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| Abstract

Abstract Deutsch

Einleitung:
Parvovirus B19 (B19V) ist das qualitativ am haufigsten nachgewiesene virale Genom

im Myokard [1,2]. Die Pravalenz des B19V ist, aufgrund einer lebenslangen
Persistenz [3-5] sowie der hohen Durchseuchungsrate [6,7], hoch.

Die Bedeutung des B19V bei der Entitat der Myokarditis wird kontrovers diskutiert.
Bisher konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem myokardialen

Nachweis von B19V-DNA und einer Myokarditis hergestellt werden [8].

Bei einer anhaltenden myokardialen Entziindung ohne vorliegendes Virusgenom wird
eine immunsuppressive Therapie empfohlen [9-11]. Es liegen antivirale
Behandlungsstudien vor, die sich vornehmlich mit der Therapie von Adeno- und/oder
Enteroviren induzierten Kardiomyopathien durch INF-B beschaftigen [12-15]. Fir das
B19V existieren unter Erprobung stehende Therapieansatze mit INF-f [12,13,16].
Wie sich B19V unter Immunsuppression verhalt, ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht
bekannt. Fur Menschen mit myokardial vorliegendem B19V, die an einer
progredienten Myokarditis erkrankt sind, gibt es bisher keine spezifische Therapie.

In der hiesigen retrospektiven Beobachtungsanalyse wurden sowohl Daten B19V-
positiver als auch virusnegativer Patienten/-innen, die im Rahmen einer
Myokarditistherapie  immunsuppressive  Medikamente erhielten, retrospektiv

ausgewertet.

Methodik:

52 Patienten/-innen mit Myokarditis (32 B19V-positive und 20 virusnegative) wurden
einmal vor und einmal nach sechsmonatiger immunsuppressiver Therapie mit
Prednisolon und Azathioprin endomyokardial biopsiert und klinisch untersucht. Die
Biopsieergebnisse und klinischen Parameter beider Zeitpunkte wurden miteinander

verglichen und mittels SPSS statistisch ausgewertet.

Ergebnisse:
Die sechsmonatige immunsuppressive Therapie fuhrte sowohl bei den B19V-

positiven als auch virusnegativen Patienten/-innen zu besseren klinischen
I



Parametern (u.a. signifikanter Anstieg der linksventrikularen Ejektionsfraktion). Es

konnte kein signifikanter Anstieg der Viruslast verzeichnet werden.

Schlussfolgerung:

Anscheinend koénnen nicht nur virusnegative, sondern auch B19V-positive
Patienten/-innen mit einer Myokarditis von einer immunsuppressiven Therapie
profitieren. Weitere Studien mit gro3eren Patientenkollektiven sind nétig, um die
Daten dieser Arbeit zu verifizieren und Informationen Uber das Langzeitoutcome

B19V-positiver, immunsuppressiv behandelter, Patienten/-innen zu erhalten.



Abstract English

Introduction:

Parvovirus B19 (B19V) is the most qualitatively proven viral genome in the
myocardium [1,2]. The prevalence of B19V is very high due to a lifelong persistence
[3-5] and the high degree of infestation [6,7]. The importance of B19V in the entity of
myocarditis is controversially discussed. So far, no significant correlation between

myocardial detection of B19V DNA and myocarditis could be established [8].

In the case of persistent myocardial inflammation without a virus genome,
immunosuppressive therapy is recommended [9-11]. Antiviral treatment studies exist,
which mainly deal with the therapy of adeno- and/or enteroviruses by INF-f [12-15].
For the B19V there are therapy approaches under trial with INF- [12,13,16]. How
B19V behaves under immunosuppression is not known at this time. For people with
myocardial B19V who suffer from progressive myocarditis, there is no specific
therapy available so far. In the present retrospective observational analysis, data of
both B19V-positive and virus-negative patients who received immunosuppressive

drugs as part of myocarditis therapy were evaluated retrospectively.

Methodology:

52 patients with myocarditis (32 B19V-positive and 20 virusnegative) were biopsied
and clinically examined once before and once after six months of
immunosuppressive therapy with prednisolone and azathioprine endomyocardially.
The biopsy results and clinical parameters of both points in time were compared and

statistically evaluated by SPSS.

Results:
The six-month immunosuppressive therapy led to better clinical parameters in both
B19V-positive and virus-negative patients (e.g. significant increase in left ventricular

ejection fraction). There was no significant increase in viral load.

Conclusion:

Apparently, not only virus-negative but also B19V-positive patients with myocarditis
can benefit from immunosuppressive therapy. Further studies with larger patient
populations are needed to verify the data of this work and to obtain information on

the long-term outcome of B19V-positive, immunosuppressive treated patients.
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1. EINLEITUNG

Als Myokarditis (MK) wird eine entzundliche Erkrankung des Myokards bezeichnet, die
durch infektibse und nicht infektiose Atiologie (metabolische, toxische und genetische)
bedingt sein kann [17,18]. Es wird zwischen akutem und chronischem Verlauf
unterschieden. Die genaue Epidemiologie der MK ist schwer zu erfassen, da ihre
Symptomatik vielfaltig ist und sie haufig inapparent verlauft. In den westlichen Landern

sind ca. 50% der Myokarditiden viralen Ursprungs [18,19].

1.1 Virusarten

Enteroviren (EV), zu denen die Coxsackieviren A und B gehdren, wurden bisher fir ca.
10-15% der Virusmyokarditiden verantwortlich gemacht [20,21]. Weitere Viren sind
Adeno- (ADV), Hepatitis- (HA/B/C/EV), Humane Immundefizienz- (HIV), Ebstein-Barr-
(EBV), Zytomegalie- (ZMV), Herpes- (HHV6) und Erythroviren [22]. Zu den Erythroviren
gehort das vaskulotrope Parvovirus B19 (B19V), dessen DNA in fast allen Organen des
Korpers detektiert werden kann (siehe 1.3.4), ohne dass eine Replikation oder eine
direkte Krankheitskausalitat nachgewiesen werden muss [3,23].

Die Bedeutung des B19V bei der Entitat der MK wird kontrovers diskutiert. In einer
Metaanalyse kamen Rigopoulos et al. 2019 zu dem Ergebnis, dass der reine Nachweis
von B19V-DNA in Myokardbiopsien in keinem signifikanten Zusammenhang mit der
klinischen Diagnose von MK und dilatativen Kardiomyopathie (DKM) stehe [8]. B19V ist
das gqualitativ am meisten nachgewiesene virale Genom im Myokard [1,2]. Eine 2003
von Kuhl et al. veroffentliche Studie wies neben EV und ADV am haufigsten B19V im
Myokard bei Patienten' mit akuter MK (MKa) und infarktahnlicher Klinik (ohne
angiographisch nachweisbarer Koronarstenose) nach [24]. Bei 71% der Probanden
konnten Viren nachgewiesen werden wovon 50% B19V waren [24]. In einer anderen
Studie erhielten Kiuhl et al. &hnlich hohe Pravalenzen und Verteilungen von B19V-

Genomen in den Biopsien von Patienten mit der Verdachtsdiagnose einer DKM [25].

! Aus Griinden der Lesbarkeit wird im Folgenden die mannliche Form verwendet. Die Bezeichnung soll
sich jedoch auf Angehdrige aller Geschlechter beziehen, soweit nicht anders gekennzeichnet.



Kandolf et al. gaben mit einer Pravalenz von 36,7% B19V als potentiell haufigsten
kardiotropen Erreger an [26,27]. Eine lebenslange Persistenz [3,28] sowie die bereits im
Kindesalter bei 5-15% liegende Durchseuchungsrate, sind Ursachen der hohen
Pravalenz des B19V [4-6,29].

1.2 Mogliche Behandlungsoptionen

Bei 60-70% der Patienten findet in den ersten zwei bis vier Wochen eine spontane oder
medikamentds induzierte Viruselimination statt, die zu einer Erholung der
Myokardfunktion beitragt [19,20,30]. Kommt es zu keiner Erholung des Myokards,
entwickelt sich eine persistierende kardiale Dysfunktion (siehe 1.4.1 und 1.4.3), die letal
enden kann [22]. Bei einer anhaltenden myokardialen Entzindung und Vorhandensein
von kardiotropen Viren bestehen, zusatzlich zu einer symptomatischen

Herzinsuffizienztherapie, aktuell folgende Behandlungsoptionen:

Option Zustand Myokard Virusgenom Therapie
anhaltende myokardiale ohne . .
1. . mmunsuppressiv [9-11
Entziindung Virusgenom I unsupp Vi ]
5 (keine) myokardiale Adenoviren/ Behandlungsstudien mit
Entziindung Enteroviren Interferon-@ [12-14]
3. keine m}/okard|ale Parvovirus Keine
Entziindung
Gibt es Behandlungs-
moglichkeiten und wenn ja,
4. myokardiale Entziindung Parvovirus welche?
(Fragestellung dieser
Promotion)

Tabelle 1: Behandlungsoptionen einer Myokarditis — Ubersicht/Fragestellung



1.3 Das Parvovirus

Die Spezies des humanen Parvovirus gehort zur Gattung der Erythroviren und der
Familie der Parvoviridae. Die Nomenklatur ,B19“ geht auf die Beschriftung der
Laborprobe zurtick, in welcher das Virus erstmalig 1974 von Cossart und Mitarbeitern
entdeckt wurde [31]. An humanpathogenen Parvoviren sind B19, PARV4, PARV5 und

das humane Bocavirus bekannt [32].

B19V ist der Erreger der Ringelrételn (Erythema infectiosum) und wird per Trépfchen-
und/oder Kontaktinfektion tbertragen [33]. Des Weiteren kann B19V Verursacher u.a.
von Arthritis, Glomerulonephritis, Hepatitis und Andmie sein und zu fetalen Todesfallen
fuhren [32,34,35]. Der uberwiegende Anteil an B19V-Infektionen verlauft Klinisch
asymptomatisch [32]. Bei einer kardialen Entziindung werden mehr als 500 GE/ug DNA
nachgewiesene B19V-DNA-Kopien als Grenzschwelle fur die Aufrechterhaltung einer
myokardialen Entzindung angesehen [36].

Die Replikation des B19V findet in Erythroblastenzellen des Knochenmarks statt [32].
B19V bendtigt S-Phasenproteine seines Wirtes, die es von Myozyten nicht erhalten
kann, da diese durch ihre Differenzierung die Eigenschaft zur Zellteilung verlieren [37].
Infektiose Viruspartikel kdnnen in proliferierenden Zellen, die eine Mitoseaktivitat und
das Blutgruppenantigen P aufweisen, gebildet werden [38,39]. Liu et al. stellten die
Vermutung an, dass in nicht permissiven Zellen das Gleichgewicht der Proteinsynthese
auf Seiten des single nonstructural proteins (NS1) und nicht auf Seiten der Produktion
von Kapsid-Transkripten liege [40].

1.3.1 Aufbau des Virus und Funktion seiner Strukturproteine

Das im Durchschnitt 20-24nm grof3e, unbehiillte Virus weist eine isometrische, lineare
Einzelstrang-DNA auf, die aus 5596 Nucleotiden besteht und identische, invertierte
Sequenzen an beiden Enden besitzt [41-43]. Im Genom des B19V existieren zwei
grol3e open reading frames. Das NS1 wird von Genen auf der linken Seite des Genoms
und die zwei Kapsidproteine (VP1 und VP2) von Genen auf der rechten Seite kodiert
[42] (Ubersetzung durch die Autorin).

Das Virus umgebende Kapsid weist einem Durchmesser von ca. 25nm auf und besteht
aus den o.g. Proteinen VP1 (4%) und VP2 (96% des Proteinanteils des Kapsids)

3



[44,45]. VP1 umfasst ca. 80-86 kDa und VP2 ca. 58-62 kDa [44,46]. Beide Proteine sind
bis auf 227 Aminoséuren, die sich am amino-terminalen Ende von VP1 befinden,
identisch [44,46]. Diese Region wird als VP1-unique Region bezeichnet [44]. Durch
Alternatives SpleiBen der mRNA von VP1 entsteht VP2. Uber VP2 findet eine
Interaktion mit dem Blutgruppenantigen P statt [39]. Beide Proteine haben diverse
Funktionen. So fuhren sie unter anderem zur Produktion von Zytokinen und
Phospholipase A2 (Phospholipase A2-Aktivitat ist in der VP1 unique Region vorhanden)
[47]. Phospholipase A2 tragt zur Entstehung von Arachidonsdure bei, die u.a. die
Ausgangssubstanz fiur die Synthese von Prostaglandinen und Leukotrienen darstellt.
Durch Glucokortikoide kann Phospholipase A2 gehemmt werden [48]. P6 ist der einzige
bekannte, funktionale Promotor innerhalb des B19V-Genoms und ist fur die Synthese
von neun viralen mRNA-Transkripten zustandig (u.a. fur NS1, VP1 und 2) [49,50].

Das NS1 ist malRgeblich an der Transkription des viralen Genoms beteiligt, indem es
den Promotor p6 aktiviert. Es tragt somit zur viralen Replikation bei [51,52]. Das Protein
NS1 wird wéhrend aktiver Infektionen gebildet und scheint die Apoptose der infizierten
Zelle induzieren zu koénnen [37,53]. Liegen NS1-Antikdrper vor, weist dies u.U. auf eine
persistierende chronische Infektion hin, bei welcher die Virusvermehrung unvollstandig
oder verzogert ablauft [24,54]. NS1 fungiert als Transaktivator von zellularen Genen
(z.B. Promotor fur IL-6 und TNFa) [52,55-59]. Vermutlich tragt der durch NS1 induzierte
Anstieg des IL-6 zur vermehrten Autoantikdrperproduktion, welche die MK negativ
beeinflusst, bei [58,60]. Es wurde von Mutationen in einer
Nukleosidtriphosphatbindungsdomane von NS1 berichtet, wodurch die zytotoxischen
Effekte aufgehoben wurden und z.B. keine IL-6 Aktivitat mehr nachzuweisen war [61].
Die Vielzahl aller Nucleotidunterschiede im NS1-Gen scheint jedoch auf stille
Mutationen zurtckzufuhren zu sein [62].

IL-6 fungiert u.a. indirekt (extrazellulares Signal) als Aktivator fur die intrazellulare
JAK/STAT-Signalkaskade (Januskinase/Signal Transducers and Activators of
Transcription Proteine) [63-65]. STAT-Proteine beeinflussen die Expression von
Proteinen, die z.B. eine Rolle bei der Inflammation spielen [64].

Es ist nachgewiesen, dass auch NS1 Einfluss auf den STAT-Mechanismus nimmt [57].
Die STAT-Dysregulation durch NS1, in Abwesenheit einer starken Immunantwort,
kénnte demnach fur die virale Replikation, Persistenz und das Aufrechterhalten einer
chronischen Entziindung verantwortlich sein und somit fir B19V einen Nutzen

darstellen.



1.3.2 Epidemiologie

Es gibt drei Genotypen des Parvovirus, die sich um ca. 10%, hauptséachlich in der
Kapsid-Sequenz unterscheiden. Genotyp 1 kommt hauptsachlich in Nordamerika,
Genotyp 2 in Nordeuropa und Genotyp 3 in Afrika, Stiidamerika, aber auch Europa (v.a.
Frankreich) und Asien vor [66,67]. Genotyp 1 tritt haufiger auf als Genotyp 3,
wohingegen Genotyp 2 hauptsachlich bei Menschen vorliegt, die vor 1970 geboren

wurden [3,67]. Der Verlauf der Erkrankung &hnelt sich bei allen drei Genotypen [67].

Cohen und Buckley haben in einer Studie 1988 die Verbreitung des Parvovirus in
Grol3britannien untersucht [29]. Sie fanden heraus, dass (bemessen an Anti-B19 IgG)
5-15% der 1- bis 5-jahrigen und 60% der erwachsenen Probanden mit Parvovirus
infiziert waren. Die Durchseuchungsrate durch B19V betragt bei Uber 70-jahrigen mehr
als 85% [29]. Bei deutschen Probanden, die alter als 65 Jahre sind, liegt sie laut einer
Studie von Ro6hrer et al. bei 79,1% [7]. Es wird davon ausgegangen, dass 20% aller
immunkompetenten Patienten nicht in der Lage sind das Virus unter Kontrolle zu
bekommen: Uber einen Zeitraum von Monaten bis Jahren kénnen bei diesen Patienten
Viren im Blut und Gewebe nachgewiesen werden [67]. Hemauer et al. berichten von
einer grofien Genomvariabilitat in der B19V-DNA von Patienten mit chronischer im
Vergleich zu solchen mit akuter B19V-Infektion [68].

Daher kann von einer grof3en B19V-Pravalenz in der Bevdlkerung gesprochen werden.
Dies ist zum einen auf die hohe friihkindliche Durchseuchungsrate [6], zum anderen auf
die lebenslange Persistenz des Virus zurtuckzufiihren [3-5,28].

1.3.3 Diagnostik

Der Hauptdiagnostikmarker einer vorausgegangenen B19V-Infektion (akut, latent) ist
das Vorhandensein von B19V-spezifischen IgG-Antikérpern im Serum [32].
Verschiedene Studien wiesen bei einer persistierenden Infektion Antikbrper gegen das
NS1-Protein nach [60,69]. Zur Verifizierung der Serumanalyse kann eine
Gewebeuntersuchung durchgefuhrt werden. Mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

kann je nach Gewebe Uber Monate oder sogar lebenslang B19V-DNA nachgewiesen



werden [32]. Die Gewebeanalyse scheint spezifischer als die Serumanalyse zu sein,
denn auch bei IgG-seronegativem Befund konnten Virusgenome im Gewebe

nachgewiesen werden [24,54].

1.3.4 Organmanifestationen

Das vaskulotrope Virus ist in den meisten Endothelien des Kdrpers nachzuweisen.
B19V wurde auch in anderen Geweben und Zellen entdeckt: u.a. im Knochenmark,
Colon [70], Schilddrise [71], Hoden [72], Tonsillen [3], Leber [3], Haut [3,73] sowie
synovialen Zellen [3,74]. Auch im Herzgewebe von Patienten ohne Anzeichen einer MK
oder DKM wurde B19V nachgewiesen [23].

Durch infizierte endotheliale Progenitorzellen gelangt das Virus in Endothelien. Als
Rezeptor dient das Blutgruppenantigen P [26,39,75]. Dieses wird auf Endothelzellen, in
erster Linie aber auf erythroiden Vorlauferzellen und Erythrozyten, exprimiert [26]. Fur
die Internalisierung des Virus sind Co-Rezeptoren [75] wie a5B1-Integrin und Ku80
notwendig [76,77].

