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1. Einleitung

1.1. Definition und klinischer Verlauf

Unter einer Myokarditis wird ein akut im Myokard verlaufender Prozess bezeichnet, der
histologisch  durch den Nachweis entzindlicher Infiltrate — assoziiert mit
Myozytendegeneration und Nekrose — gekennzeichnet ist. Die entziindliche Kardiomyopathie
(CMi) ist beschrieben als nach einem zeitlich definierten Beschwerdebeginn eintretende
kardiale Symptome mit myokardialen Funktionseinschrankungen und einem chronisch oder
chronisch-rezidivierenden intramyokardialen Entztindungsprozess 3. Prognostisch werden
sehr unterschiedliche Verlaufe beobachtet. Wegen bisher fehlender epidemiologischer Daten
werden Inzidenz und Pravalenz der CMi eher unterschatzt 4.

Das Spektrum der Symptome ist sehr variabel 8. Bei akutem Krankheitsverlauf sind plétzlich
auftretende pektangindse Beschwerden, Dyspnoe, kongestive Herzinsuffizienz mit normalen
oder vergrbRBerten  Ventrikeln, Herzrhythmusstérungen und abnormen  ST-T-
Streckenverénderungen bei gleichzeitig erhdhten Herzenzymwerten (CK/CKMB oder TnT)
deutliche Verdachtsmomente fir eine akute Myokarditis (AMC), sofern andere akute
Herzkrankheiten mit ahnlichem klinischen Erscheinungsbild bereits ausgeschlossen sind °.
Zur klinischen Unterscheidung einer begleitenden Myokarditis von einem akuten
Koronarsyndrom muss zuvor eine Angiografie durchgefihrt werden. In der subakuten und
chronischen Phase nach zwei bis vier Wochen sind die meisten klinischen Merkmale, die auf
eine akute Myokarditis schlieen lassen, abgeklungen. Patienten klagen Uber nicht
charakteristische Symptome, wie eine anhaltende Angina, Dyspnoe, Mudigkeit, verminderte
korperliche Leistungsfahigkeit oder Herzrhythmusstérungen bei gleichzeitiger weitgehend
intakter oder verminderter systolischer oder diastolischer LV-Funktion, oder werden mit einer
dilatativen Kardiomyopathie (DCM) vorstellig %2, Zu einer DCM kann es durch post-
infektiose Prozesse kommen. Diese kdnnen sich entweder als eine primare Schadigung des
Myokards (Myokardzellverlust, Matrixremodeling und Narbenbildung) oder als persistierende

(auto-) immunologische Prozesse, die chronisch zu einer progredienten Schadigung des
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Herzmuskels gefuihrt haben, auswirken. *14 Dieser atiopathogenetische Zusammenhang
wird durch Untersuchungen nahegelegt, in denen bei bis zu 60% der Patienten mit dem
klinischen Bild einer DCM eine chronische Entziindung nachgewiesen werden konnte. Die
DCM stellt neben der koronaren Herzerkrankung damit eine der haufigsten Ursachen einer
Herzinsuffizienz dar *1°, In Deutschland liegt die Pravalenz der Herzinsuffizienz bei ca. 1,5
Mio. Patienten, folglich ist davon auszugehen, dass mindestens 500.000 Patienten an einer
DCM leiden.

Myokardiale Entziindungen kénnen prinzipiell durch fast alle infektiosen Erreger (Viren,
Bakterien, Parasiten), durch nicht-infektiose Noxen (rheumatoide Erkrankungen, Sarkoidose)
oder durch toxische Substanzen (z. B. Alkohol, Chemotherapeutika) hervorgerufen werden.
Am haufigsten aber werden akute Myokarditiden durch virale Infektionen ausgeldst 2923,
Kann das Immunsystem die Erreger nicht friihzeitig ausschalten, so entwickelt sich eine
chronische Infektion mit oder ohne begleitende Entziindung. Selbst bei vollstandiger
Beseitigung der Viren koénnen postinfektiosse Autoimmunreaktionen fortbestehen. Da die
pathologischen Prozesse auf der Zellebene stattfinden, kénnen virale Myokarditis und

postinfektiose Autoimmunreaktionen vermutet, jedoch nicht klinisch diagnostiziert werden.

1.2. Atiologie

Bei erworbenen ,idiopathischen* Erkrankungen des Herzmuskels sind Infektionserreger
haufigste Ursache fiir eine Myokarditis und entziindliche Kardiomyopathie. Obwohl praktisch
jeder mikrobische Erreger eine myokardiale Entziindung oder Funktionsstérung hervorrufen
kann, sind nicht-virale Infektionen, zumindest in westlichen Landern, in diesem
Zusammenhang sehr selten 4. Virale Formen gelten heute als haufigste Ursache einer
erworbenen entziindlichen Kardiomyopathie 2°. Seit Jahrzehnten sind Enteroviren (EV) -
Coxsackie-Viren und in geringerem Umfang auch Adenoviren - als Ursache fiur Myokarditis
und chronische Herzmuskelerkrankungen bei Kindern und Erwachsenen bekannt 2628, Das

Erregerspektrum hat sich in der letzten Dekade verschoben zu bestimmten Genotypen von
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Erythroviren, einschlieRlich Parvovirus B19 (B19V) 2°3° und Humanem Herpesvirus Typ 6
(HHVBA/B und ciHHV6) 404, Seltener vorkommend sind Human Immunodeficiency Virus
(HIV) %8, Zytomegalievirus (CMV), Herpes-simplex-Viren Typ 2 und Hepatitis-C-Virus neben
vielen weiteren mit unterschiedlicher Haufigkeit in Herzmuskelgeweben festgestellten

Erregern.

