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Einleitung

1.1 Apoptose
1.1.1 Definition

Apoptose ist neben der Nekrose eine Form des Zellunterganges in vitro und in vivo. Bel dem
programmierten Zelltod, wie die Apoptose ebenfalls bezeichnet wird, steht das gesteuerte und
kontrollierte Absterben von Zellen im Mittelpunkt und ist die haufigste Form des
Zdluntergangs im Organismus. Der aus dem Griechischen stammende Ausdruck Apoptose
(ap? pt ?s?7?) bedeutet sinngemald ,das Herunterfallen der Blétter”. Kerr et a. konnten mit
ihrem Artikel ,, Apoptosis: a basic biological phenomenon with wide-ranging implications in
tissue kinetics (British Journal of Cancer)“ bereits 1972 deutlich machen, dass Apoptose ein
biologisches System mit grofder Bedeutung fur Entwicklung, Homoostase und Regeneration
des Organismus darstellt (Kerr et a.1972; Payne et al. 1995; Orrenius 1996).

Die Erkenntnis, dass sowohl Regulation as auch Ablauf der Apoptose bel diversen
Krankheiten verandert sein konnte, lasst dem programmierten Zelltod ein besonderes
wissenschaftliches Interesse zukommen. Erkrankungen wie das Acquired Immune Deficiency
Syndrom, neurodegenerative Erkrankungen, Tumorerkrankungen oder HerzKreislauf-
Erkrankungen zdhlen heutzutage schon zu Krankheiten, bel denen ein gestortes Auftreten der
Apoptose bekannt ist (Narula et al. 1996; Orrenius 1996; Anversa et a. 1997).

1.1.2 Apoptoseablauf

Der Apoptosemechanismus lauft entweder spontan am Ende der Lebenszeit der Zelle nach
ihrem eigenen Selbstmordprogramm ab oder wird durch auRere Faktoren in Gang gesetzt
(Riede und Schafer 1995). Zum Untergang der Zelle kommt es, wenn von ihr gebildete
Proteine und Rezeptoren extrazellulér oder intrazellulér aktiviert werden. ,,Solange eine Zelle
dem Korper nitzt, hédlt sie diese - wohl stets bereite - Todesmaschinerie im Zaum® (Duke et
a. 1996). Entartet eine Zelle, wird sie infiziert oder ist sie fir den Organismus in einer
anderen Weise geféhrlich, laufen proapoptotische Kaskaden in der Zelle ab. Eine Vielzahl
von verschiedenen Auddsern bewirken, dass die Zelle Signale zum Untergang erhdt und
daraufhin die entsprechenden Enzyme aktiviert. Nachfolgend werden im Zellkern und
Zytoplasma spezielle Proteasen, Endonukleasen und Transglutaminasen aktiviert, welche Uber
genau definierte Schritte einen Abbau des Kerns und der Zelle selbst bedingen (Ubersicht 1-
3) (Heinzl 1995; Payne et al. 1995).
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Signaltransduktion Fur die SignalUbertragung innerhalb und in die Zelle gibt es
unterschiedliche Maoglichkeiten, wobel gegenwartig nur ein Teil der Transduktionswege
bekannt zu sein scheint. Obwohl die Ausldser recht unterschiedlicher Art sein kdnnen,
verlauft Uberraschenderweise bel allen Zellarten die Apoptose in einer dhnlichen Form ab.
Dieser enheitliche Ablauf konnte — gewissermalden als stabiles Minimal- oder
Basisprogramm — in der Endphase der Apoptose auf identische Wege der Signal tbertragung
zuriickgefuhrt werden (Rudel 1999). Wichtige Wege der Ubertragung sind die Aktivierung
der Caspasen durch Rezeptoren, mitochondrial kontrollierte externe Caspasenaktivierung
sowie die mitogen aktivierten Proteinkinasen (Ubersicht 3) (Bokemeyer et a. 1996;
Pankuweit et al. 1999).

