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Abkilrzungen

AMC akute Myokarditis

AF area fraction

AV Adenovirus

B19V Parvovirus B19

DCM dilatative Kardiomyopathie

DCMi inflammatorische Kardiomyopathie

DBA digitale Bildanalyse

DNA Desoxyribonukleinsaure

EBV Epstein-Barr Virus

EMBs Endomyokardbiopsien

EV Enterovirus

IHC Immunhistochemie

HEK human embryonic kidney

HHV-6 humanes Herpesvirus Typ 6

HRPO Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase)
LV linker Ventrikel

LVEF linksventrikulare Ejektionsfraktion

LVEDD linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser
mab monoklonale Antikorper (monoclonal antibody)
MC Myokarditis

nPCR nested Polymerase-Ketten-Reaktion

NS1 non-structural protein 1 (B19V nicht-strukturelles Protein 1)
PCR: Polymerase-Ketten-Reaktion

gPCR quantitative Polymerase-Ketten-Reaktion

PBS phosphatgepufferte Kochsalzlésung (phosphate buffered saline)
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1 Einleitung

1.1 Historie, Definition und Atiologien der Myokarditis

Die Herzmuskelentzindung wurde als wichtige Ursache fur eine Herzinsuffizienz
bereits durch Sénag und Corvisart angenommen (1, 2). Mit der Entwicklung von
mikroskopischen Techniken und von histologischen Untersuchungsmethoden im 19.
Jahrhundert wurde die pathogenetische Differenzierung der Herzinsuffizienz moglich.
Rudolph Virchow unterschied eine parenchymatose und interstitielle Entziindung des
Herzens, und bemerkte, dass der von ihm gefundene Entziindungsprozess eine
bedeutsame Ursache bei der Herzdilatation darstellt (3). Die Herzmuskelentzindung
ist traditionell durch den Begriff “Myokarditis” belegt, welcher von Sobernheim 1837
erstmals eingefuhrt wurde, und somit die entziindliche myokardiale Schadigung als
eigenstandige Erkrankung abgrenzte (4).

Die Myokarditis wurde hier als eine kardiale Entzindung, die in unterschiedlichem
Umfang die Myozyten, das interstitielle und perivaskulare Bindegewebe sowie
koronare Arteriolen, Kapillaren und, selten die grof3en epikardialen Herzkranzarterien
einbezieht, beschrieben (4). Romberg stellte 1891 die Beziehung zu infektidsen
Erkrankungen wie z.B. Typhus und Scharlach her (5), und Fiedler beschrieb 1897
das Wesen der isolierten idiopathischen interstitiellen Myokarditis (6). Eine
virusbedingte infektiose Atiologie der kongestiven Herzinsuffizienz wurde erstmals
1967 von Braimbridge angenommen (7).

Die Myokarditis wird in den westlichen Landern meistens durch kardiotrope Viren
verursacht. Viren bestehen aus Nukleinsauren (DNA oder RNA) und besitzen keinen
eigenen Stoffwechsel. Daher bendtigen sie Wirtszellen fir die eigene Vermehrung. In
diesem Sinne kdnnen kardiotrope Viren Herzmuskelzellen befallen, und benutzen die
infizierten Zellen fur ihre Multiplikation. Die haufigsten Viren sind Parvovirus B19
(B19V), das humanes Herpes Virus Typ 6 (HHVG6), Enteroviren (EV; v.a.
Coxsackievirus B3), Adenovirus (ADV), Epstein-Barr-Virus (EBV), Hepatitis C-Virus
(HCV), Cytomegalie-Virus (CMV), Polioviren und Influenza- und Rubellaviren (8-17).
Eine Mono- oder Koinfektion mit mehreren Viren ist moglich, wobei das B19V mit

50% das am haufigsten nachweisbare Virus darstellt (9, 12, 16, 17). Eine Myokarditis
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kann gelegentlich auch durch Bakterien, Parasiten und Pilze verursacht werden (18).
Darlber hinaus sind toxisch bedingte Myokarditiden sowie Immunerkrankungen (z.B.
Autoimmunerkrankungen wie systemische Kollagenosen) bekannt, die eine
Myokarditis auslosen konnen (s. Tabelle 1).

Kdhl et al. beschrieben eine Virusgenom-Pravalenz von 71% bei erwachsenen
Patienten mit der klinischen Prasentation einer akuten Myokarditis (AMC). B19V war
in diesem Patientenkollektiv neben HHV6, EV, EBV und ADV bei 50 % der Patienten
das am haufigsten nachweisbare Virus, teilweise als Mehrfachinfektion mit den
anderen o.g. Viren (Abbildung 1) (13). In einer weiteren Publikation beschrieben Kuhl
et al. eine ahnlich hohe Pravalenz und Verteilung von Virusgenomen in EMBs bei

Patienten mit der klinischen Verdachtsdiagnose einer DCM (9).
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Tabelle 1: Hauptsachliche bekannte Atiologien der Myokarditis (modifiziert

von Schumacher et al. (19))

Viren

Enteroviren (Coxsackieviren B1-B5; Coxsackieviren A4, A16;
Echoviren 9, 22; Polioviren), Parvovirus B19, Adenoviren,
Humanes Herpesvirus 6, Epstein-Barr-Virus, Humanes
Zytomegalievirus, Influenzavirien, Mumpsvirus, Herpes-
simplex-Virus, Varicella-Zoster-Virus, Masernvirus,
Rotelnvirus, Hepatitis-B-Virus, Hepatitis-C-Virus, Humanes

Immundefizienz-Virus

Bakterien

Borrelia  burgdorferi  (Lyme-Karditis),  Staphylokokken,
Pseudomonas, Proteus, Klebsiellen, = Pneumokokken,
Mykobakterien (Tbc), Meningokokken, Mycoplasm

pneumoniae

Pilze

Candida, Aspergillen

Protozoen

Trypanosoma cruzi (,Chagas disease®), Toxoplasma gondii

Immunreaktionen

Autoimmunmyokarditis, Rheumatische Karditis,
Arzneimitteliberempfindlichkeit (Antibiotika, Diuretika,
Antikonvulsiva), = Systemischer  Lupus erythematodes,
Riesenzellmyokarditis, Sarkoidose, Hypereosinophile

Myokarditis, Kawasaki-Syndrom, TransplantatabstoR3ung

Toxine

Corynabakterium diphtheriae  (Exotoxin), Anthrazykline,
Amphetamine, Katecholamine, Kokain, Alkohol
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Abbildung 1: Haufigkeit der Nachweisbarkeit unterschiedlicher kardiotroper Viren in
EMBs von AMC- und DCM-Patienten (9, 13).

Interessanterweise ist das Erregerspektrum in EMBs von padiatrischen Patienten mit
AMC und DCM ahnlich wie bei den adulten Patienten, wie von Schumacher et al.
Beschrieben (s. Abbildung 2; (19)).
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Abbildung 2: Spektrum viraler Infektionen in Myokardproben von 330 Kindern
und Jugendlichen - Viruspositiv n=141 (43%), Virusnegativ
n=189 (57%) - bei histologisch gesicherter Myokarditis und
dilatativer Kardiomyopathie (modifiziert von Schumacher et al.

(19))

Aus dieser Gegenuberstellung der Nachweisbarkeit von Virusgenomen in EMBs von
AMC- und DCM-Patienten konnte angenommen werden, dass die Viruspersistenz
ein entscheidender Faktor fur die Entstehung der DCM aus der AMC heraus
darstellen konnte. Diese Grundannahme wurde in einer weiteren wegweisenden
Arbeit durch dieselbe Arbeitsgruppe bestatigt, in der gezeigt werden konnte, dass bei
DCM-Patienten mit einer EMBs-gesicherten Viruspersistenz uber 6 Monate eine
progrediente Einschrankung der linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF) unter
konstanter Herzinsuffizienz-Medikation dokumentiert wurde, wahrend DCM-
Patienten, die eine EMBs-gesicherte Viruselimination Uber diese Zeit aufwiesen, eine

signifikante Verbesserung unter konstanter Herzinsuffizienz-Medikation zu
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verzeichnen war. Diese Patienten wurden keiner zusatzlichen

immunmodulatorischen Therapie unterzogen (20).
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Abbildung 3. DCM-Patienten mit einer Viruselimination 6 Monate nach der initialen

EMB Diagnostik zeigt eine Verbesserung der der LVEF, wahrend DCM-Patienten mit

einer Viruspersistenz eine progrediente Abnahme der LVEF vorweisen (20).

Diese Untersuchungen legten erstmalig nahe, dass das aus Tiermodellen
stammende Konzept der Interaktion zwischen der kardiotropen Virusinfektion und der
antiviralen Immunantwort prinzipiell auch im chronischen Stadium der humanen DCM
gultig sein kdnnten (10, 13, 21, 22).
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1.2 Klassifikation der Kardiomyopathien

Die Kardiomyopathien werden entsprechend der 1996 von der WHO (World Heart
Organization) / ISFC (International Society and Federation of Cardiology) Task Force
on the Definition and Classification of Cardiomyopathies publizierten Klassifikation
(23) nach morphologischen, pathophysiologischen und funktionellen Kriterien
unterteilt in:

Dilatative Kardiomyopathie (DCM)

Hypertrophe Kardiomyopathie (HCM)

Restriktive Kardiomyopathie (RCM)

Arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie (ARVC)

Nichtklassifizierbare Kardiomyopathie (z.B. non-compaction myocardium).

Zu den spezifischen Kardiomyopathien werden sekundare Herzmuskelerkrankungen
gezahlt, die mit herzspezifischen oder systemischen Erkrankungen assoziiert sind.
Spezifische Kardiomyopathien sind demzufolge nicht mehr als idiopathisch®
angesehen, sondern werden mafgeblich durch die zugrundeliegende Bedingung /
Erkrankung verursacht, in deren Rahmen sie als ,spezifisch® klassifiziert werden.
Diese entscheidende Neuerung im Vergleich zu der WHO-Klassifikation fir
Kardiomyopathien aus dem Jahre 1980, in der lediglich die Kardiomyopathie-
Hauptformen beschrieben, und allesamt als primare oder idiopathische
Erkrankungen angesehen worden waren (24), basierte auf den enormen
Wissenszuwachs hinsichtlich der Pathogenese der Kardiomyopathien. In diesem
Zusammenhang ist der Progress auf dem Gebiet der Myokarditis und der
sogenannten postmyokarditischen DCM zu sehen.

Die DCM ist durch eine haufig progrediente linksventrikulare oder biventrikulare
Dilatation charakterisiert, verbunden mit einer Beeintrachtigung der systolischen und
diastolischen Ventrikelfunktion. In histologischen Untersuchungen zeigen sich in
Endomyokardbiopsien (EMBs) von DCM-Patienten neben allgemeinen Aspekten der
Herzinsuffizienz (Fibrose, Hypertrophie, Verlust von Kardiomyozyten etc.) auch ein
variables Ausmal} einer chronischen Herzmuskelentzindung (25). Unter

Berucksichtigung der zwischenzeitlich gesicherten pathogenetischen Bedeutung



Einleitung

einer chronischen Herzmuskelentzindung fur die DCM wurde in der aktuell gultigen
Klassifikation der WHO Task Force on the Definition and Classification of
Cardiomyopathies vom Jahre 1995 die ,inflammatorische Kardiomyopathie“ (DCMi)
eingefuhrt. Diese spezifische Kardiomyopathie ist durch eine Herzinsuffizienz mit
Nachweis einer intramyokardialen Entzindung definiert (23). Bereits in dieser
Klassifikation wurde vorweggenommen, dass infolge der ungleich hdheren
Sensitivitat und Spezifitdt immunhistologischer Verfahren diese gegentber den
tradierten histologischen ,Dallas Kriterien® vorzuziehen sind. Es werden
immunologisch bedingte und infektiose Formen der DCMi unterschieden. In der
westlichen Welt herrscht die virusinduzierte bzw. -assoziierte DCMi vor. In dieser
Klassifikation wurden die DCMi und die genetisch bedingte DCM getrennt
klassifiziert.

Eine im Jahr 2003 von der American Heart Association (AHA) etablierte Definition
sieht vor, eine Herzmuskelerkrankung als ,primar“ zu bezeichnen, bei der das Herz
allein oder hauptsachlich involviert ist. Bei einer ,sekundaren® Erkrankung ist die
myokardiale Dysfunktion ein Teil einer systemischen Erkrankung (26). Diese
Klassifikation ist auch nicht eindeutig, weil viele als primar definierte
Kardiomyopathien eine extra-kardiale Manifestation zeigen kdénnen, wahrend die
Pathologie vieler als sekundar definierter Kardiomyopathien das Herz hauptsachlich
betreffen konnen.

Daraufhin wurde im Jahre 2007 eine neue Klassifikation der Kardiomyopathien von
der European Society of Cardiology (ESC) eingefuhrt (27, 28). Diese Klassifikation
sollte eine klinisch vorteilhaftere Einteilung flr die Diagnose und das Kklinische
Management von Kardiomyopathie-Patienten auf der Basis der zwischenzeitlich
neuen wegweisenden Publikationen darstellen. Hierbei sind Kardiomyopathien als
Herzmuskelerkrankungen definiert, bei denen der Herzmuskel strukturelle und
funktionelle Abnormitaten aufweist, die sich nicht durch eine koronare
Herzerkrankung, eine arterielle Hypertonie, eine Herzklappenerkrankung, eine
kongenitale Herzerkrankung oder sonstige sekundare Faktoren (z.B. endokrine
Erkrankungen wie Hyperthyreose, systemische Kollagenosen etc.) erklaren lassen,
was den vorangegangenen Kardiomyopathie-Klassifikationen der WHO entspricht.
Eine wesentliche Neuerung ist, dass die Interaktion zwischen genetischer Grundlage

und erworbenen ursachlichen Faktoren aufgenommen wurde.
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Beispiele fur familiare/genetische DCM sind Mutationen der Sarkomer-Proteine, der
zytoskeletalen Gene, von nukledren Membrangenen, oder von mitochondrialen
Gene. Es wird aber auch Bezug auf eine Reihe offenbar noch nicht bekannter Gene
bei familiarer DCM genommen. Als Ausloser fur nicht-familiaren Ursachen der DCM
werden allen voran die Myokarditis und die Viruspersistenz, ferner das Kawasaki-
Syndrom, das Churg-Strauss-Syndrom, Alkohol, eine DCM auslésende Medikamente

(vor allem Chemotherapeutika), und Tachykardiomyopathien angefihrt (27).

Cardiomyopathies
R
il " ! T
HCM DCM | [ARVC | | REM | | Unclassified
I‘h\,.\_\_- __F_.-"I
-\.\T. -~
Familial'Ganetic | | Mon-familialMon-genstic |
S e
/ H‘"\. .l__.-""'f '.H"'-.
. 4 Y

yd ™ .-"ff Y

Unidentified | Disease sub-type” | . Idiopathic | | Disease sub-type®
gena defect

Abbildung 4: Zusammenfassung der Klassifikation der ESC Working Group on

Myocardial and Pericardial Diseases fur Kardiomyopathien (27). HCM: hypertrophe
Kardiomyopathien; DCM: dilatative Kardiomyopathien; ARVC: arrhythmogene

rechtsventrikulare Kardiomyopathien; RCM: Restriktive Kardiomyopathien.

