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1. EINLEITUNG

Die Chagas-Erkrankung ist eine endemisch primar in Lateinamerika vorkommende
Infektionskrankheit, die von einzelligen Parasiten (Protozoen) verursacht wird. Sie ist
nach dem brasilianischen Arzt Carlos Chagas (geb.1879 in Oliveira, gestorben 1934 in
Rio de Janeiro) benannt. Im Jahre 1909 wurde Carlos Chagas in das Amazonasgebiet
beordert, um dort MalRhahmen gegen einen vermeintlichen Malaria-Ausbruch unter
Gleisbauarbeitern einzuleiten. Wahrend dieses Aufenthaltes entdeckte er, dass die
Unterkiinfte stark durch blutsaugende Raubwanzen (Reduviidae), speziell der
Unterfamilie Triatominae, kontaminiert waren. Im Intestinum dieser Raubwanzen fand er
eine neue Trypanosoma-Art, die er nach seinem Mentor Oswaldo Cruz Trypanosoma
cruzi nannte. Es gelang ihm, die Ubertragung von Trypanosoma cruzi auf Krallenaffen
als Folge von Raubwanzenbissen zu zeigen. Schlief3lich fand er Trypanosoma cruzi im

Blut eines akut erkrankten dreijahrigen Madchens.

Von den Triatominae sind fir die Chagas-Erkrankung epidemiologisch insbesondere
Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, Triatoma brasiliensis und Panstrongylus megistus
bedeutsam.

Sowohl weibliche als auch mannliche Raubwanzen kénnen lebenslang (bis zu zwei
Jahre) den Erreger Ubertragen. Als Reservoir fir den Parasiten sind neben dem
Menschen mehr als 100 Arten von Saugetieren u.a. Hunde, Katzen, Ratten, Faultiere,
Gurteltiere und Fledermause bekannt. Da Raubwanzen kannibalisch leben, kann T. cruzi
sich auch auf diesem Wege in der Wanzenpopulation verbreiten. Végel und Reptilien
bilden kein Reservoir fir den Parasiten.

Raubwanzen sind geografisch zwischen dem 42. nérdlichen und dem 40. stdlichen
Breitengrad in einer Hohe von 300 bis 3000 Metern tber dem Meeresspiegel verbreitet.

Es besteht damit Infektionsgefahr vom Siiden der USA bis zum Siden Argentiniens.

Die Chagas-Erkrankung ist in Lateinamerika in mehr als zwanzig Landern endemisch
verbreitet (Abb. 1). Basierend auf Zusammenfassungen von Dias JCP et al.', Moncayo
A? und Moncayo A und Ortiz Yanine® wurde von der WHO fiir die 1980er Jahre
angegeben, dass ca. 100 Millionen Einwohner bzw. 25 % der Gesamtbevdlkerung
Lateinamerikas in endemischen Gebieten leben und damit der Infektionsgefahr
ausgesetzt sind. Es gibt 16-18 Millionen chronisch Infizierte. Wie in Tabelle 1 dargestellt
ist, wurden fir diesen Zeitraum jahrlich 700000 Neuinfektionen und mehr als 45000

Todesfélle geschatzt. Nach verschiedenen multinationalen Initiativen zur Reduktion der



Pravalenz der Chagas-Erkrankung wurde fur das Jahr 2000 eine Zahl von elf Millionen
Infizierte angegeben, bei einer Inzidenz von 200000 und 21000 Todesfallen jahrlich.

Bolivien gehort dabei zu den Landern, in denen der Ubertrager flichenmaRig am
weitesten verbreitet ist. Das endemische Gebiet umfasst 60-80 % des Landes, es leben
darin vier bis funf Millionen Menschen. 1985 wurden mehr als eine Millionen Infizierte in
Bolivien angegeben. Andere Schéatzungen gehen von einer Pravalenz von 40 % der

Bevolkerung aus.

&

Bolivien \,\%\
p ¢

Abb. 1 Verbreitung der Chagas-Erkrankung in Lateina ~ merika *

Die Ubertragung der Trypanosomen auf den Menschen erfolgt durch den Wanzenkot,
der wahrend des Bisses abgesetzt und durch den Menschen selbst in die frische
Bisswunde oder andere Wunden eingerieben wird. Der Erreger kann aus dem Kot auch
Uber unverletzte Schleimhaute insbesondere Uber die Mundschleimhaut und Uber die
Konjunktiven ins Blut des Menschen ubertreten.®> Vermutlich bleibt der Kot langzeitig
infektios.

Weitere Verbreitungsmoglichkeiten fur die Chagas-Erkrankung ergeben sich aus dem
diaplazentaren und/oder perinataren Ubergang von der Mutter auf den Fotus.®
Infektionen durch mit Kot verunreinigten Lebensmitteln bzw. Genussmitteln wurden
ebenfalls beschrieben.” Da symptomlose, jedoch infizierte Menschen potentielle
Blutspender sind, kann davon ausgegangen werden, dass fir weitere 100 Millionen

Einwohner Infektionsgefahr besteht.®® Aufgrund der groRen Zahl von Infizierten sind



groRe Bevolkerungs- und Berufsgruppen (Sozialwesen, Gesundheitswesen, Sport

u.s.w.), die mit dem Blut Infizierter in Kontakt kommen konnen, potentiell geféhrdet.

Tab. 1 zeigt, dass durch Unterbrechung der Erregertransmission die
Erkrankungshéaufigkeit und letztlich auch die Chagas-bedingten Todesfélle gesenkt

werden kbnnen.

Tab. 1 Epidemiologische Daten fur die Chagas-Erkran  kung. Veranderungen

zwischen 1990 und 2000 durch Unterbrechung der Erre  gertransmission 2

1990 2000
Todesfélle pro Jahr > 45.000 21.000
Neuerkrankungen pro Jahr 700.000 200.000
endemische Staaten 18 15*

* Erregertransmission wurde in Uruguay im Jahr 1997 und in Chile im Jahr 1999

unterbrochen. Seit 2005 ist die Erregertransmission auch in Brasilien unterbrochen

Durch Migration und Tourismus finden sich auch vermehrt Infizierte auf anderen
Kontinenten.'® In Spanien, wo Uber 200000 Einwanderer aus Lateinamerika leben, gibt
es geschatzt ca. 6000 Infizierte. Auch in den USA fanden sich unter den Zugewanderten
aus Zentral- bzw. Stiidamerika Infizierte. In den USA kdnnten deshalb mehrere 100000
Einwanderer infiziert sein,’® die durch Bluttransfusionen den Erreger weitergeben
kénnen. In den USA gibt es drei gesicherte Félle von Chagas-Erkrankung nach
Bluttransfusion. 2006 war bei Routinetests wie zum Beispiel Enzym-gekoppelter
Immunsorbent-Assay (ELISA), indirekte Hamagglutination (IHA) oder Immunfluoreszenz
von Blutkonserven in den USA eine von 4655 Proben positiv."* Es besteht dariiber
hinaus die Gefahr, dass die Chagas-Erkrankung durch Organtransplantation Ubertragen

wird.%>*?

Bei allen Trypanosoma cruzi Infizierten folgt der akuten Krankheitsphase die chronische
Chagas-Erkrankung, die durch die lebenslange Persistenz des Parasiten

gekennzeichnet ist. Nach zum Teil jahrzehntelanger asymptomatischer Phase



(Indeterminate Phase, Latenzphase) gehen ca. ein Drittel der Infizierten in eine
symptomatische Phase iiber,*® die sich bei etwa 90-95 % als Chagas-Herzkrankheit, bei

ca. 5-15% als Erkrankung des Intestinaltraktes manifestiert.>"*

Daraus ergibt sich fur die betroffenen Lander Lateinamerikas ein gewaltiges sozio-
okonomisches Problem. Beispielhaft soll dies fur Brasilien dargestellt werden. Wie von
Moncayo A.? zitiert wurde, ist 1987 publiziert worden, dass zur Therapie
(Herzschrittmacherimplantation, Chirurgie) aller symptomatischen chronischen Chagas-
Patienten pro Jahr 750 Millionen US Dollar notwendig wéaren. Fir den Zeitraum
zwischen 1979 und 1981 wurde aus der Zahl Chagas-bedingter Todesfélle ein auf
259152 Jahre geschatzter Lebensarbeitszeitverlust abgeleitet. Geht man als
Rechengrundlage von unqualifizierten Landarbeitern mit einem taglichen Einkommen
von 2,5 US Dollar aus, ergibt sich durch den vorgezogenen Tod ein 6konomischer
Verlust von 237 Millionen US Dollar in der Bevolkerung. Derartige Rechnungen waren
eine Grundlage fir Initiativen und Kontrollprogramme, um die Infektion mit Trypanosoma
cruzi einzuddmmen. Diese umfangreichen Programme beinhalteten priméar Malinahmen
zur Eliminierung des Ubertragers (Einsatz von Insektiziden, Desinfektion) sowie der
Identifizierung von Neubesiedelungen des Ubertragers. Erganzend wurde ein

umfassendes Screening der Blutspenden eingefiihrt.



2. THEORETISCHER TEIL

2.1. Atiologie und Infektion der Chagas-Erkrankung

Die Infektion des Menschen mit dem Protozoen Trypanosoma cruzi (Abb. 2) verursacht

die amerikanische Trypanosomiasis oder Chagas-Erkrankung.

Abb. 2 Elektronenmikroskopische Aufnahme von Trypanosoma cruzi im Blut *°
(Reproduktion mit Erlaubnis von Rubem F . S. Menna-Barreto/IOC-Fiocruz)

T. cruzi existiert entsprechend der verschiedenen Phasen seines Lebenszyklus
morphologisch in drei Formen (Abb. 3). Die infektiose Form (trypomastigote Form)

existiert als frei zirkulierende extrazellulare GeilRel, die sich nicht in dem als Wirt
fungierenden Saugetier multipliziert, jedoch kann dieser Erreger wahrend der
Blutaufnahme durch das Insekt Reduviidae (Vinchuca) importiert werden. Im Mitteldarm
der Insekten wird die trypomastigote in die epimastigote Form umgewandelt. Diese
repliziert sich dort mittels binarer Spaltung. Im Enddarm und Rektum des Insekts werden
die Epimastigoten zur metazyklischen Trypomastigoten, der eigentlichen infektidsen
Form, welche mit dem Kot des Insekts ausgeschieden wird. Die Trypomastigoten
kobnnen nach dem Biss des Insekts durch Einreiben des Kots oder uber
Kotkontamination der Schleimh&ute in den Korper des Menschen gelangen. In den
befallenen Zellen verwandeln sich die Trypomastigoten in spharische Formen,



bezeichnet als Amastigoten , die sich ebenfalls in bindrer Spaltung vermehren. Nach
vier bis finf Tagen strecken sich die Kdrper der Amastigoten und verwandeln sich so in
Trypomastigoten. Nach Zelllyse gelangen die Trypomastigoten in die Blutzirkulation und
konnen wiederum durch Raubwanzen auf weitere Personen ubertragen werden. Es ist
bekannt, dass verschiedenste menschliche Zellen befallen werden kdnnen. Allerdings
existiert ein deutlicher Tropismus in Richtung muskularer und neuronaler Zellen. Zu den
betroffenen Muskelzellen zéhlen sowohl Zellen der quergestreiften (Herz, Skelett) als

auch der glatten Muskulatur.*®

2
010mm =
T mm
Epimastigote T. cruzi Trypomastigote T. cruzi Amastigote T. cruzi

Abb. 3 Morphologische Formen  von T. cruzi * (Reproduktion mit Erlaubnis von

J.W. Bastien, University of Texas, Arli ngton)

Nach der Infektion zeichnet sich die Chagas-Erkrankung durch einen variablen
klinischen Verlauf aus. Dabei werden symptomlose Infektion, milde klinische Zeichen,
die nur unmittelbar nach der Infektion sichtbar werden, aber auch schwerste
lebensbedrohende Komplikationen manchmal in der friihen Phase nach der Infektion,
besonders haufig aber nach Jahren der Symptomlosigkeit, beobachtet. Genetische
Bedingungen, basierend sowohl auf der genetischen Variabilitdt des Erregers als auch
des Infizierten, werden dafiir verantwortlich gemacht.’®**® Regionale Unterschiede in der
Inzidenz der Infektion, dem Schweregrad der Erkrankung und dem Spektrum der
Komplikationen werden damit in Zusammenhang gebracht. GroRe Bedeutung wird dabei
der Infektion mit T. cruzi folgenden Immunantwort zugeschrieben, wobei hier nicht nur
genetische sondern auch erworbene Variabilitdten von Bedeutung sind. Die so genannte

~protektive” Immunantwort dient dabei der Kontrolle der T. cruzi-Infektion. Andererseits



werden Uber das Stadium der ineffektiven Kontrolle hinaus, sichtbar am Persistieren des
Erregers, immunologische Bedingungen und Mechanismen als essentiell in der Genese
der Spatschaden bei Chagas-Erkrankung angesehen.

Nach Infektion mit T. cruzi werden die akute Phase und die nachfolgende chronische
Phase unterschieden. Letztere lasst sich in eine asymptomatische Phase (Latenzphase,
Indeterminate Phase) und eine symptomatische Phase unterteilen.

Die akute Phase der Chagas-Erkrankung verlauft in der Regel nicht tddlich und dauert
zwischen zwei und vier Monaten. Sie ist von einer starken Aktivierung des
Immunsystems begleitet, die zu einer deutlichen Verminderung der Parasitenzahl im Blut
fuhrt. In der anschlie@enden chronischen Phase werden die Parasiten weiterhin durch
das Immunsystem des Wirtes kontrolliert. Eine vollstandige Beseitigung des Parasiten
erfolgt dadurch jedoch nicht, so dass wahrend des gesamten Lebens des Chagas-
Patienten persistierende Antikdrper gegen T. cruzi im Blut nachgewiesen werden
kénnen und in vielen Fallen der Parasitennachweis in Geweben positiv ausfallt.?’ Heute
geht man davon aus, dass durch die Parasitenpersistenz in der chronischen Phase
Autoimmunmechanismen induziert werden, die in die Pathogenese der wesentlichen

Spatschaden der Chagas-Erkrankung wie Kardiomyopathie und Megakolon einflie3en.

2.2. Immunantwort

Wie von Gironés et al.?

zusammenfassend dargestellt wurde, ist die Immunantwort
gegen T. cruzi hoch komplex und weit davon entfernt, geklart zu sein. Sowohl die
humorale als auch zellulare Immunantwort sind an der Kontrolle des T. cruzi beteiligt.
Dies uUberrascht aufgrund der Komplexitat des Lebenszyklus des Parasiten nicht.
Obwohl in B-Zell defizienten Mausen die Infektion begtinstigt ist, was auf die Bedeutung
des humoralen Immunsystems in der Immunantwort gegeniber T. cruzi hinweist, scheint
der immunologische Schutz insbesondere durch CD4+, CD8+ T-Zellen, IFN-y Sekretion
und Makrophagen bedingt zu sein. Dabei soll die durch CD8+ T-Zellen kontrollierte
Infektion auf der Perforin/Granzym- und/oder FAS-vermittelten Apoptose beruhen. Es
gibt jedoch Hinweise, dass CD8+ T-Zellen nur unvollstandig die Infektion kontrollieren,
da sie ihre Reaktivitat verlieren kdnnen.

Eine wichtige Funktion in der Regulation der Immunantwort - sowohl im Rahmen der
generellen Induktion, der Art der Immunantwort, als auch der Parasitenreplikation im
infizierten Wirt - spielen Zytokine. Eine besondere Bedeutung kommt dabei den
Makrophagen zu. So induziert Interleukin (IL-12), das als Folge der Infektion von

Makrophagen gebildet wird, Resistenz gegentiber T. cruzi. Als wichtigste antiparasitare



Zytokine haben sich Interferon-y (IFN-y) und Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) erwiesen,
wobei der Stickstoffmonoxid (NO) vermittelnden Toxizitdt eine besondere Bedeutung
zukommen soll. Konsequenterweise fuhrten monoklonale Anti-IFN-y-Antikbrper zu
einem drastischen Anstieg der Parasitdmie und Mortalitdt. Mause, die defizient fir den
IFN-y-Rezeptor und die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (INOS) waren, hatten
eine erhohte Infektanfalligkeit und Parasitamie. Allerdings gibt es auch Untersuchungen,
die gezeigt haben, dass INOS defiziente Mause nicht von einer gesteigerten
Infektanfalligkeit betroffen sind. Die protektive Wirkung von TNF-a konnte aus
Versuchen abgeleitet werden, in denen gezeigt wurde, dass TNF-R1FclgG3 transgene
Mause sensitiver gegeniber T. cruzi sind.

Wie bereits beschrieben, erfolgt jedoch keine vollstandige Parasiteneliminierung. Dazu
beitragen kdénnten immunsuppressive Wirkungen, die von Trypanosoma cruzi ausgehen.
Die nicht vollstandige Eliminierung des Parasiten kdnnte aufgrund eines ,molekularen
Mimikry“ von T. cruzi und menschlichen Antigenen des Herz- und Intestinaltraktes eine
Ursache fir die Induktion von Autoimmunitat sein, die zunehmend in der Pathogenese

der symptomatischen chronischen Chagas-Erkrankung diskutiert wird.

2.3. Akute Phase

Nach der Inokulation der Trypanosomen kommt es an der Wanzenstichstelle zu einem
Entzindungsherd, der mit der Bildung einer kutanen Eingangspforte, Chagom genannt
einhergeht. Erfolgt die Infektion im Bereich der Bindehaut der Augen, zeigt sich das
typische Romafia-Zeichen. Es besteht in der Regel aus einer einseitigen Konjunktivitis
mit Oberlidschwellung (Abb. 4). Die akute Phase verlauft klinisch weitgehend
asymptomatisch. Nur bei ca. 5-10 % der Patienten treten uncharakteristische Symptome
wie Fieber, Luftnot, Odeme, Durchfall, Bauchschmerzen, Lymphknotenschwellung,

Splenomegalie, Krampfanfélle sowie Myokarditiden auf.>’
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Abb. 4 Romafia-Zeichen. ?* Lokale Bindehautreaktion (bis zu 8 Wochen andauern  d)
auf eine transkonjunktivale Infektion mit Trypanosoma cruzi. (Reproduktion
mit Erlaubnis von F. Torrico, und M. Castro, Univer sidad Mayor de San
Simoén, Cochabamba, Bolivia)

Die dabei zu beobachtenden Symptome entsprechen denen, die auch bei Myokarditis
anderer Genese gefunden werden. Die durch den Parasiten geférderte Depression des
Immunsystems beglnstigt die weitere Invasion und Reproduktion des Parasiten. In der
akuten Phase ist der Parasit im Blut nachweisbar. Bei der Uberwiegenden Mehrheit der
Patienten, wird die akute Phase der Krankheit jedoch nicht sichtbar.”** Symptomatisch
wird die akute Phase vorwiegend bei Kindern. Bei ihnen treten insbesondere Myokarditis
oder Meningoenzephalitis als Komplikationen auf. Im Algemeinen bilden sich auch bei
Kindern, wie bei der Mehrheit der Patienten mit symptomatischer akuter Phase, die
Symptome nach einigen Wochen spontan zuriick.®> Die Todesrate in der akuten Phase
ist allgemein gering. Fur Kinder ist eine Mortalitdt in der akuten Phase von 2-6 %,

insbesondere durch Myokarditis und Meningoenzephalitis verursacht, beschrieben.”*

2.4. Chronische Phase

Im Anschluss an die akute Phase kommt es zu einem deutlichen Riuckgang der
Parasitenzahl im Blut, ohne dass jedoch eine vollstandige Eliminierung des Parasiten
eintritt. Damit stellt der Infizierte lebenslang ein Parasitenreservoir dar. In dieser
chronischen Phase lasst sich die Erkrankung schwierig parasitologisch nachweisen.

Erfolgreich ist jedoch der serologische Nachweis von anti-T. cruzi-Antikdrpern vom IgG-



Typ. Man unterscheidet in der chronischen Phase eine asymptomatische und eine

symptomatische Phase.

2.4.1. Asymptomatische Phase (Latenzphase, Indeterm inate Phase)

Die Patienten sind klinisch unauffallig. In dieser Phase - auch als Latenzphase (im
lateinamerikanischen Sprachraum als Indeterminate Phase) bezeichnet - wird die
Chagas-Erkrankung als Zufallsbefund bzw. bei gezielter Suche beispielsweise bei

potentiellen Blutspendern entdeckt.

Die asymptomatische Phase kann Jahre dauern, ohne dass Zeichen fiir den Ubergang
in die symptomatische Phase sichtbar werden. Die meisten Patienten (zwei Drittel)
verbleiben lebenslang in der asymptomatischen Phase.?® Allerdings kénnen wahrend
der asymptomatischen Phase Episoden auftreten, die erneut durch die bereits in der
akuten Phase beobachteten unspezifischen Zeichen gekennzeichnet sind. Derartige
symptomatische Episoden werden insbesondere bei immunsupprimierten Personen

(zum Beispiel HIV positive Patienten) beobachtet.>’

2.4.2. Symptomatische Phase

Etwa 30% der Patienten zeigen nach 10-20 Jahren der Symptomlosigkeit Zeichen einer
Erkrankung des Herzens, des Intestinaltraktes und/oder des Nervensystems, wobei die

Haufigkeit dieser Komplikationen in den Landern Lateinamerikas unterschiedlich ist.

Unter den Nervenerkrankungen wird auch Demenz beobachtet. Typisch fur die
Erkrankungen des Intestinaltraktes sind Megakolon und Megadsophagus.
Schluckbeschwerden sind erste Hinweise auf Veranderungen im Intestinaltrakt. In deren
Konsequenz kann es zur Malnutrition kommen. Gewichtsverlust ist dann héaufig das
erste deutliche Zeichen fir den Ubergang von der asymptomatischen zur
symptomatischen Phase. Etwa 8-10 % der symptomatisch werdenden chronischen
Chagas-Patienten entwickeln eine intestinale Erkrankung, insbesondere ein Megakolon.
Die wesentlich haufigere Komplikation der chronischen Chagas-Erkrankung ist eine
Herzmanifestation vor allem die Kardiomyopathie. Von der Chagas-Kardiomyopathie

sind etwa 90% der symptomatisch werdenden chronischen Chagas-Patienten betroffen.
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2.4.2.1. Chagas-assoziierte Herz-Erkrankung

Die Chagas-bedingte Herz-Erkrankung manifestiert sich in Rhythmusstorungen,
Thromboembolien, plétzlichem Herztod und Kardiomyopathie, der haufigsten
Spatschadigung bei der Chagas-Erkrankung.

Mittels Elektro- und Echokardiografie lassen sich zum Teil bereits bei Chagas-Patienten,
die nach klinischen Gesichtspunkten noch der Latenzphase zugeordnet werden, Zeichen
fur eine Herzschadigung nachweisen.?* Typisch ist ein isolierter Rechtsschenkelblock.
Manchmal ist der Rechtsschenkelblock mit einem linksanteriorem Hemiblock kombiniert.
Im spateren Stadium kann ein umfassendes Spektrum von Reizbildungs- und
Reizleitungsstérungen im EKG nachgewiesen werden. Die haufigsten EKG-Anomalien
sind: Rechtsschenkelblock, vorderer Linksschenkelblock, Ventrikulare Extrasystolen,

o 25

Sinus-Bradykardie, Vorhofflimmern, AV-Block Wenkebach lla°.

Als Ursprungsort fir die Thromben werden apikale Aneurysmen angenommen. In etwa
30 % der Falle von plotzlichem Herztod waren die Chagas-infizierten Patienten vorher
der Latenzphase zugeordnet. Die hervorstechenden echokardiografischen und im
spateren Verlauf radiologischen Zeichen der Herz-Erkrankung weisen auf die dilatative
Kardiomyopathie (Abb. 5, 6), die mit Hypokinesien des Septums und der Hinterwand
assoziiert ist, hin.

Bisher werden die spezifischen Mechanismen der Pathogenese noch nicht vollstéandig
verstanden. Angenommen wird aber, dass sowohl Parasit als auch Wirt Einfluss auf die
Pathogenese haben.?®

Abb. 5 Zunehmende Kardiomegalie bei der Chagas-Erkr  ankung ?’ (Reproduktion
mit Erlaubnis von E. van den Enden, Ins tituut voor Tropische Geneeskunde

Antwerpen)
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Abb. 6 Réntgenologische Darstellung der Kardiomegal ie bei der Chagas-

Erkrankung %

Mikroskopisch lassen sich Entziindungsprozesse (Myokarditis) in allen Herzarealen
nachweisen.

In den entzundlichen Infiltraten Uberwiegen T-Zellen mit einem variablen Anteil von B-
Zellen und Makrophagen.'® Fokale und spéter dann diffuse Gewebedestruktion und
interstitielle Fibrose sind typische mikroskopische Befunde bei Chagas-bedingter

Kardiomyopathie.>**

Obwohl die Mechanismen der Pathogenese der Chagas-Kardiomyopathie noch nicht
vollstandig verstanden sind, missen die Ursachen sicherlich sowohl beim Parasiten als
auch in spezifischen Bedingungen des Wirtes gesucht werden. So lasst sich die Erreger-
DNA zwar in Myokardbiopsien nachweisen, allerdings korrelieren Erreger-Nachweis im
Myokardgewebe und Schweregrad der Herzschadigung haufig nicht. Dies lasst auf die
Existenz anderer Mechanismen fiur die Kardiomyopathie-Entstehung schliel3en, vor
allem auf solche, die sich aus einer spezifischen Disposition des Wirtes ergeben
konnten. Auf die in diesem Zusammenhang diskutierten Autoimmunitéts-Phanomene als

eine Ursache der Chagas-Kardiomyopathie wird ausfuhrlicher in Kap. 2.5 eingegangen.
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2.4.2.2. Chagas-assoziiertes Megakolon

Typisches radiologisches Zeichen des Megakolons wie auch des Megadsophagus ist
deren Dilatation, bedingt durch die Zerstérung des intramuralen Plexus myentericus.
Angenommen wird, dass diese Zerstorung auf die Wirkung von T. cruzi in der akuten
Phase zuriickgeht.”®> Beriicksichtigt man die auch beim Megakolon sehr lange
Latenzphase, kann  nicht  ausgeschlossen  werden, dass auch hier

Autoimmunitatsphanomene an der Pathogenese beteiligt sind.

Klinisches Zeichen fir das Megakolon ist die chronische Obstipation als Folge der
Darmhypokinesie. Begleitet wird die Obstipation von Bauchschmerzen. In der frihen
Phase des Megakolons kénnen Phasen von Verstopfung und Durchfall abwechseln. Die
Obstipation kann Uber mehr als eine Woche anhalten, manchmal sogar zwei bis drei
Monate dauern.?® Eine Ursache fiir den Bauchschmerz kann im Meteorismus und
dessen Wirkung auf den Darm gesucht werden. Zur frihen Diagnostik des Megakolons
kann die radiologische Diagnostik unter Nutzung von Barium als Kontrasmittel (Barium-
Einlauf) genutzt werden. Bei weit fortgeschrittenem Megakolon oder bei Komplikationen,
wie eine Verdrehung des Sigmoides, genugt haufig bereits eine einfache radiologische
Diagnostik. Verdrehungen und fakale Verdichtungen des Sigmoides sind die haufigsten
Komplikationen des Megakolons. Die Chagas-bedingte Kolonopathie ist die zeitlich von
der Infektion aus gesehen, spateste Komplikation der chronischen Chagas-Erkrankung.
Sie wird zum Teil erst 40 Jahre nach der Infektion klinisch manifest. Das Megakolon
wurde in Brasilien, Chile und Bolivien bei 2 — 5 % der chronischen Chagas-Patienten
beobachtet.?® (Abb. 7, 8)

22,27

Abb. 7 Megakolon bei der Chagas-Erkrankung (Reproduktion mit Erlaubnis von
F. Torrico, und M. Castro, Universidad  Mayor de San Simoén, Cochabamba,

Bolivia)
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Abb. 8 Réntgenologische Darstellung des Megakolons bei der Chagas-

Erkrankung %

2.5. Pathogenese der chronischen Chagas-Erkrankung

Da die akute Chagas-Erkrankung in der Regel symptomlos ablauft, gibt es, abgesehen
vom Parasitennachweis, kaum Informationen Uber histopathologische Veranderungen

unmittelbar nach der Infektion. Wie von Teixera et al.?

dargestellt wurde, stammen die
histopathologischen Befunde zur akuten Chagas-Erkrankung aus der Sektion sehr
weniger Patienten (Junge 18 Monate alt, Madchen 4 Monate alt), die nach der Infektion
starben. Gefunden wurden Amastigoten in Testes und Ovarien. Darliber hinaus wurde T.
cruzi in  mononukledren phagozytaren Zellen gefunden, was Ausdruck der
Kontrollfunktion dieser Zellen im Rahmen der akuten Infektion ist.