1.3.5 Auswirkungen auf die Wirtszelle

Eine direkte Schadigung der Myozyten findet in der Regel nicht statt [26]. W&hrend EV
und ADV das Herz primar durch direkte Lyse schadigen, infiziert B19V endotheliale
Zellen kleiner intrakardialer Arteriolen und Venolen [26]. Bei chronischen B19V-
Infektionen ist das Virus im Kapillarendothel mit makrophagenreichen Entziindungen
vorzufinden [78]. Die myokardialen Nekrosen erklaren sich ,sekundar im Rahmen einer
ausgepragten koronaren Mikrozirkulationsstérung mit B19-induzierter [B19 = B19V;,
Anmerkung durch die Autorin] endothelialer Zytokinexpression (...)* [26]. Der unter
Umstanden anfangs geringe priméare Virusschaden konnte die bei symptomatischen
Patienten erhaltene oder nur teils eingeschrankte Ejektionsfraktion (LVEF) erklaren.
Zusatzlich konnte er die Ursache fiur die z.T. auftretenden, klinischen Zeichen eines
Myokardinfarktes sein [24,26].

Eine Infektion der Zelle durch B19V kann neben der beschriebenen Aktivierung der
zellularen Immunantwort [26] auch zum Zelltod, fuhren [42]. B19V-Infektionen gehen mit
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einer Veranderung der zellularen Genexpression einher. Dabei spielt es keine Rolle, ob
eine virale Replikation vorliegt oder nicht [79]. Nachdem das B19V in eine Zelle gelangt
ist, kann seine DNA in geringer Anzahl in der Wirtszelle persistieren (siehe 1.3.4), wobei
es zu keiner Erkrankung kommen muss [32]. Eine geringe Menge an persistierendem
Virus kann darauf zurickzufihren sein, dass es sich bei der Wirtszelle um eine nicht
permissive Zelle handelt [40]. Im Gegensatz zur 0.g. Persistenz kann es aber auch zu
einer (Re-)Aktivierung des Virus in der Wirtszelle (Endothelzelle) kommen [26]. Unter
anderem konnen gewebespezifische Stimuli, Stress und Coinfektionen die Produktion
von B19V-mRNA und Proteinen triggern. Das fuhrt zum einen zu einer veranderten
Expression von NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer aktiver B-Zellen) und
kernspezifischen Hormonrezeptoren, zum anderen zu einer Beeinflussung
proinflammatorischer Stoffwechselwege mit der Folge einer gesteigerten Ausschuttung
von Zytokinen (TNF-a, IL-6). Die gesteigerte Zytokinausschuttung kann zur Entstehung
einer MK beitragen oder ihre Progression férdern [26,56,80,81].

Ein Nachweis von Virus-mRNA scheint ein Zeichen fir eine Reaktivierung/Replikation
des B19V =zu sein. Bock et al. detektierten nur bei Patienten B19V-mRNA in
Myokardproben, bei denen sie eine Entziindung des Myokards diagnostizieren konnten
[82].

Die Expression von B19V-mRNA geht mit einer veranderten Expression von 29
Wirtszell-micro-RNAs einher [83]. Die micro-RNAs stehen in direktem Zusammenhang
mit Signalwegen fur Bindegewebs-, kardiovaskularen und inflammatorischen
Erkrankungen. In Zellen, welche das micro-RNA-Profil aufwiesen, kam es zu einem
signifikaten Anstieg der RNA-Expression fur TNF-a, Cyclooxygenase-1, STAT1 und
RORC [83]. Die genauen Pathomechanismen des im Gewebe persistierenden Virus

sind zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht geklart.



1.4 Myokarditis

Bei einer MK handelt es sich um eine entziindliche Herzmuskelerkrankung, die infektits
und nicht infektios, wie z.B. metabolisch, toxisch, genetisch oder idiopathisch,
hervorgerufen werden kann [17,18]. Die Entzindung kann Myozyten, perivaskuléres
und interstitielles Bindegewebe sowie koronare Gefal3e betreffen [18]. In den westlichen
Landern sind kardiotrope Viren der Hauptausloser von Myokarditiden [19,20]. Es wird
zwischen akutem und chronischem Verlauf unterschieden. So gelten z.B. anhaltende
lymphozytare, virusnegative Myokarditiden per definitionem ab sechs Monaten als
chronisch [30].

1.4.1 Prozesse auf Zellebene

Es konnen drei Phasen der viralen MK differenziert werden: Der primaren akuten
viralen Phase () schliel3t sich eine subakut immunologische (ll) an. Dieser kann eine

potentiell chronische immunvermittelte Schadigung des Myokards (lIl) folgen [84].



Phase |

direkte mikrobielle Schadigung kardialer Zellen;

Myozyten sterben (sekundar) ab,

Zytokine werden freigesetzt und das Immunsystems aktiviert*'
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Akute Myokarditis

durch mikrobielle
Infektion induzierter
Autoimmunschaden*?

Phaselll

T-Zellen aktiviert, Autoantikérper, Zytokine und

Chemokine freigesetzt

/

mikrobielles Agens eliminiert,

abgeklungene Entziindung

Ausgeheilte Myokarditis o mm s o ommor o=
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Myokarditis <

Mikrobielles Agens persistiert,
anhaltende Entziindung*3
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Phase Il

Die European Society of Cardiology Working Group on Myocardial
and Pericardial Diseases differenziert in der sich anschlieRenden

dritten Phase zwischen*#

a) chronisch
mikrobielle
Myokarditis

b) chronisch
mikrobielle
Autoimmunmyokarditis

c) chronisch
autoreaktive
Myokarditis

d) dilatative
Kardiomyopathie
(ohne Inflammation)

Abbildung 1: Phasen der viralen Myokarditis

Legende: *1 [22,78] bei einer Infektion durch das Parvovirus werden nicht wie bei EV oder ADV Myozyten,

sondern endotheliale Zellen kleiner intrakardialer Arteriolen und Venolen infiziert. Dadurch tritt wahrend

einer akuten Infektion eine Verschlechterung der myokardialen Mikrozirkulation mit sekundarer

Myozytennekrose ein [78];*2 u.U.: kann, muss nicht stattfinden [22]; *3 u.a. durch zu wenig antivirale

Zytokine [85-87]; **[22]




Nach der Infektion durch ein Virus bilden Zellen Interferon (IF) -a und -, die virostatisch
wirken, um einer Replikation und Ausbreitung des Virus entgegenzuwirken. Durch
Interferone werden vermehrt HLA-Molekile (Histokompatibilitatsantigen/MHC-Antigen)
exprimiert [88]. Durch die Aktivierung von natirlichen Killerzellen (NK) werden infizierte
Zellen zerstort [89]. Ihre Aktivitat wird durch Interleukin-12 (aus Makrophagen) sowie
Interferon-a und -B gesteigert. Durch das von den NK gebildete Interferon-y wird der
Replikation von Viren zusatzlich entgegengewirkt. Die maximale NK-Wirkung besteht
ca. am dritten Tag post infectionem [88]. Somit wird die unspezifische Virusabwehr
durch NK-Zellen sowie IF-a und -B initiiert. Die sich anschlieBende spezifische

Immunantwort findet in den Lymphknoten statt.

Nach ca. zehn Tagen erfolgt die Auswanderung spezifischer Effektorzellen (z.B.
zytotoxische T-Zellen) aus den Lymphknoten. Ungefahr zeitgleich kommt es zur
Ausschittung von Antikérpern (IgM, IgG und IgA) durch Plasmazellen [84,88].
,Obschon die Immunantwort normalerweise die virusbeladenen Myozyten eliminiert und
die Myokardheilung einleitet, kann es zu einem Ungleichgewicht zwischen
Virusbeseitigung und immunologischer Reaktion kommen. Bei solch inadaquaten
Verteidigungsmechanismen resultiert entweder eine persistierende Virusreplikation in
den Myozyten mit chronischem Infekt oder die andauernde Aktivierung der T-Zellen
fiihrt zu einer anhaltenden Myokardzerstérung mit moglichem Ubergang in das Bild
einer dilatativen Kardiomyopathie® [89]. Eine anhaltende entziindliche Immunantwort
fuhrt letzten Endes zur Myozytolyse, mit Troponinanstieg bei akuter MK, gefolgt von
Remodellingprozessen [84,89]. Der Begriff ,Remodelling” steht fur reaktive
Gewebeumbauprozesse und fihrt zu einer Veranderung der Herzstruktur und
-funktion.[84]

1.4.2 Epidemiologie

Die Epidemiologie der MK ist schwer zu erfassen, da ihre Symptomatik vielfaltig ist und
sie haufig inapparent verlauft [18,90]. Die Krankheit weist keinen Altersgipfel auf. Die
Inzidenz der Krankheit ist nicht eindeutig zu bestimmen, da keine einheitlichen
Untersuchungen durchgefuhrt werden. Der Goldstandard, die endomyokardiale Biopsie,

wird unregelmafiig angewendet [90].
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Es erkranken mehr Méanner als Frauen an einer MK [91-93]. Patriki et al. berichteten
von geschlechterspezifischen Unterschieden bei der klinischen Prasentation einer MK
[94]. Sie mutmaliten in ihrer Studie, dass der ,subtilere Charakter der Symptome* bei
Patientinnen mit MK zur Unterreprasentation von Frauen in bisherigen Studien gefihrt
haben kénnte [94].

1.4.3 Verlauf und Prognose

Der Verlauf von Myokarditiden wird maR3geblich vom Ausmald der kardialen
Entziindungsreaktion und myokardialen Vorschadigung sowie von den vorherrschenden
Entziindungszelltypen bestimmt. Die langfristige Prognose hangt von den kardialen
Vorerkrankungen und der zugrundeliegenden Atiologie ab. Virale sowie antivirale akute
Herzmuskelentziindungen weisen eine hohe Spontanheilungsrate auf [20,30,95]. ,Eine
spontane oder medikamenttse Viruselimination fuhrt in ca. 60-70% zu einer Erholung
der Myokardfunktion, wenn die Entzindung in der Folgezeit abklingt® [30]. Dies ist in der
Regel in den ersten zwei bis vier Wochen der Fall [22]. Im Zuge der Erregerelemination
werden Myozyten durch Entzindungszellen zerstort [89]. Die Folge ist eine
Defektheilung, deren Umfang den weiteren Erkrankungsverlauf mitbestimmt. Findet
keine Ausheilung statt, entwickelt sich eine persistierende kardiale Dysfunktion (siehe
1.4.1). Dies ist bei ca. 25% der Patienten der Fall [22]. 12-25% dieser Patienten
,verschlechtern sich akut, sterben oder schreiten zum Endstadium einer DKM fort* [22]
(Ubersetzung durch die Autorin). GemafR Definition liegt eine DKM bei Dilatation und
beeintrachtigter Kontraktion des linken oder beider Ventrikel vor, die nicht durch
abnormale Ladungsbedingungen oder Koronararterienerkrankungen zu erklaren sind
[17].

Die Prognose, Letalitat und Mortalitdt hangen von der zugrundeliegenden
Myokarditisform ab [20,22,96]. Griin et al. fanden z.B. heraus, dass bei einer viralen MK
eine Mortalitat von 19,2% in 4,7 Jahren besteht [97].

Caforio et al. vermuteten eine Mitverantwortlichkeit der genetischen Disposition fir das
Entstehen der MK und der folgenden Entwicklung zu einer DKM [98]. Die Progression
einer MK zu einer DKM ist vor allem bei Patienten wahrscheinlicher, bei denen eine

chronische Entziindung besteht, eine Virusinfektion persistiert und/oder bei denen Herz-

11



Autoantikdrper vorliegen. Diese Faktoren und eine ventrikulare Funktionseinschrankung

sind prognostisch ungunstige Verlaufspradiktoren [9,22,99,100].

1.4.4 Symptome

Die Symptome einer MK weisen eine hohe Diversitat auf. Klinisch kann sie unter
anderem durch pektangindse Beschwerden, Herzrhythmusstérungen, Herzinsuffizienz,
ventrikulare Arrhythmien bis hin zum kardiogenen Schock und Herztod imponieren.
Zudem gibt es asymptomatische und uncharakteristische Verlaufe, die z.T. mit anderen
Krankheitsbildern assoziiert werden wie z.B. einem grippalen Infekt [18,20].

In allen Fallen einer vermuteten MK ist es notwendig kardiovaskulare und
koronararterielle Krankheiten auszuschliel3en, die die haufigsten Differentialdiagnosen
darstellen (siehe 1.3.3).

1.4.5 Diagnostik

Beim klinischen Verdacht auf eine MK, kommen als diagnostische Mittel u.a. EKG,
Echokardiographie, Bemessung des TroponinT/l und CK/CK-MB (Kreatinkinase) sowie
kardiale Magnetresonanztomographie (MRT) zum Einsatz [22,101]. Die Working Group
on Myocardial and Pericardial Diseases der Europaischen Gesellschaft fir Kardiologie
(ESC) schlug 2013 in ihrem Bericht zu Management und Therapie der MK vor, die oben
genannten diagnostischen Untersuchungsverfahren bei klinischem Verdacht auf eine
MK anzuwenden und den Patienten anschlieBend zur Beobachtung stationar
aufzunehmen. Nach Ausschluss einer Koronararterienerkrankung wird eine Biopsie
empfohlen [22]. Die Biopsie sollte bei Patienten durchgefuhrt werden, deren
Gesundheitszustand sich nicht unter der symptomatischen Therapie verbessert
und/oder sich akut verschlechtert (siehe 1.4.6) [19]. In solchen Fallen ist flr eine
spezifische Therapie eine differenzierte Diagnose erforderlich, die nur durch eine
endomyokardiale Biopsie erhalten werden kann [20]. Ein weiterer Aspekt, der fiir eine
Biopsie spricht, ist, dass eine kardiale Ursache der Beschwerden z.T. zu einem
Zeitpunkt in Betracht gezogen wird, wenn EKG und laborchemische Befunde nicht mehr

Charakteristika einer MK vorweisen. Echokardiographie, MRT und Angiographie liefern
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nur Anhaltspunkte fur das Ausmal} der kardialen Schadigung [20,101-103]. Die
Gewebeproben kénnen zur differenzierten Diagnostik der MK histologisch,

immunhistologisch und molekularbiologisch untersucht werden (siehe 2.3) [18,104].

1.4.6 Therapie Myokarditis

Bei symptomatischen Patienten mit einer akuten MK kann neben einer kdrperlichen
Schonung ggf. eine Analgetikagabe induziert sein. Eine intensive stationare
Uberwachung  sollte  insbesondere  bei  Vorliegen akuter  myokardialer
Schadigungszeichen, wie z.B. ST-Streckenhebung, positive Kreatinkinase-/
Troponinwerte, erfolgen. Es sollte immer eine leitlinienbasierte, symptomatische
Behandlung der Herzinsuffizienz entsprechend des Schweregrades der LV-
Funktionseinschréankung durchgefiihrt werden (Betablocker, Diuretika, ACE-Hemmer,
u.a.) [105-108]. Eine Endomyokardbiopsie sollte stattfinden, wenn das MRT auf eine
Entziindung hinweist und der Patient sich nicht in den folgenden 3-6 Monaten erholt
sowie bei einer akuten  Verschlechterung/Schock [19]. Denn ,die
Magnetresonanztomografie (MRT) kann allenfalls den Verdacht auf eine akute MK
bestatigen, aber nicht ausschlieBen (positiv pradiktiver Wert ca. 80%, negativ
pradiktiver Wert ca. 60%)“ [30]. Molekularbiologische und immunhistochemische
Analysen der Myokardbiopsien sind wichtig, um zu analysieren, welche spezifische
Therapie indiziert ist [18,104].
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klinische Zeichen einer Myokarditis

V‘ \ 4 v

einem Koronar- neu auftretende Herz- chronische Herzinsuffizienz ohne
syndrom dhnelnde insuffizienz ohne signifikante mit/ohne signifikante
Symptomatik Koronararterienerkrankung DKM Koronararterienerkrankung

Biopsie*!

Biopsie
Virus: -
Entzunjzung: + Virus:+
dann: Entziindung:
symptomatische
Herzinsuffizienz- Virus: + Virus: - Virus: -
. 3 o0 .
therapie * Entziindung: Entziindung: + Entziindung: -
\ 4 \ 4 1
wenn im MRT Entziindung A2 x
nachgewiesen ist und sich symptomatische symptomatische genetischen
Patient nicht in den nichsten Herzinsuffizienz- Herzinsuffizienz- Ursprung in
3 -6 Monaten erholt oder akut therapie & zusatzllc:\ therapie Betracht
verschlechtert: Biopsie je nach  Virus*" & Prednisolon ziehen
A) ADV/EV: INF-B & Azathioprin*®
B) B19V: keine
spezifische Therapie
etabliert

Abbildung 2: Therapieschema

Legende: Graphik nach [19,20,30] und den im Folgenden aufgefiihrten Quellen; *l [22]; *2 Behandlung
nach zugrundeliegender Entzindungsform (z.B. eosinophile MK mit Immunsuppressiva) und
symptomatische Herzinsuffizienztherapie, Kontrollbiopsie nach 3-6 Monaten [19,30,108];** [108]; ** unter
Erprobung stehende Therapieansatze: A) [12-16] B) [12,13,16,19,30]; *° [9-11]; +: kann vorliegen, muss
nicht; -: negativ; +: positiv; DKM: dilatative Kardiomyopathie; ADV: Adenovirus, EV: Enterovirus, B19V:
Parvovirus B19; INF-B: Interferon-8
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1.5 Fragestellung

Eine persistierende Inflammation wirkt sich negativ auf die Prognose des myokardialen
Krankheitsverlaufes aus [100]. B19V scheint, wie bereits beschrieben (siehe 1.3.1)
Einfluss auf die inflammatorischen Prozesse am Herzen zu nehmen.

Wojnicz et al. beschrieben 2001 eine signifikante Verbesserung des Langzeitoutcomes
immunsuppressiv therapierter Patienten mit DCM gegenliber den Patienten ihrer
Placebogruppe. Die damals entnommenen Myokardbiopsien wurden allerdings nicht auf
Viren untersucht [109]. 2003 bestatigten Frustaci et al. dieses Ergebnis mit der
Einschrankung, dass die immunsuppressive Therapie nur bei Patienten mit einer nicht
virusassoziierten MK induziert sei. Sie detektierten retrospektiv in 85% der
Myokardbiopsien ihrer Patienten, die nicht auf die Immunsuppression angesprochenen
hatten, Virusgenome. Von den 41 untersuchten Patienten war einer B19V-positiv [9].
2009 bestéatigten Frustaci et al. in der TIMIC-Studie ihre Beobachtungen: die
Verbesserung des Gesundheitszustandes virusnegativer, an MK erkrankter Patienten

nach einer immunsuppressiven Therapie [10].