1.3 Akute Myokarditis, DCM und DCMi

Kardiotrope Viren sind in der westlichen Welt die hauptsachlichen Ausloser einer
akuten Myokarditis und der sich daraus entwickelnden DCM bzw. DCMi. Die meisten
Myokarditis-Patienten kdnnen sich an eine vorangegangene grippeahnliche Infektion

der oberen Luftwege oder des Gastrointestinaltrakts erinnern. Es ist bislang nicht

10
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eindeutig geklart, weshalb diese ubiquitar vorkommenden Viren bei nur wenigen
Individuen eine myokardiale Beteiligung bzw. eine Infektion auslésen, und wie die
AMC bei den meisten Individuen weitestgehend klinisch folgenlos ausheilt, wahrend
es bei anderen Patienten zu einer Manifestation einer DCM, DCMi mit oder ohne
Viruspersistenz kommt (8, 10, 29). Eine genetische Pradisposition wird lange
angenommen. Infolge einer Kreuzantigenitdt von viralen und myokardialen
Strukturen koénnen sekundare Immunphanomene auftreten, die Uber die initial
antivirale Immunantwort hinaus geht (30-35). Die initiale Infektion induziert nach
HLA-restringierter Antigenprozessierung und —prasentation eine Aktivierung des
Immunsystems gegen Virusproteine, wobei auch Antikdrper gegen kryptische
myokardiale Antigene entstehen konnen. Die dabei gebildeten Zytokine konnen
unmittelbar kardiodepressiv und proarrhythmogen wirken. Die proinflammatorischen
Zytokine induzieren diverse Zelladhasionsmolekule, die die Migration von gegen
virale Proteine gerichteten Effektorzellen in das Myokard vermitteln. Hierdurch kann
es zur immunvermittelten Myozytolyse kommen, die als Ursache der manchmal bei
akuten Myokarditiden nachweisbaren Troponin- und CK-Erh6hung sowie auch der
infarktahnlichen Repolarisationsstérungen und der pektangindsen
Beschwerdesymptomatik fihren kénnen (13, 36).

Kann das Virusgenom vom Organismus rasch und effektiv eliminiert werden, heilt die
Myokarditis rasch aus, da der infektidse Ausloser nach der Viruselimination fehlt. Bei
Viruspersistenz oder Induktion einer gegen kryptische kardiale Antigene gerichteten
Autoimmunitat kann es zu einer Persistenz der intramyokardialen Entzindung
kommen, die einen zunehmenden Verlust kontraktiler Elemente nach sich zieht (9,
13, 20). Beide Mechanismen fuhren letztendlich Uber eine ,chronische Myokarditis®
zur Entwicklung einer inflammatorischen Kardiomyopathie, die aus der rein klinischen
Diagnostik als DCM imponiert, wenn nicht zusatzlich eine immunhistologische und
virologische EMBs-Diagnostik vorgenommen wird.

In den letzten zwei Jahrzehnten kam es zu bedeutenden Fortschritten in der
Aufklarung der Pathogenese der Myokarditis durch die EinflUhrung von im Vergleich
zu den histologischen Dallas Kriterien weitaus sensitiveren immunhistologischen
Diagnostik-Kriterien zur Erfassung der DCMi, sowie von molekularbiologischen
Nachweisverfahren von Virusgenomen in EMBs. Letztlich konnten diese neuen

Erkenntnisse eine Parallelitat zu den auf tierexperimentellen Einsichten Uber den

11
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Verlauf der AMC zur DCMi aufdecken. Diese fokussieren sich auf die Interaktion
zwischen der Virusinfektion und der primar antiviralen, und sekundar antikardialen
Immunantwort (10, 21, 30, 37, 38). Die Analyse der Einflisse von genetischen
Faktoren bei der humanen DCMi bleibt im Vergleich zu den tierexperimentellen
Einblicken hingegen ungleich komplexer, und ist sicherlich im Gegensatz zu den
tierexperimentellen Modellen in der weitaus Uberwiegenden Anzahl der DCM-

Patienten nicht monogen (39).

1.4 Pathogenese der inflammatorischen Kardiomyopathie (DCMi)
Bei der idiopathischen DCM ist die Atiologie der Erkrankung unbekannt. Man geht

aber davon aus, dass sich bei einem entscheidenden Teil der Patienten das
Krankheitsbild der idiopathischen DCM infolge einer durchgemachten Myokarditis,
die primar nicht erkannt wurde, entwickelt (8, 10, 29, 30, 37). Dieser
atiopathogenetische Zusammenhang wird durch den Nachweis einer chronischen
(virusassoziierten) Entziindung bei bis zu 60% der DCM-Patienten nahegelegt (21,
40, 41). Aufgrund dieser Befunde wurde die neue spezifische Kardiomyopathie-
Entitat der ,inflammatorischen Kardiomyopathie (DCMi) definiert. Diese ist durch den
histologischen/immunhistologischen Nachweis einer intramyokardialen Entzindung
und/oder den molekularbiologischen Nachweis einer myokardialen Virusinfektion
charakterisiert (23). Die molekularen Mechanismen der Viruspersistenz bzw. der
Virus-assoziierten sowie immunvermittelten Myokardschadigung sind bisher nicht
detailliert geklart. Prinzipiell lassen sich direkt Virus-vermittelte und sekundare, durch
das Virus bedingte Mechanismen unterscheiden. So kénnen z.B. Virusproteine der
Coxsackieviren (Protease 2A) direkt durch Spaltung von Dystrophin zu einem Verlust
der Integritat des Zytoskeletts fuhren (42). Auch bei einer nicht-replizierenden
Infektion mit niedriger Kopienzahl sind virusinduzierte zytopathische Effekte
nachweisbar (43). Als Folge der Virusinfektion kann aber eine chronische
myokardiale Entzindungsreaktion resultieren. Hierbei wird durch die Prasentation
von Virusfremdproteinen (44) das Immunsystem gegen diese Fremdantigene
aktiviert. Das primare Ziel der antiviralen Entzindungsreaktion ist die effektive
Viruselimination, so dass aus einer akuten Herzmuskelentzindung nicht zwingend

eine chronische myokardiale Entzundung resultieren muss (10). Sekundar kann sich
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aber die virusinduzierte Immunantwort — wahrscheinlich bei gegebener genetischer
Pradisposition — z.B. Uber ein molekulares Mimikry gegen koérpereigene
Herzmuskelproteine richten (35, 45). Bei Ausbildung einer postviralen Autoimmunitat
verselbstandigt sich somit die Immunreaktion und persistiert unabhangig von dem
Verlauf der Virusinfektion. Andererseits kann eine Viruspersistenz Uber die primar
antivirale Immunitat eine anti-kardiale Immunitat aufrecht erhalten (10, 21, 31, 38,
46). Weiterhin spielen die durch den Immunprozess freigesetzten kardiodepressiv
wirkenden Zytokine eine pathogenetisch wichtige Rolle (47-49). Die Zytokin-
induzierte Expression von Zelladhasionsmolekilen (CAMs) auf dem GefaRendothel
vermittelt die Migration von Immunzellen in das Myokard und beglnstigt so den
dynamischen Entziindungsprozess (40). Zytotoxische T-Lymphozyten (CTLs) und
Komplement-vermittelte Immunprozesse sind fur den durch Myozytolyse bedingten
kontinuierlichen Verlust an kontraktilen Elementen verantwortlich (50).

Es ist bisher nicht geklart, ob diese fur die myokardiale CBV-Infektion geltenden
Pathomechanismen auf alle kardiotropen Viren Ubertragbar sind. Der beschriebene
Vaskulotropismus von B19V sowie die Assoziation mit endothelialer Dysfunktion bei
DCMi (51-53) lassen vermuten, dass zumindest fur das B19V ein von den CBV
unterschiedliches Infektionsmuster und letztlich auch andere, bislang unbekannte

Pathomechanismen vorherrschen.

1.5 Epidemiologie der Parvovirus B19 (B19V) Infektionen

Parvovirus B19 (B19V) Infektionen kommen weltweit vor. Falle kbnnen sporadisch
oder gruppiert auftreten. Die B19V Replikation findet im Knochenmark statt. Man
geht davon aus, dass die Ubertragung der Infektion von Person zu Person Uber die
Atemwege erfolgt, und auch die Ubertragung von Blutprodukten scheint eine nicht
unwichtige Rolle zu spielen (54). Die Anzahl der Menschen mit messbarem Titer von
B19V-spezifischem 1gG nimmt mit zunehmendem Alter zu. Gemessen an dem
Vorkommen von B19V-IgG betragt die Durchseuchungsrate mit B19V bei Kindern im
Vorschulalter etwa 5-10%. Bei Erwachsenen finden sich bei mehr als 70% messbare

Titer von B19-spezifischen IgG-Antikdrpern (55, 56). Bei ca. 30-40% schwangerer
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Frauen besteht ein Mangel an B19-IgG-Antikdrpern. Sie und auch die ungeborenen

Kinder kdnnen somit von einer B19V-Infektion gefahrdet sein (57-59).

1.6 Parvovirus B19 (B19V)

Parvovirus B19 (B19V) wurde erstmals 1975 von Yvonne Cossart als pathogenes
Agens einer humanen Infektion beschrieben. Sie beobachtete eine abnorme
Reaktion eines Spenderserums in einer Hepatitis-B-Reihenuntersuchung in Position
91 auf der Platte B (60). B19V ist mit einem breiten Spektrum von menschlichen
Erkrankungen und Befall verschiedener Organsysteme assoziiert worden: Neben
dem Erythema infectiosum (61) sind in den letzten zwei Dekaden zunehmend weitere
Erkrankungen des Kindes- und Erwachsenenalters beschrieben worden, unter
anderem hamatopoetische  Erkrankungen (Anamie, aplastische Anamie,
Thrombozytopenie, Panzytopenie), Hydrops fetalis, Spontanabort, Hepatitis,
Arthropathie, Vaskulitis, neurologische Erkrankungen, chronic fatigue Syndrom,
angeborene Herzerkrankungen und die Myokarditis (AMC/DCM) bzw. DCMi (13, 16,
62-65).

Das B19V ist ein Einzelstrang-DNA-Virus mit einem linearen Genom von ca. 5,1 Kb
Lange. B19V ist Mitglied der Gruppe der Erythroviren innerhalb der Parvoviridae-
Familie, in der es den einzigen humanpathogenen Erreger darstellt. Parvoviren
produzieren kleine Kapside mit einem Durchmesser von ca. 25 nm. Das Virusgenom
kodiert drei Proteine: Die zwei strukturellen Proteine, die viralen Proteine 1 und 2
(VP1 ca. 84 kDa und VP2 ca. 58 kDa) entstehen aus alternativem splicing. VP1
unterscheidet sich von VP2 nur durch 226 zusatzliche Aminosauren am
aminoterminalen Ende. Der grof3te Anteil des Viruskapsids besteht zu 95% aus dem
VP2, wahrend das VP1 nur mit 5% an den 60 Capsomeren beteilgt ist. VP1 hat eine
Calcium-abhangige Phospholipase A2 (PLA2) enzymatische Aktivitat, und vermittelt
damit den Viruseintritt in die Zielzellen (66). Wahrend einer aktiven Infektion wird ein
drittes Protein gebildet, das NS1 (non-structural protein 1). Dieses ist an der
Virusreplikation beteiligt und hat ein zytotoxisches Potential durch die Induktion von
Apoptose (67, 68). VP1 enthalt einen Anteil, das aus der Oberflache der Zelle
herausragt und als Funktion die Interaktion mit dem zellularen Rezeptor hat. Als

zelluldrer Rezeptor des B19V wurde das Glycosphingolipid Globosid
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(Globotetraosylceramid, Gb4Cer) identifiziert (69). Das Globosid ist auf erythroiden
Vorlauferzellen und Erythrozyten vorhanden und stellt das Blutgruppen-Antigen-P
dar. Der Rezeptor ist flr die Infektion notwendig, so dass Individuen ohne P-
Phanotyp eine naturliche Immunitat gegen B19V besitzen (54). Das P-Antigen ist
auch auf anderen Zellen wie endothelialen Zellen und fetalen myokardialen Zellen
vorhanden (70, 71). In vivo Studien zeigten, dass fur die Bindung von B19V an
Zielzellen, Gb4Cer nicht alleine ausreicht, sondern avsps-Integrine als Co-
Rezeptoren flr den B19V-Eintritt in die Zielzellen bendtigt (72-74).

Die antivirale Immunantwort auf eine B19V-Infektion lasst sich auf die T-Zell-
vermittelte und die humorale Immunantwort unterteilen (65, 75, 76). Aus
serologischen Untersuchungen ist bekannt, dass NS1-spezifische Antikérper in der
chronischen, aber nicht in der akuten Erkrankungsphase detektierbar sind (77, 78).
Andererseits indizieren Anti-VP-Antikorper das akute Infektionsstadium bzw. die
Rekonvaleszenz nach einer akuten Infektion. Insbesondere die Anti-VP-2 Antikdrper
scheinen fur die Kreuzreaktivitat mit humanen Proteinen verantwortlich zu sein (79).
Die humorale Antwort von B19V Infektionen kann durch gut charakterisierte
neutralisierende monoklonale Antikorper charakterisiert werden. Es gibt 4
monoklonale Antikorper (mab) gegen B19V; mab 1424 spezifisch fur NS1, mab
1418-1 spezifisch fur VP1, mab 1418-16 spezifisch fur VP1, mab 860-55D spezifisch
fur VP2 (major capsid protein). VP1 und VP2 spezifische mab haben bei einer
Konzentration von 0,08 pg/ml bzw 0,75 pg/ml die Fahigkeit, 50 % der B19V-
Infektionen zu neutralisieren. NS1 spezifische mab hat eine schwache
neutralisierende Tatigkeit und erforderte eine Konzentration von 47,7 ug/ml fur eine
50 % Neutralisation (80-83). Humane mabs mit starker neutralisierender Tatigkeit
konnen fir die Immuntherapie von chronisch B19V-infizierten Patienten und akut
infizierten schwangeren Frauen eingesetzt werden (82).

Neben molekularbiologischen Methoden kdénnen gegen B19V-Proteine gerichtete
Antikoérper zur immunhistologischen Diagnostik der B19V-Infektion eingesetzt werden
(65, 84). Die kommerziell erhaltlichen Antikérper sind jedoch gegen die VP1 und VP2
Proteine gerichtet, wahrend derzeit keine diagnostischen anti-NS1-Antikorper

erhaltlich sind.
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1.7 Immunmodulatorische Therapiestrategien bei der DCMi

,Die Herzmuskelentziindung ist schwierig zu diagnostizieren, und selbst wenn sie

diagnostiziert werden sollte, kann sie dann effektiver behandelt werden?“ Dieses

Zitat von Jean Baptiste Sénag, Arzt von Louis XV aus dem Jahre 1772 (1), sollte

noch mehr als zwei Jahrhunderte Bestand haben, ehe moderne diagnostische

Verfahren eine atiopathogenetische Differenzierung der inflammatorischen

Kardiomyopathie ermdéglichten und die Grundlage fir rationale Therapiekonzepte

bildeten, die sich in aktuellen randomisierten Studien als effektiv erwiesen haben,

und auf deren Basis nunmehr Multicenter-Studien initiiert wurden, deren Ergebnisse
abgewartet werden sollten, bevor diese therapeutischen Prinzipien moglicherweise in

»evidence based medicine” transferieren werden.