1.3. Pathophysiologische Aspekte und Prognose

Insgesamt existieren nur wenige Untersuchungen zur prognostischen Abschatzung des
Langzeitverlaufes bei CMi. Sowohl eine enterovirale Infektion/Persistenz als auch
lymphozytéare Infiltration sind bekannter Weise mit einer schlechten Prognose bei CMi
Patienten assoziiert 474,

Neben bislang noch nicht genetisch pradisponierenden Faktoren scheint die Effizienz der
antiviralen Immunantwort im Hinblick auf die erzielte Viruselimination eine wesentliche
prognostische Bedeutung zu haben. Aus experimentellen Untersuchungen ist bekannt, dass
kardiotrope Viren antivirale Effektormechanismen (z.B. proinflammatorische Zytokine oder
Chemokine) induzieren und damit die Viruselimination begunstigt wird 551, Die deutlich
bessere Prognose von Patienten mit fulminanter Myokarditis verglichen mit einem
chronischen Verlauf ist vermutlich u.a. darauf zurtickzufihren, dass erstere zwar durch die
fulminante Immunantwort eine transiente hochgradige Depression der Kontraktilitat erleiden,
langfristige aber durch die effektive Viruselimination keine Langzeitschaden davontragen 5%
%, Die durch Virusinfektion induzierte Entziindungsreaktion stellt somit teleologisch
betrachtet eine protektiv auf die Viruselimination gerichtete Reaktion dar. Mit der Entwicklung
einer Autoimmunreaktion persistiert die Inflammation trotz Viruselimination, was letztlich in
Myozytenverlust resultiert und wiederum die Autoimmunitét perpetuiert.

Zytotoxische Zellen scheinen fir autoimmunologische Prozesse von besonderer Bedeutung.
Die Generierung zytotoxischer Zellen und die Umsetzung des zytotoxischen Angriffs auf die
das Zielepitop tragende Zelle sind ein komplexer Prozess: Initiiert durch CD4*-Zellen wird die

Immunreaktion aktiviert und koordiniert. Es sind naive CD8*-Zellen, die hiernach zu
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zytotoxischen T-Zellen proliferieren. Da ihre Effektorwirkung so zerstorerisch ist, benoétigen
sie eine starke Costimulierung (z.B. durch dendritische Zellen, die sie selbst zur Synthese
von u.a. Interleukin (IL)-2 anregen) fur ihre Entwicklung. Die zytotoxischen Zellen setzen im
Anschluss Calcium-abhangig Iytische Granulae frei, sobald sie auf der Oberflaiche einer
Zielzelle Antigene erkannt haben. Die Granulae entsprechen dabei modifizierten Lysosomen
mit dem Hauptbestandteil Perforin. Das so sezernierte Perforin bildet auf der Oberflache der
Zellmembran der Zielzellen ca. 20 vm groRe Poren aus, die eine irreversible Kaskade der
Apoptose auslosen 4. Eine Infiltration mit zytotoxischen Zellen ist bei Patienten mit CMi mit
Viruspersistenz nachweisbar, was ein Indiz dafir sein kdnnte, dass es bei einem Teil dieser
Patienten trotz einer aktivierten zellularen Immunantwort zu einer Viruspersistenz kommen
kann. Die im murinen Modell untersuchte Perforin-vermittelte Lyse infizierter Myozyten, die
primar durch CD8'T-Zellen angeregt wird, scheint fur die Eliminierung virusinfizierter
Herzmuskelzellen eine untergeordnete Rolle zu spielen, da gezeigt werden konnte, dass
Perforin-defiziente Mause bei induzierter CVB3-Myokarditis wahrend der akuten Phase der
Erkrankung ausheilen %7, In Endomyokardbiopsien (EMBs) von DCM-Patienten sind — im
Vergleich zu Kontrollherzen — erhghte zytotoxische T-Zellen beschrieben mit direkter
Assoziation zu Zelladhasionsmolekilen °%°°. Die Rolle von Perforin bei virusnegativer
inflammatorischer Kardiomyopathie ist bislang jedoch unzureichend untersucht.

