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Abstract

Cascade screening in pediatric patients with primary cardiomyopathy using tissue tagging

Introduction:

Cardiomyopathies (CMP) are heterogeneous, rare heart muscle diseases and a common cause of
heart failure. Of particular importance is therefore an early detection and regular examinations.
In patients with CMP cardiovascular magnetic resonance (CMR) tissue tagging facilitates the
evaluation of regional myocardial function. This study aimed to perform a cascade screening in
pediatric CMP patients and their family members by using tissue tagging and comparing it to
genetic and diagnostic data.

Methods:

CMP patients and their relatives underwent CMR with tagging sequences to generate
longitudinal (LS), circumferential (CS), radial (RS) and global longitudinal strain (GLS) values,
as well as cardiopulmonary exercise testing, determination of brain natriuretic peptide (BNP)
and genetic testing.

Results:

Nineteen CMP patients (median age 12.5 years) and 65 family members (FM) (52 adults, 41.0
years; 13 siblings, 16.5 years) were analyzed. Patients diagnoses were: 26.3% dilated, 31.6%
hypertrophic, 26.3% left ventricular noncompaction, 5.3% restrictive and 10.5% arrythmogenic
right ventricular CMP. In between CMP groups the median midventricular CS revealed a
significantly difference with lowest values in DCM patients (p= 0.033). The GLS

(-11.4 % vs. -13.2 %, p= 0.025) and midventricular CS (-16.4 vs. -18.6, p= 0,015) differed
significantly between patients and FM without pheno- or genotypical signs of CMP. There was a
negative correlation between maximal oxygen uptake and midventricular CS (p= 0.024; rs= -
0.562), RS (p= 0.009; rs= -0.713) and apical CS (p= 0.003; rs= -0.685). Furthermore BNP was
positively correlated with GLS (p= 0.009; rs= -0,292). In phenotype positive family members
apical CS (p= 0.032) and 4-chamber LS (p= 0.037) were significantly reduced compared to
phenotype negative relatives.

Conclusions:

The reduction of strain values in pediatric CMP patients and affected FM in contrast to non-
affected FM can be an indication of early dysfunction and supports tissue tagging as a method

for risk stratification.



Abstrakt

Kaskadenscreening bei péadiatrischen Patienten mit priméarer Kardiomyopathie mittels
Tissue Tagging

Hintergrund:
Kardiomyopathien (CMP) sind heterogene, seltene Herzmuskelerkrankungen und eine haufige

Ursache flr Herzinsuffizienz. VVon besonderer Bedeutung sind eine friihzeitige Diagnosestellung
und regelméliige Untersuchungen. Die kardiovaskulare MRT erlaubt bei Patienten mit CMP die
Beurteilung regionaler Myokardfunktion mittels Tissue Tagging. Ziel dieser Studie war es ein
Kaskadenscreening bei padiatrischen Patienten mit CMP und ihren Familienangehérigen
durchzuftihren, indem Tissue Tagging verwendet und mit genetischen und diagnostischen Daten
verglichen wird.

Methoden:
Patienten mit CMP und ihre Angehdrigen unterzogen sich einer kardiovaskularen MRT zur

Bestimmung des longitudinalen (LS), circumferentiellen (CS), radialen (RS) und globalen
longitudinalen Strains (GLS), sowie einer spiroergometrischen Untersuchung, Bestimmung des
B-Typ natriuretischen Peptids (BNP) und einer genetischen Diagnostik.

Ergebnisse:

Es wurden die Daten von 19 Indexpatienten (medianes Alter 12.5 Jahre) und 65
Familienangehorige (FA) (52 Eltern, 41.0 Jahre; 13 Geschwister, 16.5 Jahre) ausgewertet. Die
Diagnosen der CMP-Patienten waren: 26.3% dilatative, 31.6% hypertrophe, 26.3%
linksventrikulare non-compaction, 5.3% restriktive und 10.5% arrythmogene rechtsventrikulére
CMP. Zwischen den CMP-Gruppen zeigte sich ein signifikanter Unterschied im
mittventrikularen CS (p= 0.033), mit den niedrigsten Werten bei Patienten mit DCM (-6.8%).
Der GLS (-11.4 % vs. -13.2 %, p= 0.025) sowie der mittventrikulére CS (-16.4% vs. -18.6%, p=
0.015) unterschieden sich signifikant zwischen den Patienten und Familienangehdrigen ohne
phéano- oder genotypische Zeichen einer CMP. Es ergab sich eine negative Korrelation zwischen
der maximalen Sauerstoffaufnahme und dem mittventrikuléren CS (p= 0.024; r,=-0.562) sowie
RS (p=0.009; r;=-0.713) und apikalen CS (p= 0.003; r;= -0.685). Des Weiteren korrelierte BNP
mit dem GLS (p= 0.009; r,= -0,292) positiv. Bei phanotypisch positiven Familienangehdrigen
waren der apikale CS (p= 0.032) und der 4-Kammer-LS (p= 0.037) im Vergleich zu

phanotypisch negativen Angehdrigen signifikant reduziert.



Schlussfolgerungen:

Die Reduzierung der Strainwerte bei padiatrischen CMP Patienten und betroffenen Angehorigen
im Gegensatz zu nicht betroffenen Angehdrigen kann ein Hinweis auf eine friihe myokardiale
Funktionsstérung sein. Folglich kann das Tissue Tagging als Methode zur Risikostratifizierung

hinzu gezogen werden.



1. Einleitung

1.1. Definition und Klassifikation der Kardiomyopathien

Kardiomyopathien (KMP) sind Herzmuskelerkrankungen, deren Atiologie und phénotypische
Auspragung sehr heterogen sind. Die Weltgesundheitsorganisation (WHQO) definiert KMP als
Erkrankung des Myokards, die mit einer kardialen Dysfunktion einhergeht [1]. Maron definierte
sie 2006 als: ,heterogene Gruppe von Erkrankungen des Myokards, die mit mechanischen
und/oder elektrischen Funktionsstorungen einhergehen und tblicherweise (aber nicht zwingend)
eine Hypertrophie oder Dilatation der Herzkammern verursachen mit vielfaltigen Ursachen und
oft genetisch bedingt sind“ [2]. Sie werden in priméare (genetisch, gemischt, erworben) und
sekundare Formen unterteilt. KMP kdénnen neben der Herzbeteiligung auch Teil einer
Systemerkrankung sein, die zu kardiovaskuldren Todesfallen oder einer fortschreitenden
Herzinsuffizienz fihren konnen [2]. Eine weitere Definition erfolgte durch die ,,European
Society of Cardiology* im Jahr 2014. Demnach werden Kardiomyopathien durch strukturelle
und funktionelle Anomalitdten des ventrikularen Myokards definiert, die durch eine
stromungsbegrenzende Koronararterienerkrankung oder Belastungszustande nicht erkléarbar sind
[3]. Bei Patienten mit Verdacht auf eine KMP erfolgt eine ausfiihrliche Diagnostik mit
Anamneseerhebung, Spiroergometrie, Elektrokardiogramm, Echokardiographie,
Myokardbiopsie, laborchemische und genetische Analyse sowie weitere bildgebende Verfahren
wie kardiovaskuldare MRT und Koronarangiographie. Dieses Kaskadenscreening ist zur
Detektion bisher phanotypisch gesunder Familienangehdoriger von besonderer Bedeutung [4].

Beim Auftreten von Herzinsuffizienz kommt es zum Unvermdgen des Herzens die
Korperperipherie ausreichend mit Blut und Sauerstoff zu versorgen, um den
Gewebestoffwechsel in Ruhe oder Belastung sicherzustellen. Sie ist gekennzeichnet durch
charakteristische Symptome wie beispielsweise Dyspnoe, Leistungsminderung und Kongestion
[5]. Die Einteilung erfolgt geméal der Klassifikation der New York Heart Association (NYHA)
(Tabelle 1).



Tabelle 1: NYHA Kilassifikation bei Herzinsuffizienz [6]

\ NYHA-Stadium  Symptome

Keine korperliche Einschrankung.
| Alltagliche korperliche Belastung verursacht keine inadaquate Erschopfung, HRST, Dyspnoe
oder AP.
Leichter Einschrankung der kdrperlichen Leistungsfahigkeit. Keine Beschwerden in Ruhe.
Alltagliche Belastung verursacht Erschépfung, HRST, Dyspnoe oder AP.
Hohergradige Einschrankung der kérperlichen Leistungsfahigkeit bei leichter Alltagsbelastung.
1l Keine Beschwerden in Ruhe.

Geringe korperliche Belastung verursacht Erschopfung, HRST, Dyspnoe oder AP.
v Beschwerden bei allen kdrperlichen Aktivitaten und in Ruhe.

‘ AP = Angina Pectoris; HRST= Herzrhythmusstérungen.

1.1.1. Prim&re Kardiomyopathien

Die Inzidenz der priméren Kardiomyopathie (PCM) liegt bei 1,1-1,5/100.000 Kindern unter 18
Jahren [7]. Sie werden in fiinf Kategorien unterteilt: dilatative Kardiomyopathie (DCM),
hypertrophe Kardiomyopathie (HCM), restriktive Kardiomyopathie (RCM), arrythmogene
rechtsventrikuldre Kardiomyopathie (ARVC) sowie der non-compaction Kardiomyopathie
(LVNC).