Die Erfolge einer medikamentosen immunsuppressiven Therapie (Corticosteroide,

haufig kombiniert mit Cyclosporin oder Azathioprin) waren in publizierten Einzelfallen

von widersprichlichen Resultaten. Die negativen Ergebnisse der randomisierten
multizentrischen amerikanischen Myokarditis-lmmunsuppressions-Studie zeigten,
dass bei nach den Dallas-Kriterien gesicherter Myokarditis eine immunsuppressive

Therapie keinen signifikanten Vorteil hinsichtlich der Mortalitat und Herzinsuffizienz-

Symptomatik erzielte (85). Dies ist hauptsachlich auf folgende Faktoren

zuruckzufihren (86):

1) Die mit den histologischen Dallas-Kriterien assoziierten diagnostischen Probleme
(s.o0.) lassen keine hinreichend hohe Sensitivitat und Spezifitat der Diagnose der
intramyokardialen Entziindungsreaktion im Sinne einer DCMi zu (21, 41, 87-89).

2) Bei den in dieser Studie eingeschlossenen Patienten wurde nicht der
Spontanverlauf der Myokarditis abgewartet, so dass in der Kontrollgruppe eine
hohe Spontanremissionsrate zu verzeichnen war (8, 21, 90-92).

3) Patienten mit einer bioptisch gesicherten Viruspersistenz wurden von dieser
Studie nicht ausgeschlossen (13, 20, 21, 87).

Unter Einsatz der immunhistologischen Kriterien fur eine erhdhte T-lymphozytare

Infiltration und/oder verstarkte CAMs-Expression nach Ausschluss einer

Viruspersistenz und einer Spontanremission bei DCM-Patienten (somit Ausschluss

von AMC) berichtete eine immunsuppressive Pilotstudie mit Corticosteroiden positive

Effekte auf die Entwicklung der Herzinsuffizienz-Symptomatik und der Hamodynamik

und fuhrte zu einer Abnahme der lymphozytaren Infiltration sowie der CAMs-
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Expression (HLA class | und HLA DR) (93). Kurzlich wurden in einer randomisierten
Immunsuppressions-Studie tUber 3 Monate mit Corticosteroiden und Azathioprin ein
positive Langzeit-Effekte Uber 2 Jahre bei Patienten mit endomyokardbioptisch
nachgewiesener verstarkter Expression von CAMs (HLA class | und HLA DR) im
Sinne einer inflammatorischer Kardiomyopathie (n=84) demonstriert, gleichwonhl
hinsichtlich der primaren Studienendpunkte (Tod, Herztransplantation und
Rehospitalisierung) und  Herzinsuffizienz-Symptomatik  (41). Diese Studie
demonstrierte erstmalig, dass eine 3-monatige immunsuppressive Therapie
ausreichend ist (im Gegensatz zu den haufig angewandten 6-Monats-Therapien), um
positive Langzeit-Effekte, bezogen auf hamodynamische Parameter, die
linksventrikulare Diameter und auf die subjektive Herzinsuffizienz-Symptomatik, tber
2 Jahre nach Beendigung der Therapie zu erzielen. Eine signifikante Verbesserung
dieser Parameter war 2 Jahre nach Studienbeginn bei 72% der immunsuppressiv
Behandelten versus 21% in der Placebo-Studiengruppe 2zu verzeichnen.
Teleologisch betrachtet wurde durch diese Studie auch die Hypothese bestatigt, dass
eine verstarkte CAMs-Expression fur die verlassliche Diagnostik einer
intramyokardialen Entzindung und Selektion von Patienten, die von einer
immunsuppressiven Therapie profitieren, hinreichend sensitiv und spezifisch ist (94),
und erbringt eine valide Grundlage fir die Hypothese, dass eine koordinierte CAMs-
Induktion als hinreichend sensitives und spezifisches Charakteristikum der DCMi
darstellt, auch ohne eine begleitende Bestatigung einer pathologisch erhdhten
immunkompetenten Infiltration, da diese Prozesse eng miteinander assoziiert sind
(Zytokininduktion, = CAMs-Induktion und transendotheliale = Migration  von
immunkompetenten Zellen).

Ein weiteres immunsuppressives Verfahren, die Immunadsorption, zeigte in einer
randomisierten Studie positive hamodynamische Effekte bei DCM-Patienten (95).
Der Wirkmechanismus der Immunadsorption beschrankt sich wahrscheinlich nicht
nur auf die Elimination von Autoantikorpern, sondern kdnnte auch die Elimination von
zirkulierenden immunkompetenten Faktoren wie Zytokine oder Iosliche CAMs
bedingen. Diese Effekte kdbnnten gemeinschaftlich daflr verantwortlich sein, dass es
unter Immunadsorption zu einer bioptisch nachweisbaren Abnahme der T-
lymphozytaren Infiltration und Abnahme der Expression von endothelialen CAMs

kommt (96). Eine multizentrische Studie steht noch aus, um dieses Konzept als
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allgemein akzeptiertes Therapieverfahren bei DCM einzufiihren. Es ist bislang nicht
geklart, ob die Viruspersistenz bei diesem therapeutischen Konzept bertcksichtigt
werden sollte.

Ergebnisse der Immunsuppressions-Studie von Frustaci et al. bei immunhistologisch
gesicherter DCMi bestatigen die tierexperimentellen Beobachtungen, dass eine
Immunsuppression bei Viruspersistenz kontraindiziert ist und mit einer weiteren
Verschlechterung der Kontraktilitat, Herzinsuffizienz-Symptomatik und einer
schlechteren Prognose assoziiert ist (97). Die Grunduberlegung ist hierbei, dass eine
Immunsuppression die antivirale Aktivitat des Immunsystems hemmt und somit eine
Viruspersistenz fordert (98). Die antivirale Effizienz des Zytokins Interferon wurde in
vitro und in vivo demonstriert (99, 100). In einer Pilotstudie wurden 22 DCM-
Patienten mit nachgewiesener enteroviraler (n=14) und adenoviraler Persistenz (n=8)
mit 18x10° 1U subkutan verabreichten Interferon-p pro Woche Uber 6 Monate
behandelt. In den hiernach untersuchten Verlaufsbiopsien war kein virales Genom
mehr nachweisbar. Unter dieser Interferon-B-vermittelten Elimination viralen Genoms
wurde auch ein signifikanter (p<0,001) Anstieg der LVEF von 44% auf 53%
verzeichnet, gefolgt von einer signifikanten Abnahme des linksventrikularen
enddiastolischen Diameters von 67 auf 62 mm sowie einer Verbesserung der
Herzinsuffizienz-Symptomatik. Diese vorteilhaften Effekte waren auch 6 Monate nach
Beendigung der antiviralen Interferon-B Therapie an (101). Diese praliminaren
Ergebnisse sind mit den Erkenntnissen aus Tierexperimenten vereinbar, die zeigen,
dass mit der Etablierung einer immunvermittelten Viruselimination (entweder spontan
oder durch pharmakologische Unterstitzung) die antivirale Immunreaktion
idealerweise auch unterbrochen wird, und lediglich eine geringgradige interstitielle
Fibrose ohne nachhaltige Einschrankung der ventrikularen Kontraktilitat verbleibt
(10). Die Ergebnissen dieser Pilotstudie gaben Anlass, die multizentrische,
randomisierte  BICC-Studie (Bioferon® In Patients with  Chronic Viral
Cardiomyopathy) zu initiieren.

Die therapeutischen Erfolge der Immunglobulin-Therapie bei DCMi Patienten sind
noch nicht hinreichend geklart. Die erste randomisierte Studie bei AMC Patienten
konnte keine signifikanten Effekte vorweisen (91). Dies ist moglicherweise wiederum
auf die hohe Spontanremissionsrate der Kontrollkohorte zu sehen, und unterstreicht,

dass der naturliche Verlauf der AMC abgewartet werden muss, und erst bei sich
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abzeichnender Chronifizierung der linksventrikularen Funktionseinschrankung,
Dilatation und Herzinsuffizienz-Symptomatik eine immunmodulatorische Therapie
erwogen werden sollte (92). Derzeit wird eine randomisierte Studie bei Patienten mit
DCMi und B19V Nachweis durchgefuhrt, deren Ergebnisse aber noch ausstehen
(102, 103).

1.8 Immunhistologische Detektionsverfahren der DCMi

Die immunhistochemische Diagnostik besitzt ein hohes diagnostisches Potential, das
weit Uber die Maoglichkeiten einer rein histologischen Analyse hinausgeht. Die
Immunhistochemie ist als Verfahren besser als andere Nachweismethoden, weil sie-
unter Verwendung spezifischer Antikorper- in der Lage ist, sowohl gering
ausgepragte Antigene sensitiv zu erfassen und zu quantifizieren, als auch qualitative
Aussage Uber das Expressionsmuster und Lokalisation des zu nachweisenden
Antigens zu machen (40, 104). Immunhistologisch gefarbte Gewebsschnitte eignen
sich auch zur Quantifizierung der Proteinexpression, visuell semiquantitativ oder
quantitativ, z.B. mittels farbkodierter digitaler Bildanalyse (DBA) (29, 40, 48, 52, 88,
104-106). Die Immunhistochemie bietet auch die Mdglichkeit, Uber Verwendung
fluoreszierender Marker unter Einsatz der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie
Kolokalisation verschiedener Antigene aufzuzeigen (107).

Fir den Nachweis der entsprechenden Antigene sind monoklonale und auch
polyklonale Antikdrper einsetzbar. Wahrend polyklonale Antikdrper das Produkt
mehrerer verschiedener Plasmazellen darstellen, werden monoklonale Antikorper
von einem Plasmazellklon als Reaktion auf ein Antigen ausgeschuttet. Letztere
heben sich insbesondere durch ihre weitreichende Homogenitat sowie leichte
Charakterisierbarkeit hervor.

In der Systematik der Immunhistochemie unterscheidet man die direkte und die
indirekte Farbmethode. Bei der direkten Methode wird das Antigen mit Hilfe eines
spezifischen und Enzym-konjugierten Antikorpers detektiert.

Bei der indirekten Methode bindet ein spezifischer unkonjugierter Primarantikorper,
der mit einem enzymgekoppelten Sekundarantikdrper reagiert. Zu der indirekten
Farbemethode gehdrt die Avidin-Biotin-Komplex- (ABC) Methode, die eine hohe
Sensitivitat besitz (108). Darlber hinaus bietet die EnVision® Technik eine bis zum
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ca. 80xfache Signalampilfikation, ohne das mit der ABC-verbundene Problem der
unspezifischen Hintergrund-Markierung durch endogene Avidin- und Biotin-
Expression des Gewebes, deren Blockierung vor der Farbereaktion nicht immer
vollstandig gelingt, zu erkaufen. Diese EnVision® Technik bedient sich
polymergekoppelter Sekundarantikorper, die auf den Polymeren ca. 80 Enzyme (z.B.
Meerrettich-Peroxidase / HRPO) tragen, und somit zur Signalampilfikation des

prazipitierten Chromogens beitragen (48, 109, 110).
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1.9 Zielsetzungen der Promotionsarbeit

Die Zielstellung dieser Studie war einerseits, die humorale Immunantwort gegen
B19V (B19V) Proteine bei Patienten mit der klinischen Prasentation einer AMC oder
DCM zu charakterisieren.

Andererseits sollte der immunhistologische Nachweis von B19V-Proteinen und deren
Expressionsmustern in EMBs von DCM-Patienten, sowie die Assoziation mit nPCR-
Standard-Nachweisen von B19V-Genomen aufgearbeitet werden.

Diese Untersuchungen sollten die diagnostische Wertigkeit der Charakterisierung der
humoralen B19V-Immunantwort sowie die immunhistologischen Detektierbarkeit von
B19V Proteinen in EMBs von AMC und DCM Patienten flr die Einteilung des B19V
Infektionsstadiums (humorale B19V-Immunantwort) und die myokardiale B19V

Proteinexpression ergrinden.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Fur die Charakterisierung der humoralen B19V-Immuntwort wurden Seren und EMBs
von 62 Patienten mit dem klinischen Verdacht auf AMC und DCM untersucht. DCMi-
Patienten, die aufgrund einer Verlaufsuntersuchung biopsiert wurden, und DCMi-
Patienten, die sich unter einer immunmodulatorischen Therapie (antivirale Interferon-
B oder immunsuppressive Therapie) befanden, wurden aus dieser Studie
ausgeschlossen. Im Detail wurden 33 Patienten mit der klinischen
Verdachtsdiagnose einer AMC mit plotzlich auftretenden Symptomen wie Angina
pectoris oder Dyspnoe mit signifikant erhdohten myokardialen Ischamiemarkern
(Troponin T und/oder Kreatininkinase/Kreatininkinase-MB / CK/CK-MB) und/oder neu
aufgetretene EKG-Veranderungen (ST-Strecken-Hebungen oder T-Wellen-
Negativierung). Die meisten AMC-Patienten berichten Uber eine vorangegangene
Episode  grippeadhnlicher  Symptomatik.  Patienten mit  der  klinischen
Verdachtsdiagnose DCM (n=29) waren durch lang bestehende Herzinsuffizienz-
Symptome (Belastungsdyspnoe; > 6 Monate), eine ausgepragte LV-Dysfunktion
(LVEF<45%) und/oder LV-Dilatation charakterisiert. Die demographischen und
klinischen Parameter der Patienten sind in der Tabelle 2 zu entnehmen. Der Beginn
der Krankengeschichte wie in Tabelle 2 angegeben beinhaltet den Anfang der
Herzinsuffizienz-Symptomatik oder Angina pectoris und die vorangegangene
grippeahnliche Symptomatik.

Des Weiteren wurden die Seren von 16 gesunden hinsichtlich Alters und
Geschlechts (31% weiblich, 44+14 Jahre) gematchten gesunden Kontrollprobanden
ohne anamnestischen Hinweis auf eine akute oder chronische Infektionserkrankung,
eine Autoimmunerkrankung oder sonstige chronische Erkrankung auf anti-B19V-
Antikorper untersucht.

In einer zweiten Gruppe von 30 DCM-Patienten wurden EMBs neben dem nPCR
Nachweis von  Virusgenomen immunhistochemisch  mittels  Antikdrper-
Farbemethoden auf die B19V Proteinexpression in EMBs untersucht. Eine Kontroll-
Patientengruppe von gesunden Probanden konnte infolge ethischer Restriktionen

nicht zum Vergleich in diesem Teilgebiet herangezogen werden.

