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Einleitung 7

1. Einleitung

1.1. Die dilatative Kardiomyopathie (DCM)

Die dilatative Kardiomyopathie ist eine hdufige Erkrankung des Herzmuskels, die durch eine
Dilatation und Ausdinnung des linken oder aber beider Ventrikel, einer herabgesetzten
systolischen Pumpfunktion und einer Verminderung der diastolischen Compliance definiert
ist. Aus ihr heraus entwickelt sich haufig eine schwere Herzinsuffizienz, die bis zu einer
Transplantationspflichtigkeit des Patienten fuhren kann, wobei sie mit 40% derzeit die

fuhrende Indikation, neben der Koronaren Herzkrankheit, zur Herztransplantation darstellt.

1.1.1. Epidemiologie und Atiologie

Die Pravalenz betragt derzeit 36/100000, die Inzidenz liegt bei 6 pro 100000 Einwohner. Der
Héufigkeitsgipfel findet sich vor allem zwischen der 3. und 5. Lebensdekade. Manner sind in
einem Verhéltnis von 2:1 bevorzugt betroffen und auflerdem wird ein 2,5fach erhohtes
Erkrankungsrisiko flr afroamerikanische Rassen beschrieben. (Mestroni, Miani et al. 1990)

1.1.2. Die Klinik der DCM

Trotz vieler neuer moderner Therapieansatze ist die Prognose dieser Erkrankung, die meist
durch Komplikationen wie kardiale Dekompensation und Herzrhythmusstorungen bestimmt
wird, ziemlich schlecht. Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt nur bei ca. 50%. Die Klinik duRert
sich bei herabgesetzter Kontraktilitidt des linken oder beider Ventrikel mit einem Vorwarts-
und/oder Ruckwaértsversagen. Als Leitsymptome dominieren die Dyspnoe und eine
korperliche Schwéche, deren Auspragungsgrade der NYHA-KIlassifikation zugeordnet
werden konnen (Hoppe, Bohm et al. 2005). Aber auch die Zeichen einer
Rechtsherzinsuffizienz wie Unterschenkelddeme, Stauungshepatopathie, Stauungsniere und
Stauungsgastritis sind nicht selten klinisch anzutreffen. Viele Patienten geben subjektiv eine
atypische Angina pectoris Symptomatik an, die bei bestehender Dilatation der Ventrikel auf
eine relative koronare Minderperfusion der kleinen Gefdle zurickzufihren ist.
Rhythmusstérungen, wie sie bei der DCM sehr haufig auftreten, werden als Palpitationen
beschrieben und sind dann mit der Gefahr des plotzlichen Herztodes verbunden. In
Kombination mit einer herabgesetzten Ejektionsfraktion des Herzens ist die Entstehung von
intrakardialen Thromben mit der mdoglichen Folge von pulmonalen oder systemischen

Embolien gegeben.
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Bei der klinischen Examination des Patienten kénnen sich eine Verbreiterung des Herzens,
ein dritter Herzton, zentralvendse Stauungen, eine Hepatomegalie, pulmonale Stauungen und
Pleuraergiisse, Aszites und Odeme zeigen. Letztendlich aber unterscheidet sich die DCM in

ihrer Klinik nicht von jeder anderen sekundaren Herzinsuffizienz.

1.1.3. Das kollagene Netzwerk

Strukturelle Grundlage der verminderten kardialen Pumpleistung ist das myokardiale
Remodeling. Lange Zeit war man der Meinung, dass ausschliellich eine Schadigung der
Kardiomyozyten und des kontraktilen Apparates zu einer Herzinsuffizienz fiihren kann.
Neuere Studien zeigen jedoch eindeutig, dass auch vielseitige Umbauprozesse der
extrazellularen Matrix (EZM) an einer Entwicklung der Herzinsuffizienz mal3geblich beteiligt
sind (Heymans, Luttun et al. 1999; Pauschinger, Chandrasekharan et al. 2002). Sie besteht aus
einem dreidimensionalen Netzwerk, welches hauptsachlich aus Kollagen I und 111 aufgebaut
ist und die Stabilitat des Ventrikels sowie eine koordinierte, globale Kraftiibertragung der
Kardiomyozyten gewéhrleistet. Diese sind wellenartig von dem Kollagengertst umschlossen,
damit das Netzwerk optimal seine Kraft in der Systole, aber auch in der Diastole Ubertragen
kann.

Die Synthese und Degradation der EZM wird durch ein System von proteolytisch wirksamen
Enzymen, den Matrixmetalloproteasen und deren Inhibitoren, den TIMP’s (Tissue Inhibitors
of Metalloproteases), reguliert. Dieses, von vielen Faktoren abhangige System, ist im Rahmen
einer Herzinsuffizienz dysreguliert, was zu einer Verschiebung des Verhéltnisses von MMP’s
zu TIMP’s fihrt. Damit werden Umbauprozesse in Gang gesetzt, die das bestehende
Kollagennetzwerk degradieren und neu synthetisiertes, aber strukturell minderwertiges
Kollagen in die EZM einbauen. Die Wénde der Ventrikel dinnen aus, es kommt zu einer
Gefligedilatation und eine suffiziente globale Kraftubertragung ist mit der minderwertigen
EZM nicht mehr maoglich, was dann zu einer eingeschrénkten diastolischen und systolischen
Pumpleistung des Herzen fuhrt und wiederholt dokumentiert wurde.

Der Einfluss einer myokardialen Entziindungsreaktion auf die Aktivitat der MMP’s wurde
bereits vielfach aufgezeigt und untersucht, wobei derzeit der genaue Pathomechanismus nicht
vollstandig aufgeklart werden konnte. Immerhin wurde in ca. 50% der Endomyokardbiopsien
von Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie eine chronische myokardiale
Entzlindungsreaktion nachgewiesen (Pauschinger, Doerner et al. 1998).
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1.1.4. Unterformen der dilatativen Kardiomyopathie (DCM/DCMi)

Die dilatative Kardiomyopathie wird daher in zwei Unterformen unterschieden: in eine DCM
ohne Entzindung im Myokard (DCM) und jene mit einer aktiven Entziindung und/oder
Virusinfektion im Myokard (DCMi), welche durch eine Anzahl von mehr als 7 CD3+ T-
Lymphozyten pro mm?2, Expression von Zelladhasionsmolekilen (V-CAM, I-CAM) und
aktivierten Makrophagen entsprechend der WHO-KIlassifikation von Kardiomyopathien
definiert ist (Maron, Towbin et al. 2006).

Bei einem verbesserten Kenntnisstand tber die spezifische Aktivierung der MMP’s bei einer
inflammatorischen DCM konnten sich mehrere kausale Therapieansatze ergeben, die das
extrazellulare, myokardiale Remodeling in bestimmten Zeitfenstern des Krankheitsprozesses
positiv beeinflussen und somit die Progression der Herzinsuffizienz aufhalten.

Neuere Arbeiten konnten zeigen, dass eine myokardiale Inflammation relevanten Einfluf? auf
die Prognose der Erkrankung hat (Kindermann, Kindermann et al. 2008). Inwieweit das durch
eine Aktivierung von MMP’s durch die myokardiale Inflammation mit konsekutivem

myokardialen Remodeling zu erkl&ren ist, missen weitere Studien zeigen.

1.2. Myokardiale Entztindungsreaktionen als Ursache einer DCM

Das Krankheitsbild der entzlindlichen Herzmuskelerkrankung ist seit mehreren Jahrhunderten
bekannt (Hufnagel, Pankuweit et al. 1998) und wurde lange Zeit ausschlielllich unter dem
Begriff der Myokarditis abgehandelt, den Sobernheim bereits 1873 einfiihrte (Sobernheim,
1873). Unter einer Myokarditis ist eine herdférmige oder diffuse Infiltration von
Entzundungszellen in das Herzmuskelgewebe zu verstehen, die akut oder chronisch verlaufen
kann. Die Ursache dieser Entzlindungsreaktion ist durch eine Besiedelung des Herzmuskels
mit kardiotropen Erregern, toxischen, chemischen und physikalischen Agenzien
zugeschrieben (Schultheiss, Pauschinger et al. 1998). Heutzutage sind die kardiotropen
Erreger die h&ufigste Ursache einer entzlindlichen Herzmuskelerkrankung, da sich mit immer
moderneren Nachweismethoden die Persistens von Viren im Herzmuskelgewebe zeigt.
Voraussetzung daflr ist die Entnahme von Endomyokardbiopsien (EMB) und die
molekularbiologische Aufarbeitung durch ein erfahrenes Labor. Zur Diagnosestellung einer
Myokarditis wurde bisher nach der Entnahme von mehreren EMB’s eine konventionelle
Farbung angefertigt und diese dann nach der Dallas Klassifikation ausgewertet. Die
histologische Einteilung verfasste 1987 Aretz et al. (Aretz 1987; Aretz, Billingham et al.
1987)



Einleitung 10

Erst durch die Einfiihrung von immunhistochemischen und molekularbiologischen Methoden
gelang es bei fast 50% der DCM- Patienten chronische Entziindungsprozesse im Myokard
nachzuweisen (Kuhl, Noutsias et al. 1996). Durch diese fundamentalen Neuerungen in der
Analyse des Herzgewebes wurde das Verstdndnis Uber die Pathophysiologie und der
Pathomechanismen der entzundlichen Herzerkrankungen erweitert und ergaben vollig neue
Mdglichkeiten zur Diagnostik und zur differenzialdiagnostischen Abgrenzung der einzelnen
Inflammationsprozesse. Aufgrund dieser neuen Entwicklung wird die inflammatorische
Kardiomyopathie in der aktuellen Klassifikation der WHO von 2006 aufgenommen (Maron,
Towbin et al. 2006). Hier ist der Begriff der inflammatorischen Kardiomyopathie erstmals als
Aquivalent einer chronischen Myokarditis mit Zeichen der kardialen Dysfunktion beschrieben
(Richardson, McKenna et al. 1996). Wie bei der akuten Myokarditis werden auch hier
idiopathische, autoimmune und infektiése Formen unterschieden (Maisch 1998). Durch diese
Fortschritte ist es nun moglich, die chronisch entziindlichen Herzkrankheiten an einem

kausalen Punkt anzugehen.

1.3. DCM versus DCMi

Die immunhistologischen und molekularbiologischen Verfahren sind so gut etabliert, dass es
mdglich ist, die kongestiven Herzkrankheiten hinsichtlich ihrer Atiopathogenese genauer zu
differenzieren. Mittlerweile wird das Krankheitsbild einer dilatativen Kardiomyopathie
(DCM) nach der Entnahme einer Endomyokardbiopsie (EMB) und nachfolgender
immunhistologischer und molekularbiologischer Aufarbeitung grob in eine dilatative
Kardiomyopathie ohne histologisch nachweisbare Entziindung, die DCM, und in eine
dilatative Kardiomyopathie mit einer intramyokardialen Entziindung, der DCMIi, eingeordnet.
Bei einer DCM per se ohne nachweisbare floride oder stattgehabte Entziindung ist die
Pathogenese unklar und man bleibt bei dem Begriff der idiopathischen DCM. Vermutlich
handelt es sich hierbei nicht um ein einheitliches Krankheitsbild, sondern um den Endzustand
vieler Herzmuskelerkrankungen mit unterschiedlichster Atiologie. Jedoch wird bei einem
GroRteil der Patienten mit einer manifesten DCM eine entzlindliche Genese vermutet (Dec,
Palacios et al. 1985; Salvi, Di Lenarda et al. 1989). Zudem spielen bei der Entstehung einer
DCM sicherlich auch genetische Faktoren eine Rolle und werden seit einigen Jahren von
verschiedenen Arbeitsgruppen diskutiert (Hufnagel, Pankuweit et al. 1998). Die Diagnose
einer DCM st nur nach einer invasiven Diagnostik und nachfolgendem Ausschluss aller
anderen Ursachen zuldssig. Histologisch ist lediglich eine Zellhypertrophie sowie

degenerative Zellveranderungen und eine fibrotische Verdnderung des myokardialen
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Bindegewebes sichtbar (Kunkel, Schneider et al. 1982). Die Therapie ist symptomatisch

orientiert und entspricht weitestgehend der einer Herzinsuffizienz.

1.3.1 Immunhistologische Kriterien zur Diagnosestellung DCMi

Die immunhistologischen Kriterien, die erfillt sein missen um eine intramyokardiale
Entzliindungsreaktion zu bestétigen, sind wie folgt (Noutsias, Seeberg et al. 1999; Noutsias,
Pauschinger et al. 2003; Noutsias, Pauschinger et al. 2003): Die Anzahl der CD3 - T-
Lymphozyten pro mm?2 in einer Endomyokardbiopsie muss gréRer oder gleich 7 sein, damit
definitionsgemé&l eine intramyokardiale Entziindung vorliegt. Weiterhin gehort auch die
Anféarbung von Perforinen, V-CAM’s, I-CAM’s, aktivierten Makrophagen und MAC-1 Zellen
zur immunhistologischen Diagnostik. Die Betrachtung mehrerer Marker bei der
Diagnosestellung einer Entziindungsreaktion im Herzmuskel ist durchaus sinnvoll, da der
alleinige Nachweis von CD3 - Zellen in einigen Ausnahmeféllen eine falsche
Diagnosestellung mit sich bringen koénnte. CD3 - Zellen treten in manchen
Herzmuskelarealen in so genannten ,,Nestern® auf, in denen dann ihre Anzahl deutlich erhéht
ist, wohingegen in anderen Arealen dann nur wenige oder keine CD3 — Zellen nachweisbar
sind. Andere Entzindungsmarker wie V-CAM und I-CAM sind bei intramyokardialen
Entzundungsreaktionen homogener im Gewebe verteilt, so dass ihre immunhistologische

Anféarbung zusatzlich zu der CD3-Quantitét die Diagnose stlitzen oder modifizieren kann.

1.3.2. Die Entstehung einer DCMi aus einer Virusmyokarditis

Die These, dass aus einer akuten Virusmyokarditis spater eine DCMi entstehen kann, wurde
in mehreren wissenschaftlichen Arbeiten beleuchtet. So konnte in einer tierexperimentellen
Studie von Matsumori bei einer Virusmyokarditis die Progression der ventrikuldren Dilatation
und Dysfunktion beobachtet werden (Matsumori and Kawai 1982). Beim Menschen wurde
selbige Entwicklung abhdngig von der Studie in einem Prozentsatz zwischen 14 und 52%
nachgewiesen (Sekiguchi et al., 1994; Quigley, 1987). Eine Metanalyse von D’Ambrosio et
al. (2001) ergab den Ubergang einer akuten Virusmyokarditis in eine DCM bei 21% aller
betroffenen Patienten. Allein dieser hohe Prozentsatz legt die Vermutung nahe, dass eine
persistierende Entzlindungsreaktion im Myokard Vorgange induziert, die mit den
Umbauprozessen der extrazelluldaren Matrix beginnen und mit dem Vollbild einer dilatativen
Kardiomyopathie enden konnen. Der genaue Pathomechanismus ist bislang jedoch ungeklart
(Sigusch, Reinhardt et al. 1998). Auch wie eine Viruspersistenz im Myokard eine Konversion

von einer Myokarditis hin zu einer Kardiomyopathie bewirken kann und welche Bedingungen
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dann die Konversion begunstigen, ist nicht geklart (Heim, Stille-Siegener et al. 1994; Caforio,
Baboonian et al. 1997). Der Nachweis einer Viruspersistenz im Myokard konnte flr die
Entstehung und Progression einer Kardiomyopathie von unabhangiger Bedeutung sein,
andererseits ist durch eine Virusinfektion ohne Persistenz eine Induktion von
autoimmunologischen Prozessen mdoglich, die dann im weiteren Verlauf fir die
Fortschreitung der Krankheit verantwortlich sind (Schultheiss, Pauschinger et al. 1998).
Gestutzt wird die These der inflammatorischen Kardiomyopathie als postmyokardiale
Spétform durch den Nachweis von myokardialen zellularen Infiltrationen, dem Auftreten von
Autoantikdrpern gegen kardiales Antigen, in der Detektion von viralem Genom und den
fibrotischen Gewebeveranderungen (Bowles, Richardson et al. 1986); (Kawai, Kasuya et al.
1988);(Levi, Scalvini et al. 1988; Kuhl, Daun et al. 1992; Pankuweit, Portig et al. 2002)
(Pauschinger, Bowles et al. 1999) (Pauschinger, Doerner et al. 1999) (Why, Archard et al.
1994; Why, Meany et al. 1994).

1.4. Die Pathophysiologie der Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz ist als « terminale Léasion » klinisch definiert und man versteht darunter
das Unvermdgen, trotz ausreichend vendsen Blutangebotes, den Organismus seinen
Bedurfnissen entsprechend mit Blut zu versorgen. Ein wichtiger Indikator fir die
Pumpleistung ist das Herzzeitvolumen (HZV), welches sich aus dem Schlagvolumen (SV)
und der Herzfrequenz (HF) zusammensetzt. Die dafiir genutzte Formel lautet: HZV [I/min] =
SV [I] x HF [1/min]. Die Pumpfunktion ist dabei abhangig von der Kontraktilitat (Inotropie),
der Nachlast und der HF. Die Inotropie des Herzens wird durch die Vorlast, welche den
Frank-Starling-Mechanismus beeinflusst, der HF (Bowditch Effekt) und der Aktivierung
durch das sympathoadrenerge System abhangig. Der Frank-Starling-Mechanismus beschreibt
den Zusammenhang zwischen LVEDP und dem SV, weshalb bei ansteigendem LVEDP eine
vermehrte Vordehnung der Muskelfasern erreicht wird, die zu einem erhéhten SV fihrt
(Busse, 1995). Dieser Mechanismus funktioniert jedoch nur bei einem gesunden Herzen
einwandfrei und benétigt bei einem insuffizienten Herzen weitaus hohere Driicke um das SV
Uberhaupt anzuheben. Daher ist die hdmodynamische Messung des LVEDP’s mittels
Herzkatheter eine gute Methode zur Einstufung einer Herzinsuffizienz.

Der Bowditcheffekt beschreibt die Kraft-Frequenz-Beziehung am Herzen und sagt aus, dass
am gesunden Herzen bei steigender HF die Kontraktionskraft zunimmt. Bei einem

insuffizienten Herzen fihrt dies im ungunstigsten Fall zum Gegenteil mit nachfolgender
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Aktivierung des sympathoadrenergen Systems und dadurch Herunterregulation der Beta-
Rezeptoren.

Der Zusammenhang zwischen verminderter Pumpfunktion und massiver Herzvergrof3erung,
wie es bei der DCM der Fall ist, wird vom Laplace-Gesetz erkléart: K = (p x r) / 2 d. Das
besagt, dass zur Erzeugung eines bestimmten intraventrikuldaren Druckes umso mehr Kraft
aufgewendet werden muss, je grolier der Innendurchmesser des Ventrikels ist. Weiterhin ist
das SV von der Nachlast, die vom totalen peripheren Widerstand und dem HZV bestimmt
wird, abhangig (RR = HZV x TPR). Steigt diese an, muss der Ventrikel gegen einen erhdhten
Auswurfwiderstand anpumpen, wobei ein gesundes Herz das SV im breiten Rahmen konstant
halten kann. Beim insuffizienten Herzen flhrt hingegen schon ein geringer Anstieg der
Nachlast zu einer deutlichen Abnahme des SV.

1.4.1. Physiologische Kompensationsmechanismen bei Herzinsuffizienz

Um bei einer unzureichenden Forderleistung des Herzens die Perfusion der inneren Organe
aufrecht zu erhalten, treten folgende kardiale und periphere zirkulatorische
Kompensationsmechanismen in Kraft:

Die kardialen Mechanismen, bestehend aus dem Frank-Starling-Mechanismus, der
Katecholaminausschuttung und der myokardialen Hypertrophie.

Die peripheren Mechanismen werden durch die VVasokonstriktion, der Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron  Systems (RAAS) und Aktivierung des sympathischen
Nervensystems sowie der Regulation von Zytokinen beschrieben.

Der Frank-Starling- Mechanismus greift bei einem Anstieg des totalen peripheren
Widerstandes ein, was im Grunde genommen zur Aufrechterhaltung des Perfusionsdrucks
von Vorteil ist, jedoch mit Erhéhung der Nachlast einhergeht und dadurch das Schlagvolumen
vermindert. Zudem nimmt bei erhohtem Venentonus das Blutangebot an das Herz zu, was zu
einer Steigerung der Vorlast fihrt und einhergehend zur Zunahme des LVEDP’s fiihrt. Dies
fuhrt bei zunehmender Herzinsuffizienz jedoch nicht mehr zu einer gesteigerten Inotropie im
Sinne des Frank-Starling-Mechanismus (Francis 2001).

Des Weiteren ist die myokardiale Hypertrophie eine Anpassungsreaktion des Herzmuskels,
die schnell zu einer Uberschreitung des kritischen Herzgewichts von 500g fiihren kann,
welches die optimale Blutversorgung gefdhrdet und schlieflich zu einem chronischen
Sauerstoffmangel mit allen seinen Folgen fiihrt.

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) wird als peripherer

Kompensationsmechanismus ebenfalls zur Aufrechterhaltung des arteriellen Blutdrucks
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aktiviert. Bei vermindertem zirkulierenden Blutvolumen und dem damit verbundenen Abfall
der Nierenperfusion kommt es zu einer gesteigerten Reninfreisetzung. Das dadurch vermehrt
gebildete Angiotensin-Il erhoht durch seine stark vasokonstriktorische Wirkung die Nachlast
und induziert aulerdem die Freisetzung von Aldosteron. Aldosteron steigert die renale
Wasserretention und hebt dadurch das Plasmavolumen an, wodurch wiederum die Vorlast
steigt. Weiterhin hat Aldosteron neben seiner Mineralkortikoiden Wirkung auch direkte,
fordernde Effekte auf das kardiale Remodeling (Cohn, Ferrari et al. 2000).

Als wichtige Gegenspieler des RAAS und des sympathoadrenergen Systems wurden die
kardialen Gewebshormone ANP (atriales natriuretisches Peptid) und BNP (brain natriuretic
peptide) dokumentiert, die bei Dehnung von Vorhofen (ANP) bzw. Kammern (BNP)
sezerniert werden und dann vasodilatorisch und natriuretisch-diuretisch an der Niere wirken
und zentral das RAAS und das zentrale Nervensystem hemmen (Schrier and Abraham 1999).
Diese peripheren, urspriinglich sinnvollen, Mechanismen tragen dazu bei, einen adaquaten
Perfusionsdruck der lebenswichtigen Organe aufrecht zu erhalten. Die erhdhte Nachlast
erschwert jedoch die Forderleistung des Herzens und trdgt somit zu Progression der
Herzinsuffizienz bei. Sobald diese kompensatorischen Mechanismen nicht mehr ausreichen
und/oder sich auf andere Organsysteme auswirken, wird klinisch das Syndrom der
Herzinsuffizienz manifest. So steigert die Erhohung des diastolischen Kammervolumens und
—drucks Uber den Frank-Starling-Mechanismus die Herzleistung, zieht aber gleichzeitig bei
Linksherzinsuffizienz eine systematische Blutstauung nach sich. Dieser Zustand wird im
angloamerikanischen Raum dann als ,,Congestive Heart Failure* bezeichnet. Felix et al.
bezeichnete diese hdmodynamisch unglnstige Konstellation von Zunahme der Vorlast und
begleitend gesteigerter Nachlast auch ,,Afterloadmismatch” (Felix 1996). Das insuffiziente
Herz erféhrt weitere Schadigung und es entsteht ein sich selbst induzierender Kreislauf, der,
wenn er nicht therapeutisch unterbrochen wird, zu einer fortlaufenden Verschlechterung der

Herzinsuffizienz fihrt.

1.4.2. Therapie der Herzinsuffizienz und der DCM

Da sich die dilatative Kardiomyopathie, gleich welcher Atiologie, als Herzinsuffizienz
manifestiert, ist zumindest initial die symptomatische Therapie angezeigt. Ein an das Stadium
der Herzinsuffizienz angepasster medikamentdser Therapieplan, bestehend aus einem ACE-
Hemmer bzw. einem Angiotensin 11-Rezeptor I-Blocker (Sartane), einem 3-Blocker, Digitalis,
einem Diuretikum und Spironolacton, sollte jedem Patienten zugute kommen (Empfehlung

der Deutschen Gesellschaft fur Kardiologie).
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ACE-Hemmer greifen in den Mechanismus des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
(RAAS) ein, indem sie die Konversion von Angiotensin-1 zu Angiotensin-Il inhibieren.
Hiermit durchbrechen sie mehrere Pathomechanismen der Herzinsuffizienz. Zum Ersten wird
durch das verminderte VVorhandensein von Angiotensin-11 die Nachlast verringert und zum
anderen ist bei herabgesetzter Aldosteronwirkung und dadurch geminderter Wasser- und
Natriumretention die Vorlast gesenkt. Zusétzlich wird das durch Aldosteron induzierte
myokardiale Remodeling gebremst und damit ein wichtiger Faktor fir die
Myokardschadigung herunterreguliert (Brilla, Rupp et al. 1995; Grimm, Kromer et al. 1998).
Unabhéngig davon kann die Anwendung von ACE-Hemmern zu einer Reduktion der
Mortalitdt und Morbiditdt sowie zu einer Prognoseverbesserung beitragen (CONSENSUS
(1987)).