Zusétzlich werden die PCM nochmals in angeboren (genetisch), gemischt (angeboren und
genetisch) sowie erworben unterteilt [2] (Abbildung 1).

* Hypertrophe Kardiomyopathie

« Arrythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie

» Noncompaction Kardiomyopathie

« Glykogenspeichererkrankungen (z.B. PRKAG2,Danon)

« Leitungsdefekte (z.B. WPW-Syndrom)

* Mitochondriale Kardiomyopathien

« lonenkanaldefekte (Long-QT-, Brugada-Syndrom, SQTS,
CVPT, SUNDS)

Angeboren (genetisch)

] « Dilatative Kardiomyopathie
Gemischt (an%eboren und * Restriktive Kardiomyopathie (nicht hypertroph und nicht
erworben) dilatiert)
» Myokarditis

« Stressprovozierte Kardiomyopathie (Tako-Tsubo)
« Schwangerschaftskardiomyopathie

» Tachykardie induzierte Kardiomyopathie

« Kinder von insulinabhéngigen Diabetikerinnen

Abbildung 1: Einteilung der priméren Kardiomyopathien [2]



1.1.1.1. Dilatative Kardiomyopathie

Die DCM stellt die hdufigste Form der primaren Kardiomyopathien dar. Bei Kindern liegt die
Prévalenz der DCM bei 0,57/100.000 [8]. Phanotypisch kommt es zur VergroRerung des linken
Ventrikels einhergehend mit einer systolischen Funktionsstérung. Die DCM kann primar
(genetisch oder erworben) oder sekundér durch autoimmune Prozesse ausgeldst werden. Sie ist
die haufigste Indikationsstellung zur Herztransplantation im Kindesalter [9].

Klinisch findet man bei diesen Patienten Zeichen der Herzinsuffizienz wie Abgeschlagenheit,
rezidivierende Infekte, Odeme, Palpitationen und Belastungsdyspnoe [4].

Die pathologischen Manifestationen sind oft sehr unspezifisch. Die Ventrikel dilatieren und die
Herzmuskelmasse nimmt zu (Abbildung 2). Jedoch findet sich keine abnormale Histopathologie
der Herzmuskelzellen [12].

Mehr als 40 verschiedene Gene konnten bisher mit der DCM assoziiert werden. Diese Gene
codieren fir das Sarkomer und das Zytoskelett. Haufige Mutationen findet man in den Genen
Myosin binding protein C (MYBPC3), Lamin A/C (LMNA) und schwere Myosinkette (MYH7)
[10].
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Abbildung 2: A= Gesundes Herz; B= Dilatative
Kardiomyopathie [12]
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1.1.1.2. Hypertrophe Kardiomyopathie

Die HCM ist charakterisiert durch eine asymmetrische Hypertrophie des linken Ventrikels. Die
Pravalenz einer LV-Muskelzunahme liegt weltweit bei 0,02-0,23 %. Dabei wurde eine
altersbedingte Prévalenz mit niedrigeren Raten bei Patienten unter dem 25. Lebensjahr
festgestellt. In padiatrischen Registern liegt die Inzidenz jahrlich bei 0,3-0,5/100.000 Kindern,
die Préavalenz ist unbekannt [3]. Abhéngig vom Vorliegen einer Obstruktion der
linksventrikularen Ausflussbahn lasst sich die obstruktive (HOCM) (ca. 70%) von der nicht-
obstruktiven Form (HNCM) unterscheiden [11]. Bei einer hohergradigen Obstruktion des
linksventrikularen Ausflusstrakts erfolgt eine chirurgische Erweiterung durch Myotomie bzw.
Myektomie [4].

Histologisch findet man neben der Hypertrophie eine ungeordnete Aneinanderlagerung der
Myozyten (,,Myocyte disarray) (Abbildung 3). Des Weiteren weist das Myokard eine erhohte
interstitielle Fibrosierung auf [12]. Aufgrund des hypertrophierten linken Ventrikels kommt es

zundchst meist nur zu einer Stérung der diastolischen Herzfunktion.

Die Erkrankung manifestiert sich haufig schon im Kindesalter, allerdings ist die Mehrzahl der
Patienten  beschwerdefrei.  Erste  Symptome  kdnnen  Palpitationen,  Synkopen,
Leistungsminderung sowie Belastungsdyspnoe sein. Griinde die zum pl6tzlichen Herztod (SCD)

fuhren (1-6 %/ Jahr) sind meist auftretende Herzrhythmusstérungen [4].

HCM

Abbildung 3: Links physiologische Herzarchitektur mit geordneten Myozyten;
Rechts Darstellung einer massiven asymmetrischen linksventrikuléaren Hypertrophie

sowie eine ungeordnete Aneinanderlagerung der Myozyten [13]
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Die Pathophysiologie der HCM ist ein multifaktorielles Geschehen und resultiert aus
genetischen Faktoren sowie morphologischen und elektrophysiologischen Veradnderungen. Meist
liegt ein autosomal-dominanter Vererbungsmechanismus vor, bei dem es zu Mutationen der
Gene des kontraktilen Apparates kommt. Folgende Mutationen sind haufig: schwere
Myosinkette 7 (MYH7), kardiales Troponin T sowie Myosin binding protein C 3 (MYBPC3)
[14].

1.1.1.3. Linksventrikulare Noncompaction-Kardiomyopathie

Die LVNC ist eine angeborene Herzmuskelerkrankung, welche charakterisiert ist durch ein
zweischichtiges Myokard mit tiefen Recessus und vermehrter Trabekularisierung [15]. Die
Inzidenz liegt bei 9,2 % aller Félle mit PCM und stellt somit die dritth&ufigste Kardiomyopathie
dar [16].

Die LVNC zeigt ein ausgepragtes trabekulares Maschenwerk mit zahlreichen intratrabekuléren
Recessus des ventrikularen Myokards (Abbildung 4). Das Myokard des linken Ventrikels
unterteilt sich in eine kompaktierte und nicht-kompaktierte Schicht und kann mit einer
linksventrikularen Dilatation einher gehen [16]. Klinisch présentieren sich die Patienten mit

LVNC durch Herzinsuffizienz, ventrikulare Arrhythmien oder systemischen Thrombembolien

8] .

In der genetischen Diagnostik finden sich Mutationen in den Genen fir schwere Myosinkette
(MYHT7), kardiales alpha-Aktin (ACTC) und kardiales Troponin T (TNNT2) [15].

Abbildung 4: Préparat einer linksventrikuldaren Noncompaction-Kardiomyopathie

mit ausgepragter Trabekularisierung im linken Ventrikel, Pfeil =Thrombus [16]
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1.1.1.4. Arrythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie

Die ARVC ist eine sehr seltene Form (1:5000) der vererbbaren Herzmuskelerkrankungen [2].
Sie ist charakterisiert durch nicht-ischamische rechtsventrikulare Arrythmien. Es kommt zum
Remodelling des rechten Ventrikels (RV), bei dem die Muskulatur durch Fettgewebe und
Fibrose ersetzt wird (Abbildung 5). Daraus resultiert eine Dilatation des RV mit Aneurysmen
und Reduktion der rechtsventrikularen Funktion. Das Leitsymptom der ARVC stellen plétzlich
auftretende ventrikulare Arrhythmien dar mit Synkopen oder Palpitationen, meist unter
korperlicher Aktivitat [4].

Die ARVC wird autosomal-dominant vererbt und haufig besteht eine Mutation der Gene, die fir

desmosomale Proteine (Desmoplakin, Plakophillin-2) codieren [2].

Abbildung 5: Kurzachsenschnitt eines explantierten Herzens zeigt den fettgewebigen Umbau

und eine ausgepragte Trabekularisierung des rechten Ventrikels [18]

1.1.1.5. Restriktive Kardiomyopathie

Die RCM st eine seltene angeborene Herzerkrankung im Kindesalter und macht 2-5% aller
padiatrischer Kardiomyopathien aus [19]. Pathophysiologisch kommt es zu einer herabgesetzten
Compliance des Myokards eines oder beider Ventrikel. Daraus resultiert eine erschwerte Fillung
der Ventrikel mit reduziertem diastolischem Ventrikelvolumen. Durch die verminderte
Ventrikelfiillung kommt es zum Anstieg des Fillungsvolumens im vorgeschalteten Atrium und
in der Folge zu einer Dilatation der Vorhofe mit Rickstau des Blutes in den pulmonal- oder
systemvenosen Kreislauf (Abbildung 6). Histologisch finden sich eine Myokardfibrose und eine
Endokardfibroelastose [20].
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Die klinische Symptomatik ist unspezifisch und richtet sich nach dem Grad der Herzinsuffizienz.

Insbesondere die pulmonale Stauung fuhrt zur Dyspnoe bei pulmonaler Hypertonie, die

rechtsventrikuldre Dysfunktion zu Hepatomegalie und Perikardergussen. Zusatzlich kdénnen

HRST und Synkopen auftreten

[4].

NORMAL

Abbildung 6: Modifizierte Darstellung der Morphologie eines gesunden Herzens

sowie bei Restriktiver Kardiomyopathie [21]

1.1.2.Sekundare Kardiomyopathien

Sekundare KMP sind erworbene Erkrankungen, die aus systemischen Erkrankungen resultieren.