Proinflammatorische Zytokine wie Tumor-Nekrosefaktor (TNF) - a oder Chemokine wie
Monocyte Chemotactic Protein (MCP) -1 oder CX3CL1 (Fraktalkine) kdnnen die kardiale
Funktion direkt durch eine Veranderung der Myozyten beeinflussen; andererseits wirken sie
auch auf die Fibroseentwicklung und kdnnen so indirekt die Progression der Erkrankung
vorantreiben . Eine erhohte transendotheliale Migration von Monozyten nach intrakardial ist
zudem selbst mit einer Progression der Herzinsuffizienz und dem Matrixremodeling

assoziiert 6162,
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1.4. Diagnostik

1.4.1. Nichtinvasive Bildgebung

Wahrend die konventionelle Echokardiographie bei CMi insbesondere im Ausschluf3 von
Differentialdiagnosen (z.B. Klappenvitien) ihren uneingeschrankten Stellenwert hat, so
bleiben die Veranderungen bei Myokarditis und CMi unspezifisch ©. Neuere
Bildgebungsverfahren wir die Speckle-Tracking Echokardiographie mit der Bestimmung von
Systolischer Strain und Strain Rate haben in ersten Studien die Diagnostik der koronaren
Herzerkrankung und akuten Myokarditis erweitert 6457, Systolischer und maximaler Strain
reprasentieren dabei das Ausmal’ der myokardialen Deformation und kénnen nicht nur zur
sensiblen Beurteilung der myokardialen Gesamtfunktion, sondern insbesondere von subtilen
regionalen Funktionsstérungen herangezogen werden. Inwiefern die Speckle-Tracking
Echokardiographie auch in der Diagnostik bei Verdacht auf akute Myokarditis und bei
chronischer CMi herangezogen werden kann, ist ein Gegenstand der Untersuchungen dieser

Arbeit.

1.4.2. Endomyokardbiopsie

In der Vergangenheit haben unterschiedliche diagnostische Verfahren die Standardisierung
einer allgemein akzeptierten Diagnostik und auch Therapierichtlinien erschwert. Ferner
kommt hinzu, dass samtliche klinischen Methoden, einschlieBlich bildgebender Verfahren,
irrefihrend sind, wenn Infektionserreger beteiligt sind ®. Die Konsequenz einer fehlender
Diagnosesicherung ist eine rein symptomatische Behandlung, unter der sich viele Patienten
ja nach Atiologie der Erkrankung gar nicht oder langfristig nur unzureichend verbessern.

Zu einer zuverlassigen Diagnose lasst sich nur mittels gleichzeitiger histologischer,
immunhistochemischer und molekularbiologischer Untersuchung des Gewebes gelangen.
Die differenzierte Diagnostik von Myokardbiopsien erméglicht so eine atiopathogenetische
Abklarung als Grundlage fur eine spezifische Behandlungsoption ®°. Dennoch wurde in der

Vergangenheit die Endomyokardbiopsieentnahme wegen fehlender Standardisierung und
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des moglichen sampling errors als kritisch gesehen. Sie stellt jedoch weiterhin den
Goldstandard zur Diagnosefindung bei Myokarditis und inflammatorischer Kardiomyopathie
dar. Dies gilt - insbesondere in chronischen Fallen - dann, wenn die Histologie von dem
hochsensitiven immunhistochemischen Verfahren erganzt wird, das eine Quantifizierung und

Bestimmung von Entziindungszellunterarten ermdéglicht.

Die ersten Empfehlungen zur Indikation der Endomyokardbiopsie haben die amerikanischen
kardiologischen Gesellschaften (AHA, ACCF) und die European Society of Cardiology (ESC)
2007 auf der Basis verschiedener Krankheitsszenarien vergffentlicht: Im Positionspapier der
ESC Working Group Working Group on Myocardial and Pericardial Diseases von 2013 wird
eine selektive Koronarangiografie und eine nachfolgende EMB bei praktisch allen Patienten

mit dem klinischen Verdacht auf eine Myokarditis als sinnvoll beschrieben 7071,
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1.5. Fragestellung und Zielsetzung

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen Untersuchungen zur Aufklarung von Determinanten der
individuell variablen Suszeptibilitat fur die Entwicklung einer Myokarditis und
inflammatorischen Kardiomyopathie an Patienten, um frihzeitig eine Erfassung,
Risikostratifizierung und letztlich Therapie gefahrdeter Personen zu ermdglichen. Hierbei
werden insbesondere  Spontanverlaufe im  Langzeit-follow-up, der Erkrankung
zugrundeliegende Pathomechanismen als auch neue prognostische Marker untersucht.

Daruber hinaus werden Verfahren zur exakten Diagnosesicherung im Vergleich Gberprift.

Die folgenden Originalpublikationen bilden dabei eine kumulative Habilitationsschrift. Eine
abschlielende Zusammenfassung stellt den thematischen Zusammenhang der einzelnen

Publikationen dar.



Habilitationsschrift Dr. med. Felicitas Escher Seite 12

2. Ergebnisse (Eigene Arbeiten)
2.1. Entwicklung einer diastolischen Herzinsuffizie nz in Patienten nach stattgehabter

akuter Myokarditis im Langzeitverlauf

Originalarbeit:

Development of diastolic heart failure in a 6-year follow-up study in patients after acute

myocarditis. Heart. 2011 May;97(9):709-14.

Escher F, Westermann D, Gaub R, Pronk J, Bock T, Al-Saadi N, Kiihl U, Schultheiss HP,

Tschope C.