Fur die Parasiten in Gewebezellen, insbesondere auch in den Zellen des Herz- und
Skelettmuskels, wird angenommen, dass sie sich der immunologischen Kontrolle
entziehen. Dies wird als eine Ursache der lebenslangen Parasitenpersistenz angesehen
und koénnte erklaren, warum trotz positivem Parasitennachweis in Geweben
Entziindungsherde nicht gefunden wurden. Andererseits wurden, ohne dass Parasiten
mit den genutzten Methoden nachgewiesen werden konnten, typische entzindliche
Infiltrate in Herz- und Skelettmuskel gefunden. Vergleichbare Befunde liegen fur die
glatte Muskulatur des Intestinaltraktes vor, wo Infiltrate insbesondere in der N&ahe
parasympathischer Ganglien beobachtet wurden. Je nach Manifestation in Herz oder
Gehirn werden bei dramatischem Verlauf der akuten Phase die typischen Zeichen von

Myokarditis, Enzephalitis und Meningitis gesehen.
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Daten fur die Indeterminate Phase der Chagas-Erkrankung stammen hauptsachlich aus
Material, das mittels Biopsie-Technik gewonnen wurde. So wurden in Myokardbiopsien
kleine fokale Entziindungsherde gefunden. Vergleichbare Resultate wurden auch im
Skelettmuskel entdeckt. Im Allgemeinen sind die entzindlichen L&sionen in Herz,
Skelettmuskel und Gastrointestinaltrakt in der indeterminaten Phase vergleichbar dem
mikroskopischen Bild, das in der chronischen Phase beobachtet wird, jedoch von
erheblich geringerem Ausmal3.

Als mikroskopischer Hauptbefund in der chronischen Phase der Chagas-Erkrankung,
insbesondere dann, wenn das Herz betroffen ist, werden entzindliche Infiltrate
gefunden. Der mikroskopische Parasitennachweis gelingt allerdings nur bei 10-20 % der
untersuchten Patienten. Moderne Amplifizierungstechniken zeigen dagegen parasitare
DNA in nahezu allen Patienten. Hinsichtlich der zugrunde liegenden Pathomechanismen
liegt dabei insbesondere fir die Herzschadigung als haufigste Manifestationsform der
chronischen Chagas-Erkrankung eine Vielzahl von Einzelbefunden vor, die zu einer
Reihe von Hypothesen Uber die Pathogenese der Chagas-assoziierten Herzschadigung
zusammengefasst wurden und nachfolgend ausfihrlicher dargestellt werden. Priift man
diese Hypothesen im Hinblick auf ihre Verallgemeinerungsfahigkeit, so kénnen
grundlegende Aspekte in der Pathogenese der Chagas-assoziierten gastrointestinalen
Schadigung, obwohl dafir erheblich weniger Einzelbefunde vorliegen, vermutlich auch

mit diesen Hypothesen erklart werden.

2.5.1. Pathomechanismen der Herzschadigung

Typisch fur die Chagas-Kardiomyopathie sind Arrhythmien, Myokarditis, Fibrose und
Hypertrophie, die in hohem Prozentsatz in verstorbenen Patienten gefunden wurden.
Histologisch lassen sich diffuse interstitionelle Fibrosen, entzindliche Infiltrate parallel zu
gestorter Myozytenmorphologie nachweisen. Vergleichbare histologische
Veranderungen zeigen sich auch am Reizleitungssystem. Der histologische
Parasitennachweis ist selten erfolgreich, lasst sich aber, wie in der indeterminaten

Phase, tiber die Parasiten-DNA fiihren.

Fur die der Chagas-Kardiomyopathie zugrunde liegenden Pathomechanismen existieren
verschiedene Hypothesen. Wie von Gironés et al® und Engman et al.*®
zusammengefasst wurde, werden einerseits direkte Reaktionen des Immunsystems auf
gewebestéandige  Parasiten  verantwortlich gemacht, andererseits wird die

Kardiomyopathie als Produkt aus dem Zusammenspiel von inflammatorischen,
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immunologischen und autoimmunologischen Mechanismen gesehen. Davon ausgehend

sind mehrere Hypothesen abgeleitet worden:

1. Primére neuronale Schadigung fuhrt zur Denervation des autonomen
parasympathischen Systems im Herzen. Eine langsame Zunahme neuronaler
Schadden im Verlauf der Pathogenese der Kardiomyopathie wurde
nachgewiesen. Die primare neuronale Schadigung wird heute als Epiphanomen
in Folge von Entziindungsprozessen angesehen.

2. T. cruzi und/oder T. cruzi-Produkte sind nach intrazellularer Infektion kardio-
toxisch. Allerdings wird davon ausgegangen, dass dieser Mechanismus in der
chronischen Chagas-Phase hauptsachlich bei hohem intrazellularem
Parasitentiter, beispielsweise bei immunsupprimierten Patienten, bedeutsam ist.

3. Parasiten-induzierte mikrovaskuléare Veranderunge n fuhren zur
Hypoperfusion und in der Folge Zu hypoxisch/ischamischer
Kardiomyozytenschadigung, die in eine chronisch-entziindliche Reaktion im Herz
mindet.

4. Polyklonale Aktivierung von B-Zellen nach der Infektion greift in die
Immunregulation ein und fihrt zu Immunsuppression und Autoimmunitat.

5. Persistierende T. cruzi-Antigene induzieren T-Zell vermittelte Reaktionen vom
Typ der verzogerten Uberempfindlichkeit (delayed-hypersensitivity, DTH), was
mit Schadigung des Wirtsgewebes einhergeht.

6. Autoimmunitat, induziert durch T. cruzi-spezifische Antigene, die sich
gegen kreuz-reagierende Wirtsantigene richtet (Molekulares Mimikry) .

7. Autoimmunitat, induziert durch Antigene des Wirt es, die im Verlauf der
Parasiten-induzierten Gewebeschadigung dem Immunsystem zuganglich

werden (Bystander-Aktivierung)

Gegenwartig kann nicht davon ausgegangen werden, dass einer der angefiihrten
Mechanismen Exklusivitat beanspruchen kann. Dennoch sind in den vergangenen
Jahren immer mehr Hinweise auf eine zentrale Stellung der Autoimmunitat gesammelt
worden. Unterstitzt wird die Autoimmunitatshypothese durch die in der Regel geringe
Anzahl von Parasiten, die im Myokard bei der Chagas-Kardiomyopathie gefunden
werden.

Gironés et al.** haben verallgemeinernd Molekulares Mimikry, Bystander-Aktivierung
und deren wechselseitige Interaktionen im Rahmen der T. -cruzi-induzierten
Autoimmunitét dargestellt (Abb. 9).
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T. cruzi

ImmuW Wirtszell-Lyse

_ - Freisetzung von
T. cruzi Antigen- Entziindung ;

spezifische T-und | < , Antigenen oder
B-Zell-Stimulation Adjuvante Wirkung kryptischen Epitopen

des Wirts

Molekulares Bystander
Mimikry Aktivierung

Antiparasitare Pathologische
Wirkung Autoimmunitat

Abb. 9 Verschiedene Mechanismen der Induktion der P athogenitat von T. cruzi.

Die durch Bystander-Aktivierung ausgeldste Autoimmunitat geht davon aus, dass die
primare Infektion mit T. cruzi myokardiale Strukturen des Infizierten schadigt, wodurch
normalerweise der Immunantwort entzogene Antigene prasentiert werden. Es wird
angenommen, dass der Parasit proinflammatorische Bedingungen im Gewebe schafft,
die durch Freisetzung von Zytokinen, NO und Chemokinen gekennzeichnet sind. Dies
fuhrt zur Aktivierung von autoreaktiven T-Zellen, die anschlieRend in Gegenwart der
durch die Myozytolyse immunogen gewordenen Wirtsantigene proliferieren.

Intensiver als die Bystander-Aktivierung wird jedoch Molekulare Mimikry als Ursache von
Autoimmunitat in Chagas-Patienten diskutiert und damit fir die Pathogenese der
Chagas-Kardiomyopathie verantwortlich gemacht. Dies beruht darauf, dass in den
vergangenen Jahren fur verschiedenste T. cruzi-Antigene und Wirtsantigene
Kreuzreaktivitit nachgewiesen wurden. Tab. 2 zeigt - basierend auf Cunha-Neto et al.** -
kreuzreagierende T. cruzi- und Wirtsantigene mit vermuteter pathogener Funktion in der

Chagas-Kardiomyopathie.
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Tab. 2 Molekulares Mimikry: Kreuzreaktivitat von T. cruzi-Antigenen und

Wirtsantigenen

Wirtsantigene T. cruzi-Antigen Wirt
1. Neuronen, Leber, Nieren, Testis Unbekannt M, R
2. Neuronen sulfatierte Glykolipide H, R
3. Neuronales 47 kDa Protein FL-160 H
4. Herz- und Skelettmuskel mikrosomale Fraktion H, M
5. Glatter und quergestreifter Muskel 150 kDa Protein H, M
6. Schwere Kette des humanen

Herz-Myosins B13 Protein, Cruzipain H, M

95KDa Myosin-Peptid T. cruzi-Zytoskelett M

Ca++ sensitives Skelettmuskel sarco-  sarcoplasmatisches

plasmatisches Reticulum-Antigen Reticulum-Antigen H, Rb
9. Glykosphingolipide Glycosphingolipide H, M
10. Microtubuli-assiziiertes Protein (MAP) MAP H, M

(Gehirn)
11. Basisches Myelin-Protein T. cruzi-léslicher Extrakt M
12. 28 kDa Lymphozytenmembran-Protein 55 kDa Membran-Protein H, M
13. 23 kDa ribosomales Protein 23 kDa ribosomales Protein H
14. Ribosomales P-Protein Ribosomales P-Protein H
15. 38-kDa Herz-Antigen R13 Peptid des ribosomalen M

Protein P1, Protein P2

16. betal-Adrenorezeptor, Ribosomale PO- und

M2-muscarinerger Rezeptor P2beta-Protein H
17. betal-Adrenorezeptor,

M2 cholinerger Rezeptor 150 kDa Protein H, M
18. Kardialer muscarinerger

Acetylcholin-Rezeptor Unbekannt H
19. Kardialer muscarinerger

Acetylcholin-Rezeptor Cruzipain M
20. Cha-Antigen shed acute phase antigen (SAPA),

36 kDa Protein M

H, Mensch; M, Maus; Rb, Kaninchen; R, Ratte.
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Nach Immunisierung mit den oben aufgefihrten T. cruzi-Antigenen und/oder
Ubertragung von T. cruzi-aktivierten T-Zellen, zeigten sich die auch fiir die Chagas-
Kardiomyopathie typischen strukturellen und funktionellen Stérungen im Herz wie fokale
Myokarditis, Demyelinisierung, Reizleitungsdefekte, Bildung funktioneller agonistischer
Rezeptor-Autoantikorper,  Kontraktilitdtsminderung und gestdrte  Ca-abhéngige

Funktionen.

Gestutzt wird die Autoimmunhypothese der chronischen Chagas-Herzkrankheit durch
Befunde, die darauf hinweisen, dass nach der akuten T. cruzi-Infektion Antigene
vorliegen bzw. T-Zellklone induziert werden, die langzeitig im Wirt persistieren kénnen.*
Unter den in der Tab. 3 aufgefiihrten humanen Antigenen, flr die mit T. cruzi-Antigenen
starke molekulare Ahnlichkeiten gezeigt wurden, befinden sich mit dem betal-
Adrenorezeptor und dem muscarinergen Acetylcholinrezeptor G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren, deren Bedeutung im Rahmen der Autoimmunhypothese der Chagas-
Herzkrankheit zunehmend deutlicher wird. Insbesondere fir die nach T. cruzi-Infektion
gebildeten  betal-Adrenorezeptor-Autoantikrper lassen  sich  aufgrund ihrer
Vergleichbarkeit mit den betal-Adrenorezeptor-Autoantikérpern von Patienten mit
Idiopathischer Dilatativer Kardiomyopathie (DCM) vielfaltige pathogene Funktionen
postulieren. Hobecke et al. sprechen von einem ,cross talk* der betal-Adrenorezeptor-
Autoantikdrper von Chagas-Patienten und Patienten mit DCM.** Besonders schwer
wiegen dabei Studien, in denen gezeigt wurde, dass einerseits der Transfer von betal-
Adrenorezeptor-Autoantikbrpern im  Rattenmodell zu kardiomyopathie-typischen
Veranderungen fuhrt*®* und dass andererseits DCM-Patienten von therapeutischen
MalRnahmen (Immunadsorption), die zur Eliminierung der betal-Adrenorezeptor-

Autoantikorper fiihren, profitieren.*%
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Tab. 3 Beispiele fiir G-Protein-gekoppelte Rezeptore

Auto-Antikorper

n und funktionelle

Rezeptor Erkrankung AAK Effekt Epitop
al-R Hypertonie Agonist Loop 1,2
B1-R Dilatative Kardiomyopathie Agonist Loop 1,2
B1-R Myokarditis Agonist Loop 1,2
B1-R Chagas-Erkrankung Agonist Loop 2
B2-R Chagas-Erkrankung Agonist Loop 2
B2-R Allergisches Asthma Inhibitor Loop 3

AT1-R Praeklampsie Agonist Loop 2
AT1-R Maligne Hypertonie Agonist Loop 2
Akzelerierte vaskulare ,
AT1-R ) Agonist Loop 2
Nierenabstol3ung
Muscarin ,
Chagas-Erkrankung Agonist Loop 2
M2-R
Muscarin _ _ _ _ _
Dilatative Kardiomyopathie Agonist Loop 2
M2-R
Systemischer Lupus _
5HT4-R Agonist Loop 2
erythematodes
o N-Terminal
Nikotin , , o
Myasthenie gravis Inhibitor extrazellare Doméane
AcCh-R
(aa 183-200)
Glutamate | Rasmussen Enzephalitis, Nicht
Rezeptor Entzundliche fokale Epilepsie, Agonist aa 372-386
(GIuR3) Katastrophe Epilepsie
Extrazellular Doméne,
TSH-R Graves-Krankheit Agonist konformational
Epitope

5HT4-R, Serotonin-Rezeptor; a-R,

a-Adrenerger-

Rezeptor;

B-R, B-Adrenerger-

Rezeptor; AT1-R, Angiotensin IlI-Rezeptor 1; M2-R, M2-Rezeptor; TSH, Thyroidea

stimulierendes Hormon; aa, Aminosaure; AAK, Auto-Antikorper
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2.5.2. Auto-Antikdrper gegen G-Protein-gekoppelte R ezeptoren

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) gehodren zur Superfamilie der heptahelikalen
Transmembranproteine. Ca 80 % aller Rezeptoren gehdren zu dieser Familie. Sie sind
sowohl in Pflanzen als auch im Tierreich verbreitet. Im Tierreich sind sie an der
Verarbeitung von Sinnesreizen, bei Entziindungsprozessen, Chemotaxie, Endo- und
Exozytose, Zellwachstum und -differenzierung sowie an der Regulation des
Stoffwechsels beteiligt. Die Wirkung von glandularen Hormonen, Gewebshormonen und
Neurotransmittern wie Katecholaminen, Glukagon, Endothelin, Angiotensin, Acetylcholin,
Serotonin u.a. werden Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren vermittelt. Die Funktion
der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren besteht in der transmembrandsen
SignalUbertragung. Dazu werden nach Bindung eines Liganden an eine der
extrazellularen Domanen des Rezeptors und nachfolgender Konformationséanderung
heterotrimere GTP-bindende Proteine (G-Proteine) aktiviert. Im inaktiven Zustand ist das
G-Protein mit GDP beladen und an intrazellularen Doméanen des Rezeptors assoziiert.
Im Verlauf der durch die Ligandenbindung induzierten Aktivierung des G-Proteins wird
GDP durch GTP ausgetauscht. Dies fuhrt zur Dissoziation des heterotrimeren G-
Proteins, dessen so aktivierte Untereinheiten nun die Aktivitat weiterer Proteine
modulieren, die Uber die Bildung von ,Second Messengers® die Signale zu den
Zielstrukturen weiterleiten. Nach Spaltung von GTP zu GDP und Phosphat durch die
intrinsische GTPase-Aktivitdt der a-Untereinheit reassoziiert das G-Protein zum
inaktiven Zustand.

Ausgehend von der zentralen Stellung der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren in der
Stoffwechselregulation ist es nicht verwunderlich, dass Stérungen in diesem System der
SignalUbertragung pathogenetische Konsequenzen nach sich ziehen. Bereits seit
langerem stehen gegenitber G-Protein-gekoppelten Rezeptoren agonistisch wirkende
Auto-Antikérper im Verdacht, bei verschiedensten Erkrankungen pathogenetisch
wirksam zu sein. Tab. 3 zeigt, basierend auf Wallukat et al., derartige Erkrankungen und
die in entsprechenden Patienten gefundenen Auto-Antikbrper. Fir die chronische
Chagas-Erkrankung mit Herz- bzw. Darmmanifestation sind dies insbesondere Auto-
Antikdrper gegen den betal- und beta2-Adrenorezeptor sowie den muscarinergen M2-
Rezeptor, deren agonistische Wirkungen (positiv chronotrop fir betal- und beta2-
Rezeptor-Autoantikorper, negativ chronotrop flr M2-Rezeptor-Autoantikérper) an
neonatalen Rattenherz-Kardiomyozyten gezeigt wurde.

Es wurde nachgewiesen, dass chronisch infizierte Chagas-Patienten zu 29 % positiv fur
betal-Rezeptor-Autoantikdrper, zu 12 % positiv fir beta2-Rezeptor-Autoantikérper und

zu 77 % positiv fiir muscarinerge M2-Rezeptor-Autoantikérper waren.***"*® Ein Subtyp
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der Auto-Antikorper von Chagas-Patienten bindet sich sowohl am muscarinergen M2-

als auch am betal-Rezeptor.*

Abb. 10 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und Antikdr  per. (Reproduktion mit

Erlaubnis von R. Kunze, Berlin)

Abb. 10 zeigt schematisch den Aufbau G-Protein-gekoppelter Rezeptoren und ihre
Interaktion mit Auto-Antikdrpern.*® Wahrend der N-Terminus in seiner Lange relativ
ahnlich fur die drei Rezeptoren ist, variiert die Lange des C-Terminus innerhalb der drei
Rezeptoren. Die helikalen Transmembranregionen der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren sind stark konserviert. Die Auto-Antikdrper binden an den extrazellularen
Loops bzw. an &uf3eren Bereichen der transmembrantsen Strukturen. Fur die bei der
Chagas-Erkrankung gefundenen  Auto-Antikbrper gegen  G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren wurde gezeigt, dass sich diese an negativ geladenen Regionen des zweiten
extrazellularen Loops binden.*® Durch die Auto-Antikérperbindung an Rezeptoren kommt
es zur Rezeptor-Dimerisierung, was zu einer Stabilisierung der aktiven Konformation des
Rezeptors fihrt. Dies wurde inshesondere fir den muscarinergen M2-Rezeptor und flr
den betal-Rezeptor gezeigt.**** In Gegenwart von entsprechenden monovalenten Fq,-
Fragmenten ist dagegen diese Stabilisierung nicht moglich, kann aber erreicht werden,
wenn die Rezeptor-gebundenen monovalenten F,,-Fragmente nachfolgend mit anti-Fp-
Antikérpern verbunden werden. Entsprechend der beobachteten positiven Chronotropie

der beta-Rezeptor-Autoantikérper und der negativen Chronotropie der muscarinergen
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M2-Rezeptor-Autoantikdrper sollten Aktivierung bzw. Hemmung der Adenylatcyclase ein
zentrales Ereignis der Autoantikorper-induzierten Rezeptor-Dimerisierung  und
Stabilisierung der aktiven Rezeptorkonformation sein. Damit in Ubereinstimmung steht,
dass Inkubation von Herzzellmembranen mit IgG von Patienten mit Chagas-Erkrankung
zur Stimulation der Adenylatcyclase fihrte. Parallel dazu konnte am isolierten
Atriumgewebe und an Herzzellen eine gesteigerte Kontraktilitat nach Inkubation mit

4344 Inkubation von Herz- bzw.

dem Chagas-Patienten-lgG beobachtet werden.
Milzzellen mit betal- bzw. beta2-Rezeptor-Autoantikérpern von Chagas-Patienten fiihrte
dariiber hinaus zur Zunahme der cAMP-Konzentration.**** Damit einhergehend wurde
eine Aktivierung der Proteinkinase A beobachtet.*® Von anderen Autoren wird dagegen
darauf hingewiesen, dass die Zunahmen der cAMP-Konzentration nur gering sind. In
diesen Untersuchungen wurden allerdings betal-Rezeptor-Autoantikdrper untersucht,
die aus Patienten mit Idiopathischer Dilatativer Kardiomyopathie stammten.*"*® Als eine
weitere typische Reaktion in Gegenwart von betal-Rezeptor-Autoantikdrpern wurde die

Aktivierung des L-Typ Calziumkanals***°

in Kardiomyozyten beschrieben. Dies kann
einerseits als Ergebnis der Proteinkinase A-abhangigen Phosphorylierung des Kanals
betrachtet werden, andererseits auch aus einer direkten Interaktion der aktivierten G-
Protein-Untereinheiten mit den Kanalproteinen resultieren.”** Bei der Myokarditis und
der Dilatativen Kardiomyopathie geht man heute vor allem davon aus, dass die
Autoantikérper-abhéngigen  Veradnderungen im  Kalziumfluss eine  wichtige
pathogenetische Komponente darstellen.>

Wie bereits dargestellt, wird die Schadigung des parasympathischen Systems als eine
Komponente in der Pathogenese der Chagas-Kardiomyopathie angesehen. An
Rattenatrium wurde gezeigt, dass muscarinerge M2-Autoantikorper die Kontraktilitat
vermindern, cGMP erhdhen und die cAMP-Bildung vermindern.>* Dariiber hinaus wird
vermutet, dass insbesondere die gastrointestinale Manifestation sichtbar am typischen
Megakolon bzw. Megatsophagus durch muscarinerge M2-Autoantikdrper-abhéngige
Pathomechanismen beglnstigt wird. M2-Autoantikérper erhéhen an Colon- und
Osophagussteifen den Basaltonus und vermindern die cAMP-Konzentration.>>*°

Man geht davon aus, dass - nach Bindung muscarinerger M2-Rezeptor-Autoantikdrper
an den Rezeptor - Pertussistoxin-sensitive G-Proteine den hemmenden Effekt auf die
Adenylatcyclase vermitteln. Zusatzlich wird diskutiert, dass den agonistischen Effekten
der muscarinergen M2-Autoantikorper Rezeptordesensibilisierung und —sequestrierung

folgen, was die Disautonomie von Colon und Osophagus verstarken kann.*’
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2.6. Laboratoriumsmedizinische Diagnostik

2.6.1. Infektionsdiagnostik

Der direkte Nachweis von T. cruzi im peripheren Blut, insbesondere bei ausreichender
Erregerzahl, wie sie in der akuten Phase beobachtet wird, kann mittels Ausstrich oder
mit Hilfe des sog. ,Dicken Tropfens* erfolgen. Diese Verfahren sind in der chronischen
Phase nur bedingt einsetzbar, da die Erregerzahl aufgrund ihrer intrazellularen
Vermehrung in dieser Phase im Blut sehr gering ist. Die empfindlichste
Nachweismethode scheint die Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
und anschlieBender Detektion parasitenspezifischer Desoxyribonukleinsdure (DNA) zu
sein, die auch bei der Aufarbeitung von Gewebeproben gut einsetzbar ist.>***°% |m
chronischen Stadium lassen sich mit Hilfe konventioneller serologischer Tests wie
Indirekte Immunfluoreszenz (lIF), Indirekte Hamaglutination (IHA), Enzymegekoppelter
Immunoassay (ELISA)*®* bei iiber 95 % der Patienten anti-T. cruzi-Antikérper vom IgG-

Typ detektieren. Im akuten Stadium sind IgM-Antikérper nachweisbar.®

2.6.2. Laboratoriumsdiagnostik zum Nachweis des Ube rganges von der

asymptomatischen zur symptomatischen Phase

Bisher existieren keine, in den Routinebetrieb der Laboratoriumsmedizin Ubernommene
kommerziell ~verfiugbaren Marker, die, im Vergleich zu den ublichen
Untersuchungstechniken (EKG, Echokardiografie, Radiologie), frihzeitiger oder
wenigstens (da die konventionellen Techniken kostenintensiv sind) zeitlich parallel zu
diesen Hinweise auf beginnende kardiale bzw. intestinale Manifestation der chronischen
Chagas-Erkrankung zulassen. Prinzipiell denkbar erscheint der Einsatz von organ-
unspezifischen Markern, die sich aus den Pathomechanismen ableiten sowie spezifische

Marker, die gezielt die kardiale bzw. intestinale Schadigung anzeigen.

2.6.2.1. Organunspezifische Marker

Ausgehend von der generellen Bedeutung, die entziindlichen Prozessen in der Genese
der Chagas-Spatschaden zukommt, konnten Enzindungsmarker potentiell geeignet

sein, frihzeitig Hinweise auf die beginnende Organmanifestation bei der Chagas-
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Erkrankung zu geben. Da der Entzindungsprozess eng mit der Bildung von Oxidativem
Stress verbunden ist, bieten Marker zur Quantifizierung von Oxidativem Stress eine
weitere potentielle Mdglichkeit, den Ubergang von der asymptomatischen zur

symptomatischen Phase anzuzeigen.

2.6.2.1.1. Entziindungsmarker - C-reaktives Protein ~ (CRP) und Zytokine

CRP wird in der Leber gebildet und gehoért zu den Akut-Phase-Proteinen. Im Verlauf
einer infektiosen oder nicht-infektiosen Entziindung werden von Leukozyten Zytokine
freigesetzt. Insbesondere IL-6 stimuliert die CRP-Synthese in der Leber. Akute
Entzindungen sind in der Regel mit mehr als 20-facher CRP-Erhéhung verbunden.
Bakterielle Infektionen fuhren im Vergleich zu viralen Infektionen zu héheren CRP-
Konzentrationen. Bei konventionellen Autoimmunkrankheiten (Rheumatoide Arthritis)
werden Werte (ber dem Referenzbereich gefunden. Neue Testverfahren
(Hochsensitiver-Test, hsCRP) ermdglichen die Quantifizierung von CRP im
Referenzbereich. Bereits innerhalb des Referenzbereiches erhdht sich bei steigendem
CRP-Wert das kardiovaskulare Risiko.”” Bei Chagas-Patienten wurden CRP-
Erhéhungen in der akuten Phase der Erkrankung,® aber auch nach Manifestation einer
Herzinsuffizienz beschrieben.®® Auch ein erhéhtes IL-6 wurde bei Chagas-Patienten
gefunden. Aus der beobachteten Korrelation der IL-6-Konzentration im Blut und dem
Schweregrad der Herzkrankheit wurde ein prognostischer Wert dieses Markers
postuliert. In vitro lieBen sich im Kulturmedium von T. cruzi-infizierten Endothelzellen
erhéhte IL-6-Konzentrationen nachweisen.®

Auch fur andere Zytokine (siehe Tabelle 4) wie TNFa, IL-2, IL-8, IL-12, und l&sliche
Rezeptoren wie sIL-2R, sCD8 und sCD4 wurde eine Zunahme im Blut insbesondere in
der akuten Phase postuliert, jedoch ohne statistische Signifikanz.®®®’

Vergleichbare Postulate wurden auch fir sIL-2R aus anderen Untersuchungen

abgeleitet.®®
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Tab. 4 Zytokine und Zytokinrezeptoren, die in Studi

en an Chagas-Patienten

untersucht wurden
Zytokin Herkunft Zielzellen Immunologische Effekte
Funktion: T-Zellaktivierung; klonale
T-, B- und NK- Expansion; Induktion von
L2 - Zellen Zellen, Apoptose; Differenzierung zu
Monozyten, zytotoxischen T-Zellen; Aktivierung
Granulozyten von NK- und B-Zellen; Monozyten
und Granulozyten
Klassisches proinflammatorisches
e T_und B-Zellen. B-, TZ :nd NK-"| zytokin; Akutphasereaktion; Effekte
- ellen, , .
Monozyten, auf Zellwachstum, Differenzierung
Thymozyten und Aktivierung;
Osteoklastenaktivierung
T-Zellen, T-und B-Zellen, | vediator einer akuten Entziindung;
IL-8 Monozyten, Mastzellenund | | ¢ kozytenaktivierung -chemotaxis
Granulozyten Thymozyten und -adhasion
Begrenzung der Entziindung durch
T-Zellen und T-, NK- und B- Effekte auf Monozyten: inhibiert
IL-10 Mastzellen, Zellen, Interleukin 12; reguliert Wachstum
Keratinozyten Mastzellenund | g pifferenzierung von B-, T- und
Monozyten, Monozyten NK Zellen, Mastzellen und
Granulozyten
Monozyten, T- Monozyten, ) ) )
TNF- a und Proinflammatorisches Zytokin,
Zellen NK- Granulozyten, _
TNF- 8 Antitumoreffekte
Zellen, Gefallendothel
sIL-2R T-Zellen Rezeptor fur IL-2
sCD8 T-Zellen Rezeptor fir MHC-I- Komplex
T-Zellen,
CD4 Makrophagen, Rezeptor fir MHCII-Komplex
Momozyten
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2.6.2.1.2. Marker des Oxidativen Stress

Leukozyten, vor allem Granulozyten und Makrophagen sind wichtigen Quellen fir
reaktive Sauerstoffspezies (Reactive oxigen species, ROS). Aufgrund ihrer
Reaktionsfahigkeit reagieren ROS mit verschiedensten Biomolekilen. Solche
Reaktionen sind fiur viele Stoffwechselleistungen essentiell. So ist die Phagozytose von
Parasiten unabdingbar an die Bildung von ROS gebunden. Es wurde gezeigt, dass
neutrophile Granulozyten die Fahigkeit zur Amastigoten-Phagozytose verlieren, wenn
sie mit Natriumazid (NaNs), Kaliumcyanid (KCN) (Inhibitoren der Myeloperoxidase-
Aktivitat) oder dem Wasserstoffperoxid (H,0,) abbauenden Enzym Katalase inkubiert

werden.”