Diese werden wie folgt unterteilt:

Tabelle 2: Einteilung der sekundéren Kardiomyopathien [2]

Unterteilung
Infiltrativ
Speichererkrankungen
Toxisch
Endomyokardial
Entzindlich

Endokrin

Kardiofazial
Neurologisch
Mangelernidhrung
Autoimmun
Elektrolytentgleisungen

Nach Tumorbehandlungen

Erkrankungsbeispiele
Amyloidose
H&mochromatose

Drogen

Endomyokardiale Fibrose
Sarkoidose

Diabetes mellitus
Noonan-Syndrom
Neurofibromatose
Beriberi

Systemischer Lupus erythematodes

Therapie mit Anthrazyclinen

14



1.2. Diagnostische Mdéglichkeiten zur Evaluation der Kardiomyopathien

1.2.1. Spiroergometrie

In der kardialen Diagnostik spielt die Spiroergometrie eine wichtige Rolle. Sie ermdglicht eine
Beurteilung des Herz-Kreislauf-Systems, der Atmung und des Stoffwechsels wahrend
korperlicher Belastung. Wahrend der Untersuchung werden Sauerstoff und Kohlendioxid sowie
Lungenfunktionsparameter gemessen. Anhand dieser Variablen und der gemessenen
Herzfrequenz konnen weitere Parameter ermittelt werden. Eine Standardmessgrofie ist die
Sauerstoffaufnahme bei Maximalbelastung (VO2max). Sie gilt als wichtigster Parameter zur
Bestimmung der aeroben Leistungsfahigkeit und der kardiorespiratorischen Funktion und setzt
sich zusammen aus dem Produkt von Herzminutenvolumen (HMV) und arteriovenoser
Sauerstoffdifferenz (a-v-DO2) [22].

1.2.2. Laborparameter: Pro-BNP

Das B-natriuretisches Peptid (BNP) ist ein Peptidhormon, welches als wichtiger Marker der
Herzinsuffizienz zur Verfligung steht. Die Ventrikeldehnung ist ein Stimulus, der zur
Ausschittung dieser Hormone fiihrt. Die Synthese des BNP erfolgt Uber die Vorstufe des
proBNP. Durch Proteolyse entsteht aus proBNP das aktive BNP und das aminoterminale NT-
proBNP wird freigesetzt. Die Spaltung erfolgt durch die Serinprotase Corin [23].

Fur die diagnostistische Verwendung dieser Laborparameter ist besonders der negativ préadiktive
Wert entscheidend, d.h. die Wahrscheinlichkeit einer schwerwiegenden kardialen Erkrankung ist
bei BNP-Werten im Normbereich gering [24]. NT-proBNP zeigte eine bessere Probenstabilitat
gegenuber BNP [25].

Bei Patienten mit gesicherter Herzinsuffizienz dient der kardiale Marker zur Risikostratifizierung
und Verlaufskontrolle [26].
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1.2.3. Genetische Analyse durch Next Generation Sequencing

In der molekulargenetischen Diagnostik nimmt die Sequenzierung der DNA einen grof3en
Stellenwert ein. Die am haufigsten verwendete Didesoxymethode wurde im Jahr 1977 erstmalig

durch Sanger beschrieben [27].

In groRen Projekten wie das Humane Genom Projekt war es besonders wichtig, innerhalb kurzer
Zeit und geringeren Kosten mdoglichst viel DNA zu sequenzieren. Daraufhin wurde das ,,next
generation sequencing* (NGS) durch das National Human Genome Research Institute entwickelt
[28] (Abbildung 7).

Dies ist ein innovatives Verfahren zur Hochdurchsatz-Sequenzierung, bei dem viele parallele
Sequenzierungen von Millionen DNA-Fragmenten in einem Sequenzierdurchlauf hergestellt
werden.

Sanger Sequencing ' Next generation sequencing
A PCR

A fragment gDNA

S 3
=

B Dideoxy sequencing reaction
ddA

B ligate adapters

dd: [ s—

dNTPs: ddT |— ]
— dd-(T) ddc —e.
4. ddG =
dd-(a) + .w'm\c?" adapters fragmented DNA
= sequencing library
denatured template
DNA polymerase

“I“I“ I"“'“ clusters

D Sequencing

: ﬁﬁ'

!TTG/\TGACAT (& D)
CTTGGATGACA-CT)
CTTGGATGACL AD

longest fragment
CTTGGATGAL C
shortest fragment CﬁG,R.TrG 3
CTTGGACT

D Sequencing read-out

o ¥

40 x 10° reads/sample*

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
C Capillary electrophoresis | C Cluster generation

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
1 read/sample I
|

|

|

Abbildung 7: Vergleichende Darstellung der Sanger Sequenzierung und Next Generation
Sequencing [29]
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Die schnelle und kostengiinstige Methode des NGS erfillt die Voraussetzungen fiir den
Nachweis genomischer Varianten in den Genen, die am hdaufigsten bei Kardiomyopathien
vorkommen [30]. Dieses Verfahren hat sich etabliert im Kardiomyopathie-Screening sowie zur

Risikostratifizierung bei Familienangehdrigen [31].

1.2.4. Das kardiovaskulare Tagging

Die kardiovaskulare Magnetresonanztomographie (MRT) dient unter anderem der guantitativen
Bestimmung der globalen und regionalen myokardialen Funktion. Im Jahr 1988 wurde das
myokardiale Tagging als eine nicht-invasive Methode zur Bestimmung der intramyokardialen
Bewegung und Deformation des Herzens zum ersten Mal durch Zerhouni beschrieben [32].

Das linksventrikulare Myokard bewegt sich aufgrund seiner Schichtung in eine radiale,
circumferentielle und longitudinale Richtung wéhrend der Herzaktion [33] (Abbildung 8). Dabei
vollfiihrt der linke Ventrikel (LV) wahrend der Kontraktion eine Auswringbewegung, die bei
lokalen Dysfunktionen gestort ist. Diese Wringbewegungen werden mittels sogenannter Tags,
die senkrecht zur Bildebene stehen, erfasst. Durch die Anordnung der Tags entsteht ein
Gittermuster, das sich durch die Kontraktion des Kammermyokards verformt und in Strainwerte
umgerechnet werden kann. Das MRT wird EKG-getriggert aufgenommen, somit folgen die Tags
der myokardialen Bewegung wahrend der Herzaktion [33]. Der Strain bezieht sich auf die
Veranderung der Form des Herzmuskels, die sich aus der Kontraktion ergibt und wird als die
Anderung der Lange eines Myokardsegments in Prozent angegeben. Es werden Cine-Bilder in
der kurzen Herzachsen (SAX) basal, mittventrikular und apikal sowie in der langen Herzachse,
im Vierkammerblick (4CH) und Zweikammerblick (2CH), aufgenommen. In der kurzen
Herzachse werden der circumferentielle und der radiale Strain, in der langen Herzachse der
longitudinale und radiale Strain berechnet. Der longitudinale und circumferentielle Strain im
Vierkammerblick ist physiologisch zwischen -15 und -20 % wéhrend der Systole [36]. Bisher
gibt es nur wenig publizierte Referenzwerte zum Tissue Tagging bei CMP. Bei pédiatrischen

Patienten finden sich keine Referenzwerte.
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Abbildung 8: Darstellung des myokardialen Strains (CS: circumferentieller Strain;
RS: radialer Strain; LS: longitudinaler Strain; blaue Pfeile: Bewegungen des Myokards

wahrend der Kontraktion)
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1.3. Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob das kardiovaskuldre Tagging eine
geeignete Untersuchungsmethode im Kaskadenscreening bei pédiatrischen Patienten mit PCM
darstellt.

Dabei wird analysiert, ob schon friihe morphologische Veranderungen im Tissue Tagging erste
Hinweise auf die Entwicklungen einer Kardiomyopathie bzw. Einschrankungen der systolischen
Funktion zulassen. Zudem sollen die Unterschiede der Tagging-Werte zwischen den einzelnen
KMP untersucht werden.

Anhand der Tagging-Ergebnisse und der genetischen Varianten soll untersucht werden, ob bisher
phanotypisch gesunde Familienangehdrige, die jedoch pathogene genetische Varianten
aufweisen, bereits Veranderungen der Myokardkontraktilitat im Tagging aufweisen.
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2. Methodik

2.1. Patientenkollektiv

Im Rahmen der RIKADA-Studie, einer prospektiven Studie zur Risikoeinschatzung bei Kindern
und Jugendlichen mit priméren Kardiomyopathien, wurden von Februar 2014 bis Oktober 2017
Indexpatienten mit primérer Kardiomyopathie und deren Familienangehérige eingeschlossen.
Die Rekrutierung erfolgte tber die Klinik fir Angeborene Herzfehler der Kinderkardiologie des
Deutschen Herzzentrums Berlin und der Klinik fir Padiatrie mit Schwerpunkt Kardiologie der
Charité- Universitatsmedizin Berlin.