23



Material und Methoden

Eine koronare Herzkrankheit wurde in allen Patientengruppen mittels
Koronarangiographie ausgeschlossen, ebenso wie weitere mogliche sekundare
Ursachen von LV-Dysfunktion (z.B. valvulare Herzkrankheit, arterieller Hypertonus
und Diabetes mellitus). Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der Charité —
Universitatsmedizin Berlin im Rahmen des Sonderforschungsbereiches Transregio
19 (SFB TR19) “Inflammatorische Kardiomyopathie — Molekulare Pathogenese und
Therapie” genehmigt. Die schriftliche Zustimmung von allen Patienten und gesunden
Kontrollprobanden, die an dieser Studie teilnahmen, lag vor. Diese Arbeit ist in
Ubereinstimmung mit der “Deklaration des Weltarztebundes zu Ethischen

Grundsatzen fur die medizinische Forschung am Menschen von Helsinki" (111).

2.2 Entnahme und Prozessierung der Endomyokardbiopsien fur die anti-B19V
VP1/VP2 Immunhistologie

Die Prozedur der EMBs-Entnahme aus dem rechtsventrikularen Septum und die
geringen, zu diagnostischen Zwecken vertretbaren periprozeduralen Risiken erfolgte
nach publizierten Verfahren durch interventionell erfahrene Kardiologen des
CharitéCentrums 11  am Campus Benjamin Franklin der Charité -
Universitatsmedizin Berlin (9, 13, 20, 89, 101, 112). Die Vena und Arteria femoralis
wurden in nach Lokalanasthesie mit Hilfe der Seldinger-Technik punktiert. Es erfolgte
die Sondierung der unteren Hohlvene, des rechten Vorhofs und des rechten
Ventrikels, sowie die retrograde Sondierung der Aorta und des linken Ventrikel, eine
Druckregistrierung und die Darstellung der anatomischen Verhaltnisse unter
Fluoroskopie und biplane Ermittlung der LVEF. AnschlieRend erfolgten nach
Ausschluss von koronarer Herzkrankheit und andere mogliche Ursachen einer LV-
Dysfunktion (z.B. arterieller Hypertension, valvulare Herzerkrankungen, metabolische
Krankheiten), die Entnahme von EMBs aus dem rechtsventrikularen Septum mittels
eines flexiblen Biotoms (Cordis, Hilden). Die EMBs wurden unmittelbar nach der
Entnahme in Tissue Tec® (SLEE, Mainz) eingebettet. Nach Einbettung in Tissue
Tek®, wurden die EMBs in Flussigstickstoff gekuhltem Methylbutan schockgefroren
und bei -80°C tiefgefroren bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert (13, 20,
40, 112).
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2.2.1 Material und Reagenzien zur Herstellung von Gefrierschnitten aus
EMBs

Tissue Tek, O.C.T. Compound, Sakura, Niederlande

Methylbutan, Merck, Darmstadt, Deutschland

Flussigstickstoff, Messer-Griesheim, Deutschland

Poly-L-Lysin, Sigma, Darmstadt, Deutschland

Aceton, Merck, Darmstadt, Deutschland

Objekttrager 76 x 26 x 1 mm, Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland
Kryostat Jung CM 3000, Leica, Bensheim, Deutschland

Super Pap Pen, Immunotech, Marseille, Frankreich

2.2.2 Prozedere

Um die Proben weiter zu verarbeiten wurden sie aus der -80°C Lagerung
einschlieBlich der Tissue Tek® Umhillung enthommen und direkt in 5 um dicken
Kryoschnitten geschnitten.

Die 5 ym dicken Schnitte wurden bei —30°C am Kryostaten Jung CM 3000 (Leica
Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Bensheim, Deutschland) angefertigt. Die
Schneidetemperatur (Kammertemperatur und ggf. Objekttemperatur) wurde
eingestellt und alle fur die Objektpraparation bendtigten Arbeitsmittel in den
Kryostaten gelegt. Nachdem der Messerhalter eingebaut und das Messer im
Kryostaten vorgekuhlt wurde (vor Aufnahme des Schneidebetriebes wurden alle Teile
des Kryostaten im Minusbereich temperiert), wurde die Objektplatte in die
Objektplattenaufnahme am Objektkopf geklemmt, die Objektplatte orientiert und
fixiert. Das Messer wurde dann in den Messerhalter geklemmt und die
Inklinationswinkel am Messerhalter auf 4-6° eingestellt und das Messer zur Probe
ausgerichtet. Die Proben wurden dann manuell angeschnitten, anfanglich mit ca. 20
pMm Schnittdicke, bis relevantes EMBs-Material zur Darstellung kam, und dann auf 5
pm Schnittdicke verringert. Erforderlichenfalls wurde der Gewebsblock nachjustiert,
und dann wurden die seriellen 5 ym dicken EMBs Kryoschnitte angefertigt. Die Sum
dicken EMBs-Kryoschnitte wurden auf beschichteten Objekttragern aufgebracht. Die

Objekttrager wurden fir 5 Minuten mit 10%-igem Poly-L-Lysin beschichtet, um eine
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bessere Haftung des Gewebes auf der Glasflache zu gewahrleisten. Die Fixierung

erfolgte Uber 10 Minuten in eiskaltem Aceton mit anschlieRender Lufttrocknung.

2.3 Immunhistochemie auf B19V-VP1/VP2 in EMBs

Die in Poly-L-Lysin beschichteten Objekttrager mit den fixierten Gewebeschnitten
wurden beschriftet und blind untersucht. Die Farbung wurde wie in der Literatur
beschrieben durchgefihrt (40, 110). Es wurde ein monoklonaler Antikérper gegen ein
gemeinsames Epitop auf den VP1 und VP2 Strukturproteinen von B19V, Aminosaure
328-34 des VP2 Capsids (Klon R92F6; Novocastra, Newcastel, UK), in 1:20
Verdlinnung verwendet. Als sekundarer Antikorper wurde ein EnVision® Peroxidase-
konjugierter rabbit-anti-mouse Antikérper (DakoCytomation, Hamburg, Deutschland)
eingesetzt (109). Die IHC Farbung wurde mit 3-Amino-Ethylcarbazole (Merck,
Darmstadt, Deutschland) als chromogenem Substrat visualisiert. Die Objekttrager
wurden anschlieBend, mit Hamatoxilin gegengefarbt und mit Kaiser's
Glyceringelatine® (Merck, Darmstadt, Deutschland) blasenfrei montiert. Das
Prozedere wurde fur alle Proben gleichermal3en und parallel wie unten beschrieben
durchgefuhrt.

2.3.1 Material und Reagenzien fur die immunhistochemische Farbung

Deckglaser 24 x 50 mm (Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland)

Kaiser’s Glyceringelatine® (Merck, Darmstadt, Deutschland)

EnVision® system (DakoCytomation, Hamburg, Deutschland)

25x PBS (phopsphate buffered saline): 200 g NaCl, 5 g KCl, 6,25 g KH,POy4:
33,75NayHPO,4 x 2H,0 in 800 ml Aqua dest. auf 1 | Aqua dest., pH auf 7,3 adjustiert

0,2 M Na-Acetat: Na-Acetat-Trihydrat (MG 136,08 g/mol): 27,2 g ad 1 Liter Aqua

dest.

0,2 M Essigsaure: 11 ml Essigsaure (96 — 100%) auf 1 Liter Aqua dest.

Carbazol-Farbelosung: 1 Kivette ~ 200 ml Kavette ~ 200 ml; 50 mg 3-Amino-9-
Ethylcarbazol (AEC) in 10 ml NN-Dimethylformamid (Merck, Darmstadt,
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Deutschland) in einer GlasklUvette unter der Dunstabzugshaube aufgeldst; in einem
Glasgefal®; 35 ml 0,2M Na-Acetat, 15 ml 0,2M Essigsaure, 150 ml Aqua dest.
Mischen. Diese Reaktionslésung und 100 pl H2O in die Kivette mit AEC geben, die
das aufgeloste AEC enthalt und das Schiffchen mit den zu farbenden Praparaten in

die Klvette legen. 12 Minuten in Dunkelheit farben schutteln.

2.3.2 Immunhistologische Farbungsreaktion

5 Min. Blockade der endogenen Peroxidase 0,5 ml 30% Wasserstoffperoxid / 199,5
ml PBS Puffer

2 x 5 Minuten waschen im PBS-Puffer

Inkubation mit dem Primarantikorper Clone R92F6 (a.a. 328-344 of VP2) 1:50 (PBS-
Puffer / 10 % FCS) 70ul auf das Schnittfeld geben; Vorsicht! Schnitte nicht
zerkratzen!! Fur 45 Minuten inkubieren.

2 x 5 Minuten waschen im PBS-Puffer

Inkubation mit dem Sekundarantikorper (EnVision® Mouse/Rabbit, gebrauchsfertig)
70ul auf das Schnittfeld pipetieren fur 30 Minuten

2 x 5 Minuten waschen im PBS-Puffer

Farbelosung: 150 ml dest. Wasser +35 ml Na Acetat 0,2 molar +15 ml Essigsaure
0,2 molar

Substratlosung: Carbazol 50 mg pro Kuvette (unterm Abzug abwiegen!!) in 10 ml
Dimethylformamid |6sen (schwenken!) dann 200 ml Farbelésung zugeben im
Dunkeln 100 pl 30% Wasserstoffperoxid zugeben, dann Schnitte im Dunkeln (unter
einer Kiste) fur 12 Minuten inkubieren

2 x 5 Minuten waschen im PBS-Puffer (Reste der Losung als Gift-Abfall entsorgen!)
Gegenfarbung: Schnitte in eine Kuvette mit Hamatoxilin fir 30 Min. geben

waschen 1 x in kaltem Leitungswasser, dann ca. 6 x Wasser wechseln (10 Minuten in
warmem Wasser blauen)

Eindecken: Schnitte mit 2 x 100 pl Glyceringelatine (auf 40°C erwarmt) und

Deckglasern 24 x 50 mm blasenfrei eindecken.
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2.4 Uberprifung der Spezifitat des B19V-VP1/VP2 Antikorpers an pB19-M20
infizierten HEK293T Zellen

Die Spezifitat der verwendeten Anti-B19V Antikorper wurde auf B19V Plasmid pB19-
M20 transfizierten HEK239T (human embryonic kidney cells 239T) Zellen untersucht.
HEK293 T Zellen wurden in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco
BRL, Karlsruhe, Deutschland) angereichert mit 10% FBS (fetal bovine serum; Gibco
BRL, Karlsruhe, Deutschland) und 1% Penicillin/Streptomycin (PAA, Pasching,
Deutschland)  kultiviert. Die  Plasmid-Transfektion erfolgte mittels einer
Calciumphosphat Transfektion. Die Zellen wurden in 4 mm Zellkulturschalen mit
einer Dichte von 3x10° Zellen pro Schale inkubiert. Die Transfektion erfolgte mit 3 pg
Plasmid pro Schale in Anwesenheit von DMEM, angereichert mit 10% FBS und 1%
Penicillin/Streptomycin fur 48 Stunden. Nach einer dreimaligen Waschung in PBS-
Puffer erfolgte das Permeabilisieren mit 1 ml TBS Lésung, welche 4% Formaldehyd
und 0,5% Triton X 100 beinhaltete.

Diese kultivierten Zellen wurden mit anti-B19V monoklonalen Maus-Antikdrpern in
einer 1:20 Dilution in PBS/10%FBS fur 1 Stunde inkubiert. Nach 2maligem Waschen
mit PBS erfolgte die Inkubation mit einem Biotin-markierten Anti-Maus-
Sekundarantikérper (Dianova, Hamburg, Deutschland) in einer 1:400 Dilution fur 45
Minuten. Hiernach erfolgte die Inkubation mit Cy3-konjugiertem Streptavidin in einer
Dilution von 1:500 (Dianova, Hamburg, Deutschland) fur 30 Minuten. Nach
2xmaligem Waschen a 5 Minuten mit PBS erfolgte die Zellkern-Farbung mit 100 mi
0,5 mg/ml DAPI (Sigma, Deisenhofen, Deutschland). Die so markierten Zellen
wurden auf Objekttragern ausgesat und mit Glyceringelatine und Deckglasern mittels
Fluoromount-Gt (Southern Biotech, Birmingham, AL, USA) gedeckelt. Nicht
transfizierte HEK293T Zellen dienten als Kontrolle und wurden mit dem gleichen
Protokoll gefarbt.

Reprasentative Bilder der Fluoreszenz-Farbungen wurden unter Verwendung eines
Olympus BX60 Immun-Fluoreszenz-Mikroskops (Olympus, Hamburg, Germany)

erfasst.
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2.5 Quantifizierung der B19V-Immunhistologie mittels farbkodierter digitaler
Bildanalyse (DBA)

Die Quantifizierung von immunhistochemisch gefarbten Antigenen ist aufgrund der
Interobserver-Variabilitdt stark eingeschrankt. Die in dieser Arbeit verwendete
farbkodierte Bildanalyse (DBA) ist fur die reproduzierbare, exakte und objektive
Quantifizierung von immunhistologischen Praparaten von EMBs aber auch von
tierexperimentellen Herzen und weiteren Organen (50, 88, 106, 107, 113-116).

Die hier verwendete Anfertigung von Kryoschnitten ist essentiell zur besseren
Praservierung der Zielantigene ermdglicht eine genauere Quantifizierung von
Infiltraten als eine Formalin-/Paraffinfixierung mit dem Nachteil einer hdéheren
Artefakt-Anfalligkeit (117) .

Die Expression der Anti-B19V-Antikdrper wurde flachenspezifisch (AF: area fraction /
Flachenfraktion) quantifiziert. Die AF beschreibt den prozentualen Anteil an
spezifisch angefarbten Flachen in Bezug auf die Gesamtflache des
Herzmuskelgewebes. Alle Praparate wurden lichtmikroskopisch bei 200x
Vergroflerung ohne Kenntnis der Gruppenzugehdrigkeit ausgewertet und mit dem
farbkodierten digitalen Bildanalyseverfahren fir B19V Immunreaktivitat quantifiziert
(107).

Die  Auswertung der immunhistochemisch  gefarbten  Schnitte  wurde
lichtmikroskopisch mit Hilfe eines LEICA DMRD-Mikroskops (Leica; Bensheim,
Deutschland) durchgefuhrt. Das Uber eine Sony 3-Chip Videokamera (Sony 3CCD/
color-red-green-blue/RGB Videokamera, Tokyo, Japan) unter Verwendung eines
Leica C-mount Adapters (0,35 VergroRerung) mit einer Matrox Comet 24-bit Farb-
Grafikkarte eingefangene Bild wurde mittels des auf der Plattform von LUCIA G (V
3.52ab, Nikon, Dusseldorf, Deutschland) konzipierten DBA Programms prozessiert.
Die DBA erfolgte mit Hilfe der eigens programmierten Makros standardisiert in drei
Stufen in Anlehnung an vorangegangene Publikationen (29, 88, 106, 107).