Bei einer UberschieBenden Aktivierung von Makrophagen (akute Entziindung) oder
Dauerstimulation bei chronischer Entzindung, aber auch im Zuge chronisch
ischamischer bzw. hypoxischer Zustédnde, wie sie bei Herzinsuffizienz vorkommen
kénnen, Ubersteigt die Bildung von ROS den physiologischen Bedarf. Die Folge sind
unspezifische, in der Regel zytotoxische Reaktionen, die allgemein als Oxidativer Stress

bezeichnet werden.’*"?

Wie fir die Herzinsuffizienz allgemein, wird auch fur die Chagas-Kardiomyopathie

Oxidativer Stress als ein pathogenetisches Element angesehen.”

Dies hat Studien initiiert, in denen die protektive Wirkung von Antioxidantien gepruift

wurde.™

Ein Bindeglied zwischen Parasitenabwehr und uberschieender Produktion von ROS
und damit von Oxidativem Stress ist die Myeloperoxidase, die in neutrophilen
Granulozyten, Monozyten, diversen Gewebsmakrophagen wie etwa Kupfferschen
Sternzellen und Zellen der Mikroglia exprimiert wird und fir die Produktion des toxischen
Hypochlorides verantwortlich ist. Die Myeloperoxidase wurde bisher hauptséachlich als
Prognosemarker beim akuten Koronarsyndrom und bei Herzinsuffizienz eingesetzt.”
Bisher liegen keine Untersuchungen vor, in denen die Myeloperoxidase in klinischen

Studien an Chagas-Patienten als Marker fur den Oxidativen Stress genutzt wurde.

Andere Marker zur Charakterisierung von Oxidativem Stress in Patientenstudien
resultieren aus der Oxidation von polyungesattigten Fettsauren durch ROS. Dazu
gehtren Thiobarbitursaure-reaktive  Substanzen (Malondialdehyd, MDA) und
Lipidperoxide.

Studien zeigten, dass MDA als Marker in der akuten Phase der Chagas-Erkrankung
benutzt werden kann.”®’""® Lipidperoxid-Bestimmungen wurden bisher in klinischen

Studien nicht eingesetzt.
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2.6.2.2. Organspezifische Marker

Bisher ist kein laboratoriumsmedizinischer Marker bekannt, der erfolgreich zur
Diagnostik und Verlaufsbeobachtung der gastrointestinalen Manifestation der
chronischen Chagas-Erkrankung eingesetzt werden kann. Ob ein Marker wie
intestinales Fettsaure-bindendes Protein, fir den ein kommerziell verfigbarer Test
vorhanden ist und der in klinischen Studien bei Ischdmien und massiven Entziindungen
im Darm erhéht gefunden wurde,”*® bei der intestinalen Manifestation der Chagas-
Erkrankung zur Diagnose und Verlaufsbeobachtung eingesetzt werden kann, ist bisher
nicht untersucht.

Im Gegensatz dazu sind kardiale Troponine wie Troponin T und | (cTnT, cTnl) und B-
Typ-natriuretisches Peptid (BNP) etablierte Marker in der Diagnostik und
Verlaufskontrolle von Herzkrankheit wie Myokardinfarkt und Herzinsuffizienz 8828384

Im Hinblick auf die Chagas-Kardiomyopathie existiert bereits eine Reihe von Studien, die
den Stellenwert von BNP als Marker insbesondere in der Verlaufskontrolle belegen.
Ausgehend von den fokalen Entziindungsherden im Chagas-Herz und den damit
einhergehenden Mikrolasionen, erscheint es prinzipiell denkbar, dass die Bestimmung
von kardialen Troponinen (cTn) Hinweise auf den Ubergang von der asymptomatischen

Chagas-Erkrankung zur Chagas-Erkrankung mit Herzmanifestation liefern kann.

2.6.2.2.1. B-Typ-natriuretisches Peptid

85,86

Das B-Typ-natriuretische Peptid (Brain natriuretic peptide, BNP) (nach seiner
Entdeckung im Schweinegehirn friiher als Brain-natriuretisches Peptid bezeichnet)
gehort neben dem atrialen natriuretischen Peptid (ANP) zu den natriuretischen Peptiden
(ANP, CNP). BNP wird in den Ventrikeln synthetisiert. Bei Herzinsuffizienz wird es
verstarkt im Herz gebildet und anschlieBend ins Blut sezerniert. Nach der Synthese von
proBNP wird dieses im Kardiomyozyten prozessiert, wobei das biologisch inaktive NT-
proBNP und das aktive Hormon BNP entstehen. Fir beide Metabolite sind kommerzielle
Tests verfugbar. Stimulus fir die BNP-Synthese ist die Wanddehnung
(Druckiberlastung, Volumeniberlastung). Dartber hinaus sind verschiedenste andere
Stressoren u.a. Ischamie und Oxidativer Stress bekannt, die zu gesteigerter BNP-
Sekretion fihren. Die Funktion des BNP besteht in der Regelung des Wasserhaushalts

und des Blutdrucks tber die Steigerung von Natriurese und Vasodilatation.
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Inzwischen liegen umfangreiche Daten zum Einsatz sowohl von NT-proBNP als auch
von BNP zur Diagnostik, Verlaufsbeurteilung und Therapiekontrolle bei Herzinsuffizienz

vor.%’

Bei der Chagas-Erkrankung wurden im Vergleich zu asymptomatischen Patienten bei
Patienten mit manifester Kardiomyopathie wiederholt erhohte BNP- bzw. NT-proBNP-
Werte im Blut gemessen. Dabei waren Korrelationen zum Schweregrad

nachweisbar,88:89:90.91.92

Widersprichlich sind die Ergebnisse hinsichtlich der BNP-Konzentration in der friihen
Phase der Herzmanifestation. Einerseits unterschieden sich Patienten, die sich nach
klinischen Gesichtspunkten in der asymptomatischen Phase befanden, jedoch bereits in
unterschiedlichem Ausmafl durch Ventrikelarrhythmie und Ventrikeldysfunktion
gekennzeichnet waren, nicht in ihrer BNP-Konzentration.*® Andererseits wurde gezeigt,
dass BNP bereits in Chagas-Patienten erhéht ist, obwohl keine Ventrikeldysfunktion
nachweisbar war.** Die BNP-Konzentration konnte dabei als prognostischer Marker im

Hinblick auf die Mortalitat ausgewiesen werden.*

2.6.2.2.2. Kardiale Troponine

Die kardialen Troponine (cTn), von denen diagnostisch cTnT und cTnl genutzt werden
kénnen, sind integrale Bestandteile des kontraktilen Apparates. Ein geringer (< 10%)
Anteil der Troponine liegt zytosolisch vor. Neben der Funktion als Nekrosemarker,
werden zunehmend physiologische Stressoren und milde Herzpathologien, darunter
entziindliche Zustande, beschrieben, die zu Troponin-Erhéhungen im Blut fihren. Es
wird vermutet, dass dies aus der Freisetzung des zytosolischen c¢Tn-Anteils
resultiert.%%’

Fur die Chagas-Kardiomyopathie liegen bisher drei Untersuchungen vor, in denen

Troponin im Serum untersucht wurde.

Es wurde Uber einen mannlichen Chagas-Patienten berichtet, bei dem nach
angiographischem Ausschluss einer koronaren Herzkrankheit eine cTnT-Erhéhung
nachweisbar war.®® In zwei andere Studien zeigten sich Troponin-Erhéhungen tiberhaupt

nicht oder nur bei einigen Patienten mit Chagas-Kardiomyopathie.?*'®
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Moglicherweise eroffnen sich zukinftig durch den Einsatz neuer sogenannter
~hochsensitiver Troponin-Assays® bessere Mdoglichkeiten mit Hilfe von Troponin-
Bestimmungen einen Beitrag zur Diagnose, Verlaufskontrolle und Prognose der Chagas-
Herzkrankheit zu leisten. Die Uberlegenheit der hochsensitiven Assays gegeniiber den

bisher genutzten Troponin-Assays ist bereits belegt worden.***1%2

2.7. Therapie

In der akuten Phase werden bevorzugt zwei Praparate zur Elimination der Parasiten

159103 gje  unterscheiden sich in ihrer

eingesetzt, Nifurtimox und Benznidazo
Anwendungsdauer (Nifurtimox: 50-120 Tage; Benznidazol: ca. 60 Tage). Bei einigen T.
cruzi -Stdmmen konnten inzwischen Resistenzen gegen die genannten Mittel aufgezeigt
werden. Die Wirkung der Chemotherapeutika in der chronischen Phase ist begrenzt, da
die morphologischen Schaden bereits eingetreten sind. Daher steht bei der chronischen
Erkrankung eine symptomatische Behandlung im Vordergrund. Allgemein wird die
Chemotherapie bei der Chagas-Erkrankung als problematisch angesehen, denn die
bisher im klinischen Einsatz befindlichen Medikamente besitzen erhebliche toxische
Nebenwirkungen, die u.a. auf den langen Zeitraum der Verabreichung zuriickzufihren
sind und insbesondere an der Leber beobachtet bzw. als allergische Reaktion sichtbar
werden. AufRerdem sind die Préparate in einigen endemischen Landern nicht in
genugendem Ausmal} erhaltlich oder sehr teuer. Insgesamt wird beschrieben, dass die

Praparate nur bei 50 % der Patienten wirken.

Nach Manifestation der Chagas-Herzkrankheit steht ein breites Spektrum
therapeutischer Mdglichkeiten zur Verfigung, dass sich von der allgemein (blichen
Therapie der Herzinsuffizienz ableitet und von der medikamentésen Therapie Uber

Schrittmacher- und Defibrillatorimplantation bis zur Herztransplantation reicht.***%

Im Mittelpunkt der Therapie der gastrointestinalen Manifestation der chronischen

Chagas-Erkrankung insbesondere beim Megakolon, - steht neben der Verabreichung

von Abfuhrmitteln (Kolektomie) noch immer die chirurgische Intervention.
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2.8. Problemstellung

Trotz der - in Tabelle 1 dargestellten - deutlichen Reduktion der Erkrankungshéaufigkeit
stellt die chronische Chagas-Erkrankung noch immer eine der fihrenden Ursachen fir
den vorzeitigen Tod in den Landern Lateinamerikas dar und erfordert auch in Zukunft
groldte Anstrengungen des Gesundheitswesens. Insbesondere die Chemotherapie zur
Erregerelimination hat bisher nicht den erhofften Erfolg gebracht. Darlberhinaus sind
Nebenwirkungen fir den Patienten und eine mdogliche Induktion von Erregerresistenz
nicht zu vernachlassigen. Neue Medikamentenentwicklungen leiden zunehmend daran,
dass sich die Entwicklungskosten unter den gegenwartigen sozio-6konomischen
Bedingungen in weiten Teilen Lateinamerikas nicht oder nur sehr langfristig amortisieren
werden. Mdglicherweise ist darin auch ein Grund zu suchen, dass die Entwicklung
vielversprechender Substanzen im Tierexperiment abgebrochen wurde.?

Wenn gegenwartig kein therapeutisches Konzept existiert, um den Ubergang von der
asymptomatischen zur symptomatischen Phase der Chagas-Erkrankung zu verhindern,

S0 erscheint es umso wichtiger,

1. die Patienten herauszufinden, die ein hohes Risiko fir die Entwicklung von
Chagas-Herzkrankheit und intestinaler Krankheit besitzen und

2. fruhzeitig den Ubergang von der asymptomatischen zur symptomatischen
chronischen Chagas-Erkrankung zu erkennen, um diese Patienten, wenn
madglich friher als bisher, den etablierten Therapieverfahren fir Kardiomyopathie

und Megakolon zuzufiihren.

Geht man davon aus, dass trotz lebenslanger Persistenz von Trypanosoma cruzi “nur”
ca. ein Drittel der Patienten von der asymptomatischen Phase (Indeterminate Phase) in
die symptomatische chronische Chagas-Erkrankung mit der Manifestation als Chagas-
Herzkrankheit bzw. intestinale Chagas-Erkrankung Ubergeht, wirden sich erhebliche
Kosteneinsparungen fur das Gesundheitswesen ergeben, wenn es méglich ware, dieses
eine Drittel der Patienten, die ein hohes Risiko fur den Ubergang in die symptomatische
Phase besitzen, bereits in der asymptomatischen Phase zu erkennen.

Unter Berticksichtigung der Autoimmunhypothese der chronischen Chagas-Erkrankung
mit Herzmanifestation bzw. intestinaler Manifestation und der in diesem Rahmen
diskutierten Funktion von Auto-Antikbrpern gegen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
postulieren wir, dass sich Chagas-Herzkrankheit und intestinale Krankheit durch ein
unterschiedliches Auto-Antikdrpermuster unterscheiden kénnten. Dies wirde die

Autoimmunhypothese der chronischen Chagas-Erkrankung stiitzen. Der Nachweis von
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spezifischen Auto-Antikbrpermustern bereits in der asymptomatischen Phase kdnnte das
Risiko der Patienten dokumentieren, zur Gruppe der Patienten zu gehéren, die von der
asymptomatischen in die symptomatische chronische Chagas-Erkrankung tibergehen.

In Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb das Muster von Auto-Antikbrpern gegen betal-
und beta2-Adrenorezeptoren und muscarinergen M2-Rezeptoren in einem Bioassay in
asymptomatischen chronischen Chagas-Patienten (Indeterminate Phase) und
symptomatischen Patienten mit Chagas-Kardiomyopathie und Megakolon bestimmit.

Da im Rahmen dieser Arbeit keine Verlaufsuntersuchungen durchgefiihrt wurden, wird
der Nachweis spezifischer Auto-Antikbrpermuster in der asymptomatischen Phase zur
Abschéatzung des Risikos fur die Entwicklung von Chagas-Spatschaden aus dem

Vergleich mit epidemiologischen Daten zur Haufigkeit der Spatschaden postuliert.

Im Hinblick auf die friihzeitige Diagnose des Uberganges von der asymptomatischen zur
symptomatischen chronischen Chagas-Erkrankung wird geprift, ob die gegenwartig
eingesetzte elektrophysiologische und radiologische Diagnostik zum Nachweis von
Chagas-Herzkrankheit und intestinaler Chagas-Erkrankung durch kostenginstigere,
maoglicherweise die Erkrankungen frithzeitiger anzeigende Untersuchungsverfahren
erganzt oder ersetzt werden kann.

Erfolgversprechend erscheinen uns dabei Methoden der biochemischen Analytik
insbesondere in ihrer standardisierten und automatisierten Form, wie sie im Rahmen der
Laboratoriumsmedizin entwickelt und eingesetzt werden. Die Laboratoriumsmedizin
bietet den Vorteil hochsensitiver Nachweismethoden bei im Vergleich zur
elektrophysiologischen und radiologischen Diagnostik geringeren Kosten. Zusatzlich
sind Elektrophysiologie und Radiologie zeitaufwendig. Sie erfordern hoch qualifiziertes
Fachpersonal und sind nur in speziellen Einrichtungen durchzufiihren. Vom Patienten
erfordert dies insbesondere unter den geografischen Bedingungen in Lateinamerika eine
sehr zeit- und kostenintensive Anreise. Im Gegensatz dazu kann die
Blutprobengewinnung fiir die laboratoriumsmedizinische Diagnostik Zeit und Kosten
sparend beim Patienten vor Ort erfolgen. Nach Transport des Probenmaterials in eine
zentralisierte laboratoriumsmedizinische Einrichtung kdnnen die Patientenproben
kostengtinstig und mit hdchster analytischer Qualitat bearbeitet werden.

Davon ausgehend wird im Rahmen dieser Arbeit geprift, ob laboratoriumsmedizinische
Marker fur die Schadigung von Herz (B-Typ-natriuretisches Peptid; Troponin) und
Intestinum (intestinales Fatty Acid-Binding Protein) sowie Marker zur Charakterisierung
von Entzindung (CRP, Interleukine, TNFa, Myeloperoxidase) und Oxidativem Stress
(Myeloperoxidase, Malondialdehyd, Lipidperoxide) Hinweise fiir den Ubergang von der

asymptomatischen zur symptomatischen Phase bei Chagas-Erkrankung liefern bzw. mit
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diesen Markern frihe Stadien der symptomatischen Phase diagnostiziert werden

kdnnen.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Patienteneinschluss und Klassifizierung

Es wurden Patienten in die Studie eingeschlossen, die sich zwischen 2005 und 2007 in
drei verschiedenen Krankenhdusern in Sucre/ Bolivien (Santa-Barbara-Hospital, Instituto
Gastroenterolégico Boliviano-Japonés und Cristo-de-las-Americas-Hospital) vorgestellt
hatten und mindestens in zwei unabhangigen Tests (indirekte Hamagglutination (IHA);
enzymgekoppelter Immunoassay (ELISA)) positiv fir die Chagas-Erkrankung waren.
Alle Patienten und Kontrollprobanden erklarten schriftlich ihr Einverstandnis zur
Teilnahme an der Studie. Die Studie wurde durch die Krankenhausleitungen der

beteiligten Einrichtungen genehmigt.

Insgesamt wurden 228 Patienten und zusatzlich 29 gesunde Probanden als
Kontrollgruppe in die Studie eingeschlossen. Von den 228 Patienten wurden bei 116
erstmals die Chagas-Erkrankung diagnostiziert. Bei den tbrigen 112 Patienten war eine

symptomatische chronische Chagas-Erkrankung bekannt.

Die Patienten mit Chagas-Erstdiagnose wurden nach Anamnese und Langzeit-EKG
(Holter EKG) Kklassifiziert. Die mit Chagas-Kardiomyopathie assoziierten EKG-
Verédnderungen bestehen in der Regel aus ventrikularen, seltener in supraventrikularen

Arrhythmien. Wie von Wunderlich und Burchard®®

zusammengefasst wurde, liegt bei ca.
10 % der Patienten ein kompletter atroventrikularer Block (AV-Block) vor. Generell
typisch ist der Rechtsschenkelblock (R-Block) zusammen mit anderen Veranderungen.
Haufig sind linksanteriorer Hemiblock (LAH) plus R-Block und die Kombination von R-
Block/T-Wellen-Veranderungen/polymorphe ventr. Extrasystolen (VES). Einschrénkend
muss angemerkt werden, dass pathologische Befunde - wenn auch selten - erst im
Belastungs-EKG auftreten, das jedoch zur Klassifizierung der hier eingeschlossenen
Patienten nicht zur Verfigung stand. Bei Angabe von typischen Symptomen flr
Obstipation wurde eine radiologische Kolonuntersuchung vorgenommen.

Nachfolgend wurden die Patienten folgenden Gruppen zu geordnet:
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1. Chagas-Patient in der Latenz- (indeterminaten) P hase (L): IHA positiv, ELISA

positiv, keine Obstipation, EKG normal

2. Chagas-Patient mit Kardiomyopathie (K): IHA positiv, ELISA positiv, keine
Obstipation, EKG pathologisch

3. Chagas-Patient mit Megakolon (M): IHA positiv, ELISA positiv, Obstipation,

radiologischer Nachweis von Megakolon, EKG normal

4. Chagas-Patient mit Megakolon und Kardiomyopathie (M+K): IHA positiv,
ELISA positiv, Obstipation, radiologischer Nachweis von Megakolon, EKG
pathologisch

5. Gesunde Probanden (C): IHA negativ, ELISA negativ, keine Obstipation, EKG

normal

Die Patienten mit Kardiomyopathie (Gruppe K, M+K) wurden zusatzlich im Hinblick auf
den Schweregrad der Kardiomyopathie klassifiziert.

Dazu wurden nachfolgende Kriterien genutzt.

1. Milde Kardiomyopathie
Milde elektrokardiografische Verénderungen der ventrikularen Repolarisation,

Sinusbradycardie.

2. Moderate Kardiomyopathie
Linksanteriorer Hemiblock, inkompletter Linksschenkelblock,
Rechtsschenkelblock, atrioventrikularer Block (Mobitz Typ ), Vorhofflimmern bei
> 50 Jahre

3. Schwere Kardiomyopathie

Kardiomegalie, dilatative Kardiomyopathie, kompletter Linksschenkelblock,

atroventrikularer Block Il (Mobitz Typ I1), Vorhofflimmern < 50 Jahre
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3.2. Blutabnahme und Serumpréaparation

Um préanalytische Fehler zu vermeiden, wurden die Modalitdten der Blutentnahme
definiert. Die ventsen Blutentnahmen erfolgten mit einer weitlumigen 19-gauge Kanile
(bezogen durch Sarstedt, Nimbrecht) unter moderater Aspiration nach maximal 30
Sekunden vendser Stauung aus der Ellenbeuge. Die ersten drei Milliliter Blut wurden
verworfen. Insgesamt wurden 10 ml Blut durch Venenpunktion gewonnen, 30 min bei
Zimmertemperatur aufbewahrt und anschlieRend bei 3000 x g fir 10 min zentrifugiert.
AnschlieBend wurde das Serum jedes Patienten in Eppendorf-Réhrchen portioniert und

bis zur Analyse bei -20°C gelagert.

3.3. Bestimmung von betal-AAK, beta2-AAK und M2-AAK

Die Quantifizierung von betal-, beta2-, und M2-AAK, erfolgte in einem Bioassay, dessen
Aufbau die grundlegenden Untersuchungen von Wallukat und Wollenberger'®” aus dem

Jahre 1987 zugrunde liegen.

Zur Durchfiihrung des Bioassays wurde aus dem Serum zur Anreicherung der
Autoantikérper IgG prapariert. Nach Gewinnung und Kultivierung von sponstan
schlagenden neonatale Rattenkardiomyozyten wurden diese mit dem praparierten 1gG
inkubiert und die Anderung der Schlagfrequenz der Kardiomyozyten als MaR fir die
Aktivitdt der IgG-Praparation bestimmt. Zur Differenzierung der Autoantikorper
hinsichtlich des durch sie aktivierten G-Protein-gekoppelten Rezeptors kann der Assay

in Gegenwart spezifischer Antagonisten durchgefiihrt werden.

3.3.1. Immunglobulin-Praparation

In einem 2 ml fassenden Reaktionsgefda? wurden zu 1 ml Serum unter Schitteln
tropfenweise 660 I einer gesattigten Ammoniumsulfatldsung zugegeben, so dass eine
Endkonzentration von 40 % erreicht war. Nach 18-stiindiger Inkubation bei 4C folgte
eine 15-minitige Zentrifugation bei 6.000 x g ebenfalls bei 4C. Nach Entfernung des
Uberstandes wurde das Pellet in 750 pl Dialysepuffer (phosphate buffered saline, PBS)
aufgenommen und mit Hilfe eines Vortex-Gerates gemischt. Anschliel3end wurden unter
Schitteln  tropfenweise 750 pl  einer  gesattigten  Ammoniumsulfatiésung

(Endkonzentration: 50 %) zugegeben. Dieser Resuspendierungsschritt wurde nach
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erneuter Zentrifugation noch einmal wiederholt. AnschlieRend wurde das Pellet in 700 pl
PBS-Dialysepuffer gelést und gegen einen PBS-Dialysepuffer drei Tage lang dialysiert.
Das Volumenverhéltnis von Probe zu Puffer betrug 1:100. Die Dialyse erfolgte bei 4C
bei taglich zweimaligem Pufferwechsel. Die erhaltene 1gG-Fraktion wurde anschlieRend

bei -20C gelagert.

3.3.2. Gewinnung und Kultivierung von neonatalen Ka  rdiomyozyten

Zur Gewinnung einer neonatalen Kardiomyozyten-Zellkultur wurden bis zu zehn 1-3
Tage alte Ratten dekapitiert. Der Brustkorb wurde mit 70 %-igem Ethanol desinfiziert
und mit einer Schere gedffnet, das Herz freiprépariert und in eine Petrischale mit PBS
und Antibiotikum (Penicillin/Streptomycin) Uberfiihrt. Nach Entfernen der Atrien wurden
die Ventrikel separiert und in 4-6 Stlicke geteilt. Die Ventrikelstlicke wurden zweimal mit
PBS und Antibiotikum und abschlieBend nur mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurden
die Ventrikelsticke in 15 ml PBS, dem Trypsin (Endkonzentration 0.2 %) zugesetzt
wurde, suspendiert. Nach Inkubation der Suspension bei 37C fir 3 min wurde der
Uberstand verworfen und die Ventrikelstiicke in 30 PBS/Trypsin (Endkonzentration 2 %)
resuspendiert. Nach 20 min Inkubation bei 37C wurd e die Trypsinisierung mit 10 ml
eiskaltem hitzeinaktiviertem neonatalem Kalberserum (NKS) gestoppt. Die tiberstehende
Zellsuspension wurde abgehoben und die tbriggebliebenen Ventrikelreste erneut wie
vorstehend beschrieben trypsinisiert. Die Zellsuspensionen wurden anschliel3end
vereinigt, in ein Zentrifugengefald tGberfihrt und bei 130 x g fir 6 min zentrifugiert. Der

Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 20 ml SM 20-1 Medium aufgenommen.

Nach Vermischen von 100 pl Zellsuspension mit 100 pl Trypanblaulésung wurden
Zellzahl und Zellvitalitat mit einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer bestimmt. Pro Herz

wurden 1-2 x 10° Kardiomyozyten gewonnen.

Fir die Zellkultur wurden 2,4 x 10° in 2,5 ml SM 20-1 ( 6 mMGlukose, 10 % neonatales
Kalberserum (NKS), 2 mM Glutamin, 2 uM 2 5-Fluor-2’desoxyuridin, 0,1 mU Insulin)
suspendiert und in 12,5 cm? Falcon-Kulturflaschen tberfiihrt. Die Zellen wurden bei 37°
C im Brutschrank kultiviert. Das Medium wurde am Tag nach der Isolierung und dann
jeden zweiten Tag erneuert. Alle diese Schritte wurden unter sterilen Bedingungen

durchgefihrt.
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3.3.3. Messung der Pulsationsrate von neonatalen Ka  rdiomyozyten

Es wurden neonatale Ratten-Kardiomyozyten vom 3. oder 4. Tag der Kultivierung
verwendet. Dazu wurde das Kulturmedium durch 2 ml SM20-1 Medium mit 10 % NKS
ersetzt und die Zellkultur erneut fur 1 h im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden
die Kulturflaschen auf den auf 37° C temperierten O bjekttisch eines Invertmikroskops
transferiert. 10 Messfelder mit synchron kontrahierenden Zellaggregaten wurden mit
Hilfe einer gelochten Metallschablone auf dem Objekttisch ausgewahlt. Mittels
computergestitzter Messung (Programm Imagoquant Fourieranalyse 100) wurde die
Pulsationsrate pro 15 Sekunden in jedem Feld bestimmt und gemittelt. Die so ermittelte

Pulsationsrate entspricht der basalen Pulsationsrate der Kardiomyozytenkultur.

3.3.4. Assay-Standardisierung

Es wurden nur Zellkulturen genutzt, deren basale Pulsationsrate 120 und 160 Schlage
pro Minute betrug. Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit 10 uM Isoprenalin
stimuliert. Nach 5 min musste sich die Schlagfrequenz um mehr als 45 Schlage pro
Minute erhéhen. Da die Chagas assoziierten AAK gegen den zweiten extrazellularen
Loop der Rezeptoren gerichtet sind, war die Neutralisation der AAK induzierten
Schlagfrequenzerhéhung durch Peptide, die gegen den zweiten extrazellularen Loop
gerichtet sind, eine weitere Voraussetzung fur die Nutzung der Zellkulturen. Als zweite
Positivkontrolle diente ein kommerziell verfiigbarer polyklonaler Antikérper (Goat anti
ADRB1; EBO7133; Everest Biotech Ltd, Oxfordshire, UK) gegen den zweiten Loop des
betal-Rezeptors. Nach einstindiger Inkubation mit diesem Antikdrper (Verdinnung
1:100) musste die Schlagfrequenzzunahme mehr als 20 Schlage pro Minute betragen
und vollstandig durch Propranolol blockierbar sein. In so selektierten Zellkulturen betrug
die von-Tag-zu-Tag-Streuung fur die Differenz zwischen stimulierter und basaler
Schlagfrequenz weniger als 15 %, ermittelt nach Stimulation mit Isoprenalin bzw. dem

kommerziellen Antikérper.

3.3.5. Bestimmung der AAK-Aktivitat und Differenzie  rung der AAK

Zuerst wurde die basale Schlagfrequenz wie vorstehend beschrieben ermittelt.

Anschlieend wurden Atropin und die Patientenprobe (IgG-Praparation 1: 20 verdinnt)

zugesetzt. Durch Atropin (Endkonzentration 10 uM) wurden die M2-Rezeptoren des
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Bioassays blockiert. Damit wird verhindert, dass negativ chronotrope (M2-AAK) und
positiv chronotrope AAK des Patientenserums interferieren. Nach einer Stunde
Inkubation wurde die Schlagfrequenzzunahme in den gleichen Feldern, in denen die
Basalrate bestimmt wurde, gemessen. Die Frequenzzunahme weist auf die Existenz von
chonotropen beta-AAK. Zur Differenzierung von betal- und beta2-AAK wurde der beta2-
Rezeptor-spezifische Antagonist ICI 118.551 (0,1 uM) zugesetzt. Die danach ermittelte
Schlagfrequenz resultiert aus der Anwesenheit von betal-AAK. Die beta2-AAK-Aktivitat
des Patienten ergibt sich folglich aus der Schlagfrequenzzunahme in Vergleich zur
Basalrate vor ICI 118.551-Zugabe minus Schlagfrequenzzunahme nach ICI 118.551-
Zugabe. Als 1 U AAK-Aktivitat wurde eine Schagfrequenzzunahme von einem Schlag

pro Minute definiert.