Akute Myokarditiden werden zumeist durch virale Infektionen ausgelost und gelten als
prognostisch ginstig. Etwa 20% der Patienten entwickeln innerhalb von 36 Monaten eine
progressive Pumpfunktionsstérung mit dem klinischen Bild einer DCM 2. Die Patienten, die
sich hinsichtlich ihrer linksventrikularen (LV)-Funktion rasch normalisieren, werden zumeist
nicht mehr medikamentés therapiert oder konsequent nachkontrolliert. In dieser prospektiven
Studie haben wir 50 Patienten mit akuter Myokarditis im Langzeitverlauf (72 [54-78] Monate)
hinsichtlich ihres klinischen outcomes untersucht. Die Patienten wurden initial Endomyokard-
biopsiert und mittels Tissue Doppler Imaging (TDI) untersucht. Im Verlauf starben 2
Patienten und 3 entwickelten eine DCM. Von den verbliebenen 45 Patienten beklagten im
Follow-up jedoch noch 49 % eine Herzinsuffienzsymptomatik, trotz normalisierter LV-
Funktion (HFNEF). Im TDI konnte eine Assoziation mit einem pathologisch erhdhten
Fullungsindex E/E" als Zeichen einer diastolischen Funktionsstérung erhoben werden - im
Vergleich zu den asymptomatischen Patienten. Gleichzeitig war der Plasma N-terminal
proBrain natriuretic Peptide (Nt-proBNP)-Spiegel bei den Patienten mit HFNEF um das 3-
fache erhéht. Nach akuter Myokarditis besteht damit trotz normalisierter LV-Funktion im

Langzeitverlauf ein deutliches Risiko der Entwicklung einer diastolischen Funktionsstérung.
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http://dx.doi.org/10.1136/hrt.2010.199489.
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2.2. Fraktalkine bei inflammatorischer Kardiomyopat hie

Originalarbeit:

Fractalkine in human inflammatory cardiomyopathy. Heart. 2011 May;97(9):733-9.

Escher F, Vetter R, Kiihl U, Westermann D, Schultheiss HP, Tschépe C.

Nach wie vor wird kontrovers diskutiert, ob als Ursache von progredienter Schadigung des
Myokards bei viruspositiver CMi die aktive Virusreplikation zu vermuten ist oder ob eine
Virus-getriggerte Induktion von Entzindungsmediatoren hierbei die entscheidende Rolle
spielt. Wir untersuchten in dieser Studie daher die Rolle des Chemokins Fraktalkin (CX3CL1)
hinsichtlich seiner chemotaktischen und adhéasiven Eigenschaften in der Aufrechterhaltung
von Inflammation bei Patienten mit EV* CMi. Fraktalkine kommen sowohl Endothelzell-
membrangebunden als auch in I6slich Form vor und regulieren die Migration und Adharenz
infiltrativer Zellen. Es wurden Patienten mit EV-Genom-Nachweis in der EMB im Vergleich zu

EV negativen Kontrollen untersucht.

Die myokardiale Expression von CX3CI1 und MCP-1 in EMBs war signifikant bei EV*
Patienten erhoht. In der Zellkultur war die Gegenrezeptor (CX3CR1)-vermittelte Chemotaxis
mononukleéarer Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) im Migrationsassay um das 2-fache
bei EV* Patienten erhoht. Die MCP-1 Sekretion der PBMCs virusinfizierter Patienten in vitro
war 3,1-fach héher als in Kontrollpatienten und diese wurde nochmals durch die Zugabe von

CX3CI1 verstarkt. Dieser Effekt konnte nicht in den Kontrollpatienten beobachtet werden.

Daruiber hinaus konnten wir ein direktes kardiodepressives Potential von CX3CI1 an spontan
schlagenden adulten Rattenkardiomyozyten nachweisen: Die Exposition von CX3CI1
hemmte konzentrationsabhangig Effekte einer B-adrenergen Stimulation der Kardiomyozyten

mit Isoproterenol auf die systolische Zellverkiirzung.
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http://dx.doi.org/10.1136/hrt.2010.205716.
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2.3. Der Nachweis von Perforin in Endomyokardbiopsi  en bei Patienten mit

inflammatorischer Kardiomyopathie ist pradiktiver M arker fir schlechtes Outcome

Originalarbeit:

Presence of Perforin in Endomyocardial Biopsies of Patients with Inflammatory
Cardiomyopathy predicts poor Outcome. Eur J Heart Failure 2014;16:1066-1072.

Escher F, Kuhl U, Lassner D, Stroux A, Westermann D, Skurk C, Tschope C, Poller W,
Schultheiss H-P.

Da die Inflammation wesentlich zur Prognose der Patienten mit CMi beitragt, wurden in
dieser Studie die intramyokardiale lymphozytare Infiltration und hier im Speziellen
zytotoxische Zellen (Perforin) untersucht, um neue prognostische Marker im Rahmen der
primar ablaufenden Immunantwort zu erarbeiten. Letztlich sollte hiermit eine Basis fir den
Kliniker zur Verlaufsbeurteilung und friihzeitigen Therapieentscheidung noch vor Entwicklung
einer irreversiblen Myokardschadigung bei CMi Patienten geschaffen werden. Hierzu wurden
495 virusnegative CMi Patienten untersucht. In der initial durchgefiihrten EMB wurde eine
aktive Myokarditis ausgeschlossen. Himodynamische Messungen mit Bestimmung der LV-
Funktion fanden im Follow-up im Mittel nach 30+35 Monaten statt. Zum Follow-up-Zeitpunkt
zeigten 388 Patienten (Gruppe 1) eine signifikante Verbesserung der LV-Ejektionsfraktion
(LVEF) von 46,2+14,8% auf 64,3+12,3% (P<0,0001). Eine signifikante Verschlechterung
zeigten 107 Patienten (Gruppe 2) (LVEF von 42,1+14,2% auf 32,3+11,6%, P<0,0001).