2.2. Einschlusskriterien

Einschlusskriterien fir Patienten:

Diagnostizierte priméare Kardiomyopathie
» Alter <18 Jahre

» Einverstandniserklarung der Eltern / Erziehungsberechtigten

Einschlusskriterien fir Eltern und Geschwister:

» Erstgradige biologische Verwandtschaft mit dem Kind, bei dem eine primare
Kardiomyopathie vorliegt

> Alter >3 Jahre

» Einverstandniserklarung der Eltern und  Geschwister bzw. der Eltern/

Erziehungsberechtigten

2.3. Klinische Untersuchungen

Im Rahmen der Studie wurden zunédchst eine korperliche Untersuchung sowie eine
Anamneseerhebung durchgefiihrt. Weitere klinische Untersuchungen waren:

1. Blutentnahme mit Bestimmung: kleines Blutbild, Pro-BNP [pg/ml], Kreatinin [mg/dl].

2. Next Generation Sequencing Kardiopanel (Luminex® sofern maéglich).

3. 12-Kanal-EKG und Langzeit-EKG.
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4. Kardiale Magnetresonanztomographie (MRT) (sofern altersentsprechend ohne Sedierung
moglich).
5. Echokardiographie

6. Spiroergometrische Untersuchung (sofern altersentsprechend mdglich).

Die Zeitpunkte der einzelnen Untersuchungen erfolgten abhdngig vom Alter und der
Gruppenzugehdrigkeit (Indexpatienten, Eltern und Geschwister). Geplant sind Follow-up
Untersuchungen der Indexpatienten alle 3 Jahre, wobei eine Verlaufs-MRT-Untersuchung alle 6
Jahre geplant ist. Die Follow up Untersuchungen der Geschwister sollen alle 6 Jahre erfolgen,
bis zum vollendeten 21. Lebensjahr (Tabelle 3).

Tabelle 3: Untersuchungszeitpunkte

Alter (Jahre)

3 6 9 12 15 18 <21
Patienten v v v v v v v

Basisuntersuchung Eltern und
v v v

Geschwister
Patienten v v v v v v

Spiroergometrie Eltern und
v v v

Geschwister
Patienten v v v

MRT und

Eltern und

Blutentnahme v v

Geschwister
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2.4. Spiroergometrie

Bei geeigneten Patienten erfolgte eine Spiroergometrie auf dem Laufband, wobei eintretende
Symptome limitierend waren. Hierbei wurde das Protokoll der Deutschen Gesellschaft fur
Kinderkardiologie verwendet [34]. Die Daten wurden entsprechend mit den Referenzdaten fir

Kinder und Erwachsene verglichen.

2.5. Kardiovaskuldare Magnetresonanztomographie

Die kardiovaskulare MRT erfolgte an einem 1.5 Tesla Ganzkdrperscanner (Achieva, Philips
Healthcare, Best, The Netherlands). Die Patienten wurden in Riuckenlage mit einer ,,5 element
coil*“ untersucht, wobei der Scan ca. 40-50 Minuten dauerte. Die MRT-Untersuchung fand nach
einem standardisierten Protokoll im Deutschen Herzzentrum Berlin statt. Die allgemeinen
Funktionsparameter des linken und rechten Ventrikels wurden an der Workstation der Firma
Philips (EWS) ausgewertet.

2.5.1 Akquisitionsprotokoll

Fur die quantitative Analyse von Funktion und Morphologie der Ventrikel erfolgte der MRT-
Scan mit EKG-Triggerung und Atemanhaltetechnik.

Folgende Sequenzen wurden aquiriert:

» Cine-Sequenzen (Zweikammerblick (2CV), Vierkammerblick (4CV), Kurze Herzsachse
(SAX), Transversal, Linksventrikularer Ausflusstrakt (LVOT), Rechtsventrikularer Ausflusstrakt
(RVOT), Aorta, Mitralklappenring)

» ,,Modified Look-Locker inversion recovery,, (MOLLI) (SAX mid, basal)
» QFlow (Aorta, MPA, Mitralklappenring)

» Tissue Tagging (2CV, 4CV, SAX basal, mid, apikal)

» 8 Minuten nach Kontrastmittelgabe: Late-Gadolinum-Enhancement (LGE)

» 15 Minuten nach Kontrastmittelgabe: Molli (SAX mid, basal)
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Die Cineaufnahmen der kurzen Herzachse wurden zur Bestimmung der linksventrikulédren
Ejektionsfraktion (LVEF) und Volumina des linken Ventrikels, die transversalen Cineaufnahmen
zur Bestimmung der Volumina des rechten Ventrikels aufgenommen. Es erfolgte die
Bestimmung des enddiastolischen (EDV [ml]) und endsystolischen (ESV [ml]) Volumen des
rechten Ventrikels in transversalen Cine-Aufnahmen und die des linken Ventrikels in der kurzen
Achse (SAX). Das Schlagvolumen, als wichtiger Parameter des linken Ventrikels, berechnet sich
aus der Differenz zwischen dem linksventrikuldren enddiastolischen (LVEDV [ml]) und dem
linksventrikularen endsystolischen Volumen (LVESV [ml]). (SV [ml]= LVEDV-LVESV). Die
Ejektionsfraktion beider Ventrikel wurde mithilfe der ermittelten Werte errechnet (EF [%]=
(EDV-ESV)/EDVx100). Des Weiteren wurde die Muskelmasse des linken Ventrikels, durch

manuelle Umrandung des Epikards und Endokards in der SAX, berechnet.

Die Beurteilung des Myokards und die Kontraktilitat erfolgte durch Cine-Aufnahmen im Zwei-,
Drei- und Vierkammerblick (2CH, 3CH, 4CH) sowie anhand der kurzen Achse (SAX).

Mit Hilfe der ,,Modified Look-Locker inversion recovery,, (MOLLI) Sequenzen erfolgte das T1-
Mapping und die Bestimmung des extrazellularen Volumens (ECV). Diese Aufnahmen erfolgten
vor und 15 Minuten nach intravendser Gabe eines gadolinumhaltigen Kontrastmittels (Dotarem
0,2 mmol/kg).

In den Spataufnahmen 8 Minuten nach Kontrastmittelgabe, konnten eventuelle myokardiale

Lasionen, durch das late gadolinum enhancement, detektiert werden.

Das Tissue Tagging erfolgte in basaler, mittventrikulérer und apikaler Schnittfiihrung in der
kurzen Herzachse (SAX), sowie in der langen Achse (2CV und 4CV).
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2.5.2. Tagging Auswertung

Die Bildauswertung der Tissue-Tagging Sequenzen erfolgte mithilfe des InTag-
Computerprogramms Horos® 2011 (P.Croisille, P.Clarysse. CREATIS; Université de Lyon).
Dabei werden die Tagging- Sequenzen manuell durch Umrandungen des Epikards und
Endokards in der Endsystole und Enddiastole bearbeitet. Dies erfolgt in der kurzen Achse (SAX)
fur den circumferentiellen und radialen Strain, jeweils fir die basale, mittventrikuldre und
apikale Schicht des LV (Abbildung 12, 13). Des Weiteren wird im 2CV und 4CV gleichermalien
der LS und RS vermessen (Abbildung 14, 15). Zur weiteren Definition der Ventrikelsegmente
wird der Ansatzpunkt des rechten am linken Ventrikel markiert. Daraufhin erfolgte die
Segmentierung der SAX- und langen Sequenzen des LV automatisiert in jeweils 8 Segmenten.
Anhand dessen wurden die Strainwerte durch die Software berechnet. Wahrend des weiteren
Bearbeitungsprozesses, wie auch echokardiographisch ublich, wurden die 8 Segmente in 6
Segmente aufgeteilt (Abbildung 9) nach der Leitlinie der ,,American Society of Echocardiology*
[35]. Um ein exaktes Ergebnis zu ermitteln, wurden die Epikard- und Endokardgrenzen manuell
in allen Aufnahmen korrigiert. Im néchsten Schritt wurden die globalen Strainwerte aus dem
Mittelwert der Segmente 1-6 errechnet. Dies erfolgte flr den circumferentiellen, longitudinalen
und radialen Strain aller Tagging-Sequenzen. Zur Kontrolle des Taggings erhédlt man eine
grafische Darstellung der Strainwerte aller Segmente sowie eine Darstellung des markierten
Myokards (Abbildung 10, 11). Zudem berechnet die Software individuelle Strainwerte fiir die
innere und &uBere Schicht des Myokards (Abbildung 9). Der globale longitudinale Strain wurde
als Mittelwert aus den Strainwerten der 2CH- und 4CH-Aufnahmen ermittelt.
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Abbildung 9: Segmentierung des basalen linken Ventrikels (1: Antero-lateral; 2: Infero-lateral;

3: Inferior; 4: Infero-septum; 5: Antero-septum; 6: Anterior), grin= Endokard, blau= Epikard

-0.05

-0.15

-0.25

Abb

L.
©
-
7}
-
=
) anterior
= ant- ant-
k= septal lateral
z '
8 inf- inf-
- '5 septal lateral
inferior
120 240 3 . 480 600 720 time(ms)

1 2353 485 67 8§20 12 14 16 18 20 22 24 26 frame

ildung 10: Darstellung zeigt den circumferentiellen Strain in einer Kurve fur jedes Segment

des Myokards [36]
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Abbildung 11: Farbliche Darstellung der regionalen Strainunterschiede im Myokard
(gelb=reduzierter Strain; blau= hoher Strain); A: physiologisch; B: Patient mit Dilatativer

Kardiomyopathie [36]

Abbildung 12: Tagging der kurzen Herzachse bei einem Patienten mit Dilatativer
Kardiomyopathie (A:basal; B:mittventrikuldr; C:apikal; rot: Endokard; grin: Epikard; blau:

Segmente)

Abbildung 13: Tagging der kurzen Herzachse bei einem Patienten mit Restriktiver
Kardiomyopathie (A: basal; B: mittventrikular; C: apikal; rot: Endokard; griin: Epikard; blau:
Segmente)
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Abbildung 14: Tagging im Zweikammerblick eines Familienangehérigen(rot: Endokard; grin:

Epikard; blau: Segmente)

Abbildung 15: Tagging im Vierkammerblick eines Familienangehdrigen (rot: Endokard; grin:

Epikard; blau: Segmente)
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2.6.Genetische Analyse

Das genetische Screening wurde mithilfe des Next Generation Screening (NGS) fur genetische
Varianten in 174 Target Genen (Illumina TruSight Cardio Sequencing Panel) durchgefiihrt. Von
79 Genen wurden die Varianten bioinformatisch ausgewertet, nachdem sie mit einer
Allelfrequenz von < 0,001 gefiltert wurden. Diese Allelfrequenzen wurden mit der gnomAD
Referenzdatenbank validiert und nach den Richtlinien des American College of Medical

Genetics und Genomics klassifiziert [37].