In einer separaten Bestimmung wurde der Assay, wie zuvor beschrieben, in Gegenwart
von Propranolol (1 uM) an Stelle von Atropin durchgefiihrt. Dadurch wurden die beta-
Rezeptoren blockiert und die negativ inotrope Aktivitat der Patienten-M2-AAK konnte
gemessen werden. Abb. 11 zeigt reprasentativ fir einen Patienten mit betal-, beta2-

und M2-AAK die im Bioassay genutzte Strategie zur Bestimmung der AAK-AKktivitat.

8.0 7,00

6,01 4,50

4,0
167 2,50

Sl ]

0,0 \ \
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-2,0

Schlagfrequenzénderung/

Abb. 11 Beispiel fur die Quantifizierung und Differ  enzierung von betal-, beta2- und
M2-AAK im Serum eines Chagas-Patiente n mit Kardiomyopathie durch
selektive Zugabe von Antagonisten. In  Klammern: resultierende AAK-
Aktivitat
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3.4. Bestimmung der Entzindungsmarker

3.4.1. Bestimmung des C-reaktiven Proteins (CRP)

Die CRP-Bestimmung erfolgte automatisiert am Modular P800 unter Verwendung von
Tina-quant® CRP HS (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland). Es handelt
sich dabei um einen immunturbidimetrischen Test, der auf der ,Dual-Radius-Enhanced
Latex Technology" beruht und eine hohe Préazision insbesondere auch im niedrigen
Konzentrationsbereich (< 5 mg/l) garantiert. Die Test-spezifischen Angaben zur

Prazision und zum Referenzbereich sind in Tab. 5 aufgefuhrt.

3.4.2. Bestimmung von Interleukinen, l8slichen Inte  rleukinrezeptoren und TNF «

Die Bestimmungen von IL-6, IL-8, IL-10, IL-2R und TNFa erfolgten automatisiert am
Immulite 2000 (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH). Dabei bilden spezifische
polyklonale Antikorper, die an Polystyrolkugeln gekoppelt sind (Festphase), Antigen des
Probenmaterials und einem zweiten mit Phosphatase-markierten Antikbrpern einen
Sandwich-Komplex. Nach Trennung von ungebundenen Probenbestandteilen und
Zugabe eines entsprechenden Phosphatase-Substrates wird die Chemilumineszenz
detektiert. Die Test-spezifischen Angaben zur Sensitivitat und zum Referenzbereich sind

in Tab. 5 aufgefihrt.
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Tab. 5 Referenzbereich der klinisch-chemischen Mark  er

Marker UNG Referenzbereich/Cut off
C-RP 1 mg/l <5 mgll
IL-2R 5 U/ml 223-710 U/ml
IL-6 2 pg/mi < 3,4 pg/ml
IL-8 2 pg/mi < 62 pg/ml

IL-10 1 pg/ml < 9,1 pg/ml
TNFa 1,7 pg/mi < 8,1 pg/ml
MPO 2 ug/l < 654 pgll
LPO 7 umol/l <180 pmol/l

TBARS 0,15 pmol/l < 2 ymol/l
NT-

proBNP 5 ng/l <125 ng/l
cTnT 10 ng/l <10 ng/l

hs cTnT 3 ng/l <13 ng/l

UNG, Untere Nachweisgrenze; C-RP, C-Reaktive Protein; IL-2R, Interleukin-2 Rezeptor;
IL-6, Interleukin 6; IL-8, Interleukin 8; IL-10, Interleukin 10; TNFa, Tumornekrosefaktor a;
MPO, Myeloperoxidase; LPO, Lipidperoxide; TBARS, Thiobarbitursaure-reaktive
Substanzen; NT-proBNP, N-terminales B-Typ-natriuretische Peptid; c¢TnT, kardiales

Troponin T (4. Generation); hs cTnT, hochsensitives kardiales Troponin T.

3.4.3. Bestimmung von Markern fir Oxidativen Stress

Die Bestimmung der Serum-Myeloperoxidase (MPO) erfolgte mittels MPO ELISA Kit
(Immundiagnostik AG, Bensheim, Deutschland). Der Test basiert auf der Reaktion von
polyklonalen anti-humanen MPO-Antikérpern. Das Konjugat wurde mit einem
Peroxidase-markierten zweiten polyklonalen anti-MPO-Antikrper umgesetzt. Die
Quantifizierung des so gebildeten Konjugates (MPO-AK1---MPO---MPO-AK2peosidase)
erfolgte durch Zugabe des Peroxidase-Substrates TMB bei 450 nm.

Zur Bestimmung der Lipidperoxide (LPO) wurde der Per-Ox Assay (Immundiagnostik,

AG, Bensheim, Deutschland) eingesetzt. Es handelt sich dabei um einen

41



photometrischen Assay, bei dem die Lipidperoxide des Serums mittels Peroxidase

entsprechend der Reaktionsgleichung

ROOH + Elektronen-Donator,eq + 2 H* — ROH + H,O + Elektronen-Donatory

umgesetzt werden. Als Elektronen-Donator dient 3,3',5,5° Tetramethyl-benzidin (TMB),

dessen Oxidationsprodukt (Chromogen) bei 450 nm photometrisch gemessen wird.

Thiobarbitursaure-reaktive Substanzen (Malondialdehyd, MDA) wurden mit dem
Malondialdehyd HPLC Kit (Immundiagnostik AG, Bensheim, Deutschland) bestimmt.

Im ersten Schritt werden Praformen von Malondialdehyd (Lipidperoxide von dreifach-
ungesattigten Fettsauren) bzw. Malondialdehyd im Serum mit Thiobarbitursdure in
saurer Losung bei ca. 90°C zu einem roten Farbkomplex umgesetzt. Da verschiedene
andere Produkte des Serums (z.B. andere Aldehyde, Glukose, Bilirubin) ebenfalls mit
Thiobarbitursaure reagieren und ahnlich gefarbte Verbindungen ergeben, folgt der
Primarreaktion eine Trennung mittels HPLC und anschlielender fluorimetrischer
Detektion.

Die Test-spezifischen Angaben zur Sensitivitat und zum Referenzbereich sind in Tab. 5

aufgefuhrt.

3.5. Bestimmung der Herzmarker

Die Bestimmung von NT-proBNP, cTnT und hs cTnT erfolgte automatisiert mittels
Immunoanalyzer Elecsys 2010 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland).
Dabei wird die Elektro-Chemi-Lumineszenz-Technologie (ECL) mit der Steptavidin-
Biotin-Technologie verknipft. Dazu wird die Serumprobe mit einem biotynilierten und
einem zweiten, mit einem Ruthenium-Komplex (Tris(2,2’-bipyridyl)ruthenium(ll)-
Komplex) markierten polyklonalen Antikérper zu einem Sandwich-Komplex umgesetzt.
Durch Zugabe von Streptavidin-beschichteten magnetischen Mikropartikeln werden die
Sandwich-Komplexe Uber die biotinylierten Antikdrper an die Mikropartikel gebunden.
Nach Uberfuhrung der Sandwich-Komplexe in die Messkammer werden die
Mikropartikel in der Messzelle magnetisch an der Messelektrode fixiert und nach
elektrisch induzierter Chemilumineszenz durch einen Photomultiplier detektiert.

Die Test-spezifischen Angaben zur Sensitivitat und zum Referenzbereich sind in Tab. 5

aufgefuhrt.
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3.6. Statistik

Die qualitativen Daten sind in Tabellen bzw. in Saulendiagrammen unter Angabe
entweder der Anzahl an Probanden, die mit dem jeweiligen Merkmal behaftet waren
oder des Anteils in Prozent der mit dem Merkmal behafteten Probanden dargestellt. Die
gquantitativen Daten sind als Boxplots mit Median, 25. und 75. Perzentile und 5. und 95.
Perzentile unter Auffihrung der AusreiRer dargestellt. Konzentrationen bzw. Aktivitaten,
die vom entsprechenden Assay als kleiner ,untere Nachweisgrenze (UNG)" bzw. ,Null”
ausgegeben wurden, sind entsprechend einer gebrauchlichen Konvention auf den Wert
des halben Bereiches unterhalb der UNG festgesetzt worden und mit diesem Wert in die
statistischen Analysen eingegangen.

Die statistische Analyse erfolgte mit dem Programm SPSS 15.0 fur Windows (SPSS
Inc., Chicago, US).

Die Analyse der qualitativen Daten erfolgte mit dem Pearson Chi-Quadrat-Test und
anschlielend dem Exakten Test nach Fisher. Zur Analyse der quantitativen Daten
wurden der nichtparametrische Test nach Kruskal-Wallis (nichtparametrische ANOVA)
und anschlie3end der U-Test nach Mann-Whitney eingesetzt.

Mittels der Analyse der linearen Regression wurden Beziehungen zwischen den
untersuchten quantitativen Daten analysiert.

Diagnostische Sensitivitat und Spezifitat von Markern zur Gruppendifferenzierung
wurden in ,receiver operating characteristics” (ROC) unter Angabe der cut offs mit

hdchster diagnostischer Effizienz dargestellt.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Charakteristik von Kontrollen und Patienten mi t chronischer Chagas-
Erkrankung

Die Studie schloss insgesamt 228 Patienten mit chronischer Chagas-Erkrankung und 29
gesunde Probanden als Kontrollen (C) ein. Die Chagas-Patienten wurden den folgenden
Gruppen zugeordnet: 96 asymptomatische Patienten (Latenz-Gruppe, Indeterminate
Gruppe = L), 57 mit Herzkrankheit (Kardiomyopathie-Gruppe = K), 30 mit Megakolon
(Megakolon-Gruppe = M) und 45 mit Kardiomyopathie kombiniert mit Megakolon (M+K).
(Abb.12)
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Abb. 12 Anzahl der gesunden Probanden und Patienten mit chronischer
Chagas-Erkrankung, die in die Studie  eingeschlossen wurden.
C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon

und Kardiomyopathie.

Unter den Studienteilnehmern waren 156 Frauen und 101 Maénner. In der
Kontrollgruppe, der Latenz-Gruppe und in der Gruppe mit Megakolon tberwog die

Anzahl der Frauen die der Manner. Im Gegensatz dazu bestand die Kardiomyopathie-
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Gruppe aus mehr mannlichen als weiblichen Patienten. In der Gruppe mit
Kardiomyopathie und Megakolon war das Verhéaltnis von méannlichen und weiblichen
Patienten nahezu ausgeglichen. Damit unterscheidet sich das Geschlechtsverhéltnis in
den Gruppen C (p <0.02), L (p <0.001) M (p < 0.05) und M+K (p < 0.05) signifikant von
dem in Gruppe K. Die Gruppe M+K zeigte zu C und M keinen und zu L (p < 0.05) einen
signifikanten Unterschied (Abb. 13).
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Abb. 13 Geschlechtsverteilung von gesunden Probande n und Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung
C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; (*), sign. Unterschied vs. C, L, M, M+K; (**), sign.
Unterschied vs. L.

Von den Patienten waren 161 in landlichen und 96 in stadtischen Regionen geboren.
Zum Zeitpunkt der Studie lebten nur noch 46 in landlichen Regionen, wahrend 211 in
stadtischen Regionen wohnten. Dies resultierte aus dem Umzug von 117 Personen von
der landlichen in die stadtische Region, wahrend nur 2 Personen in die umgekehrte
Richtung wechselten. Bei 138 Personen waren zum Zeitpunkt der Untersuchung

Geburtsregion und Wohnregion identisch. Zusammengefasst ergab sich eine signifikante
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(p < 0.001) Bewegung aus den landlichen Regionen zu den stadtischen Regionen hin
(Abb. 14).
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Abb. 14 Geburtsort und Wohnort von gesunden Proband en und Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung

(%), sign. Unterschied vs. Wohnort.

Nach Analyse des Lebensalters der in die Studie eingeschlossenen Kontrollen und
Patienten sieht man einen statistischen Unterschied zwischen den Gruppen. Wahrend
sich die Gruppen C und L nicht unterscheiden, sind die Probanden in diesen beiden
Gruppen signifikant (p < 0.001) jinger als die Patienten in K, M und M+K. K und M
unterscheiden sich im Alter nicht. Die Patienten in M+K sind dagegen signifikant alter als
die Patienten in K (p < 0.01), und M (p < 0.01) (Abb. 15).
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Abb. 15 Alter von gesunden Probanden und Patienten mit chronischer Chagas-
Erkrankung
C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; (*), sign. Unterschied vs. C, L; (+), sign. Unterschied vs.

K, M.

4.1.1. Subklassifizierung der Patienten mit Kardiom  yopathie

Von den 102 Patienten mit Kardiomyopathie (K, M+K) wurden bei 31 im Rahmen der
Studie erstmals Zeichen fur eine Herzkrankheit beobachtet (Abb. 16). Bei 71 war die
Herzkrankheit bekannt. Nach der Klassifizierung der Patienten im Hinblick auf den
Schweregrad der Kardiomyopathie fanden sich insgesamt 8 Patienten in der Gruppe mit
milder Kardiomyopathie, 52 Patienten in der Gruppe mit moderater Kardiomyopathie und
42 Patienten in der Gruppe mit schwerer Kardiomyopathie. Aufgeteilt auf die Gruppen K
und M+K fanden sich 3 Patienten, 25 Patienten und 29 Patienten bzw. 5 Patienten, 27
Patienten und 13 Patienten mit milder, moderater bzw. schwerer Kardiomyopathie.
Danach befanden sich in der Gruppe K signifikant mehr Patienten mit schwerer
Kardiomyopathie als in M+K (p < 0.01) (Abb. 17).
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Abb. 16 Anzahl der Patienten mit bekannter Kardiomy  opathie bzw. der
Erstdiagnose Kardiomyopathie
K, Kardiomyopathie; M+K, Megakolon und Kardiomyopathie.
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Abb. 17 Schweregrad der Kardiomyopathie
K, Kardiomyopathie; M+K, Megakolon und Kardiomyopathie; (*), sign.

Unterschied vs. M+K.
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4.1.2. Subklassifizierung von Kontrollen und Patien ten hinsichtlich des
Zeitpunktes der Blutabnahme

Je nach Aufnahmediagnose und daraus resultierendem klinischen Management
(Schrittmacherimplatation,  Kolonchirurgie) wurden Patienten in die  Studie
eingeschlossen, bei denen der Zeitpunkt der Blutabnahme zwar nicht unmittelbar,
jedoch innerhalb der ersten 15 Tage nach der chirurgischen Intervention lag und damit
nicht ausgeschlossen werden konnte, dass die zeitliche Néhe der Blutabnahme nach der
chirurgischen Intervention Einfluss auf die zu untersuchenden Parameter haben konnte.

Dies musste dann in den nachfolgenden Analysen bertcksichtigt werden.
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Abb. 18 Anzahl der Patienten, bei denen die Blutabn  ahme unabhéangig von einer
chirurgischen Intervention bzw. 2 1 Tage < 15 Tage nach chirurgischer
Intervention erfolgte.

C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon

und Kardiomyopathie; (*), sign. Unterschied vs. K.

Abb. 18 weist fur die Untersuchungsgruppen jeweils die Anzahl der Patienten aus, bei
denen eine Assoziation von Blutabnahme und chirurgischer Intervention nicht
ausgeschlossen werden kann. Danach erfolgte in der Latenz-Gruppe

(Gallenblasenoperation) bei nur einem Patient (1 %) und in der Gruppe mit
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Kardiomyopathie (Schrittmacherimplantation) bei 12 % die Blutabnahme nach einer
chirurgischen Intervention. Im Vergleich dazu erfolgte die Blutabnahme nach der
chirurgischen Intervention in der Megakolon-Gruppe bei 56 % der Patienten
(Kolonchirurgie) und in der Gruppe M+K (Kolonchirurgie oder Schrittmacherimplantation)
bei 27 % der Patienten. In Gruppe M war danach der Anteil an Patienten, bei denen die
Blutabnahme nach der chirurgischen Intervention erfolgte, signifikant grof3er als in
Gruppe K (p < 0,001), nicht jedoch im Vergleich zu Gruppe M+K. Die Gruppen K und

M+K unterschieden sich nicht.

4.2. Auto-Antikbrper gegen  G-Protein-gekoppelte Rez  eptoren in  der

Kontrollgruppe und in Patienten mit chronischer Cha gas-Erkrankung

Nach Analyse von mehr als 100 Gesunden ergab sich in Vorversuchen fir die
Frequenzénderung der neonatalen Kardiomyozyten nach Zugabe der IgG-Praparation
ein cut off von 4,0 U (xx3SD) fir betal- und beta2-AAK sowie -4,0 U (xx3SD) fur M2-
AAK. In den Patientengruppen fand sich weder ein Einfluss des Blutabnahmezeitpunktes
(nach chirurgischer Intervention) auf die Auto-Antikorperpositivitdt bzw. -negativitat noch
auf die Auto-Antikdrperaktivitat. In die nachfolgenden Analysen wurden deshalb alle
Studienteilnehmer eingeschlossen. Abb. 19 zeigt den Anteil (%) der jeweils fur die
Antikorper positiven Studienteilnehmer. Fir die Kontrollgruppe bedeutete dies, dass sie
positiv zu 0 % fir betal- und M2-AAK sowie zu 3 % fir beta2-AAK war. Im Hinblick auf
beta2-AAK bedeutete dieses, dass ein Kontrollproband positiv war.

Die Patienten mit chronischer Chagas-Erkrankung und Kardiomyopathie waren zu 100
% positiv fur betal-AAK, zu 89 % fir beta2-AAK und zu 98 % fir M2-AAK.

Die Chagas-Patienten mit Megakolon zeigten zu 97 % Positivitat fir beta2-AAK, zu 100
% fur M2-AAK aber nur zu 38 % fir betal-AAK. Damit bestand ein signifikanter
Unterschied im Auftreten von betal-AAK bei den Patienten mit Kardiomyopathie bzw.
Megakolon (p < 0.001).

Verstandlich ist, dass beim Vorliegen sowohl von Megakolon als auch Kardiomyopathie
(Gruppe M+K) alle 3 Auto-Antikdrper in nahezu allen Patienten vorkamen (betal-AAK =
96 %, beta2-AAK = 98 %, M2-AAK = 100 %). FiUr betal-AAK ergab sich dadurch
zwischen der Gruppe M+K, K und den Patienten mit Megakolon (Gruppe M) ein
signifikanter Unterschied (p < 0.001).

Das typische Zeichen fir Patienten mit Kardiomyopathie war damit das Auftreten von
betal-AAK gemeinsam mit M2-AAK, fur die Patienten der Megakolon-Gruppe der

Nachweis von beta2-AAK gemeinsam mit M2-AAK. Damit ergaben sich als
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charakteristische AAK-Muster die Kombination von betal-/M2-AAK bei Chagas-
Kardiomyopathie und beta2-/M2-AAK bei Chagas-Megakolon.

In der Latenz-Gruppe sind 34 % fir betal-AAK, 33 % fur beta2-AAK und 42 fur M2-AAK
positiv. Damit bestand ein signifikanter Unterschied in der Haufigkeit des Auftretens von
betal- (p < 0.001), beta2- (p < 0.001) und M2-AAK (p < 0.001) in den latenten Patienten,
verglichen mit denen in der Kardiomyopathie- und Kardiomyopathie/Megakolon-Gruppe.
Vergleichbar stellte sich die Situation fur beta2- und M2-AAK, jedoch nicht fir betal-AAK
beim Vergleich von Latenz-Gruppe und Megakolon-Gruppe dar (Abb. 19).

125
B betal-AAK
@ beta2-AAK
100 A O M2-AAK
S
— 75
G
£ o *
= 50
)
(@]
ol
25
O |
C L K M M+K
Gruppe
Abb. 19 Auto-Antikérpermuster in gesunden Probanden und in Patienten mit

chronischer Chagas-Erkrankung

C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; betal-AAK, Auto-Antikbrper gegen beta-1
Adrenorezeptor; beta2-AAK, Auto-AntikOrper gegen beta-2 Adrenorezeptor;
M2- AAK, Auto-Antikdrper gegen Muscarinerge-2 Acetylcholinrezeptoren; (%),
betal-AAK von M < betal-AAK von K und M+K; (**), betal-, beta2- und M2-
AAK von L < K und M+K.
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Nach Analyse der Latenz-Gruppe im Hinblick auf das Auftreten der Kombinationen
betal-/M2-AAK bzw. beta2-/M2-AAK fanden sich in 34 % der latenten Patienten
entweder die Kombination betal-/M2-AAK oder beta2-/M2-AAK oder aber beide
Kombinationen (Abb. 20).
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Abb. 20 Haufigkeit der Latenz-Gruppe mit Positivita  t fur betal-/M2-AAK oder
beta2- /IM2-AAK oder fur beide Kombina tionen

4.2.1. Auto-Antikodrperaktivitéat

Schaut man nicht nur auf die Verteilung der Auto-Antikérper hinsichtlich Positivitat und
Negativitat, sondern auch auf die Hohe des Auto-Antikérper-Levels, zeigte sich ein
deutlicher Unterschied bei Vergleich der Patientengruppen (Abb. 21). Dabei wurden nur
die Patienten in die Analyse eingeschlossen, die Positivitat fur die entsprechenden Auto-
Antikorper zeigten. Bei den Kardiomyopathie-Patienten lagen betal-AAK- und M2-AAK-
Aktivitat signifikant hoher als in den Patienten der Latenz-Gruppe, die positiv fur diese
AAK waren (p < 0,001; p < 0,001). Auch gegenlber den betal-AAK und M2-AAK
positiven Patienten mit Megakolon fanden sich in der Kardiomyopathie-Gruppe
signifikant hohere Werte fir betal-AAK und M2-AAK (p < 0,001; p < 0,001). Zusétzlich
wiesen die Patienten in der Latenz-Gruppe im Vergleich zur Megakolon-Gruppe
signifikant hohere Werte fur betal-AAK und M2-AAK auf (p < 0,001; p = 0,003). Im
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Gegensatz dazu war die beta2-AAK-Aktivitat in den Megakolon-Patienten signifikant
hoher als bei den Patienten in der Latenz-Gruppe bzw. bei denen mit Kardiomyopathie
(p <0,01; p <0,01). Zusatzlich war die beta2-AAK-Aktivitat in den Patienten der Latenz-

Gruppe signifikant hoher als in den Patienten mit Kardiomyopathie.
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Abb. 21 Betal-AAK-, beta2-AAK- und M2-AAK-Aktivitdt  in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung und Positivitat fur die entsprechenden
Antikérper in der Latenz-Phase und mit Manifestati  on als Kardiomyopathie
bzw. Megakolon.

L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; betal-AAK, Auto-Antikdrper
gegen beta-1Adrenorezeptor; beta2-AAK, Auto-Antikorper gegen beta-2
Adrenorezeptor; M2- AAK, Auto-Antikdrper gegen Muscarinerge-2
Acetylcholinrezeptoren; (x), betal-, M2-AAK von K > betal, M2-AAK von L, M;
(**), betal-,M2-AAK von L > betal, M2-AAK von M; (**x), beta2-AAK von M >
beta2-AAK von L, K; (+), beta2-AAK von L > beta2 AKK von K.

Analysiert man nun die unterschiedlichen AAK-Level der Kardiomyopathie- und
Megakolon-Gruppe, zeigte sich entsprechend der ROC-Charakteristik fur betal-AAK,

dass bei einem cut off von 9,6 U (Sensitivitdt 0,96; Spezifitat 1,0) Patienten mit
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Kardiomyopathie bzw. Megakolon mit hochster Effizienz voneinander unterschieden
werden konnen (Abb. 22). Die Abb. 23 und 24 zeigen die ROC-Charakteristiken fur
beta2-AAK und M2-AAK, die entsprechend ihrer Sensitivitat und Spezifitdt den betal-
AAK in der Differenzierung von Chagas-Kardiomyopathie und —Megakolon unterlegen

waren.
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Abb. 22 Receiver Operating Characteristics (ROC) fi  r betal-AAK basierend auf

Patienten mit Kardiomyopathie bzw. Me gakolon.
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Abb. 23 Receiver Operating Characteristics (ROC) fi  r M2-AAK basierend auf

Patienten mit Kardiomyopathie bzw. Me  gakolon.
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Abb. 24 Receiver Operating Characteristics (ROC) fi  r beta2-AAK basierend auf

Patienten mit Kardiomyopathie bzw. Me gakolon.

Wendet man fir betal-AAK den cut off von 9,6 U zur Unterscheidung von Chagas-
Patienten mit Kardiomyopathie bzw. Megakolon nun auf die 34 % der Patienten der
Latenz-Gruppe an, fur die wir aufgrund ihres AAK-Musters ein Risiko fur die Entwicklung
von Spatschaden postuliert haben, lassen sich 85 % dieser Risiko-Patienten dem

Kardiomyopathie-Muster und 15 % dem Megakolonmuster zuordnen.

4.2.2. Vergleich der Auto-Antikdrperaktivitat bei P atienten mit chronischer
Chagas-Erkrankung in der Latenz-Phase mit dem Risi ko fur Kardiomyopathie und

mit Kardiomyopathie unterschiedlichen Schweregrades

Die hypothetische Funktion der betal-AAK und M2-AAK in der Pathogenese der
Chagas-Kardiomyopathie sollte sich manifestieren lassen, wenn es gelange unter
Einschluss der Patienten mit dem Risiko fir Kardiomyopathie eine Korrelation zwischen
den verschiedenen Schweregraden der Kardiomyopathie und dem Level insbesondere
von betal-AAK bzw. M2-AAK nachzuweisen. Als Patienten der Latenz-Gruppe mit
Kardiomyopathie-Risiko wurden, wie zuvor dargestellt, solche mit betal-/M2-AAK-
Positivitat und einer betal-AAK-Aktivitat > 9,6 U angesehen. Wie in Abb. 25 dargestellt
ist, lieR sich ein signifikanter Anstieg (p < 0,02) der betal-AAK-Aktivitdt ausgehend von
den Patienten in der Latenz-Phase mit typischen AAK-Muster (betal-/M2-AAK-
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Positivitat, betal-AAK-Aktivitat > 9,6 U) zu den Patienten mit schwerer Kardiomyopathie
nachweisen. Fir M2-AAK wurde keine signifikante Korrelation gefunden (Abb.26).
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Abb. 25 Korrelation von betal-AAK-Aktivitat und Sch ~ weregrad der
Kardiomyopathie bei Patienten mit chronischer Chag as-Erkrankung.
Eingeschlossen wurden Patienten der Latenz-Gruppe mit Positivitat fir betal-
/IM2-AAK (Risiko) und Patienten mit Kardiomyopathie (Gruppe K und M+K). (p <
0,02); betal-AAK-Aktivitat, Auto-Antikdrper-Aktivitat gegen betal

Adrenorezeptor; r, Korrelationskoeffizient.
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Abb. 26 Korrelation von M2-AAK-Aktivitat und Schwer egrad der
Kardiomyopathie bei Patienten mit chronischer Cha  gas-Erkrankung.
Eingeschlossen wurden latente Patienten der Latenz-Gruppe mit Positivitat fr
betal-/M2-AAK (Risiko) und Patienten mit Kardiomyopathie (Gruppe K und
M+K); M2-AAK-Aktivitat, Auto-Antikdrper-Aktivitat gegen Muscarinerge-2

Acetylcholinrezeptoren; r, Korrelationskoeffizient.

Wurden aufgrund der geringen Anzahl von Patienten mit milder Kardiomyopathie diese
mit den Patienten mit moderater Kardiomyopathie zusammengefasst, wird die
Beziehung von betal-AAK-Aktivitat und Kardiomyopathie-Schweregrad weiter
manifestiert. So zeigte sich eine signifikante Zunahme der betal-AAK-Aktivitat beim
Vergleich von Risiko-Patienten und Patienten mit schwerer Kardiomyopathie (p < 0,01).
Basierend auf den Medianen der betal-AAK-Aktivitat kann auch eine Zunahme der
betal-AAK-Aktivitat ausgehend von den Patienten mit milder/moderater
Kardiomyopathie zu den Patienten mit schwerer Kardiomyopathie angenommen werden
(p < 0,1). Als nahezu signifikant stellte sich die Zunahme der betal-AAK-Aktivitat von
der Risiko-Gruppe zur Gruppe mit milder/moderater Kardiomyopathie dar (p = 0,07).
Durch die Zusammenfassung der Patienten mit milder und moderater Kardiomyopathie
wurde dariber hinaus auch fir M2-AAK ein Anstieg von den Risiko-Patienten zu den
Patienten mit milder/moderater Kardiomyopathie (p < 0,02) bzw. schwerer
Kardiomyopathie (p = 0,07) sichtbar (Abb. 27).
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Abb. 27 Betal-AAK- und M2-AAK-Aktivitat in Patiente  n mit chronischer Chagas-
Erkrankung und typischem AAK-Muster fur Kardiomyop athie (betal-AAK-
Aktivitat < 9,6 U; betal-/M2-AAK-Positivitat) ind  er Latenz-Gruppe (Risiko)
und mit Kardiomyopathie (Gruppe K, M+K).