Eine neuere Medikamentenklasse, die Angiotensin Il-Rezeptor I-Blocker, wirken direkt am
Erfolgsorgan und erhalten trotz dessen die positiven Angiotensin-11 Effekte, welche tiber den
Rezeptor 1l vermittelt werden. In klinischen Studien ergaben sich aber keine signifikanten
Vorteile gegenuber der Behandlung mit ACE-Hemmern, sodass sich der Einsatz der AT-I
Blocker lediglich bei ACE-Hemmer Unvertraglichkeiten erfolgen sollte (ELITE Il - (Pitt,
Poole-Wilson et al. 1999) ).

In dem aktuellen Maron Added Trial wird bei schwerer Herzinsuffizienz die Kombination
eines  ACE-Hemmers mit einem  AT-I-Blocker  empfohlen. Fur  diese
Medikamentenkombination ist eine signifikante Reduktion der Hospitalisierungsrate sowie
der Mortalitat beschrieben (Maron Added Trial).

Die Beta-Blocker waren in der Vergangenheit bei der Therapie der Herzinsuffizienz obsolet,
da man lange Zeit der Ansicht war, dass man durch Hemmung des kompensatorisch erhéhten
Sympathikotonus ein VVorwartsversagen provoziert und den Patienten dadurch vital geféahrdet.
Mittlerweile wurde durch mehrere Studien nachgewiesen (Waagstein, Bristow et al. 1993;
1994), dass bei langfristiger Anwendung unter einschleichender Aufdosierung eine
verbesserte Myokardfunktion zu erreichen ist. Weiterhin ist unter Anwendung von Beta-
Blockern mehrfach eine hochsignifikante Reduktion der Letalitdt beschrieben worden
(COPERNIKUS (1999; 1999)), was sogar fur das NYHA Stadium IV zutrifft. Durch den
beschriebenen kompensatorisch erhdhten Sympathikotonus werden die R-Rezeptoren am

Herzen langfristig herunterreguliert, was sich als ungunstig in der Progredienz der
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Erkrankung erweist. Unter einschleichender Gabe von Beta-Blockern wirkt man diesem

Effekt gezielt entgegen.

Da ACE-Hemmer die Aldosteronsynthese nur inkomplett hemmen, ist es pathophysiologisch
sinnvoll den Therapieplan mit einem Aldosteronantagonisten zu ergénzen. Sie erlebten nach
Beendigung der RALES-Studie eine Renaissance in der Therapie der Herzinsuffizienz,
nachdem dort ein deutliche Verbesserung der Beschwerdesymptomatik und eine Reduktion

der Gesamtmortalitit nachgewiesen wurde (Pitt, Zannad et al. 1999; Weber 1999).

Der Einsatz von Digitalisglykosiden ist in den fortgeschrittenen NYHA Klassen durchaus
sinnvoll, da sie Uber eine Hemmung der Na/K — ATPase positiv inotrop und negativ
chronotrop wirken. lhr Einsatz flihrt zu einer Verbesserung der Symptomatik und
Belastbarkeit sowie zu einer signifikanten Verminderung der Krankenhausaufenthalte bei
Herzinsuffizienz (RADIANCE, (Packer, Gheorghiade et al. 1993); PROVED, (Uretsky,
Young et al. 1993). Die Gesamtmortalitdt wird jedoch durch ihre Verabreichung nicht
gemindert (DIG).

Die Diuretikatherapie verbessert nach dem derzeitigen Wissensstand zwar nicht die
Uberlebensrate, kann jedoch einige Symptome der Herzinsuffizienz bessern, wie die Dyspnoe

lindern oder periphere Odeme mobilisieren.

1.4.3. Behandlungsstrategien bei chronischer Inflammation

Da man lange Zeit die Ursachen der DCM nicht eruieren konnte, blieb es meist bei dieser
Behandlungsstrategie. Erst nach der Auftrennung der DCM nach ihrer Atiologie wurden neue
kausale Therapiestrategien entwickelt (Hufnagel, Pankuweit et al. 1998; Hufnagel, Pankuweit
et al. 2000). Bei einer chronischen Entziindungsreaktion im Myokard, jedoch ohne jeglichen
Nachweis einer Viruspersistenz, konnte in einer randomisierten Studie eine signifikante
Verbesserung der Ejektionsfraktion unter einer immunsuppressiven Therapie, bestehend aus
Kortikosteroiden und Azathioprin, nachgewiesen werden (Wojnicz, Nowalany-Kozielska et
al. 2001). Ist molekularbiologisch ein Virus nachgewiesen worden, ist es moglich, eine
antivirale Therapie mit Interferon- einzuleiten (Kuhl, Pauschinger et al. 2003; Noutsias,
Pauschinger et al. 2003). Die Wirksamkeit konnte in der multizentrisch angelegten BICC-
Studie gezeigt werden (Mollmann, Nef et al. 2009).
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1.5. Die extrazellulare Matrix (EZM)

Die aus mehreren Komponenten zusammengesetzte extrazelluldare Matrix (EZM) des Herzens
spielt eine bedeutende Rolle flr den Erhalt der Integritdt und der Funktion des Herzens. In
verschiedenen Studien konnte bisher gezeigt werden, dass es sowohl bei der Herzinsuffizienz
als auch bei der DCM zu einer Umgestaltung, dem so genannten Remodeling, der EZM
kommt. Der Fibroseindex nimmt zu und es werden Kollagene gespalten, abgebaut und dann
durch neue minderwertige Kollagenstrukturen ersetzt (Pauschinger, Doerner et al. 1998;
Pauschinger, Knopf et al. 1999). Die exakten Mechanismen, die fur das Remodeling der EZM
von Bedeutung sind, konnten bisher noch nicht eindeutig aufgeschlusselt werden. So ist es bis
heute auch noch nicht geklart, welchen Einfluss die chronische myokardiale Entzlindung, die
bislang bei ca. 50% der Patienten mit DCM nachgewiesen werden konnte, auf die
Umbauvorgange der EZM hat. Auch die Veranderungen der nicht kollagenen Komponenten

der EZM konnten bei der DCM bislang nicht ausreichend geklart werden.

Da seit langer Zeit hauptsachlich eine Veranderung der Kardiomyozyten und des kontraktilen
Apparates fir die Entstehung einer Herzinsuffizienz verantwortlich gemacht wurde, war es
umso erstaunlicher, als man in mehreren Studien beweisen konnte, dass dem Remodeling der
EZM ebenso eine tragende Rolle bei der Genese der Herzinsuffizienz zukommt (Pauschinger,
Knopf et al. 1999). In den Studien wurde gezeigt, dass eine Veranderung der Struktur und der
Funktion der EZM zu einer Verénderung der Herzgeometrie mit konsekutiver Stérung der
Myozytenfunktion fiihrt. Die Bestandteile der EZM, vor allem Kollagen Typ | und Typ IlI,
aber auch Fibronektin, Laminin und verschiedene Proteoglykane sind als komplexes
dreidimensionales Netzwerk um die Myozyten angeordnet und gewahrleisten so eine globale
Kraftiibertragung bei deren Kontraktion und ebenso eine flieRende Relaxation des Ventrikels.
Diese Hauptkomponenten der EZM bestimmen somit die strukturelle und funktionelle
Integritdt des Herzens (Weber, Sun et al. 1994), die hinsichtlich ihrer Degradation sehr
sensibel reguliert sind. Die Kollagensynthese geschieht durch kardiale Fibroblasten und wird
auf zellularer Ebene reguliert, wohingegen der Abbau der Matrixbestandteile durch die
Ausgewogenheit des MMP/TIMP-Systems gesteuert wird. VVorrangiger Ort der Synthese der
MMP’s sind infiltrierende Entziindungszellen, im wesentlichen Makrophagen und neutrophile
Granulozyten, so dass ein Zusammenhang mit einer chronischen Entziindungsreaktion im
Herzen und der Matrixdegradation anzunehmen ist, denn es ist bereits bekannt, dass diese

chronische Entziindungsaktivitét bei ca. 50% der DCM-Patienten nachgewiesen werden kann
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(Kuhl, Noutsias et al. 1994; Noutsias, Pauschinger et al. 2002). Diese intramyokardiale
Entzundungsreaktion flhrt zu einer gesteigerten Expression von Zytokinen, die ihrerseits
maoglicherweise durch parakrine und autokrine Mechanismen zu einer vermehrten Expression
von MMP’s bzw. verminderten TIMP-Expression fuhren und somit ein Ungleichgewicht im
gesamten MMP/TIMP-System hervorrufen. Dieses Ungleichgewicht fuhrt dann zu relevanten

Umbauvorgéngen der EZM mit einer konsekutiven Storung der Herzfunktion.

Im Myokard existieren fiinf verschiedene Kollagensubtypen, Typ I, Typ I, Typ IV, V und
VI. Das steife Kollagen Typ | ist mit 80% und das elastische Kollagen Typ Il mit 10% des
gesamten Kollagengehaltes im Myokard die am hdaufigsten vertretenen Subtypen. Die
fibrillaren Kollagene werden als Prokollagen in den myokardialen Fibroblasten synthetisiert
(Eghbali, Tomek et al. 1991), wobei nach Sekretion das N- und C- terminale Propeptid durch
spezifische Proteinasen abgespalten wird (Prockop and Kivirikko 1995) und spater sogar im
peripheren Blut zirkuliert. lhre Quantitdt im Serum spiegelt den ungeféhren
Kollagenneuaufbau im menschlichen Organismus wieder. Die derzeit géangigen
laborchemischen Marker sind das PICP (c-terminales Propeptid Kollagen 1), das PINP (n-
terminales Propeptid Kollagen I) und das PIIINP (n-terminales Propeptid Kollagen I11). Des
Weiteren synthetisieren die Fibroblasten noch einige andere Matrixproteine, wie z.Bsp.
Fibronektin. Die Kollagensynthese wird durch viele Faktoren wie Zytokine (Interleukin 113),
Wachstumsfaktoren (Platelet-Derived-Growth Factor, PDGF), Transforming Growth Factor
(TGF-R), Angiotensin Il, Aldosteron und mechanischen Stretch beeinflusst (Eghbali, Tomek
et al. 1991; Eghbali 1992; Simm, Nestler et al. 1998; Lee, Delhaas et al. 1999; Siwik, Chang
et al. 2000; Lijnen, Petrov et al. 2001; Neumann, Huse et al. 2002).
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Abbildung 1 — Schematische Darstellung der Kollagendegradation

1.5.1. Die Matrixmetalloproteinasen (MMP’s)

Das proteolytische System, welches maRgeblich an der Degradation der EZM beteiligt ist,
besteht aus verschiedenen Subtypen von Matrixproteinen, von denen die MMP’s und TIMP’s
die bedeutendsten sind.

Die Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) gehoren zur Familie der endogenen Zink-abhéngigen
Enzyme, welche im besonderen MaRe fiir die Kollagendegradation der extrazelluldren Matrix
verantwortlich sind. Alle MMP’s haben mehrere Eigenschaften gemeinsam, wie die
Degradation der EZM, ihre Sekretion in einer inaktiven Form, die erst durch spezifische
Proteasen durch Abspaltung von Propetiden in die aktive Form Uberfuhrt werden kann, sie
bendtigen ein Zinkatom in ihrem aktiven Zentrum, sie brauchen Calcium fur ihre Stabilitat,
sie arbeiten nur optimal bei neutralem pH-Wert und sie alle werden von spezifischen
Inhibitoren (TIMP’s) gehemmt. Mittlerweile sind mehr als 20 verschiedene Subtypen der
MMPs bekannt (Gomis-Ruth, Maskos et al. 1997; Nagase and Woessner 1999), welche alle
auf unterschiedlichen Stufen reguliert werden. Dabei werden, abh&ngig vom Substrat und der
Struktur, im Wesentlichen vier Untergruppen unterschieden:

Die erste Gruppe umfasst die Kollagenasen, die MMP-1, MMP-8 und MMP-13 einschlief3t,
welche alle fibrillares Kollagen I, 11 und 111 degradieren kdnnen. Das dreifach geflochtene und
bekanntermalen sehr protease-resistente Kollagen wird durch die Kollagenasen in kleinere,
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unstabilere Fragmente gespalten, welche ihre dreifach-helix Struktur verlieren und in einzelne
Strange zerfallen. Diese nennt man Gelatinfragmente, die dann wiederum durch die zweite
Gruppe von Proteasen, den Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9) weiter aufgespalten werden
konnen. Weiterhin kdnnen diese Gelatinasen auch das Kollagen IV der Basalmembran
spalten. Gruppe drei fasst die Stromelysins (MMP-3, MMP-10 und MMP-11) zusammen, die
ein groRes Spektrum an EZM-Bestandteilen, z.Bsp. Fibronektin, Vitronektin und einige
Kollagentypen abbauen und dariiber hinaus auch eine Reihe anderer MMP’s aktivieren
konnen. In der vierten Gruppe werden die jlngst entdeckten MT-MMP’s (membran-type)
subsumiert, welche hauptsachlich durch ihre Membranbindung eine lokale Degradation der
Matrix bewirken.

Diese substratgebundene Unterscheidung der MMP’s basierte auf dem Wissensstand von vor
einigen Jahren und hat sich damals als sinnvoll erwiesen. Lange Zeit dachte man, der Abbau
der Matrix wird vom Expressionsgrad der Kollagenasen diktiert. Inzwischen ist bekannt, dass
durchaus auch Gelatinasen in der Lage sind, dreifach helikale Kollagenstrdnge zu
denaturieren (Aimes and Quigley 1995; Okada, Naka et al. 1995). Mit dieser neu entdeckten
Eigenschaft spielen die Gelatinasen eine noch bedeutendere Rolle im Kollagenstoffwechsel
als bisher angenommen (Kahari and Saarialho-Kere 1997) und die alte Einteilung der MMP’s

waére praktisch hinféllig.

1.5.1.1. Die Regulation der MMP-Expression

Die Regulation des Matrixremodelings Uber das MMP/TIMP- System ist ein weiterer
wichtiger Punkt, der auf drei Ebenen abl&uft: erstens Uber die Transkription, zweitens (ber die
Aktivierung der Proenzyme und drittens Uber die Inhibition der aktiven MMP’s Uber deren
Inhibitoren, den TIMP’s.

Die Expression der MMP’s im gesunden Organismus ist auf einem sehr niedrigen Level
angesiedelt und wird bei physiologischen oder pathologischen Prozessen heraufreguliert. Die
Induktion und Stimulation auf der Transkriptionsstufe wird tber inflammatorische Zytokine
(TNF-a, IL-1, IL-6, INF-y), Hormone und Wachstumsfaktoren (PDGF, TGF-R) fein reguliert.
So wies die Arbeitsgruppe von Feldman et al. in einem transgenen Tiermodel mit
myokardialer Uberexpression von TNF-o nach, dass die Tiere eine Herzfunktionsstérung im
Sinne einer DCM entwickelten. Diese Veranderungen des Zytokinprofils sowie der
Myokardfunktion waren verbunden mit einer erhéhten MMP-Aktivitat in Kombination mit
einer Umgestaltung der EZM (Kubota, McTiernan et al. 1997; Li, Feng et al. 2000; Li,
Kadokami et al. 2002).
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Weiterhin  existiert ein  Zelloberflachenprotein, EMMPRIN (,,extrazellular matrix
metalloproteinase inducer*), welches die MMP-Expression induzieren kann und im gesunden
sowie im kranken Herzgewebe identifiziert werden konnte (Spinale, Coker et al. 2000). Fir
andere Faktoren wie IL-4, Kortikosteroide, Heparin und Retinoidsdure konnte eine hemmende
Wirkung auf die Genexpression der MMP’s nachgewiesen werden (Wassenaar, Verschoor et
al. 1999).

Jedoch nicht alle MMP’s reagieren identisch auf denselben Stimulus. So aktiviert TGF-R die
MMP-2 und MMP-9, hemmt aber die MMP-1 und MMP-3- Synthese (Mauviel 1993). Bei
Interferon-y ist die Wirkung sogar Zelltyp spezifisch. So aktiviert es die MMP-1- Expression
in Keratinozyten und hemmt sie in Makrophagen und Fibroblasten (Makela, Salo et al. 1998).

1.5.1.2. Die Aktivierung der latenten MMP’s

Die Aktivierung der latenten MMP’s ist die zweite Ebene, auf der ihre Wirkung reguliert
werden kann. Hier wurden drei verschiedene Aktivitatsmechanismen beschrieben, auf deren
Weise die pro-MMP’s in aktive Proteinasen gespalten werden:

Der erste Weg ist die schrittweise Aktivierung, der zweite die Aktivierung Uber die
Zelloberflachen-Proteasen wie den MT-MMP’s und drittens ber intrazelluldre Aktivierung
(Nagase 1997). Der erste Schritt, bei dem die MMP’s sukzessive aktiviert werden, wird durch
Enzyme wie Plasmin, Trypsin, Elastin und Kallikrein gesteuert, wobei Plasmin der
bedeutendste physiologische Aktivator in vivo ist (Murphy, Willenbrock et al. 1994). Plasmin
bewirkt eine Konformationsanderung an der Propeptid-Region des MMP-Molekiils, an
welcher spéter durch eine andere Protease, beispielsweise eine andere MMP, das Propeptid
abgespalten wird und das MMP-Molekil somit aktiviert ist (Nagase 1997). Diese zuvor durch
Plasmin abgewickelte Konformationsédnderung und damit die Erleichterung der Aktivierung
konnte eine deutliche Beschleunigung bei der MMP -Aktivierung bewirken. Die Entwicklung
von Plasminogen zu Plasmin durch die Plasminogenaktivatoren ist an der Zelloberflache
lokalisiert, an der sich die Rezeptoren fiir den Plasminogenaktivator befinden (UPARS).

Die an der Zelloberflache lokalisierte Aktivierung der MMP’s ist duBerst wichtig bei der
Degradation der EZM um die Zelle herum, wenn beispielsweise eine Zellmigration durch die
EZM stattfinden muss. Diese zelloberflachliche Aktivierung wird oftmals durch die MT-
MMP’s vorgenommen, die erstmals 1994 von Sato et al. (Sato, Takino et al. 1994; Sato,
Takino et al. 1996) geklont wurden (MT1-MMP) und als Aktivator von MMP-2 identifiziert

werden konnten. Mittlerweile sind fiinf verschiedene MT-MMP’s bekannt und es konnte
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gezeigt werden, dass durch sie eine Reihe von MMP’s gespalten und aktiviert werden
(Knauper, Cowell et al. 1997; Nagase 1997).

1.5.1.3. Endogene MMP-Inhibition

Sind die MMP’s erstmal vollstandig aktiviert, kdnnen sie nur noch auf der Ebene der direkten
Inhibition durch ihre spezifischen Inhibitoren, den TIMP’s, reguliert werden (Baker et al.,
1998; Edwards et al., 1996; Li YY et al., 1999; Woessner et al., 2000) (Greene, Wang et al.
1996). Von ihnen sind mittlerweile vier verschiedene Subtypen identifiziert worden: TIMP-1,
TIMP-2, TIMP-3 und TIMP-4 (Spinale 2002). Alle TIMP’s haben eine ahnliche molekulare
Struktur, inklusive einer N-terminalen Doméne, die direkt mit dem aktiven zink-bindenden
Zentrum der MMP’s interagieren kann. Diese Interaktion fuhrt zur direkten Hemmung der
MMP-Aktivitat, wobei MMP-TIMP-Komplexe im molekularen Verhéltnis von 1:1 entstehen.
TIMP-1 kann Komplexe mit MMP-3 und MMP-9 bilden (Gomis-Ruth, Maskos et al. 1997;
Spinale, Coker et al. 2000). TIMP-4 kann ebenso MMP-3 und MMP-9 sehr effektiv
inhibieren (Liu, Wang et al. 1997) und ist innerhalb des Myokards vorrangig vertreten (Li,
Feldman et al. 1998). TIMP-2 ist ein potentieller Inhibitor von vielen der dort vertretenen
MMP’s, auller von MMP-9. Weiterhin kann TIMP-2 auch Komplexe mit MT1-MMP an der
Zellmembranoberflache bilden und spielt damit eine wichtige Rolle in der weiteren
Aktivierungskette fir MMP-2, da diese vorrangig durch MT1-MMP aktiviert wird. Fur den
MMP Inhibitor TIMP-3 konnte mehrfach eine Komplexbildung mit den MMP’s -1, -2, -3, -9

und -13 nachgewiesen werden.

Die Regulation der TIMP’s auf Ebene der Transkription wird von Zytokinen wie IL-1 und IL-
6 Ubernommen (Mauviel 1993). TGF-R hat eine weit groRere Bedeutung, da es in der Lage ist
die Expression von MMP-2, MMP-9 und den TIMP’s hoch zu regulieren und gleichzeitig die
von MMP-1 und MMP-13 herunterzuregulieren (Mauviel 1993). Somit sind die TIMP’s
relevante Inhibitoren der MMP’s innerhalb des Myokards und spielen eine wichtige Rolle in
der Regulation der Umbauprozesse der EZM im Myokard. Zudem haben die Untersuchungen
der TIMP’s in letzter Zeit aufgedeckt, dass sie noch weitere Funktionen im biologischen
System einnehmen, als lediglich die Blockierung der MMP’s. TIMP-1 und TIMP-2 férdern
die Aktivitat des TGF und hemmen die Angiogenese (Hayakawa, Yamashita et al. 1992;
Hayakawa, Yamashita et al. 1994; Thorgeirsson, Yoshiji et al. 1996), wohingegen TIMP-3
eine Rolle im Apoptosesystem spielt (Baker, Zaltsman et al. 1998).
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Die Hemmung der MMP’s kann schlieSlich auch noch durch andere Proteine, wie zum
Beispiel alpha-Macroglobulin, erfolgen. Es ist ein in der Leber produziertes Protein mit einem
hohen Molekulargewicht (750 kDa) und ist in der Lage vier Klassen von Proteinasen zu
inhibieren, wie Cysteine, Asparaginasen, Serinprotenasen und MMP’s. Doch aufgrund der
MolekilgroBe von alpha-Macroglobulin und der damit einhergehenden verlangsamten
Gewebepenetration wird die Bedeutung im Kollagenstoffwechsel nicht mit der der TIMP’s zu

vergleichen sein.

1.5.1.4. Die Rolle der MMP’s im physiologischen und pathologischen System

Der Kollagenstoffwechsel der EZM ist ein grundlegender Mechanismus fir die Entwicklung,
die Morphogenese und Gewebeumbauprozesse. Es ist bekannt, dass die MMP’s an vielen
physiologischen Um- und Aufbauprozessen wie der Embryonalentwicklung, der Ovulation,
dem Knochenumbau und der Wundheilung beteiligt sind. Bei einer Reihe von pathologischen
Prozessen sind sie ebenfalls involviert. So konnte ihre Aktivitat bei zahlreichen Krankheiten
wie der Arthritis, tumordsen Prozessen, Parodontose, Arteriosklerose und Herzkrankheiten

wie der DCM oder nach einem Myokardinfarkt nachgewiesen werden.