Virale Erkrankungen werden i.d.R. nicht immunsuppressiv behandelt, da mit einer
schlechteren immunologischen Kontrolle gerechnet werden muss [110]. Es liegen
antivirale Behandlungsstudien vor, die sich vornehmlich mit der Therapie von Adeno-
und/oder Enteroviren induzierten Kardiomyopathien durch INF-B beschaftigen [12-
15,20]. Fur das B19V existieren unter Erprobung stehende Therapieansatze mit INF-3
[12,13,16] und Telbivudin [19,30]. Wie sich B19V unter Immunsuppression verhalt, ist
zum jetzigen Zeitpunkt nicht bekannt.

Daher stellte sich die Frage, wie sich eine immunsuppressive Therapie auf den
Krankheitsverlauf (gemessen an der LVEF) von B19V-positiven Patienten mit MK
auswirkt. Zurzeit ist unklar, welche klinischen Auswirkungen im GefalRendothel
persistierendes B19V hat.

In anderen Fachdisziplinen wie z.B. der Gastroenterologie wird bisher empirisch
systemisch immunsuppressiv therapiert, ohne eine vorherige Diagnostik auf
vorliegendes B19V durchzufihren (z.B. bei Autoimmunhepatitis) [111]. Bisher besteht
keine bundesweite Statistik Uber durch B19V ausgeltste Erkrankungen. Nach dem
Infektionsschutzgesetz in Sachsen sind sie meldepflichtig [112]. Die dortige Statistik

zeigt trotz steigender Verwendung von Immunsuppressiva keinen klaren Anstieg von
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B19V-Infektionen [113-117]. Ein kausaler Zusammenhang zwischen
immunsuppressiver Behandlung und B19V-Reaktivierung ist bisher eher in
Fallberichten bei Organtransplantationen beschrieben [118]. Ein allgemeingultiger
Anstieg aus anderer Indikation ist aus den vorhandenen Infektionsstatistiken nicht
abzuleiten.

In der hiesigen retrospektiven Beobachtungsanalyse wurden sowohl Daten B19V-
positiver als auch virusnegativer Patienten retrospektiv ausgewertet, die im Rahmen
einer Myokarditistherapie immunsuppressive Medikamente erhielten. Folgende

Hypothesen wurden in Bezug auf die Behandlung kardiotroper Parvoviren aufgestellt:

Hypothese 1:

Eine immunsuppressive Therapie fuhrt bei B19V-positiven Patienten mit einer MK zu

einer Verbesserung der LVEF.

Hypothese 2:

Von einer immunsuppressiven Therapie profitieren B19V-positive Patienten im gleichen

Mal3e wie virusnegative Patienten.

Hypothese 3:

Eine immunsuppressive Therapie fuhrt bei B19V-positiven Patienten zu keiner

Veranderung der Viruslast.
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2. METHODIK

Diese retrospektive Beobachtungsanalyse schlie3t 52 Patienten mit der klinischen
Erstdiagnose MK ein. Allen Patienten ist gemein, dass ihre Erstdiagnose eine MK war,
ihnen mindestens zweimal eine Myokardbiopsie entnommen wurde und sie alle eine
immunsuppressive Therapie erhielten. Die Therapie wurde angesetzt, wenn sich der
Gesundheitszustand der Patienten akut verschlechterte oder innerhalb von sechs
Monaten nicht verbesserte. Die in der Studie verwendeten Patientendaten wurden von
Dr. rer. nat. Kuhl zur Verfigung gestellt. Das Kollektiv setzt sich aus Patienten seiner
kardiologischen Sprechstunden aus den Jahren 1990 bis 2016 zusammen. Bei den
Patienten aus den Jahren 1990-1994 handelt es sich um einen B19V-positiven und drei
virusnegative Patienten aus seiner Tatigkeit an der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf. Die restlichen Patienten wurden an den Standorten Benjamin Franklin und
Rudolf Virchow der heutigen Charité — Universitatsmedizin Berlin betreut.

Aktuell ist die Bedeutung von Parvovirusinfektionen bei einer MK unklar. Bei hoher
Durchseuchungsrate und fast ausschliellich  subklinischer Infektion kann
epidemiologisch mit zunehmendem Alter vom Vorhandensein viruspezifischer
Antikbrper ausgegangen werden [4-6]. Somit dirfte im Rahmen einer
Immunsuppression unter mdoglicher Reaktivierung des B19V mit einer sekundaren
Immunreaktion gerechnet werden.

Von den anfanglich 136 Patienten konnten 52 in diese retrospektive
Beobachtungsanalyse aufgenommen werden (32 B19V und 20 virusnegative). Das
haufigste Ausschlusskriterium war die Detektion eines anderen Virus wie EV, ADV oder
HHV6 in einer der Biopsien oder Follow-up-Biopsien. Auch eine immunsuppressive

Therapie anderer Begleiterkrankungen fuhrte mehrfach zum Ausschluss von Patienten.

Die folgenden Kriterien mussten fur die Aufnahme in die Beobachtungsanalyse erfullt

sein:

- Patienten mit einer klinisch diagnostizierten MK (akut/chronisch) oder DKM in Folge
einer MK

- Vorhandensein zweier Myokardbiopsien (vor/nach immunsuppressiver Therapie)

- 6 Monate andauernde immunsuppressive Therapie

- ausschlie3lich B19V-Nachweis bei den ,viruspositiven® Patienten

- kein Virusnachweis im Gewebe des Kontrollkollektivs (,virusnegativ®: Vneg)
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- zeitnahe Biopsieentnahme vor und nach der immunsuppressiven Therapie

- zeitnahe Erfassung der linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF) zu Beginn und
Ende der immunsuppressiven Therapie

- Dokumentation von Vergleichskriterien 2

- keine Einnahme von Immunsuppressiva oder Immunmodulatoren aufgrund anderer
Erkrankungen im Beobachtungszeitraum

- Ausschluss anderer Pathologien wie z.B. Thrombosen, Lungen-, Tumor- und

koronare Herzerkrankungen

2.1 Diagnostik

Bei allen Patienten dieser retrospektiven Beobachtungsanalyse erfolgte als erstes eine
umfassende Anamnese. Die Patienten wurden zu Beginn und zum Therapieende nach
Leitsymptomen wie Dyspnoe, Angina pectoris, Palpitation, Leistungseinschrankung und
Mudigkeit, jeweils unter Belastung und in Ruhe, befragt und auf das Vorhandensein
peripherer Odeme untersucht. Die Symptome wurden von den Patienten den folgenden
Schweregraden  zugeteilt: nicht vorhanden, gering/mild, mittelgradig und
hochgradig/stark. Im Ergebnisteil wird aufgrund der Subjektivitat der patienteneigenen
Einteilung nur auf das Vorhandensein der Beschwerden, nicht aber auf ihre Auspragung
eingegangen. Zudem wurde die NYHA-Klasse bestimmt (Definition wie in den Leitlinien
angegeben [107]). Von einer Verbesserung/Verschlechterung der NYHA-Klasse wird in
dieser Arbeit gesprochen, wenn sie um mindestens eine Stufe abnimmt oder zunimmt.
Des Weiteren wurde im Rahmen einer in parasternaler Langsachsenansicht
durchgefuhrten M-Modus Echokardiographie der enddiastolische und endsystolische
linksventrikulare Durchmesser (LVEDD/LVESD) bestimmt.

Als  Hauptvergleichskriterium diente in dieser Arbeit die linksventrikulare
Ejektionsfraktion, die bei jedem Patienten moglichst zeithah zu Therapiebeginn und
-ende mittels transthorakaler Echokardiographie bestimmt wurde. Eine hochgradig
eingeschréankte LVEF wurde bei < 35% angenommen. Gemal3 den Leitlinien lag eine
reduzierte LVEF bei < 40%, eine mittelgradig eingeschrankte bei 40-49% und eine
erhaltene bei = 50% vor [119].

% In Einzelfallen sind nicht alle Diagnostikmerkmale bei jedem Patienten dokumentiert, wodurch die
Patientenkollektivgrof3e im Ergebnissteil variiert (n # 52).
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Die klinischen und labordiagnostischen Parameter lieBen beim hiesigen
Patientenkollektiv auf eine MK, MKa oder DKM schlieBen und lieferten somit die
rechtfertigende Indikation fir eine Biopsiediagnostik [22].

Im frihen Stadium kdnnen die Entziindungsherde/Nekrosen diffus oder fokal auftreten.
Fur eine sichere Diagnosestellung einer MK wurden daher mehrere Biopsien
entnommen, um falsch negative Ergebnisse durch einen Sampling Error zu vermeiden
[95]. Den hier untersuchten Patienten wurden Myokardbiopsien im Rahmen einer
Herzkatheteruntersuchung, unter Verwendung eines Bioptoms (Westmed, Deutschland
und B-18110; Medizintechnik Meiners, Deutschland), entnommen. In der Regel wurde
versucht, mindestens 8 Biopsien zu gewinnen. Bei der Biopsieentnahme wurde wie von
Tschope et al. beschrieben vorgegangen [120]. Es wurde mdglichst zeitnah, nach

Beendigung der immunsuppressiven Therapie, eine zweite Biopsie vorgenommen.

2.2 Therapie Patientenkollektiv

Die Patienten wurden fur 6 Monate, nach dem gangigsten Behandlungsprinzip,
immunsuppressiv mit Prednisolon und Azathioprin behandelt [19]. Initial wurde taglich
1mg/kg  Korpergewicht  Prednisolon fir einen  Monat verabreicht. Im
Zweiwochenrhythmus wurde die Dosis um 10mg, bis auf eine Erhaltungsdosis von
10mg, reduziert. Die Erhaltungsdosis wurde nach sechs Monaten schleichend
abgesetzt. Da ab 80mg Prednisolon vermehrt Therapienebenwirkungen zu beobachten
sind, wurde auch bei Patienten, die Gber 80kg wogen, mit einer Dosis von 80mg/Tag
Prednisolon begonnen. Um die schnelle Reduktion des Cortisons zu ermdglichen,
erhielten die Patienten zudem taglich 2mg/kg Korpergewicht Azathioprin.

Zuséatzlich erfolgte eine richtlinienbasierte medikamentése Behandlung der
Herzinsuffizienz [105-107,119]. Die bei den hiesigen Patienten verwendeten
Medikamente waren: Angiotensin-Converting-Enzym-Hemmer (ACE), Angiotensinl-
Rezeptorantagonist (AT1), Aldosteron-Antagonist, Betablocker, Thiazid- und
Schleifendiuretika, Marcumar, Antiarrhythmika, Acetylsalicylsdure (ASS), Kalzium-
Antagonist (Ca), Cholesterin-Synthese-Enzym-Hemmer (CSE = HMG-CoA-Reduktase-
Hemmer) und Digitalis. Die medikamentése Einstellung der Patienten wies bei
Erstvorstellung eine grofRe Inhomogenitat auf. Daher wurde in dieser Arbeit nur auf die

Medikation nach Umstellung/mit Therapiebeginn eingegangen.
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2.3 Untersuchung der Gewebeproben

Die Analyse stellt keine Eigenleistung dieser Arbeit dar. Das Biopsiegewebe wurde
histologisch, immunhistologisch und molekularbiologisch untersucht. Die histologische
Farbung diente dem Entzindungsnachweis; die immunhistologische Untersuchung ist
eine zuverlassige Methode fur eine qualitative und quantitative Zelldifferenzierung des
Phéanotyps [121]. Zudem erfolgte eine Analyse auf vorhandene B19V-DNA und -mRNA.
Die Entnahme der Myokardbiopsien und die molekularbiologische Untersuchung der
Gewebeproben standen nicht immer in direktem zeitlichem Zusammenhang.

Bis 1996 erfolgte die Virusdiagnostik im Rahmen einer wissenschaftlichen Kooperation
mit Professor Kandolf von der Universitat Tubingen. 2003 wurde erstmals die Methodik
der B19V-Diagnostik aus Myokardgewebe publiziert [24]. Die Gewebeproben flnf
B19V-positiver und drei virusnegativer Patienten stammen aus den Jahren vor 2003.
Diese Patienten wurden immunsuppressiv behandelt, wenn EV und ADV
ausgeschlossen werden konnten. Die retrospektive B19V-Diagnostik erfolgte aus in
flussigem Stickstoff tiefgefrorenen Gewebeproben.

Ab 2003 wurden alle Analysen der Gewebeproben durch das Institut fir kardiale

Diagnostik und Therapie Berlin (IKDT) durchgefuhrt.

2.3.1 Histologie

Die histologischen Auswertungen wurden von den pathologischen Instituten der
Universitat Dusseldorf und Charité Berlin (Campus Benjamin Franklin) durchgefuhrt. Am
IKDT erfolgte die histologische Auswertung ab 2003 durch einen vormals an der Charité
mit dieser Aufgabe betrauten Pathologen.

Fur die histologische Auswertung wurden Paraffinschnitte hergestellt. Dafir wurde ein
Teil der Gewebeproben (2-3) mit 5% gepuffertem Formalin fixiert und in Paraffin
eingebettet. AnschlieBend wurden die Paraffinschnitte mit Hamatoxylin-Eosin
eingefarbt. Die Auswertung der Schnitte erfolgte mittels Lichtmikroskopie anhand der
Dallas Kriterien [122]. Nach diesen besteht eine MK beim Vorliegen von
inflammatorischen Infiltraten im Myokard, assoziiert mit Myozytendegeneration und
Nekrosen nicht-ischamischen Ursprungs [122]. Sind entzindliche Infiltrate, aber keine

Zellnekrosen nachweisbar, spricht man von einer Borderline MK. Ein chronischer
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Verlauf ist durch diffuse Entziindungsinfiltrate ohne akute Zellnekrosen und mit einer

geringeren Anzahl an Entziindungszellen gekennzeichnet [123].

2.3.2 Immunhistologie

Die quantitative immunhistologische Entziindungsdiagnostik an Gefrierschnitten von
Myokardbiopsien wurde in der Abteilung von Professor Schultheif3 zwischen 1986 und
1988 an der Universitat Miinchen etabliert, an seinen Tatigkeitsstandorten Dusseldorf
und Berlin fortgefuhrt und 2003 vom IKDT Gbernommen.

Fur die immunhistologische Untersuchung wurde ein weiterer Anteil der Gewebeproben
in Tissue Tec (SLEE Medical) eingelassen und sofort schockgefroren. Hierfir wurde
durch flussigen Stickstoff gekihltes Methylbutan verwendet. Bis zur Weiterverarbeitung
wurden die Proben bei -80°C aufbewahrt. Die eingebetteten Proben wurden
serienmal3ig in Gefrierschnitte von 5um Dicke geschnitten und anschlieend mit 10%-
igem poly-L-Lysine bedeckt.

Eine MK wird nach den Kriterien von Maisch et al. wie folgt definiert: ,Fir die Diagnose
,Myokarditis* wird ein Minimum von 14 Leukozyten/mm? bestehend aus T-
Lymphozyten (CD3) oder aktivierten T-Lymphozyten (zum Beispiel CD45R0), gefordert
(allerdings durfen bis zu 4 Makrophagen eingeschlossen werden). Ein fokal
entziindlicher Prozess wird beschrieben, wenn sich mindestens drei Lymphozyten in
einem Nest aul3erhalb von GefalRen befinden (...)* [124]. Gefrier- und Paraffinschnitte
dienten als Grundlage fur die Definition von Maisch et al. Das IKDT analysierte die
Gewebeschnitte anhand der in der Tabelle 2 aufgefiihrten Grenzwerte. Es untersuchte
die Gefrierschnitte per Clusterdifferenzierung auf folgende Entziindungszellen, die per
guantitativer digitaler Bildanalyse ausgezahlt wurden:
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Phanotyp Grenzwert Verdinnung Hersteller
CD3" 14 1:25 Dako
CD45RO" 40 1:25 Dako
gz;t:)rt];?gl_rgl A 1" 14 1:250 Immuno Tools
Perforin® 2,9 1:150 Bioscience
Mac-1" 40 1:500 Immuno Tools

Tabelle 2: Analyse Entziindungszellen

Die aktuellen Grenzwerte wurden vom |IKDT anhand Spenderherzproben ermittelt;
Grenzwert: Medianwert der Zellzahlung (Zellen/mmz)

Zur Signalamplifikation wurde ein Peroxidase-konjugierter sekundarer Antikdrper
verwendet (Anti-Maus Antikorper, EnVision, Dako Cytomation). Zur Visualisierung der
immunhistologischen  Schnitte  wurde  3-Amino-9-Ethylcarbazol (Merck) als
chromogenes Substrat verwendet. Zuletzt wurden die Schnitte mit Hamatoxylin

eingefarbt und in Kaiser’s Gelatine R (Merck) eingebettet.

2.3.3 Extraktion und Detektion von Virusgenomen

Die verbliebenen Gewebeproben wurden zur Virusdiagnostik verwendet. Zum
Ausschluss des Vorliegens anderer Viren wurde eine PCR/quantitative Reverse
Transkriptase PCR durchgefuhrt (auf EV, ADV [125], HHV6 [126], ZMV [127], EBV
[128]) [1,24]. Um eine systemische virale Infektion auszuschlieRen, wurde DNA aus
0,5ml peripherem Blut extrahiert [1,129]. Als interne Kontrolle einer erfolgreichen
Nukleinsaureextraktion (DNA/mRNA) wurden Primer fir das humane Glycerinaldehyd-
3-Phosphat-Dehydrogenasegen verwendet [1,24].

Das Verfahren zur Detektion von B19V-DNA war identisch zum bereits 2008 von Kiuhl
et al. beschriebenen Vorgehen [129]: Durch Puregene Mousetail-Kits (Gentra,
Minneapolis, USA) wurde genomische DNA aus den Endomyokardbiopsien extrahiert.
Aufgrund der geringen DNA-Mengen wurde zunachst mit Primern fir die kodierende
Sequenz von VP1/2 (siehe Tabelle 3) eine nested PCR durchgefiihrt. Die spezifischen
B19V-Primer erzeugten Produkte von 290 bzw. 173 Basenpaaren Gro3e. Die Spezifitat
der Produkte wurde durch Sequenzierung tberpruft. Die erhaltenen Sequenzen wurden
Uber die NCBI GenBank abgestimmt und mit einem aktuellen PVB19-Genom

abgeglichen (GenBank Identifikationsnummer: AY386330). Als interne Kontrolle einer
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erfolgreichen Nukleinsaureextraktion (DNA) wurden Primer flir das humane beta-Actin-
Gen verwendet. Die restlichen Primer wurden, mit Ausnahme der TagMan-PCR-Probe
SPV (s.u.), von TIB MOLBIOL (Berlin, Deutschland) erworben. Mittels nested PCR und
zwei neuen Primerpaaren (siehe Tabelle 3) erfolgte die Amplifikation eines 664
Basenpaare langen PCR-Fragments mit anschlieBender Sequenzierung eines 553
Basenpaaren langen PCR-Produktes. Der PCR-Ablauf war wie folgt: Initiale
Denaturierung far 7 Minuten bei 95°C; 35 Dreischritt-Zyklen (45s bei 95°C, 45s bei
57°C, 45s bei 72°C). Die nested PCR wurde mit 40 Zyklen und unter den gleichen
Temperaturen durchgefihrt.