(*), betal-, M2-AAK von schwere > betal, M2-AAK von Risiko Kardiomyopathie;

(**), betal-,M2-AAK von milde/moderate > betal, M2-AAK von Risiko
Kardiomyopatie; (+), betal-AAK von milde/moderate < betal-AAK von schwere

Kardiomyopathie.

4.3. Marker zur Charakterisierung der Entzindungen

4.3.1. CRP-Konzentration in Kontrollen und Patiente n mit chronischer Chagas-

Erkrankung

Da die Blutabnahme bei einer Reihe von Patienten zeitlich nach einer chirurgischen
Intervention (Schrittmacherimplantation, chirurgische Kolonintervention) erfolgte, wurde
der Einfluss dieser Intervention auf die CRP-Konzentration gepruft. In Abb. 28 ist der
Anteil der Patienten mit chirurgischer Intervention in den Patientengruppen ausgewiesen
und die CRP-Konzentration der Patienten mit und ohne chirurgische Intervention
dargestellt. Patienten mit chirurgischer Intervention wiesen im Vergleich zu denen ohne

Intervention signifikant héhere CRP-Konzentrationen auf (p < 0,001). Dies resultierte

58



insbesondere aus den hoheren CRP-Werten der Patienten mit Kolonchirurgie. (Gruppe
M: p = 0,03; Gruppe M+K: p = 0,02). Bei den Patienten mit Schrittmacherimplantation
wurden keine signifikanten Unterschiede in der CRP-Konzentration beobachtet. Damit
waren die CRP-Konzentrationen der Patienten mit Schrittmacherimplantation signifikant
niedriger als die CRP-Konzentrationen der Patienten mit Kolonchirurgie (Gruppe M,
M+K) (p < 0,05). Fur die nachfolgende Betrachtung der CRP-Konzentrationen in der
Kontroll- und Latenz-Gruppe sowie in den Patientengruppen wurden ausgehend von
dem vorstehend gezeigten Einfluss der chirurgischen MalRnahmen, insbesondere der
Kolonchirurgie auf die CRP-Konzentration, nur die Patienten ohne chirurgische

Intervention in die Analyse eingeschlossen.
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Abb. 28 Einfluss chirurgischer Intervention (Schrit tmacherimplantation,
Kolonchirurgie) auf die CRP-Konzentration in Patie  nten mit chronischer
Chagas-Erkrankung
C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; CRP, C-reaktives Protein; (*), > Chirurgie nein; (**), < M,
M+K.

Unter den Studienteilnehmern ohne chirurgische Intervention hatten in der
Kontrollgruppe 7 %, in der Latenz-Gruppe 12 %, in der Kardiomyopathie-Gruppe 35 %,
in der Megakolon-Gruppe 23 % und in der Megakolon/Kardiomyopathie-Gruppe 47 %
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CRP-Werte uber dem cut off von 5 mg/l. Der Anteil der Patienten in der Latenz-Gruppe
mit CRP-Werten uber dem cut off war signifikant geringer als in den Gruppen mit
Kardiomyopathie, mit Megakolon und beiden Chagas-Manifestationsformen (jeweils p <
0,001).

Signifikante Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Organmanifestationen
existierten nicht. Wie in Abb. 29 dargestellt, zeigte sich hinsichtlich der CRP-Level, dass
sich Kontroll- und Latenz-Gruppe sowie die Patienten der Megakolon-Gruppe nicht in
der CRP-Konzentration unterschieden. Signifikant héhere CRP-Konzentrationen im
Vergleich zur Kontrollgruppe und Latenz-Gruppe finden sich jedoch in der
Kardiomyopathie-Gruppe (p < 0,01) und in der Megakolon/Kardiomyopathie-Gruppe (p <
0.001). Zwischen Kardiomyopathie-Gruppe und Megakolon-Gruppe sowie Gruppe M+K

lieRen sich keine signifikanten Unterschiede nachweisen.
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Abb. 29 CRP-Konzentration und Anteil an Werten > cu  t off in der Kontrollgruppe
und in Patienten mit chronischer Chagas-Erkrankun g ohne chirurgische
Intervention (Schrittmacherimplantation, Kolonchirurgie)

C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; CRP, C-reaktives Protein; (*), > C, L.
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Wurde bei den Chagas-Patienten die CRP-Konzentration im Vergleich zum
Schweregrad der Herzschadigung analysiert, zeigte sich, wie in Abb. 30 dargestellt ist,
ein Anstieg der CRP-Konzentration von den Patienten der Latenz-Gruppe mit dem
Risiko fur Kardiomyopathie Uber die Patienten mit milder/moderater Schadigung hin zu
den Patienten mit schwerer Herzschadigung (ohne Kardiomyopathie vs. schwere
Kardiomyopathie p = 0,002). Dies resultierte aus einer Zunahme des Anteils an
Patienten mit CRP-Konzentrationen tUber dem cut off = 5 mg/l von 13 % in der Gruppe
mit Kardiomyopathierisiko Uber 36 % bei den Patienten mit milder bzw. moderater
Kardiomyopathie hin zu 48 % bei den Patienten mit schwerer Kardiomyopathie
(Kardiomyopathierisiko vs. mit milder/moderater bzw. schwerer Kardiomyopathie p <
0,01).
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Abb .30 CRP-Konzentration und Anteil an Werten > cu t off in Abhangigkeit vom
Schweregrad der Kardiomyopathie bei Patienten mit chronischer Chagas-
Erkrankung
CRP, C-reaktives Protein; (+), > ohne Kardiomyopathie, (*), Anteil CRP-Werte

Uber cut off > ohne Kardiomyopathie

Beim Vergleich der Patienten der Latenz-Gruppe, die entweder Auto-Antikdrper positiv
oder negativ waren, lieBen sich keine unterschiedlichen CRP-Konzentrationen

nachweisen.
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4.3.2. IL-2R-Konzentration in Kontrollen und Patien ten mit chronischer Chagas-
Erkrankung

Wie in Abb. 31 dargestellt ist, lagen bei allen Kontrollen die IL-2R-Konzentrationen
unterhalb der oberen Grenze des Referenzbereiches. In den Patientengruppen fanden
sich erhéhte Werte bei ca. 10 % (Gruppe L, K, M) bzw. 22 % (Gruppe M+K). Die
erhohten IL-2R-Konzentrationen wurden dabei sowohl bei Patienten mit und ohne
chirurgische Intervention gefunden. Es zeigte sich, dass die chirurgische Intervention nur
in der Gruppe M+K mit einer signifikanten Zunahme der IL-2R-Konzentration verbunden
war (p < 0,05).
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Abb. 31 Einfluss chirurgischer Intervention (Schrit tmacherimplantation,
Kolonchirurgie) auf die IL-2R-Konzentration in Kon trollen und Patienten
mit chronischer Chagas-Erkrankung
C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; IL-2R, lI6slicher Interleukin 2 Rezeptor; RB,

Referenzbereich; (*), > Chirurgie nein.

Wurden nur die nicht chirurgisch versorgten Patienten analysiert (Abb. 32), zeigte sich,
dass IL-2R in allen Patientengruppen signifikant hoher war als in der Kontrollgruppe (p <

0,001). Zwischen den verschiedenen Gruppen der chronisch Erkrankten gab es jedoch
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keinen statistischen Unterschied. Allerdings fanden sich im Vergleich zur den Patienten
mit Megakolon, wo keine IL-2R-Werte aul3erhalb des Referenzbereiches gefunden
wurden, bei den Gruppen L, K und M+K signifikant mehr Werte Uber dem
Referenzbereich. (p < 0,01).

Bei den Patienten mit Kardiomyopathie fand sich keine Beziehung zwischen IL-2R-
Konzentration und Schweregrad der Herzschadigung. Zwischen der CRP- und IL-2R-
Konzentration bestand eine schwache, jedoch signifikante Korrelation (p < 0.001) (Abb.
33). Wurden die IL-2R-Konzentrationen der Latenz-Gruppe analysiert, zeigte sich

zwischen den Patienten mit Autoantikdrper-Positivitat und -Negativitat kein Unterschied.
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Abb. 32 IL-2R-Konzentration in der Kontrollgruppe u nd in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung ohne chirurgische | ntervention
(Schrittmacherimplantation, Kolonchirurgie)

C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; IL-2R, lI6slicher Interleukin 2 Rezeptor; RB,
Referenzbereich; (¥), < L, K, M, M+K; (**), Prozent IL-2R-Werte au3erhalb des
Referenzbereiches < L, K, M+K.
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Abb. 33 Korrelation von CRP- und IL-2R-Konzentratio  n in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung ohne chirurgische In tervention
(Schrittmacherimplantation, Kolonchirurgie)

CRP, C-reaktives Protein, IL-2R, Igslicher Interleukin-2-Rezeptor; r,

Korrelationskoeffizient.

4.3.3. IL-6-Konzentration in Kontrollen und Patient en mit chronischer Chagas-

Erkrankung

In Abb. 34 ist dargestellt, dass sich in allen Untersuchungsgruppen ein gréf3erer Anteil
an IL-6-Konzentrationen tber dem cut off befand. In der Kontrollgruppe lagen 23 %, in
der Gruppe L 40 %, in Gruppe K 71 %, in Gruppe M 75 % und in Gruppe M+K 77 % der
Werte Uber dem cut off von 3,4 pg/ml. Die erh6hten IL-6-Konzentrationen wurden dabei
sowohl bei Patienten mit und ohne chirurgische Intervention gefunden, jedoch deutlicher
ausgepragt in den chirurgisch versorgten Patienten. In den Gruppen mit Kolonchirurgie
hatten alle Patienten IL-6-Konzentrationen Gber dem cut off.

Bei Gruppe M (p < 0,001) und M+K (p = 0,03) lagen dabei die IL-6-Konzentrationen in
den chirurgisch versorgten Patienten signifikant Gber den Werten der Patienten ohne
chirurgische Intervention. Obwohl auch im Median die Patienten mit
Schrittmacherimplantation in ihrer IL-6-Konzentration (ber den Patienten ohne

Schrittmacherimplantation lagen, konnte kein signifikanter Unterschied zwischen diesen
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beiden Gruppen gesichert werden. Die IL-6-Konzentration der chirurgisch versorgten
Patienten in Gruppe M (p < 0,01) und M+K (p< 0,05) lag signifikant tGber der IL-6-
Konzentration der chirurgisch versorgten Patienten der Gruppe K mit

Schrittmacherimplantation.
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Abb. 34 Einfluss chirurgischer Intervention (Schrit tmacherimplantation,
Kolonchirurgie) auf die IL-6-Konzentration in Kont rollen und Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung
C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; IL-6, Interleukin 6; (*), > ohne Chirurgie; (**) < M, M+K

Bei der Analyse der nicht chirurgisch versorgten Patienten (Abb. 35) fanden sich
vergleichbare IL-6-Konzentrationen in der Kontroll- und Latenz-Gruppe. Gruppe K (p <
0.001), M (p = 0,03) und M+K (0,001) hatten im Vergleich zu Gruppe C signifikant
erhdhte IL-6-Werte. Im Vergleich zu Gruppe L fanden sich in Gruppe K (p < 0,001) und
M+K (p = 0,002) erhéhte IL-6-Konzentrationen. Zwischen Gruppe L und M konnte kein
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Parallel dazu war auch der Anteil der
Patienten mit IL-6-Werten Uber dem cut off im Vergleich zu Gruppe C und L signifikant
groler in den Gruppe K (p< 0,001) und M+K (p < 0,001).
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Abb. 35 IL-6-Konzentration in der Kontrollgruppe un d in Patienten mit chronischer
Chagas-Erkrankung ohne chirurgische Intervention
(Schrittmacherimplantation, Kolonchirurgie)

C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; IL-6, Interleukin 6; (*¥), < K, M, M+K; (**), < K, M+K;

(**x), Prozent IL-6-Werte Uber cut off > C, L.

Bei den Patienten mit Kardiomyopathie fanden sich signifikant hohere IL-6-
Konzentrationen (milde/moderate Kardiomyopathie p < 0,001; schwere Kardiomyopathie
p < 0,001) als bei den Patienten der Latenz-Gruppe mit dem Risiko fur Kardiomyopathie
(Abb. 36).

Wurden die IL-6-Konzentrationen der Latenz-Gruppe analysiert, zeigte sich zwischen
den Patienten mit Autoantikdrper-Positivitat und Negativitat kein Unterschied (Abb. 37).
Zwischen den Konzentrationen von IL-6 und CRP (p < 0,001) bzw. IL-2R (p < 0,001)
bestanden schwache, jedoch signifikante Korrelationen (Abb. 38).
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Abb. 37 Korrelation von CRP- und IL-6-Konzentration

in Patienten mit

chronischer Chagas-Erkrankung ohne chirurgische In

(Schrittmacherimplantation, Kolonchirurgie)

tervention

CRP, C-reaktives Protein; IL-6, Interleukin 6; r, Korrelationskoeffizient.

67



1000

° r=0,1
800

600

IL-6 (pg/ml)

0 500 1000 1500
IL-2R (U/ml)

Abb. 38 Korrelation von IL-2R und IL-6-Konzentratio  n in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung ohne chirurgische In tervention
(Schrittmacherimplantation, Kolonchirurgie)

IL-2R, I6slicher Interleukin 2 Rezeptor; IL-6, Interleukin 6; r,

Korrelationskoeffizient.

4.3.4. IL-8-Konzentration in Kontrollen und Patient en mit chronischer Chagas-

Erkrankung

Bei der Analyse der IL-8-Konzentration fiel auf, dass alle IL-8-Werte (ausgenommen die
Werte eines Patienten in Gruppe K und von drei Patienten in Gruppe M+K) unterhalb
des cut off von 64 pg/ml lagen. Die Werte oberhalb des cut off betrafen sowohl
Patienten ohne (3 Patienten) und mit (1 Patient) chirurgischer Intervention. Unabhéngig
davon zeigten die chirurgisch versorgten Patienten in Gruppe M (p < 0,001) und M+K (p
< 0,03) signifikant hdhere IL-8-Konzentrationen als die nicht chirurgisch versorgten
Patienten der jeweiligen Gruppen (Abb. 39). Ein Einfluss der Schrittmacherimplantation

(Gruppe K) auf IL-8 wurde nicht beobachtet.
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Abb. 39 Einfluss chirurgischer Intervention (Schrit tmacherimplantation,
Kolonchirurgie) auf die IL-8 Konzentration in Kont rollen und Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung
C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon

und Kardiomyopathie; IL-8, Interleukin-8; (x¥), > ohne Chirurgie;

Wurden nur die nicht chirurgisch versorgten Patienten analysiert, zeigten sich die
niedrigsten 1L-8 Werte in der Kontrollgruppe mit signifikanten Unterschieden (p < 0,001)
zu allen Patientengruppen.

Die L-Gruppe wies niedrigere Werte gegentber den Gruppen K und M+K (p < 0.001),
nicht jedoch gegentber der Gruppe M auf. In Gruppe M lagen die Werte signifikant unter
denen der Gruppen K und M+K (p = 0,03). Unterschiede zwischen den Gruppen K und
M+K existierten nicht (Abb. 40).
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Abb. 40 IL-8-Konzentration in der Kontrollgruppe un d in Patienten mit chronischer
Chagas-Erkrankung ohne chirurgische Intervention
(Schrittmacherimplantation, Kolonchirurgie)

C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; IL-8, Interleukin 8; (*), <L, K, M, M+K; (**), < K, M+K

Im Hinblick auf den Schweregrad der Kardiomyopathie stieg die IL-8-Konzentration von
den Patienten mit dem Risiko fur eine Kardiomyopathie in der Latenz-Gruppe uber die
Patienten mit milder/moderater (p < 0,01) hin zu den Patienten mit schwerer
Kardiomyopathie (p < 0,001) signifikant an (Abb. 41). Auch der IL-8 Anstieg zwischen
milder/moderater und schwerer Kardiomyopathie war signifikant (p < 0,05).
Unterschiedliche IL-8 Konzentrationen in den Patienten mit Auto-AntikGrperpositivitat
bzw. —negativitat der Latenz-Gruppe wurden nicht beobachtet. Die IL-8- Konzentration
korrelierte signifikant mit der Konzentration von CRP, IL-2R und IL-6 (p < 0,05) (Abb. 42,
43, und 44).
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Abb. 41 IL-8-Konzentration in Abhangigkeit vom Schw  eregrad der
Kardiomyopathie bei Patienten mit chronischer Cha  gas-Erkrankung
IL-8, Interleukin 8; (*), < milde/moderate, schwere Kardiomyopathie; (**), <

schwere Kardiomyopathie.
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Abb. 42 Korrelation von CRP- und IL-8-Konzentration in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung ohne chirurgische In tervention
(Schrittmacherimplantation, Kolonchirurgie)

CRP, C-reaktives Protein; IL-8, Interleukin 8; r, Korrelationskoeffizient.
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Abb. 43 Korrelation von IL-2R- und IL-8-Konzentration in Pa  tienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung ohne chirurgische In tervention
(Schrittmacherimplantation, Kolonchirurgie)

IL-2R, I6slicher Interleukin 2 Rezeptor; IL-8, Interleukin 8; r,

Korrelationskoeffizient.
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Abb. 44 Korrelation von IL-6- und IL-8-Konzentration in Pat  ienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung ohne chirurgische In tervention
(Schrittmacherimplantation, Kolonchirurgie)

IL-6, Interleukin 6; IL-8, Interleukin 8; r, Korrelationskoeffizient.
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4.3.5. IL-10-Konzentration in Kontrollen und Patien ten mit chronischer Chagas-

Erkrankung

Ein Einfluss der chirurgischen Intervention (Schrittmacherimplantation, Kolonchirurgie)
auf die IL-10-Konzentration konnte nicht nachgewiesen werden (Abb. 45). Wahrend alle
Probanden der Kontrollgruppe IL-10-Werte unterhalb des cut off aufwiesen, lagen 12 %
(Gruppe L), 17 % (Gruppe K), 12 % (Gruppe M) und 23 % (Gruppe M+K) der IL-10-
Werte Uber dem cut off von 9,1 pg/ml. Die Anzahl der IL-10-Konzentrationen Uber dem

cut off betraf dabei Giberwiegend die nicht chirurgisch versorgten Patienten.
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Abb. 45 Einfluss chirurgischer Intervention (Schrit tmacherimplantation,
Kolonchirurgie) auf die IL-10-Konzentration in Kon trollen und Patienten
mit chronischer Chagas-Erkrankung
C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; IL-10, Interleukin 10.

Da die chirurgische Intervention keinen Einfluss auf die IL-10-Konzentration hatte,
wurden in die weiteren Analysen sowohl chirurgisch versorgte als auch nicht chirurgisch
versorgte Patienten eingeschlossen. Dabei war die IL-10-Konzentration in der

Kontrollgruppe (p < 0,05) signifikant niedriger als in Gruppe K, M, M+K. Zu Gruppe L
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bestand kein Unterschied (Abb. 46). Schwache Korrelationen bestanden zwischen den
Konzentrationen von CRP (p < 0,01), IL-6 (p < 0,001), IL-8 (p < 0,05) und der IL-10
Konzentration (Abb. 47, 48, 49). Keine Korrelation ergab sich zwischen IL-10 und IL-2R.
Eine Abhéangigkeit der IL-10-Konzentration vom Schweregrad der Kardiomyopathie
wurde nicht beobachtet.

Unterschiedliche IL-10-Konzentrationen in den Patienten der Latenz-Gruppe mit

Positivitat bzw. Negativitat fir die Auto-Antikdrper waren nicht nachweisbar.
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Abb. 46 IL-10-Konzentration in der Kontrollgruppe u nd in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung
C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; IL-10, Interleukin 10; (*), < K, M, M+K.
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Abb. 47 Korrelation von CRP- und IL-10-Konzentratio  n in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung ohne chirurgische In tervention
(Schrittmacherimplantation, Kolonchirurgie)

CRP, C-reaktives Protein; IL-10, Interleukin 10; r, Korrelationskoeffizient.
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Abb. 48 Korrelation von IL-6- und IL-10-Konzentrati  on in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung ohne chirurgische In tervention
(Schrittmacherimplantation, Kolonchirurgie)

IL-6, Interleukin 6; IL-10, Interleukin 10; r, Korrelationskoeffizient.
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Abb. 49 Korrelation von IL-8- und IL-10-Konzentrati  on in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung ohne chirurgische In tervention
(Schrittmacherimplantation, Kolonchirurgie)

IL-8, Interleukin 8; IL-10, Interleukin 10; r, Korrelationskoeffizient.

4.3.6. TNFa-Konzentration in Kontrollen und Patienten mit chro nischer Chagas-

Erkrankung

57 % der Kontrollen hatten TNFa-Konzentrationen tber dem cut off. Dagegen lagen in
Gruppe L mit 81 % (p < 0,05), K mit 91 % (p = 0,02) und M+K mit 92 % (p < 0,05)
signifikant mehr Werte Uber dem cut off von 8,1 pg/ml. Zur Gruppe M bestand kein
Unterschied (Abb. 50). Die verschiedenen Patientengruppen unterschieden sich im
Hinblich auf Werte Gber dem cut off nicht.

Obwohl die Mediane fiur die TNFa-Konzentration in den chirurgisch versorgten Patienten
insbesondere in den Gruppen M und M+K hoher waren als in den nicht chirurgisch

versorgten Patienten, lief3 sich kein signifikanter Einfluss der Chirurgie sichern.
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Abb. 50 Einfluss chirurgischer Intervention (Schrit tmacherimplantation,
Kolonchirurgie) auf die TNF a-Konzentration in Kontrollen und Patienten
mit chronischer Chagas-Erkrankung

C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; TNFa, Tumor-Nekrose-Faktor a; (*) < L, K, M+K.

Fiur die weitere Analyse werden deshalb alle Patienten (mit chirurgischer und ohne
chirurgische Intervention) eingeschlossen. In der TNFa-Konzentration lag die Gruppe C
signifikant unter den Patientengruppen L, K, M und M+K (p < 0,001). Im Vergleich zur
Gruppe L fanden sich in den Gruppen K (p = 0,03) und M+K (p = 0,002) jedoch nicht in
Gruppe M signifikant hdhere Werte (Abb. 51).

Signifikante Korrelationen von TNFa und den anderen Zytokinen konnten nicht
nachgewiesen werden.

Im Vergleich mit den Patienten der Latenz-Gruppe mit dem Risiko flr Kardiomyopathie
wiesen die Patienten mit milder/moderater (p = 0,002) und schwerer Kardiomyopathie (p
= 0,04) hohere TNFa-Konzentrationen auf (Abb. 52).

In der Latenz-Gruppe unterschieden sich Patienten mit Positivitdt bzw. Negativitat far

Auto-Antikorper in der TNFa-Konzentration nicht.
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Abb. 51 TNF a-Konzentration in der Kontrollgruppe und in Patient en mit
chronischer Chagas-Erkrankung
C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; TNFa, Tumor-Nekrose-Faktor a; (*) < L, K, M, M+K; (**)
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Abb. 52 TNF a-Konzentration in Abhangigkeit vom Schweregrad der
Kardiomyopathie bei Patienten mit chronischer Ch agas-Erkrankung

TNFa, Tumor-Nekrose-Faktor a; (*), < milde/moderate, schwere

Kardiomyopathie
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4.3.7. MPO-Konzentration in Kontrollen und Patiente  n mit chronischer Chagas-

Erkrankung

Sowohl die Probanden der Kontrollgruppe als auch die Patienten (Ausnahme: eine
Kontrollperson, je ein Patient der Gruppe L und Gruppe M+K) hatten MPO-Werte
unterhalb des cut off von 654 ng/ml. Die chirurgische Intervention hatte keinen Einfluss
auf die MPO-Konzentration (Abb. 53). In die weiteren Analysen wurden deshalb sowohl
die Patienten mit chirurgischer als auch die ohne chirurgische Intervention
eingeschlossen. Es zeigte sich dabei, dass unterschiedliche MPO-Konzentrationen in
den Untersuchungsgruppen nicht existierten (Abb. 54). Signifikante Korrelationen zu
anderen Entzindungsmarkern wurden nicht gefunden. Eine Abhéngigkeit der MPO-
Konzentration vom Schweregrad der Kardiomyopathie wurde nicht beobachtet. In der
Latenz-Gruppe hatten Auto-Antikorper-Positivitat bzw. -Negativitat keinen Einfluss auf

die MPO-Konzentration.
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Abb. 53 Einfluss chirurgischer Intervention (Schrit tmacherimplantation,
Kolonchirurgie) auf die MPO-Konzentration in Kontr ollen und Patienten
mit chronischer Chagas-Erkrankung
C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; MPO, Myeloperoxidase.
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Abb. 54 MPO-Konzentration in der Kontrollgruppe und in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung
C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; MPO, Myeloperoxidase.

4.4. Marker fur Oxidativen Stress

4.4.1. MDA-Konzentration in Kontrollen und Patiente  n mit chronischer Chagas-

Erkrankung

Sowohl in der Kontrollgruppe als auch in den Patientengruppen lagen die MDA-
Konzentrationen Uberwiegend Uber dem cut off von 2 umol/l. Aufféllig ist, dass in der
Gruppe mit Kardiomyopathie und Schrittmacherimplantation der Median der MDA-
Konzentration deutlich tGber dem ohne Schrittmacherimplantation lag. In der Gruppe
M+K hatten die Patienten ohne chirurgische Intervention (Uberraschenderweise
signifikant hohere MDA-Konzentrationen als die chirurgisch versorgten Patienten (p =
0.02) (Abb. 55). Die weiteren Analysen beziehen sich dennoch sowohl auf die
chirurgisch versorgten als auch nicht versorgten Patienten. Dabei hatten die Kontrollen
signifikant niedrigere MDA-Konzentrationen als die Patienten in den Gruppen L und K (p
= 0,02). Hohere MDA-Konzentrationen wurden in Gruppe L und K im Vergleich zu
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Gruppe M+K (p < 0,001) und M (p < 0,05) beobachtet (Abb. 56). Signifikante
Korrelationen zu den Entziindungsmarkern bestanden nicht. Der Schweregrad der

Kardiomyopathie beeinflusste die MDA-Konzentration nicht.
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Abb. 55 Einfluss chirurgischer Intervention (Schrit tmacherimplantation,
Kolonchirurgie) auf die Malondialdehyd-Konzentrati on in Kontrollen und
Patienten mit chronischer Chagas-Erkrankung
C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon

und Kardiomyopathie; MDA, Malondialdehyde; (*), < ohne chirurgische

Intervention.
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Abb. 56 MDA-Konzentration in der Kontrollgruppe und in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung
C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; MDA, Malondialdehyde; (*), <L, K; (¥*), > M, M+K.

4.4.2. Lipidperoxid-Konzentration in Kontrollen und Patienten mit chronischer

Chagas-Erkrankung

Die Verteilung der LPO-Werte entsprechend den Angaben des Testherstellers in
weniger als 180 pmol/l (cut off 1) (kein Oxidativer Stress), 180-310 pmol/l (maRiger
Oxidativer Stress) und mehr als 310 umol/l (cut off 2) (starker Oxidativer Stress) zeigte
zwischen den Gruppen keine signifikanten Unterschiede.

Die chirurgische Intervention hatte keinen Einfluss auf die LPO-Konzentration. In die
weitere Analyse wurden deshalb die Patienten mit chirurgischer als auch die ohne
chirurgische Intervention einbezogen (Abb. 57).

Signifikante LPO-Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen waren nicht
sichtbar (Abb. 58). Im Median lag die Kontrollgruppe unter allen Patientengruppen.
Korrelationen zu Entzindungsmarkern wurden nicht beobachtet. Eine signifikante
Korrelation bestand zur MDA-Konzentration (p< 0,003) (Abb. 59). Ein Einfluss des
Schweregrades der Kardiomyopathie auf die LPO-Konzentration bestand nicht. Auch bei
den Patienten der Latenz-Gruppe mit Positivitat bzw. Negativitat fir Auto-Antikorper

ergaben sich keine unterschiedlichen LPO-Konzentrationen.
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Abb. 57 Einfluss chirurgischer Intervention (Schrittmacheri mplantation,

Kolonchirurgie) auf die Lipidperoxid-Konzentratio n in Kontrollen und
Patienten mit chronischer Chagas-Erkrankung

C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; LPO, Lipidperoxide; > cut off 1, mafdiger Oxidativer
Stress; > cut off 2, starker Oxidativer Stress.
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Abb. 58 LPO-Konzentration in der Kontrollgruppe und in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung

C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; LPO, Lipidperoxide.
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Abb. 59 Korrelation von MDA- und LPO-Konzentration in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung

MDA, Malondialdehyde; LPO, Lipidperoxide; r, Korrelationskoeffizient.

4.5. Bestimmung der Herzmarker

4.5.1. NT-proBNP-Konzentration in Kontrollen und Pa tienten mit chronischer

Chagas-Erkrankung

Nur die Kolonchirurgie hatte einen Einfluss auf die NT-proBNP-Konzentration. Dadurch
fanden sich signifikant h6here Konzentrationen in den chirurgisch versorgten Patienten
in Gruppe M (p < 0,001) und M+K (p = 0,015) (Abb. 60). Fur die weiteren Analysen
wurden deshalb die chirurgisch versorgten Patienten dieser Gruppen ausgeschlossen.