Caspasen Caspasen spielen bei der Durchfuhrung und Regulation der Apoptose eine wichtige
Rolle. lhre Aktivierung kann Uber Rezeptoren erfolgen, die der Tumor-Nekrose-Faktor-
Familie (TNF-Rezeptoren) zugehorig sind. Dementsprechend aktiviert der CD 95 Rezeptor
mit seiner intrazelluldr liegenden ,, death domain® (DD) das Adaptermolekil FADD, welches
die Caspase-8 — eine Initiator-Caspase — aktiviert Ubersicht 1-3) (Chinnaiyan et al. 1996).
Die CaspasenAktivierung l&uft kaskadenartig in kontrollierten Schritten ab und leitet so den
programmierten Zelltod ein. Ein anderer Transduktionsweg der Caspasen lauft Gber die
Mitochondrien ab, welche auf einen apoptotischen Stimulus mit der Ausschittung von
proapoptotischen Faktoren reagieren. Das intramembrandr gelegene Cytochrom C und das
~Apoptosom*, ein Komplex aus apoptosehemmenden und proapoptotischen Proteinen,
werden auf diese Weise aktiviert. Das Verhdtnis von BAX, Bad, Bak (proapopotisch) zu Bcl-
xl, Bcl 2 (hemmend) entscheidet hier Uber Ausfihrung oder Stillstand der Apoptose (Holtz
und Heinrich 1999; Pankuweit et al. 1999).

Weitere Initiatoren der Apoptose sind Granzym B und MAP-Kinasen. Letztere werden Uber
Tyrosin-Kinase-Rezeptoren oder Stressoren wie UV-Licht und Hyperosmolaritdt aktiviert
(Bokemeyer et al. 1996; Pankuweit et al. 1999).

Transglutaminase Die tissue Transglutaminase (tTG) wird zu den Schllsselenzymen des
programmierten Zelltodes gezéhlt. Unter physiologischen Bedingungen ist sie in der
Mehrzahl der Zellen nicht vorhanden. Als Konsequenz einer apoptotischen Stimulation wird
nach Autuori et al. (1998) die mRNA der tTG transkribiert. Zellen mit konstitutioneller
Expression von tTG findet man in Geweben mit groRem umweltbedingten oder funktionellen
Stress. In Transfektionsstudien konnte der Zusammenhang zwischen dem programmierten

Zdlltod und der tTG anhand einer erhohten Apoptoserate gezeigt werden (Autuori et al.
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1998). Trarsglutaminasen sind Ca?*-abhéngige Enzyme, welche in einer spédten Phase der
Apoptose aktiviert werden.

Neuere Untersuchungen zur Transglutaminasenaktivierung konnten zeigen, dass die tTG mit
einem GTP-Proteinkomplex verbunden ist und dieser die tTG simultan mit anderen apoptose-
spezifischen Enzymen, wie z.B. der rezeptor-abhéngigen Phospholipase-C aktiviert.
Hauptséchlich katalysiert die tTG Verbindungen zwischen intrazelluldren Proteinen,
sogenannte crosslinks Auf diese Weise wird ein biologisches, unldsliches Netz in der Zelle
angefertigt. Die im Abbau begriffene Zelle wird stabilisiert, der Zellinhalt kann in der Zelle
gehalten, in Vesikel verpackt und abgebaut werden. Als Substrat dienen der tTG Tubulin,
Vinculin, Actin, Histone und andere intrazelluldre Proteine. Von einigen Autoren wurde
zudem noch eine hydrolytische Aktivitdt der Transglutaminase beschrieben (Fesus et al. 1991,
Fesus 1992; Fesus et a. 1996; Autuori et al. 1998; Fesus 1998; Simon 1999).
Apoptoseregulation  Fir den kontrollierten und definierten Ablauf der Apoptose sind
regulatorisch wirksame Proteine von grof3er Bedeutung. Intrazelluldre Proteine wie FLIP
[FLICE (Urspringlicher Name der Caspase-8) |nhibitory Protein] oder ARC [Apoptosis
repressor with caspase recruitment domain] vermodgen den CaspasenSignaweg zu
inhibieren und stellen in der Zukunft eventuell therapeutische Ansatzpunkte dar (Nicholson
und Thornberry 1997; Salvesen und Dixit 1997; Pankuweit et al. 1999). Ebenso greift das
Protein p53 in die Regulation des programmierten Zelltodes ein und Gbernimmt sozusagen die
Aufgabe der ,molekularen Polizel*, Zellen mit ausgepréagten DNA-Schaden in den
progranmierten Tod zu treilben (Payne et a. 1995). Infektionen, Mutationen und DNA-
Schéaden kénnen die Induktion dieses Tumorsuppressorgens ausl 6sen, was einen Stillstand des
Zdllzyklus zur Folge hat und in Abhangigkeit des Schadens zur Apoptose fihrt. Dieser
Mechanismus versucht, den Organismus vor gefahrlichen Zellmutationen zu bewahren, die
gpater zu malignen Zellen entarten kénnen. Geht eine Zelle nach einer adaguaten Stimulation
unter, werden unterschiedliche Endonukleasen, DNasen und tTG fir einen nicht-
inflammatorischen Abbau der betreffenden Zelle aktiviert. Kommt es zur Aktivierung der
Proteasen oder Endonukleasen, wie der DNasel, wird die DNA an genau festgelegten
Punkten aufgespalten. Es kommt zu den charakteristischen Einzel- bzw. Doppel strangbriichen
der DNA, vorzugsweise mit Bruchstiicken der Grofse 180 bis 200 bp oder einem mehrfachen
davon (Holtz und Henrich 1999). Bel diesem Vorgang stabilisert die tTG die
Zellkompartimente und deren Abbauprodukte. Auf der Oberflache apoptotischer Zellen
werden verdnderte Zuckerstrukturen, Bindung von Thrombospondin und die Expression von
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Phosphatidylserin durch phagozytierende Zellen erkannt und die Zellen beseitigt (Payne et al.
1995; Holtz und Heinrich 1999).