AnschlieRend wurde zur quantitativen Bestimmung der Viruslast eine quantitative-PCR
(QPCR) durchgefuhrt. Um einen Vergleich von qualitativen nested PCR und
guantitativen Werten zu ermdglichen, wurden Primer und Proben fur eine Erythrovirus-
TagMan-gPCR im nested-PCR Sequenzfragment konstruiert (siehe Tabelle 3). Die
Primer wurden mit der Software Primer Express (Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland) designt. Das gewahlte Primerpaar amplifizierte ein 70 Basenpaare grof3es
Fragment in der VP1/2-Genregion des B19V-Genoms. Fur den PCR Mix wurde der
Universal Mastermix von Applied Biosystems verwendet. Die verwendeten
Primerkonzentrationen pro Probe waren 0,2uM auf 4ul Proben-DNA. Der PCR-Ablauf
war hier wie folgt: N-Glycosylase-Behandlung bei 50°C fir 2 Minuten und initiale
Denaturierung fur 10 Minuten bei 95°C. Durchfiihrung von 38 Zweischritt-Zyklen (15s
bei 95°C, 60s bei 57°C). Verwendet wurde die gPCR-Maschine ABI-Prism HT7900.

Zur Generierung einer Standardkurve wurde bei jeder gPCR eine serielle Verdinnung
des B19V-DNA-Plasmidstandards (3,5 - 3,5 x 10* Genome pro Experiment,
Genexpress, Berlin, Deutschland) simultan mitgefuhrt. Der Virusgehalt wurde aus dem
Verhaltnis zwischen gemessenen DNA-Kopien und der Menge an humaner DNA in der
Probe bestimmt (gemessen durch UV-Spektroskopie) [129] (Ubersetzung durch die
Autorin).

Nicht bei allen 32 positiv auf B19V getesteten Proben konnte die B19V-DNA-
Kopienanzahl quantitativ bestimmt werden. Die gemessenen Werte lagen unterhalb des
linearen Titrationsbereiches und waren damit nicht mehr vom Hintergrundsignal zu

unterscheiden.
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Primer Sequenz (5-3") Genbank
Diagnostik nested PCR

PVB1 (forward 1. PCR) AGC ATG TGG AGT GAG GGG GC VP1 Gen
PVB2 (reverse 1. PCR) AAA GCATCA GGA GCT ATACTT CC VP2 Gen
PVB3 (forward nested) GCC AAC TCT GTA ACT TGT AC VP1 Gen
PVB4 (reverse nested) AAA TAT CTC CAT GGG GTT GAG VP2 Gen
Lange nested PCR

PVB5 TAC CCG GTACTAACT ATGTTG G VP1 Gen
PVB6 CTG GCA ATG AGC TAC AAG CTG VP1 Gen
TagMan PCR

Forward Primer CATTTT CCAGACAGT TTTTAATTC CA

Reverse Primer CTT GCT GCG GGA GAA AAC AC

MGB Probe FAM-ATG ACC CAG AGC ACC-MGB

Tabelle 3: Primer

Diagnostik nested PCR Gen Produkt
PVB1/PVB2 VP1/VP2 Gen PVB19 290 bp
PVB3/PVB4 VP1/VP2 Gen PVB19 173bp

Lange nested PCR

PVB5/PVB2 VP1/VP2 Gen PVB19 664 bp

PVB6/PVB4 VP1/VP2 Gen PVB19 553 bp

Tabelle 4: Amplifikationskombination

3.3.4 Extraktion und Detektion von B19V-mRNA

Die Extraktion und Analyse der B19V-mRNA wurde ebenfalls vom IKDT durchgefihrt
und entsprach weitestgehend dem bereits 2013 von Kuhl et al. [130] veré6ffentlichen
Vorgehen: Mittels TRIzol-Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) wurde die
B19V-mRNA isoliert. Um Spuren von genomischer DNA zu entfernen, erfolgte eine
DNAse-Behandlung (PegLab, Deutschland). Die Transkription der mRNA in cDNA
erfolgte mittels Reverser Transkriptase und ,Random Priming“ (High capacity Kit:
Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland). Die Anzahl viraler Kopien in der cDNA

wurde durch real-time-PCR bestimmt (TagMan Universal PCR master mix: Applied
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Biosystems, Darmstadt, Deutschland). Um die qualitativen nested-PCR-Ergebnisse mit
den quantitativen Werten vergleichen zu kénnen, wurden die Primer und Sonden fir die
Erythrovirus TagMan gPCR im nested-PCR-Sequenzfragment designt. Die Primer und
die minor groove binding site (MGB) Sonde SPV wurden nach den gangigen Regeln
durch die Primer Express-Software (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)
ausgewahlt (siehe Tabelle 3). Die TagMan-PCR wurde auf 96-well Microtiterplatten
(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Der PCR-Mix wurde auf
ein Volumen von 25ul aufgefullt (TagMan Universal Mastermix: Applied Biosystems,
Darmstadt, Deutschland). Die Konzentration pro Versuch an Forward-, Reverse-
Primern und der fluoreszierenden Sonde lag bei 0,2uM. Diese wurde mit 0,4ul Proben-
DNA oder -cDNA vermischt. Eine Uracil-N-Glykosylase-Behandlung wurde fir 2min bei
50°C durchgefihrt. Die Denaturierung fand bei 95°C fur 10min statt. Die Amplifizierung
der DNA wurde wie folgt durchgefihrt: 40 Zweischritt-Zyklen (15s bei 95°C und 1min
bei 57°C) unter Verwendung des ABI Prism 7900HT Sequence Detection Systems
(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland). Zum Erhalt einer Standardkurve und
Berechnung der mRNA-Kopien wurde wie bereits bei der DNA beschrieben
vorgegangen (siehe 2.3.3). Die Anzahl der mRNA-Kopien wurde in Kopien pro pl
Reaktionsassay angegeben. Es erfolgte eine Normalisierung auf die in jeder Probe
mitvermessene humane Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase-cDNA im
Verhaltnis zu einer jeweils mitgefuhrten humanen Kontroll-RNA-Probe (Applied
Biosystems, Darmstadt, Deutschland) [130] (Ubersetzung durch die Autorin). Der
Nachweis von B19V-mRNA bedeutet, dass VP1 und 2 transkribiert werden. Ob dariber
hinaus in jedem Fall eine Translation stattfindet, ist bisher fraglich. In dieser Promotion
deklariert eine ,positiv" bezeichnete Biopsie den Nachweis von B19V-mRNA, ,negativ”
dagegen die Biopsien, bei denen keine B19V-mRNA nachgewiesen wurde. ,B19V-
MRNA-positiv/negativ® bedeutet somit, dass nur in der ersten Biopsie MRNA
nachgewiesen werden konnte. Bei 9 Patienten (B19V-mRNA n.b.) wurde zu keinem
Zeitpunkt das Vorhandensein von mRNA untersucht. Die Grunde hierfiir waren aus den

vorliegenden Datensatzen nicht ersichtlich.

25



2.4 Statistische Analyse

Zur Datenanalyse wurden SPPS (IBM SPPS Statistics 24) und Excel (Microsoft 2010)
verwendet. Die graphische Darstellung erfolgte mit SPPS. Bei allen Testverfahren

wurde ein p-Wert (2-seitig) < 0,05 als signifikant angesehen.

Es wurden das arithmetische Mittel und die Standardabweichung berechnet. Aufgrund
der Sensibilitdt des arithmetischen Mittels gegenliber Ausrei3ern, wurde zusatzlich der
Median bestimmt. Die Medianwerte wurden zusammen mit Minimum, Maximum und
Quantile (10%, 25%, 75% und 90%) angegeben.

Wenn, wie im Fall der LVEF, keine Normalverteilung vorlag, wurden parameterfreie
Tests zur Analyse herangezogen. Die statistische Analyse der LVEF-Entwicklung
zwischen Therapiestart und -ende, innerhalb der Untersuchungsgruppen B19V-positiv
und Vneg, wurde mittels Wilcoxon-Vorzeichenrangtest bei verbundenen Stichproben
durchgefuhrt. Fir die statistische Analyse der LVEF-Daten zwischen den Gruppen
B19V-positiv und Vneg wurde der parameterfreie Mann-Whitney-U-Test bei
unabhangigen Stichproben verwendet.

Nominelle Variablen wurden mittels Exaktem Fisher Test analysiert. Der Exakte Test
nach Fisher ist softwarebedingt (SPSS) auf 2x2 Tabellen begrenzt. Deswegen wurde
trotz der z.T. sehr kleinen Zellh&ufigkeiten bei der Berechnung der NYHA der Chi2-Test
angewendet. Fir die statistische Analyse verbundener Stichproben, bei welchen ein

dichotomes Merkmal vorlag, wurde der McNemar-Test verwendet.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Beschreibung des Patientenkollektivs - Ausgangssituation

Die folgenden Ergebnisse beziehen sich auf 52 Patienten mit der Erstdiagnose MK, die
sechs Monate immunsuppressiv behandelt wurden. Den Probanden wurde jeweils vor
Therapiestart und nach Therapieende eine Myokardbiopsie entnommen sowie u.a. die
LVEF bestimmt. Von den 52 Patienten waren 32 (61,5%) B19V-positiv. Anzeichen einer
aktiven systemischen B19V-Infektion lagen nicht vor. Die verbleibenden 20 Patienten
(38,5%) Dbildeten das virusnegative Kontrollkollektiv (Vneg). Wahrend des
Therapiezeitraumes verstarb kein Patient.

Das Durchschnittsalter aller Patienten betrug zu Therapiebeginn 44,19 + 14,01 und zu
Therapieende: 45,06 £ 14,0 Jahre.

Sowohl in der Gruppe der B19V-positven als auch in der Gruppe der virusnegativen
Patienten Uberwog der Anteil an mannlichen Probanden. Weder in Hinblick auf das
Geschlechtes noch auf das Alter bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den

Untersuchungsgruppen.

Die folgende Tabelle fuhrt die Ausgangssituation aller Patienten auf:
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B19V (%) Vneg (%) Gesamt (%) | p-Wert

Patientenanzahl 32 (61,5) 20 (38,5) 52 (100,0)
Geschlecht 0,370
mannlich 19 (59,4) 15 (75,0) 34 (65,4)
weiblich 13 (40,6) 5 (25,0) 18 (34,5)
Alter

. 43,78 £ 13,94 44,85+ 14,47 44,19 +14,01 0,553
(Mittelwert)

klinische
Diagnose 0,588
DKM 8 (25,0) 4 (20,0) 12 (23,1)
MK 19 (59,38) 13 (65,0) 32 (61,5)
MKa 4 (12,5) 1 (5,0) 5 (9,6)
andere 1(3,13) 2 (10,0) 3(5,8)
Diagnose nach
Biopsie 0,485
DKM 3(9,38) 3(15,0) 6 (11,5)
DKMe 8 (25,0) 4 (20,0) 12 (23,1)
MKa 4 (12,5) 1 (5,0) 5 (9,6)
MK-BL 13 (40,63) 8 (40,0) 21 (40,4)
andere 4(12,5) 4 (20,0) 8 (15,3)
grippaler Infekt
vor Therapie 22 (68,75) 14 (70,0) 36 (73,47) 0,743
LVEF (%)
40,53+ 15,83 | 44,2 +18,52 | 41,94 +16,83 @ 0,480
LVEDD (mm) 58,13 +09.75 | 57,72+103 | 57,89 +09.85 0957
(Mittelwerte)
LVESD (mm) 44,30 + 13,57 | 45,31 + 12,69 | 44,64 + 13,08 @ 0,697
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NYHA-Klassen

Entzindung
Myokard

Medikation
(Patientenanzahl

in %)

Tabelle 5: Patientenausgangssituation — Zusammenfassung aller Parameter

| und Il

Il und IV

ACE-
Hemmer

Aldost-
eron-Anta.

AT -Anta.

Antiarryth-
mikum

ASS

Beta-
blocker

Ca-Anta.

CSE-
Hemmer

Digitalis

Thiazid-
diuretikum

Schleifen-
diretikum

Marcumar

B19V (%)

16 (59,26)

11 (40,74)

32 (100,0)

62,5

50,0

15,63

9,38

37,5

68,76

6,25

12,50

18,75

56,25

6,25

21,88

Vneg (%)

9 (52,94)

8 (47,06)

20 (100,0)

60,0

50,0

0,0

10,0

20,0

60,0

0,0

15,0

10,0

45,0

0,0

15,0

Gesamt (%)

25 (56,82)

19 (43,18)

52 (100,0)

61,54

50,0

9,62

9,61

30,77

65,38

3,85

13,46

15,38

51,92

3,85

19,23

p-Wert

0,657

= 0,999

20,999

20,999

0,143

20,999

0,228

0,561

0,517

2 0,999

0,463

0,570

0,517

0,722
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Legende: Ausgangssituation zu Therapiestart; B19V: Parvovirus B19-positive Patienten, Vneg:
virusnegative Patienten; p-Wert: Ergebnisse der statistischen Analyse zwischen B19V-positiven und
Vneg Patienten, verwendete Tests: McNemar-Test (Histologie), Exakter Test nach Fisher (Medikation),
Chi2-Test (NYHA-Klassen) und parameterfreier Mann-Whitney-U-Test bei unabhangigen Stichproben;
Alter: Mittelwert, zu Therapiebeginn in Jahren; Grippaler Infekt vor Therapie: im Vorfeld der

Erkrankung aufgetretene Grippe, (N = 36); Diagnose: DKM = dilatative Kardiomyopathie, MK
Myokarditis, MK-BL = Borderline-Myokarditis, a = akut, e = entziindliche, andere = keine Angaben,
Granulomatose mit Polyangiitis und Riesenzellmyokarditis; klinische Diagnose: gestellte Diagnose
anhand klinischer Diagnostikverfahren (B19V-positiv N = 30, Vneg N = 17); Diagnose nach Biopsie:
Diagnose auf Grundlage der analysierten Gewebebiopsie (B19V-positiv N = 30, Vneg N = 17); LVEF:
Linksventrikuldre Ejektionsfraktion in % (B19V-positiv N = 32, Vneg N = 20); LVEDD: Linksventrikularer
enddiastolischer Durchmesser in mm (B19V-positiv N = 30, Vneg N = 18), LVESD: Linksventrikularer
endsystolischer Durchmesser in mm (B19V-positiv N = 23, Vneg N = 13); NYHA-Klasse: Anteil an
Patienten der NYHA-Klasse | und Il sowie Il und IV in % (B19V-positiv N = 27, Vneg N = 17);
Entziindung Myokard: prozentualer Anteil an Patienten, bei welchen eine Entziindung nachgewiesen
wurde; Medikation: Anzahl der Patienten nach medikamentdser Einstellung in % (B19V N = 32, Vneg N
= 20), die die aufgefuhrten Medikamente erhalten haben, Anta. = Antagonist, ACE = Angiotensin-
Converting-Enzym, AT = Angiotensin, ASS = Acetylsalicylsdure, Ca = Kalzium, CSE = Cholesterin-

Synthese-Enzym (HMG-CoA-Reduktase-Hemmer)

3.2. Untersuchungsergebnisse

3.2.1 Linksventrikulare Ejektionsfraktion

Innerhalb der Gruppen B19V-positiv und Vneg verbesserten sich die LVEF zwischen
Therapiestart und -ende signifikant (p-Werte: < 0,001 bei B19V-positiv und 0,003 bei
Vneg) (siehe Tabelle 6).

Sowohl zu Therapiestart als auch zu Therapieende unterschieden sich die Ergebnisse
der Analysen zwischen den B19V-positiven und virusnegativen Patienten nicht
signifikant (p = 0,480 und p = 0,880). Ein p-Wert (2-seitig) < 0,05 wurde als signifikant
angesehen.
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3.2.1.1 LVEF - Patienten gesamt

Die statistische Analyse des gesamten Patientenkollektivs mittels Wilcoxon-
Vorzeichenrangtest bei verbundenen Stichproben ergab eine signifikante Steigerung
der LVEF (p-Wert < 0,001). Die minimal gemessene LVEF betrug 18,0%, die maximale
75,0%. Bei Therapieende lag die niedrigste gemessene LVEF bei 11,0%, die hdchste
bei 77,0%. Die nachfolgenden zwei Graphiken zeigen die LVEF aller Patienten zu

Beginn und nach Ende der immunsuppressiven Therapie (siehe auch: Abbildung 4).
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Abbildung 3: LVEF zu Therapiestart und -ende (gesamtes Patientenkollektiv)

Legende: LVEF in Prozent zu Therapiestart und -ende, B19V-positive und virusnegative (Vneg)
Patienten; Std.-Abw.: Standardabweichung; — Normal: Normalverteilung; N: Anzahl Patienten

3.2.1.2 LVEF — B19V-positive versus virusnegative Patienten

In beiden Untersuchungsgruppen wurde nach der sechsmonatigen immunsuppressiven
Therapie eine signifikante Verbesserung der LVEF verzeichnet. Die durchschnittliche
LVEF des virusnegativen Kontrollkollektivs verbesserte sich geringer als die der B19V-
positiven Patienten. Wie der folgenden Tabelle zu entnehmen ist, bestand weder zu
Therapiestart noch zu Therapieende ein signifikanter Unterschied zwischen den zwei

untersuchten Patientengruppen.
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LVEF (%) LVEF (%) p-Wert 1 p-Wert 2
Therapie- Therapie-
START ENDE

virusnegativ
44,20 + 18,52 51,85 +£16,91 0,003

Therapiestart: 0,480

it Therapieende: 0,880
B19V-positiv | 4053+1583 | 51,97+12,72 | <0,001 | o opleende

Tabelle 6: LVEF — statistische Analyse (B19V-positive & virusnegative Patienten)

Legende: LVEF-Mittelwerte und Standardabweichungen (x) zu Therapiestart und -ende in Prozent sowie
Berechnung der statistischen Signifikanz

LVEF: linksventrikulare Ejektionsfraktion in %; B19V-positiv: Parvovirus B19-positive Patienten (N = 32);
virusnegativ: Kontrollkollektiv ohne Virusnachweis (N = 20);

p-Wert 1: innerhalb der Gruppen zwischen Therapiestart und -ende; mittels Wilcoxon-Vorzeichenrangtest
bei verbundenen Stichproben (asymptomatische Signifikanz (2-seitiger Test)) berechnet;

p-Wert 2. zwischen den Gruppen zu Therapiestart und -ende; mittels Mann-Whitney-U-Test bei

unabhéngigen Stichproben (asymptomatische Signifikanz (2-seitiger Test)) berechnet;

37,5% der B19V-positiven Patienten und 40,0% der virusnegativen Patienten wiesen
vor Start der immunsuppressiven Therapie eine hochgradig eingeschrankte (< 35,0%)
linksventrikulare Ejektionsfraktion auf (p-Wert = 0,792). Zu Therapieende hatten noch
9,38% der B19V-positiven und 15,0% der virusnegativen Patienten eine hochgradig
eingeschrankte LVEF (p-Wert = 0,999).
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Die folgenden Graphen zeigen fir die Gruppen B19V-positive und Vneg Patienten

jeweils die Verteilung und Entwicklung der LVEF zu Therapiestart und -ende, innerhalb

und zwischen den Gruppen auf.
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Abbildung 4: LVEF zu Therapiestart und -ende B19V und Vneg
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Legende: LVEF zu Therapiestart (oben) und -ende (unten) in Prozent; links/griin B19V und rechts/gelb

virusnegative

(Vneg)

Patienten;

Mittelwert

mit

Std.-Abw.:

— Normal: Normalverteilung; N: Anzahl Patienten; 20 Vheg und 32 B19V

Standardabweichung;
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Abbildung 5: Entwicklung durchschnittlicher LVEF (B19V-positive vs. virusnegative Patienten)

Legende: Entwicklung der durchschnittichen LVEF des B19V-positiven (grun/Start; 40,53%) und
virusnegativen (gelb/Start: 44,2%) Patientenkollektivs in Prozent; p-Werte = 0,480 (Therapiestart) und
0,880 (Therapieende); siehe auch Tabelle 6

Zwischen der ersten Messung zu Therapiestart und der zweiten Messung zu
Therapieende verschlechterte sich bei 6 B19V-postiven Patienten (18,75%) die LVEF
um Werte zwischen 2,0% und 14,0%. Bei einem Patienten trat keine Veranderung ein.
Der maximale LVEF-Anstieg betrug 34,0% (von 24,0% auf 58,0%).