Die Ergebnisse der genetischen Untersuchung wurden nach Grad der Pathogenitdt (VUS:
Variante unbekannter Signifikanz; wahrscheinlich pathogen und pathogen) und nach Anzahl der

genetischen Varianten (eine Variante und mehr als eine Variante) unterteilt.

2.7.Statistische Analyse

Alle gemessenen und errechneten Werte wurden mittels des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf
Normalverteilung untersucht. Kategorielle Variablen wurden mit Haufigkeiten und Prozentzahl
angegeben, kontinuierliche Werte als Median und Interquartilsrange. Pearson’s chi-square Test
and Fisher’s exact Test wurden zum Vergleich dichotomer Variablen benutzt. Fiir unabhingige
Gruppen wurden der Mann-Whitney-U und Kruskal-Wallis Test angewendet. Korrelationen
wurden unter Verwendung des Pearson-Korrelationskoeffizienten dargestellt. Das
Signifikanzlevel von < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. Die Daten wurden mit
IBM Corp. SPSS Version 24.0 (Armonk, NY) analysiert.

28



3. Ergebnisse

3.1. Basischarakteristika

3.1.1. Indexpatienten

In die Studie wurden 60 Indexpatienten und 124 Familienangehdrige eingeschlossen. Davon
erhielten 19 Indexpatienten, 52 Eltern, 5 Geschwister > 18 Jahre und 8 Geschwister < 18 Jahre
ein kardiovaskuldres MRT mit Tissue Tagging und wurden in diese Analyse einbezogen.

Das Alter (Interquartilsabstand) der Indexpatienten bei Einschluss lag bei 12,5 (9,5-17,1) Jahren,
63,2% (12/19) mannlich, BSA 1,3 m? (1,1-1,9). Die Diagnosen waren Folgende: 26,3% (5/19)
DCM; 31,6% (6/19) HCM; 26,3% (5/19) LVNC; 5,3% (n=1/19) RCM und 10,5% (2/19) ARVC
(Abbildung 16). 89,5% (17/19) waren in der funktionellen NYHA-Klasse | und 10,5% (2/19)
NYHA-KIasse Ill. Die haufigsten Symptome waren Schwindel (26,3%), Synkopen (10,5%),
Palpitationen (10,5%), Infektneigung (5,3%) und Herzrasen (5,3%). Die Charakteristika der
Indexpatienten sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Diagnosen Indexpatienten

B DCM
HHCM
LVNC
B RCM
m ARVC

Abbildung 16: Diagnosen der Indexpatienten (n=19) (DCM: Dilatative Kardiomyopathie;
HCM:  Hypertrophe  Kardiomyopathie; LVNC:  Linksventrikulare =~ Noncompaction
Kardiomyopathie; ARVC: Arrythmogene rechtsventrikuldre Kardimyopathie; RCM: Restriktive
Kardiomyopathie)
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Tabelle 4: Basiswerte der Indexpatienten

Indexpatienten (n=19)

Alter (Jahre) 12,5[9,5-17,1]
Geschlecht, mannlich 12 [63,2]

KFO (kg/m?) 1,3[1,1-1,9]
LVEDVi (ml/gm) 91,4 [79,5-104,2]
LVESVi (ml/gm) 31,6 [25,8-44,2]

LVEF (%) 62,0 [53,0-71,0]
RVEDVi (ml/gm) 87,8 [78,1-103,5]
RVESVi (ml/gm) 37,1 [29,6-44,5]

RVEF (%) 58,0 [54,5-64,2]

NT- Pro- BNP (pg/ml) 59,6 [23,4-342,9], n=18

Angaben in Median und Interquartilsabstand oder Anzahl (n) und Prozent

KFO= Korperoberflache; LVEDVi= induziertes linksventrikuldres enddiastolisches Volumen; LVESVi= induziertes
linksventrikul&res endsystolisches Volumen; LVEF= linksventrikulére Ejektionsfraktion; RVEDVi = induziertes
rechtsventrikuléres enddiastolisches Volumen; RVESVi= induziertes rechtsventrikuléres endsystolisches VVolumen;
RVEF= rechtsventrikulére Ejektionsfraktion; NT-pro-BNP= natriuretrisches Peptid

3.1.2. Familienangehdrige

Insgesamt wurden 65 Familienangehdrige analysiert. Davon waren 52 Eltern mit einem
medianen Alter von 41,0 Jahren (35,3-47,4), 46,2% mannlich; 8 Geschwister < 18 Jahre mit
einem medianen Alter von 14,2 Jahren (10,1-15,2); 50% mannlich, 5 Geschwister > 18 Jahren
mit einem medianen Alter von 18,7 Jahren (18,5-20,5); 40,0% mannlich. In 3,1% (n=2) wurde
eine primdre Kardiomyopathie vor Studieneinschluss diagnostiziert (DCM n=1, LVNC n=1).
Des Weiteren wurde wahrend der Studie bei weiteren 4,6% (n=3) der Familienangehorigen
(HCM n=1, LVNC n=2) eine CMP festgestellt. Weitere Charakteristika der
Familienangehdrigen sind in Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 5: Basiswerte der Familienangehdrigen

Alter in Jahre
KFO (kg/m2)

Geschlecht, mannlich

LVEDVi (ml/gm)

LVESVi (ml/gm)

LVEF (%)
RVEDVi (ml/gm)
RVESVi (ml/gm)

RVEF (%)

NT-Pro-BNP (pg/ml)

Geschwister

<18 Jahre
(n=8)
14,2 [10,1-15,2]
1,5[1,1-1,8]

4 [50,0]

85,6 [72,4-94.5]

32,3 [27,0-34,9]

63,0 [57,8-65,5]
86,9 [71,3-97,9]
36,1 [28,8-40,5]
59,3 [55,2-62,0]
21,6 [8,8-85,7]

> 18 Jahre

(n=5)
18,7 [18,5-20,5]

1,8 [1,6-2,0]

2 [40,0]

78,1 [74,3-85,9]

28,4 [26,3-31,1]

64,0 [61,5-66,0]
84,9 [72,7-91,6]
33,6 [27,4-39,9]
59,6 [56,4-63,1]
59,4 [20,9-99,7]

Eltern
(n=52)

41,0 [35,3-47,3]
1,9 [1,8-2,0]

24.[46,2]

78,9 [70,8-88,9]

29,6 [25,6-34,2]

62,0[59,3-65,0]
83,1 [72,8-96 4]
34,7 [29,8-41,2]
57,1 [55,3-61,1]
40,3 [19,5-83,3]

Angaben in Median und Interquartilsabstand oder Anzahl (n) und Prozent

KFO= Korperoberflache; LVEDVi= induziertes linksventrikuldres enddiastolisches Volumen; LVESVi= induziertes
linksventrikuldres endsystolisches Volumen; LVEF= linksventrikuldre Ejektionsfraktion; RVEDVi= induziertes
rechtsventrikuléres enddiastolisches Volumen; RVESVi= induziertes rechtsventrikuléres endsystolisches VVolumen;
RVEF= rechtsventrikulére Ejektionsfraktion; NT-pro-BNP= natriuretrisches Peptid
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3.2. Laborergebnisse

Pro-BNP wurde bei 18 Indexpatienten bestimmt. Hier zeigten Patienten mit HCM die hdchsten
Werte mit 90,7 pg/ml [41,7-1563,7] (5/19); DCM 59,3 pg/ml [30,2-1996,1] (5/19); LVNC 50,4
pog/ml [30,8-96,9] (5/19); ARVC 12,2 pg/ml (2/19). Jedoch fand sich keine statistische
Signifikanz im Vergleich der einzelnen CMP-Gruppen. (p=0,171; Abbildung 17).
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Abbildung 17: Boxplot-Diagramm der Pro-BNP Werte (pg/ml) zwischen den CMP-Gruppen der
Indexpatienten (p=0,171). (DCM: Dilatative Kardiomyopathie; LVNC: Linksventrikulére

Noncompaction Kardiomyopathie; HCM: Hypertrophe Kardiomyopathie; RCM: Restriktive

Kardiomyopathie; ARVC: Arrythmogene rechtsventrikuldre Kardiomyopathie)

Innerhalb der Studienpopulation zeigte sich eine signifikante negative Korrelation (r.= - 0,292,
p= 0,009) zwischen NTproBNP und dem GLS (Abbildung 18). Des Weiteren zeigte sich eine
positive Korrelation (r,= 0,022, p=0,022) zwischen NTproBNP und der RVEF (Abbildung 19).
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Abbildung 18: Positive Korrelation zwischen NTproBNP (pg/ml) und dem Globalen
longitudinalen Strain (%) (rs= - 0,292, p= 0,009)
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Abbildung 19: Negative Korrelation zwischen NTproBNP (pg/ml) und der rechtsventrikularen
Ejektionsfraktion (%) (rs= 0,022, p= 0,022)
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3.3. Daten Spiroergometrie
Eine spiroergometrische Untersuchung fand bei 84,2% (16/19) der Indexpatienten und 88,5 %
(46/52) der Eltern und allen Geschwistern statt (Tabelle 6).