Nutzt man den cut off von 125 pg/ml, unterhalb dessen sich mit einer diagnostischen
Spezifitdt von 98 % die NT-proBNP-Werte von Gesunden befinden, zeigte sich, dass
nahezu alle Kontrollpersonen und die Patienten der Gruppen L und M Werte unterhalb
dieses cut off hatten. Nur 7 %, 4 % und 8 % der Patienten in den Gruppen C, L und M
hatten NT-proBNP Uber diesem cut off. Dagegen fanden sich in Gruppe K (p < 0,001)
und M+K (p < 0,01) mit 53 % bzw. 49 % signifikant mehr Patienten mit NT-proBNP Uber
dem cut off von 125 pg/ml. Erst oberhalb eines cut off von 400 pg/ml kann man mit einer

diagnostischen Sensitivitat von 98 % davon ausgehen, dass die Patienten krank sind. In
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der Gruppe K und M+K fanden sich bei 33 % bzw. 24 % der Patienten NT-proBNP-
Werte uber dem cut off von 400 pg/ml.
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Abb. 60 Einfluss chirurgischer Intervention (Schrit tmacherimplantation,
Kolonchirurgie) auf die NT-proBNP-Konzentration in Kontrollen und
Patienten mit chronischer Chagas-Erkrankung
C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; NT-proBNP, N-terminales B-Typ Natriuretisches Peptid;
Cut off 1 = 125 pg/ml (diagnostische Spezifitat 98 %); Cut off 400 pg/ml
(diagnostische Sensitivitat 98 %); (*), > ohne Chirurgie M, M+K.

Allgemein hatten die Patienten der Gruppe K, M und M+K (p < 0,001) signifikant hohere
NT-proBNP-Konzentrationen als die Patienten der Gruppe C und L. Zusétzlich lagen die
NT-proBNP-Werte in der Gruppe M+K (p = 0,003) und K (p = 0,02) signifikant tUber
denen der Gruppe M. Zwischen K und M+K bestand kein Unterschied (Abb. 61).
Signifikante, wenn auch schwache Korrelationen bestanden zwischen der NT-proBNP-
Konzentration und der Konzentration von CRP (p = 0,02) (Abb. 62) bzw. IL-8 (p < 0,05)
(Abb. 63).

Wurde mittels linearer Regression geprift, welchen Einfluss der Schweregrad der
Kardiomyopathie (Risiko fur Kardiomyopathie, milde Kardiomyopathie, moderate

Kardiomyopathie, schwere Kardiomyopathie) auf die NT-proBNP-Konzentration hat,
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zeigte sich eine signifikante Korrelation (p < 0,001) (Abb. 64). Wurden milde und
moderate Kardiomyopathie zusammengefasst, stieg die NT-proBNP-Konzentration von
den Patienten der Latenz-Gruppe mit dem Risiko fur Kardiomyopathie signifikant zu den
Patienten mit milder/moderater Kardiomyopathie an (p < 0,001). Von der Gruppe mit
milder/moderater Kardiomyopathie hin zur Gruppe mit schwerer Kardiomyopathie kam
es zu einem weiteren Anstieg der NT-proBNP-Konzentration (p < 0,001) (Abb. 65). In
der Gruppe mit milder/moderater Kardiomyopathie hatten 35 % der Patienten NT-
proBNP-Werte oberhalb des cut off von 125 pg/ml, 20 % sogar Werte Gber dem cut off
von 400 pg/ml. In der Gruppe mit schwerer Kardiomyopathie hatten 87 % Werte tber
dem cut off von 125 pg/ml, 59 % Uber dem cut off von 400 pg/ml. Zwischen den
Patienten der Latenz-Gruppe mit Auto-Antikdrperpositivitat bzw. -negativitat existierten
keine unterschiedlichen NT-proBNP-Konzentrationen. Fir alle in die Analyse
eingeschlossenen Patienten korrelierte die NT-proBNP-Konzentration mit dem betal-
AAK und M2-AAK Level (p < 0,03) (Abb. 66, 67). Zum beta2-AAK Level wurde keine
Korrelation beobachtet.
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Abb. 61 NT-proBNP-Konzentration in der Kontrollgrup pe und in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung (ausgeschlossen wur den die Patienten
mit Kolonchirurgie in den Gruppen M und M+K)

C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; NT-proBNP, N-terminales B-Typ-natriuretisches Peptid;
Cut off 1 = 125 pg/ml (diagnhostische Spezifitat 98 %); Cut off 2 = 400 pg/ml
(diagnostische Sensitivitat 98 %); (*), < K, M, M+K; (**), < K, M+K.
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Abb. 62 Korrelation von CRP- und NT-proBNP-Konzentr  ation in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung. Ausgeschlossen wurd en die Patienten
mit Kolonchirurgie in den Gruppen M und M+K
CRP, C-reaktives Protein; NT-proBNP, N-terminales B-Typ-natriuretisches
Peptid; r, Korrelationskoeffizient.
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Abb. 63 Korrelation von IL-8- und NT-proBNP-Konzent  ration in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung. Ausgeschlossen wurd en die Patienten
mit Kolonchirurgie in den Gruppen M und M+K
IL-8, Interleukin 8; NT-proBNP, N-terminales B-Typ-natriuretisches
Peptid; r, Korrelationskoeffizient.
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Abb. 64 Korrelation von NT-proBNP und Schweregrad d  er Kardiomyopathie
NT-proBNP, N-terminales B-Typ-natriuretisches Peptid; r,
Korrelationskoeffizient.
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Abb. 65 NT-proBNP-Konzentration in Abhangigkeit vom Schweregrad der
Kardiomyopathie bei Patienten mit chronischer Cha  gas-Erkrankung
NT-proBNP, N-terminales B-Typ-natriuretisches Peptid; Cut off 1 = 125 pg/ml
(diagnostische Spezifitat 98 %); cut off 400 pg/ml (diagnostische Sensitivitat 98

%); (*), < milde/moderate Kardiomyopathie; (**), < schwere Kardiomyopathie.
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Abb. 66 Korrelation der betal-AAK-Aktivitat und NT-  proBNP-Konzentration in
Patienten mit chronischer Chagas-Erkrankung
NT-proBNP, N-terminales B-Typ-natriuretisches Peptid; betal-AAK-Aktivitat,
Auto-Antikorper-Aktivitat gegen beta-1 Adrenorezeptor; r,

Korrelationskoeffizient.
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Abb. 67 Korrelation von M2-AAK-Aktivitdt und NT-pro ~ BNP-Konzentration in
Patienten mit chronischer Chagas-Erkrankung
NT-proBNP, N-terminales B-Typ-natriuretisches Peptid; M2-AAK-Aktivitat, Auto-
Antikdrper-Aktivitat gegen Muscarinerge-2 Acetylcholinrezeptoren; r,

Korrelationskoeffizient.
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4.5.2. cTnT-Konzentration in Kontrollen und Patient  en mit chronischer Chagas-

Erkrankung

Mit dem gegenwartig allgemein verfugbaren cTnT-Test (untere Nachweisgrenze (UNG)
= 99. Perzentile der Referenzpopulation = 10 pg/ml) war cTnT weder in den Kontrollen
noch in den Patienten nachweisbar. Mit dem gegenwartig noch nicht allgemein
verfigbaren hochsensitiven cTNT-Test (hs ¢cTnT) mit einer unteren Nachweisgrenze
von 3 pg/ml und der ermittelten 99. Perzentile der Referenzpopulation von 13 pg/ml war
cTnT insbesondere in den Patientengruppen nachweisbar. Ein Einfluss der
chirurgischen Intervention wurde nicht beobachtet (Abb. 68). In die weitere Analyse
wurden deshalb alle Studienteilnehmer eingeschlossen. Abb. 69 zeigt, dass mit dem
hochsensitiven Test in der Kontrollgruppe nur ein Proband (4 %) einen messbaren cTnT-
Wert aufwies, der im Bereich des Wertes der Referenzpopulation lag. In der Latenz-
Gruppe wurden fur 5 % der Patienten messbare cTnT-Konzentrationen im Bereich der
Referenzpopulation bestimmt. In der Gruppe mit Kardiomyopathie lagen die cTnT-
Konzentrationen von 27 % der Patienten lber der unteren Nachweisgrenze, dabei bei
13,5 % sogar oberhalb der 99. Perzentile der Referenzpopulation. In der Gruppe M
hatten 8 % der Patienten Werte oberhalb der unteren Nachweisgrenze. Bei keinem
Patienten dieser Gruppe uberschritt die cTnT-Konzentration die 99. Perzentile der
Referenzpopulation. In Gruppe M+K war cTnT in 47 % der Patienten messbar (> UNG),
wovon 12 % cTnT-Werte oberhalb der 99. Perzentile der Referenzpopulation besalRen.
Insgesamt zeigte sich (Abb. 69), dass sich Kontrollgruppe, Latenz-Gruppe und die
Gruppe mit Megakolon nicht in der cTnT-Konzentration unterschieden. Signifikant erhght
im Vergleich zur Kontrollgruppe und Latenz-Gruppe ist cTnT in Gruppe K (p = 0,02; p <
0,001) und Gruppe M+K (p < 0,001; p < 0,001). Die cTnT-Werte in der Gruppe M+K
liegen dartiber hinaus signifikant tber denen der Gruppe M (p< 0,01).

Signifikante, wenn auch zum Teil schwache Korrelationen bestanden zwischen der
cTnT-Konzentration und der Konzentration von CRP (p < 0,05) (Abb. 70) und IL-2R (p <
0,001) (Abb. 71), IL-6 (p < 0,01) (Abb. 72) und IL-8 (p < 0,001 (Abb. 73). Auch zwischen
NT-proBNP und cTnT bestand eine signifikante Korrelation (p < 0,001) (Abb. 74).

Wurde mittels linearer Regression geprift, welchen Einfluss der Schweregrad der
Kardiomyopathie (Risiko fur Kardiomyopathie, milde Kardiomyopathie, moderate
Kardiomyopathie, schwere Kardiomyopathie) auf die cTnT Konzentration hat, zeigte sich
eine signifikante Korrelation (p < 0,001) (Abb. 75). Diese Beziehung zum Schweregrad
wurde auch deutlich, wenn milde und moderate Kardiomyopathie zusammengefasst

wurden und den Patienten mit dem Risiko fiir Kardiomyopathie (Latenz-Gruppe) und den
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Patienten mit schwerer Kardiomyopathie gegenuber gestellt wurden (Abb. 76). Die
cTnT-Konzentration stieg von den Patienten mit Kardiomyopathierisiko Uber die
Patienten mit milder/moderater Kardiomyopathie an (p < 0,001), zu den Patienten mit
schwerer Kardiomyopathie (p < 0,001) signifikant an. Unterstrichen wird dies durch die
Zunahme von Patienten mit messbarem cTnT (> UNG) von der Gruppe mit
milder/moderater Kardiomyopathie (30 %, davon 10 % uber der 99. Perzentile) zur
Gruppe mit schwerer Kardiomyopathie, in der 50 % der Patienten messbare cTnT-Werte
aufwiesen, davon 20 % Werte tUber der 99. Perzentile.

Zwischen den Patienten der Latenz-Gruppe mit Auto-Antikdrperpositivitat bzw. Auto-
Antikdrpernegativitat existierten keine unterschiedlichen cTnT-Konzentrationen.

Daruber hinaus korrelierte die cTnT-Konzentration mit dem betal-AAK (p < 0,01) (Abb.
77) und M2-AAK Level (p = 0,02) (Abb. 78). Zum beta2-AAK Level wurde keine

Korrelation beobachtet.
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Abb. 68 Einfluss chirurgischer Intervention (Schrit tmacherimplantation,
Kolonchirurgie) auf die cTnT-Konzentration in Kont rollen und Patienten
mit chronischer Chagas-Erkrankung
C, Kontrollen; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon
und Kardiomyopathie; cTnT, kardiales Troponin T; UNG, Untere

Nachweisgrenze (3 pg/ml); cut off, 99. Perzentile der Referenzpopulation (13

pg/ml).
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Abb. 69 cTnT-Konzentration in der Kontrollgruppe un d in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung
C, Control; L, Latenz; K, Kardiomyopathie; M, Megakolon; M+K, Megakolon und
Kardiomyopathie; cTnT, kardiales Troponin T ; (*), K, M+K > C, L; (**), M <
M+K; UNG, Untere Nachweisgrenze (3 pg/ml); cut off, 99. Perzentile der
Referenzpopulation (13 pg/ml)
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Abb. 70 Korrelation von CRP- und cTnT-Konzentration in Patienten mit

chronischer Chagas-Erkrankung

CRP, C-reaktives Protein; cTnT, kardiales Troponin T; r, Korrelationskoeffizient.
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Abb. 71 Korrelation von IL-2R- und cTnT-Konzentrati

chronischer Chagas-Erkrankung

on in Patienten mit

IL-2R, I6slicher Interleukin 2 Rezeptor; cTnT, kardiales Troponin T; r,

Korrelationskoeffizient.
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Abb. 72 Korrelation von IL-6- und cTnT-Konzentratio

Chagas-Erkrankung

n in Patienten mit chronischer

IL-6, Interleukin 6; cTnT, kardiales Troponin T; r, Korrelationskoeffizient.
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Abb. 73 Korrelation von IL-8- und cTnT-Konzentratio n in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung

IL-8, Interleukin 8; cTnT, kardiales Troponin T; r, Korrelationskoeffizient.
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Abb. 74 Korrelation von NT-proBNP- und cTnT-Konzent  ration in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung
NT-proBNP, N-terminales B-Typ-natriuretisches Peptid; cTnT, kardiales
Troponin T; r, Korrelationskoeffizient.

94



40—

cTnT (pg/ml)
N w
7 7

-
7

r=0.4 °

Risiko

milde moderate schwer e

Kardiomyopathie
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cTnT, kardiales Troponin T; r, Korrelationskoeffizient.
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Abb. 76 Konzentration in Abhangigkeit vom Schweregr

Patienten mit chronischer Chagas-Erkrankung
cTnT, kardiales Troponin T; (*), > ohne; (**), > milde/moderate
Kardiomyopathie, UNG, Untere Nachweisgrenze (3 pg/ml); cut off, 99.

Perzentile der Referenzpopulation (13 pg/ml).

95

ad der Kardiomyopathie bei



40—
r=0,25
30
E ° :
8 20 ° e .
= .
[ (] o
S : ° o
10 o °
8 — ° e
000D 000 0O OO0 ®EPVOCD O 00 0 000 o
0= I I I I I I
0 5 10 15 20 25 30
betal-AAK-Aktivitat (U)

Abb. 77 Korrelation der betal-AAK-Aktivitat und der cTnT-Konzentration in
Patienten mit chronischer Chagas-Erkrankung
cTnT, kardiales Troponin T; betal-AAK-Aktivitat, Auto-Antikorper-Aktivitat gegen
beta-1 Adrenorezeptor; r, Korrelationskoeffizient.
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Abb. 78 Korrelation von M2-AAK-Aktivitat und cTnT-K  onzentration in
Patienten mit chronischer Chagas-Erkrankung
cTnT hs, kardialesTroponin T; M2-AAK-Aktivitat, Auto-Antikorper-Aktivitat gegen

Muscarinerge-2 Acetylcholinrezeptoren; r, Korrelationskoeffizient.
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4.5.3. Klassifizierung von Patienten mit Chagas-Kar  diomyopathie, basierend auf

der Konzentration von NT-proBNP, kombiniert mit der Konzentration von cTnT

Werden Kontrollen und Patienten als positiv angesehen, wenn deren NT-proBNP-
Konzentration Uber dem cut off von 125 pg/ml liegt oder wenn sie eine messbare cTnT-
Konzentration aufweisen, dann erhoht sich die Zahl der Patienten mit Herzmarker-
Positivitat im Vergleich zur Positivitat, die sich aus der Bestimmung des jeweils
einzelnen Parameters ergibt. Eingeschlossen wurden nur die Patienten ohne
chirurgische Intervention. Tab. 6 und 7 zeigen den Vergleich. Die Zunahme der
Patienten mit Markerpositivitat zeigte sich vor allem in den Kontrollen, in der Latenz-
Gruppe und in den Gruppen mit Megakolon bzw. Megakolon kombiniert mit
Kardiomyopathie. Wurden die Patienten mit Chagas-Kardiomyopathie auf Positivitat fur
NT-proBNP und/oder cTnT untersucht, steigt der Anteil an Positivitat insbesondere im

Vergleich zur Einzelbestimmung von cTnT.

Tab. 6 Prozentsatz an Kontrollen und chronischen Ch  agas-Patienten mit

Herzmarker-Positivitdt bei Einzelbestimmung der Mar  ker bzw. bei kombinierter

Bestimmung
NT-proBNP >125 pg/ml
NT-proBl/\IrTITI >125 cTnT > UNG und/oder |
Gruppen P9 cTnT > 3 pg/m
%
(%) (%) (%)
Kontrollen 7 4 10
Latenz 4 5 9
Kardiomyopathie 53 27 54
Megakolon 8 8 15
Megakolon + 49 47 60
Kardiomyopathie

UNG, Untere Nachweisgrenze.
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Tab. 7 Prozentsatz an Herzmarker-Positivitat bei Ei

bzw. bei kombinierter Bestimmung

Schweregrad der Kardiomyopathie

nzelbestimmung der Marker

Patienten mit unterschiedlichem

NT-proBNP > 125

NT-proBNP >125 pg/ml
und/oder

cTnT > UNG
Kardiomyopathie pg/ml cTnT >3 pg/ml
(%) () %)
ohne 4 5 8
mild/moderat 40 30 43
schwer 87 50 87

UNG, Untere Nachweisgrenze.
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5. DISKUSSION

Die Chagas-Erkrankung ist endemisch in mehr als 18 L&ndern Lateinamerikas
verbreitet.>'® Obwohl die Erkrankung auch zukiinftig ihren Schwerpunkt in Lateinamerika
behalten wird, gibt es Hinweise, dass durch Migrationsprozesse - kombiniert mit
intrauteriner Erregeribertragung sowie Erregeribertragung durch Bluttransfusion und
Organtransplantation - die Chagas-Erkrankung auf dem Weg ist, ein weltweites Problem
zu werden.*>* Dies ist um so folgenschwerer, da bisher keine effektive Therapie
existiert, die zur vollstandigen Erregereliminierung bei den Infizierten flhrt. Damit bleiben
die einmal Infizierten lebenslang Carrier und werden als Patienten mit chronischer
Chagas-Erkrankung bezeichnet. Interessanterweise entwickeln jedoch von diesen
chronischen Chagas-Patienten nur ca 30 % lebensbedrohliche Komplikationen
insbesondere Herzkrankheiten und gastrointestinale Erkrankungen. Obwohl in
zunehmendem MalRe autoimmune Prozesse in den Mittelpunkt der Pathogenese von
Chagas-Herzkrankheit und gastrointestinaler Erkrankung gerlckt sind, ist noch immer
weitgehend unbekannt, welche spezifischen pathobiochemischen Mechanismen an der
Entwicklung der lebensbedrohlichen Komplikationen der chronischen Chagas-
Erkrankung beteiligt sind. Damit fehlen aussagekraftige Informationen dartber,

1. welches die Patienten mit einem hohen Risiko fir die Entwicklung der Chagas-
Manifestationsformen sind und deshalb préventiven Konzepten zugefiihrt werden sollten
und

2. wie ein optimales therapeutisches Regime gestaltet sein sollte, um den Ubergang von
der asymptomatischen zur symptomatischen Chagas-Erkrankung zu verhindern bzw.
hinauszuzbgern.

3. Unabhangig davon wirde sich die Prognose der Chagas-Patienten verbessern
lassen, wenn kostenglnstige und fir grofRe Patientengruppen zugéangliche
Diagnoseverfahren bereitstdnden, die bei chronischen Chagas-Patienten geeignet sind,
friihzeitig eine Herzkrankheit und gastrointestinale Erkrankung zu diagnostizieren und
deren Verlaufe zu beurteilen.

Dass unter diesem Gesichtspunkt laboratoriumsmedizinische Marker dem Einsatz der
elektrophysiologischen, echokardiographischen und radiologischen Diagnostik
Uberlegen sein sollten, ist leicht zu belegen. Laboratoriumsmedizinische
Untersuchungen sind hochstandardisiert, mit hohem Probenaufkommen durchfiihrbar
und erfordern keine Anwesenheit des zu Untersuchenden am Untersuchungsort.
Insbesondere fir den landlichen Bereich wirde eine auf die laboratoriumsmedizinische

Diagnostik beruhende Patientebetreuung einen wesentlichen Vorteil darstellen.

99



Ziel der Arbeit war es, Untersuchungen durchzufiihren, die geeignet sind, zur
Verifizierung der Autoimmunhypothese der chronischen Chagas-Erkrankung beizutragen
und davon abgeleitet Marker anzubieten, die die Gruppe der Patienten identifiziert, bei
denen ein hohes Risiko fir die Entwicklung von Chagas-Kardiomyopathie und Chagas-
Megakolon vermutet werden kann. Im zweiten Teil sollte gepruft werden, ob Methoden
der Laboratoriumsmedizin geeignet sind, Informationen zum Ubergang der
asymptomatischen in die symptomatische Chagas-Erkrankung bzw. zum Schweregrad

der symptomatischen Erkrankung zu liefern.

5.1. Material und Methoden

5.1.1. Patienteneinschluss und Klassifizierung

In unsere Studie wurden Patienten eingeschlossen, bei denen die chronische Chagas-
Erkrankung erstmals diagnostiziert wurde bzw. die bei bekannter chronischer Chagas-
Erkrankung zur Routineuntersuchung einbestellt waren. Die Blutabnahme bei diesen
Patienten erfolgte, bevor eine Therapie eingeleitet bzw. die Therapie verdndert wurde.
Zu einer zweiten Gruppe von Patienten in unserer Studie gehdren solche, die bei
bekannter chronischer Chagas-Erkrankung fir eine Schrittmacherimplantation bzw.
Megakolonoperation ins Krankenhaus eingewiesen worden waren. Kritisch ist darauf
hinzuweisen, dass bei diesen Patienten die Blutenthnahme nach der chirurgischen
Intervention erfolgte. Die Ursache dafir ist im Organisationsablauf in den medizinischen
Einrichtungen in Sucre/Bolivien zu suchen. Prinzipiell musste deshalb davon
ausgegangen werden, dass die chirurgische Intervention Einfluss auf die von uns
gemessenen Parameter bei den entsprechenden Patienten haben konnte. Fir alle
untersuchten Parameter wurde deshalb bei diesen Patienten geprift, ob die chirurgische
Intervention einen signifikanten Einfluss auf die Marker-Konzentration hat. Bei Nachweis
eines derartigen Einflusses wurden die chirurgisch versorgten Patienten von den
weiteren Analysen ausgeschlossen. Als Kontrollgruppe diente eine Gruppe von
Blutspendern, bei denen die Infektion mit Trypanosoma cruzi ausgeschlossen wurde.

Die von wuns ermittelten Schweregrade der Kardiomyopathie basieren auf
elektrokardiographischen und radiologischen Untersuchungen. Die dabei angewendeten
elektrokardiographischen Kriterien stimmen im Wesentlichen mit den auch von anderen
Untersuchern genutzten Kriterien iberein.’*®'® Ein gewisser subjektiver Anteil bei der

Schweregradeinteilung mit Hilfe der von uns genutzten Kriterien kann aber nicht
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ausgeschlossen werden. Eine Objektivierung wirde sich beim Einsatz der
Echokardiographie ergeben. In verschiedenen Studien ist die Echokardiographie bereits
zusatzlich zur elektrokardiographischen Charakterisierung des Schweregrades der
Kardiomyopathie eingesetzt worden.**'?® Die von uns in Bolivien mit einer im Vergleich

zu anderen Studien®®*%

relativ grol3en Patientenzahl als ,Feldstudie” geplante
Untersuchung liel3 aus organisatorischen und insbesondere 6konomischen Griinden

eine zuséatzliche echokardiographische Untersuchung der Patienten nicht zu.

5.1.2. Auto-Antikdrperquantifizierung

Der von uns genutzte Bioassay basiert auf ersten Untersuchungen von Wallukat et al.*”’
Bekannte Nachteile sind die schwierige Standardisierung insbesondere im Hinblick auf
die von ,Tag zu Tag“ -Variabilitat. Gegentber der friher genutzten visuellen
Bestimmung der Schlagrate der neonatalen Rattenkardiomyozyten objektiviert die von
uns zur Quantifizierung genutzte computergestitzte Auswertung der Schlagfrequenz
(Programm Imagoquant Fourieranalyse 100) die Messergebnisse. Die umfassende
Nutzbarkeit des Bioassays, auch bei computergestiitzter Auswertung, wird zusatzlich
durch einen begrenzten Probendurchsatz eingeschrank.

Der Vorteil des Bioassays unter Nutzung neonataler Kardiomyozyten besteht in der
Nutzung der Schlagfrequenz und damit eines integralen Parameter fur die
Zellfunktionalitdt als Messsignal. Weiterhin erlaubt der Bioassay die parallele
Bestimmung mehrerer Autoantikbrper und die von diesen erkannten Epitope der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren. Dagegen quantifizieren ELISA und RIA die
Autoantikérper ausschlielich Gber ihr Bindungsverhalten ohne den Nachweis einer
Funktionalitat der Autoantikdrper zu zeigen. Mdglicherweise liegen hier Ursachen fur z.T.
unterschiedliche Ergebnisse von Bioassay und ELISA.***™° Dennoch sind eine Reihe
von ELISA zur Quantifizierung von betal-, beta2- und M2-AAK in Studien eingesetzt
worden. 112 Diese basieren auf Bindungspeptiden, die die extrazellularen Domanen
der von den Autoantikérpern erkannten Rezeptoren reprasentieren. Nach unserer
Kenntnis existiert jedoch bisher kein allgemein kommerziell verfigbarer ELISA fir einen
der in dieser Arbeit behandelten Autoantikorper. Andere AAK-Quantifizierungen
insbesondere bei der betal-AAK-Quantifizierung nutzen die AAK-induzierte cAMP-
Bildung in Zellkulturen, die den entsprechenden rekombinanten Rezeptor besitzen, als
Messsignal,'® wobei die cAMP-Quantifizierung mittels RIA oder ELISA erfolgt. Zukiinftig
kénnten vor allem Bioassay-Entwicklungen Bedeutung gewinnen, in denen die cAMP-
Bildung mit der FRET-Technik quantifiziert wird.**®
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5.1.3. Laboratoriumsmedizinische Untersuchungen

Im Hinblick auf eine frihzeitige laboratoriumsmedizinische Diagnose von
Kardiomyopathie boten sich prinzipiell Entzindungsmarker, Marker fir den Oxidativen
Stress und herzspezifische Marker an. Unter den herzspezifischen Markern sind dabei
nach unserer Ansicht insbesondere das B-Typ-natriuretischen Peptid und die Troponine
zu bertcksichtigen. Im Hinblick auf die laboratoriumsmedizinische Diagnostik und
Verlaufsbeurteilung des Chagas-assozierten Megakolons muss jedoch an dieser Stelle
festgestellt werden, dass es uns nicht moéglich war, einen erfolgversprechender Ansatz
zur laboratoriumsmedizinischen Charakterisierung des Megakolons im Allgemeinen und
des Chagas-assoziierten Megakolons im Speziellen aus der gegenwartig vorliegenden

Literatur abzuleiten.

Das Fehlen spezifischer laboratoriumsmedizinischer Marker zur Megakolon-
Charakterisierung ist allerdings nicht Uberraschend, da im Hinblick auf das Chagas-
Megakolon von einer im weitesten Sinne ,agangliondsen Pathogenese“ ausgegangen
wird, wobei die von uns diskutierte autoimmune Genese ein wesentlicher Meilenstein
sein konnte. Toxisches Megakolon, Volvulus und Darmperforation mit nachfolgender
eitriger Peritonitis sind erst in den Endphasen der Erkrankung zu beobachten. Hier
konnten die bekannten Entziindungsmarker einen wenn auch unspezifischen
laboratoriumsmedizinischen  Zugang liefern. Einen spezifischen Zugang zur
entziindlichen  Darmerkrankung kénnte die Bestimmung des intestinalen
fettsaurebindenden Proteins (iFABP) liefern.”®® Der von uns in einer Pilotstudie
(Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit nicht dargestellt) an Patienten mit Chagas-
Megakolon eingesetzte iIFABP-ELISA (Hycult Biotechnology b.v.) lieferte jedoch keinen

Ansatzpunkt zur weiteren Verfolgung dieser Diagnosestrategie.

5.2. Resultate

5.2.1. Charakteristik von Kontrollen und Patienten mit chronischer Chagas-

Erkrankung
Hinsichtlich des Alters zeigten die Kontrollgruppe und die Latenz-Gruppe ein

vergleichbares Alter, das jedoch signifikant unter dem der Gruppen mit Kardiomyopathie,

Megakolon und Megakolon/Kardiomyopathie lag. Es muss angenommen werden, dass
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sich dieser Unterschied zwischen dem Alter der Patienten in der Latenz-Gruppe und
den symptomatischen Gruppen aus dem zeitlichen Verlauf der Erkrankung mit z.T.
jahrzehntelangem asymptomatischem Krankheitsstadium und erst dann Manifestation
von Kardiomyopathie und Megakolon ergab. Um eine bessere Basis fur den Vergleich
.gesund“ und ,asymptomatische Chagas-Erkrankung® zu haben, wurde die
Kontrollgruppe altersgemal der Latenz-Gruppe angepasst. Auf eine den Gruppen K, M
und M+K altersgerechte Kontrollgruppe wurde aus organisatorischen Grinden
verzichtet. Unter den eingeschlossenen Patienten waren die in Gruppe K und M jinger
als die M+K Patienten. Die Ursache dafir konnte in der erst mit zunehmendem Alter bei
Patienten mit Chagas-Kardiomyopathie erfolgenden Megakolonmanifestation liegen.?
Obwohl die Geschlechterverteilung in unseren Untersuchungsgruppen z.T. signifikant
unterschiedlich war, haben wir keinen Hinweis aus der Literatur, dass dies auf
geschlechtsspezifische Erkrankungshaufigkeit fur bestimmte Manifestationsformen
zuriickzufuhren ist. Einen Einfluss des Alters auf die von uns untersuchten Parameter
konnten wir ausschliel3en.