In der Gruppe der virusnegativen Patienten verschlechterten sich drei Patienten
(15,0%) hinsichtlich ihrer LVEF-Werte zwischen Therapiestart und -ende. Die Werte
lagen zwischen 1,0% und 8,0%. Bei einem Patienten war die LVEF zu beiden
Messzeitpunkten identisch. Die maximale LVEF-Verbesserung betrug in der Gruppe
des Vneg Kontrollkollektivs 32,0% (von 20,0% auf 52,0%).
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Bei der alleinigen Betrachtung der Differenzen der LVEF-Medianwerte (Therapiestart/-
ende) ist in der Gruppe der B19V-positiven Patienten ein Anstieg von 17,0% und bel

den Vneg Patienten ein Anstieg von 9,5% zu erkennen.

Start Minimum 10% 25% Median 75% 90% Maximum
B19V 18,0 21,0 25,5 37,5 54,8 63,0 75,0
Vneg 19,0 20,2 26,5 42,0 62,3 67,8 69,0
Ende Minimum 10% 25%  Median 75% 90% Maximum
B19V 26,0 32,1 42,3 54,5 60,8 66,8 77,0
Vneg 11,0 28,6 43,3 51,5 65,5 74,8 77,0

Tabelle 7: LVEF — Messergebnisse

Legende: LVEF zum Therapiestart und -ende in Prozent; B19V-positive und virusnegative (Vneg)

Patienten; Minimum, Maximum, Median, Quantile; N = 52
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3.2.2 LVEDD und LVESD

Im Rahmen der Diagnostik wurden die linksventrikularen enddiastolischen (LVEDD) und

linksventrikularen endsystolischen (LVESD) Durchmesser bestimmt.

B19V Vneg p-Wert
LVEDD Start 58,13 + 09,75 (30) 57,72 £ 10,3 (18) 0,957
Ende 52,92 + 09,89 (26) 55,53 + 11,75 (15) 0,265
p-Wert 0,999 (24) 0,488 (14)
LVESD Start 44,30 + 13,57 (23) 45,31 + 12,69 (13) 0,697
Ende 41,56 + 13,05 (18) 44,33 + 14,27 (12) 0,787
p-Wert 0,059 (16) zu kleine Fallzahl

Tabelle 8: LVEDD und LVESD - Statistische Analyse

Legende: Mittelwerte der linksventrikularen enddiastolischen (LVEDD) und linksventrikularen
endsystolischen (LVESD) Durchmesser zu Therapiestart und -ende in mm;

in Klammern ,( )* = Anzahl aller Patienten, bei denen eine Bestimmung des Untersuchungsparameters
stattfand; beim p-Wert in Klammern ,( )“ = Anzahl an Patienten bei denen zu Therapiestart und -ende
Ergebnisse fur die Berechnung vorlagen; p-Wert: Berechnung mittels Mann-Whitney-U-Test bei
unabhangigen Stichproben (parameterfreier Test); p-Wert: Berechnung innerhalb der Gruppen mittels

Wilcoxon-Vorzeichenrangtest bei verbundenen Stichproben

Aus den Ergebnissen wird ersichtlich, dass zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen B19V-positiv und Vneg vorlag.
Die Abnahme des LVEDD und LVESD innerhalb der Gruppen war im Laufe der

Therapie nicht signifikant.
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Start
B19V

Vneg

Ende
B19V

Vneg

Tabelle 9: LVEDD — Messergebnisse

Minimum
40,0

43,0

Minimum
35,0

37,0

10%
43,3

43,9

10%
41,5

38,8

25%
51,8

48,8

25%
48,0

45,0

Median
58,0

56,5

Median
51,0

55,0

75%
63,0

65,3

75%
57,5

61,0

90%
73,9

75,3

90%
72,9

76,8

Maximum
82,0

78,0

Maximum
76,0

78,0

Legende: Linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser (LVEDD) zu Therapiestart (N = 30 bei B19V;

N = 18 bei virusnegativen (Vneg) Patienten und -ende (N = 26 bei B19V; N = 15 bei Vneg) in mm;

Minimum, Maximum, Median, Quantile

Start
B19V

Vneg

Ende
B19V

Vneg

Tabelle 10: LVESD — Messergebnisse

Minimum
240

26,0

Minimum
21.0

27,0

10%
26,2

28,0

10%
27,3

27,6

25%
34,0

33,5

25%
31,8

31,8

Median
44,0

45,0

Median
40,0

42,0

75%
51,0

56,5

75%
45,8

57,5

90%
68,6

65,2

90%
65,2

67,9

Maximum
71,0

70,0

Maximum
67,0

70,0

Legende: Linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser (LVESD) zu Therapiestart (N = 23 bei B19V;

N = 13 bei virusnegativen (Vneg) Patienten) und -ende (N = 18 bei B19V; N = 12 bei Vneg ) in mm;

Minimum, Maximum, Median, Quantile
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3.2.3 B19V-DNA und B19V-mRNA-Kopienanzahl

Im folgenden Textabschnitt werden die Ergebnisse der quantitativen Bestimmung der
Kopien von B19V-DNA und B19V-mRNA aufgefuhrt.

3.2.3.1 B19V-DNA-Kopienanzahl

Therapiestart Therapieende
Minimum Kopien 5,0 10,0
Maximum Kopien 9800,0 848,0
Median 62,0 105,0
Mittelwert und Standardabweichung 708,85 + 2097,32 200,00 + 239,05

Tabelle 11: Entwicklung B19V-DNA-Kopienanzahl

Legende: Quantitativ bestimmte B19V-DNA-Kopien vor Therapiestart und nach Therapieende; Werte von
Minimum, Maximum, Median und Mittelwert mit Standardabweichung beziehen sich auf die
Patientenanzahlen N = 26 (Start) und N = 14 (Ende)®

Bei allen B19V-positiven Patienten wurde zu Therapiestart und -ende B19V-DNA
nachgewiesen. Eine quantitative Bestimmung konnte nur bei 14 Patienten erfolgen. Die
gemessenen Werte der Ubrigen Patienten lagen unterhalb des linearen
Titrationsbereiches und waren somit nicht mehr vom Hintergrundsignal zu
unterscheiden.

Die in der zweiten Biopsie (Therapieende) gemessene B19V-DNA-Kopienanzahl stieg
bei 57,14% und sank bei 42,85% der Patienten. Das Ergebnis der parameterfreien
statistischen Analyse dieser 14 Patienten durch den Wilcoxon-Vorzeichenrangtest bei
verbundenen Stichproben, hinsichtlich der DNA-Kopienanzahl, war nicht signifikant (p =
0,551), wohingegen sich die LVEF der 14 Patienten zwischen Therapiestart und -ende
signifikant verbesserte (p = 0,014).

Bei einem Patienten nahm die Kopienanzahl von 5047,0 Kopien zu Therapiestart auf
510,0 Kopien zu Therapieende ab. Bei den anderen 13 Patienten betrug die Differenz
zwischen den zwei ermittelten Kopienanzahlen zwischen 4 und 306 Kopien (im Mittel
159,46 Kopien).

% Bei allen anderen B19V-Patienten konnte keine quantitative B19V-DNA-Kopienanzahl bestimmt werden
bzw. lagen die gemessenen Werte unterhalb des linearen Titrationsbereiches
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3.2.3.2 B19V-mRNA-Kopienanzahl

Unter Bericksichtigung der Biopsieergebnisse zu Therapiestart und -ende ergab sich
nachfolgende Einteilung der auf B19V-mRNA getesteten Patienten.

Biopsieergebnis 1/2 Anzahl Prozent
B19V-mRNA negativ/n.b. 7 21,88
B19V-mRNA negativ/negativ 7 21,88
B19V-mRNA negativ/positiv 5 15,63
B19V-mRNA positiv/n.b. 1 3,13
B19V-mRNA positiv/negativ 2 6,25
B19V-mRNA positiv/positiv 1 3,13
B19V-mRNA n.b./n.b. 9 28,13

Tabelle 12: Einteilung nach der B19V-mRNA-Kopienbestimmung (1. und 2. Biopsie)

negativ: kein mMRNA-Nachweis; positiv: mMRNA-Nachweis; n.b.: nicht bestimmt;

Bei vier Patienten wurden vor Therapieanfang und bei sechs Patienten nach
Therapieende B19V-mRNA-Kopien im Gewebe nachgewiesen (bei einem Patienten

davon zu beiden Zeitpunkten).

Therapiestart Therapieende
Minimum Kopien 15,0 15,0
Maximum Kopien 2018,0 538,0
Median 117,5 116,5
Mittelwert und Standardabweichung 98,61 + 420,45 66,73 + 143,34

Tabelle 13: Entwicklung B19V-mRNA-Kopienanzahl

Legende: Quantitativ bestimmte B19V-mRNA-Kopien zu Therapiestart und zu Therapieende; Werte von
Minimum, Maximum, Median und Mittelwert mit Standardabweichung beziehen sich auf die
Patientenanzahlen N = 4 (Start) und N = 6 (Ende)
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3.2.4 Histologische und immunhistologische Auswertung

Die folgende Tabelle zeigt auf, bei wie vielen Patienten vor und nach der Therapie eine

myokardiale Entziindung nachgewiesen werden konnte.

Entzindung B19V Vneg gesamt p-Wert?!
in % (N) in % (N) in % (N)
Start -
positiv 100 (32) 100 (20) 100 (52)
negativ 0 0 0
Ende 0,569
positiv 59,38 (19) 60,0 (12) 59,62 (31)
negativ 37,5 (12) 35,0 (7) 36,54 (19)
keine Angaben 3,13 (1) 5,0 (1) 3,85 (2)
p-Wert? < 0,001 0,016 < 0,001

Tabelle 14: Entzindungsnachweis — histologische Auswertung

Legende: Prozentualer Anteil B19V-positiver und virusnegativer (Vneg) Patienten mit myokardialer
Entziindung zu Therapiestart und -ende; p-Wert*: zwischen B19V-positiven und virusnegativen Patienten
zu Therapieende mittels McNemar-Test; p-Wert2: statistische Analyse mittels McNemar-Test bei
verbundenen Stichproben innerhalb der Gruppen B19V und Vneg bzw. dem gesamten Patientenkollektiv;
N = 32 B19V-positive und 20 virusnegative Patienten

Bei der immunhistologischen Untersuchung wurden die Biopsien von Therapiestart und
-ende auf Entziindungsmarker wie CD3*, CD45R0", LFA-1", Mac-1" und Perforin® hin
untersucht. Aufgrund der kleinen Fallzahlen wurde hier nur eine deskriptive Analyse zur
Entwicklung der einzelnen Entztindungsmarker durchgefiihrt. Zu Therapieende wurden
bei der immunhistologischen Untersuchung der B19V-Biopsien meistens weniger
Entzindungsmarker gefunden als zu Therapiestart. Bei alleiniger Betrachtung der
Medianwerte ist zu erkennen, dass sie bei allen Entzindungsmarkern zu Therapieende

abgenommen haben. Bei den virusnegativen Patienten lagen mit Ausnahme der
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Perforinmessungen die Mittel- und Medianwerte zu Therapieende unter denen zu

Therapiestart.
B19V-positive Patienten

cD3* CD3’ LFA-1* | LFA-1" | CD45R0* | CD45R0" |[Perforin® |Perforin® | Mac-1" | Mac-1"

Start Ende Start Ende Start Ende Start Ende Start Ende
N 28 18 23 14 28 17 23 15 23 14
Mittelwert 16,43 6,71 42,13 16,34 51,26 19,93 2,60 0,93 61,20 29,73
Median 10,1 5,66 32,9 12,39 38,8 13,8 1,3 0,5 47,79 | 30,23
Standard-

. 19,28 55 38,99 9,29 64,94 17,9 4,08 1,08 36,61 10,94
abweichung
Minimum 0,65 0,0 8,4 2,0 0,0 0,71 0,0 0,0 24,36 10,0
Maximum 104,4 18,10 162,8 34,45 357,1 73,46 15,46 3,7 194,0 46,7
virusnegative Patienten

CD3" CcD3" LFA-1" | LFA-1" | CD45R0* | CD45R0" |Perforin® |Perforin® | Mac-1" | Mac-1"

Start Ende Start Ende Start Ende Start Ende Start Ende
N 19 13 13 9 17 14 13 9 13 9
Mittelwert 16,30 7,59 64,76 19,6 56,91 15,46 7,78 3,19 87,22 40,1
Median 9,82 5,0 28,1 16,5 23,0 7,86 0,6 2,2 44,4 42,6
Standard-

. 19,47 7,23 69,17 13,95 79,48 16,63 20,89 4,11 90,02 25,7

abweichung
Minimum 2,86 0,0 11,3 3,3 1,07 0,0 0,0 0,0 19,90 5,7
Maximum 87,2 27,8 194,1 40,3 284,2 46,1 76,0 13,4 284,0 86,8

Tabelle 15: Entzindungsmarker —immunhistologische Auswertung

Legende: Durch mikroskopische Gewebeanalyse nachgewiesene Entziindungsmarker (Zellen/mm?2);
Start: vor, Ende: nach immunsuppressiver Therapie; N: Anzahl an Patienten, bei welchen die
entsprechenden Entzindungsmarker nachgewiesen wurden (von insgesamt 32 B19V-positiven und 20

virusnegativen Patienten)
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3.2.5 Leitsymptome

Beim Vergleich der Patientengruppen (B19V und Vneg) auf das Vorhandensein der
Leitsymptome Angina pectoris, Dyspnoe, Palpitation, Leistungseinschrankung,
Mudigkeit (jeweils in Ruhe und unter Belastung) sowie Odemen vor Therapiestart und
nach Therapieende ergab sich kein signifikanter Unterschied (p-Werte zwischen 0,156
und 0,999). Statistisch wurde nur das Vorhandensein, nicht die Auspragung der
Symptome untersucht (siehe 2.1).

Aufgrund einer unzureichenden Befunddokumentation des Symptoms ,periphere
Odeme“ konnte diesbeziiglich keine statistische Analyse durchgefiihrt werden. 33
Patienten (22 B19V; 11 Vneg) wurden vor und 14 (nur B19V) nach der Therapie auf
periphere Odeme untersucht.

Die aufgefihrten Ergebnisse legen dar, dass es zu Therapieende tendenziell in beiden
Gruppen zu einer Abnahme der diagnostizierten Symptome kam.
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Therapiestart Therapieende p-Werte
gesamt in % gesamt in % (Therapiestart/
(B19V/Vneg) (B19V/Vneg) -ende)
Angina pectoris Ruhe (121’2}22,0) (09,25?5,0) 0,156 / 0,664
Selastng (21,28%/8450,0) (121,;};33.0) 0,213/ 0999
Dyspnoe Ruhe (21118%/213510) (9;;36/;0) 0,722 / > 0,999
e (592155/9420,0) (43?1705’/3385,0) 02057 0:575
Palpitation Ruhe (1811795;/223010) (12,1536;1165,0) > 0,999/ >0,999
selasting (25,10%/2130,0) (18,1775'/3115,0) 0:283/>0.999
i " B ey omiom
Pelasing (65,567?:/6495,0) (53,41%/0280,0) 0.16270.404
ket e (31,52}25,0) (21,2818’/12%,0) 0:3241> 0,99
Belastung 38,46 32,29

(43,75/30,0)

Tabelle 16: Leitsymptome — prozentuales Auftreten

(31,25/35,0)

0,389 /> 0,999

Legende: Auftreten der Leitsymptome in  Prozent zu Therapiestart und -ende;
Einzelwert ,,dinn“ geschrieben: alle 52 Patienten; in Klammern unter den Einzelwerten: prozentualer
Anteil B19V-positiver (N = 32) und virusnegativer (N = 20) Patienten; p-Werte: Analyse zwischen B19V-
positiven und virusnegativen (Vneg) Patienten jeweils zu Therapiestart und -ende mittels Exaktem Test

nach Fisher

In der folgenden Tabelle werden die Patienten aufgefuhrt, bei denen zu Therapieende

ein oder mehrere Symptome aufgetreten sind.
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B19V (%) Vneg (%) | Gesamt (%)

Angina pectoris Ruhe 2 (6,25) 0 2 (3,85)
Belastung 2 (6,25) 0

Dyspnoe Ruhe 2 (6,25) 0 3 (5,77)
Belastung 1(3,13) 0

Palpitation Ruhe 4 (12,5) 1 (5,0) 12 (23,08)
Belastung 5 (15,63) 2 (10,0)

Leistungseinschrankung Ruhe 4 (12,5) 2 (10.0) 8 (15,38)
Belastung 1(3,13) 1(5,0)

Mudigkeit Ruhe 4 (12,5) 3 (15,0) 11 (21,15)
Belastung 2 (6,25) 2 (10,0)

Tabelle 17: Leitsymptome zu Therapieende

Legende: Anzahl der Patienten, bei denen zu Therapieende die aufgefihrten Symptome auftraten; zu
Therapiestart waren diese Patienten in Hinblick auf die aufgeflihrten Symptome beschwerdefrei;
Prozentangaben in Klammern beziehen sich auf N = 32 B19V-positive Patienten und N = 20

virusnegative Patienten (Vneg)

3.2.6 NYHA-Klassifikation

Auch beim Zusammenlegen der NYHA-Klassen | und Il sowie Il und IV blieben die
Fallzahlen in den Gruppen so klein, dass lediglich eine deskriptive Analyse durchgefuhrt
werden konnte.

