patienten an Atherosklerose oder anderen

kardiovaskuldren Krankheiten zu erkranken [69, 81].

Auch nach einem abgelaufenen akuten Myokardinfarkt zeigten Patienten mit
einem bereits initial deutlich erhohten CRP-Spiegel unabhingig von anderen
Risikofaktoren einen schlechteren klinischen Verlauf als die Vergleichs-
gruppe [45]. Ridker et al. wiesen ein dreifach hoheres Risiko fiir die Entwick-
lung eines akuten Myokardinfarkts fiir Méanner mit hohen CRP-Werten im
Vergleich zu Probanden mit niedrigen Werten nach, wobei diese Beobach-
tung unabhingig von anderen bekannten Risikofaktoren war [72]. Auch zeigt
die Hohe des CRP-Wertes nach Infarkt eine signifikante Relation zum Aus-
mal} des ischdmischen Areals [45] und kann somit auch weitere Komplika-
tionen, sowie das Mortalitatsrisiko nach einem akuten Myokardinfarkt ab-
schitzen.

Lagrand et al. haben dabei nicht direkt das CRP fiir eine schlechtere Prognose
bei der Entwicklung einer KHK und deren Folgen verantwortlich gemacht,
sondern das durch CRP aktivierte Komplementsystem [44]. Dieses induziert
lokal die Einwanderung und Aktivitdt von neutrophilen Granulozyten, flihrt
zur vermehrten Expression des fissue factor und damit zur verstirkten
Thrombenbildung und kann zudem direkt die Zellwand von Endothelzellen
und Kardiomyozyten schddigen. Ein initial hoher CRP-Spiegel soll dabei als
"Substrat" fiir eine iiberdurchschnittliche Aktivierung des Komplement-

systems dienen und so deren Folgen verursachen [31, 45].
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Durch diese These liee sich das Phianomen erkldren, warum initial erhohte
CRP-Werte sowohl bei Gesunden als auch bei bekannten KHK-Patienten
einen schlechteren Krankheitsverlauf vorhersagen konnen.

In den letzten Jahren wurde deshalb die Messung von hsCRP herangezogen,
um instabile Phasen im Rahmen der Atherosklerose zu erkennen. Dem CRP
wurde eine tragende Rolle bei der Atherosklerose [87, 90, 102],
metabolischen Syndromen, koronaren Herzkrankkeiten und ischdmischem
Herzversagen zugeschrieben [10, 38]. Es scheint bewiesen, dass erhohte
CRP-Spiegel eine prognostische Rolle sowohl fiir grofere kardiovaskuldre
Ereignisse, als auch fiir die Mortalitidt spielen und dass sie prognostische
Informationen zur Risikostratifizierung bieten konnen [12, 73]. Studien zur
Sekundarpriavention von atherosklerotischen Erkrankungen (REVERSAL und
PROVE-IT) lieferten eine positive Korrelation zwischen der Abnahme der
CRP-Spiegel unter Statin-Behandlung und einer verminderten Bildung von

Atheromen, sowie mit einer verbesserten Auswurffraktion [67, 75].

Basierend auf seinem zentralen Status bei kardiovaskularen Erkrankungen
wurde CRP zu einem versprechenden Ziel fiir therapeutische Ansétze
[49, 70]. Mogliche Forschungsschwerpunkte konnten die Entwicklung von
CRP-Rezeptorblockern, Antisense-Strategien oder Techniken zur Synthese-
Blockade des Proteins sein. Es existieren bislang allerdings nur sehr wenige
Untersuchungen iiber den Einfluss von CRP im Rahmen von nicht

ischiamischen Herzkrankheiten [82].

Diese Studie untersucht erstmals das Vorhandensein von myokardialem CRP
bei nicht ischdmischer, dilatativer Kardiomyopathie (DCM), seine Korrelation
mit dem Plasmaspiegel von hsCRP und seine Kolokalisation mit dem

terminalen Komplement-Komplex (C5b-9) im Myokard.
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Material und Methoden
Material
Produkt: Hersteller:
Chemikalien
Aceton Sigma-Aldrich,
Steinheim, D
Methanol Sigma-Aldrich,
Steinheim, D
KCl Sigma-Aldrich,
Steinheim, D
Na,HPO4*2H,0 J.T. Baker, Deventer, NL
Hydrogen Peroxid (30 %) J.T. Baker, Deventer, NL
Kaisers Glyceringelatine Microscopy Merck, Darmstadt, D
KH,PO4 Merck, Darmstadt, D
NaCl AppliChem, Darmstadt, D
Héamalaun ChromaDivision, Miinster, D
Material / Geréte
Deckgléser (24 x 60 mm) Menzel, Braunschweig, D
Objekttrager Menzel, Braunschweig, D
pH-Meter WTW, Weilheim, D
Lichtmikroskop Zeiss, Jena, D
Laborwaage Scaltec, Gottingen, D
Jung Tissue Freezing Medium Leica Microsystems,
Nussloch, D
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Produkt: Hersteller:
Pipetten
Tubes 1,5 ml Eppendorf, Hamburg, D

Pipetus-Akku®
Falcon® 10 ml-Pipette

Pipetten

Pipettenspitzen

Antikorper

Maus-anti-CRP

[2 ul + 398 ul H,O dest. = 1:200]
Kaninchen-anti-C5b-9

[1 ul+499 ul H,O dest. = 1:500]
Pferd-anti-Maus

[10 ul + 990 ul H,O dest. = 1:100]
Ziege-anti-Kaninchen

[10 ul + 990 ul H,O dest. = 1:100]

Seren
Pferde-Serum
[100 ul + 900 ul H,O dest. = 1:10]
Ziegen-Serum

[30 ul + 870 ul H,O dest. = 1:30]

Kits
Vectastain® ABC-Kit

[10 ul A + 10 ul B +1980 ul H>O dest.]

Peroxidase Substrate AEC-Kit
[5 Tropfen + 5 ml H,O dest.]

Hirschmann, Eberstadt, D
Becton Dickinson,
Heidelberg, D

Gilson, Middleton, USA
Gilson, Middleton, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Calbiochem, Darmstadt, D

Vector, Burlingame, USA

Vector, Burlingame, USA

Dianova, Hamburg, D

Dianova, Hamburg, D

Vector, Burlingame, USA

Vector, Burlingame, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Patienten

151 Patienten mit idiopathischer dilatativer Kardiomyopathie gemil3 der
Definition der World Health Organisation [72], die im Zeitraum von 2000 bis
2006 am Universititsklinikum Ulm behandelt worden waren, wurden
retrospektiv fiir die Studie ausgewertet. Das Patientenkollektiv bestand aus 41
Frauen und 110 Ménnern mit einem mittleren Alter von 53 (19 - 73) Jahren,
bei welchen sich Symptome von rechts- oder linksseitigem Herzversagen
zeigten. Die fiir die Arbeit relevante Diagnose der dilatativen
Kardiomyopathie wurde mittels klinischer Untersuchungen, Echo-
kardiographie und einem koronaren Angiogramm gestellt. Die Diagnostik
umfasste aulerdem die Erhebung der NYHA-Klasse, EKG-Untersuchungen
und eine Herzkatheteruntersuchung. Das enddiastolische Volumen und die
Ejektionsfraktion wurden durch linksseitige Ventrikulographie ermittelt.
Patienten, die an koronarer Herzkrankheit, Vitien oder an einer angeborenen
Herzkrankheit litten wurden von der Studie ausgeschlossen. Ebenfalls nicht
zu der Studie zugelassen wurden Patienten, die an akuter Myokarditis
erkrankt waren. Zu deren Diagnose wurden die Dallas-Kriterien verwendet
[1]. Diesen zufolge wird eine aktive Myokarditis bei Nachweis lymphozytarer
Infiltrate in Verbindung mit Myokardzellnekrosen diagnostiziert. Vorhof-

flimmern hingegen stellte kein Ausschlusskriterium fiir die Studie dar.