Digitale Erfassung sowie Scharfung und Kontrastierung des mikroskopischen Live-
Bildes Einblendung der Messflache

Erkennung und manuelles Umrahmen der Bildflache, die das Bildanalyseprogramm

bei seinen Messungen berucksichtigen soll. Artefakt-Flachen wurden nicht umrahmt.
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Erkennung und Berechnung der immunhistochemischen Farbung

Die ermittelte Flache der immunhistochemischen Farbung wurde in ein prozentuales
Verhaltnis zur reinen Myokardflache gesetzt, um die Flachenfraktion der Anti-B19V-
VP1/2 Antigen-exprimierenden Strukturen im Myokard zu kalkulieren. Die Makros
wurden so programmiert, dass nach dem manuellen Festlegen der Messflache die
dritte Stufe der farbkodierten Bildanalyse automatisch ablauft, ohne die Mdglichkeit

der Einflussnahme auf die ablaufenden Messungen (halb-automatischer Modus).

2.6 B19V Genom-Nachweis in EMBs mittels nPCR und qPCR

Die Sensitivitat der PCR ist klassischen virologischen Methoden sowie der in-situ
Hybridisierung Uberlegen, obgleich erstere nicht zur Charakterisierung des zellularen
Infektionsmusters herangezogen werden kann (51, 65). Hierbei wird bevorzugt die
PCR im nested primer design (nested PCR/nPCR) angewendet, die eine hdhere
Spezifitat und Sensitivitat der PCR ermdglicht. Neuere Entwicklung zeigen auf, dass
eine Quantifizierung der Viruslast sowie die Bestimmung des B19V-Genotyps
entscheidende zusatzliche diagnostische Aussagen ermoglichen kdnnen (118).

Der B19V Genom-Nachweis in EMBs wurde mittels nPCR nach publizierten
Methoden durchgefuhrt (9, 13, 20). In Kirze sind diese Methoden wie folgt
beschrieben: Nach DNA-Extraktion von EMBs wurden zwei PCR-Reaktionen mit
B19V spezifischen Primern durchgefuhrt, woraus ein Amplifikat mit 290 bp in der
ersten Amplifikation (PCR round) und 173 bp in der zweiten Amplifikation entstand.
Bei positiven PCR-Ergebnissen wurde die Spezifitat der Amplifikate (PCR Produkte)
mittels automatischer Sequenzierung bestatigt und ein Vergleich mit dem archivierten
B19V-Genom (NCBI Genbank accession No. AY386330) durchgefuhrt. Eine negative
Kontroll-Amplifikation wurde jeweils simultan durchgefuhrt, um Kontaminationsrisiken
auszuschliel3en. Eine  PCR-Amplifikation  fur  Glyceraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase Gene (GAPDH) wurde parallel als Positiv-Kontrolle durchgefihrt, um
die erfolgreiche Extraktion von Nukleinsaure von EMBs zu sichern.

Die Primer und Proben fiur die B19V quantitative real-time PCR fir die
Quantifizierung von B19V Viruskopien (QPCR; Tagman 7900HT, Applied Biosystems,
Darmstadt, Deutschland) wurden auf dem B19V-VP1/2 offenen Leseraster (ORF,
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open reading frame) konstruiert. B19V-DNA-Plasmide in unterschiedlichen Dilutionen
(3.5 bis 3.5x10* Genome pro gPCR) wurden parallel quantifiziert, um das
Quantifizierungssystem zu standardisieren. B19V infiziertes Knochenmarksgewebe
diente als Positiv-Kontrolle (8x105 B19V Genom Aquivalenten pro Mikrogramm
Nukleinsaure). Ein qPCR der ATP Synthase-6 Gene (Applied Biosystems,
Darmstadt, Deutschland) diente als Positiv-Kontrolle im Sinne eines housekeeping
Gens flr die erfolgreiche DNA-Extraktion und PCR.

2.7 Serologische Untersuchung zur Detektion von B19V spezifischen IgG und

IgM mittels RecomLine® blots

Antikorper gerichtet gegen Nativ- und Denaturierte B19V Proteine (VP1, VP2 und
NS1) wurden in Seren von den 62 Patienten mit dem Verdacht auf AMC und DCM
analysiert. Die Analyse wurde mittels Western Blot Assays in Anlehnung an den
Bedienungsanleitung des Herstellers (recomLine® blots; Mikrogen GmbH, Minchen,
Deutschland) durchgefuhrt. Diese Streifen-Immunoassays mit rekombinant
produzierten Antigenen zum Nachweis von IgG- und IgM-Antikérpern gegen das
humane B19V besitzen eine beschrieben hohe Sensitivitat und Spezifitat. Dieses
Verfahren ist hervorragend zur Charakterisierung der B19V-Immunantwort geeignet,
weil sie auch die Moglichkeit der einfachen und klaren Interpretation bietet, die Test-
Ergebnisse durch leicht ablesbare Banden anzulesen. AulRerdem ist ein sicherer
Nachweis durch die im Streifen integrierte cut-off-Kontrolle und den getrennten

Nachweis von sowohl IgG- und IgM-Antikorpern mdglich.

Testprinzip und —durchfuhrung :

Erste Inkubation: Die recomLine Teststreifen (mit B19V Antigenen beladen) wurden
mit jeweils 20 yl Serum-Proben fir 60Min in einer Schale inkubiert.

3 x waschen

Zweite Inkubation: Dem Ansatz wurden Wasserstoffperoxid / HRPO- (horseradish-
peroxidase) konjugierte anti-human Antikorper 1gG- oder IgM-spezifisch zugegeben
und fur 45 Min inkubiert.

3 x waschen
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Dritte Inkubation: 5 — 10 Min nach Zugabe der Farbeldsung entstand in Positiv-
HRPO Reaktionen dunkel unlésliche Farbbanden an den mit Antikérper besetzten
Stellen der Teststreifen.

In Kontroll-Teststreifen fur Positiv-Konjugat-Reaktionen entstand die Farbbanden an
allen entsprechenden Stellen der Teststreifen. Die Quantifizierung von alle Blots
wurde mit Hilfe des Digitalbildanalyse Systems von Mikrogen GmbH (Munchen,
Deutschland) durchgefuhrt.

Die Reaktivitat der Serum-Antikorper gegen die rekombinanten Antigene wurden
durch den Vergleich mit einer cut-off Kontrolle evaluiert.

Reaktivitaten starker als oder aquivalent zur der cut-off Kontrolle Farbbanden wurden
als positiv evaluiert, und Proben, woraus schwacher Reaktionen oder gar keine
Reaktion entstand wurden als negativ evaluiert.

Auf der Basis der Bandenmuster und der Aviditatsbestimmung der B19V Antikorper
in den Seren war eine Klassifikation der Infektionsstatus moglich. Eine Klassifikation
in kurzlich zurtckliegende, langer zurtickliegende und reaktivierende/persitierende
Infektionsstadien wurde wie in der Literatur beschrieben durchgefuhrt (119, 120):
Kdrzlich zurtckliegendes Infektionsstadium: Nachweis von Antikorper gegen VP1-
spezifische IgG und IgG gegen linear/denaturiertes VP2 Protein.

Persistierendes / reaktivierendes Infektionsstadium: Anwesenheit von Antikérpern
gegen VP1-spezifische IgG, lineare/denaturierte und native Epitope in VP2 in
Kombination mit Antikbrper gegen B19V NS1.

Langer zuruckliegende / vergangenes Infektionsstadium: Nachweis von VP1-
spezifischen IgG und IgG gegen native VP2 Kapside, in der Abwesenheit von IgG
gegen linear/denaturierte VP2 Epitope Antikorpern.

Negativ: Keine anti-B19V Antikorper
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Cutoff
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Abbildung 5: Reprasentative Ergebnisse der B19V IgG recomLine® Blots. Die

lgG Banden links auf jedem Teststreifenbeispiel gelten als

positive Reaktionskontrollen.

a) Kontroll-Teststreifen, auf dem alle detektierbaren B19V IgG
Antikorper angezeigt werden.

b) Beispiel eines Patienten-Serumprofils, das eine akute B19V
indiziert.

c) Beispiel eines Patienten-Serumprofils, das mit einer
vergangenen B19V Infektion vereinbar ist.

d) Patienten-Serumprofil, das eine persistierende/ reaktivierende
B19V Infektion indiziert.
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2.8 Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte unter Verwendung der JMP Statistical Discovery
Software (Version 5.1; SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA). Die qualitativen Daten
wurden mit dem x>test (chi-Quadrat-Test; Pearson’s Korrelationskoeffizient)
verglichen. Ordinaldaten wurden mit kontinuierlichen Daten mittels Wilcoxon-Kruskal-
Wallis-Test und ANOVA untersucht. Eine statistische Signifikanz wurde bei einem p-

Wert <0,05 angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Demographische und klinische Daten der AMC- und DCM-Patienten

Die Studiengruppe beinhaltete 46 Manner und 16 Frauen. Das Durchschnittsalter der
Patienten war 44,8+16,6 Jahre. Die AMC-Patientengruppe war signifikant jinger als
die DCM-Patienten. Die LVEF war signifikant mehr eingeschrankt bei DCM-Patienten
(33,6£10,4%) im Vergleich zu AMC-Patienten (55,0+18,4%). Die LV-Dilatation war
signifikant hoher bei DCM-Patienten im Vergleich zu den AMC-Patienten. Die Dauer
der Krankengeschichte inklusive der Dauer der vorangegangenen grippeadhnlichen
Symptomatik war signifikant kirzer bei AMC-Patienten im Vergleich zu der DCM-
Gruppe. Patienten mit der klinischen Verdachtsdiagnose einer AMC hatten haufig
eine Akutes-Koronar-Syndrom ahnliche Prasentation (eine koronare Herzkrankheit
wurde in allen Patientengruppen mittels Koronarangiographie ausgeschlossen),
wahrend DCM-Patienten hauptsachlich durch chronische Herzinsuffizienz-Symptome
charakterisiert waren. Die demographischen und klinischen Daten sind der Tabelle 2

zu entnehmen.
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Tabelle 2:
und DCM-Patienten

Demographische und klinische Daten der untersuchten AMC-

AMC (n=33) DCM (n=29)
Alter (Jahre) 34,3+15,6 52,6+11,6
Geschlecht (Manner / Frauen) 26/7 19/9
Dauer der Vorgeschichte (Monate) 0,5+0,6* 18,5+29,0
LVEF (%) 55,0+18,4 33,6+10,4*
LVEDD (mm) 53,8+7,2 61,5+6,8"
LVESD (mm) 37,1+11,2 49,2+7,6%
Dyspnoe, n (%) 14 (42,4%) 23 (79,3%)
-in Ruhe 9 (27,2%) 0
- unter Belastung 4 (12,1%) 21 (72,4%)
Angina, n (%) 26 (78,7%) 7 (24,1%)
-in Ruhe 23 (69,7%) 0
- unter Belastung 3 (9,0%) 7 (24,1%)
Kardiale Dekompensation, n (%) 5(15,1%) 10 (34,4%)
ST-Streckenhebung, n (%) 13 (39,3%) 0
T-Negativierung, n (%) 6 (18,1%) 0
Kreatininkinase Positiv, n (%) 10 (30,3%) 0
Maximale Kreatininkinase, U/L 141,0+302,2 -
Maximale Kreatininkinase MB, U/L 13,4+31,8 -
Troponin T positiv, n (%) 12 (36,3%) 0
Vorangegangene grippale 14 (42,4%) 1(3,4%)

Erkrankung, n (%)

Arrhythmien, n (%) 4 (12,1%) 15 (51,7%)
- supraventrikulare Tachykardie 1 (3,0%) 8 (27,5%)

- Vorhofflimmern 0 4 (13,7%)

- Vorhofflattern 1(3,0%) 1(3,4%)
- ventrikulare Tachykardie 3 (9,0%) 7 (24,1%)
- Bradykardien 0 0
AV-Block 0 1(3,4%)
Linksschenkelblock 0 1(3,4%)
*: p<0,05.

36




Ergebnisse

3.2 Nachweis von B19V-Genomen in EMBs mittels nPCR

B19V Genome wurden in EMBs von n=36/62 Patienten (58,1%) mittels nPCR
nachgewiesen. Unter Berucksichtigung der klinischen Verdachtsdiagnose waren
B19V Genome bei n=21 (63,6%) der AMC-Patienten, und bei n=15 (51,7%) der
DCM-Patienten nachweisbar. Hervorzuheben war die Monoinfektion mit B19V DNA,
die bei n=28 Patienten beobachtet wurde. Eine Dreifachinfektion mit B19V, HHV-6
und EV wurde bei 8 AMC-Patienten beobachtet. Eine HHV-6 Monoinfektion wurde
weiterhin bei 3 Patienten nachgewiesen, und eine Monoinfektion mit EV bei n=2
Patienten. EV-RNA wurde bei n=1 (3%) der AMC-Patienten und bei n=1 (3,4%) der
DCM-Patienten nachgewiesen. HHV-6 positive EMBs wurden bei n=1 (3%) der AMC-
Patienten und bei n=2 (6,0%) der DCM-Patienten nachgewiesen (Tabelle 3).

Tabelle 3: Pravalenz kardiotroper Virusinfektionen mittels nPCR in EMBs
PCR AMC AMC DCM DCM

B19V positiv | B19V negativ | B19V positiv | B19V negativ
B19V 13/39,3% - 15/51,7% -
HHV6 0 1/3,0% 0 21/6,9%
EV 0 1/3,0% 0 1/3,4%
B19V+HHV6 3/9,0%
B19V+EV 2/6,0%
B19V+HHV6+EV 37/9,0%

3.3 Charakterisierung der humoralen B19V-Antwort bei AMC- und DCM-
Patienten — Assoziation zum nPCR Nachweis von B19V Genomen in EMBs

und Assoziation zur klinischen Verdachtsdiagnose

IgM Antikorper gegen VP1 und VP2 wurden ausschlieBlich bei n=6 (18,1%) der
AMC-Patienten, und nicht bei DCM-Patienten gefunden (p<0,05). Von den AMC-
Patienten mit B19V spezifischem IgM, hatten n=4 (19,0%) einen positiven nPCR-

Nachweis fir B19V Genome in EMBs und n=2 (16,0%) hatten einen negativen
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nPCR-Nachweis, wobei diese Ergebnisse statistisch nicht als unterschiedlich zu
betrachten sind, am ehesten aufgrund der niedrigen Zahl der IgM-positiven
Patienten, die sich aus dieser Screening-Untersuchung ergeben hat. In diesen 6
Patienten, wurden nur VP2- und VP1-spezifische IgM Antikorper detektiert, nicht
aber IgM gegen denaturierte VP2 Proteine.