Der grofdte Anteil aller Patienten wies vor der Therapie die Symptomatik der NYHA-
Klassen Il und Il auf (II: 43,18%, lll: 40,91%). Zu Therapieende Uberwogen vor allem in
der B19V-Gruppe die Symptome einer NYHA-Klasse Il (1l: 57,5%, IlI: 25,0%). Zu sechs
Patienten existierten weder zu Therapieanfang noch -ende Daten zur NYHA-Klasse. Bei
weiteren sechs Patienten lagen nur zu Therapiestart und bei zwei nur zu Therapieende

Informationen zur NYHA-Klassifikation vor.
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B19V (%) Vneg (%)

NYHA-Klasse verbessert 5* (20,83) 2 (16,67)
verschlechtert 5 (20,83) 3 (25,0)
gleich geblieben 14 (58,33) 7 (58,33)

Tabelle 18: NYHA-Klassen — Entwicklung

Legende: Patienten, deren NYHA-Klasse zu Therapiestart und -ende analysiert wurden;
verbessert/verschlechtert: jeweils um eine NYHA-Klasse; *; ein Patient verbesserte sich um 2 NYHA-
Klassen; Prozentangaben in Klammern beziehen sich auf die Probandenanzahl N innerhalb einer Gruppe

(N = 24 B19V-positive und 12 virusnegative (Vneg) Patienten)

NYHA-Klassen NYHA-Klassen
vor Therapie | nach Therapie
Ch 1 Ch
=|| 12 =||
1l " n
§ Hv E . mv
@ 8 .
£ 3.
= B
: 5.
< <
Vneg Vneg
Gruppen Gruppen
Abbildung 6: NYHA-Klassen zu Therapiestart und -ende
Legende: NYHA-Klassen zu Therapieanfang (links) und -ende (rechts); N = 44

(27 B19V-positive, 17 virusnegative (Vneg) Patienten) zu Therapieanfang und 40 (25 B19V-positive,
15 Vneg Patienten) zu Therapieende

3.2.7 Medikation

Es gab keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der Medikation mit Marcumar,
ASS, Antiarrhythmika, Kalzium-Antagonisten, CSE-Hemmer, Digitalis, ACE-Hemmer,
AT-Rezeptorantagonist, Aldosteron-Antagonist, Betablocker sowie verschiedenen
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Diuretika zwischen den Gruppen B19V und Vneg. Die folgende Tabelle flihrt den Anteil
an B19V-positiven und virusnegativen Patienten (%) gemessen an ihrer erhaltenen

Herzinsuffizienzmedikation sowie die dazugehdrigen p-Werte auf.

Medikament Therapiestart Therapieende

p-Wert | gesamt | B19V | Vneg | p-Wert | gesamt | B19V | Vneg
ACE-Hemmer =20,999 61,54 62,5 60,0 20,999 53,85 | 53,13 55,0
Aldosteron-Anta. | 20,999 | 50,0 50,0 H 50,0 20,999 36,54 @ 37,5 | 36,54
AT:-RANta. 0,143 9,62 15,63 0,0 0,035 13,46 | 21,88 0,0

Antiarrhythmikum | 20,999 | 9,61 9,38 10,0 | 0,695 15,38 12,5 20,0

ASS 0,228 30,77 37,5 20,0 20,999| 11,54 12,5 10,0
Betablocker 0,561 65,38 | 68,76 | 60,0 | 0,384 59,62 | 65,63 | 50,0
Ca-Anta. 0,517 3,85 6,25 0,0 20999 577 6,25 5,0

CSE-Hemmer 20,999 13,46 12,5 15,0 20,999 13,46 12,5 15,0
Digitalis 0,463 15,38 | 18,75 @ 10,0 | 20,999| 5,77 6,25 5,0
Thiaziddiuret. 0,570 51,92 | 56,25 | 45,0 | 0,776 50,0 53,13 | 45,0
Schleifendiuret. 0,517 3,85 6,25 00 20999 7,69 9,38 5,0
Marcumar 0,722 19,23 | 21,88 | 15,0 @ 0,722 19,23 | 21,88 15,0

Tabelle 19: Herzinsuffizienzmedikation

Legende: Anzahl an Patienten, welche die oben aufgefuhrten Herzinsuffizienzmedikamente erhalten
haben in Prozent und statistische Analyseergebnisse hinsichtlich der Medikation zwischen B19V-
positiven und virusnegativen Patienten jeweils zu Therapiestart und zu Therapieende; p-Wert: Exakter
Test nach Fisher; RAnta.: Rezeptorantagonist Anta.: Antagonist, ACE: Angiotensin-Converting-Enzym,
AT: Angiotensin, ASS: Acetylsalicylsaure, Ca: Kalzium, CSE: Cholesterin-Synthese-Enzym,
diuret.: Diuretikum; N = 52 (32 B19V-positive und 20 virusnegative (Vneg) Patienten)
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4. DISKUSSION

Eine MK stellt eine entztindliche Erkrankung des Myokards dar, die in den westlichen
Landern hauptséachlich durch Viren verursacht wird [19,20]. Das zu den Erythroviren
gehorende B19V weist eine lebenslange Persistenz auf und kann in diversen Geweben
nachgewiesen werden [3,5,129]. Es wird qualitativ haufiger als andere kardiotrope Viren
(wie z.B. EV, ADV, HHV6) bei Patienten mit Myokarditiden detektiert [1,24,25,131].

In 60-70% der Falle kommt es bei akuten Myokarditiden zu einer spontanen oder
medikamentds induzierten Viruselimination, die zur Erholung der Myokardfunktion
beitragt [19,20,30]. Sowohl eine chronische Viruspersistenz als auch eine nicht spontan
abklingende Entziindungsreaktion kdnnen irreversible Schaden des Myokards zur Folge
haben. Virusnegative chronische Myokarditiden sollten immunsuppressiv behandelt
werden [9-11]. Die immunsuppressive Therapie hilft ma3geblich bei der Reduktion der
gewebeschadlichen, zur Herzinsuffizienz beitragenden, myokardialen Entzindungs-
reaktion [9-11]. Behandlungsstudien raten bei Adeno- und Enterovirus infizierten
Patienten mit MK zu einer Therapie mit INF- [12-15]. FUr B19V bestehen
diesbeztiglich unter Erprobung stehende Ansatze [12,13,16].

Welche klinische Auswirkung im Gefal3endothel persistierendes B19V hat, ist bisher
ebenso ungeklart wie die Bedeutung von im Myokard vorliegender B19V-mRNA. Daher
stellte sich die Frage, wie sich eine immunsuppressive Therapie auf den
Krankheitsverlauf von B19V-positiven Patienten mit MK auswirkt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden retrospektiv die Daten B19V-positiver Patienten mit
MK analysiert, die sechs Monate lang immunsuppressiv behandelt wurden. Vor und
nach der Therapie wurden Myokardbiopsien entnommen und die B19V-DNA- und
B19V-mRNA-Kopienanzahlen bestimmt. Anhand klinischer Diagnostikkriterien, wie z.B.
der LVEF, wurde der Krankheitsverlauf der Patienten analysiert. Verglichen wurden die

Verlaufe mit den Daten identisch behandelter virusnegativer Patienten mit MK.
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4.1 Diskussion Methodik

4.1.1 Patientenkollektiv

Diese retrospektive Beobachtungsanalyse untersucht die Daten von 52 Patienten
(61,5% B19V-positive und 38,5% virusnegative) mit der klinischen Erstdiagnose MK.
Ein groRReres Patientenkollektiv ware fur die Aussagekraft der Promotionsergebnisse
zutraglich gewesen. Die in der Methodik aufgefihrten Einschlusskriterien fuhrten zu
dem kleinen Kollektiv von 52 Probanden. Das zusammengestellte Patientenkollektiv
weist hinsichtlich der Einteilung auf Viren, der Bestimmung der LVEF und den

stattgefundenen Biopsieentnahmen eine hohe Homogenitat auf.

Der direkte Vergleich zwischen den in der folgenden Diskussion aufgefiihrten Studien

zu B19V ist auf Grund der Inhomogenitét der einzelnen Studienaufbauten erschwert.

4.1.2 Diagnostik

Die Diagnostikkriterien (LVEF, NYHA, LVESD, Leitsymptome) dieser Arbeit waren
weitestgehend mit denen von anderen Studien wie z.B. BICC- und TIMIC-Studie
kongruent [10,13]. Die Herzinsuffizienzmedikation wurde leitliniengerecht verabreicht.
Ein Unterschied zu dieser Arbeit ist, dass sowohl in der BICC- als auch in der TIMIC-
Studie nur Probanden eingeschlossen wurden, die mindestens sechs Monate eine
Herzproblematik aufwiesen [10,13]. Damit sollte verhindert werden, dass sich spontane
Heilungsverlaufe im Patientenkollektiv befanden. Spontanverlaufe sind in dieser
Promotion nicht auszuschlieBen, auch wenn die Patienten erst eine Biopsie und
immunsuppressive  Therapie  erhielten, nachdem sie sich unter der
Herzinsuffizienzmedikation nicht verbesserten oder sich ihr Zustand akut
verschlechterte (siehe Abbildung 2). Der Zeitraum von Erkrankung bis Erstvorstellung
in der Klinik war nicht immer lickenfrei nachvollziehbar. Diese Problematik resultierte
u.a. daraus, dass einige Patienten zeitliche Verlaufe (erstes Auftreten der
Beschwerden) nicht mehr in Erinnerung rufen konnten oder zu Beginn

Tage/Wochen/Monate verstrichen, bis eine zielfihrende Diagnostik erfolgte.
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4.1.3. Endomyokardbiopsie

Die Rolle der Endomyokardbiopsie bei myokardialen Erkrankungen wird kontrovers
diskutiert. Es existieren keine randomisierten Behandlungsdaten tber den Nutzen von
Biopsien. Die Empfehlungen basieren, wie von der American Heart Association (AHA)
und der ESC beschrieben, auf fallkontrollierten Studien und Expertenmeinungen [104].
Die ESC Working Group on Myocardial and Pericardial Diseases empfiehlt bei
klinischem Verdacht auf eine MK, unter Anwendung aller anderen diagnostischen
Kriterien und Ausschluss einer Koronararterienerkrankung, eine Biopsie durchzufiihren
[22]. Eine multidisziplindre Expertengruppe aus AHA, dem American College of
Cardiology und der ESC empfiehlt, von mehr als einer Stelle des rechten
Ventrikelseptums fiinf bis zehn Proben von ein bis zwei mm® GroRe zu entnehmen
[104].

Fur die Biopsie spricht, dass die Pathomechanismen der Krankheit auf zellularer und
molekularer Ebene ablaufen und das klinische Bild uncharakteristische Beschwerden
aufweisen kann. Wenn eine kardiale Ursache der Beschwerden sehr spat in Betracht
gezogen wird, konnen EKG und Ilaborchemische Befunde mitunter typische
Charakteristika einer MK nicht mehr aufweisen. Echokardiographie, MRT und
Angiographie liefern nur Anhaltspunkte fir das Ausmal} der kardialen Schéadigung
[18,20,101-103]. In einer Studie kamen Ardehali et al. zu dem Ergebnis, dass durch
eine Myokardbiopsie eine exaktere Diagnosestellung maoglich sei [132]. Die alleinige
Serumanalyse von B19V bei einer myokardialen Erkrankung wird als nicht
aussagekraftig angesehen [24,54], da eine lebenslange Persistenz besteht und das
Virus in diversen Geweben nachgewiesen werden kann [3,23,70,71].

Gegen die Biopsie sprechen die mit ihr einhergehenden Risiken (z.B. Nachblutungen,
Embolisation, Perforation, Arrhythmie, Tod), bei nicht zwingend gewé&hrleistetem
Nutzen. Ihre Komplikationsrate wird in der Literatur mit Werten zwischen <1 und 6%
angeben [104,133,134].

4.1.4 Sampling Error

Die Problematik, wie mit einem zunachst negativ und dann positiv auf B19-DNA und
auch -mRNA (und umgekehrt) getesteten Patienten verfahren wird — in Hinblick z.B. auf

einen moglichen Sampling Error —, wird in keiner zum jetzigen Zeitpunkt publizierten
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Studie diskutiert. Studien, die zwischen erstem und zweitem Biopsieergebnis beztiglich
vorhandener und nicht vorhandener DNA differenzieren, sind aktuell nicht bekannt.
Lediglich der Verweis auf die Problematik falsch-negativer Proben (z.B. beim
Inflammationsnachweis) existiert [18].

Beim sog. Sampling Error handelt es sich um einen ,Probenfehler, der bei der
Untersuchung des Gewebes und der Interpretation der Biopsieergebnisse zu
berticksichtigen ist [18]. Wird ein Areal biopsiert, in welchem in Folge einer fokalen
Verteilung kein Entzindungsinfiltrat vorliegt, kann es zu einer falsch-negativen
Probe/Bewertung kommen [18]. Deswegen sollten bei einer Myokardbiopsie mehrere
Proben aus verschiedenen Arealen entnommen werden [95]. Im Hinblick auf die
Interpretation der DNA/mRNA-Anzahlen kommt hinzu, dass B19V im GefalRendothel
lokalisiert ist [26]. Wird bei der Biopsie ein Areal entnommen, in welchem sich viele
GefalRe befinden, konnte auch die gegebenenfalls nachgewiesene DNA-Kopienanzahl
in diesem hoher sein als in einem Areal mit geringerem GefalR3anteil. Des Weiteren kann
bei der zweiten Biopsie (Therapieende) nicht vom identischen Areal Gewebe
entnommen werden. Operative Limitationen sind weiterer Einflussfaktoren, welcher zur

Heterogenitat der Ergebnisse beitragen kénnen.

Das Resultat einer postmortalen Studie ergab, dass in 37-45% aller analysierten
Gewebeproben falsch-negative Ergebnisse erhalten werden [135]. Nach Meinung der
Autoren durften, wenn die Biopsie als alleiniges Diagnostikmerkmal fur die MK diene,
nur positive Biopsieergebnisse zur Diagnostik beitragen [135]. Auch die AHA und die
ESC kamen in einem gemeinsamen wissenschaftlichen Statement zu dem Ergebnis,
dass nur ein positives PCR-Ergebnis diagnostische Aussagekraft besitzt, wahrend ein

negatives PCR-Ergebnis eine virale Erkrankung nicht ausschlief3t [104].

4.1.5 Einteilung der Untersuchungsgruppen — molekularbiologische Auswertung

Die Labormethodik zur Extraktion sowie Analyse der B19V-DNA und -mRNA ist in allen
Studien &hnlich. Einige weisen eine identische Methodik zu dieser Promotion auf
[129,130] andere [24,136,137] weichen ab und verwenden z.B. andere Primer. Zur
Diskussion der B19V-DNA/mMRNA-Analyse siehe auch 4.2.4 und 4.2.6. Bei Betrachtung
der Tabelle 12 wird ersichtlich, dass die Datengrundlage beziglich der B19V-mRNA
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nicht ausreichend ist, um Schlussfolgerungen daraus ziehen zu kénnen. In einer Studie
von Kihl et al. wurden 415 Patienten mit dem Verdacht auf eine kardiomyopathische
Erkrankung identisch  wie in dieser  Arbeit auf B19V-DNA  und
-mRNA (VP1 und VP2 Transcripte) untersucht [130]. Es ist eines der grofdten
bekannten B19V-positiven Patientenkollektive. Bei den Patienten von Kuihl et al.
(15,9%) [130] wurde bei einem ahnlichen prozentualen Anteil an Patienten B19V-mRNA
nachgewiesen wie in dieser Promotion (12,5%).

Aus den oben genannten Aspekten wurde nur zwischen B19V-positiven und
virusnegativen Patienten eine statistische Analyse durchgefihrt und nur Patienten in
das virusnegative Kollektiv aufgenommen, in deren samtlichen, inklusive der Follow-up

Untersuchungen, Biopsien kein Virus nachgewiesen werden konnte.

4.1.6 Histologische und immunhistologische Auswertung

In dieser, wie auch anderen Studien (z.B.: [10,13,25,131]) wurden fir die histologische
Auswertung der Paraffinschnitte die Dallas Kriterien angewendet [122]. Diese definieren
keine Zellzahlen [122]. Es kbnnte somit vom Pathologen abhangig sein, ob und welche
Auspragung einer MK diagnostiziert wird.

Immunhistologische Untersuchungen liefern spezifischere Ergebnisse [100]. Sie kdnnen
sowohl aus Paraffin- als auch aus Gefrierschnitten gewonnen werden. Die vom IKDT
erfolgten seriellen Gefrierschnitte haben gegentber Paraffinschnitten den Vorteil einer
hoheren Sensitivitdat bei der Detektion von Immunhistochemiemarkern [138]. Dies
konnte bei der Diagnostik histologisch weniger aussagekraftiger Verlaufe hilfreich sein.
Je nach Labor werden die immunhistologischen Grenzwerte, ab welchen eine MK
vorliegt, anders definiert. Die gelaufigste Einteilung ist die von Maisch et al. im Jahr
2000 festgelegte, wonach eine MK bei einem ,Minimum von 14 Leukozyten/mm?,
bestehend aus T-Lymphozyten (CD3") oder aktivierten T-Lymphozyten (zum Beispiel
CD45R0")“ [124] vorliegt. Diese Definition wurde z.B. auch in der TIMIC-Studie
verwendet [10]. Wie in der Methodik beschrieben, zieht das IKDT noch zuséatzliche
Marker zur immunhistologischen Diagnostik einer MK heran. Auch Escher et al. [139]
weichen mit ihren definierten Grenzwerten von der Definition von Maisch et al. [124] ab
(>7,0 CD3" Lymphozyten/mm? und/oder > 35,0 CD11b*/Macl® Makrophagen/mm?
[139]).
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Die Unterschiede der zugrundeliegenden Gewebeanalysen (Grenzwerte, Gefrier- oder
Paraffinschnitt) erschweren den Vergleich von verschienden Studienergebnissen.
Einheitliche Standards zur Aufarbeitung myokardialen Gewebes konnten die

Auswertung zukunftiger Daten verbessern.