Im Unterschied zur Nekrose wird die betreffende Zelle ohne eine Entziindungsreaktion
abgebaut. Dies kann nur erfolgen, wenn die Zelltrimmer und Zellreste von einer intakten

Membran umgeben werden, so dass kein entztindungsfordernder Zellinhalt in die Umgebung

gelangt.

Ubersicht 1: Vereinfachte Darstellung der Caspasenaktivierung

Rezeptor-Stimulation Mitochondriale Stimulation

Mitochondri er\ v

=T

weld |7

Caspase 3

Caspase 9

Caspase 6 Caspase 7

Apoptose
|— hemmend —— aktivierend Modifiziert nach Rudel (1999)

Ubersicht 1 zeigt zwei wichtige Wege der Caspasenaktivierung. Unterschieden werden die
rezeptor-abhéngige und die mitochondriale Aktivierung. Der zytoplasmatische Anteil des
Rezeptors, als DD (death domain) bezeichnet, reagiert Uber das FADD (Fas-associated death
domain) Adapter-Protein mit der DED (death effector domain) der Caspase 8.

Mit einer Ausschuttung von caspasenaktivierenden Proteinen, wie dem Cytochrom C,
reagieren die Mitochondrien auf einen apoptotischen Stimulus.

FLIP (FLICE, anderer Name fir Caspase 8, Inhibitory Protein) und ARC (Apoptosis

Repressor Protein With Caspase Recruitment Domain) stellen Proteine dar, welche diese
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Wege hemmen konnen. FLIP inhibiert die Aktivierung der Caspase 8. ARC hemmt die
Welterleitung des Signals ab der Caspase 8. Beide Proteine sind in normalem
Myokardgewebe stark ausgebildet.
1.1.3 Morphologische Zeichen

Der programmierte Zelltod umfasst eine Reihe von Verdnderungen, die beim Abbau der

Zielzelle auftreten.

(1) Enzymatische DNA-Fragmentierung.

(2) Zellkernschrumpfung mit Chromatinkondensation, Verlagerung des verdichteten
Chromatins an den Kernrand und verschiedene crescendierende (sichelmondéhnliche)
Formen des kondensierten Chromatins (Payne et al. 1995; Holtz und Heinrich 1999).

(3) Expression von Phosphatidylserin in der Phospholipiddoppelschicht der Zellmembran,
wodurch spezifische Bindungsstellen fur das Protein ,,Annexin V* ertstehen.

(4) Unregelméidige Zelloberflache mit Einstilpungen und ,membrane blebs® auf der
AulRensaite der Zelle (Duke et al. 1996).

(5) Zelschrumpfung, Zytoskel ettdegradierung.

(6) Apoptotic bodies, Zerfal des Zellkerns und der Zelle in kleine membranumhullte Vesikel.

(7) Nichtentzindlicher Abbau und Abtransport.