Ab April 2004 wurden von den Patienten neben den Myokardbiopsien
zusitzlich Blutproben (EDTA-Plasma) zur Bestimmung der NT-proBNP- und
hsCRP-Spiegel im Serum entnommen. Diese Ergebnisse waren deshalb nur
von den letzten 39 Patienten der Studie verfiigbar, welche nach April 2004 in
der Klinik behandelt und biopsiert wurden.
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Ein positives Votum der lokalen Ethikkommission lag vor und alle Patienten,
hatten nach Aufklarung ihr schriftliches Einverstindnis zu den geplanten

Untersuchungen gegeben.

2.2.2 Erhebung und Analyse der demographischen Daten und der
klinischen Parameter

Die demographischen Daten der Patienten, wie z.B. Geburtsdatum, Gewicht
und Korpergrofle, wurden mittels Anamnese erhoben und zur Berechnung
weiterer Parameter, wie z.B. des Alters der Patienten zum Zeitpunkt der
Biopsie, deren Body Mass Index oder der jeweiligen Zeitintervalle vom
Zeitpunkt der Erstmanifestation/Erstdiagnose bis zur Biopsie herangezogen.
Durch gezielte Befragung zur korperlichen Belastbarkeit erfolgte die
Einteilung in eine NYHA-Klasse [7]. Alle Patienten wurden echo-
kardiographiert. Die bisherige Medikation wurde durch Anamnese oder mit

Hilfe von aktuellen Arztbriefen ermittelt.

2.2.3 Body Mass Index
Zur Objektivierung des Korpergewichts wurde in dieser Studie der Body
Mass Index (BMI) verwendet. Die Berechnung erfolgte nach der Formel:

BMI = Gewicht (kg) / KorpergroBe® (m?)

2.2.4 NYHA-Klassifikation

Die funktionelle Einteilung der NYHA-Klassifikation entsprach den Richt-
linten des Komitees der New York Heart Association [7]. Die NYHA-
Klassifikation ist ein Schema zur generellen Einteilung von Herzkrankheiten.
Sie wird jedoch am hiufigsten zur Finteilung der Herzinsuffizienz in ver-
schiedene Stadien entsprechend der korperlichen Leistungsfiahigkeit des

Patienten verwendet.
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Dabei bezieht sie sich jedoch lediglich auf die Quantifikation eventueller Ein-
schrinkungen und liefert keinerlei Hinweise auf die eigentliche Ursache der
kardialen Storung.

Verschiedene Versionen und Ubersetzungen der NYHA-Klassifikation unter-
scheiden sich im Wortlaut geringfiigig. Im deutschsprachigen Raum ist der-
zeit die u.a. 2005 in den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Kardiologie

verwendete, auch in dieser Studie angewandte Version am gebriduchlichsten:

NYHA-Klassifikation:

I. Herzerkrankung ohne korperliche Limitation. Alltidgliche korperliche
Belastung verursacht keine inaddquate Erschopfung, Rhythmusstorun-
gen, Luftnot oder Angina pectoris.

II. Herzerkrankung mit leichter Einschrankung der korperlichen Leis-
tungsfahigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe. Alltdgliche korperliche
Belastung verursacht Erschopfung, Rhythmusstérungen, Luftnot oder
Angina pectoris.

[ll. Herzerkrankung mit hohergradiger Einschrinkung der korperlichen
Leistungsfahigkeit bei gewohnter Tatigkeit. Keine Beschwerden in Ru-
he. Geringe korperliche Belastung verursacht Erschopfung, Rhythmus-
storungen, Luftnot oder Angina pectoris.

IV. Herzerkrankung mit Beschwerden bei allen korperlichen Aktivitaten

und in Ruhe. Bettlagerigkeit [34].
Die zur Beurteilung der Stadien herangezogenen Symptome beinhalten

Dyspnoe, Nykturie, Zyanose, allgemeine Schwiche und Miidigkeit, Angina

Pectoris oder kalte Extremitaten.
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2.25 EKG

Ein bei allen Patienten zum Zeitpunkt der Biopsie durchgefiihrtes 12-Kanal-
EKG wurde auf Herzrhythmus, Lagetyp, Herzfrequenz, eventuelle
Schenkelblockbilder oder Erregungsriickbildungsstorungen und den Sokolow-
Index 1 hin ausgewertet. Schrittmacherinduzierte Rhythmen stellten hierbei
kein Ausschlusskriterium dar, um an der Studie teilzunehmen. Auflerdem
wurde bei den meisten Patienten ein Belastungs-EKG durchgefiihrt, um deren
physische Leistungsfihigkeit zu quantifizieren. Bei Patienten der NYHA-
Klasse IV wurde aufgrund des hohen Komplikationsrisikos bei Belastung

darauf verzichtet.

2.2.6 Echokardiographie

Die Echokardiographie wurde entsprechend den internationalen Standards
durchgefiihrt [33]. Mit ihrer Hilfe wurden die Diameter der Ventrikel und
Atrien gemessen. Ebenso ermoglichte sie es, die teilweise reduzierte
Auswurfleistung des Herzens in Form des Fractional Shortening (FS) (in %)
fiir den linken Ventrikel zu bestimmen. Diese sogenannte Verkiirzungs-
fraktion wurde parasternal von der langen Achse aus beurteilt. Ebenso wurden
der linksventrikulidre enddiastolische und endsystolische Durchmesser (EDD;
ESD, mm) bestimmt. Die linksventrikuldre Funktion (LVF) der Patienten
wurde qualitativ im apikalen 4-Kammer-Blick beurteilt und als normal (0),
bzw. leichtgradig (1), mittelgradig (2) oder hochgradig (3) eingeschrinkt

beschrieben.
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2.2.7 Entnahme der Myokardbiopsien

Die Biopsien wurden mittels perkutanem, transvenosem, femoralem Zugang
iiber ein 1,8 mm Pilling Weck Bioptom entnommen. Dabei wurden sieben
endomyokardiale Biopsien von jedem Patienten entnommen, um den
sampling error zu reduzieren. Diese stammten hierbei stets aus dem rechten
Ventrikelseptum, da die Komplikationsrate fiir die Patienten moglichst gering
gehalten werden sollte. Vier der Myokardbiopsien wurden direkt nach der
Entnahme in fliissigen Stickstoff gegeben, um fiir die Virus-Analyse im Labor
verwendet werden zu koOnnen. Drei weitere Proben wurden in 0,9 %
Natriumchlorid-Losung aufbewahrt. Eine dieser Proben wurde im Institut fiir
Pathologie des Universititsklinikums Ulm einer histologischen Untersuchung
unterzogen. Dabei wurde sie unter Beriicksichtigung der Dallas-Kriterien
zusitzlich auf das Vorkommen von Amyloidose, Sarkoidose oder auf
Speichererkrankungen hin gepriift. Diese stellten Ausschlusskriterien fiir
unsere Studie dar. Die Diagnose der DCM wurde dort durch die histologische
Untersuchung der Biopsie auf das Vorhandensein von interstitieller Fibrose,
zellularen Infiltraten, zelluldrer Hypertrophie und myokardialer Zell-
degeneration bestatigt.