4.1.7 Limitationen

Die aufgefuhrten Aspekte wie z.B. Sampling Error und operative Limitationen kénnen
nicht nur den Vergleich zwischen Patienten, sondern auch die Interpretation der
Ergebnisse eines Patienten erschweren. Um die Inhomogenitat zu reduzieren und eine
Einteilung/Untersuchung unter Berlcksichtigung beider Biopsieergebnisse vornehmen
zu kdnnen, mussten deutlich hdhere Patientenzahlen untersucht werden.

Einige Datensétze wie z.B. vom Entztundungsverlauf und von den DNA-Kopienanzahlen
weisen eine starke Streuung auf. Dort spiegeln die vor Ausreil3ern stabilen Medianwerte

die Verdnderung zwischen Therapiestart und -ende besser wieder als die Mittelwerte.

Bei der Interpretation der B19V-mRNA-Kopienanzahl und dem Entziindungsverlauf
konnte aufgrund kleiner Fallzahlen nur eine deskriptive statistische Analysen
durchgefuhrt werden. (Crush-)Artefakte, zu wenig verwendbares kardiales Material oder
Methodenfehler bei der laborchemischen Aufbereitung kénnten Ursachen fir fehlende
Daten bzw. daraus resultierende kleine Datensatze sein [104]. Einem insuffizienten
Transport vom Katheterlabor zur Bench, wie friher als Fehlerquelle in der Literatur
beschrieben, wurde durch einen fachgerechten Transport vorgebeugt [104].

Fur zuklnftige Datenerhebungen ware es, besonders in Hinblick auf eine
Multicenterstudie, wichtig, eine einheitliche Methodik zu etablieren. Auch sollte der
zeitliche Verlauf zwischen Auftreten der Beschwerden und Biopsieentnahme besser
dokumentiert werden, denn in der akuten Phase der B19V-Virusinfektion ist die

Viruslast hoher als in der chronischen [36].
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4.2 DISKUSSION ERGEBNISSE

4.2.1 Ausgangssituation

Weder zu Therapiestart noch zu Therapieende bestand ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen B19V-positiv und Vneg in Bezug auf LVEF, LVEDD, LVESD,
Beschwerdesymptomatik, Diagnose, Herzinsuffizienzmedikation, Alter und Geschlecht
(siehe Tabelle 5).

Da alle Patienten (MK, DKM, etc.) in einer Gruppe zusammengefasst wurden, ist der
direkte Vergleich mit Studien, in denen z.B. nur B19V-positive DKM Patienten [129,140]
untersucht wurden oder die zwischen MK und DKM Patienten differenzierten [36], nicht
maglich.

Mit 44,19 + 14,01 Jahren waren die Patienten dieser Promotion ungefahr genauso alt
wie die Patienten mit Kardiomyopathien anderer Studien, die B19V-positive Patienten in
ihren Kollektiven hatten [10,129,130,141].

Es bestand kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Geschlechtes zwischen der
B19V-positiven und Vneg Patientengruppe (p = 0,370). Bei den Vneg Patienten waren
75% der Patienten mannlich. Bei den B19V-positiven Patienten lag der Anteil der
Manner bei 59,4%. Auch in anderen Studien Uberwog die Anzahl der Manner. Zum
Beispiel waren von den Probanden der TIMIC-Studie 58% der viruspositiven und 62%
der virusnegativen Patienten mannlich. In einer Studie von Kuhl et al. waren 63% der
B19V-positiven und 72% der virusnegativen Patienten mit Verdacht auf eine
Kardiomyopathie mannlich [130]. Die Inzidenz der MK wird in der Literatur bei Mannern
hoher angegeben als bei Frauen [91,92,94]. Bock et al. untersuchten Patienten mit MK
und DKM hinsichtlich ihres zugrundeliegenden B19V-Genotypes und konnten weder
einen signifikanten Unterschied zwischen den Geschlechtern noch in zugrunde
liegender Kardiomyopathieform oder Alter feststellen (498 B19V-positive Patienten). In
ihren Ergebnissen zeichnete sich die Tendenz ab, dass Genotyp 2 mehr bei den
weiblichen Probanden vorlag [82].

Auch die statistische Analyse zum Auftreten der Leitsymptome beim Therapiestart und
-ende ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den B19V-positiven und Vneg
Patienten. Prozentual nahmen die Symptome zu Therapieende ab. Bei diesem

Ergebnis ist zu berticksichtigen, dass die Leitsymptome nur hinsichtlich ihres Auftretens
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und nicht ihrer Auspragung untersucht wurden. Wenige Studien legen die genaue
Symptomatik ihrer Patienten dar [140], sondern fihren zum Vergleich der klinischen
Ausgangssituation ihrer Studienpopulationen die NYHA-Klassen an. In dieser
Promotion zeichnete sich anhand der Absolutwerte bei B19V-positiven und Vneg
Patienten eine Tendenz zur Verbesserung der NYHA-Klassen nach der Therapie ab. Zu
Therapiestart wurden die meisten Patienten der NYHA-Klassen | und Il zugeteilt (B19V:
59,26%, Vneg: 52,94%). In einigen anderen Studien, die sich mit B19V-assoziierten
myokardialen Erkrankungen beschatftigten, befand sich der grol3te Anteil der Patienten
in der NYHA-Klasse Il [13,129,130]. Vergleiche zur Anderung der NYHA-Klasse bei
B19V-positiven Patienten kdnnen nicht gezogen werden, da zum jetzigen Zeitpunkt
keine Untersuchungen bekannt sind, die sich mit einer immunsuppressiven Therapie

bei B19V-positiven Patienten beschaftigten.

Zu keinem Zeitpunkt bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den B19V
positiven und Vneg Patienten bezlglich ihres LVEDD und LVESD. Ein Zusammenhang
zwischen diastolischer Dysfunktion und im Myokard vorliegenden Viren ist bekannt.
Dass es zu keiner signifikanten Anderung zwischen Therapiestart und -ende des
LVEDD und LVESD kam, konnte auf die zum Teil schon zu Therapiebeginn im
Normbereich gelegenen Werte zurtickzufihren sein. Die Werte von LVEDD und LVESD
ahneln denen einer Studie von Kuhl et al. [130], deren Kollektiv sich aus 415 B19V-

positiven und 122 virusnegativen Patienten mit Kardiomyopathie zusammensetzte.

4.2.2 Myokardiale Entziindung

Bei den B19V-positiven (p = 0,013) und Vneg Patienten (p = 0,016) wurde nach der
immunsuppressiven Therapie sowohl eine signifikante Reduktion an histologischen
Entzindungsnachweisen als auch einen Rickgang an immunhistochemischen
Entziindungsmarkern wie CD3", Perforin® etc. gemessen (siehe Tabelle 14 und 15).

Um eine Aussage darlber treffen zu kdnnen inwieweit diese Reduktion allein auf die
Wirkung des Prednisolons und Azathioprins zurtickzufihren ist, wéare eine nicht
immunsuppressiv behandelte B19V-positive Kontrollgruppe notig. Der positive Effekt
einer Immunsuppression bei virusnegativen Patienten mit MK wurde bereits in der
TIMIC-Studie belegt [10].
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Inwieweit das Vorliegen spezifischer Entziindungsmarker wie z.B. CD45R0" eine
Aussagekraft bezuglich des Verlaufs einer MKa zuldsst und die Patienten von einer
frihen Therapie profitieren konnen, ist bislang noch nicht ausreichend fir alle
Entziindungsmarker untersucht [19]. Es wurden Zusammenhénge (z.B. bei Perforin®)
zwischen kardial vorliegenden Entzindungsmarkern und einer Herzinsuffizienz
nachgewiesen [142].

Immunhistologische Untersuchungen von Kandolf et al. an Gewebe 1474 viruspositiver
Patienten mit MK (36,7% B19V-positiv) ergaben, dass ,nur bei 62% der viruspositiven
Endomyokardbiopsien eine pathologisch signifikante Entztindungsreaktionen gesichert
werden kann, die eine Aathiopathogenetische Bedeutung der Infektion fir kardiale
Beschwerdesymptomatik nahelegt‘ [143]. D.h. bei den verbliebenen 38% konnte von
einer Persistenz von Viren ohne pathologische Bedeutung fir die Entziindung oder

einer bereits abgeklungenen bzw. fokalen Entziindung ausgegangen werden [143].

Bock et al. definieren >500 GE/ug B19V-DNA als Grenzschwelle fur die
Aufrechterhaltung einer myokardialen Entziindung [36]. Die DNA-Kopienanzahlen in
dieser Arbeit lagen im Mittel zu Therapieende unter 500 GE/ug DNA. Die signifikante
Reduktion an histologischen Entziindungsnachweisen im Zusammenhang mit den
vorliegenden B19V-DNA-Kopienanzahlen <500 GE/ug DNA — geringe Entziindung bei
geringer B19V-DNA-Kopienanzahl — gehen demnach mit den Beobachtungen von Bock
et al. einher [36]. Es konnte sein, dass die Immunsuppression bei den hiesigen
Patienten zur Entziindungsreduktion gefuhrt hat, ohne dass es dabei zu einem Anstieg
der B19V-DNA-Kopienanzahl kam.

4.2.3 Beurteilung der Herzfunktion anhand der LVEF

Um eine Aussage uber die Veranderung der Herzfunktion nach der immunsuppressiven
Therapie treffen zu kénnen, wurde bei allen Patienten zum Therapiestart und -ende die
LVEF gemessen. Die statistische Analyse zeigt, dass sich die mittlere LVEF der B19V-
positiven und Vneg Gruppe signifikant verbesserte (p <0,001 (B19V); p = 0,003 (VnegQ)).
Sowohl zu Therapiestart als auch -ende bestand ein nicht signifikanter Unterschied
zwischen der virusnegativen und B19V-positiven Patientengruppe (Therapiestart
p = 0,480; Therapieende p = 0,880).
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Die mittleren LVEF-Ausgangswerte (40,53 + 15,83%) der B19V-positiven Patienten
entsprachen in etwa den Werten anderer Studien. In einer Studie von Kuhl et al. wiesen
B19V-positive Patienten mit Kardiopmyopathie z.B. eine LVEF von 452 + 19,2%
(B19V-mRNA positiv; N= 66) bzw. eine LVEF von 46,2 £ 19,0% (B19V-mRNA negative;
N = 349) [130] auf. Bei Stewart et al. hatte das Patientenkollektiv eine durchschnittliche
LVEF von 41% (N = 12) [137]. Rigopoulos et al. fihrten eine Metaanalyse durch, im
Rahmen derer sie 29 Studien untersuchten. Allen Studien war gemein, dass mehr als
10 Patienten eingeschlossen wurden, die an DKM/DKMe oder MK erkrankt waren. Des
Weiteren mussten von allen Patienten Myokardproben vorliegen, die per PCR auf
B19V-Genom untersucht wurden [8]. Die LVEF-Ausgangswerte dieser Promotion lagen
zwischen denen der Metaanalyse (Gruppe mit Kontrollkollektiv: 34,2 £ 9,0% bzw.
Gruppe ohne Kontrollkollektiv: 45,2 + 11,6%) [8].

Die mittlere LVEF der virusnegativen Patienten lag sowohl zu Therapiestart (44,20 +
18,52%) als auch Therapieende (51,85 * 16,91%), bei identischer Medikation und
Follow-up Untersuchung nach sechs Monaten, Gber den Durchschnittswerten anderer
Studien (26,5 + 6,6; nach 6 Monaten: 45,6+9,6, MK [10]; 23,86 * 8,6; nach 6 Monaten:
39,5 + 10,7, DKM [109]). Dass sich die Patienten der anderen/o.g. Studien trotz
schlechterer LVEF-Ausgangswerte im Mittel mehr verbesserten als die Patienten dieser
Arbeit, konnte darauf zurtckzufiihren sein, dass ihr Myokard zwar starker, aber nicht
irreversibel, vorgeschadigt war. In den o.g. Studien wurden nur Patienten mit einer
LVEF < 40 bzw. 45% einbezogen [10,109], wodurch sich eine gro3ere Differenz zum
LVEF-Normbereich ergibt. In der vorliegenden Arbeit wiesen genau die Halfte der
Patienten zu Therapiebeginn eine LVEF > 45% und nur 45% eine LVEF von < 35% auf.
Dadurch wird der Vergleich zu den zitierten Studien [10,109] erschwert.

Bei den Patienten (18,75% B19V; 15% Vneg), deren LVEF-Werte sich nicht
veranderten oder geringfiigig (ca. = 5,0%) verbesserten bzw. verschlechterten kdnnte
davon ausgegangen werden, dass es sich sowohl bei den B19V-positiven als auch
virusnegativen Patienten um Nonresponder handelte. Frustaci et al. berichteten bereits
2003 in einer Studie Uber Patienten mit aktiver lymphozytdrer MK von Respondern
(N=21) und Nonrespondern (N=20) auf eine immunsuppressive Therapie [9]. In 85%
der Biopsien von Nonrespondern fanden Frustaci et al. hauptséchlich virales Genom
von EV und ADV. Sie schlussfolgerten, dass die vorliegenden kardialen Viren zum
schlechten Outcome der Patienten beitragen wirden [9]. In dieser Promotion wurden
EV- und ADV-positive Patienten im Vorfeld ausgeschlossen. Die Gruppe der Patienten,
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welche nicht auf die immunsuppressive Therapie ansprachen war sowohl bei den
B19V-positiven als auch Vneg Patienten fast gleich gro3. Dies macht einen
Zusammenhang  zwischen  Nonrespondern und  B19V-positiven  Patienten
unwahrscheinlich.

Ein weiterer Grund fir die sich in dieser Promotion nicht verbesserten oder sogar
verschlechterten LVEF-Werte konnte auch eine irreversible Myokardschadigung
gewesen sein.

Verschiedene Studien schreiben dem zugrundeliegenden B19V-Genotyp eine Rolle in
der Pathophysiologie und fur die Form der klinischen Auspragung zu [129,144]. Bei den
Patienten dieser Promotionsschrift gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen
B19V-positiven Patienten, die vor und nach 1970 geboren wurden. Vor 1970 dominiert
nach der Literatur Genotyp 2 [3,67]. Eine mdgliche genetische Komponente kann nicht

ausgeschlossen werden, da keine Bestimmung des Genotyps durchgefuhrt wurde.

Beim Vergleich der Medianwerte zeigt sich die Tendenz, dass sich die LVEF der B19V-
positiven Patienten mehr verbesserte als die der virusnegativen (siehe Tabelle 6). Der
Anstieg unterschied sich zwischen den Untersuchungsgruppen jedoch nicht signifikant.
Die jeweils signifikante Verbesserung der LVEF kdnnte nicht nur bei den Vneg, sondern
auch bei den B19V-positiven Patienten auf die immunsuppressive Therapie
zuriickzufuhren sein. Um Spontanverbesserungen auszuschlie3en, hatten im Vorfeld
nur Patienten eingeschlossen werden durfen, die schon Uber einen langeren Zeitraum
eine pathologische Herzsymptomatik aufwiesen. Ob dies der Fall war, ist den
vorliegenden Daten nicht zu entnehmen. GroRRere Studiendesignes, wie TIMIC (85
Patienten) und BICC (134 Patienten) haben diesen Aspekt bertcksichtigt und nur
mindestens 6 Monate kardial erkrankte Probanden in ihre  Studien

aufgenommen [10,13].

57



4.2.4 B19V-DNA-Kopien

Es konnte kein signifikanter Unterschied (p = 0,551) zwischen den quantitativ
bestimmten B19V-DNA-Kopienanzahlen der Patienten  vor und nach
immunsuppressiver Therapie festgestellt werden. Der Medianwert der B19V-DNA-
Kopienanzahl in dieser Promotion lag bei 62 Kopien/ug DNA zu Therapiestart und 106
zu Therapieende. Die Mittelwerte lagen zwischen 708,85 + 2097,32 zu Therapiestart
und 200,00 + 239,05 zu Therapieende. Viruslasten von mehr als 500 GE/ug B19V-DNA
wurden von Bock et al. als klinisch relevante Grenzschwelle fur die Aufrechterhaltung
einer myokardialen Entzindung angesehen [36]. Die Betrachtung von Mittel- und
Medianwerten zeigt, dass die meisten Biopsien unter 500 B19V-Kopien pro pg DNA
aufwiesen.

Bei zwei der B19V-positiven Patienten wurden zu Therapiebeginn hohere B19V-DNA-
Kopienanzahlen bestimmt (9800,0 und 5047,0 DNA-Kopien). Die nachste darunter
liegende Kopienanzahl lag bei 768,0 Kopien. Bei diesen zwei Proben kénnte es sich
neben einem korrekten klinischen Verlauf ggf. um ,Ausreier” handeln, ein Messfehler
in der Analyse vorgelegen haben oder ein Areal biopsiert worden sein, in welchem
Uberdurchschnittlich viel B19V-DNA vorlag. Vielleicht lag mit 9800,0 Kopien aber auch
eine akute Infektion vor. Die Viruslast liegt nach Kandolf et al. ,bei der akuten Infektion
des Herzens zwischen 10* und 10® Genomaquivalenten pro pg isolierter Nukleinsduren
und bei entzindlicher [Parvovirus] B19-Persistenz zwischen 10% und 10° viralen
Kopien“ [26]. Ohne die zwei 0.g. vermeintlichen ,Ausreier” stieg die durchschnittliche
Kopienanzahl von 150 auf 200 DNA-Kopien zu Therapieende an.

Die Werte der quantitativen DNA-Kopienbestimmung entsprechen in etwa denen
anderer Studien bzw. liegen ohne die ,Ausreil3er” unter ihnen [36,129,137,141]. Zum
Beispiel wurden bei 9 von Greulich et al. untersuchten Patienten mit MK und DKM
weniger als 100 GE, bei 72 100-499 GE und bei 27 mehr als 500 GE/ug B19V-DNA
(maximal 2450 GE) bestimmt [141]. KUhl et al. gaben in ihrer Publikation zur Préavalenz
von Erythrovirusgenomen bei DKM-Patienten Werte von 451 + 514 (Genotyp 1) bzw.
614 + 2316 (Genotyp 2) B19V-Kopien/ug DNA an [129,129]. Die niedrigste gemessene
Kopienanzahl lag bei 35 die htchste bei 22000 B19V-Kopien/pug DNA. Es handelte sich
dabei um die Werte 151 B19V-positiver DKM-Patienten. Die Analyse der
Gewebeproben wurde wie in dieser Arbeit durch das IKDT durchgefiihrt [129]. Die

beiden oben genannten Arbeiten [129,141] zeigen, dass bei der quantitativen
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Bestimmung von B19V-DNA-Kopien aus Myokardbiopsien anscheinend eine nattrliche
grol3e Streuung vorliegt. Auch eine Gruppe von Experten der AHA, dem American
College of Cardiology und der ESC halten in ihrer Stellungnahme eine grol3e Streuung
bei der Detektion myokardial vorliegender Viren fest [104].