Ubersicht 2: Morphologische Kennzeichen im Verlauf von Nekrose bzw. Apoptose

Nekrose
Normal reversible/irreversible Schwellung  Desintegration UberSi‘Cht 2 et die
ver schiedenen
e A e ew-s_” i morphologischen Stadien von
P Y [ (F 2 ,-"'r : \\ ; e
et | £ v | (e R / ( t\:\ Nekrose und Apoptose dar.
.";'f O%P 5 I' | & Bel der Nekrose kommt es zu
RN a@&' .' @Q@| | %@O : 11 10 '. Wassereinstrom und
\XQE | W, ( L8, [ E@ Il Zellschwellung bis zum
=/ ‘\x__ﬂ_': ) Y\ o i) | kompletten
: — *\ o J Membranuntergang.
Apoptose Ist durch
Zellschrumpfung und
Apoptose Abschnirung von einzelnen
Normal Boiling-/Blebbing Apoptotic bodies | Blaschen morphologisch

gekennzeichnet.
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Modifiziert nach Boehringer Mannheim Apoptose Website

Anhand der obigen Kennzeichen kann der apoptotische Prozess morphologisch in das
Boiling-, Blebbing und Phagozyten Stadium eingeteilt werden. Das Boiling Stadium (engl.
boiling - kochend) wird durch unruhige, unregelméllige Zelloberflachen mit kleinen
Membranausbuchtungen und -abschniirungen charakterisiert. Das Blebbing-Stadium (engl.
blebbing - Blaschen werfend) ist durch Vesikelabschnirung bzw. -abgabe und im
fortgeschrittenen Stadium durch kleine Vesikelguppierungen, den apoptotic bodies,
gekennzeichnet. In der Phagozytose-Phase werden die Vesikel von Phagozyten aufgenommen
und abgebaut (Krammer 2000).

Wie bereits dargelegt, braucht der Organismus das programmierte Absterben der Zellen zum
Uberleben. Die Apoptose ist in einer Vielzahl von Korpergeweben physiologisch zu finden.
Dies gilt fur Zdlen in Auge, Darm, Haut, Immunsystem und Uterus. Aufgrund der hohen
Zellumsatzraten und der hohen Regenerationsfahigkeit werden diese Gewebe zu den
Erneuerungs- oder Mausergeweben gezéhlt. (Riede und Schéfer 1995)

Riede und Schéfer (1995) klassifizieren as weitere Formen das stabile Gewebe und das
Ruhegewebe. Bei stabilem Gewebe (Niere, Leber) kommt es durch das programmierte
Absterben zu Regenerationsmechanismen bis hin zur Zellerneuerung. Die Zellneubildung ist
im Gegensatz zum Erneuerungsgewebe jedoch relativ gering.

Nach Riede und Schéfer besteht das Ruhegewebe aus irreversiblen postmitotischen Zellen,
die unter normalen Umstanden nicht mehr zur Teilung fahig sind. Zu diesen zéhlt das Herz
und Nervengewebe. In diesen Geweben findet normaerweise keine physiologische
Gewebserneuerung durch Apoptose statt. Untergegangene Zellen kénnen hier meist nur durch
Narbengewebe ersetzt werden (Riede und Schéfer 1995).
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Ubersicht 3: Apoptoseabl auf
Physiologische Signale

Hormone
Medikamente

Noxen Rezeptoren (zB. CD95,TNFaR)

Second messenger
Kinasen, Phosphatasen

fos, jun, myc

mitoch. Cytochrom C, Apoptosom

Reparatur \ Replikation

\

DNA -

53
$chaden P

Virale Inhibition
/
BAX /Bcl2 Verhdtnis
FLIP, ARC
Caspasen
Fragmentin Aktivierung von Proteasen,

Endonukleasen undtTG

Zytotoxische
Lymphzyten
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=  Kondensation

= DNA-Fragmentation

= Zytoskelettabbau

=  Wasserverlust

= Zdlschrumpfung

» Phagozytosemarker

1.1.4 Nachweisvon apoptotischen Zellen

= Protein crosslinking
* Veske
= “gpoptotic bodies’

Zum Nachweis von Apoptose stehen derzeit unterschiedliche Methoden mit mehr oder

minder hoher Spezifitdt und Sensitivitét zur Verfigung. In Abhangigkeit des Gewebes, des

Zelltyps, der Fixierung oder der Fragestellung kommen dabei verschiedene Methoden zur

Anwendung. Die unten aufgefiihrte Tabelle zeigt eine Ubersicht der verfiigbaren Methoden.