Die anderen beiden Biopsate wurden mit Hilfe von Einbettlosung (fissue
freezing medium) iiber Isopentan und Stickstoff auf Kork fixiert und
anschlieBend in fliissigem Stickstoff bei -196 °C gelagert, um daraus spéter

die histologischen Schnitte zu gewinnen.

2.2.8 Herstellung der Gefrierschnitte

Von jedem Patienten wurden zwei verschiedene Biopsate fiir die Herstellung
der Gefrierschnitte in fliissigem Stickstoff bei -196 °C aufbewahrt (siehe
2.2.7). Dazu wurden die Proben mitsamt ithrem Triger aus Kork mittels
Fixierlosung (tissue freezing medium) im Gefriermikrotom bei einer

Temperatur von -22 °C auf einem vorgekiihlten Objekthalter fixiert.
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Pro Biopsie wurden zehn aufeinander folgende Schnitte mit einer Dicke von
jeweils 6 um angefertigt. Jeder Schnitt wurde anschlieBend auf einem

Objekttrager aus Glas fixiert und erneut bei -72 °C gelagert.

2.2.9 Immunhistochemische Firbung von CRP und C5b-9

Von jedem Patienten wurden insgesamt vier sequentielle Schnitte jeder
Biopsie auf das Vorkommen von CRP und C5b-9 hin analysiert. Um den
sampling error zu reduzieren, wurden die jeweiligen Schnitte derselben
Farbung immer so gewdhlt, dass sie aus verschiedenen Bereichen der Biopsie
stammten.

Die Schnitte wurden vor der Farbung fiir 10 min in kaltgestelltem Aceton
gelagert, anschlieBend luftgetrocknet und nach Codierung unter dem Abzug
fir weitere 10 min in 200 ml Methanol und 5 ml H,0O, gegeben. Letzteres
hemmt die endogene Peroxidase, die zu unerwiinschten Hintergrund-
farbungen fithren kann. AnschlieBend erfolgte zweimaliges Waschen mit
frischem PBS. Vor jeder neuen Fiarbung wurde der Objekttrager um das

Biopsat herum vorsichtig trocken gewischt.

Die auf CRP hin zu untersuchenden Gewebeproben wurden zunédchst 30 min
bei 37 °C mit Hilfe von Pferdeserum geblockt. AnschlieBend wurde ein erster
Antikorper gegen CRP (monoklonales Maus-anti-Mensch-CRP [Klon CRPS8]
von SIGMA, Steinheim, D) auf die Biopsien aufgetragen. Dieser bindet mit
den beiden F,,-Armen an das CRP, sofern es in der Biopsie vorhanden ist.
Nach 40 min Inkubation bei 37 °C wurden die Biopsien in 37 °C warmem
PBS einzeln gespiilt und erneut um das Biopsat herum trocken gewischt.

Ein zweiter, biotinylierter Pferd-anti-Maus-Antikorper (VECTOR, Burlin-
game, USA), der 1lber seine beiden F,-Arme an den F.-Arm des
Erstantikorpers bindet, wurde anschlieBend aufgetragen. Nach weiteren

30 min Inkubation wurde jede einzelne Biopsie erneut in PBS gespiilt.
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Die Gewebeproben, die auf C5b-9 angefarbt wurden, wurden mittels Ziegen-
Serum geblockt. Zum Nachweis von C5b-9, wurde ein Kaninchen-anti-C5b-
9-Antikorper (CALBIOCHEM, Darmstadt, D) als Erstantikorper verwendet.
Ein biotinylierter Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper (VECTOR, Burlingame,
USA) diente als Zweitantikorper.

Der weitere Farbevorgang verlief fir CRP und C5b-9 gleich. Im Anschluss an
die Antikorperfairbungen, wurde Avidin-konjugierte Peroxidase (ABC-Kit)
auf alle Schnitte gegeben. Dabei ermoglichen die freien Stellen des
Avidinmolekiils die Bindung an das Biotin des Sekundérantikorpers. Danach
wurden die Schnitte erneut 30 min bei 37 °C inkubiert und anschliefend mit
PBS gewaschen. Fiir die Nachweisreaktion wurde ein AEC-Komplex als
Chromogen verwendet. CRP und C5b-9 werden so unter dem Lichtmikroskop
in Form einer Rotbraunfarbung sichtbar.

Die Objekttrager wurden zum vervollstindigen des Farbevorgangs
20 Sekunden in Hamalaun getaucht und anschliefend zur Vermeidung von
Uberfirbung erneut 10 min in H,O gewaschen.

Hémalaun dient der histomorphologischen Differenzierung und ist eine der
am weitesten verbreiteten Routine-farbemethoden fiir morphologische
Untersuchungen, da mit ihm verschiedene Gewebestrukturen eines
feingeweblichen Schnittes unterschiedlich angefdrbt werden konnen. Es farbt
alle sauren beziehungsweise basophilen Strukturen blau. Das sind
insbesondere Zellkerne mit der darin enthaltenen Desoxyribonukleinsidure
(DNA) und das rauhe Endoplasmatische Retikulum (rER). In dieser Studie
fand die Héimalaun-Fiarbung als Gegenfirbung im Anschluss an die
immunhistochemischen Féarbungen statt, um die Zellkerne kontrastreicher
darzustellen. So konnte die Verteilung von CRP und C5b-9 im fertigen
Préaparat verschiedenen Gewebestrukturen wie z.B. Zellen, GefaBBen oder dem

Interstitium zugeordnet werden.
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Zum Abschluss wurde erhitzte Glyceringelatine auf die fertig gefdarbten
Biopsien gegeben, um diese mit Hilfe eines Deckblattes auf ihrem

Objekttrager zu fixieren.

Carotispraparate von Patienten mit fortgeschrittenen atherosklerotischen
Léasionen wurden im Rahmen einer TEA von der Chirurgischen Abteilung
unseres Hauses gewonnen und bereitgestellt. Sie wurden als Positivkontrolle

fiir den Nachweis von CRP und C5b-9 verwendet.

2.2.10 Auswertung der Schnitte

Zur quantitativen Erfassung der CRP- und C5b-9-Verteilung im Myokard
wurde ein semiquantitatives Zahl-System jeweils getrennt fiir die myokardiale
CRP- und C5b-9-Analyse angewendet. Dieses umfasst die Farb-Intensitit der
Biopsien von nicht wahrnehmbar (0) bis hin zu starker Anfarbung (3). Das
Endergebnis wurde blind ohne Kenntnis der zugehorigen Patientendaten mit
Hilfe des Lichtmikroskops ausgewertet. Die abschlieBende Beurteilung

erfolgte durch die Ubereinstimmung zweier unabhiingiger Untersucher.

2.2.11 Spezifische Diagnostik von viraler und entziindlicher DCM

Fir die virologische Analyse der enteroviralen RNA und der adenoviralen
DNA wurde eine PCR, bzw. RT-PCR durchgefiihrt. Das Ergebnis wurde
durch Southern blot-Analyse bestitigt.

Die gesamte RNA/DNA wurde unter Verwendung von Rneasy-Protect-Mini-
Kit/QIAamp-DNA-Mini-Kit (Qiagen) extrahiert. Fiir RNA-Viren wurde
zunichst eine RT-PCR durchgefiihrt, um die cDNA zu erhalten. Die PCR-
Produkte wurden dann unter Anwendung des HotStar-Master-Mix-Kit
(Qiagen) amplifiziert. Nach der PCR wurde eine nested PCR (nPCR)
durchgefiihrt. Die nPCR ist eine Methode, welche die Spezifitit der PCR

weiter erhoht.
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Hierbei wird in einem ersten Schritt die PCR mit einem Template iiber
wenige Zyklen durchgefiihrt. AnschlieBend werden in einer zweiten Runde
neue Primer eingesetzt. Diese neuen Primer liegen zentraler als die ersten, so
dass in diesem zweiten Schritt nur noch die spezifischen DNA Abschnitte des
ersten Schrittes amplifiziert werden. Dabei kann auch nur ein einzelner

zentraler liegender Primer eingesetzt werden.

GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase), ein Schliisselenzym
der Glykolyse, das als so genanntes house keeping gene in allen Zellen des
Korpers vorkommt, wurde als Ladekontrolle verwendet. Es gilt neben
a-Tubulin hierfiir als etablierter Standard. Adenovirus-DNA (Typ 2) von
GIBCOBRL (KAT. Nr. 15270-010) und ein in T-easy geklontes enterovirales

Template (Schultheiss, Berlin) wurden als Positivkontrollen verwendet.

Die virologischen Analysen von 2000 bis 2004 beinhalten Entero- und
Adenoviren. Ab 2005 wurden die Biopsien zusétzlich auf humanes
Herpesvirus Typ 6 und Parvovirus B19 hin untersucht, da diese in der
neuesten Literatur als duBerst relevant fiir die Entstehung der viralen

Myokarditis beschrieben wurden [4, 42, 48, 92].
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Tabelle 1:

Zur spezifischen Diagnostik und virologischen Analyse der DNA und RNA in den
Myokardbiospien verwendete Primer der Firma Roth.

Primertabelle (Firma Roth):

GAPDH sense:
GAPDH antisense:

ADY sense:
ADYV antisense:
ADY nested sense:

ADY nested antisense:

COX sense:
COX antisense:
COX nested sense:

COX nested antisense:

PVB sense:
PVB antisense:
PVB nested sense:

PVB nested antisense:

HHY sense:
HHYV antisense:
HHY nested sense:

HHY nested antisense:

5
5

Whn W W D

Whn W W WD

5> AGC ATG TGG AGT GAG GGG GC <3

5> AAA GCA TCA GGA GCT ATACIT CC <3’
5’ >GCC AACTCT GTAACT TGT AC<3’

5> AAA TAT CTC CAT GGG GTT GAG <3’

5’>CAT CGCATA CGTCTCCCAG<3
5’>TCT CTA ACG TGT CCGTGC C<3’
5’>CCCATT GGA ACT GTGGTCT<3’
5’ >TAG AGA TAT GCA CTCACC G <3’

"> ACT ACA A (CT) A TTG GCT ACC AGG <3’
"> CAA AAC ATA AAG AAG (GT) GT GGG C <3’
"> AAC TTC CAG CCC ATG AGC (AC) G <3’

"> CTC AAA AGT CAT GTC (GCT) AG CGC <3’

"> CGG TAC CTT TGT GCG CCT GT <3’
"> CAG GCC GCC AAC GCA GCC <3’

"> CCC CGG ACT GAGTAT CAATA <3
"> GGC CGC CAA CGCAGCCACCG <3

>TAC ATG GTC GGG GTG TTG AA <3’
> AAG AGA GGC ATCCTCACCCT <3’

Abkiirzungen: ADV = Adenovirus; COX = Coxsackievirus (Enterovirus);
GAPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase;
HHYV = Humanes Herpesvirus; PVB = Parvovirus B19
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2.2.12 Die Bestimmung von NT-proBNP und hsCRP

NT-proBNP wurde unter Verwendung des NT-proBNP electrochemi-
luminescence immunoassay (Modular Analytics EI170, Roche Diagnostics,
Mannheim, D) gemessen. Da EDTA-Plasma benutzt wurde, wurden NT-
proBNP-Spiegel erwartet, deren Werte den Herstellerangaben zufolge 10 %
unter den in vivo Spiegeln im Blut liegen.

hsCRP wurde mit Hilfe des CardioPhase hsCRP assay (No OQIY21, Dade
Behring, Marburg, D) und des Behring Nephelometers Il gemessen. Werte,
die unter 1 mg/l liegen, korrelieren mit einem niedrigen, Werte zwischen
1 mg/l und 3 mg/l mit einem hohen Risiko des Patienten an Atherosklerose
und verwandten kardiovaskuldren Storungen zu erkranken [69]. Werte iiber
10 mg/l wurden fiir die Auswertung nicht in Betracht gezogen, da diese
Hinweis auf eine systemische Infektion geben und im Rahmen unserer Studie

deshalb keine Rolle spielten.

2.2.13 Statistische Auswertung

Die Statistische Auswertung wurde mit Hilfe der SigmaStat Version 2.0
Software durchgefiihrt. Dabei wurden die Spearman Rank Order Correlation
und die Pearson Product Moment Correlation berechnet.

Der Korrelationskoeffizient, oder die Produkt-Moment-Korrelation (von
Bravais und Pearson, daher auch Pearson-Korrelation genannt), ist ein
dimensionsloses MaB fiir den Grad des linearen Zusammenhangs zwischen
zwel mindestens intervallskalierten Merkmalen. Er kann Werte zwischen -1
und +1 annehmen. Bei einem Wert von +1 (bzw. -1) besteht ein vollstindig
positiver (bzw. negativer) linearer Zusammenhang zwischen den betrachteten
Merkmalen. Wenn der Korrelationskoeffizient den Wert 0 aufweist, hingen

die beiden Merkmale nicht linear voneinander ab.
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Der p-Wert (statistische Signifikanz) beschreibt die Wahrscheinlichkeit, dass
ein gemessener Unterschied dem Zufall entspringt. p <0,05 bedeutet
demzufolge, dass die Wahrscheinlichkeit kleiner als 5 % ist, dass der
gemessene Unterschied zwischen zwei Vergleichswerten nur auf Zufall
beruht. Bei einem p-Wert<0,05 wird ein Messergebnis als statistisch
signifikant angenommen.

Die statistische Signifikanz ist von der Grofle der untersuchten Population
abhangig. Wenn die Population gro3 genug ist, erlangen schon kleine
Unterschiede zwischen zwei Gruppen statistische Signifikanz.

Der p-Wert ist ein rein statistischer Ausdruck und sagt nichts iliber die
klinische Relevanz des Ergebnisses aus. Er liefert keine Information dartiber,
wie stark der untersuchte Effekt ist, sondern zeigt lediglich an, ob liberhaupt

ein Effekt besteht.
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3  Ergebnisse

3.1 Farbungen

In 47 Myokardbiopsien unseres Kollektivs, also bei 31 %, konnte CRP durch
Immunfluoreszenz nachgewiesen werden. Bei 141 Patienten, also 93 %,
wurde C5b-9 immunhistochemisch nachgewiesen. Durch die Gegenfarbung
der Schnitte mit Himalaun lies sich die immunhistochemische Farbung auch
morphologischen Strukturen im Prdparat zuordnen. CRP war im Myokard
sowohl in der Nidhe von Myozyten und Gefédllen, als auch im Bindegewebe zu
finden. Es konnte bei 45 Patienten (30 %) eine starke und signifikante
Kolokalisation zwischen CRP und C5b-9 beobachtet werden (p <0,001).
CRP fand sich isoliert bei nur 2 Patienten (1 %). C5b-9 lies sich ohne das
gleichzeitige Vorhandensein von CRP dagegen bei 96 Patienten nachweisen

(64 %).