In Seren von gesunden Probanden wurden keine IgM-Antikdrper nachgewiesen.
Anti-B19V IgG wurde in n=10/16 (62,5%) der Patienten festgestellt. In allen dieser 10
Patientenseren wurden sowohl VP1-spezifische IgG als auch VP2-spezifischer IgG
detektiert. Bei einem Patienten (6,3%), wurden IgG-Antikdrper gegen VP-NS1
beobachtet. Es wurden bei diesem Patienten keine anti-B19V-IgG gegen
linear/denaturierte VP1/VP2 nachgewiesen. Diese Konstellation passt zu einem
vorangegangenen Infektionsstadium.

Wahrend die globale Seropravalenz von VP1-/VP2-spezifischem IgG keinen
signifikanten Unterschied in den unterschiedlichen Patientengruppen zeigte, wurde
eine signifikant hohe Pravalenz von IgG gegen linear/denaturierte VP1/VP2 in der
AMC-Patientengruppe beobachtet im Vergleich zur der DCM-Patientengruppe und
den Kontrollen. Andererseits war die Pravalenz von NS1-spezifischen IgG signifikant
héher in der DCM- verglichen mit der AMC-Patientengruppe und den Kontrollen
(Tabelle 4).

Es wurde eine statistisch signifikante Assoziation zwischen der Pravalenz von B19V-
spezifischen IgG und dem positivem nPCR-Nachweis von B19V DNA in EMBs
beobachtet. Detailliert betrachtet wurden IgG Antikérper gegen VP1- und VP2-
Proteine bei n=48 (97,9%) der Patienten mit positivem B19V Genom in EMBs
detektiert, wahrend bei Patienten ohne B19V-Genom in EMBs eine IgG-
Seropravalenz von n=16 (48,5%) beobachtet (p<0,0001).

Die genaue Analyse der Patientengruppen zeigte in Betrachtung der klinischen
Verdachtsdiagnose eine B19V-Seropositivitat n=20 (95,2%) der AMC-Patienten und
bei allen DCM-Patienten n=15 (100%). Eine positive IgG-Antwort wurde bei n=6
(50,0%) der AMC- und n=6 (42,8%) der DCM-Patienten ohne detektierbare B19V
DNA in EMBs beobachtet.

In beiden Patienten-Untergruppen wurde eine ahnlich hohe Nachweisbarkeit der
VP1- und VP2-spezifischen IgG beobachtet. In den Seren der AMC-Patienten wurde

eine signifikant hohere Frequenz von IgG gegen denaturierte Kapsid-Protein
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detektiert (n=12 / 36,3%) im Vergleich zu den DCM-Patienten (n=2 / 6,8%;
p=0,0056). NS1-spezifische IgG wurden mit einer signifikant héheren Frequenz bei
DCM n=8 (27,5%) im Vergleich zu den AMC-Patienten n=2 (6,0%) beobachtet
(p=0,0215).

Die genauere Analyse von IgG zeigte signifikant hohere Frequenzen von IgG gegen
VP1, VP2 und die linear/denaturierte Form von VP1 und VP2 bei Patienten mit
myokardialem B19V Nachweis im Vergleich zu den Patienten ohne nPCR Nachweis
von B19V Genomen. Hinsichtlich der NS1-spezifischen IgG wurde ein signifikanter
Unterschied der myokardialen Infektion bei AMC- und DCM-Patienten beobachtet.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengefasst.
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Tabelle 4: Pravalenz von Epitop-spezifischen anti-B19V-Antikdrpern im
Vergleich zu nPCR-Nachweis von B19V in EMBs von AMC- und
DCM-Patienten
AMC AMC AMC DCM DCM DCM
alle PCR PCR alle PCR PCR
Patienten | B19V B19V | Patienten | B19V B19V
positive | negative positive | negative
lgG 26/33 20/21 6/12 21/29 15/15 6/14
(78,7%) (95,2%)* | (50,0%) | (72,4%) | (100%)* | (42,8%)
VP1 spezifische 1gG 25/33 19/21 6/12 21/29 14/15 7/14
(75,7%) |(90,4%)*| (50,0%) | (72,4%) |(93,3%)* | (50,0%)
VP2 Partikel 25/33 20/21 5/12 20/29 15/15 5/14
spezifische 1gG (75,7%) |(95,2%)* | (41,6%) | (68,9%) | (100%)* | (35,7%)
IgG gegen 12/33 10/21 2/12 2/29 0 2/14
lineare/denaturierte (36,3%)§ | (47,6%) | (16,6%) | (6,8%) (14,2%)
VP1/VP2
IgG VP-NS1 2/33 1/21 112 8/29 4/15 4/14
(6,0%) (4,7%) | (8,3%) | (27,5%)§ | (26,6%) | (28,5%)
IgM 6/33 4/21 2/12 0 0 0
(18,1%)§ | (19,0%) | (16,6%)
IgM VP1 6/33 4/21 2/12 0 0 0
(18,1%)§ | (19,0%) | (16,6%)
VP2 Partikel 6/33 4/21 212 0 0 0
spezifische IgM (18,1%)§ | (19,0%) | (16,6%)

n.s.: nicht signifikant

§: signifikante Unterschiede (P<0,05) in den verschiedenen Patientengruppen

basierend auf der klinischen Verdachtsdiagnose
(P<0,05) zwischen

signifikante  Unterschiede

den

Patienten

in den

verschiedenen Patientengruppen basierend auf der nPCR-Nachweis von B19V

in EMBs

40




Ergebnisse

Es wurde keine Altersabhangigkeit der nPCR Nachweise von B19V Genomen in den
EMBs beobachtet. B19V-IgM-positive Patienten waren signifikant jinger (p=0,0024),
in Ubereinstimmung mit dem signifikant jingeren Durchschnittsalter der AMC-
Patientengruppe, in der ausschlieBlich anti-B19V IgM detektiert wurden. Es war
jedoch keine Altersabhangigkeit der anti-B19V IgM Seropravalenz innerhalb der
AMC Gruppe zu beobachten (p<0,05). Die anti-B19V IgG Seropravalenz war
tendentiell, aber nicht statistisch signifikant héher bei Uber 60-jahrigen Patienten
(Tabelle 5).

Tabelle 5: Altersabhangige Frequenz der nPCR-B19V-Genom-Nachweise in
EMBs und der Seropravalenz von anti-B19V IgM und IgG
Antikdrpern bei den AMC- und DCM-Patienten

Alter n nPCR B19V B19V B19V
(Jahre) positivin EMBs IgM positiv IgG positiv
<25 13/20,9% 9/69,2% 4/30,7% * 10/79,9%
25-40 19/25,8% 10 /62,5% 2/12,5% * 12/ (75,0%)
41-60 22 /35,4% 10/ 45,4% 0 14 /1 63,6%
>60 11/17,7% 7163,6% 0 11/100%

*.

p<0,05 im Vergleich zu Patienten >40 Jahre.

3.4 Bestimmung des Infektionsstadiums auf der Basis der humoralen anti-
B19V Immun-Antwort

Ein Vergleich der Klassifizierung der B19V-spezifischen-lgG-Mustern in den
unterschiedlichen klinischen Patientengruppen zeigt eine Diskrepanz zu den nPCR-
Genomnachweisen von B19V in EMBs. Dabei zeigte sich bei AMC-Patienten mit
B19V-Genomnachweis in den EMBs die Frequenz der Antikdrper, die fur eine
kirzlich stattgehabte B19V-Infektion sprechen, signifikant erhéht (p=0,008) im
Vergleich zu DCM-Patienten (Abbildung 6a). Diese Signifikanz wurde bei Patienten
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ohne nPCR-Genomnachweis von B19V in EMBs nicht beobachtet (Abbildung 6e).
Reaktivierende/persistierende B19V-humorale Antwortprofile wurden mit einer
héheren Signifikanz bei DCM- (p=0,03) Patienten im Vergleich zu den AMC-
Patienten nachgewiesen. Auch wurde diese hohere Signifikanz nicht in den
entsprechenden Patientengruppen ohne nPCR Genomnachweis in EMBs beobachtet
(Abbildung 6b, f). IgG-Muster mit lange zurtickliegender Infektion zeigten eine hdohere
Frequenz in der DCM-Gruppe als in der AMC-Patientengruppen (P=0.06) mit
myokardialer B19V-Infektion. Im Gegensatz dazu fand sich zwischen AMC- und
DCM-Patienten ohne virale DNA in EMBs kein signifikanter Unterschied in den
Frequenzen von IgG-Mustern, die spezifisch flr lang zurlckliegende B19V

Infektionen sind.
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Abbildung 6:

Klassifikation des Infektionsstadiums auf der Basis der anti-
B19V humoralen

B19V Genomnachweis in EMBs mittels nPCR. Die Abbildung

Immun-Antwortprofile, unterteilt nach dem

zeigt die Haufigkeit/Frequenz der anti-B19V humoralen Antwort
bei AMC- und DCM-Patienten mit myokardialer B19V Infektion (a,
b, ¢) und bei den AMC- und DCM-Patienten ohne nPCR-
Nachweis von B19V in den EMBs (d, e, f). Die p-Werte
den der verschiedenen

entsprechen Vergleichen

Patientengruppen.
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3.5 Demographische und klinische Daten der DCM-Patientengruppe fur die

immunhistologische B19V Proteinexpressionsuntersuchung

Diese Studiengruppe beinhaltete 23 Manner und 7 Frauen. Das Durchschnittsalter
der Patienten war 48,4114,4 Jahre. Die durchschnittliche LVEF betrug 34,9+18,2%.
Die Anamnesedauer betrug 14,8+25,7 Monate (die Dauer der vorangegangenen
grippeahnliche Symptomatik eingeschlossen). Diese Patienten mit dem klinischen
Verdacht DCM hatten hingegen chronische Symptome. Die demographischen und

klinischen Daten sind in Tabelle 6 zu enthehmen.
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Tabelle 6: Demographische und klinische Daten der DCM-Patienten fur die

immunhistologische B19V Proteinexpressionsuntersuchungen

in EMBs.
Patientenzahl 30
Alter(Jahre) 48,4+14 .4
Sex,M/F 2317
Dauer der Symptome (Monate) 14,8+25,7
LVEF (%) 34,9+18,2
LVEDD (mm) 67,017,3
Dyspnoe 29
-in Ruhe 5
- unter Belastung 24
Angina pectoris 13
-in Ruhe 7
- unter Belastung 6
Kardiale Dekompensation 10
Arrhythmien 13
- Vorhofflimmern 4
- Vorhofflattern 1
- ventrikulare Tachykardie 1
Atrioventrikularer Block 1
Linksschenkelblock 1
LVEF: linksventrikulare Ejektionsfraktion
LVEDD: linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser
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3.6 nPCR und qPCR Ergebnisse in EMBs

Positive Ergebnisse fur nPCR-Nachweise von Virusgenomen in EMBs wurden bei 15
(50%) der Patienten beobachtet. Die entsprechende Anzahl der Viruskopien in den
EMBs mit positiven nPCR Ergebnisse wurde mittels gqPCR quantifiziert. Die mittlere
B19V  Viruskopienanzahl betrug 409,1£559,8 Viruskopien/ug myokardialer
Nukleinsauren, mit einer Bandbreite von 21 bis 1.680 B19V Viruskopien pro ug

myokardialer Nukleinsaure.

3.7 Immunhistologische anti-B19V-VP1-/VP2 Farbung in EMBs

Die immunhistochemische Farbung von EMBs ohne Einsatz des primaren anti-B19V-
VP1/VP2 Antikorpers zeigte keine unspezifische Kreuz-Reaktivitat (Abbildung 8a),
was eine Kreuzreaktivitat des Sekundarantikérpers und der immunhistologischen
Detektionsmethode mit myokardialem Gewebe ausschliel3t. Bei 16/53% der EMBs
war die immunhistologische B19V Farbung negativ (Abbildung 8b). Eine positive anti-
B19V-IHC-Farbung wurde bei 14 (46,7%) der untersuchten EMBs beobachtet
(Abbildung 8 c, d, e). Der Vergleich mit den nPCR-Ergebnissen der EMBs zeigte,
dass 12/40% der Patienten mit positiven nPCR-B19V-Genomnachweis auch eine
positive B19V-IHC-Farbung aufwiesen, wahrend bei den Patienten mit negativen
B19V-nPCR-Egebnissen die anti-B19V-Immunoreaktivitdt nur bei n=2/6,7% zu
beobachten war. Hierbei ergibt sich eine hohe statistische Signifikanz von p=0,0003.
Den nPCR-B19V-Genomnachweis als ,Goldstandard“-Methode eingesetzt, zeichnete
sich -B19V-Immunhistologie mit einer Sensitivitat von 80% und einer Spezifitat von
86% aus. Aus diesen Ergebnissen resultierte ein positiver pradiktiver Wert von
85,7% und ein negativer pradiktiver Wert von 81,2% (Tabelle 7).
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Tabelle 7: Statistischer Vergleich des nPCR-B19V Genomnachweises in
EMBs mit dem immunhistologischen Nachweis einer B19V-IHC
VP1/VP2 Proteinexpression

anti-B19V-IHC anti-B19V-IHC nicht

tbereinstimmend mit den ubereinstimmend mit den

NnPCR Ergebnissen NPCR Ergebnissen
nPCR" (n=15) n=12 n=3

(=80% richtig positive) (=20% falsch negative)
nPCR™ (n=15) n=13 n=2

(=86,7% richtig negative) (=13,3% falsch positive)
Sensitivitat: 80,0%
Spezifitat: 86,0%

Positiver pradiktiver Wert:  85,7%
Negativer pradiktiver Wert: 81,2%

Die DBA quantifizierte AF von B19V-IHC war mit einer Signifikanz von p=0,0087 mit
dem nPCR-B19V-Genomnachweis signifikant assoziiert (Abbildung 7a).

Ferner war die B19V-Viruslast signifikant héher in EMBs mit positiver anti-B19V-IHC-
Farbung im Vergleich zu EMBs ohne anti-B19V Immunreaktivitat (p=0,0008)
(Abbildung 7b). Eine signifikante, aber schwache lineare Korrelation zwischen der
B19V-Viruslast und der DBA quantifizierten AF der IHC-Farbung wurde beobachtet
(R?=0,15; p=0,034). In allen Proben mit positiver B19V-IHC-Farbung war die B19V
Immunreaktivitat in interstitiellen Zellen zu beobachten (Abbildung 8c). Zudem wurde
in einer Probe B19V-Immunoreaktivitat in Endothelzellen beobachtet (Abbildung 8d)
sowie in 4 Fallen in Kardiomyozyten (Abbildung 8e). Diese 5 Falle waren allesamt

positiv fir den nPCR-B19V-Genomnachweis. Diese funf Falle mit zusatzlichen
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Endothelzellen und/oder Kardiomyozyten-anti-B19V-IHC-Farbung zeigten jedoch

keine signifikant hdhere B19V-Viruslast im Vergleich zu den anderen Fallen (p<0,05).
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Abbildung 7a: Vergleich der anti-B19V-VP1/-VP2-IHC

mittels

DBA-

Quantifizierung (Area Fraction / AF) und dem B19V-nPCR-
Genomnachweis in EMBs (p=0,0087)
Abbildung 7b: Vergleich der anti-B19V-VP1/-VP2-IHC mit der gPCR ermittelten
B19V-Viruslast (Viruskopien pro pg myokardiale Nukleinsaure);

p=0,0008
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Abbildung 8: Repréasentative Aspekte der anti-B19V-IHC in EMBs.
a) Negativkontrolle ohne B19V-Antikdrper (x200).
b) Negative B19V-IHC in einer EMB mit negativem B19V-nPCR-
Ergebnis (x200).
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c) Positive VP1/VP2-IHC-Farbung von interstitiellen Zellen
(Pfeile; x400).

d) Positive B19V-IHC-Farbung von Endothelzellen (Pfeile) und in
interstitiellen Zellen (Stern; x400).

e) Positive B19V-VP1/VP2 IHC von Kardiomyozyten (Pfeil: x400).