Tabellel: Ubersicht verschiedener Nachwei smethoden von apoptotischen Zellen

Methoden Spezifitat Apogﬁ?;?;'um Nekrose | Quantifizierung
M orphologischer Nachweis:
(1) Elektronenmikroskopie spezifisch pos/pos pos schwierig
(2) Fluoreszenzmikroskopie nicht-spezifisch -Ipos pos schwierig
(3) Standardhistologische nicht- spezifisch neg/pos pos schwierig
Analysen
DNA-Fragmentation:
(1) Tunel-Methode moglich spezifisch pos/pos pos gut durchfUhrbar
(2) EM-Tunel spezifisch pos/pos pos schwierig
(3) Taginsituligand assay moglich spezifisch -/pos - maoglich
(4) ssDNA-Féarbung moglich spezifisch -/pos - maoglich
(5) DNA-Laddering moglich spezifisch pos/pos neg unmaglich
Caspase-Aktivierung Spezifisch pos/pos neg maoglich
TX%TeT#?:)grﬁ:g)r ansiokation nicht-spezifisch pos/neg neg madglich
Monoklonale Antikor per pos/neg oder
Fas, Bax,Bcl2 oder tTG Spezifisch pos/pos oder neg gut durchfihrbar
neg/pos
Indirekte Testverfahren:
(1) Chron?*-bzw. *H
Thymidin- - neg/pos pos -
Freisetzungstest
(Plasmamembranzerstoru
ng) - neg/pos pos -
(2) Propidiumjodidfarbung

In Anlehnung an Pankuweit et al. (1999) und Elsésser et al. (2000)

1.1.5 Der pathologische Zelltod: Nekrose

Wegen entscheidender Anaogien zwischen Apoptose und Nekrose sollen hier enige

Merkmale der Nekrose betrachtet werden. Nekrose ist ene ,Endstrecke irreversibler
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Stoffwechselstérungen, die entweder den Struktur-, Funktions-, oder
Proliferationsstoffwechsel oder alle zusammen betreffen (Riede und Schafer 1995; Duke et
al. 1996). Hierbei kommt es durch exogene und endogene Faktoren, Noxen oder durch
Mangelversorgung zum unkontrollierten Untergang von Zellgruppen. Zumeist wird die
Nekrose durch absoluten Sauerstoffmangel, wie z.B. be Infarkten, ausgelost. Fur die
jewellige Zelle bedeutet Nekrose einen plotzlichen, katastrophenartigen Zustand, der nicht
durch regulierende Kaskaden beeinflusst werden kann (Maisch 1999). Hauptsachlich durch
stoffwechselbedingte Membran und Transporterschaden kommt es zur intrazelluléren
Wassereinlagerung und damit zur Schwellung der Zelle mit ihren Kompartimenten. Im
weiteren Verlauf kommt es zur Zerstbrung der Zellmembranen und -kompartimente.
Infolgedessen sind die Bruchstiicke der untergegangenen Zelle frei zuganglich und werden
durch Entzindungszellen abgerdumt (Riede und Schéfer 1995; Maisch 1999; Elsésser et al.
2000). Eine ausgeprégte entziindliche Antwort und das Einwandern von Entziindungszellen in
das Nekrosegebiet ist charakteristisch. Analog zum programmierten Zelltod kommt es auch
hier zu Einze- bzw. Doppelstrangbriichen der DNA. Fir die histochemische Beurteilung
betroffener Gewebe bedeutet dies, dass die Nekrose exakt von der Apoptose differenziert
werden muss, da diese sich in Ursachen und Pathomechanismen unterscheiden (Maisch 1999;
Elsésser et a. 2000).

In dem von Majno und Joris verdffentlichen Textbuch , Cells, Tissues and Disease" wird
postuliert, dass der Begriff Nekrose den Verénderungen nach dem Sterben der Zelle
vorbehalten werden sollte, unabhéngig vom Weg, der zum Zelltod gefiihrt hat (Maisch 1999;
Elsasser et al. 2000). Als Zdltodformen differenzieren die Autoren die Onkose von der

Apoptose.