Die Multivariaten-Analyse von LVEF und aller untersuchten immunhistologischen Parameter
zeigte, dass der einzige bedeutende Parameter fir den LVEF-Verlauf der Nachweis von
Perforin in der EMB ist, wahrend initiale LVEF, LVEDD oder andere immunhistologische
Parameter (CD3, Mac-1, CD45R0, LFA-1, HLA-1, CD54, CD106) nur gering oder nicht-
signifikant auf den LVEF-Verlauf wirken.

In dieser Studie konnten wir daher bei CMi-Patienten zum ersten Mal im Langzeitverlauf

Perforin als einen Prognoseparameter fir den hamodynamischen Verlauf identifizieren.
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http://dx.doi.org/10.1002/ejhf.148.
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2.4. Neue echokardiographische Parameter in der Dia  gnostik der akuten Myokarditis

und inflammatorischen Kardiomyopathie

Originalarbeit:

New echocardiographic findings correlate with intramyocardial inflammation in
endomyocardial biopsies of patients with acute myocarditis and inflammatory

cardiomyopathy. Mediators of Inflammation 2013;2013:875420.

Escher F, Kasner M, Kuhl U, Heymer J, Wilkenshoff U, Tschépe C, Schultheiss HP.

In dieser Studie wurde erstmals prospektiv die Speckle-Tracking Echokardiographie bei n=25
Patienten mit dem klinischen Verdacht einer akuten Myokarditis untersucht. Alle Patienten
erhielten nach Ausschluss einer koronaren Makroangiopathie eine initiale EMB und eine
Folge-EMB nach einem Zeitraum von im Mittel 6,2 Monaten. Die Speckle-Tracking
Echokardiographie mit Bestimmung von globalem systolischem longitudinalem strain (LS)
und strain rate (LSR) erfolgte initial und zum Follow-up-Zeitpunkt. In der akuten Phase war
die mittlere LVEF der Patienten deutlich eingeschrankt (Mittlere LVEF 40,4+10,3%). Bei 8
Patienten persistierte die intramyokardiale Inflammation in der Follow-up-EMB, korrelierend
mit einer signifikanten Reduktion des Fractional Shortenings (FS) in der konventionellen
Echokardiographie im Vergleich zu Patienten ohne Persistenz der Inflammation. In der
Speckle-Tracking Echokardiographie zeigten alle Patienten initial einen deutlich reduzierten
LS und reduzierte LSR. Im Follow-up waren LS und LSR signifikant bei den Patienten mit
persistierender Inflammation vermindert im Vergleich zu den Patienten ohne fortwahrende
intramyokardiale Inflammation. LS und LSR korrelierten dabei signifikant mit dem
intramyokardialen Nachweis lymphozytarer Infiltrate (CD3* T-Lymphozyten). Keine

Korrelation gab es mit Viruspersistenz.

Somit stellt die Speckle-Tracking Echokardiographie ein neues Tool auch in der Diagnostik

von AMC und CMi dar.
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2.5. Analyse von rechts- vs. linksventrikularer End omyokardbiopsie in Patienten
Verdacht auf Myokarditis

Originalarbeit:

Analysis of endomyocardial biopsies in suspected myocarditis - Diagnostic value of left

versus right ventricular biopsy.

F. Escher, D. Lassner, U. Kihl, U Gross, D. Westermann, W. Poller, C. Skurk, K. Weitmann,
W. Hoffmann, C. Tschope, H.-P. Schultheiss.

Endomyokardbiopsien sind der Goldstandard zur atiopathogenetischen Abklarung bei
Verdacht auf Myokarditis und bei unklarer Kardiomyopathie, wenngleich eine standardisierte
Untersuchungsmethode bislang nicht existiert.

In dieser Studie untersuchten wir prospektiv mdogliche Unterschiede hinsichtlich der
Detektion von intramyokardialem Virusgenom, intramyokardialer Entziindungsreaktion,
morphologischer Veranderungen und letztlich der Diagnosestellung in der links- vs.
rechtsventrikularen (RV) Biopsie.

In gleicher Sitzung wurden nach Ausschluss einer koronaren Herzerkrankung an 65
Patienten LV und RV Endomyokardbiopsien entnommen und histologisch,
immunhistologisch sowie molekularbiologisch untersucht. Patienten mit einer histologisch
aktiven Myokarditis wurden ausgeschlossen.

Hinsichtlich der Anzahl immunkompetenter infiltrierender Zellen (CD3*, LFA-1*, Mac-1%) und
von Zelladhasionsmolekilen (HLA-1, ICAM-1) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
in der RV- vs. LV-EMB. Ebenso fand sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des
Virusgenomnachweises (Erythrovirus, HHV-6) zwischen RV- und LV-EMB. Dagegen zeigt
sich im LV im Gegensatz zum RV ein deutlich erhéhter Fibrosenachweis (Bestimmung des
Gesamtkollagens), wie auf mMRNA-Ebene Kollagen Typ | und a-smooth muscle Aktin.