Tabelle 6: Werte der Spiroergometrie von Indexpatienten, Eltern, Geschwister < 18 Jahre und >
18 Jahre

Indexpatienten Eltern (n=46) Geschwister <18 Geschwister > 18
(n=16) Jahre (n=8) Jahre (n=5)
VO2max 33,2 [25,8-40,9] 28,3 [23,6-32,2] 34,7 [29,7-41,3] 32,3 [25,3-38,6]
(ml/min*kg)
RERmax 1,1 [1,0-1,1] 1,1 [1,0-1,2] 1,1[1,0-1,1] 1,1[1,1-1,3]
02 Puls 9,11[6,0-14,4] 12,7 [9,9-14,7] 8,4 [6,4-14,1] 12,1[9,8-13,1]
(ml/beat)
02 Puls Soll 88,5 [69,0-103,3] 86,5 [73,0-102,0] 80,0 [65,3-101,5] 87,0 [61,5-96,0]
(%)
Angaben in Median und Interquartilsabstand oder Anzahl (n) und Prozent
VO2max= maximale Sauerstoffaufnahme; RERmax= Respiratory exchange ratio; O2 Puls= Sauerstoffpuls

Innerhalb der Indexpatienten zeigte sich kein signifikanter Unterschied der VO2max zwischen
den CMP-Gruppen (p= 0,438, n=16).

Es zeigte sich eine negative Korrelation (rs= -0,562, p= 0,024, n=16) der VO2max mit dem
mittventrikularen CS sowie des RS (rs= -0.713, p= 0.009, n=12) der Indexpatienten (Abbildung
20 und 21).
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Abbildung 20: Negative Korrelation zwischen mittventrikularem circumferentiellen Strain und

maximaler Sauerstoffaufnahme (ml/min*kg) der Indexpatienten (rs=-0,562, p= 0,024, n=16)
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Abbildung 21: Negative Korrelation zwischen mittventrikularem radialen Strain und maximaler
Sauerstoffaufnahme (ml/min*kg) (rs=-0.713, p= 0.009, n=12)



3.4. MRT-Daten

Zum Zeitpunkt der Datenanalyse wurden insgesamt 19 Indexpatienten, 52 Eltern und 13
Geschwister durch ein kardiovaskuldres MRT untersucht (Abbildung 22).

Lange Achse Lange Achse

*4CH CS : n=19 * 4CH CS : n=52
*4CHRS : n=18 * 4CH RS : n=47
+2CHCS : n=16 * 2CH CS : n=52
*2CHRS : n=16 * 2CHRS : n=44

Lange Achse

* 4CH CS : n=13
* 4ACHRS : n=12
*+ 2CHCS : n=13
* 2CHRS : n=12

Kurze Achse e A Kurze Achse

*Basal CS : n:lg . Basal CS - n=51 * Basal CS : n:13
*Basal RS : n=17 - * Basal RS : n=10
-MidCS :n=19 > EE ISR =LY . MidCS :n=13
*MidRS :n=14 L N « MidRS :n=11
«ApiCS :n=19 ollelis eusih « ApiCS :n=13

: - * ApiCS :n=52 . An: -
Api RS :n=17 . ApiRS :n=46 ApiRS :n=9

Abbildung 22: Arbeitsdiagramm der MRT-Auswertung (4CH: Vierkammerblick; 2CH:
Zweikammerblick; CS: circumferentieller Strain; RS: radialer Strain; mid: mittventrikular; api:

apikal)
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3.4.1. MRT Basisdaten

Die LVEF zeigte signifikante Unterschiede innerhalb der CMP-Gruppen der Indexpatienten (p=
0,014; Abbildung 23), sowie die RVEF zwischen Patienten mit ARVC (45,3*%) und HCM
(63,4% [58,9-67,2]; p= 0,042).

Innerhalb der Familienangehdrigen zeigte sich kein signifikanter Unterschied der LVEF.
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Abbildung 23: Linksventrikulédre Ejektionsfraktion der CMP (p=0,014)
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3.4.2. Tagging im Vierkammerblick (4CH) und Zweikammerblick (2CH)

Die Betrachtung des LS, CS sowie des RS zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Indexpatienten in den 4CH und 2CH Sequenzen.

In der Gruppe phanotypisch positiven Familienangehérigen (n=5) zeigte sich ein reduzierter LS

im Vierkammerblick (p= 0,037) verglichen zu phanotypisch gesunden Angehdrigen.

In der gesamten Studienkohorte Kkorreliert der GLS (4CH/2CH) negativ mit der LVEF (rs= -
0,239, p= 0,032, n= 81) (Abbildung 24) sowie der RVEF (rs= -0,220, p= 0,049, n= 10)
(Abbildung 25).
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Abbildung 24: Negative Korrelation der linksventrikuldren Ejektionsfraktion mit dem globalen
longitudinalen Strain (rs=-0,239, p= 0,032)
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Abbildung 25: Negative Korrelation der rechtsventrikuldren Ejektionsfraktion mit dem globalen
longitudinalen Strain (rs=-0,220, p= 0,049)
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3.4.3. Tagging in der kurzen Herzachse (SAX)

Der basale CS war insbesondere bei Patienten mit DCM (-6,8% [-10,9-(-5,3)]) sowie bei
Patienten mit ARVC (-8,9%, n= 2) reduziert im Gegensatz zur Gruppe der HCM (-11,4% [-12,8-
(-8,6)]) und LVNC (-13,3% [-13,6-(-8,1)]) (Tabelle 7).

Diese Beobachtung setze sich auch bei dem mittventrikuldren CS fort (p= 0,033; Abbildung 26).
Im apikalen CS und basalen, mittventrikuléren sowie apikalen RS Werten und auch den Werten
des SAX zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Strainwerte zwischen den
Indexpatienten und Familienangehorigen (Tabelle 7, 8).

Phénotypisch positive Familienangehdrige (n=5) zeigten einen héheren mittventrikuldre RS (p=

0,026) im Gegensatz zu Indexpatienten.
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Abbildung 26: Boxplotdiagrammm des mittventrikuldren circumferentiellen Strain der
Indexpatienten (p=0,033)

40



Tabelle 7: Tagging-Werte der Indexpatienten

HCM

DCM

LVNC

ARVC

RCM

(n=16) (n=5) (n=5) (n=2) (n=1) p-Wert
Alter (Jahre) [11’156_'117’3] [&é_ll'éﬁ] [6’;_11'16] 11,7* 18,0

KFO (m?) 1320 1014 081,41 Lax 18 ns.
IEXEE%I [78,8751’5?0,2] [90,1313’623,3] [70,3-11'?)0,0] 57 R ns.

L(Vv/oE)F [62,679-%,5] [27%51;)4,01 [55,650-59,5] 59.0* 880 0,014
GLS [-12,1- i-llléi)], n=4 [-13,8-(%3’5?)], n=4 [-12,;31-%-’51,2)] -14.9% 94 ns.
4CHLS [-13,_51-%-'50,4)] [-13:15)(13,6)] [-15%?’('%,5)] 152 123 ns.
2CHLS [-11%?('-79,4)] [-14%-1('-17,1)] [-11,-21-%-'(1)0,5)] 148 65 ns.
4CHRS [—6,4;?(2,4)] [-4,_21-%-'%,4)] [-4,1_?(-2:3,5)] 2.6% 41 ns.
2CHRS [—8,9—(:2:5?)], n=4 [-4,6-2('-82,3)] [-6,5;1('-74,5)] 3:2% 34 ns.
Bas CS (128086 1105053 (136081 B9 131 ns.
Bas RS [-4,5-(-_51,'5)], n=4 [—8,&5—5('—72,9)] [-6,5;-5('?3,6)] B4 : ns.