3.8  Anti-B19V-Immunofluoreszenz in pB19-M20 transfizierten 293T Zellen.

Die immunhistochemische Farbung von HEK293T Zellen ohne Einsatz des primaren
anti-B19V-VP1/VP2 Antikérpers ergab keine Reaktivitat (Abbildung 9a), was die
Spezifitat dieses Detektionsverfahrens an den gleichsam kultivierten Zellen bestatigt.
Ahnlicherweise wurde keine Fluoreszenz in den nicht mit pB19-M20 transfizierten
Zellen beobachtet (Abbildung 9b). Im Gegensatz hierzu war eine deutliche
Fluoreszenz in den perinuklearen Regionen des Zytoplasmas bei den pB19-M20
HEK293T transfizierten Zellen vorhanden (Abbildung 9c, d).
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c) d)

Abbildung 9: B19V-VP1/VP2 Fluoreszenz-Farbung in HEK293T Zellen.
a) Negativkontrolle unter Auslassung des B19V-Antikorpers.
b) Nicht transfizierte 293T-Zellen (x100).
c) Positive anti-B19V-VP1/VP2-Fluoreszenz auf pB-M20

transfizierten 293T Zellen (x100).
d) Anti-B19V-VP1/VP2-Fluoreszenz auf pB19-M20 transfizierten
293T Zellen (x1.000), die die perinukleare Lokalisation von

B19V im Zytoplasma aufzeigen.
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4 Diskussion

Die DCMi stellt eine spezifische Kardiomyopathie-Entitat dar, die durch den
immunologischen Nachweis einer intramyokardialen Entzindung und/oder den
molekularbiologischen Nachweis von kardiotropen Viren in Endomyokardbiopsien
definiert ist (23).

B19V ist das haufigste bekannte Virus, das in EMBs sowohl von Erwachsenen als
auch von Kindern und Jugendlichen mit der klinischen Verdachtsdiagnose einer
akuten Myokarditis (AMC) sowie einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM)
nachgewiesen wird.

Wahrend fur die myokardiale enterovirale / Coxsackievirus Infektion zahlreiche
Publikationen zu entscheidenden Einblicken in die Viruspathogenese und das
myokardiale Infektionsmuster gefuhrt haben (121, 122), sind fur die myokardiale
B19V Infektion bei AMC und DCM viele Fragen nicht hinreichend geklart.

Nachdem das B19 Virus erstmals 1974 von Cossart (60) beschrieben wurde, galt es
als pathogener Erreger zahlreicher humaner Infektionen - unter anderem des
Erythema infectiosum und des Hydrops fetalis u.a.. In den letzten ca. 10 Jahren
erschienen mehrere Publikationen Uber eine Assoziation zwischen einer B19V
Infektion und der AMC bzw. DCM, (123-127). Wie bei den anderen bekannten
Myokarditis-auslésenden Virusinfektionen wurde in diesen Arbeiten das Vorliegen
einer Entzindung durch histologische (Dallas-Klassifikation) und immunhistologische
Untersuchungen der EMBs erfasst, und die B19V Infektion zumeist Uber PCR
Methoden, in Einzelfallen Uber eine zusatzliche in situ Hybridisierung. Wang et al.
berichtet, durch Verwendung der in situ Hybridisierung die Lokalisation von B19 DNA
in Zellkernen von Kardiomyozyten nachgewiesen zu haben (64). Letztlich kann
jedoch weder mittels nPCR von B19V-Genomen, noch mittels in situ Hybridisierung,
das B19V Infektionsstadium klar definiert werden, noch kann eine latente von einer

aktiven Virusinfektion und/oder -replikation unterschieden werden.

In dieser Arbeit konzentrierten wir uns einerseits auf die diagnostische Bedeutung
der humoralen anti-B19V-Antwort auf der Basis von diskriminierenden Antikorper-
Mustern, deren Assoziation zu dem klinischen Verdachts-B19V-Infektionsstadium bei

anderen Infektionen mit B19V beschrieben wurde. Wir verwendeten diese
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Antikorper-Nachweistechniken und allgemein gultige klinische Untersuchungs-
Algorithmen bei Patienten (8, 11, 40, 41, 112, 128). Ein Hauptziel dieser
Untersuchung war die mogliche Rolle fir die Unterteilung der vorliegenden
Infektionsstadien.

Ein weiteres Ziel der Untersuchungen im Rahmen meiner Doktorarbeit war die
Analyse der mdglichen diagnostischen Bedeutung von immunhistologisch
detektierbarer B19V-Expression in EMBs von DCM-Patienten, unter statistischer
Gegenuberstellung mit dem nPCR Nachweis von B19V Genomen in den EMBs.

Die Untersuchung der myokardialen Entzindung konnte in anderen Arbeiten keine
signifikante Assoziation zwischen nPCR-B19V-Genom-Nachweis und der zellularen
intramyokardialen Entzindung nachweisen - auch unter Verwendung sensitiver
immunhistologischer Techniken, diagnostischer Kriterien und auch kardialer MRT-
Untersuchungen (9, 13, 128, 129), so dass wir uns bei diesen Untersuchungen auf
den Vergleich der humoralen B19V-Antwort und dem immunhistologischen B19V-

Proteinexpressionsnachweis mit dem nPCR-Nachweis in EMBs beschrankten.

4.1 Immunhistochemie (IHC) auf B19V Proteine in EMBs

Als Immunhistochemie (IHC) wird in der biomedizinischen Forschung eine Methode
bezeichnet, mit der die Proteinexpression unter Einsatz von Antikorpern visualisiert
werden konnen. Mittels immunhistochemischer Untersuchungen wurde von anderen
Arbeitsgruppen eine hohe Sensitivitat und Spezifitat fur enterovirale VP1 Expression
verglichen mit den PCR-Ergebnissen fur enterovirales bzw. Coxsackievirus-Genom
nachgewiesen (44, 130). In der vorliegenden Arbeit konnten wir ebenfalls unter
Verwendung des monoklonalen Antikdrpers des Klons R92F6 eine hohe Sensitivitat
und Spezifitat fur anti-B19V-Immunhistochemie im Vergleich zu nPCR-Ergebnissen
bestatigen. Der verwendete Antikdrper ist bei anderen Erkrankungen gut
charakterisiert worden (84, 131-134).

Fir die Spezifitatsiberprifung dieses Antikdrpers kamen in unseren Untersuchungen
humane embryonale Nierenepithelzellen der Linie HEK293T, die mit dem B19V
Plasmid pB19-M20 transfiziert wurden, zur Anwendung. Diese Ergebnisse stellen

nach unserem Literaturstudium die erste Quelle fur den experimentellen in vitro
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Nachweis Uber die Spezifitdt des verwendeten monoklonalen Antikorpers dar.
Zusatzlich zu der Korrelation zwischen der anti-B19V immunhistochemischen
Farbung und den n-PCR-Ergebnissen, impliziert die Assoziation mit der B19V-
Viruslast eine mogliche molekularbiologische Relevanz der myokardialen B19V-
Protein-Expression. Aus unseren IHC-Untersuchungen lasst sich dokumentieren,
dass die hauptsachlichen Zielzellen der myokardialen B19V-Infektion in EMBs von
DCM-Patienten interstitielle Zellen sind. Es ist von anderen Studien bekannt, dass
eine Plethora von Immunzellen mogliche Zielzellen einer B19V Infektion darstellen,
z.B. Granulozyten, Makrophagen, dendritische Zellen, T- und B-Lymphozyten (65,
135).

Im Einklang mit experimentellen in situ Hybridisierungs-Vorarbeiten von Wang et al.
konnten wir Kardiomyozyten mit positiver B19V immunhistochemischer Farbung in
vier Fallen beobachten (64). Diese Beobachtung ware gemall unserer
Literaturrecherche der erstmalige Hinweis, dass Kardiomyozyten von adulten
Menschen von B19V infiziert werden kdnnen. Da die Expression der B19V-Proteine
auf Kardiomyozyten bei unseren Untersuchungen deutlich weniger haufig
vorzufinden war als auf interstitiellen Zellen, stellt dieses Expressionsmuster
mdglicherweise einen aggressiveren Infektionstyp dar, dem letztlich mdglicherweise
ein prognostischer Charakter zugesprochen werden konnte. Es ware in diesem
Zusammenhang vorstellbar, dass dieser Infektionstypus zu einer direkten LV-
Dysfunktion beitragen kann, wie beispielsweise eine NS1-assoziierte Phospholipase
A2 Aktivitat, und der hierdurch induzierten Apoptose (136).

Um die molekularbiologische, klinische und prognostische Relevanz des
immunhistochemischen Nachweises der B19V-Protein-Expression in EMBs bei
AMC- und DCM-Patienten einzuschatzen sind weitere prospektive Untersuchungen
notwendig. Dies ist besonderes bedeutsam, um den naturlichen Verlauf der Infektion
(Verbesserung versus Verschlechterung der linksventrikularen Funktion, Elimination
versus Persistenz der B19V Protein-Expression) besser zu erklaren. Diese
immunhistochemischen Voruntersuchungen koénnten die Ausgangslage fur
weiterfuhrende Untersuchungen darstellen, die auf eine Differenzierung zwischen
biologisch aktiven und latenten B19V myokardialen Infektionen abzielen. Die
wesentliche Bedeutung einer derartigen Differenzierung bei B19V Infektionen wird

auch von weiteren Autoren, auch speziell im Zusammenhang der DCMi, diskutiert,
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da der alleinige molekularbiologische PCR-Nachweis von B19V Genomen offenbar
im Zusammenhang mit nicht-kardialen Erkrankungen nicht alleinig ausreichend ist,

um erkrankte von gesunden Individuen zu unterscheiden (51, 59, 137, 138).

4.2 Pravalenz von B19V-Genomen in EMBs von ACM- und DCM-Patienten

Mittels hochsensitiver, spezifischer und publizierter nPCR-Methoden wurden B19V-
Genome in EMBs bei 36/62 (58,06%) der untersuchten Patienten bestatigt. Diese
B19V-Pravalenz bei den Patienten unserer Untersuchungen ist vergleichbar mit der
anderer Publikationen (17, 129). Es gab keinen signifikanten Haufigkeitsunterschied
zwischen AMC- und DCM-Patienten, was ebenfalls mit den bereits publizierten
Studien im Einklang ist. Somit ist das Patienten-Kollektiv in dieser Arbeit als
reprasentativ zu betrachten. Diese Einblicke bestatigen, dass die nPCR-Ergebnisse
eine sinnvolle Unterscheidung des B19V-Akuitatsstadiums nicht ermoglichen. Ferner
ist die vergleichbare Pravalenz der B19V myokardialen Infektion bei AMC- und DCM-
Patienten in Ubereinstimmung mit der Hypothese, dass die Persistenz von B19V
moglicherweise eine wichtige Rolle fur die Transition von der AMC zur DCM spielt
(20).

4.3 Anti-B19V-IgM und -lIgG bei gesunden Kontrollprobanden

In den Seren der untersuchten gesunden, hinsichtlich Alters und Geschlechts gleich
verteilten Kontrollprobanden, wurden keine IgM-Antikorper bestatigt. Anti-B19V-IgG
wurden bei 62,5% dieser Patienten nachgewiesen. Es wurden keine anti-B19V-IgG
gegen lineare/denaturierte VP1/VP2 beobachtet, was mit einem vergangenen
Infektionsstadium vereinbar ist. Bei einem Patienten (6,3%) wurden 1gG gegen VP-
NS1 als Marker fur eine persistierende B19V-Infektion beobachtet. Die Daten dieser
relativ kleinen und hinsichtlich Alters und Geschlechts gematchten Kontroll-
Probanden-Kohorte sind konsistent mit den von Pfrepper et al. erhobenen Daten,
welche ein anti-B19V-IgM nur bei 1% und anti-B19V-IgG bei 68% der 100

untersuchten gesunden Kontrollprobanden (Altersdurchschnitt: 35  Jahre)
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dokumentierten (120). Da unsere Ergebnisse bei den 16 Kontrollprobanden mit
denen von Pfrepper et al. bei 100 Kontrollprobanden Ubereinstimmend sind,
verzichteten wir aus O©konomischen Grinden auf einen Ausbau unserer
Untersuchungen bei der Kontroll-Patienten-Kohorte, zumal eine epidemiologisch
aussagekraftige Erhebung durch Pfrepper et al. bereits veroffentlicht worden ist
(120).

4.4 Anti-B19V-IgM Antwort bei AMC- und DCM-Patienten

VP1- und/oder VP2-spezifische IgM-Antikdrper, die fur eine akute oder kirzlich
zuruickliegende Infektion sprechen, wurden nur bei AMC-Patienten nachgewiesen -
aber weder bei gesunden Kontroll-Probanden noch bei DCM-Patienten. Die
Abwesenheit von B19V-spezfischen IgM bei Patienten mit dem klinischen Verdacht
auf AMC ist in Ubereinstimmung mit der Annahme, dass anti-B19V-IgM-Antwort am
wahrscheinlichsten in friheren Infektionsstadien detektierbar ist, also bei der AMC
hinsichtlich des hier untersuchten Krankheitsbildes, nicht aber im spateren
Ekrankungsstadium, der DCM (62). Diese Annahme konnte eine Herangehensweise
darstellen, um eine akute myokardiale B19V-Infektion von einer nicht-akuten,
chronischen B19V Infektion des Myokards zu unterscheiden. Es ist noch nicht richtig
geklart, warum eine IgM-Antwort nur bei einem Bruchteil der AMC-Patienten mit
myokardialem B19V-Genom-Nachweis detektierbar ist. Nichtsdestotrotz ist davon
auszugehen, dass aufgrund der Durchschnittsdauer der Krankheitsgeschichte bei
AMC-Patienten (0,5t0,6 Monate), die akute Phase der B19V-Infektion
moglicherweise nicht rechtzeitig erfasst wurde. Aullerdem kann der akute Beginn der
jedwelcher myokardialen Virusinfektion oft subklinisch sein, so dass er meistens
verpasst wird (10). Ferner ist bekannt, dass bei der B19V-assoziierten akuten
Arthritis klinisch fassbare Symptome, wie der Hautausschlag, nicht unmittelbar bei
der akuten Virusinfektion auftreten, sondern einige Tage oder Wochen danach (59),
so dass generell bei B19V assoziierten akuten Erkrankungen die unmittelbar akute
Infektion verpasst werden kann. Bei 2 AMC-Patienten wurde eine IgM-Antwort
detektiert, obwohl ein negatives PCR-Ergebnis fir B19V in den EMBs vorlag. Dies ist
maoglicherweise auf einen sampling error (Probenfehler) bei der nPCR Diagnostik von

B19V in EMBs zurtckzufuhren. Wahrend der sampling error bei der histologischen
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Evaluation der aktiven oder borderline Myokarditis von Bedeutung ist, und auch gut
untersucht worden ist (139), sind detaillierte sampling error Analysen fur den nPCR
Nachweis von B19V-Genomen in EMBs bis jetzt nicht beschrieben worden.