Der Nachweis von Myozytenhypertrophie gelang im LV ebenfalls signifikant haufiger als im
RV.

Basierend auf den Daten aus RV und LV wurde im ,saturation model* fur den B19-
Virusgenomnachweis errechnet, dass mindestens 4 EMB notwendig sind, um eine 100%-ige
Viruspositivitat nachzuweisen.

Zusammenfassend waren quantitativ intramyokardiale Inflammation und Virusgenom in
beiden Ventrikeln gleichermal3en nachweisbar, morphologische Verdnderungen mit

Matrixremodeling aber sind signifikant haufiger im LV als im RV nachweisbar.
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3. Diskussion

Myokarditis und inflammatorische Kardiomyopathie stellen eine wesentliche Ursache fiir die
Entwicklung einer Herzinsuffizienz dar. Bereits im frihen Stadium der Krankheit kénnen
sowohl der infektiose Ausloser als auch die folgende Immunantwort irreversible Schaden des
Herzmuskelgewebes hervorrufen, die den akuten und langfristigen Krankheitsverlauf
bedingen. Mit der Entwicklung einer Autoimmunreaktion persistiert die Inflammation trotz
Viruselimination und hieraus resultiert letztlich der Myozytenverlust, der dann wiederum die

Autoimmunitat perpetuiert.

In der vorgelegten kumulativen Habilitationsschrift werden anhand von finf ausgewahlten
Publikationen neue Aspekte zur Pathogenese und Diagnostik der Myokarditis und
inflammatorischen Kardiomyopathie dargestellt. Die Arbeiten basieren dabei alle auf

Ergebnissen von Endomyokardbiopsien in Patienten.

3.1. Verlauf

Wenn antivirale Immunabwehr und auch die anschliel3enden zellularen Prozesse schnell und
effizient abgeschlossen sind, kénnen die verbleibenden Schaden des Herzmuskels gering
sein und das Ubrige Herzmuskelgewebe die Aufgaben des verlorenen kontraktilen Gewebes
in ausreichendem MaRe Ubernehmen 72, Insofern genesen 60% bis 70% der Patienten
innerhalb von 2 bis 12 Monaten vollstandig ganz ohne oder mit nur geringen verbleibenden
klinischen Anzeichen von Herzschaden. Haufig liefern zu diesem Zeitpunkt durchgefihrte
EMBs das Bild einer ausgeheilten Myokarditis. In der vorgelegten Arbeit (2.1. Entwicklung
einer diastolischen Herzinsuffizienz in Patienten nach stattgehabter akuter Myokarditis im
Langzeitverlauf) konnte gezeigt werden, dass selbst eine komplette Genesung der LV-
Funktion und unauffallige Histologie in der EMB noch keinen optimalen langfristigen Verlauf

garantieren. Von 50 Patienten mit stattgehabter akuter Myokarditis entwickelten im
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Langzeitverlauf 49% HFNEF mit pathologisch erhdhtem Fillungsindex als Zeichen einer

diastolischen Funktionsstérung.

Je nach Schwere der entstandenen kardialen Schaden kann die Herztatigkeit bei anderen
Patienten von vornherein eingeschrankt bleiben. 25% bis 30% der Patienten sind von einem
Verlust von kontraktilem Gewebe mit ausgepragtem kardialem Remodeling betroffen . Das
Krankheitsbild entspricht einer oft irreversiblen DCM, die die betreffenden Patienten

entwickeln.

3.2. Neue Erkenntnisse zur Pathophysiologie der vir ~ alen Myokarditis

Die Inzidenz einer myokardialen Beteiligung bei Virusinfektionen wird auf 3-6% geschétzt °.
Die konkrete Inzidenz von virusbedingter Myokarditis oder Kardiomyopathie ist weniger gut
nachgewiesen. Die Mehrheit der Virusinfektionen ist asymptomatisch oder
oligosymptomatisch. Da im Rahmen der entsprechenden Diagnosen nur selten eine EMB
vorgenommen wird, werden solche Infektionen oft nicht friihzeitig als mdgliche Ursache
eines akuten oder verzogerten Auftretens von Herzerkrankungen erkannt. Die der
menschlichen viralen Myokarditis oder entziindlichen Kardiomyopathie zugrundeliegenden
pathogenen Mechanismen waren bislang unzureichend bekannt. Eine begrenzte Vorstellung
gibt es fur Enteroviren.

Eine neu erworbene virale Myokarditis entwickelt sich phasenweise. Die friilhe Phase einer
viralen Myokarditis wird von einer Infektion der kardialen Muskelfasern, Fibroblasten oder
Endothelzellen durch rezeptorvermittelte Endocytose eingeleitet 7476, Die hieraus
resultierende Art und das Ausmall der myokardialen Beeintrdchtigung und somit die
Prognose flr den Krankheitsverlauf hédngen vom Wesen des angreifenden
Infektionserregers, der betroffenen kardialen Gewebestrukturen und dem Grad der durch

zytolytische Viren verursachten irreversiblen myokardialen Schadigungen ab.