Lotze et al. lieRBen die Biopsien ihrer Kontrollpatienten (Bypass-OP, LVEF > 55%, keine
idiopathische DKM) von drei Laboren untersuchen. Je nach Labor waren 30%, 50%
oder 60% der Patienten B19V-positiv [136]. Sie stellten fest, dass die Variabilitat
zwischen den Laboren bei 40% lag. Bei der Interpretation ihrer Daten musse jedoch
beriicksichtigt werden, dass es sich um lediglich 10 Kontrollpatienten mit geringen
B19V-Kopienanzahlen handele (auf3erhalb des linearen Messbereiches, nahe der
Nachweisbarkeitsgrenze des Assays) [136]. Die Abhangigkeit von Untersucher und
Labor bei der Bestimmung der B19V-DNA-Kopienanzahl sollte als madgliche
Fehlerquelle bei der Interpretation der Daten dieser und den zitierten Studien
berticksichtigt werden. Bei den genannten Literaturvergleichen sollte zudem die
Inhomogenitat der einzelnen Studien untereinander bedacht werden. Zum Beispiel
geben die meisten Studien nicht exakt an, wieviel Zeit zwischen Auftreten einer
Beschwerdesymptomatik und Biopsieentnahme verstrich [51,145]. Auch Differenzen in
der Laboranalyse, wie z.B. das Verwenden unterschiedlicher Primer, sollten beim
Vergleich der Studienergebnisse nicht aul3er Acht gelassen werden (vergleiche die
aufgefuhrten Primer in Tabelle 3 unter anderem mit [24,136,137]). Differenzen zwischen
den Studien bestehen zudem bei den untersuchten Myokarditisformen. Beim
Patientenkollektiv dieser Arbeit war kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten
mit MK, MKa, DKM, DKMe und MK-BL auszumachen. Sie wurden in einem Kollektiv
zusammengefasst. Andere Studien, wie z.B. von Bock et al. [37], differenzierten bei
ihrer Datenanalyse hinsichtlich dieses Kriteriums und ordneten Patienten mit MK und
DKM getrennten Untersuchungsgruppen zu. Dadurch kdénnen keine allgemeingiltigen
Vergleiche zwischen den Studien gezogen werden. Generell beruhen die meisten
Studien auf Daten von Patienten mit DKM [2,25,129,140,141,146] oder DKM und MK
[37,137].
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4.2.5 Bedeutung der Viruslast fiir eine Myokarditis/dilatative Kardiomyopathie

Auch bei Patienten, die keine Zeichen einer kardialen Inflammation aufwiesen, konnten
B19V-DNA-Kopien nachgewiesen werden (Biopsieentnahme im Rahmen von Bypass-
OP, keine idiopathische DKM, LVEF > 55%) [131]. Bock et al. maf3en bei Patienten mit
MKa hoéhere Viruslasten als bei Patienten mit chronischer MK und DKM (z.B. 316000
GE bei akuter MK; 392 GE bei DKM [36]). Steward et al. detektierten nicht bei MK,
sondern bei Patienten mit DKM, hohere B19V-Kopienanzahlen (keine Differenzierung
ob akut oder chronisch). Im Kollektiv befanden sich allerdings nur zwei Patienten mit
MK und nur bei 6 von 12 Patienten konnte die B19V-DNA-Kopienanzahl bestimmt
werden [137]. Bock et al. detektierten hohere und signifikant haufiger B19V-
Kopienanzahlen im Myokard bei entziindlicher als nicht entziindlicher DKM [82]. Eine
maogliche Reaktivierung (Nachweis von B19V-mRNA) wurde in beiden Studien von Bock
et al. [36,82] lediglich im Rahmen entztindeter Herzen festgestellt. Dies erfolgte sowohl
bei Patienten mit MKa als auch chronischer MK, sofern die Viruslast mehr als 500
GE/pug DNA [36,82] betrug. In nicht entziindeten Herzen von Patienten mit DKM und
einer Viruslast von weniger als 100 GE/ug DNA wurden keine B19V-mRNA-
Intermediate nachgewiesen [82]. Auch Greulich et al. stellten eine Tendenz zu héheren
Viruslasten bei entziindetem Myokard fest [141]. Aus der bisherigen Datenlage kann
kein Nachweis eines kausalen Zusammenhanges, zwischen B19V-Kopienanzahl/B19V-
Reaktivierung (MRNA) und entzundlicher Aktivitat des Myokards, erbracht werden [8].
Eine mdogliche Erklarung hierfur konnte in der lebenslangen Persistenz [3,5] des B19V
liegen, wodurch nicht klar differenziert werden kann, ob das Virus passiv vorliegt oder in
Verbindung mit der myokardialen Erkrankung steht. Auch der ,Arbeitskreis Blut® des
Bundesministeriums fur Gesundheit hielt in seiner Mitteilung aus dem Jahr 2010 fest,
dass der Grof3teil aller B19V-Infektionen einen asymptomatischen Verlauf aufweist [32].
Untersuchungen von Kindermann et al. zu prognostischen Indikatoren bei einer
vermuteten MK ergaben keinen Zusammenhang zwischen Virusnachweis und einem
schlechteren Outcome (28% B19V) [100]. Auch bei Patienten dieser Promotion kénnte
B19V ohne direkte kardiale Beeinflussung vorgelegen haben.

Hinsichtlich ihrer LVEF verbesserten sich die Patienten, bei welchen B19V-DNA-Kopien
guantitativ bestimmt werden konnten, signifikant (p = 0,014).

Greulich et al. untersuchten den Einfluss der B19V-DNA-Kopien auf den klinischen

Verlauf von 108 Patienten mit MK oder DKM unklaren Ursprungs. Unabhéngig von der
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Viruslast konnten sie keine signifikante Korrelation zwischen dem Vorhandensein von
B19V-DNA-Kopien und dem Klinischen Verlauf feststellen [141]. Hohe LVEF-Werte
korrelierten bei ihnen mit hohen Viruslasten (> 500 GE/ug DNA). Die Autoren
mutmaldten, dass die hohen LVEF-Werte daher kommen konnten, dass das
Endstadium (postinflammatorisches Herzgewebe mit Fibrose etc.) und eine daraus
resultierende schlechtere LVEF noch nicht erreicht sei [141]. In stark nekrotischem
Gewebe kann der Gefal3anteil reduziert sein. Nekrotisches Gewebe wiederum kann die
Ursache niedriger LVEF-Werte sein. Da B19V nur im GefalRendothel vorzufinden ist
[26], kdonnte es durch eine Nekrose neben niedrigen LVEF-Werten auch zu einem
geringen Nachweis an B19V-DNA/mRNA-Kopien kommen.

Sowohl aus den Daten dieser Arbeit, als auch aus den Ergebnissen von Greulich et al.
[141] konnte geschlussfolgert werden, dass die Anzahl an B19V-DNA-Kopien in keinem
Zusammenhang mit dem klinischen Verlauf (LVEF) steht.

Die von Bock et al. definierte Grenzschwelle von 500 GE/pug DNA [36] sollte kritischer
auf andere Studienmodelle z.B. in Bezug auf den Anteil an nekrotischem Gewebe sowie
Lokalisation des B19V (Gefal3endothel) angewandt werden.

Eine standardisierte Herangehensweise konnte zu mehr Vergleichbarkeit fihren. Zum
Beispiel konnte B19V-DNA im Verhaltnis zur Menge an GefaRendothel (Marker flr
GefalRendothel) bestimmt werden. Eine isolierte Extraktion des Gefal3endothels ist zum
jetzigen Zeitpunkt nicht méglich.

Auch Vergleiche mit gesunden Patienten kdnnten Aufschluss tber die Bedeutung der
B19V-DNA-Kopienanzahl geben. Die dafir durchzufihrenden Biopsien sind aufgrund
des Eingriffsrisikos ethisch nicht vertretbar. Eine Option fur den Erhalt von Gewebe
nicht an MK/DKM erkrankter Patienten wéaren Analysen aus Spenderherzen oder, wie
von Lotze et al. beschrieben, eine Probenentnahme im Zuge von Bypassoperationen
[136]. Ein Vorteil von Bypassoperations- und Spenderherzproben gegentber Proben
aus Autopsieherzen ist, dass in ihnen noch Derivate wie z.B. mRNA vorzufinden sein
missten, die aufgrund ihres schnellen Zerfalls nicht mehr zwingend bei Autopsieproben
nachzuweisen sind. Beispielsweise konnten fur zukinftige Studien die zwei hier
untersuchten Gruppen B19V-positiv. und Vneg noch mit einem myokardial
entztindungsfreien und nicht immunsuppressiv behandeltem Kontrollkollektiv verglichen
werden, um mehr Informationen zur B19V-Aktivitat zu erhalten. Besonders in Hinblick
auf eine Multicenterstudie sollte Uber eine Einfihrung einheitlicher Standards zur

Datenerhebung und -auswertung nachgedacht werden.
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4.2.6 B19V-mRNA-Kopien

Bei vier Patienten (12,5%) wurde zu Therapiestart und bei sechs (18,75%) zu
Therapieende B19V-mRNA nachgewiesen. In einer Studie von Kuhl et al. war der
prozentuale Anteil an diagnostizierter B19V-mRNA ahnlich. Sie wiesen in der Studie,
deren laboratorisches Vorgehen mit dem dieser Publikation kongruiert, in 15,9% von
415 B19V-positiven Biopsien B19V-mRNA nach [130].

Die transkriptionelle Aktivitat, also das Vorhandensein von B19V-mRNA, muss nicht
automatisch auch eine translationelle Aktivitdt bedeuten. Sie zeigt lediglich, dass VP1
und VP2 vorliegen — ob auch auf Proteinebene ist unklar [130]. Die Expression von
B19V-Kapsidproteinen konnte mit einem signifikant h&aufigeren Auftreten von
Brustschmerzen in Ruhe und korperlichen Stress sowie einer reduzierten LVEF in
Verbindung gebracht werden. Kihl et al. schlossen in ihrer Studie Patienten mit
myokardialer Entziindung aus [83]. Dem gegenuberstehend fanden Bock et al. nur in
entzindeten Herzen RNA-Intermediate. In Kontrollherzen und auch Biopsien
entzindungsfreier, chronischer Kardiomyopathiepatienten, konnten sie keine
Intermediate nachweisen [36,82]. Studien zum Aktivitatsstatus des Virus sind selten,

wodurch Vergleiche erschwert werden [51].

Die Bedeutung des B19V-mRNA-Nachweises wird durch diese Arbeit nicht erweitert
und bedarf weiterer Untersuchungen. Wegen des geringen Outputs an B19V-mRNA-
Kopien aus B19V-positiven Myokardbiopsien und der daraus resultierenden geringen
Datenlage, sollte Giber die Durchfuihrung einer Multicenterstudie nachgedacht werden.
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4.3 Conclusio Fragestellung

Die Datenanalyse dieser Arbeit zeigt, dass eine immunsuppressive Therapie, auch bei
kardial vorliegendem B19V, zu einem besseren klinischen Outcome der Patienten
fuhren kann. Es bestand weder zu Therapiestart noch -ende ein signifikanter
Unterschied zwischen den Patientengruppen B19V-positiv. und Vneg. Unter
sechsmonatiger immunsuppressiver Therapie kam es zu einem signifikanten Anstieg
der LVEF der B19V-positiven Patienten (p < 0,001). Ob ein langfristig (Uber die sechs
Monate hinaus) besseres Ergebnis der LVEF fur immunsuppressiv therapierte B19V-
positive Patienten zu erwarten ist, konnte anhand von Follow-up-Daten untersucht

werden.

Die Daten lassen vermuten, dass der positive Effekt einer immunsuppressiven Therapie
bei einer MK auch bei kardial vorliegendem B19V bestehen konnte. Die
immunsuppressive Therapie scheint keine Auswirkung auf die B19V-Kopienanzahl zu
haben. Die Werte der B19V-DNA-Kopien veranderten sich zwischen Therapiestart und
-ende nicht signifikant (p = 0,551) und entsprachen ungefahr denen anderer Studien
[36,129,137,141]. Da die Viruslast des B19V z.T. sehr gering war, konnten latente
Infektionen vorgelegen haben, die nicht reaktiviert wurden. In der Literatur wird von
B19V-positiven Patienten mit Kardiomyopathien berichtet, bei welchen spontane
Wechsel von aktiven zu latenten B19V-Infektionen beobachtet wurden [130].

Eine Reduktion der B19V-Viruslast konnte in Behandlungsstudien mit INF-B erzielt
werden [12,13,16] Eine signifikante Virusreduktion mit Verbesserung der NYHA und
Lebensqualitat wurde von Schultheild et al. 2008 bei 131 viruspositiven Patienten (EV,
ADV, B19V) nach einer INF-B-Therapie beobachtet [12]. 2016 stellten sie in der BICC-
Studie fest (128 B19V-positive Patienten), dass es bei ihren mit INF-B-1b therapierten
B19V-positiven Patienten zu einer hoheren, aber nicht signifikanten, Viruselimination
kam [13]. Zudem verbesserten sich die Patienten symptomatisch und hinsichtlich ihrer
NYHA signifikant [13]. Ein direkter Vergleich zwischen immunmodulierender und
immunsuppressiver Therapie bei B19V-positiven Patienten kdnnte sowohl hinsichtlich
der therapeutischen Relevanz beider Therapieoptionen als auch der Bedeutung des
B19V im Rahmen der MK, hilfreich sein.

Bei der kleinen Datengrundlage dieser Arbeit kénnen keine konkreten Aussagen
getroffen werden. Auch in anderen Studien zeigte sich das Problem, dass nicht alle

Proben quantitativ ausgewertet werden konnten (siehe auch: 2.3.3).
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Stewart et al. konnten z.B. nur in 50% ihrer von B19V-positiven Patienten
entnommenen Biopsien die B19V-DNA-Kopienanzahl bestimmen [137]. Es ist bisher
nicht endgultig bewiesen, ob ein Zusammenhang zwischen B19V-Persistenz und

Herzerkrankungen bzw. deren Fortschreiten besteht [8,23,51,100].

Im Fall B19V-positiver, immunsuppressiv behandelter Kardiomyopathiepatienten sind
weitere Studien notig, um Aussagen uber die Pathomechanismen der Erkrankung, auch
im Zusammenspiel mit Prednisolon, und Uber das Langzeitoutcome der Patienten
treffen zu kénnen. Es ware daher sinnvoll, die Ergebnisse dieser Promotion mit einer
groReren Studienpopulation zu verifizieren. Zur Gewinnung eines grol3eren
Datensatzes sollte eine Multicenterstudie in Erwagung gezogen werden. Die Einfihrung
einheitlicher Standards — von der Biopsieentnahme bis hin zur Labormethodik —
kénnten die Vergleichbarkeit zukinftiger Ergebnisse verbessern.

Die Ergebnisse dieser Promotion kdnnten die Grundlage fir weitere Studien bilden, die
den Effekt der Immunsuppressiven Behandlung einer MK bei B19V-positiven Patienten
untersuchen und eventuell zur Verbesserung der medizinischen Versorgung dieser

beitragen kdnnten.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das lebenslang persistierende B19V ist das am haufigsten nachgewiesene virale
Genom im Myokard [1,2]. Eine lebenslange Persistenz [3,28] sowie der hohe
Durchseuchungsgrad [4,5] im Kindesalter, sind Ursachen der hohen Pravalenz des
B19V. In Deutschland konnte bei 79,1% der Uber 65-jahrigen B19V nachgewiesen
werden [7].

Die Rolle des B19V bei einer MK ist bisher nicht ausreichend geklart. B19V-positiven
Patienten wird im Fall einer kardialen Inflammation zurzeit nur eine symptomatische

Herzinsuffizienztherapie zuteil. Leitlinien existieren nicht.

In bisherigen Studien und im klinischen Alltag werden bei einer chronisch anhaltenden
oder sich akut verschlechternden Kardiomyopathie, virusnegative Myokarditiden
immunsuppressiv therapiert [10,11]. Es liegen antivirale Behandlungsstudien vor, die
sich vornehmlich mit der Therapie von Adeno- und/oder Enteroviren induzierten
Kardiomyopathien durch INF-B beschaftigen [12-15]. Fur das B19V existieren unter
Erprobung stehende Therapieansatze mit INF- [12,13,16].

Es stellte sich die Frage, ob das lebenslang persistierende [3,28] und in diversen
Organen nachzuweisende [3,23,70,73] B19V im Myokard nicht nur inaktiv vorliegt.
B19V konnte auch bei kardial gesunden Patienten im Herzgewebe nachgewiesen
werden [23]. Wenn Immunsuppressiva keinen Einfluss auf das B19V nehmen, kénnten
B19V-positive Patienten vielleicht in gleicher Weise von einer immunsuppressiven
Therapie profitieren, wie virusnegative Patienten [10].

Bis zum jetzigen Zeitpunkt existieren keine Untersuchungen dariber, welche
Auswirkung eine immunsuppressive Therapie auf myokardial vorliegendes B19V hat.
Bis auf die allgemeine Annahme, dass bei einer immunsuppressiven Therapie von
Viren mit einer erhéhten Virusreplikation gerechnet werden muss [110], liegen keine
Anhaltspunkte vor, weshalb B19V-positive Patienten nicht immunsuppressiv behandelt

werden sollten.

In dieser Arbeit wurden retrospektiv die Daten von 32 B19V-positiven Patienten, die
aufgrund einer myokardialen Inflammation sechs Monate lang immunsuppressiv
therapiert wurden, ausgewertet und mit den Daten eines identisch therapierten

virusnegativen Kontrollkollektives von 20 Patienten verglichen.
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Die Patienten verbesserten sich hinsichtlich ihrer klinischen Ergebnisse. Es bestand
weder zu Therapiestart noch Therapieende ein signifikanter Unterschied zwischen
B19V-positiven und virusnegativen Patienten. Innerhalb der Untersuchungsgruppen war
die Verbesserung der LVEF signifikant. Der Anstieg der B19V-DNA-Kopien unter

immunsuppressiver Therapie war nicht signifikant (p = 0,551).

Auch wenn die Pathomechanismen des B19V im Zusammenspiel mit Prednisolon nicht
bekannt sind, konnte die immunsuppressive Therapie vielleicht vielen Patienten eine
bisher verwehrte Behandlungsoption ertéffnen — besonders in Hinblick auf die
lebenslange Persistenz und z.T. hohe Inzidenz des B19V in der europdischen
Bevolkerung [3-5,7,28]. Weitere Studien mit grof3eren Patientenkollektiven sind ndtig,
um die Daten dieser Arbeit zu verifizieren und Informationen tber das Langzeitoutcome

B19V-positiver immmunsuppressiv behandelter Patienten zu erhalten.
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