Tabelle 2: Vergleich Apoptose vs. Nekrose

Apoptose Nekrose
M or phologische Zeichen
In der Frihphase kein morphologisch sichtbarer | - Reversibles Zellédem
Verlust der Membranintegritéat - Irreversibles Zell6dem mit intaktem Kern
Membran blebbing - Desintegration der Organellen
Chromatinkondensation - Totaler Verlust der Membranintegritét
Beginnt mit Schrumpfen und Kondensation der | - Beginnt mit Zellschwellung und endet mit totaler
Zelle und endet mit Fragmentation der Zelle in Lyse
Apoptosekdrperchen
Apoptotic bodies - Keine Vesikelformation
Biochemische Zeichen
Enzymatischer Abbau in definierten Schritten - Kein kaskadenformiger Ablauf
Verlust der lonenhomdostase
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Energieabhéangig (nicht bei niedriger Temperatur) | - Energieunabhangig (auch bei niedriger Temperatur)
DNA-Abbau an genau festgel egten Stellen - Zufélliger Abbau der DNA (kein spezielles Bild in
Prélytische DNA -Fragmentation der Gelelektrophorese)

Aktivierung der Caspasen-K askade - Postlytische DNA -Fragmentation

Ausschittung von speziellen mitoch. Faktoren

Veranderungen an der Zellmembran

(Phosphatidylserin auf der AuRenseite der Zelle
expremiert, kein morph. Verlust der
M embranintegritat)

Physiologische Bedeutung
Betrifft einzelne Zellen - Betrifft meist Zellgruppen
Wird durch physiol ogische Signal e ausgel dst - Wird von unphysiologischen Zusténden wie Hypoxie
Abbau durch phagozytierende Zellen oder Hyperthermie ausgel st
Keine Entziindungsreaktion - Signifikante Entziindungsreaktion

Modifiziert nach Boehringer Mannheim Apoptose Website

1.2 Kardiomyopathien

1.2.1 Definition (WHO Task Force; 1995)

Kardiomyopathien (KM) sind Funktionsstbrungen des Herzmuskels, die nicht auf eine
koronare Mangeldurchblutung, eine mechanische Uberbeanspruchung wie hamodynamisch
relevante Vitien oder auf einer Hypertonie im grof3en bzw. kleinen Kreislauf zurtickzufihren
sind (Richardson et al. 1996).

Nach dieser Definition entstehen Kardiomyopathien aufgrund von Lé&sionen der
Stoffwechselvorgange, die dem Aufbau und der Erhatung der myokardialen Struktur und
Funktion dienen (Riede und Schafer 1995).

1.2.2 Eintelung

Gegenwértig werden Kardiomyopathien nach &iologischen und hamodynamischen
Gesichtspunkten unterteilt. Atiologisch differenziert man priméare Kardiomyopathien mit
unbekannter Ursache von sekundéren Kardiomyopathien. Sekundéare Kardiomyopathien sind
myokardiale Dysfunktionen, bei denen die ausldsenden Ursachen bekannt sind. Hierzu zéhlen
genetische Faktoren, Hypertonie, Toxine, entzindliche Reaktionen (z.B. Sarkoidosen,
Kollagenosen, Postinfarktsyndrom), Infektionen oder auch die ischémische Herzkrankheit
(Schwartz und Mercadier 1996; Maisch 1998). Aufgrund der grof3en Anzahl an &tiologisch
unklaren Kadiomyopathien hat sich fir klinische Interessen die Einteilung nach
hédmodynamischen Parametern bewahrt. Es finden sich typische Abweichungen der
enddiastolischen und endsystolischen Ventrikelform, der systolischen Wandfunktion, der

ventrikuldren Muskelmasse und des Durchmessers (Hopf et al. 1990).
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Die im Jahr 1996 publiziete WHO/ISFC-Klassifikation unterscheidet folgende
Kardiomyopathien (Richardson et a. 1996) :

= dilatative Kardiomyopathie (DCM)

» hypertrophe Kardiomyopathie (HCM)

= restriktive Kardiomyopathie (RCM)

= arrhythmogene rechtsventrikulére Kardiomyopathie (ARV C)
» nichtklassifizierbare Kardiomyopathien (NKCM)

1.2.5 Dilatative Kardiomyopathie (DCM)

Epidemiologie Die idiopathische dilatative Kardiomyopathie (DCM) betrifft bevorzugt
Manner mit einer Verteilung von etwa 2:1. Die Inzidenz betragt 6-8 pro 100 000 Einwohner,
die Pravalenz 36 pro 100 000 Einwohner. Eine familidare Haufung findet sich bel 15 bis 20 %
der Patienten (Maisch 1998).