Die Verteilungsmuster beider Molekiile im Myokard fielen verschieden aus:
Abb. 2a und 2b zeigen ein fleckformiges Verteilungsmuster (Rotbraun-
Farbung) von CRP und C5b-9, wobei beide Molekiile hier vorwiegend im
Bindegewebe lokalisiert sind. In Abb. 2a lasst sich zusatzlich eine starke
Anfarbung des Endokards auf C5b-9 beobachten. Abb. 3a und 3b hingegen
stellen die Kolokalisation der beiden Molekiille in einem fliachigen
Verteilungsmuster in den linken Schnitthilften dar. Die beiden Biopsien mit
den unterschiedlichen  Verteilungsmustern stammen  hierbei  von
unterschiedlichen Patienten. Die Anfarbung auf CRP und C5b-9 fand dabei

jeweils an sequentiellen Schnitten statt.
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C5b-9 CRP
Abb. 2a: C5b-9 im Myokard Abb. 2b: CRP im Myokard

Die Auswertung der endomyokardialen Biopsien eines Patienten mit dilatativer
Kardiomyopathie, der im Zeitraum von 2000-2006 am Universitédtsklinikum biopsiert
wurde, zeigt eine Kolokalisation von C5b-9 (Abb. 2a) und C-reaktivem Protein (CRP)
(Abb. 2b) bei der immunhistochemischen Anfiarbung in einem fleckigen, unregelméaBigen
Muster. Es werden aufeinander folgende Schnitte dargestellt. VergroBerung: 40x.

C5b-9 CRP
Abb. 3a: C5b-9 im Myokard Abb. 3b: CRP im Myokard

Die Auswertung der endomyokardialen Biopsien eines anderen Patienten mit dilatativer
Kardiomyopathie, der im Zeitraum von 2000-2006 am Universitédtsklinikum biopsiert
wurde, zeigt eine Kolokalisation von C5b-9 (Abb. 3a) und C-reaktivem Protein (CRP)
(Abb. 3b) in einem flichigen Verteilungsmuster. Es werden aufeinander folgende Schnitte
dargestellt. VergroBerung: 40x.
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3.2 Tabellen

Die demographischen Daten aller an der Studie beteiligten Patienten (n = 151)
sind in Tabelle 2 in einer Ubersicht zusammengefasst (linke Spalte). Hierbei
wurden das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Biopsie, die
Geschlechtsverteilung, sowie der Body Mass Index (BMI), der Zeitraum von
den ersten Symptomen, bzw. der Erstdiagnose bis zur Biopsie, die damalige
Ejektionsfraktion und die Ergebnisse der Fiarbung auf CRP und C5b-9
aufgefiihrt.

Aufgrund der erst ab April 2004 entnommenen Blutproben wurden zwei
verschiedene Auswertungsreihen durchgefiihrt: Die erste Gruppe umfasst alle
an der Studie beteiligten Patienten (n = 151), wohingegen die zweite Gruppe
eine Untergruppe der ersten Gruppe darstellt und nur die Patienten beinhaltet,
von denen zum Zeitpunkt der Biopsie bereits zusitzliche Blutproben
entnommen wurden (n = 39). Die Ergebnisse der hsCRP- und NT-proBNP-
Plasmaspiegel des kleineren Patientenkollektivs (n = 39) sowie alle anderen
Ergebnisse, die fiir dieses Kollektiv gesondert berechnet wurden, sind
ebenfalls in Tabelle 2 aufgelistet (rechte Spalte). AuBerdem finden sich dort
auch die Ergebnisse der Untersuchung auf das Vorhandensein von viralem

Genom und/oder Entziindungszeichen im Myokard.
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Tabelle 2:

Demographische Daten der kardiologischen Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie,
welche im Zeitraum von 2000 bis 2006 am Universitdtsklinikum Ulm behandelt wurden.
Die Ejektionsfraktion (EF) wurde durch Linksventrikulographie wéhrend der
Herzkatheterisierung zum Zeitpunkt der Biopsieentnahme ermittelt.

Quantitative Parameter: Median (Intervall); Qualitative Merkmale: Absolute Zahlen.

Alle Patienten Patienten mit Blutprobe

(n=151) (n=39)
Alter (in Jahren) 53 (19; 73) 46 (19; 71)
Geschlecht (maskulin : feminin) 110: 41 29:10

BMI (kg/m®)

26,3 (15,6; 43,4)

26,8 (16,7; 43,4)

Zeitraum von der klinischen

Erstmanifestation bis zur Biopsie 2 (0; 252) 1(0;52)
(in Monaten)

Zeitraum von der Erstdiagnose bis 1 (0; 120) 2 (0;52)
zur Biopsie (in Monaten)

Ejektionsfraktion zum Zeitpunkt 32 (7; 58) 36 (9; 55)
der Biopsie (%)

Patienten mit Nachweis von 47 (31 %) 9123 %)
myokardialem CRP

Patienten mit Nachweis von 141 (93 %) 37 (95 %)
myokardialem C5b-9

Plasmaspiegel: hsCRP (mg/1) - 1,3 (0,2; 10)

Plasmaspiegel: NT-proBNP - 605,7 (9,6; 4258)

(pg/ml)

Patienten mit Nachweis von 28 (19 %) 20 (51 %)
viralem Genom

Patienten mit Nachweis von 62 (41 %) 7 (18 %)

myokardialer Entziindung

Abkiirzungen: ACE = Angiotensin converting enzyme; BMI = Body Mass Index;
BNP = Brain natriuretic peptide;
(hs)CRP = (hoch sensitives) C-reaktives Protein; n = number (Anzahl)
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Eine Zusammenfassung der klinischen Daten beider Patientenkollektive
(obere, bzw. untere Zeile) ist in Tabelle 3 dargestellt. Diese umfassen den
Grad der Herzinsuffizienz (NYHA-Klassifikation), die Ergebnisse des EKG
mit Angaben {ber Herzrhythmus, Herzfrequenz, Lagetyp, eventuelle
Schenkelblocke  und/oder  Erregungsriickbildungsstorungen und  die
Untersuchungsbefunde der Echokardiographie, entsprechend der qualitativen
(Grad 0-3) und quantitativen (FS in %) linksventrikuldren Funktion der
Studienpopulation.

Bei der Beurteilung des Herzrhythmus war entscheidend, ob ein
Sinusrhythmus vorlag. Den Lagetyp des Herzens betreffend wurde zwischen
einem Indifferenztyp oder Linkstyp (QR-Achse: -30° bis +60°) und allen

anderen Lagetypen unterschieden.
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Tabelle 3:

Klinische Daten der kardiologischen Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie, welche im
Zeitraum von 2000 bis 2006 am Universitdtsklinkkum Ulm behandelt wurden zum
Zeitpunkt der Myokardbiopsie. Die linksventrikuldre Funktion wurde qualitativ gemessen
und als normal (0), leichtgradig (1), mittelgradig (2) oder hochgradig (3) erhoht
klassifiziert. Jeder Klasse wurde ein Rang zugeordnet (0 - 3).
Quantitative Parameter: Median (Intervall); Qualitative Merkmale: Absolute Zahlen.

NYHA EKG Echokardio-
graphie
Sinus- Herz- | Lagetyp | Schenkel | Erregungs- | LVF LVF
rhythmus | frequenz | (-30°- | -block riick- (qual.) | (quant.)
(/min) +60°) bildungs- /FS
storungen (%)
Alle I. 20 0: 5
Patienten | II: 27 125 74 95 69 101 1: 12 17
1I: 57 (45; 170) 2: 54 (2; 44)
(m=151) | IV: 47 3: 80
Patienten | I: 5 0: 1
mit 1. 14 37 67 23 18 22 1. 2 18
Blutpobe | III: 18 (45; 105) 2: 19 (7;33)
v: 2 3: 17
(n=39)

Abkiirzungen: EKG = Echokardiographie;
FS = Fractional shortening (Verkiirzungsfraktion);

LVF = Linksventrikuldre Funktion; n = number (Anzahl);

NYHA = New York Heart Association;
quant. = quantitativ; qual. = qualitativ

34



Ergebnisse

Tabelle 4 beinhaltet ausschlielich Daten der kleineren Patientenpopulation
mit Blutprobe (n=39) und zeigt die Korrelation zwischen den gemessenen
hsCRP-Plasmaspiegeln (in mg/l) und der jeweils quantitativ in vier Stufen

(0 - 3) bestimmten Farbintensitidt von CRP und C5b-9 im Myokard.