Mid CS [-19,251-1-&5,2)] [-15,?56,1)] [-19,51-5(;-'55,9)] 19,8 128 0,033
Mid RS [-6,_0‘;',4n=3 [-5,2_f‘('-£;3,1)] [—6,5—(:3:8)], n=4 4.8 : ns.
Api CS [21.5-(15.5)] 1195063 1990161 18,2 149 ns.
APIRS L5018 F6.9-CLa), nd [106-(43), n=d : 53 L

Angaben in Median und Interquartilsabstand

KFO= Kérperoberflache; LVEDVi= induziertes linksventrikuldres enddiastolisches VVolumen; LVEF= linksventrikulare Ejektionsfraktion; GLS= Globaler longitudinaler Strain; Bas= Basal; Mid = Mittventrikular; Api=

Apikal; CS= circumferentieller Strain; LS= longitudinaler Strain; RS= radialer Strain; n.s.: nicht signifikant
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Tabelle 8: Tagging-Werte der Familienangehdrigen

Eltern Geschwister <18 Jahre Geschwister > 18 Jahre
(n=52) (n=18) (n=5)
410 142 18,7
Alter (Jahre) [35,3-47,4] [10,1-15,2] [18,5-20,5]
1,9 15 18
, , , ,
KFO (m?) [1,8-2,0] [1,1-1,8] [1,6-2,0]
LVEDVi 78,9 85,6 781
(mligm) [70,8-88,9] [72,4-94,5] [74,3-85.9]
LVEF 62,0 63,0 64,0
%) [59,3-65,0] [57,8-65,5] [61,5-66,0]
GLS -125 -124 -13.2
[-13,9-(-11,3)] [-17,0-(-9,3)] [-15,3-(-12,1)]
133 14,0 132
4CHLS [-14,8-(-11,2)] [17,1-(-10,8)] [-15,9-(-12,9)]
118 112 136
2CHLS [13,9-(-9,8)] [-17,7-(-72)] [-15.6-(-11.2)]
6,9 55 54
ACHRS [-8,1-(-4,9)], n=47 [-7,0-(-3,4)] [-7.7-(-3,0)], n=4
47 58 2.9
2CHRS [-6,1-(-3.2)], n=44 [-7,8-(-5.1)], n=7 [-5,6-(-25)]
-12,6 -13,6 -11,5
Baees [-15,8-(-9,7)], n=51 [-15,0-(-9,3)] [-11,9-(-8,2)]
46 5,2 40
Bas RS [6,4-(-2.6)], n=40 [0,8-(-27)], n=6 [-6.4-(-1,8)], n=4
. 1183 -19,0 184
Mid CS [-19,4-(-16,6)] [-20,1-(-16,9)] [-20.0-(-16.1)]
. 28 4,0 23
Mid RS [-4,6-(-1,7)], n=43 [-4,6-(-2,9)], n=6 [-2,6-(-0.9)]
. 181 -19,0 77
Api CS [-20,5-(-15,9)] [-20,7-(-13,2)] [-21,7-(-16,9)]
. 5,4 -8,2 -3,7
Rl [-8,8-(-3.3)], n=46 [-8,8-(-5,0)], =4 [-4,8-(-2,1)]

Angaben in Median und Interquartilsabstand

KFO= Kdrperoberflache; LVEDVi= induziertes linksventrikuldres enddiastolisches VVolumen; LVEF= linksventrikulare Ejektionsfraktion; GLS= Globaler longitudinaler Strain; Bas= Basal; Mid = Mittventrikulér; Api=

Apikal; CS= circumferentieller Strain; LS= longitudinaler Strain; RS= radialer Strain; n.s.: nicht signifikant
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3.5. Genetische Untersuchung der Indexpatienten

Innerhalb der Indexpatienten hatten 73,7 % (14/19) ein positives genetisches Ergebnis mit
insgesamt 21 Varianten. Darunter waren 71,4 % (n= 10) mit einer Variante und 21,1 % (n= 4)
mit mehr als einer Variante. Es fand eine Klassifizierung der Varianten anhand ihrer
Pathogenitat statt. Hier zeigten 21,1 % (n= 4) eine VUS, 26,3 % (n= 5) hatten eine
wahrscheinlich pathogene und 26,3 % (n= 5) eine pathogene Variante (Abbildung 27). Zu
den pathogenen Varianten zahlen Kardiales Troponin T2 (TNNT2), Plakophilin 2 (PKP2),
Myosin-bindendes Protein 3 (MYBPC3), Myosin schwere Kette 7 (MYH7) und Desmocollin-
2 (DSC2).

Die Anzahl der Varianten, der Pathogenitatsgrad sowie ein positiver Genotyp hatten keinen

Einfluss auf die Tagging Parameter.

Anzahl der Varianten

9

8

7

DCM LVNC HCM RCM ARVC

B Pathogen B Wahrscheinlich pathogen ® Variante unbekannter Signifikanz m Keine Variante

Abbildung 27: Anzahl der Genvarianten der Indexpatienten (HCM: Hypertrophe
Kardiomyopathie; LVNC: Linksventrikulare Noncompaction-Kardiomyopathie; DCM:
Dilatative Kardiomyopathie; ARVC: Arrythmogene Rechtsventrikuldre Kardiomyopathie;
RCM: Restriktive Kardiomyopathie)
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3.6. Genetische Untersuchung der Familienangehdrigen

Innerhalb der Familienangehdrigen hatten 75,4 % (49/52) eine genetische Analyse, darunter
61,2 % (30/52) mit einem positiven Genotyp und insgesamt 47 Varianten. Darunter waren
70,0 % (n= 21) mit einer Variante und 30,0 % (n=9) mit mehr als einer Variante. Anhand der
Pathogenitat wurden die Varianten klassifiziert in VUS (59,6 %, n= 28), wahrscheinlich
pathogene (27,7%, n= 13) und pathogene (12,8 %, n= 6) (Abbildung 28). Ein positiver
Genotyp mit fehlenden Phé&notyp wurde bei 55,1 % (n= 27) festgestellt, wéhrend in 4,1 % (n=
2) der Geno- und Phanotyp positiv waren. Weitere 4,1 % (n= 2) der Familienangehdrigen

zeigten ausschlief3lich einen positiven Phéanotyp.

Der Grad der Pathogenitét hat einen signifikanten Einfluss auf den GLS (p= 0,044; Abbildung
29). Die Anzahl der genetischen Varianten sowie ein positiver Genotyp zeigten keinen

Einfluss auf das Tagging.

Familienangehorige

H Pathogen
B Wahrscheinlich pathogen
 Variante unbekannter

Signifikanz

M Keine Variante

Abbildung 28: Genvarianten der Familienangehdrigen (n= 47)
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Abbildung 29: Darstellung des GLS und den genetischen Varianten unterschiedlicher
Pathogenitét der Familienangehorigen
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3.7. Late Gadolinum Enhancement

3.7.1. Indexpatienten

Es wurde bei 18 Indexpatienten Kontrastmittel gegeben und die Bilder hinsichtlich LGE
beurteilt (18/19). Es fand sich bei 33,3% (n= 6) der Patienten ein positives LGE. Zwischen
den CMP-Gruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p= 0,811). Auferdem fanden
sich keine signifikanten Korrelationen zwischen dem LGE und anderen Parametern wie GLS
und VO2max. Die Korrelation eines positiven Genotyps mit Nachweis von LGE zeigte bei
den Indexpatienten ebenfalls keine statistische Signifikanz (p= 0,114), ebenso wenig hatten

der Grad der Pathogenitét sowie die Anzahl der Varianten einen Einfluss auf das LGE.

3.7.2. Familienangehdrige

Innerhalb der Familienangehdrigen hatten 3 ein positives LGE (3/65). Es ergab sich eine
signifikante Korrelation der VO2max-Werte mit dem LGE (p= 0,005). Die VO2max lag im
Median bei 18,6 mml/min*kg bei LGE-positiven Familienangehérigen (Abbildung 30).

Vorliegen eines positiven Genotyps, der Grad der Pathogenitdt sowie die Anzahl der

Varianten zeigten keinen Einfluss auf das LGE.
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Abbildung 30: Vergleichende Darstellung positiver und negativer Late Gadolinums

Enhancements mit der VO2max(ml/min*kg) der Familienangehdrigen (p= 0,005)
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4. Diskussion

Kardiomyopathien sind sehr schwerwiegende, seltene Erkrankungen des Herzmuskels und
haufig Ursache flir Herzinsuffizienzen im Kindesalter. VVon besonderer Bedeutung sind daher
die Identifikation von Risikofaktoren und Pradiktoren sowie eine friihzeitige Erkennung der
Erkrankung [38].

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Tissue-Tagging in der kardiovaskuldren
Bildgebung eine geeignete Untersuchung im Kaskadenscreening bei padiatrischen Patienten
mit primaren Kardiomyopathien sowie deren Familienangehdrigen darstellt. Des Weiteren
sollte herausgearbeitet werden, ob sich bisher klinisch unauffallige Familienangehoérige
genotypisch bzw. phanotypisch mit der Methode des Tissue-Tagging im MRT identifizieren

lassen.

4.1. Interpretation der MRT-Daten

In den letzten Jahren hat sich die kardiale MRT zu einer zuverldssigen und exakten Methode
zur Quantifizierung der globalen LV-Funktion etabliert. Insbesondere die hier verwendete
Methode des Tissue Tagging besitzt eine hohe zeitliche und rdumliche Auflésung, die exakter
ist als die der Echokardiographie [39]. Das Tagging hat sich dadurch als ein wichtiges
Instrument zur nichtinvasiven Quantifizierung der dreidimensionalen Verformung des linken

Ventrikels wahrend des Herzzyklus bei gesunden und kranken Probanden erwiesen [40].