Im Vordergrund der Erkrankung steht eine mehr oder minder ausgepragte Herzinsuffizienz
und deren Symptome. Fur die exakte Diagnosestellung der DCM ist die histologische
Beutellung von grofdter Bedeutung, da sich die verschiedenen Insuffizienzformen und
Ursachen nicht anhand klinischer Symptome unterscheiden lassen (Sigusch et al. 1998). In
grof3en kardiol ogischen Kollektiven findet sich nach der koronaren Herzerkrankung die DCM
bei 14-19% der Patienten als zweithaufigste Ursache einer chronischen Herzinsuffizienz.
Uber 50% der DCM Patienten sterben innerhalb der ersten 5 Jahre nach Diagnosestellung
(Osterziel und Dietz 2000). Fur die pathophysiologischen Vorgange der Herzinsuffizienz
standen in den letzten Jahren mehrere Modelle zur Verfiigung, welche die Therapieansdtze
wesentlich beeinflussen. Diese sind das Odem-Modell, das Vaskulare-Modell sowie das
Neurohumorale-Modell. Dadurch kammen bei der DCM mit konsekutiver Herzinsuffizienz
ACE-Hemmer, R-Blocker, Diuretika, Aldosteronantagonisten und Antikoagulantien
therapeutisch zur Anwendung. Eine kausale Therapie der ventrikuléren Dysfunktion bei der
DCM ig jedoch noch nicht moglich. Infolgedessen bestehen die therapeutischen Optionen
einzig aus der Behardlung der Symptome (s.0.).

Unter den Kardiomyopathien wird die dilatative Kardiomyopathie als haufigste Form

diagnostiziert. Bei der sekundaren DCM sind klinisch am haufigsten ischéamische,
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hypertensive, inflammatorische, postvirade und autoimmune Kardiomyopathien zu finden
(Maisch 1998).

Charakteristika Hamodynamisch wird die DCM durch ein vergrof3ertes enddiastolisches und
endsystolisches ~ Volumen, eine  erniedrigte  Ejektionsfraktion  (EF) sowie
Kontraktionsstérungen des gesamten Ventrikels gekennzeichnet. Aufgrund dieser
héamodynamischen Merkmale finden sich nachfolgend auch Veranderungen auf zellularem
Niveau.

Licht- bzw. elektronenmikroskopisch ist die DCM durch hypertrophe Herzmuskelfasern,
vergroflerte, polymorphe Kerne mit grof¥en aktiven Nukleolen und perinukledren
Aufhellungszonen charakterisiert. Es kommt zu degenerativen Veranderungen der Myozyten,
diffusen interstitiellen Fibrosen und einem verminderten Gehalt an Myofibrillen (Hopf et
al.1990).

Eine Unterscheidung der kardialen Dysfunktionen unklarer Genese ist ohne eine
Endomyokardbiopsie mit histologischen, immunhistochemischen und molekularbiologisch
viralen Untersuchungen nicht moglich (Maisch 1998; Maisch et al. 2000).

Patienten mit einer linksventrikuldren Dysfunktion unbekannter Genese konnen unter
Berticksichtigung des Infektionsnachweises oder des inflammatorischen Infiltrates weiter
subklassifiziert werden (Tabelle 3). Infolgedessen hat sich bel Patienten mit einer
idiopathischen linksventrikuldren Dysfunktion gezeigt, dass bei 70-75% die Ursachen
unerkannt bleiben, ein geringer Anteil der Patienten eine Autoimmunmyokarditis (3%) oder
infektiose Myokarditis (7%) aufweist. 20-25% der Patienten sind an einer Virus-assoziierten
DCM erkrankt (Sigusch et al. 1998).