Tabelle 4:

Korrelation der hsCRP Plasmaspiegel im Blut der kardiologischen Patienten mit dilatativer
Kardiomyopathie, welche im Zeitraum von April 2004 bis 2006 am Universititsklinikum
Ulm behandelt wurden, mit den Farbeergebnissen ihrer endomyokardialen Biopsiebefunde.
hsCRP-Plasmaspiegel iiber 10 mg/l wurden nicht bewertet. Ein semi-quantitatives
Bewertungssystem, das die Farbung von nicht wahrnehmbar (0) bis stark immunoreaktiv
(3) beschreibt, wurde fiir die myokardiale Auswertung angewandt.

hsCRP- Farbintensitit in den Endomyokardbiopsien
Plasmaspiegel
(mg/l) CRP [ CRP | CRP | CRP | C5b-9 | C5b-9 | C5b-9 | C5b-9
0 1 2 3 0 1 2 3
<1 8 6 1 0 1 6 8 0
1-3 11 2 0 0 1 4 5 3
>3 11 0 0 0 0 2 9 0

Abkiirzungen: (hs)CRP = (hoch sensitives) C-reaktives Protein
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Wie sich aus Tabelle 5 herauslesen ldsst, stand ein Teil der Patienten zum
Zeitpunkt der myokardialen Biopsie unter medikamentdser Therapie mit
ACE-Hemmern oder Angiotensin-Rezeptorblockern (91 % bzw. 100 %),
Betablockern (89 % bzw. 85 %), Diuretika (87 % bzw. 100 %), Spironolacton
(58 % bzw. 54 %), Digitalis (43 % bzw. 36 %), Marcumar (41 % bzw. 36 %)

und/oder Calcium-Antagonisten (3 % bzw. 5 %).

Tabelle 5:

Medikamentose Behandlung der Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie, welche im
Zeitraum von 2000 bis 2006 am Universitdtsklinkkum Ulm behandelt wurden zum
Zeitpunkt der Myokardbiopsie. Die linke mittlere Spalte beinhaltet die Daten aller
Patienten (n=151). Die rechte Spalte enthélt nur Daten der Patienten, von welchen ab
April 2004 zusédtzliche Blutproben entnommen wurden (n = 39).

Alle Patienten Patienten mit Blutprobe

(n=151) (mn=39)
ACE-Hemmer und/oder 138 (91 %) 39 (100 %)
Angiotensin-Rezeptorblocker
Betablocker 135 (89 %) 33 (85 %)
Diuretika 132 (87 %) 39 (100 %)
Spironolacton 88 (58 %) 21 (54 %)
Digitalis 65 (43 %) 14 (36 %)
Marcumar 62 (41 %) 14 (36 %)
Calcium-Antagonisten 503 %) 2 (5 %)

Abkiirzungen: ACE = Angiotensin converting enzyme; n = number (Anzahl)
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3.3 Korrelationen

Zwischen den hsCRP-Plasmaspiegeln und dem myokardialen C5b-9 konnte
keine Korrelation nachgewiesen werden (p=0,10). Die berechneten
Korrelationen zwischen der gemessenen Ejektionsfraktion zum Zeitpunkt der
Biopsie und dem myokardial nachgewiesenen CRP (p=0,41), sowie
zwischen der Ejektionsfraktion und den gemessenen hsCRP-Plasmaspiegeln
(p =0,72) waren ebenfalls nicht signifikant. Letztere korrelierten auch nicht
mit den NT-proBNP-Plasmaspiegeln (p = 0,60). AuBerdem war weder eine
signifikante Korrelation zwischen myokardialem viralem Genom und
myokardialem CRP (p = 0,75), noch zwischen myokardialem viralem Genom
und myokardialem C5b-9 (p = 0,90) nachweisbar.

Es zeigte sich jedoch eine signifikant negative Korrelation zwischen den
hsCRP-Plasmaspiegeln und dem ermittelten myokardialen CRP (p = 0,003;
Korrelationskoeffizient -0,47).

Zur Kontrolle wurden etablierte Marker fiir Herzinsuffizienz verwendet.
Zwischen der Ejektionsfraktion und den NT-proBNP-Plasmaspiegeln
(p=0,04), sowie zwischen der Ejektionsfraktion und der NYHA-Klasse
(p=0,02) war in beiden Fillen eine signifikant negative Korrelation

nachweisbar.
Das Myokard eines Patienten, der an einer nicht-kardialen Ursache verstorben

war, wurde ebenfalls analysiert. Es war jedoch nicht moglich CRP oder C5b-9

nachzuweisen.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Studie wurden insgesamt 151 Patienten, die aufgrund von

dilatativer Kardiomyopathie an chronischem Herzversagen leiden, auf das

myokardiale Vorkommen von CRP und dem terminalen Komplement-

Komplex C5b-9 hin untersucht. Hierbei lieBen sich drei Hauptbeobachtungen

machen:

1. CRP und C5b-9 sind hdufig im Myokard von Patienten vorzufinden, die an
dilatativer Kardiomyopathie leiden.

2. Myokardiales CRP und C5b-9 sind hierbei signifikant miteinander ko-
lokalisiert.

3. Zwischen den hsCRP-Plasmaspiegeln und dem myokardialen CRP konnte

eine negative Korrelation nachgewiesen werden.

4.1 Vorkommen und Kolokalisation von CRP und C5b-9

Die Atiologie der dilatativen Kardiomyopathie ist zumeist unbekannt.
Dennoch steht das Auftreten der Krankheit oft im Zusammenhang mit einer
chronischen Entziindung des Myokards. Der Risikomarker CRP und der
Poren bildende Membranangriffskomplex C5b-9 sind beide Molekiile, welche
im Rahmen von Entziindungsreaktionen auftreten. CRP kann eine
Entziindung tber die Aktivierung des Komplementsystems auslosen und
verstiarken [31] und C5b-9 stellt das Schlussglied dieser Serumkaskade dar.
Dieser Zusammenhang konnte das haufige Vorkommen der beiden Molekiile
(C5b-9: 93 %, CRP: 31 %) im Myokard von DCM-Patienten erkléren.

Die signifikante Kolokalisation von CRP und C5b-9 und ihre oft dhnlichen
Verteilungsmuster konnten durch ihre verschiedenen Rollen bei Entziindungs-

prozessen im Herzmuskelgewebe bedingt sein.
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CRP kann eine unspezifische Immunreaktion auf dem klassischen
Aktivierungsweg einleiten. Im Laufe dieser Reaktion entsteht als Endprodukt
der terminale Komplement-Komplex C5b-9. Auf diese Weise konnte es bei
der Expression von CRP in geschidigtem Gewebe zu einer nachfolgenden
Bildung von C5b-9 kommen [31, 44, 89, 96]. Dies wiirde das haufige
gemeinsame Auftreten der beiden Molekiile erkldren (30 %). Es konnte auch
den Riickschluss darauf zulassen, dass CRP wegen dieses Zusammenhangs
nur aullerst selten isoliert in den Myokardbiopsien anzutreffen war (1 %).