Mit dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass sich zundchst Unterschiede in den
Funktionswerten beider Ventrikel zwischen den einzelnen CMP-Gruppen gezeigt haben,
wobei die Patienten mit einer DCM die grofiten Einschrankungen gegeniiber Patienten mit
HCM aufwiesen. Der longitudinale und circumferentielle Strain liegt physiologisch bei ca. -
20%. Es stellte sich heraus, dass Patienten mit linksventrikularer Hypertrophie, trotz normaler
LVEF, einen reduzierten Strain haben. Diese Beobachtung wird auch in der Literatur
beschrieben. Daraus lasst sich schlieRen, dass reduzierte Strainwerte mit dem Schweregrad
einer Myokarderkrankung und erhéhten Fullungsdriicken korrelieren, trotz erhaltener LVEF
[41].
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Patienten mit DCM zeigten deutlich reduzierte LVEF-Werte, dies lasst sich mit den
pathologischen Verénderungen des linken Ventrikels erklaren. Die Erkrankung ist
gekennzeichnet  durch  eine  Vergroflerung des  linken  Ventrikels  sowie
Funktionseinschrankungen der myokardialen Kontraktilitit. Daraus resultiert eine
Beeintrachtigung der systolischen Funktion [39]. Reduzierte Wandbewegung und eine nicht
synchrone  Kontraktion sind Kennzeichen der DCM, aullerdem zeigen die
Dehnungsanomalien eine deutliche rdumliche Heterogenitat [36]. Dies wurde auch in der
vorliegenden Studie beobachtet, vor allem der circumferentielle mittventrikulére Strain war
signifikant reduziert im Gegensatz zu Patienten mit LVNC. In der Literatur finden sich
mittventrikuldar deutlich reduzierte Strainwerte bei Patienten mit DCM im Gegensatz zu
Gesunden [36]. In der vorliegenden Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass Patienten mit
DCM reduzierte circumferentielle Strainwerte zeigen, im Gegensatz zu Eltern, Angehorigen
und Patienten mit LVNC und ARVC.

Die LVEF spiegelt die fraktionelle Verédnderung des dreidimensionalen VVolumens wieder, der
Strain bezieht sich auf die Verdnderung der Form, die sich aus der Kontraktion ergibt und
damit die fraktionelle Anderung der Lénge des Myokards zwischen Enddiastole und
Endsystole. Somit sind die beiden Messungen als vergleichbar anzusehen und kdnnen
miteinander korrelieren [39]. Insgesamt zeigt sich, dass Patienten mit reduzierter LVEF auch

pathologische Werte des GLS aufweisen.

NTproBNP, als Marker der Herzinsuffzienz, korreliert dartiber hinaus positiv mit dem GLS
innerhalb der gesamten Studienkohorte (p= 0,009). Patienten mit einem erhéhten NTproBNP
haben demzufolge reduzierte Strainwerte. In der Literatur wird ein Zusammenhang zwischen
NTproBNP und der linksventrikularen Kontraktionsfahigkeit beschrieben [42]. Das bedeutet,
dass der Strain in Kombination mit dem Laborparameter eine Aussage zur Funktion des
Myokards treffen kann.

Des Weiteren fand neben der Laboranalyse auch eine genetische Untersuchung statt. 73,7 %
der Indexpatienten und 61,2 % der Familienangehdrigen hatten einen positiven genetischen
Befund. Es zeigten sich keine Korrelationen zwischen dem Strain und dem Genotyp der
Indexpatienten. Jedoch zeigte sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem
GLS und dem Grad der Pathogentitat der Genmutationen bei den Familienangehdrigen. Das
bedeutet, je pathogener die Varianten, desto reduzierter war der Strainwert bei den

Familienangehorigen als Hinweis auf ein positives Kaskadenscreening.
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Das Late Gadolinum Enhancement ist eine effektive Methode zur Beurteilung der
myokardialen Fibrose und dient zur Beurteilung der Prognose bei Patienten mit CMP. Es
wurde festgestellt, dass ein positives LGE mit einem hoheren Risiko fiur kardiale Ereignisse,
wie dem plétzlicher Herztod und Arrythmien, einhergeht [43]. In der vorliegenden Arbeit
zeigte das LGE keine Korrelationen mit den Tissue-Tagging Parametern. Dies kdnnte daran
liegen, dass die Fallzahl relativ gering ist. Im Gegensatz dazu wurde festgestellt, dass
Familienangehdrige mit einem positiven LGE eine reduzierte VO2max aufweisen als Zeichen

der Einschrankung der Belastbarkeit.

4.2. Interpretation der spiroergometrischen Daten

Die Spiroergometrie ist eine nicht-invasive Methode zur Beurteilung der kardiovaskularen,
pulmonalen und muskuldren Belastungsfahigkeit. Bei Kkardialen Erkrankungen wie
beispielsweise Kardiomyopathien, angeborenen Herzfehlern oder pulmonaler Hypertonie
dient sie zur Bewertung der systolischen und diastolischen Funktion des Herzens. Bei
Patienten mit priméren Kardiomyopathien stellt die Spiroergometrie eine gute Mdglichkeit

zur Einschétzung des Risikos fur plétzlichen Herztod dar [44].

Insgesamt zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patienten mit CMP im
Vergleich zu den Familienangehorigen. Dies scheint darin begriindet zu sein, dass der
GroRteil der Indexpatienten eine gut kompensierte kardiale Funktion zeigt und sich
vorwiegend in NYHA-KIlasse | befindet.

Der Vergleich der Tagging-Werte mit der Sauerstoffaufnahme in der Spiroergometrie erweist
sich als sehr aussagekraftig. Hier zeigen sich signifikante Korrelationen zwischen der
VO2max mit dem mittventrikularen CS sowie mittventrikularem RS der Indexpatienten.

Somit dient das Tagging auch zur objektiven Beurteilung der Belastbarkeit.
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4.3. Genotyp-Phanotyp-Korrelation

Die molekulargenetische Diagnostik ist mit dem Ziel einer mdglichen Genotyp-Phanotyp-
Korrelation von grolRer Bedeutung. Wére es moglich, den Phéanotyp basierend auf dem
Genotyp vorherzusagen, so erwiesen sich genetische Analysen als nitzliches Mittel zur
Intervention und somit zur Modifizierung des Krankheitsverlaufs. In der vorliegenden Studie
zeigte sich, dass insgesamt 73,7 % der Indexpatienten und 61,2 % der Familienangehdrigen
eine positive genetische Analyse aufwiesen. Jedoch sind von den Familienangehorigen nur
4,1 % genotypisch und phanotypisch betroffen. Daraus lasst sich schlielen, dass sich die
genetische Testung der Indexpatienten als sinnvoll erwiesen hat, jedoch die der Angehdrigen
eine grofle Diskrepanz zwischen Geno- und Phéanotyp aufweist. Dies lasst sich damit
begriinden, dass die Mehrheit der Familienangehdrigen (46,7 %) eine VUS hatte und somit
noch nicht feststeht, wie relevant insbesondere diese Genveranderungen fir die Entwicklung

der Erkrankung sind.

In der Regel gibt es keine Indikation fir ein routineméliiges genetisches Screening zur
Bestatigung einer Kklinischen Diagnose. Dennoch ist ein positives Ergebnis der
Genotypisierung unterstiitzend. Bevor préadiktive Tests fur Familienmitglieder stattfinden,
sollte die Pathogenitat der untersuchten Genvarianten nachgewiesen sein [45].
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5. Zusammenfassung

Insgesamt zeigt sich, dass eine umfassende Untersuchung mittels nicht-invasiver MRT,
genetischer Analyse, Bestimmung von NT-proBNP und Spiroergometrie zur ldentifikation
von Hochrisikopatienten sowie deren Angehorige sinnvoll ist. Eine friihe Diagnose kdnnte
dazu beitragen, akute kardiale Ereignisse wie plétzlichen Herztod (SCD) zu verhindern. Es
stellte sich heraus, dass der GLS und der mittventrikulare circumferentielle Strain die gréfiite
Aussagekraft haben. Eine weitere Kernaussage ist, dass der positive Genotyp allein nicht
ausreicht um eine Vorhersage zur Schwere der KMP zu stellen. Die genetische Analyse ist
nur hilfreich, wenn sie in Kombination mit bildgebenden MalRnahmen durchgefthrt wird und

andere spezifische Parameter des klinischen Status erhoben werden.

Die kardiale MRT unterstutzt bei der genauen Phanotypisierung durch die Bestimmung der
globalen linksventrikularen Funktion und mittels Bestimmung der Flussvolumina,
Strainmessung und Detektion fibrotischer Areale sowie der Maoglichkeit der genauen
Beurteilung des Myokards. Durch seinen hohen zeitlichen Aufwand lasst sich das Tagging
derzeit jedoch nur bedingt in den klinischen Alltag integrieren. Geladnge es, das Umranden
von Epi- und Endokard, sowie die Datenverarbeitung zu vereinfachen oder zu automatisieren,
konnte das Tissue-Tagging einen zusatzlichen Stellenwert in der kardialen Diagnostik

einnehmen.

Im Hinblick auf das Kaskadenscreening stellt das Tissue Tagging zur Identifizierung von
Kontraktilitdtsstorungen des Myokards, bei bisher phanotypisch unaufféalligen Angehorigen
eine wertvolle diagnostische Methode dar. Des Weiteren kann dadurch eine Aussage zum
Erkrankungsausmaf bei Patienten mit priméren Kardiomyopathien, in Zusammenschau mit

weiteren Untersuchungen getroffen werden.

52



6. Limitationen

Die Gruppe der Indexpatienten ist sehr heterogen aufgrund der verschiedenen Diagnosen und

damit verbunden auch die klinische Situation der Patienten.

Eine Auswertung der MRT-Daten durch einen weiteren Untersucher hatte die Interobserver-

Variabilitat erhéhen kdnnen.
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