In verschiedenen Studien wurde die Verbindung der MMP-AKktivitat und einer Umgestaltung
der Matrix mit nachfolgender Myokardfunktionsstérung aufgezeigt. Darlber hinaus lielen
sich mittels Hemmung der MMP’s durch synthetische MMP-Inhibitoren die Entstehung einer
Herzinsuffizienz sowie das Remodeling der EZM verhindern. Spinale et al. haben bereits
gezeigt, dass an einem tachykardieinduzierten Herzinsuffizienzmodell ein Zusammenhang
zwischen der Expression kardialer MMP’s und der Progression einer Herzinsuffizienz besteht
(Spinale, Coker et al. 1999). Diese tachykardieinduzierte Stérung war begleitet von einer
Umstrukturierung der Matrix und einem signifikanten Anstieg der MMP’s. Die Bedeutung
eines absoluten Anstieges von MMP’s wurde in einem transgenen Mausmodell untersucht,
die aufgrund ihrer genetischen Verénderungen eine myokardiale MMP-1 Expression
vorwiesen, welche unter normalen Umsténden nicht im Mausgewebe zu finden ist. Die Méuse
bekamen nach sechs Monaten eine linksventrikuldre Hypertrophie und Hyperkontraktilitét,
nach zwolf Monaten zeichnete sich dann eine Umstrukturierung des myokardialen Kollagens
ab mit einer Storung der systolischen und diastolischen Funktion (Kim, Dalal et al. 2000).
Zusammenfassend hat die Studie eine Beziehung zwischen vermehrter proteolytischen
Aktivitat, dem Remodeling bis hin zur Zerstérung der EZM, die schlieBlich einhergeht mit

einer herabgesetzten Herzfunktion, aufgezeigt.
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1.5.1.5. MMP-Regulation nach einem akuten Myokardinfarkt

In zahlreichen Studien wurde die ansteigende Expression und Aktivitat von MMP-1, -2, -3
und -9 in Menschen-, Ratten- und Schweineherzen nach einem Myokardinfarkt belegt (Sato,
Ashraf et al. 1983; Cleutjens, Kandala et al. 1995; Tyagi, Kumar et al. 1996; Carlyle,
Jacobson et al. 1997; Danielsen, Wiggers et al. 1998). Nach weniger als einem Tag nach
Myokardinfarkt beginnt die Aktivitat der MMP’s erheblich anzusteigen, was nahe legt, dass
MMP’s in den Reparaturprozess nach dem Infarktereignis stark eingebunden sind.
Angenommen wird eine vorrangige Beteiligung der MMP’s an Ablé&ufen, die fir eine
Infarktabheilung notwendig sind. Dazu gehtéren die frihe Kollagenverdauung,
Zellmigrationsprozesse der inflammatorischen Zellen und der Fibroblasten, die Angiogenese,
das Remodeling des neuen Ersatzgewebes und der Regulation der growth-factor Aktivitat.
Die Funktion der MMP’s wahrend der Heilungsprozesse nach Infarkt wurde in mehreren
Tierstudien und dem Einsatz von speziellen broad-range MMP-Inhibitoren (unspezifische
MMP-Hemmer) belegt und somit in einem modifiziertem Tiermodell die friihe LV-Dilatation
vier Tage nach Infarkt signifikant reduziert (Rohde, Ducharme et al. 1999). Auch wurde dort
der Heilungsvorgang 1 bis 2 Wochen nach Infarkt unter standiger Gabe der MMP-Inhibitoren
untersucht und ebenfalls eine signifikante Reduktion der spaten LV-Dilatation erhoben
(Creemers, Cleutjens et al. 2001). Eine Verabreichung von MMP-Inhibitoren ruft jedoch
grollere Nekroseareale hervor (56%), dickere Infarktwénde (32%), weniger Zelldichte
(inflammatorische Zellen und Fibroblasten) im Infarktareal (37%) und eine Reduktion der
Kollagendisposition (68%). Diese Effekte der MMP-Hemmung und des LV-Remodelings
sind am 7. Tag nach dem Infarkt am starksten ausgepragt. Somit ist die verminderte LV-
Dilatation nach MMP-Inhibitor Gabe auf eine gewisse Erhaltung der Infarktzone
zuriickzufuhren, die jedoch zu einem sehr friihen Zeitpunkt nach dem Infarktereignis relevant
ist. Eine verlangsamte Wundheilung nach Hemmung der MMP-Aktivitat wurde in vaskuléren
und dermatologischen Wunden nachgewiesen und ist mit einer erschwerten Migration der
Entzindungszellen und der glatten Muskelzellen in die Wunde zu erkl&ren (Bendeck, Irvin et
al. 1996; Strauss, Robinson et al. 1996; Witte, Thornton et al. 1998). Diese negativen Effekte
der MMP-Blockierung mdgen im ersten Moment paradox erscheinen, weil durch eine
Hemmung der MMP’s die Degradation der Matrix und somit ein Schutz des gesamten
Gewebeverbandes zu erwarten ist. Jedoch ist eine verminderte Migration der
Entzundungszellen sowie der Myofibroblasten in bestimmten Stadien der Wundheilung als
sehr unginstig anzusehen, da eingewanderte Entziindungszellen vorhandene Nekroseareale

phagozytieren missen und Fibroblasten mit der Synthese von neuen Kollagenfibrillen, die an
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dieser Stelle als Narbengewebe dienen, beginnen. Zudem regulieren die MMP’s, wie bereits
erwéhnt, die Aktivitdt von Wachstumsfaktoren wie TGF-B, TNF-a und IL-1 (Gearing,
Beckett et al. 1994; Schonbeck, Mach et al. 1998) und ziehen somit, bei reduzierter Aktivitat,
eine verminderte Synthese von neuem Kollagen nach sich (Narayanan, Page et al. 1989).
Diese bereits gewonnenen Erkenntnisse machen es nachvollziehbar, dass eine Hemmung der
MMP- Aktivitdt nach einem Myokardinfarkt nur bedingt oder nur in einigen zeitlichen
Abschnitten der Infarktabheilung sinnvoll ist.

Zwei Studien haben bereits die Wichtigkeit von MMP-9 wahrend der Infarktheilung
untersucht. In der ersten Studie haben Heymans et al. nachgewiesen, dass ein Mangel an
MMP-9 in einem Mausmodell nach Myokardinfarkt die Wundheilung erheblich verlangert,
eine verminderte Leukozyteninfiltration in das Gewebe und groRere Restnekroseareale nach
sich zieht (Heymans, Luttun et al. 1999). Zudem aber zeigte die Studie auch, dass ein
gewisser Mangel an MMP-9 nach einem Infarkt die Gefahr der Ventrikelruptur, die dann
vorrangig am zweiten Tag auftritt, auf ein Minimum reduziert. Gerade um diesen zweiten Tag
herum wurden Spitzenkonzentrationen von MMP-9 im Herzmuskel nachgewiesen, was mit
dem dazu einhergehenden Anstieg von Entziindungszellen wie Leukozyten und Makrophagen
zu erkléren ist, die die hauptséchlichen Produzenten der MMP-9 sind. In einer zweiten Studie
konnten Ducharme et al. an einem Mausmodell aufzeigen, dass eine gezielte Ausschaltung
von MMP-9 die Ventrikeldilatation nach einem Myokardinfarkt deutlich reduzieren kann
(Ducharme, Frantz et al. 2000). Diese mildere Dilatation geht mit einer reduzierten
inflammatorischen Immunantwort und einer geringeren Kollagenfehlanordnung einher. Diese
Erkenntnisse konnten neue Therapieansatze hinsichtlich der Faktoren bringen, die die
Prognose des akuten Myokardinfarktes deutlich mitbestimmen. Die Ventrikelruptur einige
Tage nach dem Ereignis, die Ventrikelaneurysmenbildung oder auch die Entstehung einer
Herzinsuffizienz aufgrund einer zu starken LV-Dilatation sind ernst zu nehmende Probleme,
die es auszuschalten gilt (Pfeffer and Braunwald 1990).

Interessanterweise wurden bereits Polymorphismen, welche auf die Promotoren von MMP-1,
-3, -9 und -12 Einfluss haben, identifiziert (Ye 2000). Diese Polymorphismen stehen im
Zusammenhang mit dem Vorhandensein von kardiovaskuldren Erkrankungen wie der KHK
oder dem Aortenaneurysma (Zhang, Ye et al. 1999; Ye 2000). Die weiteren Untersuchungen
der Expression von MMP’s  ergaben Unterschiede, die mit dem Auftreten von
schwerwiegenden Komplikationen wie der Ventrikelruptur oder der Entstehung einer

Herzinsuffizienz der Patienten nach einem Infarktereignis korrelierten. Damit ist klar, dass die
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Infarktheilung sowie das LV-Remodeling bei den Patienten unterschiedlich stark ablaufen
und somit auch geringftigig anders reguliert werden.

Weiterhin wurden Korrelationen des Serumlevels von TIMP-1 und der Ejektionsfraktionen
sowie des LVESD’s gefunden. Die Beobachtung, dass sich die MMP- und TIMP-Level im
Serum nach dem Infarkt stark verdndern und dartiber hinaus mit ha&modynamischen
Parametern Kkorrelieren, konnte in Zukunft die Moglichkeit offen legen, die Prognose der
Patienten aufgrund der Interpretation dieser Parameter abzuschatzen (Hirohata, Kusachi et al.
1997; Kai, lkeda et al. 1998).

1.5.1.6. TIMP-Regulation bei Herzkrankheiten

Die bisherige Studienlage zeigte in Patienten mit ischdmischer Kardiomyopathie einen
Anstieg der MMP Aktivitat und einem signifikanten Abfall der TIMP-1, -3 und -4 Aktivitat,
wéhrend die Expression von TIMP-2 unverandert blieb (Tyagi, Campbell et al. 1996; Li,
Feldman et al. 1998; Thomas, Coker et al. 1998). Die funktionelle Rolle von TIMP-1
hinsichtlich der LV-Geometrie wurde in einem TIMP-1 Knockout-Mausmodell untersucht,
mit dem Ergebnis, dass man einen signifikanten Unterschied in der LV-Masse (38%) als auch
im LVEDD (18%) nach 4 Monaten fand. Daher liegt es nahe, dass ein gewisser Schutz durch
die Anwesenheit von TIMP-1 im Herzmuskelgewebe ausgehen muss, welcher die
Degradation von Kollagen verhindert und somit die normale Ventrikelstruktur aufrechterhélt,
als auch die LV-Dilatation aufzuhalten vermag (Roten, Nemoto et al. 2000). Auch in einem
Myokardinfarkt-Mausmodell wurde die Funktion von TIMP-1 naher untersucht. Nach dem
Infarktereignis wurde durch Virusgenom eine TIMP-1 Uberexpression verursacht und
daraufhin eine verminderte Leukozyteneinwanderung, grofiere persistierende Nekroseareale,
weniger Neovaskularisationen und eine verminderte Kollagenneubildung im Infarktareal
beobachtet. Damit ist gezeigt worden, dass eine Uberexpression von TIMP-1 die
Infarktheilung stark verzogert und zugleich das Risiko von schwerwiegenden Komplikationen
wie die Ventrikelruptur mindert. In dieser Studie erlitten 30% der Kontrolltiere ohne TIMP-1
Uberexpression eine LV-Ruptur (Heymans, Luttun et al. 1999). Diese Studien zeigen

zusammen, dass TIMP-1 ein sehr wichtiger endogener Inhibitor der myokardialen MMP’s ist.

1.5.1.7. MMP-Inhibitoren als neuer Therapieansatz
Die positiven Effekte der MMP-Hemmung auf die LV-Dilatation in den verschiedenen
Tierstudien verleiten dazu, kinftig solche als festes Therapiekonzept fur Patienten mit einem

erlittenen Herzinfarkt zu etablieren. Moglicherweise kénnte auch bei chronischen Prozessen
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wie der Myokarditis oder der DCMi eine gewisse Hemmung der MMP-Aktivitat von Nutzen
sein. Doch bevor daran zu denken ist, mussen mehrere Punkte viel intensiver beleuchtet
werden, um einen maoglichst positiven Effekt zu erhalten und das Risiko negativer Resultate
zu minimieren. Zum einen sollte das gesamte Ausmaf der MMP-inhibitorischen Behandlung
auf die Herzfunktion genau untersucht sein. Weiterhin die Vor- und Nachteile einer kurz-
oder langerfristigen MMP-Hemmung dargelegt sowie mdgliche Fehlerquellen bei der
Ubertragung von murinen Studienergebnissen auf den Menschen ausgeschlossen werden.
Ferner missen genauer die VVor- und Nachteile einer selektiven gegentiber der unselektiven
(broad-range inhibition) MMP-Blockade verglichen werden.

Es ist bereits mehrfach nach alleiniger Genausschaltung von MMP-9 im Mausmodell eine
deutliche Reduktion der LV-Dilatation nach einem Myokardinfarkt aber auch eine
verminderte Rupturgefahr des linken Ventrikels beschrieben worden (Spinale, Coker et al.
1999; Ducharme, Frantz et al. 2000). Aber auch die negativen Eigenschaften einer solchen
MMP-Inhibierung auf andere Organsysteme, wie zum Beispiel dem muskuloskelettalen
System, wie es in einer Studie unter der Behandlung mit Marimastat beschrieben wurde,
miussen naher untersucht werden (Drummond, Beckett et al. 1999).

Es ist jedoch sicher, dass die Entwicklung von selektiven MMP-Inhibitoren fir alle Arten von
MMP’s eines der groRten Projekte der Pharmaindustrie in den néchsten Jahren sein wird, bis
jedoch damit eine etablierte Therapie begonnen werden kann, ist es sicherlich noch ein langer
Weg.

1.6. Herleitung der Aufgabenstellung

Die dilatative Kardiomyopathie ist eine der hdufigsten Herzmuskelerkrankungen und fihrt
oftmals zu einer Transplantationspflichtigkeit, da die Therapiekonzepte aufgrund der zum Teil
unverstandenen Atiopathogenese haufig nur symptomatisch und nicht kausal erfolgen kénnen.
Es gibt eine Vielzahl von Faktoren, die zur Dysbalance im System der Degradationsenzyme
fuhren konnen. Dazu gehdren unter anderem Zytokine, Neurohormone, aber auch
mechanische EinflulRfaktoren. Die Disparitdt der matrixregulierenden Enzyme bei dem
Krankheitsbild der DCM sowie der Myokarditis wurde bereits an mehreren Tiermodellen
untersucht und publiziert.

Der Einfluss einer chronischen Entziindungsreaktion auf den Umbau der EZM ist bis heute
nicht vollstandig aufgeklart, obwohl bei bis zu 50% der Patienten mit einer DCM
entzlindliche Infiltrate im Myokardgewebe nachgewiesen werden. Inwieweit jedoch die

chronische Entziindungsreaktion ber den Weg der Zytokinregulation dazu beitragt, soll
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Gegenstand dieser Studie sein. Dazu wurden rechtsventrikulare Myokardbiopsien
aufgearbeitet und Serumproben von den Patienten gewonnen.

Zum besseren Verstandnis der Genese der dilatativen Kardiomyopathie sowie der damit
einhergehenden Kollagendegradation durch die Komponenten des MMP-TIMP-Systems

versucht die Studie folgende Fragen zu kléren:

1. Welchen Einfluss hat die myokardiale Entzindungsreaktion, wie sie bei der
inflammatorischen Kardiomyopathie zu finden ist, auf die Regulation des MMP-

TIMP-Systems und das damit einhergehende Remodeling der extrazelluldren Matrix?

2. In welchem Zusammenhang stehen die an der myokardialen extrazelluldaren Matrix

stattfindenden Umbauvorgange mit der Pumpfunktion des Herzens?

3. Welche Gemeinsamkeiten und Unterschiede zeigen sich hinsichtlich des kardialen
Remodelings sowie der Dysregulation im MMP/TIMP-System zwischen den beiden
Krankheitsentitaten der DCM/DCMi und des akuten Myokardinfarktes?

4. Wie lassen sich die im Serum bestimmten Zytokinlevel im Rahmen der dilatativen
Kardiomyopathie und beim Myokardinfarkt in Zusammenhang mit den
Matrixdegradationsenzymen und den hamodynamischen Parametern der Herzen

bringen?

5. Sind einige der von uns benutzten Serummarker in Zukunft méglicherweise in der
klinischen Routinediagnostik einsetzbar? Koénnen diese Marker flir prognostische

Aussagen hinsichtlich des Krankheitsprozesses herangezogen werden?
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Gerate

Tabelle 1: Auflistung aller benétigten Arbeitsgerate dieser Studie mit Modellbezeichnung und Bezugsquelle

bzw. Herstellerfirma.

Arbeitsgerat Bezeichung Bezug
250° Ofen Heraeus
Autoklaviergerat Hartmann
Betriebssystem Windows 2000 Professional | Microsoft
Computer Pentium I11 Asus
Computer Nikon P90 Nikon
Tintenstrahldrucker Epson D870 Epson
Eismaschine AF-10 Scotsman
Elektronische Waage TE 214S Sartorius
Préazisionswaage Sartorius
Khlschrank -20°C Economic super Bosch
Kihlschrank 4°C Cooler Bosch
Kuhltruhe -80°C

Magnetrihr- und Ikamag RCT IKA-Labortechnik

Erwarmungsplatte

Mikrowelle Microwave 800 Severin
Netzgerat Standard Power Pack P25 Biometra
pH-Meter Digital-pH-Meter 646 Knick
Polarisationsmikroskop Nikon Eclipse E600 Pol Nikon
Mikroskop Leitz DMRBE Leica
Auswertungsprogramm Lucia G 3.51a Laboratory Ing.
Pipetten Reference Eppendorf
Schittler SM25 Edmund Buhler
SPSS 11.0 Statistical Package for the

Social Sciences

Tischzentrifuge

Centrifuge 5415C

Eppendorf
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Vortexgerat MS-2 Minishaker IKA-Labortechnik
Zentrifuge Varifuge 3.0 Heraeus

Heizplatte Hotplate magnetic Stirrer Cenco Instrument MU
Elisareader Sunrise RC-TC Tecan

Bio-Plex Microplate Shaker | Model 4625 Bio-Rad

Bio-Plex Vacuum Pumpe Aurum Vacuum Manifold Bio-Rad

Multipipette Multipette plus Eppendorf

Spitzen flir Multipipette Ritips Eppendorf

Tube-Misch-Rotator

Multi-AxIr Rotator A257

Denley Instr. LTD.

Objekttréger 76x26mm/3x1 inch R.Langenbrinck
Deckglaser 24x50mm Menzel-Glaser
Inkubator Feuchtinkubator fir Nalgene

Histologiefarbungen

2.1.2. Kits und Antikorper

Tabelle 2: Auflistung der fir die Studie verwendeten Antikorper und Elisa-Kits mit Chargennummer und

Bezugsquelle bzw. Herstellerfirma.

Assay bzw Antikorper Bezeichung/Nr. Bezug
Human anti - MMP-2 AB19167 Chemicon
Human anti - MMP-3 MAB13412 Chemicon
Human anti - MMP-9 IM61 Calbiochem
Human anti - TIMP-1 IM63 Calbiochem
Human anti - TIMP-4 AB19168 Chemicon

Human Acitivity Assay RPN 2629 Amersham

System MMP-1 Biotrak

Human Acitivity Assay RPN 2639 Amersham

System MMP-3 Biotrak

Human Activity Assay RPN 2634 Amersham

System MMP-9 Biotrak

Human Biotrak System RPN 2611 Amersham

TIMP-1

Uni Q- ICTP EIA Cat.N.05892 Orion Diagnostica/Matritech
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UPA-Human Assay

Chemicon

Bio-Plex Cytokine Assay

Bio-Rad Laboratory, Inc.

2.1.3. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3: Auflistung der fiir die Studie verwendeten Chemiekalien

Bezeichnung und der Bezugsquelle bzw. Herstellerfirma.

und Reagenzien, mit vollstandiger

Name/Abkiirzung vollstandiger Name Bezug
Flaschenwasser Aqua dest. B.Braun
Aceton pro analysis Merck
Ethanol absolut pro analysis Merck
Wasserstoffperoxid 30% H202 30% Merck/VWR
NaCl Natriumchlorid Merck/VWR
Envision Zweitantikorper Envision anit-Rabbit und | Dako
anit-Mouse + HRP
Xylol T.J.Baker
Hamalaun VWR
Tissue Tec Sakura
Carbazol 3-Amino-9-Ethylcarbazol Sigma
Gylceringelatine Kaiser’s Glyceringelatine fir | Merck/VWR
die Mikroskopie
N,N-Dimethylformamid Merck
Essigsaure Merck/VWR
Envision Zweitantikorper Envision anti-Rabbit + HRP | Dako
PBS Dulbecco PAA

Sirius Red Sirius Red Farbstoff Polysciences Inc.
Corbit-Balsam Zum Eindeckeln I.Hecht
Natriumacetat

Pikrinsdure Merck

HCL

FCS
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2.2. Das Patientenkollektiv

2.2.1. Einteilung der Gruppen

Da die Studie einen Vergleich hinsichtlich des EZM Remodelings bei Patienten mit einer
DCM und einer inflammatorischen Kardiomyopathie nédher untersuchen soll, wurden
retrospektiv aus einer Datenbank die fur die jeweilige Gruppencharakteristik definierten
Patienten herausgesucht. Das Serum sowie die Biopsien der Patienten lagerten in daflr
vorgesehenen Tubes bzw. Behdltern bei einer Temperatur von -80°C.

Fur die im Rahmen der Studie geplanten Versuche wurden vier Gruppen definiert und in den
Versuchen gegenibergestellt:

Die erste, altersmaRig sehr homogene Gruppe, bestand aus 26 klinisch gesunden Blutspendern
(SK-Gruppe), die als Kontrollgruppe flr die Serumversuche zur Verfugung stehen sollte. Bei
allen Blutspendern wurden vorab anamnestisch floride Infektionen, Herzerkrankungen,
Malignomerkrankungen, Stoffwechsel- sowie Leber- : Nieren- und
Knochenstoffwechselerkrankungen ausgeschlossen.

Die folgenden beiden Gruppen bestanden aus einem groRen Kollektiv von Patienten mit der
gesicherten Diagnose einer dilatativen Kardiomyopathie. Unterschieden wurden sie in eine
Gruppe mit einer DCM ohne Inflammation und in einer Gruppe mit inflammatorische
Kardiomyopathie (DCMi). Erstere bestand aus 20 Patienten, die zweite aus 29. Beide DCM-
Gruppen mussten klinisch Gber eine manifeste Herzinsuffizienz mit pathologisch
verschobenen hdmodynamischen Parametern verfuigen. Zwischen den beiden Gruppen sollte
es hinsichtlich der kardialen Pumpeigenschaften keine signifikanten Unterschiede geben. Um
das zu gewdhrleisten, sollte die Ejektionsfraktion bei beiden Gruppen unter 45% liegen,
wobei der Mittelwert nicht wesentlich differieren sollte. Ferner sollte der LVEDD mindestens
60 mm betragen, damit per definitionem eine Dilatation des Ventrikels vorliegt, und letztlich
der LVEDP duber 10 mmHg Dbetragen. Nebenerkrankungen, wie sie bereits bei der
Blutspendergruppe ausgeschlossen wurden, sollten hier ebenfalls nicht vorliegen.
Kardiomyopathien, die nach der Definition der Kardiomyopathien von 2006 nicht zu den
Kardiomyopathien unbekannter Ursache gerechnet werden kdnnen, wurden schon im Vorfeld
durch das diagnostische Spektrum herausgefiltert. Hierzu zahlen solche Kardiomyopathien,
bei denen sich eine Ursache eruieren lasst (Cor hypertensivum, h&modynamisch relevante
Vitien und die Koronare Herzkrankheit).

Eine vierte Gruppe, die nur im Rahmen der Serumversuche als Positivkontrolle agieren soll,

setzt sich aus 10 Patienten zusammen, die sich am Tag vier nach stattgehabtem
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Myokardinfarkt befinden. Voraussetzung fir den Einschluss in die Gruppe war ein
mindestens einmaliges Aufweisen einer Serum-Creatinkinase von minimal 800 U/l im
Krankheitsverlauf, um eine bestimmte GroRe des Infarktareals zu gewahrleisten. Auch diese
Patienten wiesen anamnestisch keine der oben genannten Nebenerkrankungen auf, die
Einfluss auf den Kollagenstoffwechsel nehmen konnen. Fir diese Gruppe liegen uns zwar
h&modynamische Daten vor, welche jedoch lediglich zum Vergleich dienen sollten und sich
in keinem vorgegebenen Rahmen bewegen mussten.

Die Serumversuchsreihen wurden mit allen vier Gruppen durchgefiihrt und anschlie3end
statistisch ausgewertet. Die histologischen Versuchsreihen konnten aus ethischen Griinden
nur an der DCM- und der DCMi-Gruppe durchgefiihrt werden.

Alle Patienten hatten entsprechend dem Ethikvotum fir den SFB eine
Einverstandniserkldrung unterzeichnet, womit zusétzliche Untersuchungen an Blut, Serum
und Herzmuskelprobenmaterial vorgenommen werden konnten, welches nach der klinisch

notwendigen Diagnostik noch zur Verfiigung stand.

Tabelle 4: Darstellung der vier Patientengruppen unserer Studie. Die hamodynamischen Werte wurden lediglich
von den beiden DCM-Gruppen bestimmt. Die Werte der Kontrollgruppe stehen in Klammern und kennzeichnen

die Grenzen von nicht pathologisch verdnderten hamodynamischen Werten gesunder Personen (siehe

Anmerkung).

Gruppe Kontrollgruppe | DCM DCMi AMI
Anzahl (n) n=26 n=20 n=29 n=10
Alter 44,88+1,84 51,45+3,15 | 48,4842,39 | 61,5+3,49
Geschlecht 3/23 7/13 7122 1/9
(w/m)

EF% (>70) <=45 <=45 -
LVEDD mm | (<56) >=60 >=60 -
LVEDP (<10) >10 >10 -
mmHg

CDg3- (<7) <7 > 7 -
Zellen/mm?

*Anmerkung: Die histologischen und hdmodynamischen Werte der Kontrollgruppe wurden
aus ethischen Grinden nicht ermittelt und werden von uns als Idealzustand gemutmalit, da
diese Gruppe keinerlei klinische und anamnestische Anhaltspunkte einer Pumpschwache gab.

Des Weiteren wurden nicht von jedem Patienten der Herzinfarktgruppe konsequent alle
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hdmodynamischen Daten erfasst, so dass hier eine statistische Auswertung gegen die beiden
DCM-Gruppen mdglich ist. Da es sich hier aber lediglich in Hinblick auf die Inflammation
um eine Positivkontrolle handelt, ist die hamodynamische Situation dieser Gruppe eher von
untergeordneter Bedeutung.

Die statistischen Auswertungen der Gruppencharakteristika sind im Ergebnisteil zu finden.