Als Nebenbefund zeigte sich bei den in die Studie eingeschlossenen Kontrollpersonen
und Patienten, dass sich nach Analyse von Geburtsort und Wohnort eine signifikante
Wanderung vom landlichen in den stadtischen Bereich ergab. Dies entspricht den

typischen Bevélkerungsbewegungen in Bolivien'*?

wie allgemein in Sudamerika und
unterstitzt, dass die chronische Chagas-Erkrankung ausgehend von den typischen
landlichen Lebensbereichen mit hoher Infektionsrate, zunehmend stadtische Bereiche
erfasst, in denen sich dann die Erkrankung unabhangig von der primaren Infektion

verbreiten kann.

5.2.2. Auto-Antikdrper gegen G-Protein-gekoppelte R ezeptoren

In den achtziger und neunziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts traten
Autoantikérper gegen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, insbesondere Autoantikorper,
die gegen betal-, beta2- und M2-Rezeptoren gerichtet sind, zunehmend in den
Mittelpunkt von experimentellen Untersuchungen und klinischen Studien zur chronischen
Chagas-Erkrankung. So beschrieben Sterin-Borda et al. 1988'* das Auftreten von
betal-AAK in Patienten mit Chagas-Kardiomyopathie. Goin et al.'** wiesen 1991 betal-
und beta2-AAK im Serum von Chagas-Patienten nach. M2-AAK wurden sowohl bei

116

Patienten mit Kardiomyopathie''® als auch mit Megakolon beschrieben.56**’
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In unserer Studie zeigten wir, dass nahezu alle Chagas-Patienten mit Kardiomyopathie
betal-, beta2- und M2-AAK besitzen. Die hohe Préavalenz von betal- und M2-AAK in
Patienten mit Chagas-Kardiomyopathie wurde auch von anderen beobachtet.**®
Funktionell konnten sowohl betal- als auch M2-AAK fir die typischen
Reizleitungsstérungen im Chagas-Herz verantwortlich sein.****?°

Unterstiitzt wird die pathologische Funktion der M2-AAK in der nervalen Innervation des
Herzens durch den Nachweis von M2-AAK-Positivitat in Patienten mit Dysautonomie.
Patienten ohne Dysautonomie waren in einem geringeren Prozentsatz positiv fir M2-

AAK.121

Daruber hinaus sind weitere durch betal-AAK ausgeldste Pathomechanismen im Herz
beschrieben. Viele dieser Effekte lassen sich Uber die Autoantikérper-induzierte
Stimulation der Adenylatcyclase und deren nachgeordnete Reaktionen erklaren.
Beschrieben sind auch Stimulation der Ca-ATPase und Inhibition der Na/K-ATPase.

Generell scheint die Beeinflussung der Ca-Homoostase im Herz ein zentrales Ereignis in

den durch betal-AAK induzierten Pathomechanismen zu sein.***%

Als Reaktion auf die Bindung vom M2-AAK an den entsprechenden muscarinerg-
cholinergen Rezeptor im Herzen wurden verminderte cAMP- und gesteigerte cGMP-
Bildung beschrieben. Bekannt sind auch die Beeinflussung von Phosphoinositol—

abhangigem Stoffwechsel, aber auch Stimulierung der NO-Bildung.*?*

Die von uns gezeigte hohe Pravalenz von beta2-AAK in Chagas-Patienten mit
Kardiomyopathie ist so bisher nicht beschrieben worden. Beta2-AAK kodnnte jedoch
neben den anderen beiden AAK fur die Reizleitungsstérungen im Chagas-Herz
verantwortlich sein. Beschrieben ist, dass beta2-AAK zur Blockierung der Reizleitung im
Herz fiihrt, wie an isoliert perfundierten Méuseherzen gezeigt wurde.**® Weiterhin liegen
Studien vor, in denen gezeigt wurde, dass die Prasenz von beta2-AAK mit dem

Auftreten von Reizleitungsstérungen korreliert.**%24

Bei nahezu allen Patienten mit Megakolon fanden wir beta2- und M2-AAK. Das Auftreten
dieser AAK bei Megakolon-Patienten kénnte in Zusammenhang mit den pathogenetisch

bedeutsamen Abnormitaten in der nervalen Innervation des Kolons stehen.'?
Im Gegensatz zur Chagas-Kardiomyopathie fanden sich bei nur ca. 35 % der
Megakolonpatienten betal-AAK. Denkbar ist, dass betal-AAK Uber die Beeinflussung

der Innervation des Darmes an der Megakolon-Pathogenese beteiligt sind.'* Nicht
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ausschlielen kdnnen wir, dass das Auftreten von beta-1-AAK bei Megakolon-Patienten
ein frihes Zeichen fir die zuséatzliche Manifestation einer Kardiomyopathie darstellt.
Ausgehend von unseren Befunden zur AAK-Positivitdt bei Kardiomyopathie bzw.
Megakolon haben wir ein unterschiedliches Auto-Antikorper-Muster fir Chagas-
Kardiomyopathie und Megakolon postuliert.

Typisch fur die Chagas-Kardiomyopathie ist danach die Auto-Antikdrper-Kombination
betal-/M2-AAK, fir Chagas-Megakolon die Kombination beta2-/M2-AAK. Danach sollten
Patienten mit Kardiomyopathie und Megakolon mit allen drei Auto-Antikérpern belastet
sein. An der von uns untersuchten Gruppe von Patienten mit Kardiomyopathie und

Megakolon bestatigte sich dies.

Nach unseren Untersuchungen unterscheiden sich chronische Chagas-Patienten mit
Kardiomyopathie bzw. Megakolon nicht nur durch ein unterschiedliches AAK-Muster,
sondern auch in der AAK-Aktivitat. Wahrend die Kardiomyopathie-Patienten signifikant
héhere betal- und M2-AAK-Aktivitaten als die Megakolon-Patienten mit AAK-Positivitat
fur diese AAK zeigten, war das beta2-AAK-Level in den Megakolon-Patienten hdher.
Aus der ROC-Analyse liefl sich ableiten, dass ein betal-AAK-Level von 9,6 U am besten
geeignet ist, um zwischen Patienten mit Kardiomyopathie bzw. Megakolon zu
unterscheiden. Bisher sind vergleichbare Resultate nicht publiziert worden.

Sowohl die von uns gezeigten typischen AAK-Muster fir Chagas-Kardiomyopathie bzw.
Megakolon als auch die krankheitsspezifischen Aktivitdten der AAK unterstiitzen die
Autoimmunhypothese Uber die Pathogenese der Spatfolgen der chronischen Chagas-
Erkrankung. Die pathogenetische Funktion von betal- und M2-AAK bei der Chagas-
Herzschadigung wird zusatzlich durch die von uns beschriebene Korrelation von AAK-
Level und Schweregrad der Kardiomyopathie untermauert. Damit sind unsere
Ergebnisse letztlich geeignet, das Augenmerk verstarkt auch bei der chronischen
Chagas-Erkrankung auf Therapieverfahren zu richten, die zur Beseitigung der AAK
fuhren und beispielsweise in Gestalt der AAK-Immunadsorption bei AAK-positiven

Patienten mit DCM bereits eingesetzt werden.3*3°

Aufgrund der hohen Kosten dieses Therapieverfahrens, insbesondere auch, wenn man
zusatzlich die 6konomischen und die organisatorischen Bedingungen in den
Hauptverbreitungsgebieten der Chagas-Erkrankung berlcksichtigt, sind sicherlich
gegenwartig in der Forschung befindliche Therapieverfahren, die sich auf die Inhibition
der AAK richten, vielversprechender.'?

In den bisher vorliegenden Untersuchungen zum Nachweis von AAK bei chronischen

Chagas-Patienten wurden meistens Patienten mit manifester Kardiomyopathie oder
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Megakolon eingeschlossen. Nur sehr begrenzte Informationen gibt es Gber das Auftreten
von AAK bei asymptomatischen Patienten. So fanden sich M2-AAK bei
asymtomatischen chronischen Chagas-Patienten.***** Ohne die AAK zu spezifizieren,
wurde in 8 % der chronischen Chagas-Patienten ohne Kardiomyopathie

Antikdrperpositivitat beschrieben.*?°

Wir zeigen nun an den 96 chronischen Chagas-Patienten unserer Latenz-Gruppe
erstmals, dass ein hoher Prozentsatz (ca. 35-40 %) der Patienten betal, beta2- und M2-
AAK tragen. Nach Analyse des Antikérpermusters fanden wir, dass ca. 1/3 der Patienten
entweder die Kardiomyopathie-spezifische Auto-Antikdrperkombination betal-/M2-AAK
oder die Megakolon-spezifische Kombination beta2/M2-AAK oder beide Kombinationen
besal3en.

Das Auffinden von Auto-Antikdrper-spezifischen Mustern fur die Manifestationsformen
der chronischen Chagas-Erkrankung in 1/3 der Patienten der Latenz-Gruppe steht in
guter Uberbereinstimmung mit den epidemiologischen Daten, nach denen 2/3 der
chronischen Chagas-Patienten asymptomatisch bleiben und 1/3 die
Manifestationsformen entwickeln.*?*

Nutz man zusétzlich den zur Differenzierung von Kardiomyopathie und Megakolon
errechneten ,cut off von 9,6 U betal-AAK-Aktivitdt, lassen sich die Patienten der
Latenz-Gruppe, fur die wir aufgrund ihrer Positivitdt fir die Kardiomyopathie- bzw.
Megakolon-spezifischen  AAK-Muster ein Risiko fir die Entwicklung der Chagas-
Spatschaden postuliert haben, zu 85 % zur Gruppe mit Kardiomyopathie-Risiko und zu
15 % zur Gruppe mit Megakolon-Risiko zuordnen. Dies steht wiederum in
Ubereinstimmung mit den epidemiologischen Daten des Auftretens von Kardiomyopathie

bzw. Megakolon in Patienten mit chronischer Chagas-Erkrankung.

Unter Beriicksichtigung der von uns vorgelegten Ergebnisse zum Auftreten und zur
Aktivitdit von AAK bei Patienten mit chronischer Chagas-Erkrankung ware folgender

Algorhythmus zur Klassifizierung der asymptomatischen Chagas-Patienten denkbar:

1. Bestimmung von betal-, beta2- und M2-AAK zum Auffinder der Patienten mit
hohem Risiko fur die Entwicklung der Manifestationsformen.
2. Klassifizierung der Risiko-Patienten Uber die betal-AAK-Aktivitdt in die mit

Kardiomyopathie- bzw. Megakolon-Risiko.

Damit wirde sich eine Moglichkeit ergeben, die entsprechenden Patienten in

Uberwachungsprogramme einzuschlieRen. Dies kénnte zu einer gezielte Diagnostik und
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damit frihzeitigen Diagnose der Chagas-bedingten Herz bzw. Kolonschadigung fihren.
Zuséatzlich kénnten die Patienten mit dem erhdhten Risiko fur die Entwicklung der
Spatschaden gezielten Praventionsprogrammen zugefihrt werden. Von einer besseren
Prognose der Patienten bei friiher Diagnose der Chagas-Spatschaden und gezielter
Pravention kann ausgegangen werden.

Einschrankend muss an dieser Stelle allerdings angefiihrt werden, dass erst prospektive
Studien den tatséchlichen Stellenwert ermitteln werden, den das von uns - aufbauend
auf unseren Ergebnissen zur AAK-Présens in Patienten mit chronischer Chagas-
Erkrankung - aufgestellte Konzept zur Klassifizierung der Patienten mit chronischer

Chagas-Erkrankung hat.

5.2.3. Marker zur Charakterisierung von Entziindungs  prozessen

Wie bereits in Kap. 2.5 ausgefihrt wurde, lassen sich typische Zeichen fur entziindliche
Prozesse insbesondere nach der akuten Infektion beobachten,? sind aber auch bei der
chronischen Chagas-Erkrankung und dabei sowohl im Herz als auch im Kolon gefunden
worden. Insbesondere bei Chagas-Herzkrankheit wurden fokale Entziindungsherde im
Herz beschrieben.>*?"'#® Auch fiir die gastrointestinale Chagas-Erkrankung werden
entzindliche Prozesse in der Pathogenese diskutiert. So wurden T-Lymphozyteninfiltrate
mit Degeneration von glatten Muskel- und Nervenzellen beobachtet.'?'%

Im Ergebnis derartiger Untersuchungen ist die Beteiligung entziindlicher Prozesse an
der Pathogenese des Chagas-Megakolons postuliert worden. Allerdings ist bisher nicht
klar, ob es sich dabei um ein priméres Geschehen oder um eine Sekundarreaktion im
Rahmen der Megakolonpathogenese handelt.*’

Allgemein wird davon ausgegangen, dass entzindlichen Prozessen eine grofRRere

Bedeutung bei der Chagas-Herzkrankheit als beim Megakolon zukommt.®

Hinsichtlich der Konzentration von proinflammatorischen Serum-Markern, die in unserer
Studie untersucht wurden (CRP, IL-6, IL-8, TNFa) liegen z.T. widersprichliche
Ergebnisse vor. Insbesondere bei fortgeschrittener Chagas-Kardiomyopathie waren
CRP und IL-6 erhoht.®® Bei Patienten mit HIV-Infektion und chronischer Chagas-
Erkrankung waren TNFa und Interleukine hoher als bei HIV-Infizierten ohne Chagas-
Erkrankung.® Andererseits unterschieden sich die CRP und sIL-2R in Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung und unterschiedlichen Manifestationsformen nicht.**

Moglicherweise hat dabei auch der Abnahmezeitpunkt des Probenmaterials —

beispielsweise bei Patienten mit chirurgischer Intervention — Einfluss auf die
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beobachteten Markerkonstellationen. Wie bereits in Kap. 4.1.2. ausgewiesen, haben wir
jeden Marker hinsichtlich einer mdéglichen Beeinflussung durch eine chirurgische
Intervention beim Patienten gepruft und wenn diese offensichtlich war, solche Patienten

von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Die von uns vorgelegten Daten weisen nun anhand von CRP und IL-6 auf deutliche
Zeichen der Entzindung bei den Patienten mit Kardiomyopathie und denen mit
Kardiomyopathie kombiniert mit Megakolon hin, wobei allerdings nur bei einem Teil der
Patienten die CRP- und IL-6-Konzentration oberhalb des fir akute Entziindungen
ausgewiesenen cut off liegen. Wie jedoch fir das CRP gut beschrieben ist, weisen
steigende Konzentrationen, auch wenn sie den cut off nicht Gberschreiten, wie dies bei
einem Teil unserer Patienten der Fall war, auf zunehmende entzindliche Aktivitaten im
Herz hin. Diese Befunde unterstitzen die Hypothese der chronisch aktivierten
Entziindung bei Chagas-Kardiomyopathie.'* Zusétzlich in diese Richtung weisen die
zunehmende Konzentration von CRP und IL-6 ausgehend von den Patienten der
Latenz-Gruppe, fur die wir ein Risiko fur die Entwicklung einer Kardiomyopathie
postuliert haben (AAK-positive Patienten), hin zu den Patienten mit schwerer
Kardiomyopathie. Von anderen wurde gezeigt, dass sich mit steigenden IL-6-
Konzentrationen bei Kardiomyopathie-Patienten die Prognose verschlechterte.**® Die in
der Latenz-Gruppe und in der Megakolon-Gruppe nicht unterschiedlichen CRP- und IL-
6-Konzentrationen stehen in Einklang mit der Annahme, dass entziindliche Prozesse bei
der Megakolongenese weniger bedeutsam sind als in der Genese der Chagas-
Kardiomyopathie.

Hinsichtlich des proinflammatorischen Zytokins IL-8 lagen die Werte fur alle Gruppen
unterhalb des cut off. Dennoch zeigten sich mit CRP und IL-6 vergleichbare
Konzentrationsunterschiede, die damit die entziindliche Komponente in der Genese der
Chagas-Kardiomyopathie unterstitzen.

Im Gegensatz dazu lag bei der tUberwiegenden Anzahl der Patienten, sowohl der
asymptomatischen als auch der symptomatischen Patienten, die TNFa-Konzentration
Uber dem cut off. Hinsichtlich der gruppenspezifischen Werte zeigte sich ein den
anderen proinflammatorischen Zytokinen vergleichbares Muster mit der niedrigsten
Konzentration in der Kontrollgruppe und in der Latenz-Gruppe sowie signifikant hoheren
Konzentrationen in den Gruppen mit Herz- und Kolonerkrankung. Auch andere
Untersucher haben eine erhohte TNFa-Konzentration in Patienten mit Chagas-
Kardiomyopathie, verglichen mit der Konzentration von gesunden Kontrollpersonen
beschrieben.™ Die aus unseren Daten abgeleitete Zunahme der TNFa-Konzentration

ausgehend von den latenten Patienten, fir die wir ein Kardiomyopathierisiko postuliert
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haben, hin zu den Patienten mit schwerer Kardiomyopathie stimmt mit Untersuchungen
Uberein, in denen gezeigt wurde, dass die Serum-TNFa-Konzentration mit dem
Schweregrad der Kardiomyopathie ansteigt.'****>**® Allerdings finden sich auch
Mitteilungen, dass sich asymptomatische und symptomatische Patienten sowohl mit
Kardiomyopathie als auch mit Megakolon in ihrer TNFa-Konzentration nicht
unterscheiden.’®” Bei Chagas-Patienten mit gastrointestinaler Manifestation wurden
sogar im Vergleich zu den Kontrollpersonen niedrigere Konzentrationen gefunden.*® Fiir
den ldslichen IL-2-Rezeptor liegen wiederum die Werte aller Gruppen mit wenigen
Ausnahmen, insbesondere in den beiden Gruppen mit Kardiomyopathie, innerhalb des
Referenzbereiches, aber auch hier mit dem typischen Muster, das auf die Assoziation
von Kardiomyopathie und Entziindung bei der Chagas-Erkrankung hinweist. Gesteigerte
Konzentrationen von IL-2R wurden in der Literatur bei akut mit Trypanosoma cruzi
infizierten Kindern beobachtet.®® Dies kénnte in Einklang stehen mit Untersuchungen, in
denen an einem Maus-Modell gezeigt wurde, dass die Expression von IL-2R wahrend
der Immunsupression in der akuten Phase hoch ist.** In chronisch erkrankten Kindern
wurden keine zu den Kontrollen veranderten IL-2R-Konzentrationen beobachtet.

Dies muss jedoch nicht unbedingt im Widerspruch zu unseren Ergebnissen stehen.
Wahrend sich die chronisch erkrankten Kinder in der Regel in der asymptomatischen
Phase der Chagas-Erkrankung befanden, wurden die in unserer Studie erhobenen
erhohten IL-2R-Werte in erwachsenen asymptomatischen und symptomatischen
Patienten erhoben, bei denen immer wiederkehrende akut entziindliche Phasen bekannt
sind. Ein Zusammenhang von akut entzindlichen Phasen und IL-2R Freisetzung wirde
auch erklaren, warum im Vergleich zu den anderen untersuchten proinflammatorischen
Markern keine organspezifischen Muster nachweisbar waren.

Dass es bei chronischer Chagas-Erkrankung zu erhdhten IL-2R-Konzentrationen kommt,
ist auch von anderen gezeigt worden.®®

Fur das antiinflammatorische Zytokin IL-10 fanden sich Werte Gber dem cut off nur bei
den Chagas-Patienten, nicht jedoch in der Kontrollgruppe. Die gegeniber der
Kontrollgruppe erhéhten IL-10 Konzentrationen in allen Patientengruppen, ohne dass ein
spezifisches Muster sichtbar wurde, kdnnte darauf hinweisen, dass hier ein
Kompensationsmechanismus zum Tragen kommt, der insbesondere gegen die temporéar

akut entziindlichen Phasen im Verlauf der chronischen Chagas-Erkrankung gerichtet ist.

Die in unserer Studie nachgewiesenen, wenn auch schwachen, jedoch signifikanten
Korrelationen zwischen den Konzentrationen der verschiedenen Entziindungsmarker
sind bei deren bekannten Interaktionen im Entziindungsprozess - am besten sicherlich

untersucht fir CRP und IL-6 - nicht Uberraschend.
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5.2.4 Marker zur Charakterisierung von Oxidativem S tress

Tierexperimentelle Untersuchungen haben deutlich gemacht, dass es nach einer
Infektion mit T. cruzi in der akuten Phase zu einem Anstieg von Oxidativem Stress,
sichtbar in Serum und im Herz, kommt. Im Serum, besonders aber im Herz, wurde der
gesteigerte Oxidative Stress an der Zunahme von Lipidperoxidationsprodukten und
Produkten der Proteincarbonylierung sichtbar. Gleichzeitig kam es in der akuten
Infektionsphase zu einem kompensatorischen Anstieg der antioxidativen Kapazitat. Der
akuten Infektionsphase folgt eine Phase mit Verminderung des Oxidativen Stress. Im
Verlauf der weiteren chronischen Phase kommt es erneut zu einem Anstieg von
Oxidativem Stress, der jetzt von einer zunehmenden Verminderung der antioxidativen
Kapazitat begleitet war.*****1%? Als eine Quelle fiir den Oxidativen Stress bei Infektion
mit T. cruzi wurden entzindliche Prozesse diskutiert. Als ein Beleg daflr wurden
Korrelationen von Entziindungsmarkern und Markern fir den Oxidativen Stress™*® und
eine gesteigerte Myeloperoxidase-Aktivitat im Serum von Chagas-Patienten
angefiihrt.’** Des Weiteren ist vor allem die Mitochondrienschéadigung im Verlauf der
akuten Infektion und Kardiomyopathiegenese als Quelle fur den Oxidativen Stress
diskutiert worden.’****> Auch erste Hinweise auf gesteigerten Oxidativen Stress in
Patienten mit Chagas-Erkrankung liegen vor. Insbesondere wurde dies an Chagas-
spezifischen Verdnderungen im Hinblick auf die antioxidative Kapazitat des Blutes
sichtbar.”*® Durch Substitution von Patienten mit Vitamin C und E Uber 6 Monate
konnten die Chagas-assoziierten Erhéhungen von Lipidperoxidations- und
Proteincarbonylierungs-produkten sowie der Verlust an antioxidativer Kapazitat
vermindert werden.’

Wir haben in unserer Studie die Bestimmung der Myeloperoxidase-Aktivitat im Serum
eingesetzt, um den oben postulierten Zusammenhang von Entziindung und Oxidativem
Stress bei Patienten mit Chagas-Erkrankung zu analysieren. Entgegen der
beschriebenen Erhéhung der MPO-Aktivitat'* lagen die MPO-Aktivititen in den
verschiedenen Untersuchungsgruppen unserer Studie in der Regel im vom
Testhersteller angegebenen Referenzbereich. Signifikante Unterschiede in der Aktivitét
zwischen den Gruppen waren nicht nachweisbar. Nur flr die Patienten der Latenz-
Gruppe war eine gegeniber den anderen Gruppen groRRere Variabilitat in der MPO-
Aktivitat sichtbar. Eine Ursache daflir kbnnen wir gegenwartig nicht erkennen. Eine im
Hinblick auf den Oxidativen Stress mdglicherweise herausgehobene Stellung der
Latenz-Gruppe lasst sich auch aus den Daten zu den Oxidativen Stress-Markern
Malondialdehyd (MDA) und Lipidperoxide (LPO) vermuten. Beide Marker zeigten

anhand des Medians (fir MDA signifikant) einen Anstieg der Konzentration beim
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Vergleich von Kontrollgruppe und Latenz-Gruppe. Die Latenz-Gruppe wies zusatzlich
hohere Werte fir MDA und LPO als die Gruppe mit Megakolon auf. Insgesamt stlitzen
die Befunde zum MDA und LPO die Hypothese von gesteigertem Oxidativem Stress bei
Patienten mit Chagas-Erkrankung. Dass dabei der Oxidative Stress aul3er Patienten in
der Latenz-Phase hauptsdchlich die Patienten mit Kardiomyopathie betrifft, konnte aus
unseren Daten vermutet werden. Hier sind jedoch weitergehende Untersuchungen
notwendig, insbesondere deshalb, weil gerade die Bestimmung von Markern des
Oxidativen Stress nur dann aussagekraftig ist, wenn mit einem hochstandardisierten
Protokoll Probennahme und Lagerung so realisiert werden konnen, dass bei
Patientenrekrutierung Uber langere Zeitrdume praanalytische Einflisse auf die Marker,

die zu Verfalschungen fihren kénnen, ausgeschlossen sind.

5.2.5. Marker der Herz-Schadigung

Kardiales Troponin T und | sowie B-Typ-natriuretisches Peptid (BNP) bzw. NT-proBNP
(inaktives N-terminales Ende der proBNP-Prozessierung zu BNP) sind Eckpfeiler in der
modernen kardiologischen Diagnostik. So stellen die Troponine heute die
EntscheidungsgroRe dar, mit der beim akuten Koronarsyndrom die Differenzierung von
Angina pectoris und Myokardinfarkt ohne ST-Hebung im EKG (NON-STEMI)
vorgenommen wird.**’

Auch BNP und NT-proBNP haben als klinisch-chemische Messgrofien Eingang in die
Leitlinien zur Diagnostik und zum Therapiemonitoring bei Herzinsuffizienz gefunden.'*®
Bereits frilhzeitig in der BNP-Ara ist B-Typ-natriuretisches Peptid auch zur
Charakterisierung von Patienten mit Chagas-Kardiomyopathie eingesetzt worden. Die
nach unserer Kenntnis erste Publikation zum BNP bei Chagas-Erkrankung zeigte bereits
die Korrelation von linksventrikularer Dysfunktion und Héhe der BNP-Konzentration im
Blut.®

In unserer Studie wiesen die Uberwiegende Zahl der zur Kontrollgruppe, Latenz-Gruppe
und Megakolon-Gruppe gehoérenden Probanden NT-proBNP-Konzentrationen im
Referenzbereich auf. Nur 4-8 % der Probanden dieser Gruppen hatten Werte oberhalb
des Referenzbereiches. Dabei war jedoch die NT-proBNP-Konzentration bei den
Megakolonpatienten signifikant hoher als bei den Kontrollen und in der Latenz-Gruppe.
Kirzlich wurde gezeigt, dass sich bereits bei chronischen Chagas-Patienten mit milder
Kardiomyopathie, deren EKG normal war, die eine unauffallige radiologische Diagnostik

und nur geringe Veranderungen im Echokardiogramm (abnormale regionale
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Wandbewegung) aufwiesen, doch signifikant erhdhte BNP-Konzentrationen fanden,

wenn mit nicht-infizierten Kontrollpersonen verglichen wurde.*

Die Zuordnung unserer Patienten in die Megakolon- bzw. Kardiomyopathie/Megakolon-
Gruppe beruhte priméar auf der Abwesenheit bzw. dem Auftreten eines abnormalen EKG.
Damit wurden mdglicherweise Patienten mit milder Kardiomyopathie (siehe oben
aufgefuhrte Kriterien) nicht erkannt und damit der Megakolon-Gruppe und nicht der
Kardiomyopathie/Megakolon-Gruppe zugeordnet. Die gegeniber den Kontrollen und der
Latenz-Gruppe, wenn auch geringfligig, so doch signifikant erhthte NT-proBNP-
Konzentration in den Megakolon-Patienten, kénnte so eine Erklarung finden.

Im Hinblick auf die Patienten der Latenz-Gruppe mit NT-proBNP-Werten oberhalb des
Referenzbereiches kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch diese Patienten trotz
des fehlenden pathologischen EKG eine milde Kardiomyopathie aufwiesen und damit
der Kardiomyopathie-Gruppe zuzuordnen waren, was deren NT-proBNP-Werte erklaren
wilrde. Unter dem gleichen Gesichtspunkt missen auch die NT-proBNP-Werte oberhalb
des Referenzbereiches in der Kontrollgruppe diskutiert werden. Auch unter diesen
koénnten sich Patienten mit nicht erkannter milder Kardiomyopathie verstecken.

Deutlich hohere NT-proBNP-Werte fanden wir in der Kardiomyopathie- und in der
Kardiomyopathie/Megakolon-Gruppe, in denen zuséatzlich auch die Beziehung von NT-
proBNP-Konzentration und Schweregrad der Kardiomyopathie gezeigt wurde, was eine

Reihe bereits vorliegender Untersuchungen ergénzt. %0490

Darauf hinzuweisen ist, dass sich die Gruppe der Patienten mit milder/moderater
Kardiomyopathie insbesondere aus Patienten zusammensetzte, bei denen nach
Feststellung der chronischen Chagas-Erkrankung (Nachweis von T. cruz-
Antikorperpositivitdt bei potentiellen Blutspendern) bzw. nach Manifestation des
Megakolons gezielt nach der Kardiomyopathie gesucht wurde. Gravierende klinische
Symptomatik, die die Patienten veranlasst hatten sich im Hinblick auf eine
Herzschadigung beim Arzt vorzustellen, wurde von den Patienten nicht angegeben.
Damit ist die Herzmanifestation in der milden bzw. moderaten Form in der Regel ein
Zufallsbefund. Insbesondere deshalb, weil es in Folge der lokalen und ékonomischen
Bedingungen in Stdamerika vermutlich auch zukinftig nicht méglich sein wird, T. cruzi-
infizierte Personen flachendeckend mittels EKG oder besser Echokardiographie nach
frihen Zeichen fur eine Herzmanifestation der Chagas-Erkrankung zu untersuchen.