C5b-9 konnte im Gegensatz dazu jedoch bei vielen Patienten (64 %)
nachgewiesen werden, bei denen kein CRP im Myokard vorhanden war.
Dieses insgesamt vermehrte Auftreten von C5b-9 wire dadurch erklirbar,
dass eine Immunreaktion auch vollig unabhingig von CRP durch die
Aktivierung liber Antikorper, Troponin oder auf alternativen Wegen (Lektin)
stattfinden kann. In diesen Fillen wére auch eine Anhdufung von C5b-9

moglich, ohne dass sich zugleich auch CRP im Myokard befinden muss [50].

4.2 hsCRP-Plasmaspiegel

Studien von Ridker et al. zufolge stellt das hsCRP einen myokardialen
Risikofaktor dar. Deshalb wurden im Blut von DCM-Patienten zunichst hohe
Plasmaspiegel an CRP erwartet [72]. Dies war jedoch nicht der Fall. Des
Weiteren wurde entweder mit einer positiven oder aber einer fehlenden
Korrelation der hsCRP-Plasmaspiegel mit dem myokardialen CRP gerechnet.
Uberraschenderweise wurde diesbeziiglich jedoch eine negative Korrelation
beobachtet (7Tabelle 4). Diese Phidnomene konnten durch das so genannte
trapping von zuvor freiem hsCRP in nekrotischen und entziindeten Bereichen
bei chronischer Herzinsuffizienz erkldrt werden. Das zuvor im Blut
befindliche hsCRP konnte sich aufgrund des frapping in den entsprechenden

Bereichen des Herzmuskels vermehrt eingelagert haben.
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Durch die Anreicherung des CRP im Myokard lieBBe sich so der parallel dazu
ablaufende Konzentrationsabfall des hsCRP im Blutserum erkldren. Anders
als bei ischamischem Herzversagen [38] waren die hsCRP-Plasmaspiegel bei
der dilatativen Kardiomyopathie nicht signifikant mit der linksventrikularen

Ejektionsfraktion und den NT-proBNP-Plasmaspiegeln korreliert.

4.3 Virales Genom

Bei 20 (51 %) Patienten mit zusétzlich zur Biopsie entnommener Blutprobe
und 28 (19 %) aller in der Studiengruppe befindlichen Patienten konnte
virales Genom im Myokard nachgewiesen werden. Da Viren in den letzten
Jahren vermehrt als Ursache fiir die dilatative Kardiomyopathie diskutiert
werden, war ein solcher Anteil an viralem Genom 1n unserer
Studienpopulation nicht iiberraschend [4, 27, 47, 48, 50, 68, 8&0].
Abweichende Ergebnisse aus vergleichbaren Studien lassen sich durch das
andere Studiendesign erklaren, das fiir unsere Studie verwendet wurde. So
wurde z.B. das Patientenkollektiv retrospektiv erhoben.

Die relativ hohe Anzahl von Patienten mit viralem Genom in der zweiten
Gruppe (n=39) lasst sich unter anderem durch die erweiterte virologische
Analyse der Myokardbiopsien ab 2005 erklidren, da diese ungefihr zum
selben Zeitpunkt begonnen hat, wie die zusitzliche Blutentnahmen. Diese
erweiterte Analyse umfasst neben Entero- und Adenoviren zusitzlich den
Nachweis von Parvovirus B19 und humanem Herpesvirus 6, da diese ab
diesem Zeitpunkt als ebenfalls sehr relevant fiir die Entstehung von
Myokarditis beschrieben wurden [4, 27, 32, 42, 48, 68]. Durch das grofere
Spektrum an Viren, auf welche das Myokard der DCM-Patienten hin
untersucht wurde, erhoht sich demzufolge auch die Wahrscheinlichkeit,

virales Genom festzustellen.
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Bei den meisten der Patienten, die an viraler Kardiomyopathie litten, konnte
Parvovirus B19 nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis entspricht auch den

neuesten Studien von Schultheiss et al. aus dem Jahr 2008 [17].

In unserer Studie wurden nur rechtsventrikuldre Biopsien entnommen, um das
Risiko fiir die Patienten zu minimieren. Man konnte sie alternativ z.B. auch
aus Arealen gewinnen, die zuvor durch MRT-Untersuchungen bereits als auf-
fallig diagnostiziert wurden. Die selektive Auswahl des Biopsieortes konnte
Einfluss auf den Nachweis von viralem Genom haben und die erhebliche
Variabilitat bei den Angaben iiber den Nachweis viraler DNA und RNA
verschiedener Studien mit bedingen [24, 32, 68].

Die Power unserer Studie ist durch die geringe Anzahl an Patienten, von
denen Blutproben vorhanden waren (n=39), limitiert und die Ergebnisse

miissen in einer grofleren Studienpopulation bestétigt werden.

4.4 Farbeergebnisse und Verteilungsmuster

47 Patienten, also 31 %, zeigten eine positive Féarbung auf CRP.
Myokardiales CRP war hierbei, genau wie myokardiales C5b-9, in
verschiedenen Verteilungsmustern zu finden (4bb. 2a+b und 3a+b). Dabei
waren sowohl fleckige, unscharf begrenzte, als auch laminare Anfarbungen
des Myokards zu beobachten. Ahnliche Muster wurden bereits bei der
Verwendung der kardialen Magnetresonanztomographie (MRT) bei spiter
Gadoliniumanreicherung (LGE) im Herzgewebe entdeckt. Anhand des LGE
kann eine Unterscheidung von koronarer Herzkrankheit und DCM als zu
Grunde liegende Ursachen linksventrikuldrer Dysfunktion ermdglicht werden.
Denn bei der DCM zeigen sich Muster der Gadoliniumanreicherung, die nur

im Rahmen dieser Erkrankung vorzufinden sind.
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Diese Muster stimmen auch mit dem Vorkommen von Fibrosierung iiberein
[60, 85]. Weil sich das Gadolinium bevorzugt in diesen Arealen anzusammeln
scheint, konnen mit diesem Verfahren Fibrosierungen und Nekrosen im
Herzgewebe dargestellt werden [101].

Da sich die Muster im MRT, die von McCrohon et al. nur ber der DCM
festgestellt werden konnten, und die von uns beschriebenen Arten der
Anfarbung durch die CRP-Anreicherung dhneln, konnte das Verteilungs-
muster von CRP im Myokard mit den verschiedenen Mustern der spiten
Gadoliniumanreicherung im kardialen MRT korrespondieren [60].
Demzufolge wire eine Anreicherung von CRP in fibrosierten und
nekrotisierten Arealen im Myokard von DCM-Patienten vorhanden und
entsprechend wiirden sich Fibrosierungen im Herzmuskelgewebe dann auch
durch den Nachweis von CRP darstellen lassen. Dies konnte die Hypothese
des trapping von CRP in diesen Bereichen und den darauf folgenden Abfall
des CRP-Plasmaspiegels erkldren. Der Verdacht, dass CRP iiber die
Initiierung und Verstirkung einer Entziindung mit nachfolgender
Chronifizierung, Gewebszerstorung und -umstrukturierung mit Fibrose-
bildung an der Pathogenese der DCM erheblichen Anteil haben kann, l4sst

sich durch diese Annahmen erhéarten.