2.3. Retrospektive Datenerhebung aus Patientenakten

2.3.1. Aktenstudium und Paraklinik

Vor Beginn der Studie wurden von den ausgewahlten Patienten die Krankenakten
angefordert, damit die oben genannten Zusatzerkrankungen aus den Anamnesebdgen
ausgeschlossen werden konnten. Zusétzlich diente das Aktenstudium dem weiteren
anamnestischen und demographischen Informationsgewinn. Eine zusétzliche Befragung der
Patienten war daher nicht mehr notwendig. Die Laborparameter des Krankenhausaufenthaltes
wéhrend der Herzprobeentnahme wurden ausgewertet, um sicher zu gehen, dass alle Patienten
zu diesem Zeitpunkt eine adaquate Nierenfunktion besaRen, keine periphere Hyper- oder
Hypothyreose hatten, keine akute Lebererkrankung, welche die Transaminasen um ein
Vielfaches erhohen wirde (leichte Transaminasenerhéhungen sind durchaus im Rahmen der
Herzinsuffizienz mit hepatischer Rickstauung zu erkldren) und auch keine anderen

Stoffwechsel- oder Knochenerkrankungen aufwiesen.

2.3.2. Medikation

Weiterhin wurde zum Biopsiezeitpunkt die aktuelle Herzinsuffizienzmedikation dokumentiert
(Beta-Blocker, ACE-Hemmer oder AT1-Antagonisten, Diuretika, Spironolacton, Digitalis).
Vor der Entnahme der Biopsien wurden die Patienten routineméRig mehreren kardiologischen
Untersuchungen zugefiihrt. Dazu gehorte nach den engmaschigen Blutentnahmen eine Ruhe-
EKG, eine Echokardiographie, eine Linksherzkatheteruntersuchung mit Laevographie und
Koronarangiographie, zum Ausschluss einer Koronaren Herzkrankheit. Danach erst erfolgte
die  Rechtsherzkatheteruntersuchung ~ mit  mehreren  Probeentnahmen aus  der
rechtsventrikuldren Septumwand. Alle Untersuchungsergebnisse zusammen wurden zur
Einschatzung der linksventrikuldren Pumpeinschrankung herangezogen. Somit konnten
Erkrankungen wie die Koronare Herzkrankheit, ein hd&modynamisch bedeutsames Vitium
oder ein Cor hypertensivum als Ursache fiir die dilatative Kardiomyopathie ausgeschlossen

werden.
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2.4. Datenerhebung im Rahmen der klinischen Diagnostik

2.4.1. Ruhe - EKG

Als Standarduntersuchung bei Aufnahme auf eine kardiologische Station wurde ein 12-Kanal
—Ruhe- EKG durchgefuhrt, die Brustwandableitungen nach Goldberg und die
Extremitatenableitungen nach Einthoven. Hiermit konnten Aussagen tber den Herzrhythmus,
Reizbildungs- und Reizleitungsstoérungen sowie uber Repolarisationsstorungen gemacht
werden. Besonderes Augenmerk wurde auf das Auftreten von Vorhofflimmern, ventrikularen

Extrasystolen, Schenkelblécken und ST-Strecken-Verénderungen gelegt.

2.4.2. Echokardiographie in Ruhe

Die Echokardiographie ist eine nichtinvasive Untersuchungsmethode, bei der mittels
sonographischer Technik die Anatomie und Funktion des Herzens beurteilt werden kann. Bei
dieser Untersuchung interessieren vorrangig die Ausmafe der Herzhéhlen. Hierzu wurde der
Linksventrikulare Enddiastolische Durchmesser (LVEDD) und der Linksventrikulére
Endsystolische Durchmesser (LVESD) vermessen und in Millimetern angegeben.
Voraussetzung fir den Einschluss in die DCM- bzw. DCMi-Gruppe war ein LVEDD von
grolRer gleich 60 mm. Des Weiteren wurde die Ejektionsfraktion (EF %) nach Simpson
bestimmt und der Klappenapparat genau beurteilt, um ein Klappenvitium ausschlieen zu

kdnnen.

2.4.3. Linksherzkatheteruntersuchung

Im Rahmen der Linksherzkatheteruntersuchung wurde Kontrastmittel in den linken Ventrikel
(Laevographie) und in die Koronararterien (Coronarangiographie) injiziert. Dadurch konnten
hdmodynamisch wirksame Stenosen der KoronargefaBe und somit eine Koronare
Herzkrankheit als Ursache der DCM ausgeschlossen werden. Mittels Laevographie konnten
hdmodynamisch wirksame Ventildefekte erkannt und ausgeschlossen werden, die
Ejektionsfraktion planimetrisch bestimmt werden und der Linksventrikuldre Enddiastolische

Druck (LVEDP in mmHg) angegeben werden.

2.4.4. Rechtsherzkatheteruntersuchung mit Probeentnahmen
Bei der Rechtsherzkatheteruntersuchung kann mittels Einschwemmkatheter eine
Druckmessung im Niederdrucksystem erfolgen. So kann der pulmo-kapillare Verschlussdruck

(PCWP in mmHg) nach Okklusion der pulmonalarteriellen Strombahn tber das distale Lumen
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eines pulmonalarteriellen Katheters bestimmt werden. Weiterhin kann (ber die
Thermodilutionsmethode das Herzzeitvolumen (HZV in I/min) erfasst werden und bezogen
auf die Korperoberfliche wird der Cardiac Index (ClI in I/min/m?) errechnet. Der
Schlagvolumenindex (SVI) wird in Relation zum CI auf die Herzfrequenz ermittelt und in
Litern pro Korperoberflache (I/m2) angegeben.

Die Probeentnahmen werden transvends an der rechtsventrikuldren Septumwand enthommen
und anschlieBend in Stickstoff bei — 200 °C eingelagert oder sofort fir die Routinediagnostik
aufgearbeitet. Zusatzlich werden bei der Katheteruntersuchung mehrere Serumréhrchen mit
vendsem Blut gefillt, welches sofort nach der Abnahme tber 10 Minuten bei 3000 U/min
zentrifugiert wird. Das gewonnene Serum wird in Eppendorf-Tubes abpipettiert und bei — 80
°C bis zum weiteren Gebrauch eingelagert.

2.4.5. Routine - Immunhistologie

Die Endomyokardbiospien wurden nach der Entnahme sofort im fliissigen Stickstoff bei -195
bis -210 °C eingelagert und bis zur Weiterverarbeitung dort belassen. Danach werden die
Biopsiestlicke, welche in Tissue-Tec eingebettet sind, am Kryostaten in mehrere ca. 5um
starke Scheiben geschnitten und auf Objekttrager platziert. Fir die klinische
Routinediagnostik folgen nun die immunhistologischen Fé&rbungen mittels monoklonaler
Antikorper gegen Antigene der CD3-, CD4- und CD8-Zellen sowie aktivierte Makrophagen
und die MHC-Molekiile V-CAM und I-CAM. Die zelluldren Infiltrate wurden als statistisches
Mittel pro Gesichtsfeld bei einer 400fachen VergrolRerung gezahlt (High Power field = HPF).
Die Auswertung erfolgte im Maandermuster. Als pathologisch im Sinne einer
intramyokardialen Entziindung wurden Biopsien gewertet, welche mehr als zwei CD3-, CD2-,
CD8- Zellen oder aktivierte Makrophagen pro HPF bewertet, was einer Anzahl von 7/mm2 bei
400facher VergroRerung entsprach. Die Expression der MHC-Molekiile auf den interstitiellen
Zellen wurde semiquantitativ mit der Abstufung Grad eins als normale und Grad zwei als
verstarkte Immunreaktion evaluiert (Kuhl, Noutsias et al. 1995; Kuhl, Noutsias et al. 1996).

2.4.6. Molekularbiologie

Weiterhin wurden alle Endomyokardbiopsien molekularbiologisch ausgearbeitet und mittels
Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) auf das Vorhandensein von
viraler RNA untersucht. Routinemalig wurde hierbei die Persistenz von Parvovirus B19,
Coxsackievirus A und B, Adenovirus, Enterovirus, Humanes Herpes Virus 6 und Echoviren

beurteilt. Das Vorhandensein von Virusgenom in den Biopsien und deren statistische
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Verteilung innerhalb der beiden DCM-Gruppen war fiir unsere Studie nicht malgeblich von

Bedeutung und sollte deshalb an dieser Stelle nur kurz erwahnt werden.

2.4.7.Paraklinische Daten

Die fur unsere Studie relevanten Werte der Laborchemie waren das CRP, das pro-BNP, die
Herzenzyme wie CK, CK-MB wund das Troponin T. Zum Ausschluss einer
Nierenfunktionsstorung wurde das Kreatinin im Serum bestimmt. Die HOhe der
Transaminasen gaben Auskunft Uber eine Leberfunktionsstérung und das TSH zur
Beurteilung der Schilddriisenfunktion. Diese Laborparameter wurden vom Institut fir

Klinische Chemie im Klinikum Steglitz wahrend der Routine bestimmt.

2.5. Zusatzliche Serumuntersuchungen im Rahmen der Studie

2.5.1. Serumelisa

Das Prinzip eines Elisa’s (enzyme-linked immunosorbent assay) ist das Antikorper-
Antigenprinzip, welches bei allen immunologischen Nachweisverfahren zum Tragen kommt.
Die Ag-Ak-Reaktion basiert auf dem Schlssel-Schlof3-Prinzip, bei dem zu einem bestimmten
Antigen nur ein bestimmter Antikorper passt, welcher letztendlich die Spezifitat des Testes
ausmacht. Jene monoklonalen Antikorper (Capture AntikOrper) befinden sich in einer
Vielzahl an der Wand des jeweiligen Well’s, in welches zu Testbeginn dann das Serum in
reiner oder verdunnter Form hinzugegeben wird. Danach beginnt die Antikdrper-Antigen-
Reaktion, welche je nach Elisatyp nach einer gewissen Zeitspanne gestoppt wird. Bei jedem
Elisa lauft generell eine Standardreihe in Doppelbestimmung mit, bei der das zu bestimmende
Antigen in Reinstform in einer Verdunnungsreihe mit Negativkontrolle in die Well’s pipettiert
wird. Die Standardreihe macht Aussagen dartiber, ob der Elisa wie gewinscht auf die
Antigene reagiert und man berechnet spéater mit Hilfe der Standardkurve die gesuchte
Proteinmenge in den Well’s mit dem Patientenserum. Um unspezifische Bindungen der
Antikdrper zu verhindern, empfiehlt es sich, die Inkubationszeit nicht zu lang zu wéhlen und
dartiber hinaus wird die Platte nach der ersten Antigen-Antikdrper-Reaktion mit einem
speziell mitgelieferten Waschpuffer mehrmals gewaschen und ausgeklopft. Nach diesem
Schritt wird nach dem Sandwichprinzip ein zweiter enzymmarkierter Antikorper (meist Biotin
als Enzym) auf die Platte gegeben, welcher sich an den bereits gebundenen Antigenen an
jedoch einem anderen Epitop anlagert. Danach wird ein Substrat (HRP — Avidin-Horseradish-

Peroxidase) und Chromogen dazugegeben, welche durch das Enzym an dem
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enzymmarkierten Zweitantikdrper umgesetzt werden. Darunter ist eine Farbreaktion zu
beobachten, welche mit ihrer Intensitat proportional zum urspringlich gebundenen Antigen
ist. Bei der abschlielenden fotometrischen Messung im Elisa-Reader wird die Farbintensitat
einer fir den jeweiligen Elisa vorgegebenen Wellenldnge gemessen und mit Hilfe eines
Softwareprogrammes und der bekannten Proteinmenge der Standardkurve die gesuchte
Proteinmenge der anderen Well’s errechnet.

Da es fiir die Errechnung eines validen Ergebnisses wichtig ist, dass sich die Rohdaten der
Patienten nicht Gber dem hdchsten Wert bzw. unter dem kleinsten Wert der Standardkurve
befinden, mussen die Patientenseren idealerweise so verdiinnt werden, dass sich die Rohdaten
im Umfang der Standardkurve wiederfinden. Abhé&ngig vom Elisatyp kamen sehr
unterschiedliche Verdinnungen zum Einsatz. Verdunnt wirde mit Assaypuffer (MMP-1, -3, -
9 und TIMP-1) oder mit NaCl 0,9% (ICTP). Der Assaypuffer war als vorgefertigtes
Konzentrat im Zubehor des Elisas enthalten und konnte in einer vorgegebenen Verdiinnung

mit 0,9% NaCl gemischt werden und war somit dann gebrauchsfertig.

Tabelle 5: Kurziibersicht tiber die von uns verwendeten Serumelisa mit etablierter Serumverdinnung und zu

verwendender Verdinnungssubstanz.

Elisa Verdinnung der | Ausnahmen Verdlunnungssubstanz
Seren
MMP-1 1:10 Assay-Puffer
MMP-3 1:8 Assay-Puffer
MMP-9 1:50 (DCM/DCMiI) 1:100 (AMI und | Assay-Puffer
Kontrollen)
TIMP-1 1:40 (DCM/DCMiI) 1:50 (AMI oder | Assay-Puffer

hochexpremierte
DCM/DCMi-Seren)

ICTP 1:2 NaCl

UPA unverdinnt keine

2.5.1.1. Human Activity Assay MMP-1, -3 und -9
Die Assay’s fir den Nachweis der Matrixmetalloproteinasen -1, -3 und -9 im Serum werden
bereits ,,gecoated” geliefert, was bedeutet, dass der Capture Antikorper bereits in den Well’s

platziert ist. Es wird eine Standardreihe mit dem Reinstantigen und einer Negativkontrolle
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vorbereitet und das Patientenserum in einer zuvor etablierten Verdlinnung angesetzt. Der
Verdinnungsfaktor ist fur jeden Assay etwas unterschiedlich etabliert. Nach dem Auftragen
der Proben und der Standardreihe auf die Platte folgt eine Inkubation bei 4°C uUber Nacht, in
der die Antigen-Antikorper-Reaktion stattfinden kann. Am néchsten Tag folgt der
Waschschritt um mdglichst alle unspezifischen Bindungen herauszuwaschen. Danach wird
das Detektionsreagenz vorbereitet, welches den Zweitantikdrper mit dem Enzym sowie
Substrat und Chromogen enthalt. Zusétzlich bietet der Assay die Mdglichkeit bei Zugabe von
Assaypuffer lediglich alle aktivierten MMP’s oder alternativ nach Zugabe von APMA (p-
Aminophenylmercuric Acetate) die inaktiven MMP’s zu aktivieren und somit die aktiven und
inaktiven als Gesamt-MMP’s zu bestimmen. Nach Zugabe des Detektionsreagenz’ und des
APMA’s bzw. des Assaypuffers wird die Extinktion fotometrisch zum Zeitpunkt t0 (Beginn
der Reaktion) und nach einer Reaktionszeit von 2 bis 4 Stunden (abhéngig vom Elisatyp und
der zu erwartenden MMP Menge) nochmals zum Zeitpunkt tE ermittelt. Diese Rohdaten
werden dann mit Hilfe eines Softwareprogramms so verarbeitet, dass die Ergebnisse fiir jeden
Patienten in ng/ml ausgegeben werden. In die Berechnung fliet der Verdinnungsfaktor, die

Inkubationszeit und die fotometrische Anfangs- und Endmessung mit ein.

2.5.1.2. TIMP-1 Human Assay

Der TIMP-1 Elisa unterscheidet sich in zwei wesentlichen Punkten von den MMP-Elisa.
Erstens kann man nicht in aktive und inaktive TIMP-1-Molekule unterscheiden, sondern misst
den Gesamtgehalt der TIMP’s im Serum. Zweitens ist es nicht notwendig die erste
Inkubationszeit Uber Nacht laufen zu lassen, sondern verkirzt hier auf zwei Stunden bei
Raumtemperatur. Der weitere Verlauf des Assays folgt dem gewohnten Schema wie oben
beschrieben. Die fotometrische Messung erfolgt hier nur einmal am Ende der Reaktion nach

Substratzugabe.

2.5.1.3. ICTP Human EIA

ICTP wird als trivalent quervernetztes Peptid beim Abbau von Kollagen Typ | freigesetzt.
Das Prinzip des Testes ist der des quantitativen kompetetiven Enzymimmunoassays, was
bedeutet, dass eine bekannte Menge an Peroxidase-markiertem ICTP mit einer unbekannten
Menge an nicht markiertem ICTP in der Probe um die limitierten Mengen vorhandener
Bindungsstellen des Capture-Antikorpers konkurrieren. Ein zweiter, gegen den Primar-AK
gerichteter und an die Festphase gebundener AK reagiert mit dem Komplex aus Primér-AK

und Antigen und ermdglicht dadurch eine saubere Trennung von gebundenem und nicht
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gebundenem Antigen. Nachdem das nicht gebundene Antigen dann ausgewaschen wurde, ist
die Menge an markiertem ICTP in der Kavitat umgekehrt proportional zur Menge an ICTP in
der Probe. Die Menge an markiertem ICTP wird nach Inkubation mit dem Substrat auf einem
Schittler gemessen, wobei wiederum eine Farbreaktion ablduft, die schliellich als
Endprodukt gemessen wird. Die ICTP-Konzentration der einzelnen Proben wird anschlie3end

mit einer Software anhand der Standardkurve ermittelt.

2.5.1.4. UPA-Activity Assay

Beim uPA (Urokinase-type Plasminogen Activator) handelt es sich um eine Serinprotease,
welche durch die Bindung an einen membranstdndigen Rezeptor aktiviert wird. Weiterhin
wird seine Aktivitat auch durch Cathepsin B und L getriggert. Die Aufgabe von uPA ist die
Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin, welches wiederum die Matrixmetalloproteasen zu
aktivieren vermag.

Das Assay-Prinzip besteht daraus, dass chromogenes Substrat, welches gleich zu Beginn mit
der unbekannten Serumprobe, Aqua dest. und Assay-Puffer in die Kavitat pipettiert wird,
durch das aktive uPA gespalten wird. Somit entsteht eine Farbreaktion, die proportional zur
uPA Quantitat in der Probe ist. Die Inkubationszeit betragt 10 min. bei 37°C.

2.5.1.5. Bio-Plex Cytokine Assay

Der Zytokin-Assay von Bio-Plex eignet sich dazu, mit einer sehr geringen Probenmenge und
in sehr kurzer Zeit ein komplettes Zytokinprofil des Patienten zu erstellen. Realisiert wird dies
durch den Einsatz von so genannten Beads, welche mehrere Bindungsstellen fir die
jeweiligen Zytokine aufweisen. VVon den unterschiedlichen Beads werden in einem Assay
genau so viele zum Einsatz kommen, wie Molekile gemessen werden sollen. Jedes Bead
reagiert dann spezifisch mit einem Antigen/Zytokintyp, an welches es kovalent bindet.
Zusétzlich wird wieder eine Standardreihe in Doppelbestimmung und Negativkontrolle
mitgefuhrt, um anhand dieser die Konzentration der jeweiligen Proben zu berechnen. Der
restliche Ablauf ist denen anderer Assay’s ahnlich. Unspezifisch gebundene Proteine werden
mittels mehrerer Waschschritte entfernt, wobei jedoch diese Platte mit einem speziellen
Absaugsystem gereinigt wird. Danach werden biotinylierte Zweitantikérper auf die Platte
gegeben, die spezifisch an ein anderes Epitop des gleichen Antigens binden. Ein
Reaktionsdetergenz aus Streptavidin-Phycoerythrin ist schlieflich fir die Farbreaktion
verantwortlich, welche ihre Intensitat proportional zur Quantitat der Zytokine einstellt. Ein

Cytometer-Flow-Laser misst die Extinktion und die Bio-Plex -Software berechnet anhand
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dieser mit Bezug auf die Standardkurve das jeweilige Zytokinprofil in der Probe. Das
Zytokinprofil des von uns verwendeten Assay bestand aus acht verschiedenen Zytokinen: IL-
2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, GMCSF, Inf-y und TNF-a.

2.5.2.  Zusatzliche histologische und immunhistologische  Farbungen an

endomyokardialen Gewebeschnitten im Rahmen der Studie

2.5.2.1. Sirius-Red-Farbung

Die Sirius-Red-Farbung dient zum ubiquitaren Anfarben der Kollagenfaser, welche dann im
polyspektralen Licht sichtbar gemacht werden konnen. Flr den Farbeprozess werden die
Gefrierschnitte funf Minuten in Aqua dest gespult und dann eine Stunde ein einer Sirius-Red -
Féarbeldsung inkubiert. Diese Farbeldsung enthélt auler 1g Sirius-Red-Farbstoff auch 12g
Pikrinsdure in 1000ml Aqua dest geldst. Der pH-Wert der Losung liegt bei 2,0. Nach der
Inkubation werden die Schnitte in einer prozentual aufsteigenden Alkoholreihe (2 min in 90%
Ethanol, dann 2x2 min in 100% Ethanol) gewaschen und fir 2x5 min in Xylol inkubiert,
welches den Alkohol herauswéscht. Das Eindecken und Haltbarmachen erfolgt mit
Corbitbalsam.

Die Auswertung erfolgt am Polyspektralmikroskop mit einer Computersoftware (Lucia G).
Ausgewertet wird der ganze Schnitt ohne Artefakte und Freiflachen. Das angefarbte Kollagen
wird schlieBlich vom Computer als Area-Fraction berechnet (Area-fraction = der
durchschnittliche Kollagengehalt in % einer Biopsie gemessen an der Gesamtfldche). Das

Ergebnis stellt den Fibrosegrad des Gewebes dar.

2.5.2.2. Immunhistochemische Farbungen

Fur die spezielle Immunhistochemie verwendeten wir monoklonale Antikérper gegen MMP-
2, -3, -9, TIMP-1 und TIMP-4. Jeder Antikorper wurde zuvor in einer fir ihn optimalen
Verdinnung etabliert (siehe Tab.).

Tabelle 6: Ubersicht (iber die zur immunhistochemischen Anfirbung verwendeten Antikorper (Firma und

Chargennummer), ihrer gebrauchlichen Verdlinnung und des notwenigen Zweitantikorpers.

Antikorper Firma Spezies | VDG 2.AK Spezies VDG

MMP-2 Chemicon Rabbit 1:75 | EnVision | Anti Mouse | gebrauchsfertig
AB19167 und Rabbit
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MMP-3 Chemicon Mouse 1:20 | EnVision | Anti Mouse | gebrauchsfertig
MAB13412 und Rabbit

MMP-9 Calbiochem | Mouse 1:40 | EnVision | Anti Mouse | gebrauchsfertig
IM61 und Rabbit

TIMP-1 Calbiochem | Mouse 1:50 | EnVision | Anti Mouse | gebrauchsfertig
IM63 und Rabbit

TIMP-4 Chemicon Rabbit 1:40 | EnVision | Anti Mouse | gebrauchsfertig
AB19168 und Rabbit

Nach dem Auftauen der Objekttrager umrandet man die Schnitte mit einem Diamantkratzer
oder einem Fettstift, damit, falls man zwei Antikorper auf einem Objekttrager farben maochte,
die Antikorperverdiinnungen nicht ineinander verlaufen. Danach werden die Schnitte fir finf
Minuten an das Puffermilieu in 1xPBS gewohnt. Mit dem nachsten Schritt wird die endogene
Peroxidase blockiert. Dazu miissen die Schnitte 5 Minuten in 0,075% H,0O, auf dem Schiittler
inkubieren. AnschlieRend wird das H,O, mit dem 25xPBS aus den Schnitten gewaschen. Der
Erstantikorper wird nun in der oben aufgezeigten Verdinnung in einem Gemisch aus 1xPBS
und 10%-FCS auf die jeweiligen Schnitte aufgetragen und in einer Feuchtkammer ca. eine
Stunde lang inkubiert. Der Schnitt wird danach in 1xPBS fiir 2mal funf Minuten gewaschen,
damit unspezifische Bindungen herausgewaschen werden. Der Zweitantikorper (EnVision) ist
bereits gebrauchsfertig und wird so auf die Schnitte pipettiert und wiederum in einer
Feuchtkammer fiir ca. 30 Minuten inkubiert. Die Feuchtkammer dient zum Schutz gegen das
Austrocknen der Schnitte wahrend der Inkubation. Es folgt ein anschlieRender Waschschritt
und dann wird die Peroxidase des 2.AK mit einer Carbazolmischung sichtbar gemacht. Diese
besteht aus 50 mg 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC), 10 ml N,N-Dimethylamid (Salz der
Ameisensédure in Alkohol gelost), 15 ml Essigsdure, 35 ml 0,2 M Natriumacetat und 100 pl
30% H,0,, alles auf 200 ml Aqua dest. Nach 12 Minuten Inkubation im Dunkeln auf einem
Schittler wird nochmals gewaschen und dann eine Kernfarbung in Hamalaun Uber vier
Minuten durchgefiihrt. Die Schnitte werden sechsmal mit kaltem, dann zehn Minuten unter
heilRem Leitungswasser gespult und dann mit flissiger Glyceringelantine eingedeckelt.

Die Auswertung erfolgt am Mikroskop mit einer Computersoftware (Lucia G). Die Schnitte
werden komplett mit dem Mikroskop abgearbeitet, wobei jedoch Artefakte, R&nder und
Leerrdume ausgeschnitten werden. Die Software errechnet einen Mittelwert flr den
jeweiligen Schnitt in Objekte/mm?2. Vorteil dieser computermodifizierten Auswertung ist ein
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objektivertes Ergebnis und damit eine sehr geringe ,,Interobserver-Variabilitat*. Um maogliche

Fehlerquellen so gering wie mdglich zu halten, wird jeder Objekttrager zweimal ausgewertet.