Habilitationsschrift Dr. med. Felicitas Escher Seite 51

Die folgende Phase, die eigentlich der Virusbeseitigung dient, wird durch die Aktivierung
einer antigenspezifischen zellularen Immunantwort eingeleitet 7’8, Da virusinfizierte Zellen
von den Immuneffektorzellen der einsetzenden zellularen Immunantwort gegen das Virus
zerstort werden, geschieht die Beseitigung der Viren auf Kosten des Verlusts von weiteren
infizierten Muskelzellen. Die daraus folgenden myokardialen Schaden hangen vom Ausmarf
der zelluldren Virusinfektion ab und nehmen mit wachsender Virusausbreitung zu, was
neben den friihen virus- und immunvermittelten Schadigungen der ersten Phase zu weiterem
Gewebsumbau und zum Fortschreiten der Erkrankung beitragt. So geschieht die Elimination
des Virus auf Kosten einer teilweisen Zerstérung von destruiertem Myokardgewebe unter
anderem unter dem Einfluss proinflammatorischer Zytokine und Chemokine ©*.

In der vorgelegten Arbeit (2.2. Fraktalkine bei inflammatorischer Kardiomyopathie) wurde die
Rolle des Chemokins Fraktalkin (CX3CL1) in der Aufrechterhaltung von Inflammation bei
Patienten mit EV" CMi untersucht. Die myokardiale Expression von CX3CI1 und MCP-1 in
EMBs war signifikant bei EV* Patienten im Vergleich zu virusnegativen Kontrollen erhoht. Die
MCP-1 Sekretion der PBMCs virusinfizierter Patienten in vitro war 3,1-fach hoher als in den
Kontrollpatienten und diese wurde nochmals durch die Zugabe von CX3CI1 verstarkt. Dieser
Effekt konnte nicht in den Kontrollpatienten beobachtet werden. Dartber hinaus hemmt
CX3CI1 konzentrationsabhéangig Effekte einer B-adrenergen Stimulation der Kardiomyozyten
mit Isoproterenol auf die systolische Zellverkiirzung an Rattenherzen. Hiermit beschreiben
wir erstmals einen circulus vitiosus einer chronischen Immunstimulation von CX3CL1 bei

chronisch viraler Myokarditis.

3.3. Neue Erkenntnisse zur Autoimmunmyokarditis

Chronische Immunstimulation entsteht durch eine unvollstdndig bereinigte Virusinfektion
bzw. infolge der entstandenen virus- oder immunvermittelten chronischen Gewebsschaden.
Auch die Freisetzung von intrazellularen Proteinen aus nekrotischen oder apoptotischen

Herzmuskelzellen kann eine chronische Entziindung hervorrufen, die anfangs einige wenige
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Zellen schadigt, letztendlich aber den gesamten Herzmuskel betreffen kann 2448 Mit der
Entwicklung einer Autoimmunreaktion persistiert die Inflammation trotz Viruselimination und
hieraus resultiert letztlich der Myozytenverlust, der dann wiederum die Autoimmunitat
perpetuiert. In der Phase des resultierenden Matrixremodeling ist das Virus komplett
eliminiert und die antiviralen Immunabwehrreaktionen sind abgeschlossen. Der weitere
Krankheitsverlauf hangt jedoch vom AusmalR der urspringlich entstandenen
Gewebsschéaden ab.

Eine zu diesem spaten Zeitpunkt durchgefiihrte Diagnose auf Grundlage einer Biopsie kann
die eigentliche Erkrankungsursache nicht mehr ermitteln und wird auf eine ,idiopathische”
Erkrankung schlieBen lassen. In diesen Féllen kann eine postinfektiose oder
postmyokardiale Erkrankung bestenfalls vermutet werden, lasst sich jedoch durch keinerlei
diagnostische Verfahren mehr nachweisen.

Dass der Nachweis einer intramyokardialen Entziindungsreaktion selbst mit einer schlechten
Prognose einhergeht, wurde kirzlich in der Literatur in einer Langzeituntersuchung bei 181
Patienten mit Verdacht auf eine entzlindliche Herzmuskelerkrankung gezeigt . Die
immunhistologisch nachgewiesene intramyokardiale Entziindung war hier unabhangiger
Pradiktor bezogen auf Morbiditat und Mortalitat.

Zytotoxische Zellen scheinen fur autoimmunologische Prozesse und insbesondere fir die
Autoimmunmyokarditis von besonderer Bedeutung 8°%2, Die Generierung zytotoxischer
Zellen und die Umsetzung des zytotoxischen Angriffs auf die das Zielepitop tragende Zelle
ist dabei ein komplexer Prozess.

In der vorgelegten Arbeit (2.3. Der Nachweis von Perforin in Endomyokardbiopsien bei
Patienten mit inflammatorischer Kardiomyopathie ist pradiktiver Marker fir schlechtes
Outcome) konnte EMB-basiert an 495 virusnegativen Patienten nachgewiesen werden, dass
das zytotoxisch wirkende Perforin multivariat als starkster Pradiktor fiar eine
hamodynamische Verschlechterung im Langzeitverlauf war. Der berechnete optimale Cut-
off-Wert fUr Perforin-positive Zellen in der EMB/mm2 betrug dabei 2,95 (mit einer 94,2 %igen

Sensitivitat und einer 80,4%-igen Spezifitat) fur ein hohes Risiko einer LV-
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Funktionsverschlechterung. Wir konnten mit dieser Studie erstmals Perforin als einen
einzelnen Prognosemarker bei CMi Patienten detektieren. Zukiinftig sollten randomisierte
Studien folgen, die den Nutzen einer Perforinwert-basierten immunsuppressiven Therapie

evaluieren.