Die signifikante Assoziation zwischen dem Alter der Patienten und der anti-B19V
Pravalenz ist moglicherweise so zu erklaren, dass die AMC-Patienten-Gruppe, in der
anti-B19V-IgM ausschliel3lich detektiert wurde, signifikant junger war (Tabelle 2).
Dadurch, dass anti-B19V-IgM-Antikorper nicht bei gesunden Kontrollen <40 Jahren
detektiert wurden, kdnnen wir davon ausgehen, dass die Detektierbarkeit von anti-
B19V-IgM kein natdrliches Phanomen bei jungeren Patienten ist, sondern
krankheitsassoziert ist. In diesem Zusammenhang sollte nicht unerwahnt bleiben,
dass die AMC haufiger bei Patienten <40 Jahren vorkommt als bei alteren Patienten.
Um die Pravalenz von anti-B19V-IgM-Antikorpern mittels B19V RecomLine® Blots
bei gesunden Probanden klar zu definieren, ist jedoch eine auf einer groReren
Patientenzahl basierende Untersuchung notwendig, was aber Uber das Mal} dieser
Arbeit hinaus gehen wirde. Dies ist in der Arbeit von Pfrepper et al. (120) an 100
Individuen unternommen worden, und ist konsistent mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit. Daher haben wir uns nicht zuletzt aus 06konomischen
Gesichtspunkten in dieser Arbeit eine reprasentative Kohorte von gesunden Kontroll-

Probanden beschrankt.

4.5 Anti-B19V-IgG-Antwort bei AMC- und DCM-Patienten

VP1- und/oder VP2-spezifische IgG-Antikérper korrelieren signifikant mit der
Detektierbarkeit von B19V-Genomen in EMBs. Eine ahnliche Assoziation zwischen
der ELISA-Analyse von B19V-IgG und dem hochsensitiven nPCR Nachweis von
B19V-Genomen wurde in einer Vorarbeit beschrieben, jedoch ohne Unterscheidung
der anti-B19V Antikorper-Profile (9).

Eine altersabhangige Steigerung der anti-B19V-IgG-Antikorper mittels ELISA-
Technik bei DCM-Patienten ist in der Literatur beschrieben. Dies ist im Gegensatz zu
dem myokardialen nPCR Nachweis von B19V-Genomen, bei dem solche
Altersabhangigkeit nicht bestatigt werden konnte (9). In dieser Arbeit konnten wir
ebenfalls keine Altersabhangigkeit des B19V-Genom-Nachweises mittels nPCR

beweisen. Unter Verwendung von B19V-recomLine® Blots wurde in dieser Arbeit
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eine statistisch nicht signifikante Tendenz zu einer hoheren anti-B19V-IgG-
Seropravalenz bei Patienten Uber 60 Jahren beobachtet.

Antikbrper gegen denaturierte VP2-Proteine (charakteristisch fir eine kurz
zuruckliegende Infektion) wurden bei AMC-Patienten, nicht aber bei DCM-Patienten
mit nPCR-Nachweis von B19V-Genomen in den EMBs nachgewiesen. Auch dieses
ist mit dem Akuitatsstadium der AMC versus DCM vereinbar.

Anti-NS1-spezifische 1gG-Antikérper wurden bei DCM- Patienten (27,5%) und
weniger haufig bei AMC-Patienten (6,0%) beobachtet. Anti-NS1-spezifische-IgG-
Antikorper traten im Rahmen von nicht-kardialen Erkrankungen vorzugsweise bei
Patienten mit verlangerter B19V-Viramie und persistierender Infektion auf (51, 78).
Auch diese Befunde sind mit dem Akuitatsstadium der AMC versus DCM Patienten
vereinbar. Die B19V-NS1-Expression ist mit einer Gewebe- und Zelldestruktion durch

Apoptose und direkte Zytotoxizitat verbunden (62, 140).

4.6 Anti-B19V-humorale Immunantwort-Muster fur die Bestimmung des
Infektionsstadiums.

Bei Patienten mit positiven nPCR-Ergebnissen fur B19V-Genome in EMBs wurden
Antikérper-Muster, die fur eine kurz zurtickliegende Infektion sprechen (Anwesenheit
von IgM und 1gG gegen denaturierte VP2-Proteine), mit einer signifikant hoheren
Pravalenz bei AMC- im Vergleich zu DCM-Patienten beobachtet. Entsprechend der
Klassifikation der B19V-spezifischen Humoralantwort, wurden persistierende/
reaktivierende Infektionsmuster bei DCM-Patienten beobachtet. Diese waren
abwesend bei allen AMC-Patienten, bei denen positive n-PCR-Ergebnisse von
B19V-Genomen in EMB nachgewiesen wurden.

Bei Betrachtung des Stadiums vergangener Infektionen gab es keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der B19V Viruslast in EMBs zwischen den verschiedenen
klinischen Verdachtsgruppen (AMC und DCM). Zum Vergleich: lang zurtckliegende
Infektionsstadien wurden nur bei 7,1% der DCM-Patienten ohne nPCR-Nachweis
von viralen Genomen in den EMBs beobachtet. Daraus kdnnen wir schlussfolgern,
dass - obwohl die Humoralantwort eine signifikante Assoziation mit myokardialen
B19V-Infektionen bei Patienten mit dem klinischen Verdacht auf AMC und DCM zeigt

- die isolierten Ergebnisse der Humoralantwort keine Relevanz haben, insbesondere
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bei Patienten ohne nPCR-Nachweis einer myokardialen B19V-Infektion. Unsere
Daten zeigen auch, dass B19V-spezifische IgG bei 45,5% der Patienten ohne virales
Genom im Myokard nachgewiesen wurden. Die Diskrepanz von anti-B19V
humoralen Antwort Profilen bei Patienten ohne nachweisbare myokardiale B19V-
Infektion lasst sich moglicherweise durch das weit verbreitete Vorkommen von B19V
erklaren, was fir eine rezidivierende und haufige B19V-Exposition auch bei
Erwachsenen verantwortlich sein konnte. Dies erklart auch die mit dem Alter
steigende Pravalenz von anti-B19V-IgG-Antikorpern im Serum (9). Dies ist
wahrscheinlich eine Erklarung dafir, dass die Signifikanz von vergangenen IgG-
Profile bei DCM-Patienten im Vergleich zu AMC-Patienten nicht statistisch signifikant
war (p=0,06). Unsere Daten bestatigen die Annahme, dass der positive serologische
Nachweis von B19V-spezifischen-IgG-Antikdrpern nicht genugt, um eine myokardiale
B19V-Infektion zu beweisen ohne den zusatzlichen Nachweis von B19V Genomen in
EMBs. Eine hohe Detektierbarkeit von anti-B19V-IgG-Antikérpern bestand bei 63%
der gesunden Kontroll-Probanden, mit einem Muster, das fur vorangegangene
Infektionsstadien spricht (ohne IgG gegen linearen/denaturierten VP1/VP2). Folglich
hat der positive serologische Nachweis von B19V-spezifische Antikdrpern und die
Bestimmung des Infektionsstadiums keine klinische Relevanz zu myokardiale B19V-

Persistenz vor allem in der Abwesenheit von B19V im Myokard.

Zusammenfassend ermoglicht die Untersuchung der B19V-spezifischen IgM- und
IgG-Antikorper eine klinisch bedeutsame Unterteilung der Infektionsstadien bei
Patienten mit myokardialer B19V-Infektion. Um die Bedeutung der B19V-
spezifischen humoralen Immunantwort auf ein B19V-assoziiertes kardiales Ereignis
genauer zu definieren, sind Verlaufs-Untersuchungen fur das Monitoring des
spontanen Verlaufs der Viruselimination und -persistenz notwendig (9, 141).

Dartber hinaus koénnte die kritische Differenzierung/Unterscheidung der B19V-
spezifischen Antikdrper unter antiviralen Therapieregimes ebenfalls sehr hilfreich
sein, um den dynamischen Vorgang der humoralen Immunantwort bei Patienten mit

einer persistierenden B19V myokardialen Infektion besser zu verstehen (13).
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5 Zusammenfassung

Die inflammatorische Kardiomyopathie (DCMi) stellt ein komplexes Krankheitsbild
dar, welches durch vielfaltige und verschiedene Atiologien induziert und unterhalten
werden kann. Der klinische Verlauf kann akut oder chronisch sein. Ein Progress von
der akuten Myokarditis (AMC) zur chronischen dilatativen Kardiomyopathie (DCM) ist
mdglich, wenngleich die dafir wesentlich ausschlaggebenden Mechanismen nicht
detailliert bekannt sind. Die akute Infektion durch kardiotrope Viren, und die
Viruspersistenz, scheinen nach der aktuellen Datenlage eine entscheidende Rolle zu
spielen.

Das B19V wurde in mehreren unabhangigen Untersuchungen mittels hochsensitiver
NnPCR (nested PCR) Methoden als haufigstes Virus in den Endomyokardbiopsien
(EMBs) von AMC- und DCM-Patienten nachgewiesen. Bislang waren jedoch
detaillierte Kenntnisse uber das B19V Infektionsmuster im Herzmuskelgewebe
ausstehend. Des Weiteren ist die humorale Antwort gegen B19V in diesem

Patientenkollektiv nicht eingehend untersucht worden.

In dieser Arbeit untersuchten wir einerseits die Bedeutung von B19V-spezifischen
IgG- und IgM- Antikoérpern gegen native VP2-Kapside und denaturierte VP1-, VP2-
und NS1-Proteine bei Patienten mit dem klinischen Verdacht auf AMC und DCM, um
die Differenzierung des viralen Infektionsstadiums bei diesen Patientenkollektiven zu
ermoglichen. B19V-spezifische 1gG- und IgM-Antikorper wurden mit Hilfe von
,recomLine® Blots“ in den Seren von 62 (n=33 AMC- und n=29 DCM-) Patienten
untersucht. Bei der Amplifikation von B19V-Genomen in EMB mittels nPCR wurden
positive Ergebnisse bei 63,6% der AMC- und 51,7% der DCM-Patienten beobachtet.
IgM-Antikorper wurden ausschlieldlich bei AMC-Patienten (18,1%) detektiert. Der
B19V-nPCR Nachweis in EMBs war mit der Pravalenz von B19V-spezifischen IgGs
in den Seren assoziiert (p<0,0001). Bei Patienten mit gesicherter myokardialer
B19V-Infektion waren Antikorper-Profile fur kurz zuruckliegende Infektionen haufiger
bei AMC- (47,6%) im Vergleich zu DCM- (6,7%) Patienten. Die Pravalenz
reaktivierender/persistierender Profile war signifikant haufiger bei DCM- (20%) im
Vergleich zu AMC- (0%) Patienten (p<0,05).
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Des Weiteren untersuchten wir die Detektierbarkeit und das zellulare
Expressionsmuster von B19V-Protein in EMBs von DCM-Patienten mittels
Immunhistochemie (IHC), und deren Assoziation mit dem etablierten nPCR-
Nachweis von B19V-Genomen in EMBs. Die B19V-VP1/VP2-Expression wurde
immunhistochemisch unter Verwendung des bei anderen B19V-assoziierten
Erkrankungen gut charakterisierten Klons R92F6 in den EMBs von 30 DCM-
Patienten bestimmt. Die Spezifitat dieses Antikorpers wurde auf pB19-M20
transfizierten HEK293T Zellen untersucht. Es bestand eine signifikante Assoziation
zwischen der positiven anti-B19V-IHC (46,6%) und nPCR-positivem B19V-Genom-
Nachweis (50%) (p=0,003). Im Vergleich zu den B19V-nPCR-Ergebnissen wurde
eine Sensitivitdt von 80% und eine Spezifitdt von 86% fur die anti-B19V-VP1/VP2
IHC beobachtet. Dies entsprach einem positiven pradiktiven Wert von 85,7% und
einem negativen pradiktiven Wert von 81,2%. Das Expressionsprofil von IHC-
detektierten B19V-Protein-exprimierenden Zellen umfasste in allen Fallen interstitielle
Zellen, und nur in Einzelfallen Endothelzellen (1 Fall) und Kardiomyozyten (4 Falle).
Aus dieser Studie kdnnen folgende Schluf3folgerungen gezogen werden:
B19V-IgM-Antikorper lassen sich grundsatzlich bei AMC-, aber nicht DCM-Patienten
nachweisen. Die Detektion der B19V-Antikorper ermdglicht eine klinisch bedeutsame
Bestimmung des Infektionsstadiums (akute  versus chronisch und
persistierende/reaktivierende) bei Patienten mit nachgewiesener myokardialer B19V-
Infektion. Die immunhistochemische Detektion von B19V-VP1/VP2-Expression bei
DCM-Patienten ist mit dem nPCR Genom-Nachweis signifikant assoziiert, und stellt
daher eine valide Methode dar, um das B19V-Expressionsprofil in EMBs von AMC-
und DCM-Patienten zu untersuchen

Auf der Basis dieser methodischen Grundlagen bleibt es kinftigen Studien
vorenthalten zu untersuchen, welche prognostische Bedeutung diese Detektions-
und Charakterisierungsmethoden fur den natarlichen Verlauf der DCMi
(Viruselimination ~ versus  —persistenz), und far die  Auswahl von
immunmodulatorischen Therapieregimes bei DCMi-Patienten haben

(Immunsuppression, antivirale Interferon-Therapie, Immunadsorption).
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Escher F, Kuhl U, Sabi TM, Suckau L, Lassner D, Poller W, Schultheiss HP,
Noutsias M. Immunohistological detection of Parvovirus B19 capsid proteins in
endomyocardial biopsies from dilated cardiomyopathy patients. Med Sci Monit
2008; 14 (6):CR333-338.

Escher F, Modrow S, Sabi TM, Kuhl U, Lassner D, Schultheiss HP, Noutsias M.
Parvovirus B19 profiles in patients presenting with acute myocarditis and
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Weitere Publikationen des Promovierenden in peer reviewed Journalen:

Zanjani KS; Sabi TM; Moysich A, Ovroutski S; Peters B, Miera O, Kihne T,
Nagdyman N, Berger F, Ewert P. Feasibility and efficacy of stent redilatation in
aortic coarctation. Catheter Cardiovasc Interv. 2008 Oct 1;72(4):552-6.
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Berger F. “Survival” of pulmonary stents — an analysis of 157 implanted stents
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(9): 684.
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