2.6. Statistische Methoden

Um Ergebnisse als statistisch signifikant zu deklarieren muss ein durch Zufall zustande
gekommenes Ergebnis ausgeschlossen werden. Um dies zu gewahrleisten sind statistische
Testverfahren unerlasslich. Fir die hier angewendeten Testverfahren wurde eine
Fehlerwahrscheinlichkeit von <= 0,05 als signifikantes Ergebnis gewertet, wobei jeweils das
genaue Signifikanzniveau als p-Wert ausgegeben wurde. P-Werte groRer als 0,05 werden als

nicht signifikant (n.s.) angesehen.

2.6.1. Auswertung der Daten

Die Auswertung erfolgte mit einem SPSS-Programm, Version 11.0. Fir die Auswertung der
Signifikanzen zwischen den Gruppen ist der Man-Withney-U Test angewendet worden.
Lediglich bei der statistischen Auswertung der unterschiedlichen Medikamentengabe
zwischen den Gruppen ist der fishers-exact-test benutzt worden. Die Ergebnisse der
statistischen Auswertung sind im Ergebnisteil in den jeweiligen Tabellen und flr jeden
Versuch als Balkendiagramm dargestellt. Signifikante Ergebnisse sind in der Tabelle
zusatzlich mit einem ,,**“ gekennzeichnet und im Balkendiagramm mit einer Spange und

einem ,,*“, die zwei Gruppen mit signifikantem Unterschied bei einem Versuch verbindet.

2.7. Ethikvotum

Entsprechend der Versuche im Rahmen des SFB-Projektes (Sonderforschungsbereich)
bestand ein Ethikvotum. Alle Patienten hatten entsprechend dem Ethikvotum fiir den SFB
eine Einverstandniserklarung unterzeichnet, womit zusétzliche Untersuchungen an Blut,
Serum und Herzmuskelprobenmaterial vorgenommen werden konnten, welches nach der

klinisch notwendigen Diagnostik noch zur Verfligung stand.
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3. Ergebnisse

Die Ergebnisse der Studie werden im folgenden Ergebnisteil dargestellt. Alle Ergebnisse der
Studie wurden durch die oben beschriebenen statistischen Testverfahren abgesichert. Die
Voraussetzungen fur die Anwendung der statistischen Testverfahren wurden im Vorfeld alle
erfullt.

3.1. Das Patientenkollektiv

3.1.1. Demographische Datenlage

Das fur die Studie verwendete Patientenkollektiv wurde anfangs hinsichtlich der
demographischen Daten Uberpruft um weitestgehend homogene Gruppen zu erhalten. Leichte
Abweichungen beim Alter oder der Geschlechterverteilung lieBen sich im Vorfeld nicht
komplett ausschlieRen, da bei Erkrankungen wie dem Myokardinfarkt die Alters- und
Geschlechterverteilung stark von der DCM abweicht. Auch fallt das Kollektiv der
Blutspender im Altersdurchschnitt jiinger aus als das der DCM-/DCMi-Patienten. Wir flhrten
diese Abweichung auf eine deutlich groRere Spenderbereitschaft und auch

Spendertauglichkeit in den jungeren Altersgruppen zurick.

Insgesamt schlossen wir 26 Blutspender fur die Serumversuche in die Studie ein. Die
Positivkontrollen fur die Serumversuche stellte die Gruppe der 10 Patienten mit einem
Zustand am vierten Tag nach Myokardinfarkt (AMI) dar. Der Altersdurchschnitt der
Kontrollgruppe lag bei 44,88+1,84 Jahren, der der Myokardinfarktpatienten bei 61,5+3,49
Jahren. Somit unterschieden sich diese beiden Gruppen signifikant in ihrer Altersverteilung,
was bei der Betrachtung der Daten bertcksichtigt werden muss. Die Geschlechterverteilung
(f/m) war 3/23 bei den Kontrollpatienten und 1/9 bei den Infarktpatienten. Das prozentuale
Uberwiegen des mannlichen Geschlechtes zieht sich in dieser Studie im Trend durch alle
Gruppen und représentiert somit die reale demographische Pravalenz fir diese
kardiovaskularen Erkrankungen.

Die Gruppen der DCM- und DCMi - Patienten bestehen aus 20 bzw. 29 Patienten. Der
Altersdurchschnitt dieser beiden Gruppen unterschied sich nicht signifikant und lag fir die
Gruppe der DCM-Patienten bei 51,45+3,15 und bei der DCMi-Gruppe bei 48,48+2,39. Auch
die Geschlechterverteilung (f/m) unterschied sich mit 7/13 bei der DCM - Gruppe und 7/22
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bei der DCMi - Gruppe nicht signifikant. Myokardgewebe konnte bei insgesamt 26 Patienten,
12 aus der DCM-Gruppe und 14 aus der DCMi-Gruppe, analysiert werden, das nicht bei allen
Patienten nach der klinischen Routinediagnostik zur Verfligung stand. Die Anzahl der
Patienten fur die jeweiligen Versuche ist in Tabelle 7 angegeben. Aufgrund kleinerer
GruppengrolRen bei der immunhistologischen Auswertung konnten nicht immer signifikante

Ergebnisse produziert werden, so dass einige Daten nur im Trend erkennbar sind.

Tabelle 7: Die Tabelle zeigt die Anzahl, Alters- und Geschlechtsverteilung der an der Studie
teilnehmenden Patienten. Liegt ein p-Wert im Signifikanzniveau (0,05), ist dieser Wert mit

einem Sternchen gekennzeichnet.

n Alter Gender (f/m)
Blutspender-Kontrollgruppe 26 26 /44,88+1,84 3/23
(SK)
DCM 20 20/51,45+3,15 7/13
DCMi 29 29/ 48,48+2,39 7122
AMI (4.Tag) 10 10/ 61,5+3,49 1/9
p-value (SK vs. DCM) - 0,0512 -
p-value (SK vs. DCMi) - 0,1971 -
p-value (SK vs. AMI) - 0,0006* -
p-value (DCM vs. DCMi) - 0,5417 -
p-value (DCM vs. AMI) - 0,585 -
p-value (DCMi vs. AMI) - 0,0047 -
*
Alter ]
701 | -
60+

|
R
L

404 Abbildung 2: Die Altersverteilung der
304 E : an der Studie teilnehmenden Patienten
: : als Balkendiagramm. Signifikante
Unterschiede zwischen zwei Gruppen
104 E : sind mit * gekennzeichnet. Die y-

: d Achse zeigt das Alter in Jahren an.

sk DCM  DCMi AMI
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3.1.2. Hamodynamische Daten

Die hdmodynamischen Daten wurden von den Gruppen der DCM-/DCMi- und der AMI-
Patienten erhoben. Die Blutspender wurden anamnestisch als kardial gesund deklariert und
wir gingen somit von einer physiologischen Pumpfunktion des Herzens aus. Eine
echokardiographische Erhartung dieser klinischen Einschatzung erfolgte nicht, da bei diesen
Patienten keine kardiale Erkrankung vorlag.

Die DCM- und DCMi-Patienten glichen sich hinsichtlich ihrer hamodynamischen Daten
weitestgehend, da die p-Werte beim Vergleich der Gruppen keine signifikanten Unterschiede
aufzeigten. Die Ejektionsfraktion lag bei der DCM — Gruppe bei 26+2,99% und bei der DCMi
— Gruppe bei 25,86+2,0%. Der LVEDD lag ebenfalls im gleichen Bereich mit 72,7+2,2 mm
bei der DCM - Gruppe und 69,76+1,05 mm bei der DCMi — Gruppe. Der LVEDP befand sich
bei den DCM - Patienten bei 14,24+1,56 mmHg (gemessen bei 17 der 20 Patienten) und mit
15,5441,82 mmHg (gemessen bei 28 der 29 Patienten) im gleichen Bereich. Somit
unterscheidet sich die hd&modynamische Datenlage zwischen den beiden Gruppen nicht
signifikant und damit sind die Gruppen hinsichtlich ihrer Pumpfunktion des Herzens sehr gut
miteinander vergleichbar. Alle Mittelwerte der hdamodynamischen Werte der DCM-Gruppen
sowie p-value sind in der Tabelle 8 zu finden. Weiterhin sind die hdmodynamischen Werte in
der Abbildung 3 — 5 graphisch abgebildet.

Tabelle 8: Tabellarische Ubersicht der himodynamischen Paramater aller DCM- und DCMi-Patienten.

p-value zeigt in diesem Falle keine signifikanten Unterschiede.

LVEF LVEDD LVEDP
DCM (n=20) 20/ 26+2,99 20/72,7422 | 17/14,24+156
DCMi (n=29) 29/2586+2,0 | 29/69,76+1,05 | 28/ 1554+1,82

p-value (DCM vs. DCMi) 0,699 0,101 0,760




Ergebnisse

EF

30

20+

%

10+

Abbildung 3: Darstellung der Ejektions-

fraktion (Mittelwerte und Standardabweichungen)
als Balkendiagramm. Gemessen

wurden die Patienten der DCM- und der
DCMi-Gruppe. Die y-Achse zeigt die
Ejektionsfraktion in % an. Kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen.
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Abbildung 4: Darstellung des
linksventrikuléren enddiastolischen
Durchmessers (Mittelwerte und
Standardabweichung) als
Balkendiagramm. Gemessen wurden alle
Patienten der DCM- und DCMi-Gruppe.
Die y-Achse gibt den LVEDD in mm an.
Kein signifikanter Unterschied zwischen
beiden Gruppen.

Abbildung 5: Darstellung des
linksventrikuldren enddiastolischen
Druckes (Mittelwerte und
Standardabweichung) als
Balkendiagramm. Die y-Achse gibt den
LVEDP in mmHg an. Kein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Gruppen.

Bei der gesunden Kontrollgruppe wurde im Vorfeld anamnestisch sichergestellt, dass keiner

der Blutspender eine kardiale Medikation einnahm.

Die Medikation der Patientengruppen wurde den Krankenakten entnommen und war auf dem

Stand der Krankenhausentlassung in der Epikrise festgehalten. Zwischen den beiden DCM-
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und DCMi — Patientenkollektiven war kein signifikanter Unterschied der Medikation mit
ACE-Hemmern bzw. AT-1 Blockern, R-Blockern,

Digitalisglykosiden zu erkennen (siehe Tabelle 9).

Diuretika, Spironolacton und
Die Gruppe der AMI —Patienten unterschied sich von den beiden DCM - Gruppen signifikant
hinsichtlich der Einnahme folgender Medikamente: Digitalisglykoside, Spironolactone und
Diuretika (siehe Tabelle 9). Die Medikation mit ACE-Hemmern bzw. AT-1 Blockern und RB-
Blockern deckt sich weitestgehend mit den DCM — Gruppen.

Tabelle 9: Tabellarische Ubersicht (iber die Medikation der Patienten aller vier Studiengruppen. Signifikante
Unterschiede in der medikamentdsen Behandlung der Patienten zwischen den verschiedenen Gruppen sind mit *

gekennzeichnet. Die Signifikanzen wurden mit dem fishers exact test bestimmt.

Beta- ACE- Diureti | Spironolacton Digitalis
Blocker Hemmer kum
bzw. AT1-
Blocker
Blutspender- 0/26 0/26 0/26 0/26 0/26
Kontrollgruppe
(SK)
DCM 18/20 19/20 19/20 20/20 13/20
DCMi 26/29 27/29 24/29 26/29 23/29
AMI (4.Tag) 8/10 8/10 4/10 0/10 0/10
p-value (SK vs. | p<0,0001* p<0,0001* p<0,0001* p<0,0001* p<0,0001*
DCM)
p-value (SK vs. | p<0,0001* p<0,0001* p<0,0001* p<0,0001* p<0,0001*
DCMi)
p-value (SK vs. | p<0,0001* p<0,0001* p=0,0036* p=1,000 p=1,000
AMI)
p-value (DCM p=1,000 p=1,000 p=0,379 p=0,260 p=0,331
vs. DCMi)
p-value (DCM p=0,251 p=0,584 p=0,002* p<0,0001* p=0,001*
vs. AMI)
p-value (DCMi p=0,267 p=0,587 p=0,017* p<0,0001* p<0,0001*
vs. AMI)
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3.1.4. Virusgenomnachweis

In der Routineverarbeitung der Biopsieproben und zu weiteren Forschungszwecken wurde
mittels PCR versucht ein Virusgenom (Coxsackieviren, Adenoviren, Parvoviren etc.) zu
isolieren. Es gelang bei 35% der DCM-Patienten und bei 62% der DCMi-Patienten ein
Virusgenom mit der oben genannten Methode nachzuweisen. Der Unterschied ist mit p=0,06
nicht signifikant. Fir unsere Studie ist das Vorhandensein von Virusgenom in den
Herzmuskelproben nicht weiter von Bedeutung und wird, da statistisch nicht signifikant, die

folgenden Versuchsreihen nicht beeinflussen.

3.2. Versuchsreihen

3.2.1. Serumparameter (MMP’s, TIMP-1, Zytokine und pro-BNP)

3.2.1.1. TIMP-1

Die Bestimmung des Tissueinhibitoren-1 der Matrixmetalloproteinasen im Serum der
Patienten ergab folgende Resultate:

DCM vs. DCMi: Bei der DCM-Gruppe wurde ein TIMP-1 von 343,5+27,31 ng/ml, bei der
DCMIi-Gruppe von 285,6+15,43 ng/ml gemessen. Die beiden DCM- Gruppen unterscheiden
sich nicht signifikant voneinander, jedoch ist ein tendenzieller Abfall von TIMP-1 in der
DCMIi-Gruppe gegeniber der DCM-Gruppe um 16,86% zu verzeichnen. Der p-Wert liegt
mit 0,0628 nahe am Signifikanzniveau.

SK, DCM, DCMi, AMI: Die Blutspendergruppe hatte ein TIMP-1 von 218,759,155 ng/ml
im peripheren Blut und bei den Herzinfarktpatienten wurden 305,4+14,88 ng/ml bestimmt.
Bei p=0,475 gibt es keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Blutspendern
und der AMI-Gruppe.

Die Gruppen der DCMi-Patienten und AMI-Patienten heben sich signifikant zu den
Blutspendern ab (p=0,002* und p<0,0001*). Weiterhin gibt es einen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen den DCM- und AMI-Patienten mit p<0,0001*. Alle Messwerte und
Signifikanzen sind nochmals in der Tabelle 10 aufgefuhrt, die Abbildung 6 stellt die
Ergebnisse graphisch dar.
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| Abbildung 6: Darstellung der
TIMP1 Ergebnisse (Mittelwerte und
Standardabweichungen)  der
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3.2.1.2. MMP-1

Die Messung der Kollagenase MMP-1 im Serum der Patienten ergab:

DCM vs. DCMi: Die DCM-Gruppe hatte 3,88+0,37 ng/ml MMP-1 im Serum, bei den
DCMi-Patienten wurden 6,37+0,57 ng/ml gemessen. Damit liegt der Serum-MMP-1 Wert
der DCMi-Gruppe signifikant (p=0,003*) Gber dem der DCM-Gruppe.

SK, DCM, DCMi, AMI: Bei den Blutspendern ist ein MMP-1 Messwert von 5,59+0,53
ng/ml, bei der AMI-Gruppe 6,93+1,04 ng/ml gefunden worden. Damit liegt der Messwert der
Herzinfarktgruppe ebenfalls signifikant (ber der DCM-Gruppe (p=0,024*). Der
Myokardinfarkt, als Akutereignis liegt mit seinen Messwert Uber denen aller anderen
Gruppen. Alle Messwerte und Signifikanzen sind nochmals in der Tabelle 10 aufgefihrt, die

Abbildung 7 stellt die Ergebnisse graphisch dar.

MMP1 %
% | Abbildung 7: Darstellung der
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: Serum aller vier

Patientengruppen. Die y-Achse
ﬁ gibt den Messwert flir MMP-1 in
ng/ml wieder. Signifikanzen
zwischen zwei Gruppen wurden
mit * gekennzeichnet.
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3.2.1.3. MMP-3

Die Bestimmung der MMP-3 im Serum aller Patienten zeigte:

DCM vs. DCMi: Die DCM-Patienten hatten einen Mittelwert von 13,77+3,02 ng/ml und die
DCMi-Patienten 18,26+2,88 ng/ml von MMP-3 im Serum. Damit liegt die DCMi-Gruppe
tendenziell, aber nicht statistisch signifikant (p=0,542), leicht Uber der DCM-Gruppe.

SK, DCM, DCMi, AMI: Die Blutspender zeigten 11,30+0,91ng/ml MMP-3 im peripheren
Blut, die Herzinfarktgruppe lag bei 17,59+5,35 ng/ml. Die AMI-Gruppe liegt somit auf
nahezu demselben Niveau wie die DCMi-Gruppe. Zwischen den Blutspendern als
Negativkontrolle und der DCM-Gruppe ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied
(p=0,017*). Weiterhin liegen die AMI-Patienten als Positivkontrolle mit p=0,055 nahe am
Signifikanzniveau Uber der Blutspendergruppe. Alle Messwerte und Signifikanzen sind

nochmals in der Tabelle 10 aufgefiihrt, die Abbildung 8 stellt die Ergebnisse graphisch dar.

MMP3

254 * Abbildung 8 : Darstellung der
T Ergebnisse (Mittelwerte und
201 T Standardabweichungen) der MMP-
15 -I- 3 Messparameter im Serum aller
B vier Patientengruppen. Die y-Achse
104 e gibt den Messwert fir MMP-3 in
o ng/mi wieder. Signifikanzen
51 i zwischen zwei Gruppen wurden mit

. i * gekennzeichnet.
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3.2.1.4. MMP-9

Die Bestimmung der Gelatinase MMP-9 im Serum erbrachte die folgenden Ergebnisse:

DCM vs. DCMi: Die DCM-Gruppe zeigte 32,44+3,45 ng/ml, die DCMi-Gruppe 30,50+2,56
ng/ml MMP-9 im Serum. Damit liegen die beiden Gruppen in etwa auf dem gleichen Niveau
und unterscheiden sich nicht signifikant (p=0,669).

SK, DCM, DCMi, AMI: Vergleicht man alle vier Patientengruppen miteinander, féllt auf,
dass die Blutspender mit einem Mittelwert von 254,2+19,15 ng/ml und die AMI-Patienten
mit 354,8+33,91 ng/ml signifikant (ber den beiden DCM-Gruppen liegen. Die
entsprechenden Messparameter sowie die p-Werte sind in der Tabelle 10 zu finden. Die

Abbildung 9 stellt die Messergebnisse der Gelatinase MMP-9 graphisch dar.
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| MMP9 Abbildung 9 : Darstellung der
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Standardabweichung) im Serum
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3.2.15.ICTP

Da dieser Elisa sich in der klinischen Routinediagnostik etabliert hat, existiert hier ein fest
definierter Toleranzbereich fir gesunde Menschen. Jeder unserer Blutspender befand sich
mit seinen Messwerten fir ICTP in diesem Toleranzbereich, was gleichzeitig als Kontrolle
fur die Genauigkeit unserer Messwerte diente und unsere Kontrollgruppe in ihrer

Geeignetheit fiir diese Studie bestatigte.

Die Werte des Kollagendegradationsmarkers ICTP ergaben folgende Ergebnisse:

DCM vs. DCMi: Bei der DCM-Gruppe war das ICTP mit einem Mittelwert von 8,07+1,32
pg/l. Die DCMi-Gruppe lag mit 6,13+0,88 ug/l nahe am Signifikanzniveau darunter
(p=0,067).

SK, DCM, DCMi, AMI: Bei unserer Kontrollgruppe fand sich 2,92+0,02 pg/l ICTP im
Serum und die Positivkontrolle AMI-Gruppe kam auf einen Mittelwert von 9,50+1,22 pg/l.
Statistisch signifikante Unterschiede wurden jeweils zwischen der Kontrollgruppe und den
DCMi-Patienten (p<0,0001%*), der Kontrollgruppe und AMI-Gruppe (p<0,0001*), der AMI-
Gruppe und der DCM-Gruppe (p<0,0001*) sowie der AMI-Gruppe und der DCMi-Gruppe
(p=0,007*) gefunden. Alle Messwerte und Signifikanzen sind nochmals in der Tabelle 10

aufgefuhrt, die Abbildung 10 stellt die Ergebnisse graphisch dar.



Ergebnisse 53

1254 Abbildung 10 : Darstellung der

h Ergebnisse (Mittelwerte und
10.04 Standardabweichungen) der ICTP
75 T Messparameter im Serum aller vier
' 3 T Patientengruppen. Die y-Achse gibt
5.0 den Messwert fiir ICTP  in
pg/mi wieder. Signifikanzen
zwischen zwei Gruppen wurden mit *
gekennzeichnet.

2.54

0.0

T J
DCM DCMi AMI

]

*

3.2.1.6. uPA

Die Bestimmung von uPA im Serum zeigte folgende Ergebnisse:

DCM vs. DCMi: Bei der DCM-Gruppe fand man ein uPA im Serum von 5,55+0,76 U/L, das
nahe am Signifikanzniveau (p=0,088) uber dem Mittelwert der DCMi-Patienten mit
4,15+0,51 U/L lag.

SK, DCM, DCMi, AMI: Die Kontrollgruppe zeigte einen Wert von 4,04+0,27 U/L und liegt
damit anndhernd auf dem gleichen Niveau mit den DCMi-Patienten und der AMI-Gruppe,
die 3,55+0,85 U/L im Serum aufweisen. Die Gruppe der DCM-Patienten unterscheidet sich
signifikant von den Blutspendern (p=0,044*) und befindet sich im Trend tber den Werten
der restlichen Gruppen. Die ubrigen Gruppenvergleiche ergaben keine statistisch
signifikanten Unterschiede. Alle Messwerte und Signifikanzen sind nochmals in der Tabelle

10 aufgefihrt, die Abbildung 11 stellt die Ergebnisse graphisch dar.
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Tabelle 10: Ubersicht iiber die GruppengréBen, Mittelwerte (MMP’s und TIMP-1 = ng/ml; ICTP=pg/ml; uPA=

U/L) und Standardabweichungen fiir die einzelnen Serummessparameter. P-value beschreibt die Unterschiede

zwischen zwei Patientengruppen und ist mit 0,05 (oder kleiner) im signifikanten Bereich und zusétzlich mit *

gekennzeichnet.

MMP-1 MMP-3 MMP-9 TIMP-1 ICTP UPA
Blutspender- 26/5,59+0,53 26/11,30+ 26/254,2+19,15 26/218,75+ | 26/2,92+0 | 26/4,04+
Kontrollgruppe 0,91 9,155 ,02 0,27
(SK)
DCM 20/3,88+0,37 20/13,77+ 20/32,44+3,45 20/343,5+ 20/8,07+1 | 20/5,55+
3,02 27,31 32 0,76
DCMi 29/6,37+0,57 | 29/18,26+2, | 29/30,50+2,56 | 29/285,6+15, | 29/6,13+0 | 29/4,15+
88 43 ,88 0,51
AMI (4.Tag) 10/6,93+1,04 10/17,59+ 10/354,8+33,91 10/305,4+ 10/9,50+1 | 10/3,55+
5,35 14,88 22 0,85
p-value (SK vs. p=0,06 p=0,017* p<0,0001* p=0,475 p=0,183 p=0,044*
DCM)
p-value (SK vs. p=0,372 p=0,567 p<0,0001* p=0,002* p<0,0001 | p=0,321
DCMi) *
p-value (SK vs. p=0,148 p=0,055 p=0,013* p<0,0001* p<0,0001 p=0,061
AMI) *
p-value (DCM vs. p=0,003* p=0,542 p=0,669 p=0,0628 p=0,067 p=0,088
DCMi)
p-value (DCM vs. p=0,024* p=0,112 p<0,0001* p<0,0001* p<0,0001 p=0,311
AMI) *
p-value (DCMi vs. p=0,764 p=0,316 p<0,0001* p=0,332 p=0,007* | p=0,155

AMI)

3.2.1.7. Zytokinmessungen im Serum

Die Zytokinbestimmung im Serum der Patienten wurde

mittels Bioplex Zytokinassay

durchgefuhrt und umfasste mit einer Messung den Nachweis von IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-
10, GMCSF, INF-y und TNF-a. Die Zytokinbestimmungen im Serum funktionierten mit dem

Bioplex Assay einwandfrei, doch da einige Patienten bei den Zytokinnachweisen unter oder

uber der Nachweisgrenze lagen und somit nicht miterfasst werden konnten, variiert die

GruppengrolRe innerhalb der Zytokinmessung leicht. Trotz dessen sind die Gruppen

ausreichend grof3 um statistisch verwertbare Ergebnisse zu erzielen.
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Die Ergebnisse und das Signifikanzniveau werden in unten stehender Tabelle 11 aufgelistet

und anschlielend als S&ulendiagramme (Abbildung 12-19) graphisch abgebildet.

Tabelle 11: Ubersicht tber die GruppengroRen, Mittelwerte (pg/ml) und Standardabweichungen fir die
einzelnen Serummessparameter der Zytokine. P-value beschreibt die Unterschiede zwischen zwei

Patientengruppen und ist mit 0,05 (oder kleiner) im signifikanten Bereich und zusétzlich mit * gekennzeichnet.