3.4. Neue Erkenntnisse zur Diagnostik

In der vorgelegten Arbeit (2.4. Neue Echokardiographische Parameter in der Diagnostik der
akuten Myokarditis und inflammatorischen Kardiomyopathie) wurde gezeigt, dass mittels
Speckle-Tracking Echokardiographie eine Korrelation zwischen Entziindungszellnachweis
und longitudinalem strain/bzw. strain rate bei akutem und chronischem intramyokardialem
Entzindungsnachweis besteht. Somit stellt die Speckle-Tracking Echokardiographie ein

neues Tool auch in der Diagnostik von AMC und CMi dar.

Die Endomyokardbiopsie stellt weiterhin den Goldstandard zur Diagnosefindung bei
Myokarditis und inflammatorischer Kardiomyopathie mit einer sehr geringen
periprozeduralen Komplikationsrate dar 84%2, Dennoch wurde in der Vergangenheit die
Endomyokardbiopsieentnahme  wegen fehlender Standardisierung und mdglicher
Unterschiede in Links- vs. Rechtsherzbiopsie kritisch diskutiert. In der vorgelegten Arbeit
(2.5. Analyse von rechts vs. linksventrikularer Endomyokardbiopsie in Patienten mit
Kardiomyopathien) wurden prospektiv in gleicher Sitzung an 65 Patienten links- wie auch
rechtsventrikular Endomyokardbiopsien entnommen und histologisch, immunhistologisch
sowie molekularbiologisch untersucht. Bezogen auf Virus- und Entziindungsnachweis war
hinsichtlich der Diagnosestellung weder eine rechts- noch eine linksventrikulare
Biopsieentnahme der anderen lberlegen. Matrixremodeling und LV-Hypertrophie hingegen

lieRen sich signifikant hdufiger im LV als im RV nachweisen.
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4. Zusammenfassung
Im Mittelpunkt dieser kumulativen Habilitationsschrift stehen Arbeiten, die die Pathogenese
und Diagnostik der Myokarditis und inflammatorischen Kardiomyopathie an

endomyokardialen Biopsien von Patienten untersuchen.

Myokarditis und inflammatorische Kardiomyopathie sind oligosymptomatische entziindliche
Erkrankungen des Myokards, die durch Infiltrationen immunkompetenter Zellen in das
myokardiale Gewebe gekennzeichnet sind. In den vorliegenden Arbeiten wurden zum einen
neue immunologische Mechanismen, die in Abhéngigkeit von viralen und wirtsspezifischen
Pathogenitdgtsmechanismen (ber den Verlauf der Myokarditis und inflammatorischen
Kardiomyopathie mit mdglicher Entwicklung und Unterhaltung von chronischen
autoimmunologischen Prozessen betragen kdnnen, aufgezeigt. Wahrend der Anstieg von
proinflammtorischen Zytokinen bei enteroviraler Myokarditis vorbeschrieben ist, konnten hier
erstmals Mechanismen zur Aufrechterhaltung der Inflammation durch myokardiale

Expression von CX3CI1 und MCP-1 in EMBs nachgewiesen werden.

Eine Schlusselrolle bei virusnegativer inflammatorischer Kardiomyopathie nehmen
zytotoxische Zellen ein, die eine direkte Prognoserelevanz haben. Basierend auf der EMB ist
intramyokardiales Perforin starkster Pradiktor fir eine hdmodynamische Verschlechterung im
Langzeitverlauf bei CMi-Patienten, wobei bereits eine geringe Zellzahl (berechneter Cut-off-
Wert von 2,95 Zellen/mm? in der EMB) ein hohes Risiko einer LV-Funktionsverschlechterung
darstellt. Zum anderen wurden in den vorliegenden Arbeiten der klinische Verlauf nach
stattgehabter EMB-gesicherter akuter Myokarditis untersucht und erstmals gezeigt, dass
knapp die Halfte der Patienten im Langzeitverlauf eine symptomatische Herzinsuffizienz trotz

guter LV-Funktion entwickeln.

Letztlich konnte hinsichtlich der Diagnostik gezeigt werden, dass eine RV- und LV-
Biopsieentnahme sich beziiglich Virus- und Entziindungsnachweis in der Diagnosestellung

nicht signifikant voneinander unterscheiden. Die Speckle-Tracking Echokardiographie stellt
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aufgrund einer direkten Korrelation von longitudinalem strain/strain  rate und
intramyokardialer Entzindung ein neues diagnostisches Tool bei Myokarditis und

inflammatorischer Kardiomyopathie dar.

Im Ausblick sollten aus den hier gewonnenen Ergebnissen zukinftig neue,
ursachenspezifische klinische Therapien entstehen, mit denen sich sowohl eine Linderung
der Symptome als auch eine Verbesserung der Prognose akut und chronisch erkrankter
Patienten erreichen lasst, die im Rahmen von kontrollierten Studien evaluiert werden

maussen.
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