Das Material, das zur Kontrolle verwendet wurde, stammt aufgrund ethischer
Bedenken nur von einem einzelnen Patienten und wurde bei einer Autopsie
entnommen, da keine herzgesunden Patienten dem Risiko einer Herz-

katheterisierung unterzogen und biopsiert werden sollten.
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4.5 Klinischer Ausblick

Die wichtige Rolle des C-reaktiven Proteins als unabhingiger Risikomarker
fiir kardiovaskuldre Krankheiten scheint offensichtlich zu sein [40]. Bisher
stthen nur operative oder rein symptomatische, medikamentése oder
alternative Therapieansitze, wie Gewichtsreduktion, Erndhrungsumstellung,
etc., zur Behandlung der DCM zur Verfiigung. Deshalb wurde das Molekiil

zu einem viel versprechenden Ziel fiir therapeutische Anséatze [49, 70].

Auf der einen Seite gibt es Ansitze, kardiovaskulidre Krankheiten durch die
Inhibition der CRP-Synthese oder aber seiner Wirkung zu behandeln [37, 94].
Hierdurch konnte eine vermehrte Entziindungsaktivitit bei Patienten mit
grundsitzlich basal erhohten CRP-Spiegeln unterdriickt oder vermieden
werden, die durch zuvor beschriebene Mechanismen den Ausloser fiir
verschiedene Herzkrankheiten darstellen kann. Andererseits gewinnt die
Entwicklung von Antisense-Strategien und eines CRP-Rezeptorblockers an
Bedeutung. Dieser letzte Ansatz wird jedoch kontrovers diskutiert, da die
Grundstruktur der CRP-Rezeptoren noch nicht geniigend erforscht ist und
diesbeziiglich viele Spekulationen im Raum stehen [16, 55, 56, 77].

An Tiermodellen wird bereits an der Entwicklung von CRP-Rezeptorblockern
oder -Synthesehemmern geforscht. Das Mausmodell hat sich als ungiinstig
hierfiir erwiesen, da CRP dort kein Akute-Phase-Protein darstellt, sondern
z.B. durch Serumamyloid A vertreten wird. Aus diesem Grund wurde in
aktuelleren Studien von Sun et al. das Kaninchenmodell fiir weitere

Untersuchungen verwendet [87].
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Diskussion

Erst in jiingerer Vergangenheit wurde das Vorkommen von CRP im Rahmen
von Atherosklerose [87, 102], ischdmischen Herzerkrankungen [10] und
Herzversagen [38] beschrieben. Wihrend die potentiell Krankheiten
verursachende oder verstirkende Rolle von CRP in diesen Bereichen
festzustehen scheint und weiterhin daran geforscht wird, existieren bis heute
jedoch kaum Daten dazu, welche Rolle CRP bei nicht ischdmisch bedingten

Herzerkrankungen spielt.

In dieser Studie zeigen wir zum ersten Mal, dass CRP im Myokard von
Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie nachgewiesen werden kann und
dass es dort auch signifikant mit dem terminalen Komplement-Komplex
C5b-9 kolokalisiert ist.

Es miissen auch andere Komplementaktivatoren, wie z.B. der Antikorper IgG,
als wichtige Faktoren fiir die Pathogenese der DCM in Betracht gezogen
werden. Dennoch zeigen unsere Daten die moglicherweise zentrale Rolle von
CRP bei kardiovaskuldren Erkrankungen und im speziellen bei der dilatativen
Kardiomyopathie auf und pradestinieren dieses Molekiil in der kommenden
Zeit fir weitere Nachforschungen und als Ziel fiir therapeutische

Anwendungen am Menschen.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist ein Syndrom, das bisher noch
nicht ausreichend erforscht wurde. Sie ist die am haufigsten auftretende Form
der Kardiomyopathien und duflert sich durch das Auftreten von belastungs-
abhangiger Dyspnoe, korperlicher Schwiche, Rhythmusstorungen und
Palpitationen. Thre Atiologie ist dabei zumeist unbekannt. Viele DCM-Fille
werden neuerdings jedoch auf eine virale Genese zuriickgefiihrt. Bei voll
entwickeltem Krankheitsbild konnen alle Schweregrade der Herzinsuffizienz
angetroffen werden. Aufgrund ihrer langsamen Entwicklung wird die DCM
oft erst in einem spéten Stadium entdeckt. Zu ihrer Therapie stehen bislang
nur unzureichende operative oder rein symptomatische, medikamentdse
Therapieansitze zur Verfiigung. Die Herzinsuffizienz steht aufgrund ihrer
hohen Morbiditat und Mortalitdt dabei als Kardinalsymptom und grof3tes zu
behandelndes Problem im Vordergrund.

In jiingerer Vergangenheit wurde festgestellt, dass das C-reaktive Protein
(CRP) in einem hochsensitiven Bereich einen Risikofaktor fiir verschiedene
kardiovaskuldre Krankheiten darstellt und es konnte erst in den letzten Jahren
mit dem Auftreten von ischdmischem Herzversagen beim Menschen in
Verbindung gebracht werden. Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass das Molekiil
an Liganden, welche in ischamisch zerstortem Gewebe exprimiert werden,
binden und dadurch das Komplementsystem aktivieren kann. Eine solche
Aktivierung, die unter anderem in der Bildung des terminalen Komplement-
Komplexes C5b-9 resultiert, kann ihrerseits durch das Auslosen einer
Entziindung mit eventueller Chronifizierung zu weiterer Nekrose- und
Fibrosebildung im Myokard fiihren. Letztere scheinen in verschiedenen
Erscheinungsformen fiir die DCM typisch zu sein und stellen eine der

morphologisch charakteristischen Komponenten der Krankheit dar.
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Zusammenfassung

In dieser Studie haben wir das Vorkommen von CRP und dem terminalen
Komplement-Komplex C5b-9 im Myokard von Patienten erforscht, die an
nicht ischdmisch bedingter Herzinsuffizienz leiden.

Von 151 Patienten, die an dilatativer Kardiomyopathie erkrankt waren,
wurden endomyokardiale Biopsien entnommen. Diese wurden immun-
histochemisch auf das Vorkommen und die Verteilung von CRP und C5b-9
hin untersucht. Bei 39 Patienten wurden aullerdem die Serumspiegel von hoch
sensitivem CRP (hsCRP) und N-terminalem pro brain natriuretic peptide
(NT-proBNP) gemessen und mit den Biopsieergebnissen korreliert. Bei 47
der DCM-Patienten konnte CRP und bei 141 Patienten konnte C5b-9 im
Myokard nachgewiesen werden. Die beiden Molekiile waren dabei signifikant
kolokalisiert.

Die Muster der Anfarbungen lieen sich hierbei mit Mustern vergleichen,
welche bereits bei der spiten Gadoliniumanreicherung in der Magnet-
resonanztomografie (MRT) als in ihrer Form typisch fiir die DCM entdeckt
wurden. Diese charakteristischen Muster im MRT zeigten fibrosierte Areale
im Herzmuskel auf. In diesen Gebieten konnte ein trapping des CRP
stattfinden, was die negative Korrelation erkldren wiirde, die zwischen den
Serumwerten von hsCRP und dem Vorhandensein von myokardialem CRP
beobachtet wurde.

Diese Studie zeigt erstmals, dass CRP hiufig im Myokard von Patienten
vorkommt, die an nicht ischamisch bedingter dilatativer Kardiomyopathie
leiden. Des Weiteren konnte beobachtet werden, dass CRP dort hiufig mit
dem terminalen Komplement-Komplex C5b-9 kolokalisiert.

Daraus lasst sich schliefen, dass CRP bei der dilatativen Kardiomyopathie
durch die Aktivierung des Komplementsystems zu myokardialen Schiden
fiilhren konnte. Dies konnte einen neuen Ansatzpunkt fiir nicht nur
symptomatische sondern auch ursidchliche Therapien bieten und sollte in

grofleren Studien weiter untersucht werden.
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