IL-2 IL-4 IL-6 IL-8 IL-10 GMCS INF-y TNF-a
F
Blutspender- | 24/ 24%| 24*| 24* 3226+ | 24*/ 24/5,05+ | 24/5,9+1,34 24*|
Kontrollgrup 11,12+3,13 | 9,44+2,12 49,95+ 633,9 26,93+ 1,8 6,77+1,6
8,69 4,48 7
pe (SK)
DCM 14%/ 9%/15,34+ 18%/ 17/ 245,4+ | 18/ 14/ 17/ 17%/8,98
28,69+9,04 | 3,68 86,58+ 100,1 47,25+ 327,44 57,58+23,62 +2,63
23,54 25,60 177,1
DCMi 27/35,49+ | 23/43,19+ | 28% 28%/774,8+ | 28/ 27/ 28/ 29/
12,20 19,28 253,5+ 108,6 121,8+ 60,01+ 41,12+20,75 31,33%1
57,58 52,78 28,45 4,86
AMI (4.Tag) | 0% 10%/ 10%/ 10%/ 10/ 10%/ 10/ 2,63+1,87 | 10%
2,11+0,97 3,0142,0 138,8+ 304,7+ 259,9+ 0,53+ 1,98+0,5
41,32 28,72 180,41 0,63 5

p-value (SK p=0,019* p=0,004* p=0,146 p=0,083 | p=0,018* | p<0,0001 | p<0,0001* p=0,245
vs. DCM)

p-value (SK p=0,023* p=0,282 | p<0,0001* | p=0,004* | p=0,010* | p=0,020* p=0,019* p=0,025
vs. DCMI)

*

p-value (SK p=0,003* p=0,010* p=0,003* | p<0,0001* | p=0,238 | p=0,008* p=0,015* p=0,003
vs. AMI)

*

p-value p=0,783 p=0,476 p=0,006* | p=0,011* | p=0,011* | p=0,371 p=0,708 p=0,322
(DCM vs.
DCMi)

p-value p=0,482 p=0,090 p=0,741 | p<0,0001* | p=0,024* | p=0,004* p=0,049* p=0,980
(DCM vs.
AMI)

p-value p<0,0001* p=0,001% p=0,546 p=0,023* | p=0,368 | p<0,0001 p=0,001* p=0,001
(DCMi vs.
AMI)

* *
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Abbildung 13: Graphische Darstellung
der Serummessparameter (Mittelwerte
und Standardabweichungen) fur IL-4
aller vier Patientengruppen. Die y-Achse
gibt die Messwerte in pg/ml wieder.
Signifikanzen zwischen zwei Gruppen
sind mit * gekennzeichnet.

Abbildung 12: Graphische Darstellung der
Serummessparameter (Mittelwerte und
Standardabweichungen) fir IL-2 aller vier
Patientengruppen. Die y-Achse

gibt die Messwerte in pg/ml wieder.
Signifikanzen zwischen zwei Gruppen sind
mit * gekennzeichnet.

* *
* | I *
| |
IL6 IL8
350- 4000=
3004 —|— —l_
2504 3000+
*
2004 :
= 20004 E I I
150+ . : * *
100- 10004 E I | I
. i
50_ — :
0 0 - | 1 1 1
1 1 1
SK DCM DCMi AMI SK DCM DCMi AMI
I I
*

Abbildung 14: Graphische Darstellung Abbildung 15: Graphische Darstellung der

der Serummessparameter (Mittelwerte
und Standardabweichungen) fur IL-6
aller vier Patientengruppen. Die y-Achse
gibt die Messwerte in pg/ml wieder.
Signifikanzen zwischen zwei Gruppen
sind mit * gekennzeichnet.

Serummessparameter (Mittelwerte und
Standardabweichungen) fir 1L-8 aller vier
Patientengruppen. Die y-Achse gibt die
Messwerte in pg/ml wieder. Signifikanzen
zwischen zwei Gruppen sind mit *
gekennzeichnet.
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Abbildung 16: Graphische Darstellung
der Serummessparameter (Mittelwerte
und Standardabweichungen) fur IL-10
aller vier Patientengruppen. Die y-Achse
gibt die Messwerte in pg/ml wieder.
Signifikanzen zwischen zwei Gruppen
sind mit * gekennzeichnet.
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Abbildung 18: Graphische Darstellung
der Serummessparameter (Mittelwerte
und Standardabweichungen) fiir
Interferon-gamma aller vier
Patientengruppen. Die y-Achse gibt die
Messwerte in pg/ml wieder.
Signifikanzen zwischen zwei Gruppen
sind mit * gekennzeichnet.

57
*
I
GMCSF
*
600 ‘ | |
500+
400+ T
300+
*
200+
1
0 1 T L T
SK DCM DCMi AMI

| * |

Abbildung 17: Graphische Darstellung der
Serummessparameter (Mittelwerte und
Standardabweichungen) fiir GMCSF aller
vier Patientengruppen. Die y-Achse gibt die
Messwerte in pg/ml wieder. Signifikanzen
zwischen zwei Gruppen sind mit *
aekennzeichnet.
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Abbildung 19: Graphische Darstellung der
Serummessparameter (Mittelwerte und
Standardabweichungen) fir TNF-alpha aller
vier Patientengruppen. Die y-Achse gibt die
Messwerte in pg/ml wieder. Signifikanzen
zwischen zwei Gruppen sind mit *
gekennzeichnet.
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3.2.1.8. pro-BNP

Das im Serum bestimmte pro-BNP, welches als Indikator fiir eine ventrikuldre
Pumpschwaéche gilt, ist bei allen Gruppen (DCM, DCMi und AMI) in Bezug auf die
Kontrollgruppe signifikant erhoht. Die Kontrollgruppe zeigt einen Wert von 4,65+1,55
pmol/l, die DCM-Gruppe 292,4+67,63 pmol/l, die DCMi-Gruppe 260,2+48,06 pmol/l und
die Gruppe mit den akuten Myokardinfarkten 304,37+80,34 pmol/l. Die drei erkrankten
Gruppen liegen bei sehr hoher Standardabweichung auf ca. gleichem Niveau. Es gibt keine

signifikanten Unterschiede zwischen ihnen.

* BNP
400~ _
Abbildung 20: Graphische
300+ Darstellung der Serummessparameter
= (Mittelwerte und
g 200+ Standardabweichungen) flir pro-BNP
e aller vier Patientengruppen. Die y-
1004 Achse gibt die Messwerte in pg/ml
wieder. Signifikanzen zwischen zwei
o Gruppen sind mit * gekennzeichnet.
controls DCM DCMi AMI
| * |
|
*

3.2.2. Histologie

3.2.2.1. Sirius-Red Farbung

Die histologische Untersuchung des Kollagengehaltes des Biopsiematerials ergab eine
signifikante Zunahme (p=0,01*) des Fibrosegrades von der DCM - Gruppe mit 0,42+0,1%
Kollagengehalt (14 von 20 Patienten) zur DCMi — Gruppe mit 1,02+0,13% (15 Patienten von
29). Alle Biopsieschnitte wurden mit der Lucia Software zweifach ausgewertet und der
Mittelwert als Area-Fraction ausgegeben. Der Kollagengehalt in Prozent ist nur auf den
Herzmuskelanteil der Schnitte bezogen. Freirdume, Geféalle und Artefakte wurden bei der
Auswertung nicht mit bertcksichtigt. Alle Messwerte und Signifikanzen sind nochmals in
der Tabelle 12 aufgefihrt, die Abbildung 21 stellt die Ergebnisse graphisch dar.
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*
SiriusRed |
1259 Abbildung 21: Graphische
1.00- [ Darstellung (Mittelwert und
' Standardabweichung) der
0.75- SiriusRed Areafraction der

beiden DCM-Gruppen. Die y-

0.504 -1 Achse gibt die Areafraction in

% wieder. Signifikanter

o] | gg%ggg Unterschied zwischen beiden
DCM

0.00 Gruppen (p=0,01%).
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3.2.2.2. Immunhistologische Farbung

Wie bereits oben beschrieben, konnte nicht von jedem Patienten, der in dieser Studie
eingeschlossen wurde, eine umfangreiche Immunhistologie Uber die klinische
Routinediagnostik hinaus gemacht werden. Die Gruppengrofie wurde an dieser Stelle Kleiner
gehalten. In den tabellarischen Darstellungen (Tabelle 12) ist daher vor jedem Mittelwert der

entsprechenden Gruppe die Anzahl der eingeschlossenen Patienten aufgefuhrt.

3.2.2.2.1.CD3

Im Rahmen der klinischen Routinediagnostik wurde von allen Patientenbiopsien eine CD3-
Féarbung angefertigt, um den Grad der Inflammation des Herzmuskelgewebes abschatzen zu
konnen und eine Diagnose hinsichtlich einer intramyokardialen Entziindung stellen zu
konnen. Die von uns untersuchten Patientengruppen unterschieden sich signifikant in ihrer
Infiltration von CD3"-Zellen im Herzmuskelgewebe (p<0,0001*). Die DCM-Gruppe wies
lediglich eine Infiltration von 2,11+0,42 Zellen pro mm?2 auf, wo hingegen die Patienten mit
inflammatorischer DCM eine mittlere Infiltration von 18,91+6,41 Zellen pro mm?2 aufwiesen.
Die Grenze in der klinischen Diagnostik betragt 7 Zellen/mm2. Bis zu dieser Grenze werden
Herzmuskelgewebe als nichtentziindlich eingestuft, alles, was tber den 7 Zellen/mm? liegt,
wird als intramyokardiale Entziindung beschrieben. Alle Messwerte und Signifikanzen sind
nochmals in der Tabelle 12 aufgefiihrt, die Abbildung 22 stellt die Ergebnisse graphisch dar.
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Abbildung 22:Graphische Darstellung
(Mittelwert und Standardabweichung)
der CD-3 Zellen/mm? der beiden DCM-
Gruppen. Die y-Achse gibt die absolute

Anzahl der CD-3 Zellen/mm?2 wieder.
ﬁ Signifikanter Unterschied zwischen
beiden Gruppen (p=0,000%).
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3.2.2.2.2. MMP-2

Bei dem immunhistologischen Nachweis der Gelatinase MMP-2 konnte ein anndhernd
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen herausgearbeitet werden (p=0,060).
Die Gruppen wiesen bei reduzierter GroRe von 12 bei den DCM-Patienten und 14 bei den
DCMi-Patienten eine tendenzielle Erh6hung der MMP-2 Expression in den Biopsien beli
intramyokardialer Entzindung auf. Die DCM-Gruppe hatte vom Mittelwert eine MMP2-
Expression von 108,22+27,84 Zellen pro mm?, im Gegensatz zur DCMi-Gruppe mit
189,53+25,21 Zellen pro mm2. Alle Messwerte und Signifikanzen sind nochmals in der

Tabelle 12 aufgefiihrt, die Abbildung 23 stellt die Ergebnisse graphisch dar.

MMP2Histo
250

Abbildung 23:Graphische
200+ [ Darstellung des MMP-2 Gehaltes
(Mittelwert und
1501 Standardabweichung) der beiden
" DCM-Gruppen, in den

: Biopsieschnitten. Die y-Achse gibt
504 : die absolute Anzahl der MMP-2

: positven Zellen/mm? wieder. Kein
signifikanter Unterschied (p=0,060).

1004

DCM DCMi

3.2.2.2.3. MMP-9

Die Expression der MMP-9 unterschied sich in der immunhistologischen Untersuchung
zwischen den beiden Gruppen der dilatativen Kardiomyopathie nicht signifikant. Die
Patientengruppe ohne Entziindung im Myokard zeigte 156,81+39,33 Zellen/mm?2 und die
Gruppe mit Entzindung 216,1+59,71 Zellen/mm?2. Damit ist, auch aufgrund der groflRen

Standardabweichung, kein eindeutiger Trend zwischen den beiden Gruppen vorhanden
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(p=0,7823). Alle Messwerte und Signifikanzen sind nochmals in der Tabelle 12 aufgefihrt,

die Abbildung 24 stellt die Ergebnisse graphisch dar.
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3.2.2.2.4. MMP-3
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Abbildung 24:Graphische
Darstellung des MMP-9 Gehaltes
(Mittelwert und
Standardabweichung) der beiden
DCM-Gruppen in den
Biopsieschnitten. Die y-Achse gibt
die absolute Anzahl der MMP-9
positven Zellen/mm? wieder. Kein
signifikanter Unterschied
(p=0,7823).

Die MMP-3 Immunhistologie ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied, jedoch

einen eindeutigen Trend der MMP-3 Expression in der Gruppe der DCMi Patienten mit
56,76+28,54 gegeniiber der DCM-Gruppe mit 14,8848,38 Zellen/mm?2. Die Gruppengrofie ist
mit 14 Patienten in beiden Gruppen ausgeglichen und der p-Wert betrégt hier 0,2414. Alle

Messwerte und Signifikanzen sind nochmals in der Tabelle 12 aufgefiihrt, die Abbildung 25

stellt die Ergebnisse graphisch dar.
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Abbildung 25:Graphische
Darstellung des MMP-3 Gehaltes
(Mittelwert und
Standardabweichung) der beiden
DCM-Gruppen in den
Biopsieschnitten. Die y-Achse
gibt die absolute Anzahl der
MMP-3 positven Zellen/mm?
wieder. Kein signifikanter
Unterschied (p=0,2414).
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3.2.2.25. TIMP-1

Mit der TIMP-1 Anfarbung der Biopsieschnitte konnte ein signifikanter Unterschied
(p=0,0366) zwischen beiden DCM-Gruppen herausgearbeitet werden. Bei gleicher
Gruppengrolle von 14 Patienten betrug der Mittelwert der DCM-Gruppe 5,91+1,39
Zellen/mm? und der der DCMi-Gruppe 20,74+7,89 Zellen/mm2. Alle Messwerte und
Signifikanzen sind nochmals in der Tabelle 12 aufgefuhrt, die Abbildung 26 stellt die
Ergebnisse graphisch dar.

Abbildung 26:Graphische

TIMp1Histo Darstellung des TIMP-1 Gehaltes

| (Mittelwert und
_ Standardabweichung) der beiden
DCM-Gruppen in den
Biopsieschnitten. Die y-Achse
gibt die absolute Anzahl der
TIMP-1 positven Zellen/mm?
104 wieder. Zwischen beiden Gruppen

besteht ein signifikanter
Bz % Unterschied (p=0,0366%).
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3.2.2.2.6. TIMP-4

Die TIMP-4 Immunbhistologie zeigte bei sehr reduzierter Gruppengréfie (DCM, n=8; DCMIi,
n=7) und groRer Standardabweichung keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen
den beiden Gruppen (p=0,77). Die Werte betrugen 42,16+8,70 in der DCM-Gruppe und
73,51+25,05 Zellen/mm? bei der DCMi-Gruppe. Alle Messwerte und Signifikanzen sind
nochmals in der Tabelle 12 aufgefiihrt, die Abbildung 27 stellt die Ergebnisse graphisch dar.

Abbildung 27:Graphische

TIMP4Histo Darstellung des TIMP-4 Gehaltes
1004 —_ (Mittelwert und
Standardabweichung) der beiden
754 " DCM-Gruppen in den

Biopsieschnitten. Die y-Achse gibt
die absolute Anzahl der TIMP-4
positven Zellen/mmz2 wieder. Kein
signifikanter Unterschied zwischen
beiden Gruppen (p=0,77).
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Tabelle 12: Ubersicht tber die GruppengroBe, Mittelwerte (Zellen/'mm2 bzw. %/mm2 bei SiriusRed) und

Standardabweichungen  fir ~ die  einzelnen  Histologie- und  Immunhistologieergebnisse  der

Herzmuskelbiopsieschnitte. P-value beschreibt die Unterschiede zwischen zwei Patientengruppen und ist mit

0,05 (oder kleiner) im signifikanten Bereich und zusatzlich mit * gekennzeichnet.

CD3 Sirius-Red MMP-2 MMP-3 MMP-9 TIMP-1 | TIMP-4
AF
DCM | 19/2,11+ | 14/0,42+0,1 | 12/108,22+2 | 14/14,88+ | 13/156,81+ | 14/591+ | 8/42,16+
0,42 7,84 8,38 39,33 1,39 8,70
DCMi | 29/1891 | 15/1,02+0,13 | 14/189,53+2 | 14/56,76+ | 15/216,1+59 | 14/20,74+7, | 7/7351+
+6,41 5,21 28,54 71 89 25,05
p-value | p<0,0001 p=0,01* p=0,0605 p=0,2414 p=0,7823 | p=0,0366* | p=0,77
(DCM -
VS.
DCMi)

3.3. Korrelationen

Die Korrelation der gesamten Ergebnisse wurde lediglich mit den Daten der 49 DCM- und
DCMi-Patienten durchgefihrt, da fiir die Kontrollgruppe als auch fir die Herzinfarktgruppe
keine Immunbhistologie sowie nur teilweise eine hdmodynamische Messung vorlag.

Die Daten wurden mittels SPSS 11.0 verarbeitet und mit dem Korrelationstest nach Pearson
ausgewertet. Das 2-seitige Signifikanzniveau musste mindestens p=0,05 entsprechen, um als

signifikant eingestuft zu werden.

3.3.1. EF - MMP-1

Eine signifikante Korrelation fand sich zwischen der Ejektionsfraktion und der im Serum
gemessenen Matrixmetalloproteinase-1 aller DCM- und DCMi-Patienten. Die mit dem Test
nach Pearson berechnete Korrelation ergab einen Wert von -0,319* mit einem 2-seitigen
Signifikanzniveau von 0,025 bei n=45.

Da der Korrelationswert hier ein negatives Vorzeichen aufweist, handelt es sich um eine
negative Korrelation. Ein hoher Anteil von zirkulierendem MMP-1 im Serum der erkrankten
Patienten bringt mit hoher Wahrscheinlichkeit eine niedrige Ejektionsfraktion bei einem

identischen oder dhnlichen Patientenkollektiv wie dem hier verwendeten.
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3.3.2. LVEDD - MMP-9

Hier ist wiederum eine signifikante Korrelation zwischen einem h&modynamischen Parameter
und einem Serummessparameter gefunden worden. Der linksventrikuldre enddiastolische
Durchmesser korreliert signifikant positiv, bei 0,301* und p=0,036 (n=49), mit der
Matrixmetalloproteinase-9 im Serum. Somit zeigt sich bei diesem Ergebnis deutlich, dass ein
pathologisch vergroerter Ventrikel erwartungsgemal mit einer erhéhten MMP-9
Konzentration im peripheren Blut korreliert, wenn das Patientenkollektiv dhnlich oder

identisch mit unserem ist.

3.3.3. MMP-1-1L-6

Die Messwerte der im peripheren Blut bestimmten Matrixmetalloproteinase-1 korrelierten
positiv mit 0,303* und einem p=0,041 bei n=46 mit dem ebenfalls im peripheren Blut
bestimmten Interleukin-6. Hohe Messwerte fur die MMP-1 bringen mit groler
Wahrscheinlichkeit auch hohe Messwerte fur Interleukin-6 mit sich, wenn das
Patientenkollektiv &hnlich oder identisch mit unserem ist. Die Abbildung 28 stellt diese

signifikante Korrelation aller Werte graphisch dar.
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Abbildung 28: Korrelationsdiagramm fiir die im Serum bestimmten
Parameter flir MMP-1 und IL-6 aller Patienten der beiden DCM-Gruppen.
Die positive Korrelation betrégt 0,303*, p=0,041 und n=46.
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3.3.4.1L-6 - LVEDP

Eine weitere Schnittstelle zwischen einem Serummarker und einem hdmodynamischen Wert
ist die positive Korrelation zwischen dem im Serum zirkulierenden, proinflammatorischen
Interleukin-6 und dem linksventrikuldaren enddiastolischen Druck. Die 2- seitige Korrelation
nach Pearson zeigt einen Wert von 0,318* und ist signifikant bei einem p=0,040 und n=42.
Somit findet man in unserer gemischten Versuchsgruppe aus DCM- und DCMi-Patienten bei
einem hohen LVEDP auch mit hoher Wahrscheinlichkeit einen hohen Wert von im Serum
befindlichen IL-6.

3.3.5. CD3" - SiriusRed

Die schon in der Routinediagnostik durchgefiihrte Bestimmung der CD3" Zellen pro mm?2
Biopsieflache ergab bei unseren Versuchen eine signifikant positive Korrelation mit dem
durch die SiriusRed-Farbung bestimmten Kollagenanteil der Herzmuskelbiopsien. Der Anteil
des fibrosierten Herzmuskelgewebes (Areafraction in %) ist signifikant erhoht bei einem
deutlich erhdhten CD3" Zellenanteil pro mm2, wie er bei der inflammatorischen DCM zu
finden ist. Die Korrelation der Werte betrug in diesem Fall 0,535** bei p=0,003 und n=29.
Abbildung 29 stellt diese Korrelation mit allen Werten graphisch dar.
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Abbildung 29: Korrelationsdiagramm fiir die untersuchten Werte der
CD3" Zellen/mmz der Biospieflache und der Areafraction des fibrosierten
Herzmuskelgewebes der DCM- und DCMi-Patienten. Die Korrelation

ist positiv mit 0,535 und signifikant bei p=0,003 und n=29.
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3.3.6. CD3" — MMP-2 Immunhistologie

Die routinemé&lRig bestimmten Werte fur die CD3 positiven Zellen/mm2 korrelierten weiterhin
mit der immunhistologischen Anfarbung der Matrixmetalloproteinase-2. Umso mehr das
Herzmuskelgewebe von CD3" Zellen infiltriert war, desto héher war der Gehalt an MMP-2 in
den kardialen Biopsien. Damit ist die Korrelation signifikant positiv mit 0,401* und einem
p=0,042 bei n=26. Die unten stehende Abbildung 30 stellt diesen Sachverhalt graphisch dar.
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Abbildung 30: Korrelationsdiagramm fiir die untersuchten Werte der CD3"
Zellen/mma2 der Biospieflache und der immunhistochemisch angefarbten
Gelatinase MMP-2 im Herzmuskelgewebe der Patienten der DCM- und
DCMi-Gruppe. Die Korrelation ist positiv mit 0,401* und signifikant bei
p=0,042 und n=26.

3.3.7. 1L-8 - MMP-1

Fur die Serumwerte von Interleukin-8 und der Kollagenase MMP-1 wurde eine positive 2-
seitige Korrelation von 0,575**gefunden, die mit p<0,0001 und n=45 hochsignifikant ist. Bei
allen Patienten mit einer DCM oder DCMi wird man bei einem hohen IL-8 Serumwert mit
sehr hoher Wahrscheinlichkeit auch einen hohen Messwert der MMP-1 im Serum nachweisen

kdnnen.
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3.3.8. IL-8 - MMP-3

Fur die Serumwerte der Stromelysin MMP-3 wurde ebenfalls eine hochsignifikante
Korrelation mit dem Interleukin-8 nachgewiesen. Die Korrelation betrug in diesem Fall
0,434** und p=0,003 bei n=45. Bei hohen Messwerten von Interleukin-8 im Serum von
DCM- und DCMi-Patienten wird mit hoher Wahrscheinlichkeit auch ein hoher Serumwert

von MMP-3 gemessen.

3.3.9. IL-8 - SiriusRed

Die durch SiriusRed-Farbung bestimmte Areafraction der Patienten mit DCM und DCMi
korrelierte positiv und hochsignifikant mit dem im peripheren Blut zirkulierenden Interleukin-
8. Hier ergab der Test nach Pearson eine Korrealtion von 0,434**, p=0,003 bei n=45. Damit
geht mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Erhéhung des IL-8 Levels im Blut bei DCM/DCMi

mit einer vermehrten Fibrose des Herzmuskelgewebes einher.

3.3.10. MMP-1 - MMP-3 / MMP-1 - MMP-9

Die Serumwerte der Kollagenase MMP-1 stehen in einer positiven Korrelation 0,299* mit der
Stromyelisin MMP-3. Der p-Wert zeigt die Signifikanz mit 0,037 bei n=49 an. Weiterhin
wurde auch zwischen den Werten von MMP-1 und der Gelatinase MMP-9 eine signifikante
positive Korrelation gefunden. Hier betrug die Korrelation nach Pearson 0,355* und p=0,018
bei n=49. Bei unseren Patienten gehen daher hohe Serum-MMP-1-Messwerte auch mit hoher
Wahrscheinlichkeit mit erhdhten Serumwerten fur MMP-3 und MMP-9 einher.
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4. Diskussion und Zusammenfassung

Die genaue Beeinflussung der myokardialen Entziindungsreaktion auf die Balance im MMP-
TIMP-System ist nach wie vor nicht vollstandig geklart. Insbesondere bei der dilatativen
Kardiomyopathie ist die Krankheitsgenese heutzutage nur sehr bruchstlickhaft verstanden.
Das Ziel unserer Studie war es, den Einfluss der intramyokardialen Entziindungsreaktion bei
der dilatativen Kardiomyopathie auf das System der Matrixmetalloproteinasen sowie deren
Inhibitoren zu beleuchten, die somit abhangig von dem Grad ihrer Regulation eine
unterschiedlich starke Einflussnahme auf das kardiale Remodeling haben.