Der von uns gezeigte Prozentsatz an Patienten mit milder/moderater Kardiomyopathie
jedoch mit deutlicher NT-proBNP-Positivitat (> 125 pg/ml) weist daraufhin, dass mit der

Bestimmung von B-Typ-natriuretischen Peptiden in Kklinisch unauffalligen Chagas-
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Patienten eine Mdglichkeit besteht, bei einem erheblichen Teil dieser Patienten friihe
Herzverdnderungen zu erkennen. Solche Patienten kénnten dann eher als bisher einer
gezielten  weiteren  Diagnostik  zugefuhrt und  frihzeitig in  sekundare
Praventionsprogramme eingeschlossen werden. Die von uns gezeigte Zunahme der NT-
proBNP-Konzentration mit dem Schweregrad der Chagas-Kardiomyopathie unterstreicht
den Stellenwert, den die klinisch-chemische Diagnostik im Rahmen des Therapie-
Monitorings bei Chagas-Kardiomyopathie erlangen kann.

Unterstltzt wird die Bedeutung, die der Bestimmung der B-Typ-natriuretischen Peptide
bei Patienten mit Chagas-Erkrankung zukommt, durch Untersuchungen, in denen B-Typ-
natriuretisches Peptid als Prognosemarker bei Patienten mit chronischer Chagas-

Erkrankung eingesetzt wurde.®*

Die Bestimmung von B-Typ-natriuretischen Peptiden bei Patienten mit unauffalliger
chronischer Chagas-Erkrankung, wie von uns vorgeschlagen oder aber zum
Therapiemonitoring, ist nach unserer Ansicht der kosten- und personalintensiven
Diagnostik mittels EKG und Echokardiographie Uberlegen. Die
laboratoriumsmedizinische Diagnostik erlaubt eine fur den Patienten kostengiinstige
dezentrale Probengewinnung in unmittelbarer ortlicher Néahe des Patienten (keine Reise
zum Untersuchungsort) kombiniert mit einer hochstandardisierten und zentralisierten,

damit qualitatsgesicherten und kostenminimierten Marker-Analytik in wenigen Zentren.

Im Vergleich zu den B-Typ-natriuretischen Peptiden als ausgewiesene Marker der
Herzinsuffizienz stellen die kardialen Troponine hochspezifische Marker der

Herznekrose dar.%®®’

lhre Zunahme im Blut gehort deshalb heute neben der
entsprechenden Klinik (akuter Brustschmerz) und dem typischem EKG (ST-Hebung) zu
den Kriterien fur die Diagnose ,Myokardinfarkt“. Bei nicht-typischem EKG (non-ST-
Hebungsinfarkt) ist die Zunahme von kardialen Troponinen im Blut bei typischer Klinik
das entscheidende Kriterium fir die Diagnose ,Myokardinfarkt‘. Die gegenwartig
allgemeinverfligbaren Assays zur Bestimmung kardialer Troponine besitzen eine
Empfindlichkeit, die ausreicht, den Untergang von ca. 1 g Myokardgewebe anzuzeigen.

Bereits mit diesen Assays, insbesondere aber mit Neuentwicklungen, in denen z.T. eine
um den Faktor 10 héhere Sensitivitat erreicht wird, wurden Troponin-Erhéhungen tber
die 99. Perzentile der Referenzpopulation hinaus im Blut beobachtet, die nicht einem
Myokardinfarkt zugeordnet werden konnen. So fanden sich erh6hte Troponinwerte bei
traumatischer Herzbeeinflussung, Entziindung, toxischer Herzschadigung, Hypertonie

und bei vielen anderen pathologischen Zustanden mit Herzbeeinflussung.**
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Auch bei koronarer Herzkrankheit ohne Myokardinfarkt und bei Herzinsuffizienz liel3en

sich gegeniiber Gesunden héhere Troponinwerte nachweisen, 5213

Gezeigt wurde sogar, dass physische Stresssituationen, wie sie ein Marathonlauf fur das
Herz darstellt, zu Troponinerh6hungen im Blut fiihren, ohne dass dabei ein Untergang
von Herzgewebe angenommen werden kann. Erklart werden solche Troponin-
Erhéhungen mit passagerer oder permanenter Zunahme der Durchlassigkeit von
Herzzellmembranen, wobei haufig Oxidativer Stress induziert durch entzindliche

Prozesse, als Ursache diskutiert wurde.*?%%*

Ausgehend von den Befunden zur nicht-nekrotischen Troponin-Zunahme im Blut als
Marker fur pathologische Prozesse, lag es nahe, die Chagas-Patienten unserer Studie
im Hinblick auf eine Troponinerhéhung zu prifen. Bisher sind nur zwei Studien und eine
Einzelpatientenbeobachtung zu kardialem Troponin bei Chagas-Herzkrankheit publiziert,
dabei jedoch keine krankheitsspezifischen Zunahmen von Troponin beobachtet
Worden.98,99,100

Die fehlende Sensitivitat der genutzten Assays koénnte eine Ursache sein. Dies wirde in
Einklang mit unseren Resultaten stehen, die zeigen, dass auch in unseren Patienten mit
dem gegenwartig verfigbaren cTnT-Test keine unterschiedlichen cTnT-Konzentrationen
in den gesunden Kontrollen und den verschiedenen Chagas-Gruppen nachweisbar
waren. Vollstandig anders stellte sich die Situation beim Einsatz eines mit ca. zehnfach
hoherer Empfindlichkeit messenden cTnT-Assays dar. Im Vergleich zu den Patienten mit
Chagas-Kardiomyopathie  wurden signifikant niedrigere cTnT-Werte in der
Kontrollgruppe, Latenz-Gruppe und Megakolon-Gruppe gefunden. Der Unterschied in
der cTnT-Konzentration zwischen den Kardiomyopathie-Gruppen einerseits und den
anderen Gruppen andererseits, zeigt sich auch, wenn die cTnT-Werte klassifiziert
werden. In der Uberwiegenden Zahl von Patienten in der Kontrollgruppe, Latenz-Gruppe
und etwas weniger deutlich in der Megakolon-Gruppe war cTnT nicht messsbar.
Dagegen war in den beiden Kardiomyopathie-Gruppen bei 27 % bzw. 47 % der
Patienten ¢cTnT messbar, dabei wurden bei 13 % bzw. 12 % sogar Werte oberhalb der
99. Perzentile der Referenzpopulation gefunden. Zusatzlich fanden wir eine deutliche
Korrelation der cTnT-Konzentration zum Schweregrad. Wir konnten damit zeigen, dass
mit einem hochsensitiven cTNT-Assay Patienten ohne und mit unterschiedlichen
Manifestationsformen signifikant voneinander unterschieden werden kénnen und dass
zusatzlich eine Differenzierung im Hinblick auf den Schweregrad der Kardiomyopathie

maglich ist.
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Gegenwartig wird diskutiert, dass jeder messbare cTnT-Wert eine pathophysiologische
Korrelation besitzen kénnte und damit die untere Nachweisgrenze (UNG) fir cTnT ein
optimaler cut off zur Differenzierung von ,tatsachlich® Herz-Gesunden und Probanden
mit entweder passagerer (Marathonlaufer) oder permanenter ,Herzbelastung® darstellen
sollte.™*

Basierend auf den vorgelegten Ergebnissen konnten danach durch die c¢TnT-
Bestimmung mit dem hochsensitiven Assay bereits im Stadium der milden/moderaten
Kardiomyopathie ca. 30 % der Patienten an ihren messbaren cTnT-Werte erkannt
werden und diese bereits in diesem Stadium gezielt einer weiterfihrenden Diagnostik
und Therapie zugefuhrt werden.

Mit dem c¢TnT, gemessen mit einem hochsensitiven Assay, liegt damit neben den B-Typ-
natriuretischen Peptiden ein weiterer laboratoriumsmedizinischer Marker bereit, der
unter den Bedingungen Sidamerikas, wie fir das NT-proBNP bereits diskutiert, einen
wesentlichen Beitrag zur Diagnostik und zum Monitoring von chronischen Chagas-
Patienten erbringen kdnnte. Nach unseren Ergebnissen kann durch die Kombination von
NT-proBNP und cTnT-Bestimmung insbesondere bei asymptomatischen Patienten eine
hohere diagnostische Sensitivitdét im Hinblick auf den frihzeitigen Nachweis einer
Herzschadigung erzielt werden. Hierzu sind jedoch weitere Untersuchungen notwendig,
insbesondere solche, bei denen die Herzmarker auf dem Hintergrund einer exakten
echokardiographischen Charakterisierung der asymptomatischen Patienten bestimmt

werden.
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6. SCHLUSSFOLGERUNGEN

Die von uns vorgelegten Ergebnisse zum Autoantikbrper-Muster von Patienten mit
chronischer Chagas-Erkrankung und Kardiomyopathie bzw. Megakolon und das
Auffinden solcher Muster bei 30 % der asymptomatischen Patienten starkt einerseits die
Autoimmunhypothese der chronischen Chagas-Erkrankung und weist dartiber hinaus
darauf hin, dass die Bestimmung der Autoantikdrper in asymptomatischen Chagas-
Patienten eine Mdglichkeit darstellen kénnte, deren Risiko fur die Manifestation von
Kardiomyopathie und Megakolon anzuzeigen. Zukinftig muss dieses diagnostische
Konzept in prospektiven Studien geprift werden. Notwendige Voraussetzung daflr ist
die Etablierung von Assays fiur die Autoantikorper (z.B. ELISA), die kostenginstiger,
ohne den hohen personellen und zeitlichen Aufwand des Bioassay und automatisierbar
durchzufiihren sind. Die untersuchten Entzindungsmarker und Marker des Oxidativen
Stress weisen auf die entzindliche Komponente in der Genese der manifesten
chronischen Chagas-Erkrankung hin. Der Einsatz als Frihmarker zur Diagnostik des
Uberganges von der asymptomatischen zur symptomatischen Chagas-Erkrankung ist
jedoch nach unseren Untersuchungen nicht moglich. Dagegen ist die Bestimmung der
Herzmarker NT-proBNP und cTnT geeignet, bereits milde Schweregrade der
Kardiomyopathie bei Chagas-Patienten zu diagnostizieren und damit die Moglichkeit zu
eroffnen, diese Patienten frihzeitig in ein Kontroll- und Therapieprogramm
einzuschlieen. Durch die Herzmarker-Bestimmung werden Patienten der Diagnostik
zuganglich, fur die ausgehend von den 6konomischen und logistischen Bedingungen im
Verbreitungsgebiet der Chagas-Erkrankung andere Diagnosemoglichkeiten (EKG,

Echokardiographie) nur auf3erst begrenzt oder nicht zugénglich sind.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

7.1. Einleitung und theoretischer Teil

Die Chagas-Erkrankung als endemisch primér in Lateinamerika vorkommende
Infektionskrankheit wird durch Trypanosoma cruzi, die hauptséachlich durch
Raubwanzenkot von Tier zu Mensch und Uber Bluttransfusion von Mensch zu Mensch
Ubertragen werden, verursacht.

Nach WHO-Angaben Ileben ca. 100 Millionen Einwohner bzw. 25 % der
Gesamtbevilkerung Lateinamerikas in endemischen Gebieten, wovon nach Angaben
aus dem Jahre 2000 11 Millionen Menschen chronisch infiziert waren, was zu mehr als
21 000 Todesfallen im Jahr fuhrte.

Diaplazentale und perinatale Ubertragung von Trypanosoma cruzi, Ubertragungen durch
verunreinigte Lebens- und Genussmittel sowie durch Organspende sind ebenfalls
beschrieben. Durch zunehmende Migrationsprozesse und Tourismus beginnt die

Chagas-Erkrankung, ein weltweites Problem zu werden

Die unmittelbar der Infektion folgende akute Krankheitsphase ist in der Regel
unspektakular. Symptomatisch wird die akute Phase vorwiegend bei Kindern
insbesondere durch Myokarditis und Meningoenzephalitis, was mit einer Mortalitat von

2-6 % verbunden ist.

In der anschlieBenden chronischen Chagas-Erkrankung bleiben trotz der lebenslangen
Parasitenpersistenz 70 % der Patienten klinisch unaufféllig (asymptomatische Phase,
Indeterminate Phase, Latenz-Phase), bei den restlichen 30 % der Patienten manifestiert
sich die chronische Chagas-Erkrankung als Erkrankung des Herzens (ca. 90 % der
Patienten), hauptséchlich als Kardiomyopathie sowie als Erkrankung des

Intestinaltraktes (Megakolon, Megatsophagus) und des Nervensystems (Demenz).

Die chronische Chagas-Erkrankung stellt damit fir die betroffenen Lander
Lateinamerikas ein gewaltiges sozio-6konomisches Problem dar. Beispielhaft fir
Brasilien berechnet, ergibt sich aus Therapiekosten und Lebensarbeitszeitverlust ein

finanzieller Verlust von ca. 240 Mill. US Dollar jahrlich.

Bei der Hauptmanifestationsform der chronischen Chagas-Erkrankung, der Chagas-

Herzkrankheit, stehen Rhythmusstérungen, Thromboembolien, plétzlicher Herztod und
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Kardiomyopathie im Vordergrund. Mikroskopisch lassen sich fokale, spéater diffuse
Entzindungsprozesse und interstitielle Fibrose in allen Herzarealen nachweisen.

Typisches radiologisches Zeichen von Megakolon und Megadsophagus ist deren
Dilatation. Klinisches Zeichen fir das Megakolon ist die chronische Obstipation als Folge

der Darmhypokinesie.

Die Pathogenese der Chagas-Manifestationsformen wird heute hauptsachlich als
Zusammenspiel von inflammatorischen, immunologischen und autoimmunologischen
Mechanismen gesehen. Insbesondere fir die Chagas-Kardiomyopathie aber auch
immer mehr fur das Megakolon werden autoimmune Schadigungsmechanismen in den
Mittelpunkt der Pathogenese gerlckt. Diskutiert wird, dass durch T. cruzi spezifische
Antigene Auto-Antikérper induziert werden, die sich gegen kreuzreagierende
Wirtsantigene richten (Molekulares Mimicry) und/oder Antigene des Wirtes im Verlauf
der Parasiten-induzierten Gewebeschadigung dem Immunsystem zuganglich werden

und zur Produktion von Auto-Antikdrpern fihren (Bystander-Aktivierung).

Unter den Auto-Antikérpern werden zunehmend solche als pathogen angesehen, die
gegen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren gerichtet sind, insbesondere gegen betal-,
beta2-Adrenorezeptor (betal-AAK, beta2-AAK) und muscarinergen M2-Rezeptor M2-
AAK).

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren gehtéren zu den Transmembranproteinen. Sie sind an
der Signalverarbeitung von Sinnesreizen aber auch bei Entzindungsprozessen,
Chemotaxie, Endo- und Exozytose, Zellwachstum und —differenzierung sowie an der
Regulation des Stoffwechsels beteiligt und damit zentrale Stellglieder sowonhl
physiologischer als auch pathophysiologischer Prozesse. Die transmembrantse
SignalUbertragung von Katecholaminen und Acetylcholin wird durch G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren vermittelt. Eindrucksvoll lasst sich die Wirkung von betal-AAK,
beta2-AAK und M2-AAK an ihrer positiven bzw. negativen Chronotropie auf neonale

Rattenkardiomyozyten zeigen.

7.2. Problemstellung

Gegenwartig existiert kein kausales therapeutisches Konzept, um den Ubergang von der
asymptomatischen zur symptomatischen Phase der Chagas-Erkrankung zu verhindern.

Deshalb wére es notwendig, die Patienten in der asymptomatischen Phase
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herauszufinden, die ein hohes Risiko fur die Entwicklung von Chagas-Herzkrankheit und
intestinaler Krankheit besitzen. Diese Patienten sollten friihzeitig auf den Ubergang von
der asymptomatischen zur symptomatischen chronischen Chagas-Erkrankung getestet
werden, um sie friher als bisher den etablierten Therapieverfahren fur Kardiomyopathie

und Megakolon zuzufiihren.

Ausgehend von der Autoimmunhypothese der chronischen Chagas-Erkrankung und
speziell von der pathogenetischen Funktion von betal-AAK, beta2-AAK und M2-AAK
postulieren wir, dass sich Chagas-Herzkrankheit und intestinale Krankheit durch ein
unterschiedliches Auto-Antikdrpermuster unterscheiden sollten. Solche Muster kdnnten
dann bereits in der asymptomatischen Phase sichtbar sein und so Risikopatienten fur

den Ubergang in die manifeste Phase kennzeichnen.

In Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb das Muster betal- und beta2- und M2-AAK in
asymptomatischen chronischen Chagas-Patienten (Indeterminate Phase) und

symptomatischen Patienten mit Chagas-Kardiomyopathie und Megakolon bestimmit.

Im Hinblick auf die friihzeitige Diagnose des Uberganges von der asymptomatischen zur
symptomatischen chronischen Chagas-Erkrankung wurde geprift, ob
laboratoriumsmedizinische Untersuchungen einen Beitrag dazu leisten kdnnen.
Untersucht  wurden  Herzmarker  (B-Typ-natriuretisches  Peptid;  Troponin),
Entzindungsmarker (CRP, Interleukine, TNFa, Myeloperoxidase) und Marker fir

Oxidativen Stress (Myeloperoxidase, Malondialdehyd, Lipidperoxide).

7.3. Material und Methoden

Von 2005 bis 2007 wurden insgesamt 228 Patienten mit dem Nachweis von Antikérpern
gegen Trypanosoma cruzi und zusatzlich 29 gesunde Probanden als Kontrollgruppe in
die Studie eingeschlossen. Die Patienten wurden nach Anamnese, EKG und
radiologischer Diagnostik der Latenz- (96 Patienten), Kardiomyopathie (57), Megakolon-
(30) und Megakolon plus Kardiomyopathie-Gruppe (45) zugeordnet. Die Patienten mit
Kardiomyopathie wurden zusétzlich nach dem Schweregrad subklassifiziert. Von den
Studienteilnehmern wurde Blut gewonnen, portioniert und bei -20 °C bis zur Bestimmung

gelagert.
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Die Bestimmung der Autoantikorper-Aktivitat erfolgte in einem von uns zuvor
standardisierten Bioassay, in dem die Anderung der Schlagfrequenz von kultivierten
spontan schlagenden neonatalen Rattenherzzellen nach Zugabe der Serum-lgG-
Praparation der Patienten gemessen wurde. Durch selektive Zugabe von Antagonisten

zum Bioassay wurden die verschiedenen AAK-Aktivitaten differenziert.

Die Bestimmung der laboratoriumsmedizinischen MessgroRen erfolgte automatisiert

bzw. halbautomatisiert mit kommerziell verfligbaren Analysengeraten und Assays.

7.4. Ergebnisse

Unter den Studienteilnehmern waren 156 Frauen und 101 Maénner. In der
Kontrollgruppe, der Latenz- und Megakolon-Gruppe Uberwogen Frauen. In der
Kardiomyopathie-Gruppe Uberwogen Manner. Ein Einfluss des Geschlechts auf die
Untersuchungsergebnisse wurde nicht festgestellt. Nach Analyse von Geburts- und

Wohnort zeigte sich die fur Stidamerika typische Bevolkerungsbewegung in die Stadte.

Obwohl die Studienteilnehmer der Kontrollgruppe und der Latenz-Gruppe jlnger als die
Patienten der anderen Gruppen waren, wurden keine altersabhangigen Einflisse auf die

untersuchten Parameter festgestellt.

Von den 102 Patienten mit Kardiomyopathie hatten 8 Patienten eine milde, 52 eine

moderate Kardiomyopathie und 42 eine schwere Kardiomyopathie.

Die Blutabnahme erfolgte bei einem Teil der Patienten mit manifester chronischer
Chagas-Erkrankung nach einer chirurgischen Intervention (Schrittmacherimplantation,
Kolonchirurgie). Fir diese Patienten wurde jeweils der Einfluss der chirurgischen
Intervention auf die untersuchten Parameter geprift und wenn notwendig diese

Patienten von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Basierend auf dem von uns in Voruntersuchungen ermittelten cut off von 4 U fir betal-
und beta2-AAK und -4 U fir M2-AAK waren von den Patienten mit Kardiomyopathie 100
% positiv fur betal-AAK, 89 % fur beta2-AAK und 98 % fur M2-AAK. Unter den
Megakolon-Patienten zeigten 97 % Positivitat fur beta2-AAK, 100 % fur M2-AAK aber

nur zu 38 % fur betal-AAK. Damit bestand ein signifikanter Unterschied im Auftreten von
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betal-AAK bei den Patienten mit Kardiomyopathie bzw. Megakolon. Patienten mit

Megakolon und Kardiomyopathie besal3en alle 3 Auto-Antikorper zu nahezu 100 %.

Das typische Zeichen fir Patienten mit Kardiomyopathie war damit das Auftreten von
betal-AAK gemeinsam mit M2-AAK, fur die Patienten der Megakolon-Gruppe der
Nachweis von beta2-AAK gemeinsam mit M2-AAK.

In der Latenz-Gruppe sind 34 % fiur betal-AAK, 33 % flr beta2-AAK und 42 % fur M2-
AAK positiv. Im Hinblick auf die Kombinationen betal-/M2-AAK und/oder beta2-/M2-AAK

waren 34 % der latenten Patienten positiv.

Zusatzlich zum unterschiedlichen AAK-Muster wiesen die Kardiomyopathie-Patienten im
Vergleich zu den Megakolon-Patienten héhere betal-AAK- und M2-AAK-Aktivitaten auf,
wahrend bei letzteren héhere beta2-Aktivitat gefunden wurde.

Dabei trennte ein cut off von 9,6 U fur die betal-AAK-Aktivitat mit hochster Effizienz

Kardiomyopathie und Megakolon-Patienten.

Wendet man den cut off von 9,6 U fir betal-AAK zur Unterscheidung von Chagas-
Patienten mit Kardiomyopathie bzw. Megakolon nun auf die 34 % der Patienten der
Latenz-Gruppe an, fur die wir aufgrund ihres AAK-Musters ein Risiko fur die Entwicklung
von Spatschaden postuliert haben, lassen sich 85 % dieser Risiko-Patienten dem

Kardiomyopathie-Muster und 15 % dem Megakolonmuster zuordnen.

In den Chagas-Patienten mit Kardiomyopathie korrelierte insbesondere die betal-AAK-

Aktivitat mit dem Schweregrad der Kardiomyopathie.

Zusammenfassend zeigten sich fur die Entzindungsmarker hdhere Werte in der
Kardiomyopathie und Megakolon/Kardiomyopathie-Gruppe verglichen mit der Latenz-
Gruppe und der Gruppe mit Megakolon. Zusatzlich existierte eine Korrelation der

Entzindungsmarker zum Schweregrad der Kardiomyopathie.

Wenig aussagekréftig sind die Ergebnisse zur Myeloperoxidase, die sowohl als
Entzindungsmarker und Marker fir den Oxidativen Stress gilt. Auch die eigentlichen
Marker fir den Oxidativen Stress liefern keine Hinweise, dass deren Bestimmung
friihzeitig den Ubergang von der asymptomatischen zur symptomatischen Phase
anzeigen kann. Entweder wurden keine Unterschiede in den verschiedenen

Patientengruppen gefunden oder aber Hinweise auf gesteigerten Oxidativen Stress vor
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allem in der Latenz-Gruppe. Die Megakolon-Gruppe scheint unter den verschiedenen

Patientengruppen am wenigsten von Oxidativem Stress betroffen zu sein.

Patienten mit Kardiomyopathie sowie Megakolon und Kardiomyopathie wiesen hdhere
NT-proBNP-Konzentrationen als die Patienten der Latenz-Gruppe und der Megakolon-
Gruppe auf. Dabei hatten Patienten mit schwerer Kardiomyopathie hohere NT-proBNP-
Werte als Patienten mit milder/moderater Kardiomyopathie. Wurde ein cut off von 125
pg/ml zugrunde gelegt, lieBen sich 35 % der Patienten der Gruppe mit milder/moderater
Kardiomyopathie mit diesem Herzmarker identifizieren. Allerdings besaf3en auch 4 und 8
% der Patienten der Latenz-Gruppe und der Megakolon-Gruppe NT-proBNP Uber der
Nachweisgrenze. Moglicherweise ist dies ein Hinweis auf eine Herzschadigung bei
diesen Patienten, die mit der zur Patienteneinteilung genutzten EKG-Diagnostik nicht

erkannt wurde.

Mit Hilfe eines hochsensitiven Testes zur Bestimmung von cTnT wurden die hdchsten
Konzentrationen fir diesen Herzmarker in den Patientengruppen mit Kardiomyopathie
gefunden, wobei eine Beziehung zum Schweregrad der Kardiomyopathie offensichtlich
war. 30 % der Patienten mit milder/moderater Kardiomyopathie lie3en sich identifizieren,
wenn die untere Nachweisgrenze des Assays als cut off gewahlt wurde.

5 bzw. 8 % der Patienten der Latenz-Gruppe und der Megakolon-Gruppe hatten
ebenfalls cTnT-Werte Gber dem gewéhlten cut off, was wiederum als Zeichen von bisher

nicht erkannter Herzschadigung gewertet werden kénnte.

Werden NT-proBNP- und cTnT-Bestimmung kombiniert, I1&sst sich der Anteil an Marker-
positiven Patienten insbesondere in der Latenz- und Megakolon-Gruppe steigern.

7.5. Diskussion und Zusammenfassung

Die von uns beschriebenen unterschiedlichen AAK-Muster bei Chagas-Kardiomyopathie
und Megakolon und der Nachweis derartiger Muster bereits in der asymptomatischen
Phase der Erkrankung stutzen die Autoimmunhypothese der symptomatischen Chagas-

Erkrankung.

Das gezeigte Auftreten von AAK-Mustern bei ca. 30 % der Patienten in der

asymptomatischen Phase steht in guter Ubereinstimmung mit epidemiologischen Daten,
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die belegen, dass 30 % der mit Trypanosoma cruzi infizierten Patienten eine

symptomatische Chagas-Erkrankung entwickeln.

Mit Hilfe der betal-AAK-Aktivitat (cut off 9,6 U) konnten wir die AAK positiven Patienten
der asymptomatischen Phase zu ca.85 % dem Kardiomyopathie-spezifischen Muster
zuordnen, den Rest zum Megakolon-spezifischen Muster. Auch dies stimmt gut mit den
epidemiologischen Daten Uberein, nach denen der Uberwiegende Teil der
symptomatisch werdenden Patienten eine Kardiomyopathie entwickelt, wahrend nur ca.

10 % eine gastrointestinale Schadigung herausbilden.

Die Bestimmung des AAK-Musters in den asymptomatischen Patienten kénnte damit
eine Mdglichkeit darstellen, die Patienten mit dem Risiko fur die Entwicklung von
Kardiomyopathie und Megakolon zu identifizieren und so friihzeitig in Kontrollprogramme
einzuschlieRen.

Zukinftig muss die Validitat dieses von uns postulierten Konzeptes in prospektiven

Studien geprift werden.

Die Ergebnisse zu den Entziindungsmarkern weisen auf die Kardiomyopathie als die
Chagas-Manifestation hin, bei der eine entziindliche Komponente in der Pathogenese
besonders deutlich sichtbar wird. Dies steht in Ubereinstimmung mit einer Reihe bereits

vorliegender Untersuchungen.

Mit Hilfe der Herzmarker NT-proBNP und cTnT konnte ein erheblicher Teil der Patienten,
die wir aufgrund der EKG-Diagnostik der Gruppe mit milder/moderater Kardiomyopathie
zugeordnet hatten, erkannt werden. Dies erscheint umso wichtiger, als in der Regel
milde/moderate Kardiomyopathie nicht bekannt sind, da die logistischen und
okonomischen Bedingungen in Siddamerika es gegenwartig nicht zulassen,
flachendeckend mittels EKG oder besser noch mittels Echokardiographie T. cruzi-
infizierte Personen flachendeckend nach friilhen Zeichen fur eine Herzmanifestation der

Chagas-Erkrankung zu untersuchen.

Im Gegensatz dazu ist die Bestimmung der Herzmarker zur Diagnostik der
milden/moderaten Form der Kardiomyopathie, wie allgemein auch zum
Therapiemonitoring der Kardiomyopathie, eine praktikable, der kosten- und
personalintensiven Diagnostik mittels EKG und Echokardiographie (berlegene

Mdoglichkeit. Die klinisch-chemische Diagnostik erlaubt eine fir den Patienten
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kostengiinstige dezentrale Probengewinnung in unmittelbarer Ortlicher N&he des
Patienten  (keine Reise zum  Untersuchungsort), kombiniert mit einer
hochstandardisierten  und  zentralisierten, damit  qualitatsgesicherten und

kostenminimierten, Marker-Analytik in wenigen Zentren.
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