In den Versuchsreihen konnte gezeigt werden, dass die zirkulierenden MMP’s im Serum bei
DCMi-Patienten im Vergleich zu Patienten mit einer DCM erhoht sind. Im Fall der MMP-1
war dieser Unterschied signifikant (Abbildung 7). Im Kontrast dazu war der Tissue Inhibitor-
1 bei der DCMi vermindert im Serum messbar. Da im Rahmen der akuten und subakuten
Inflammation eine Zytokinausschittung aus den infiltrierenden Entziindungszellen stattfindet,
welche wiederum relevant in das MMP/TIMP-System eingreifen kann, wurde das Serumlevel
einiger der wichtigsten proinflammatorischen und antiinflammatorischen Zytokine bestimmt.
Hier ist ein statistisch signifikantes Ansteigen der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und
IL-8, aber auch das antiinflammatorische IL-10 bei Inflammation gemessen worden.

In Erganzung dazu fanden wir einen statistisch bedeutsamen Anstieg der myokardialen
Kollagenfraktion mit Hilfe der Sirius-Red Farbung bei der inflammatorischen DCM, die in
ihrer Auspragung zudem mit der Menge an CD-3+-Lymphozyten positiv korrelierte. Die
immunhistochemisch angefarbten Matrixmetalloproteinasen (MMP-2, -9, -3) in den
Herzmuskelbiopsien zeigten alle einen Anstieg im entzindeten Herzmuskelgewebe, der
jedoch in keinem Fall Signifikanzniveau erreichte. Die TIMP-1 und -4 zeigten in dieser
Versuchsreihe, im Gegensatz zu den Serummessungen, eine Erhéhung in ihrer Expression im
DCMi Herzen.

Weiterhin konnte durch diese Studie belegt werden, dass die Entzlindungsreaktion einen
Einfluss auf die Hdmodynamik des Herzens hat. Dieser Sachverhalt wird unter anderem durch
die negative Korrelation von Matrixmetalloproteinasen und Zytokinen mit den
hdmodynamischen Parametern (MMP-1 - EF, MMP-9 - LVEDD, IL-6 - LVEDP)

unterstrichen.
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4.1. Hamodynamische Parameter

Die relevanten hamodynamischen Daten wie EF, LVEDD und LVEDP sind im Vorfeld bei
den DCM-Patienten definiert worden, da alle Patienten mit einer dilatativen Kardiomyopathie
Zeichen einer manifesten Herzinsuffizienz aufweisen sollten (siehe Tabelle 4). Es wurde
ersichtlich, dass sich die Pumpfunktion zwischen den beiden Gruppen nicht relevant
unterscheidet und somit dieser Einflussfaktor auf das MMP/TIMP-System ausgeschaltet
wurde. Gestutzt wird dies durch das Serum-BNP-Level, welches ebenfalls keinen relevanten
Unterschied zwischen den beiden Gruppen aufwies. Die Gruppe der Herzinfarktpatienten
zeigte als Ausnahme bessere hdmodynamische Werte im Gegensatz zu den DCM-Patienten,
da hier durch friihzeitige Coronarintervention nur eine leichte bzw. keine Insuffizienz des
Herzens zurlickblieb. Das pro-BNP ist ein Indikator fur eine Pumpschwéache des Herzens und
wird von Zellen eines Uberdehnten kardialen Ventrikels produziert, um langfristig das
intravasale VVolumen durch eine induzierte Diurese zu reduzieren. Alle Patienten dieser drei
Gruppen hatten eine maRige (AMI) bis stark (DCM/DCMi) eingeschrankte Auswurffraktion
des linken Ventrikels und dadurch bedingt einen erhéhten LVEDP mit nachfolgender
Uberdehnung der Ventrikelwande. Vergangene Studien belegten ebenfalls eine pro-BNP
Erhohung bei kardialer Dysfunktion. Erwédhnt wurden hier die Myokarditis, der akute
Myokardinfarkt mit nachfolgender linksventrikuldrer Dysfunktion sowie die dilatative
Kardiomyopathie. Die Ergebnisse der genannten Publikationen entsprechen somit auch den
Ergebnissen unserer pro-BNP Messungen bei den drei Gruppen mit Herzerkrankungen
(Yoshimura, Yasue et al. 1993; Gunes, Okcun et al. 2008; Zakynthinos, Kiropoulos et al.
2008), womit die nachfolgenden Ergebnisse gut verglichen werden kénnen.

Daruiber hinaus belegen mehrere statistisch signifikante Korrelationen in dieser Studie, dass
die vermehrte Expression von Matrixmetalloproteinasen mit einer Verschlechterung der
h&modynamischen Parameter einhergeht (EF-MMP-1, LVEDD-MMP-9, LVEDP-IL-6). Die
Arbeitsgruppe um Meng et al. beschrieben bei M&usen mit einer Myokarditits ebenfalls eine
negative Korrelation der Gelatinasenexpression im Herzen und den systolischen
Funktionsparametern als Ausdruck der Pumpfunktionseinschrankung (Meng, Wang et al.
2004). Birner et al. zeigten neben dem proBNP auch eine negative Korrelation von IL-6 mit
der LV-Funktion bei Patienten mit CHF (Birner, Ulucan et al. 2007). Die vorangegangenen
Studien zeigen klare Parallelen zu unseren Ergebnissen.

Die durch die MMP’s in Gang gesetzten Umbauprozesse der EZM fihren zu einer
Gefligedilatation, die eine globale Kraftibertragung im Ventrikel nicht mehr ermdglicht.

Wiederholt hatten Studien in der Vergangenheit vielseitige Umbauprozesse der EZM mit der
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Entstehung einer Herzinsuffizienz in Zusammenhang gebracht (Heymans, Luttun et al. 1999;
Pauschinger, Chandrasekharan et al. 2002). Kindermann et al. verweisen in ihrer Arbeit auf
signifikant langeres Uberleben bei besserer linksventrikularer Funktion nach einer
Myokarditis (Kindermann, Kindermann et al. 2008). Zudem beschreibt Kindermann et al.
sowohl die immunhistochemisch nachgewiesene myokardiale Entziindungsreaktion als auch
die Herzinsuffizienz in fortgeschrittener NYHA-KIlasse als wichtige Prognosefaktoren fur das
mediane Uberleben (Kindermann, Kindermann et al. 2008). Im Vergleich mit unseren
Korrelationen lasst dies den ersten Schluss zu, dass eine Myokardinflammation Giber den Weg
der Zytokinausschittung zu einer Aktivierung des MMP/TIMP-Systems fiihrt, die eine flr die
Pumpfunktion des Herzens verheerende Wirkung nach sich zieht.

4.2. Umbau der kardialen extrazellularen Matrix

4.2.1. Matrixmetalloproteinasen

In der Vergangenheit ist bereits hdufig das murine Myokarditismodell untersucht worden, das
wiederholt eine erhebliche Dysregulation der Degradationsenzyme zeigte (Li, Schwimmbeck
et al. 2002; Meng, Wang et al. 2004; Matsusaka, Ikeuchi et al. 2005; Pauschinger, Rutschow
et al. 2005). Hier wird Uber den Weg der Matrixmetalloproteinasen ein wesentlicher kausaler
Zusammenhang fur die Entstehung einer Kkardialen Dilatation mit konsekutiver
Pumpschwéche vermutet.

Auch bei anderen Krankheitsentitaten, die mit einem kardialen Remodeling einhergehen, wie
dem akuten Myokardinfarkt, sind in humanen Studien erhéhte Serum- bzw. Plasmaspiegel
von Degradationsenzymen gemessen worden (Kelly, Cockerill et al. 2007; Orn, Manhenke et
al. 2007; Kelly, Khan et al. 2008). Kelly et al. zeigen nach einem akuten Myokardinfarkt
weiterhin eine negative Korrelation der MMP-3 zur linksventrikuldren Funktion, welches Orn
et al. analog dazu fur die Gelatinase MMP-9 offenlegten.

Die Bestimmung von akute-Phase-Proteinen im peripheren Blut hat bereits vor langer Zeit
Einzug in die klinische Diagnostik von akuten Entziindungsreaktionen erhalten. Analog dazu
wurde in dieser Studie der Versuch unternommen, auch ein erhohtes Level von
Degradationsenzymen im Serum der Patienten mit inflammatorischer Kardiomyopathie
nachzuweisen. Da die zirkulierenden Matrixmetalloproteinasen und ihre Inhibitoren bislang
nicht organspezifisch unterschieden werden kénnen, wurden im Vorfeld Nebenerkrankungen,
die Auswirkung auf die Dysbalance im MMP-TIMP-System haben, ausgeschlossen.
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Die Kollagenase MMP-1 zeigte sich im Serum der inflammatorischen Kardiomyopathie
signifikant zur DCM erhoht. In der Vergangenheit beschrieben andere Arbeitsgruppen
ebenfalls einen signifikanten Anstieg dieser Kollagenase im murinen Myokarditismodell,
jedoch auf mRNA-Ebene (Pauschinger, Rutschow et al. 2005).

Da sich die hamodynamischen Daten unserer beiden Gruppen nicht statistisch bedeutsam
unterscheiden, muss davon ausgegangen werden, dass die hier belegte MMP-1
Hochregulation und Ausschittung ins periphere Blut der Infiltration von Entziindungszellen
im Myokardgewebe geschuldet ist. Diese signifikant vermehrte Produktion der Kollagenase
lasst den Schluss zu, dass somit eine verstarkte Kollagendegradation in der DCMi stattfindet,
welche sich schliellich in einer erhéhten Area fraction in den Sirius-Red Farbungen
widerspiegelt (siehe Abbildung 21).

Die Arbeitsgruppe von Radauceanu et al. zeigte sogar einen signifikanten Zusammenhang der
erhdhten Serum-MMP-1 bei CHF und einem schlechten Outcome (Radauceanu, Ducki et al.
2008). Bereits in vergangenen Studien ist an humanen Endomyokardbiopsien eine Beziehung
zwischen einer myokardialen Entziindungsreaktion und dem Umbau der EZM beschrieben
worden (Pauschinger, Doerner et al. 1998; Pauschinger, Knopf et al. 1999). Die von den
Entzindungszellen sezernierten Zytokine dysregulieren das MMP/TIMP-System und
induzieren damit einen vermehrten Abbau von Kollagenen, anderseits stimulieren sie ebenso
die Produktion von erneutem aber minderwertigem Kollagen in den Fibroblasten (Weber
1989; Pauschinger, Chandrasekharan et al. 2004; Yun, Shin et al. 2007).

In einer klinischen Studie von Spinale et al. konnte zudem eine Herunterregulation der MMP-
1 im Endstadium einer chronischen Herzinsuffizienz gezeigt werden (Spinale, Coker et al.
2000). Dieses Ergebnis erklart den von uns ebenso dargestellten Abfall der Serum MMP-1 bei
Patienten mit DCM im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 7).

Eine signifikant vermehrte MMP-1 Fraktion zeigte sich zudem im Rahmen eines akuten
myokardischamischen Ereignisses und weisen ebenfalls auf ein vermehrtes Remodeling im
Herzen hin. Unsere Studie belegt ein signifikantes Ansteigen der MMP-1 bei
Herzinfarktpatienten im Vergleich zur DCM-Gruppe sowie in Tendenz zur Kontrollgruppe.
Bei einem akuten Myokardinfarkt wird in weitaus klrzerer Zeit ein Mehrfaches an Kollagen
als bei chronischen Krankheitsprozessen wie der DCM umgesetzt und somit ist es zu
begrlinden, dass in diesem Falle die Kollagenasen in der AMI-Gruppe weit iber denen eines

chronischen Krankheitsprozesses exprimiert sind (Inoue, Kato et al. 2003). Der typische
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»ireppenartige* Anstieg der MMP-1 im Serum von der DCM uber die DCMi zum Herzinfarkt
(Abbildung 7) konnte somit einen Hinweis auf die unterschiedliche Schwere des
Entzliindungsvorganges sowie des Remodelings geben.

Der Stomelysin MMP-3 kommt im Rahmen des kardialen Remodelings eine Schlisselrolle
als Aktivator anderer MMP’s zu (Woessner 1994). Daruiber hinaus besitzt sie die Eigenschaft,
ein groBes Spektrum an EZM-Bestandteilen, beispielsweise Fibronektin, Vitronektin und
einige Kollagentypen zu degradieren. In unserer Studie fand sich im Serum sowie in der
immunhistochemischen Féarbung bei der DCMi-Gruppe ein tendenzieller Anstieg der MMP-3
im Gegensatz zur DCM-Gruppe. Pauschinger et al. fanden analog dazu in einem Maus-
Myokarditismodell unter anderem eine gesteigerte Bildung der MMP-3, verglichen zur
gesunden Kontrollgruppe (Pauschinger, Chandrasekharan et al. 2004). Ebenso zeigten Li et al.
eine signifikante Hochregulation der MMP-3 einhergehend mit erhohter Expression von TNF-
o im Rahmen der murinen Myokarditis (Li, Schwimmbeck et al. 2002). Ein statistisch
signifikantes Niveau wird in unserem Versuch nicht erreicht, doch auch in diesem Fall scheint
die Inflammation ber den Weg der proinflammatorischen Zytokine die Expression der
MMP’s zu erhéhen und die Aktivierungskaskade tiber MMP-3 zum Teil zu steuern. Gestutzt
wird diese These von der signifikanten Korrelation zwischen dem Zytokin IL-8 und der
MMP-3. Ries und Petrides et al. zeigten eine Erhohung der MMP-3 im Rahmen von
Entzindungsreaktionen Gber den Weg der Zytokinkaskade (Ries and Petrides 1995).

Weiterhin hebt sich die Serum-MMP-3 der DCM-Gruppe signifikant von der Kontrollgruppe
ab und ist so mit wissenschaftlichen Ergebnissen der friiheren Studien von Spinale et al., Li
YY et al. sowie Thomas et al. vereinbar (Thomas, Coker et al. 1998; Li, McTiernan et al.
2000; Spinale, Coker et al. 2000). Die alleinige Verschlechterung der linksventrikuldren
Funktion fihrt zu einer Disparitdt im MMP/TIMP-System, aus welchem eine dauerhafte
Hochregulation der proteolytischen MMP’s resultiert.

Die Gruppe der Herzinfarktpatienten hebt sich mehr als 1,5 fach von der Kontrollgruppe ab
und liegt mit p=0,055 sehr nahe am Signifikanzniveau. Letztendlich zeigt die im Trend
hohere Expression von MMP-3 im Serum beim AMI, dass ein vermehrtes Remodeling im
Kollagengerist abl&uft, was fur den Herzinfarkt mit seiner teilweise sehr groRen Nekrosezone
bewiesen ist (Gao and Li 2004; Yan, Wu et al. 2004).

Die beiden Forschungsgruppen von Gao et al. und Yan et al. belegten jeweils einen

signifikanten Anstieg des MMP-3 Serumlevels bei Patienten mit einem akuten
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Myokardinfarkt im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse decken sich
hinsichtlich der Erhéhung der MMP-3 beim AMI ann&hernd mit unseren, da Yan et al. eine
zweifache Erhohung beschreibt, die unserem Ergebnis sehr nahe kommt. Ein Fehlen der
Signifikanz in unserem Fall kann der unterschiedlichen Struktur beider Gruppen zugrunde
liegen. Alter des Infarktes sowie das Durchschnittsalter der Kontrollgruppe spielen auch bei
der MMP-3 Expression eine Rolle, die somit zu Abweichungen fihren kann (Kelly, Khan et
al. 2008).

Eine weitere wichtige Untergruppe der Matrixmetalloproteinasen sind die Gelatinasen,
welche im Rahmen der Kollagendegradation die weitere Aufspaltung der Gelatinfragmente
durchfiihren, die Aufspaltung von Kollagen IV der Basalmembran, aber auch die Aktivierung
weiterer MMP’s tibernehmen kdnnen.

Vergangene Arbeiten préasentierten eine vermehrte Expression der Gelatinasen im Rahmen
von chronischen myokardialen Erkrankungen mit Pumpfunktionsstérungen, wie
beispielsweise der DCM, im Vergleich zu gesunden Herzen. So beschrieb Moshal et al. einen
signifikanten Anstieg der MMP-9 im Endstadium der chronischen Herzinsuffizienz (Moshal,
Tyagi et al. 2005). Auch Spinale et al. fanden bei der nichtischdamischen DCM eine
Hochregulation der Expression von den beiden Gelatinasen sowie der MMP-3 (Spinale,
Coker et al. 2000). Ergénzend dazu zeigten Sivakumar et al. zu dem Anstieg der Gelatinasen
bei Patienten mit DCM auch einen Anstieg von TIMP-1 und TIMP-2, verglichen zu gesunden
Herzen (Sivakumar, Gupta et al. 2008). All diese Studien beleuchteten jedoch lediglich den
Unterschied zwischen einer DCM und gesundem Myokardgewebe und lieRen den Aspekt der
chronischen Inflammation unbericksichtigt. Somit sind diese Studienergebnisse nur bedingt
zum Vergleich mit unseren Ergebnissen zu verwenden.

Die Bestimmung der Matrixmetalloproteinase-9 im Serum und in den Biopsaten sowie die
Bestimmung der Matrixmetalloproteinase-2 in den Biopsien zeigte in allen Fallen nur einen
tendenziellen Anstieg von der DCM zur DCMi. In der Immunhistologie kann von einem
leichten Trend des Anstieges bei der DCMi gesprochen werden, im Serum gibt es praktisch
keinen  statistisch  bedeutsamen  Unterschied mehr.  Mdglicherweise hat  die
Entzindungsreaktion allein keinen ausreichend grofRen Effekt auf die Hochregulation der
Gelatinasen. Bereits durch die stark eingeschrankte Pumpfunktion bei DCM wurde mehrfach
der Anstieg der Gelatinasen beschrieben (Wilson, Gunasinghe et al. 2002; Abou-Raya, Naim
et al. 2004; George, Patal et al. 2005), so dass der zusétzliche Faktor der Inflammation an

dieser Stelle keine Hochregulation in signifikantem AusmaR bewerkstelligen kann.
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Vor dem Hintergrund der Serummessungen muss weiterhin in Bezug auf die MMP-9 eine
stark verminderte Halbwertszeit diskutiert werden. Die Serumversuche legen nahe, dass an
dieser Stelle ein moglicher methodischer Fehler nicht ausgeschlossen ist, da das Enzym
MMP-9 duRerst sensibel auf wiederholte Frier- und Tauzyklen reagiert sowie auf eine zu hohe
Lagerungstemperatur. Laut Rouy et al. schiitzt selbst eine Lagerung des Plasmas bzw. Serums
bei -80°C die MMP-9 vor einer Degradation tber einen langeren Zeitraum nicht (Rouy,
Ernens et al. 2005). Da die Archivierung und Lagerung unserer in der Studie verwendeten
DCM/DCMi-Proben sich zeitlich deutlich von denen der Kontrollgruppe und der

Myokardinfarktpatienten unterschied, kdnnte hier eine Proteolyse stattgefunden haben.

4.2.2. Tissueinhibitoren der MMP’s

Der wichtigste Gegenspieler der Matrixmetalloproteinasen sind deren Tissueinhibitoren. Dem
TIMP-1 kommt dabei die Rolle des wichtigsten endogenen Inhibitors der MMP-1 zu. Ihm wird
ein gewisser Schutz des myokardialen Gewebes nachgesagt, welcher die Degradation von
Kollagenen verhindert, demzufolge die normale Ventrikelstruktur aufrechterhalt und somit der
LV-Dilatation entgegenwirkt (Roten, Nemoto et al. 2000). Ist dieses sensible Verhéltnis aus
MMP’s zu TIMP’s verschoben, setzt sich ein verstarktes kardiales Remodeling in Gang,
welches moglicherweise verheerende Folgen nach sich zieht und zur Genese einer dilatativen
Kardiomyopathie beitragen kann (Li, Schwimmbeck et al. 2002; Pauschinger,
Chandrasekharan et al. 2004). Bei einer kardialen Inflammation ist wiederholt eine signifikante
Downregulation von TIMP-1, aber auch anderen TIMP’s, beschrieben (Tyagi, Campbell et al.
1996; Li, Feldman et al. 1998; Thomas, Coker et al. 1998; Li, Schwimmbeck et al. 2002). Wir
fanden in den Serumversuchen ein Abfallen der TIMP-1 Konzentration bei der
inflammatorischen Kardiomyopathie. Daher deckt sich unser Ergebnis mit den Ergebnissen
von Tyagi et al. 1996, Thomas et al. 1998 und Li YY et al. 1998, die in der Gesamtheit
ebenfalls einen absoluten Abfall von TIMP-1, aber auch von TIMP-3 und -4, wahrend einer
kardialen Entziindungsreaktion beschrieben (Tyagi, Campbell et al. 1996; Li, Feldman et al.
1998; Thomas, Coker et al. 1998). Auch zwei weitere Studien von Pauschinger et al. sowie Li
et al. stellten dar, dass Messungen der RNA mittels PCR ein signifikantes Absinken von
TIMP-1 bei Wildtype-Mausstdimmen im Rahmen einer myokardialen Enziindungsreaktion
zeigen. Somit wird in diesem Fall das MMP/TIMP-System derart dysreguliert, dass hier eine
absolute Verminderung von TIMP-1 im Gegensatz zu den hochregulierten MMP’s vorzufinden
ist (Li, Schwimmbeck et al. 2002; Pauschinger, Chandrasekharan et al. 2004).
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Die AMI-Gruppe wies signifikant mehr zirkulierendes TIMP-1 im Serum auf als die
Blutspendergruppe. Unter Beleuchtung der vorangegangenen Forschungen steht dieses
Ergebnis im Einklang mit der Literatur (Giansante, Fiotti et al. 2007). Giansante et al.
publizierten in ihrer Arbeit eine signifikante Erhohung des Serumlevels von TIMP-1 bei
Patienten mit akutem Myokardinfarkt gegentiber Patienten mit NSTEMI oder instabiler
Angina pectoris. Damit ist ein signifikanter Unterschied zwischen AMI-Patienten und
gesunden Personen nachvollziehbar. In diesem Fall konnte der Tissue Inhibitor
maoglicherweise den zuvor beschriebenen protektiven Effekt bewirken. Um eine
uberschielende Kollagendegradation im Infarktgebiet zu unterbinden, wird kompensatorisch
die Expression von TIMP-1 hochreguliert (Gomis-Ruth, Maskos et al. 1997; Roten, Nemoto
et al. 2000). Da in diesem Fall trotz der vermehrten Anwesenheit von TIMP-1 eine
signifikante Kollagendegradation ablduft, wird hier gezeigt, dass letztlich die globale
proteolytische Aktivitat des MMP/TIMP-Systems immer im Verhaltnis der aktiven MMP’s zu
deren Inhibitoren zu sehen ist. Bei einem molekularen Inhibitionsverhaltnisses von 1:1 spielt
maoglicherweise nur das Uberwiegen der freien und aktiven MMP’s eine entscheidende Rolle
(Gomis-Ruth, Maskos et al. 1997; Spinale, Coker et al. 2000).

Die immunhistologische Anfarbung der Tissueinhibitoren der Matrixmetalloproteinasen,
TIMP-1 und TIMP-4, ergab fir den TIMP-1 einen signifikanten Unterschied zwischen der
DCM- und der DCMi-Gruppe. Die Patienten mit einer inflammatorischen DCM exprimierten
bedeutend mehr TIMP-1 im Herzmuskelgewebe als Patienten ohne myokardiale Inflammation.
Das dysregulierte System der MMP’s und TIMP’s scheint durch eine zeitgleiche Erh6hung der
TIMP’s den Versuch der MMP-Inhibition zu unternehmen, um einem uberschieRenden
Wirksamwerden der Matrixmetalloproteinasen entgegenzuwirken und die Kollagendegradation
im Herzen zu begrenzen. Dieser Sachverhalt fiihrt trotz dessen zu einem relativen Anstieg der
MMP’s gegeniiber den TIMP’s und somit zu einer Zunahme der proteolytischen Prozesse.
Mehrere vergangene Arbeiten an murinen Modellen zeigten ebenfalls einen deutlichen Anstieg
der TIMP’s, insbesondere TIMP-1, in immunhistologischen Schnitten, aber auch in der
absoluten RNA-Kopienzahl bei einer aktiven Entzindung im Myokard (Heymans, Pauschinger
et al. 2006; Crocker, Frausto et al. 2007). Die Arbeitsgruppen von Heymans et al. sowie von
Crocker et al. stellten an einem Wildtype-Stamm von Mé&usen dar, dass es bei einer Coxsackie-
B3 induzierten Myokarditis zu einem signifikanten Anstieg der TIMP-1 RNA kommt. Somit

wird das Ergebnis unserer vorliegenden Studie deutlich unterstrichen, da bei einer erhohten
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RNA-Transkription nachfolgend auch eine erhéhte Expression der fertig gestellten Proteine zu
erwarten ist.

Ergédnzend dazu beschrieben Alexander et al. und Li YY et al. einen unmittelbaren
Zusammenhang zwischen einem Anstieg des TNF-a und einer erhbhten Expression der TIMP -
1 (Li, McTiernan et al. 1999; Alexander and Acott 2001). In einer weiteren Arbeit wurde an
einem transgenen Mausmodell mit einer Uberexpression von TNF-a ein fortschreitendes
kardiales Remodeling im Zusammenhang mit signifikant steigenden TIMP-1 Leveln
prasentiert (Sivasubramanian, Coker et al. 2001). Unsere Ergebnisse zeigen bei einer
erheblichen Hochregulation von TNF-a im Serum der DCMi-Patienten zugleich die signifikant
erhdhte Expression der TIMP-1 in der Immunhistochemie. Somit stehen unsere Ergebnisse im

Einklang mit der vorhandenen Literatur.

Die Auswertung der Ergebnisse der Immunhistologie unterscheidet sich auffallend von den
Ergebnissen der Serumversuche mit TIMP-1. Zwar fand sich dort kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen der DCM- zur DCMi-Gruppe, jedoch war eine abfallende Tendenz bei
der DCMi vorhanden, die sich mit p=0,0628 relativ nahe am Signifikanzniveau bewegte. Da
hierfir keine exakt deckungsgleichen Forschungen in der Vergangenheit stattfanden, ist die
Interpretation dieses Ergebnisses erschwert. Zum einen ist sicherlich an eine verminderte
Halbwertzeit der Enzyme beim Ubertritt ins periphere Blut zu denken, was durch eine erhohte
Kontaktfrequenz mit Proteasen im Gegensatz zum Herzmuskelgewebe zu begriinden ware.
Dadurch konnte ein initial signifikantes Ergebnis nach kurzer Zeit auf statistisch nicht
signifikante Werte vermindert werden. Ist dies der Fall, wirden sich wahrscheinlich viele
Proteine in ihrer messbaren Expression unterscheiden, abhéngig davon, aus welchem Gewebe
oder Medium (Serum, Myokardgewebe etc.) sie bestimmt werden.

Selbst vor dem Hintergrund vergangener Forschungsarbeiten, die sowohl den relativen Anstieg
der TIMP’s bei einer Entzilindung publizieren als auch jene Arbeiten, die einen Rlickgang der
absoluten Expression von TIMP’s bei Inflammation offen legen, ist der statistisch signifikante
Unterschied in der Immunhistologie als hoherwertiger zu betrachten, als der tendenzielle

Abfall von TIMP-1 bei den Serumversuchen.

Die Auswertung der Ergebnisse der immunhistologischen Anfarbung von TIMP-4 im kardialen
Gewebe erbrachte keinen statistisch verwertbaren Unterschied zwischen den beiden
Patientengruppen, jedoch eine Anstiegstendenz von TIMP-4 bei den inflammatorischen DCM-

Patienten. In den bisher Uberwiegend nur an Mdusen durchgefiihrten Forschungen in Bezug auf
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die kardiale Inflammation konnten die nachfolgend genannten Arbeitsgruppen bei Méusen, die
an einer Coxsackie-B3-Virusmyokarditis erkrankt waren, wiederholt eine Herunterregulation
der TIMP-4 RNA beschreiben. In allen Arbeiten wurden erkrankte Mauspopulationen mit
herzgesunden Mausen ohne Pumpschwéche verglichen. Daher sind diese Studien nur begrenzt
mit unseren Ergebnissen vergleichbar.

Pauschinger et al. beschreibt die 75%ige Verminderung der TIMP-4 RNA bei Mdausen mit
einer Virusmyokarditis im Vergleich zu einer herzgesunden Kontrollgruppe ohne
eingeschrankte Pumpfunktion (Pauschinger, Rutschow et al. 2005). Auch Cheung et al. sowie
die Arbeitsgruppe um Li et al. zeigten einen signifikanten Abfall der TIMP-4 RNA bei einer
Virusmyokarditis am Mausmodell (Li, Schwimmbeck et al. 2002; Cheung, Luo et al. 2006).

In Zusammenschau dieser vorliegenden Publikationen sowie unseren Ergebnissen ist davon
auszugehen, dass keine signifikante Hoch- oder Herunterregulation von TIMP-4 bei einer
DCMi, verglichen zur DCM, zu finden ist. Die DCM besitzt bereits ein schlecht pumpendes
Ventrikelsystem und hat folglich durch den mechanischen Stretch eine umfassende
Dysregulation in ihrem MMP/TIMP-System erfahren. Somit wird der Faktor der zusétzlichen

Inflammation hier keine signifikante Veranderung herbeiftihren.

4.3. Zytokine

Bei der Zytokinbestimmung im Serum mit dem Bio-Plex Cytokine Assay wurde ein
Zytokinprofil der acht etablierten Zytokine erstellt. Mit Ausnahme des Interleukin-10 sind alle
bestimmten Zytokine proinflammatorisch und so mit unterschiedlicher Funktion in den Weg
der Aktivierungskaskade einer Entziindungsreaktion eingebunden. Die Gruppe der DCMi-
Patienten zeigte jeweils eine signifikante Erhéhung von IL-6, IL-8 und IL-10 gegeniiber den
DCM-Patienten. Zudem zeigen die statistisch signifikanten Korrelationen zwischen IL-6 und
MMP-1, aber auch IL-8 und MMP-1 und -3, dass wiederholt die proinflammatorischen
Zytokine als Aktivator der MMP’s gelten. Dieser Zusammenhang wurde wiederholt dargelegt
(Chung and Kao 2009; Smith, Guerrero et al. 2009; Zhou, Yan et al. 2009).

Mit diesem Ergebnis wird diese Assoziation einer entziindlichen Myokardinfiltration mit der
verstarkten Dysregulation im MMP/TIMP-System Uber den Weg der Zytokinausschuttung

untermauert.

Eine Erhéhung in der DCM-Gruppe gegenuber der Kontrollgruppe ist moglicherweise durch
zuriickliegende Entziindungsreaktionen oder durch eine noch ablaufende schwache
Entzindungsreaktion mit Myozytolyse zu erkldaren. Durch die festgelegte Grenze von < 7
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CD3" Zellen pro mm2 fir eine intramyokardiale Entziindungsreaktion fallen mitunter
schwache entziindliche Vorgénge im Herzmuskelgewebe aus dieser Gruppe heraus. Doch
auch in diesen Fallen sind leicht bis maRig erhohte proinflammatorische Zytokine zu
erwarten. Insgesamt belegten zahlreiche Studien zum Thema CHF wiederholt eine vermehrte
Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen (Tousoulis, Papageorgiou et al. ; Hirota,
Izumi et al. 2004; Horio 2006; Blum 2009; Porter and Turner 2009; Wang, Zhou et al. 2009).
Die gleichen Aussagen lassen sich durch unsere Ergebnisse der Serum-Zytokinmessungen bei
der DCM darlegen.

Beim akuten Myokardinfarkt am Tag 4 zeigt IL-6 einen hdheren Anstieg im Bezug zur
Kontrollgruppe als die tbrigen proinflammatorischen Zytokine. Dieser Sachverhalt kénnte
damit erklart werden, dass die Ubrigen proinflammatorischen Zytokine erst im spdateren
Verlauf der lokal begrenzten Entzlindungsreaktion ansteigen. Beim IL-6 scheint die
Anstiegsreaktion deutlich friher zu beginnen. Bereits mehrere Studien belegten, dass IL-6 als
geeigneter diagnostischer und prognostischer Marker bei Herzinfarktpatienten eingesetzt
werden kann und schon wenige Stunden nach dem Infarktereignis relevant im peripheren Blut
ansteigt (Suzuki, Saito et al. 2006; Astrom-Olsson, Hedstrom et al. 2007; Ferroni, Rosa et al.
2007).

Auf die Parallelitdten zwischen einer erhdhten TNF-o Expression und dem vermehrten
Nachweis von TIMP-1 wurde bereits hingewiesen (Li, McTiernan et al. 1999; Alexander and
Acott 2001; Sivasubramanian, Coker et al. 2001). Somit kdnnte in Zukunft die Bestimmung
der proinflammatorischen Zytokine wie IL-6 und TNF-alpha aus dem peripheren Blut einen
festen Platz in der Diagnostik sowie in der Verlaufsbeobachtung und der Unterstiitzung
prognostischer Aussagen einnehmen (Ferroni, Rosa et al. 2007).

Das antiinflammatorische IL-10 soll in dem komplexen Regelsystem der Zytokine eine
gewisse Gegenspielerfunktion wahrnehmen, um eine bermaRige Dysregulation in Richtung
Inflammation zu vermeiden. In unserem Versuch zeigt sich das IL-10 bei der DCMi-Gruppe
signifikant im Vergleich zur DCM-Gruppe erhéht. Auch die Gruppe der DCM-Patienten hebt
sich signifikant von den Kontrollen ab, was bereits in vergangenen Studien beschrieben
wurde. McKenna et al. zeigten 1996 in ihrer Arbeit die signifikante Erhéhung des Interleukin-
10 Levels bei Patienten mit DCM gegeniiber gesunden Personen (Marriott, Goldman et al.
1996). Die weitere Erhéhung des IL-10 bei der DCMi bestatigt die antiinflammatorische
Gegenspielerfunktion dieses Zytokins bei gleichzeitig erhohten IL-6 und TNF-alpha Werten.
Einen verminderten Nachweis von IL-8 im Serum der DCM-Patienten gegeniiber gesunden

Menschen ist mit der aktuellen Literatur nicht Ubereinstimmend. Wiederholt wird eine
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Hochregulation von IL-8 im Rahmen einer CHF beschrieben (Libetta, Sepe et al. 2007;
Rebrov and Tolstov 2007; Tatenkulova, Mareev et al. 2009).

Zusammenfassend wurde hier ein enger Zusammenhang zwischen der Infiltration von
zytokinsezernierenden Entzindungszellen, der  vermehrten Expression  von

Matrixmetalloproteinasen und letztendlich einer verstarkten Myokardfibrose gezeigt.

4.4. Myokardiale Entziindung und Herzmuskelfibrose

Bereits an anderer Stelle wurde der Zusammenhang zwischen dem erhéhten MMP-Level und
der signifikant vermehrten Fibrose im Herzmuskelgewebe der DCMi-Patienten genannt. Die
Fibroseflache in den Herzmuskelbiopsaten korreliert statistisch bedeutsam mit dem MaR der
Infiltration von CD3+ Zellen/mm?2.

Auf der anderen Seite muss betont werden, dass auch die DCM-Gruppe ohne aktive
Entzindung eine Areafraction von 0,42% zeigt, welche dem fibrosierten Anteil am gesamten
Myokardgewebe entspricht. Da in unserer Arbeit aus ethischen Grinden keine gesunden
Herzen biopsiert wurden, ist der Fibrosegrad von vollig gesundem Herzmuskelgewebe rein
spekulativer Natur. Sicherlich ist es anzunehmen, dass die DCM-Patienten zum Teil eine
akute Myokarditis durchgemacht haben kénnten und ihre Kollagendegradationsprozesse nur
uber eine kurze Zeit verstarkt abgelaufen sind. Weiterhin ist anzunehmen, dass nach dem
Rickgang der Infiltration auch ein deutlicher Riickgang des Kollagenumbaus stattgefunden
hat. Zudem ist es hinreichend bekannt, dass auch bei CHF ohne nachweisliche Inflammation
ein ausgepragt dysreguliertes MMP/TIMP-System vorzufinden ist (Deschamps and Spinale
2006; Yang, Zhang et al. 2006; Jordan, Roldan et al. 2007; Radauceanu, Ducki et al. 2008).
Durch die von uns dargelegte statistisch signifikante Korrelation stehen die myokardiale
Entzindungsreaktion und eine Herzmuskelfibrose im Rahmen eines verstarkten Remodelings
in unmittelbarem Zusammenhang.

Kindermann et al. beschrieben in einer Studie das Vorliegen einer immunhistochemisch
nachgewiesenen Entzlindungsreaktion als prognostisch signifikanten VVorhersagewert fur die
Wabhrscheinlichkeit des kardialen Todes bzw. einer Herztransplantation nach einer
durchgemachten suspekten Myokarditis (Kindermann, Kindermann et al. 2008). Ergénzend
dazu belegen Radauceanu et al. einen statistisch signifikanten Zusammenhang der Serum
MMP-1 bei Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz und einem hohen Mortalitatsrisiko
(Radauceanu, Ducki et al. 2008). Zieht man die von uns gefundenen Ergebnisse hinzu, lasst
sich aufzeigen, dass eine aktive Inflammation im Myokard Uber die Sezernierung von

proinflammatorischen Zytokinen in das MMP/TIMP-System eingreift. Dieser Effekt fuhrt zu
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einer exzessiven Degradation der EZM, die als Ergebnis ein fibrosiertes und schlecht
pumpendes Herz verursacht und damit eine ungunstigere NYHA-KIlasse beim Patienten
herbeifuhrt. Auch diese beschreiben Kindermann et al. neben der Inflammation als einen

genauen Vorhersagewert flr ein schlechtes Outcome.

Bei der ablaufenden Kollagenspaltung entsteht als ein Spaltungsendprodukt das ICTP. Bei
samtlichen Krankheitsprozessen, die mit einer Dysregulation im MMP/TIMP-System
einhergehen, wird ein Uber der Norm erhoéhter ICTP-Spiegel im peripheren Blut gemessen.
Alle Gruppen mit Pathologien des Myokardgewebes (DCM, DCMi und AMI) haben entweder
tendenziell oder signifikant mehr zirkulierendes ICTP im Serum als die Kontrollgruppe. Das
beweist, dass hier ein deutlich verstarkter Kollagenumbauprozess stattfindet.

Die DCMi-Gruppe zeigte bei den Serumversuchen einen Mittelwert, der leicht unter der
DCM-Gruppe liegt ohne statistische Signifikanz. In diesem Fall ist ein mdglicher
Erklarungsansatz, dass im Zusammenhang mit der aktiven Inflammation der Kollagenabbau
bei der DCMi bereits starker vorangeschritten ist als bei einer DCM. Bei dem von uns
beobachteten Patientenkollektiv ist moglicherweise ein GroRteil des Kollagenumbauprozesses
bereits abgelaufen, da die Diagnose bei den meisten Patienten schon ber mehrere Monate
bekannt ist. Somit steht hier mit hoher Wahrscheinlichkeit bei den stark fibrosierten Herzen
nicht mehr genug ,,gesunde” Substanz zum Ab- und Umbau bereit. Daher ist der
Fibrosierungsvorgang aus einem Mangel an Substrat wieder herunterreguliert. Gestutzt wird
diese These von dem Ergebnis der Arbeitsgruppe Jordan et al., die bei einer CHF im
Endstadium signifikant niedrigere MMP-1 Spiegel im Serum messen konnten (Jordan, Roldan
et al. 2007). Es wird postuliert, dass diese Patienten wieder einen normalen Kollagenumsatz
vorweisen. Ob die Begriindung ein Mangel an degradationsfahigem Kollagen bei stark
umgebauten Herzen ist, bleibt weiterhin unklar.

Vorangegangene Studien zeigten bislang den Anstieg von ICTP im Serum bei Patienten mit
DCM. Schwartzkopff et al. beschrieben einen signifikanten Anstieg, Timonen et al. zeigten
keine Signifikanz der ICTP-Erhéhung im Vergleich zur Kontrollgruppe, jedoch eine positive
Korrelation mit den Zytokinleveln im Serum (Schwartzkopff, Fassbach et al. 2002; Timonen,
Magga et al. 2008). Der genaue Verlauf des ICTP im Serum von DCMi-Patienten bleibt daher

weiterhin unklar.

Die Gruppe der Herzinfarktpatienten hebt sich signifikant von den beiden DCM-Gruppen ab,

was wiederum mit dem Akutereignis und dem damit zusammenhangenden und zeitlich sehr
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kurzfristigen Kollagenumbau zu erkléren ist. Im Gegensatz zu dem chronischen Geschehen
bei der DCM wird hier mutmalilich mehr Kollagen in kirzerer Zeit degradiert. Dieses
Ergebnis stimmt mit den Veroffentlichungen von vergangenen Studien Uberein, da hier
wiederholt von mehreren Arbeitsgruppen ein deutlicher, sogar signifikanter Anstieg von ICTP
im Serum von Herzinfarktpatienten beschrieben wurde. Cerisano et al. publizierten, dass bei
Herzinfarktpatienten einige Tage nach dem Akutereignis ein deutlicher Anstieg des ICTP bei
Patienten zu verzeichnen ist, bei denen parallel auch das BNP signifikant anstieg (Cerisano,
Valenti et al. 2008). Eine selbige Konstellation belegten unsere Versuche. Weiterhin machten
Magga et al. bei ihren Versuchen deutlich, dass das ICTP-Level bei 65% der Patienten am
vierten Tag nach einem akuten Herzinfarkt statistisch bedeutsam ansteigt und Uberdies eine
signifikante positive Korrelation zu den proBNP-Serumleveln auftritt (Magga, Puhakka et al.
2004). Murakami et al. sahen am zweiten Tag nach einem akuten Myokardinfarkt eine
Erhohung des Serum-ICTP-Levels mit einem Maximum am Tag 5, womit unsere Ergebnisse

der ICTP-Messungen gestutzt werden (Murakami, Kusachi et al. 1998).

4.5. uPA als MMP-Aktivator

Ein weiterer Aktivator im MMP/TIMP-System ist das durch uPA aktivierte Plasmin, eine
Komponente aus dem Gerinnungssystem. Die Arbeit von Woodiwiss und Tsotetsi et al.
erbrachte, dass ein Uber uPA aktiviertes Plasmin MMP-3 und -9 zu aktivieren vermag
(Woodiwiss, Tsotetsi et al. 2001). Unsere Serummessungen ergaben, dass sowohl das uPA als
auch die MMP-3 einen signifikanten Anstieg im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
aufwiesen. Da jedoch zwischen beiden Parametern keine Korrelation besteht und das uPA im
Serum tendenziell einen Abfall der DCMi-Gruppe gegenuber der DCM-Gruppe darlegt, bleibt
es weiterhin unklar, ob die Entziindungsreaktion einen relevanten Einfluss ber den Weg des
uPA auf die MMP’s nimmt. Weil uPA durch die Plasminogenaktivierung ein wesentliches
Glied in der Kette der MMP-aktivierenden Faktoren ist, ist ein Anstieg im peripheren Blut bei
Pumpschwéche mit einhergehendem Umbau der Matrix, wie bei der DCM, Dbereits
beschrieben (Heymans, Luttun et al. 1999; Heymans, Pauschinger et al. 2006). Heymans et al.
fanden heraus, dass bei einer Inaktivierung von uPA und damit verbundenem Fehlen von
hohen MMP-Leveln die Dilatation der Ventrikel und die Ventrikelruptur in einem
wesentlichen Ausmal reduziert werden kann. In Phasen von hoher Kollagendegradation
missen die dazu benétigten MMP’s aktiviert werden. In diesem Punkt scheint das uPA als ein
Schlisselenzym eine bedeutende Rolle zu spielen. Hier wiesen Heymans et al. in ihrer Studie

ebenfalls nach, dass bei Coxackie-B3 Virusmyokarditis im Wildtypstamm von Mausen bei
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hohen uPA-Leveln auch gleichzeitig hohe Level von MMP’s und TIMP’s gemessen wurden.
Somit wurde ein unmittelbarer Zusammenhang durch den Aktivierungsweg der

Matrixmetalloproteinasen mit uPA aufgezeigt.

4.6. Zusammenfassung

Es konnte in der vorliegenden Studie klar gezeigt werden, dass im Rahmen einer
myokardialen Entzlindungsreaktion, die mitunter schon Uber lange Zeit bestehen kann, die
Dysregulation im System der Matrixmetalloproteinasen und ihrer Inhibitoren als auch die
Degradation der extrazellularen Matrix (EZM) schneller und im hoheren MaRe voranschreitet
als in einem dilatierten Herzen ohne eine Inflammation.

Beide Gruppen mit dilatativer Kardiomyopathie haben die Gemeinsamkeit der deutlich
eingeschrankten Pumpfunktion. Des Weiteren besteht eine Uber das gesunde MaR
hinausfiihrende Erweiterung der Herzen. Dieser Sachverhalt per se fiihrt schon zu einer
Disparitdt im MMP/TIMP-System und setzt einen fatalen Kreislauf der Kollagendegradation
in Gang.

Besteht zusétzlich noch eine chronische Inflammation im Myokardgewebe, tragt diese tber
eine Zytokinkaskade zu einer weiteren Dysregulation in diesem System bei. Das Ergebnis
sind erhohte Expression der Matrixmetalloproteinasen und als Auswirkung dessen ein
signifikant vermehrter Fibrosegrad des Herzmuskelgewebes bei den DCMi-Patienten. Dieser
komplexe Zusammenhang wird weiterhin durch die Korrelation von MMP’s und IL-6 mit den
verschiedenen hdmodynamischen Parametern gestiitzt. Insgesamt zeigten mehrere bedeutende
Zytokine eine signifikante Hochregulation bei der DCMi im Vergleich zur DCM.

Die genaue Regulation der TIMP’s konnte abschlie3end nicht hinreichend dargestellt werden.
Letztendlich wird eine Dysbalance in diesem System auch bei kompensatorisch
hochregulierten TIMP’s zustande kommen. Die fiir das Gewebe schadlichen MMP’s sind die
freien Matrixmetalloproteinasen, welche durch die relative Verminderung der TIMP’s nicht
inhibiert werden konnen. lhr Uberwiegen gegeniiber den TIMP’s bringt den schadlichen
Effekt fur die EZM.

Weiterhin haben die Serumversuche gezeigt, dass bei Krankheitentitdten wie dem akuten
Myokardinfarkt die gleichen Dysregulationen im MMP/TIMP-System vorzufinden sind.
Diese zeigen sich im Serum teilweise mit signifikant héherem Expressionsmuster als in der

DCM und der DCMi. Ein maoglicher Erklarungsansatz ist hier die Komponente der Zeit. Das
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Remodeling in der Infarktnarbe findet in weitaus kiirzerem Zeitraum statt, da es sich hier um
ein Akutereignis handelt.

In dieser Arbeit ist erstmals der gesamte Effekt der myokardialen Inflammation bei einer
inflammatorischen Kardiomyopathie im Vergleich zu einer DCM dargestellt worden. Die
Zusammenhange zwischen Entziindungsreaktion, Zytokinkaskade und nachfolgender
Disparitat zwischen MMP’s und TIMP’s konnte im Serum und in den Biopsien belegt
werden. Die dadurch entstehende vermehrte Herzmuskelfibrose als auch die
kompromittierenden Einflisse auf die H&modynamik der Ventrikel konnte in einem neuen

Ausmal bewiesen werden.
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Histologiebilder

Abbildung 32 - Patient mit DCMi (Sirius-Red Farbung)




Abbildung 33 - Patient mit DCM (Sirius-Red Farbung)
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Abbildung 34 - Patient mit DCM (Sirius-Red Farbung)
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Abktrzungsverzeichnis

ACE - Angiotensin Converting Enzyme

Ag - Antigen

Ak - Antikorper

AMI - akuter Myokardinfarkt

ANP - atriales natriuretisches Peptid

APMA - Aminophenylmercuric Acetate

BNP - brain natriuretic peptide

CD - cluster of differentiation

Cl - cardiac index

CK - Creatinkinase

DCM - dilatative Kardiomyopathie

DCMi - inflammatorische Kardiomyopathie
EBM - Endomyokardbiopsie

EF - Ejektionsfraktion

EIA - Enzymimmunoassay

EKG - Elektrokardiogramm

ELISA - Enzyme-linked Immunosorbent Assay
EMMPRIN - extrazellular matrix metalloproteinase inducer
EZM - extrazellulare Matrix

GMCSF - Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
Hf - Herzfrequenz

HPF - High Power Field

HRP - Avidin-Horseradish Peroxidase

HzV - Herzzeitvolumen

I-CAM - Inter-Cellular Adhesion Molecule

ICTP - I-carboxyterminales Telopeptid

IL - Interleukin

INF - Interferon

kDa - Kilodalton

LV - linksventrikular

LVEDD - linksventrikularer enddiastolischer Diameter
LVEDP - linksventrikularer enddiastolischer Druck

LVESD - linksventrikularer enddiastolischer Diameter
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MHC
MMP
MT-MMP
Nacl
NYHA
PCWP
PDGF
PICP
PIIINP
PINP
RAAS
RR
RT-PCR
SV

SVi
TGF
TIMP
TNF
TPR
TSH
uPA
UPARSs
V-CAM
WHO

104

Major Histocompatibility Complex
Matrixmetalloproteinase

membrane type matrixmetalloproteinases
Natriumchlorid

New York Heart Association

pulmocapillary wedge pressure
platelet-derived-growth factor (Wachstumsfaktoren der PDGF-Familie)
c-terminales Propeptid Kollagen 1

n-terminales Propeptid Kollagen 11l

n-terminales Propeptid Kollagen |
Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems

Blutdruck nach Riva-Rocci [mmHg]
Reverse-Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion
Schlagvolumen

Schlagvolumenindex

Transforming Growth Factor (Transformierender Wachstumsfaktor)
Tissueinhibitor of matrixmetalloproteinases
Tumornekrosefaktor

Total peripheral Resistance (Gesamtgefélwiderstand)
Thyreoidea-stimulierendes Hormon

urokinase-type plasminogen activator

urokinase-type plasminogen activator receptors
vascular cell adhesion molecule

world health organization
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