Tabelle 3: Vierfelder-Subbklassifikation der idiopathischen DCM (iDCM)/Myokarditis

I nfektitses Agens Kein infektitses Agens
Myokar ditis Autoimmunmyokar ditis Zdluldres Infiltrat
[7%] [3%]
Virus-assoziierteiDCM iDCM mit unklarer Athiolgie (idiopathisch) K ein zellulares | nfiltrat
[20-25%] [70-75%]

Modifiziert nach Sigusch et al. (1998)
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1.3 Kardiale Grundlagen

1.3.1 Der Kardiomyozyt

Die Muskelschicht des Herzens, das Myokard, ist aus intermitotischen Muskelzellen, den
Myozyten aufgebaut und zdhlt zu den Ruhegeweben. Auf subtotale Zellschédigung reagieren
die Myozyten meist mit zelluléarer Hypertrophie, auf letale Zellschadigung mit Zelluntergang,
Narbenbildung und Herzwandumbau (Riede und Schéfer 1995). Der durchschnittliche Kern
Durchmesser betragt 4 um, die durchschnittliche Kernlange 14 pm.

Bel den Herzmuskelzellen handelt es sich um speziaisierte Muskelzellen. Die kontraktilen
Elemente der Myozyten sind die Myofibrillen und bestehen - as Untereinheiten der
Muskelfasern - aus Myofilamenten, welche aus den beiden Proteinen Aktin und Myosin
aufgebaut sind. Ubersicht 4 zeigt den schematischen Aufbau der kontraktilen Elemente einer
Myokardzelle. Durch die regelmélige Anordnung der Filamente entsteht die typische
Querstreifung der Muskulatur mit unterschiedlich optisch brechenden Streifen und Béndern
(I-Band - diinne Actinfilamente; A-Band - dicke Myosin- und diinne Aktinfilamente; H-Zone
- Myosinfilamente). Zwischen den ZStreifen, die als Haftungsstelle fur die Aktinfilamente
dienen und im Zentrum der |I-Bande liegen, befindet sich das Sarkomer.

Bel einer Kontraktion, ausgel 0st durch Acetylcholin an der motorischen Endplatte, gleitet das
Aktin am Myosin entlang und verkirzt somit die Sarkomerlange und den Muskel (Sanger et
al. 1984; Linf3 1991; Riede und Schéfer 1995).

Ubersicht 4: Aufbau der kontraktilen Elemente in Muskelzellen
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1.3.2 Kardiale FunktionsgrofRen (Hopf et a.1990; L6llgen 1990)

Allgemeine physiologische Parameter:

Herzfrequenz in Ruhe: 60-100 min *

Blutdruck in Ruhe : systolisch£ 139 mmHg, diastolisch £ 89 mmHg
Herzgewicht: 250-300g
Durchschnittliches Herzvolumen: 500-900 ml

Hamodynamische Parameter :

Linksventrikul &res enddiastolisches Volumen (LVEDV): <160ml/1,73m2 BSA
Auswurffraktion (gection fraction = EF ): > 64%

Linksventrikulérer enddiastolischer Durchmesser (LVEDd): £ 56 mm
Linksventrikulérer endsystolischer Durchmesser (LVESd): £ 40 mm
Schlagvolumen: 60-70 mi/b

Herzzeitvolumen (HZV oder CO): 5-6 |

Herzindex (HI): 2,8-4,2 |/min/m?

Pulmonal arterieller Mitteldruck (PAP): 9-16 mmHg

Pulmonal kapillarer Wedge Druck (PCWP): 2-12 mmHg

14
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1.4 Einfdhrungin die Problematik

Apoptose stellt ein zelluldres Phanomen dar, welches in den letzten Jahren viele Fachbereiche
der Medizin, insbesondere die Kardiologie, beschéftigt hat. Vor einigen Jahren noch war die
kardiologische Forschung darauf konzentriert, das Herz vor Nekrose, wie zum Beispiel bei
der ischdmischen Herzkrankheit, zu bewahren (Elsdsser et al. 2000). Durch zunehmende
Intensitét der Forschungsarbeiten auf dem Gebiet des programmierten Zelltodes eréffnen sich
neue Ansatzpunkte fur Pré&vention und Therapie verschiedener kardialer Krankheitsbilder
(Orrenius 1996; Simon 1999).

Wie eingangs erwéhnt, findet man Apoptose gewdhnlich in Geweben mit einem hohen Zell-
umsatz. Neuere Untersuchungen konnten indes zigen, dass der programmierte Zelltod auch
in Ruhegeweben wie Nerven oder Herzgewebe vorkommt. Ein Verlust von Myozyten durch
Apoptose konnte inzwischen bel kardialen Erkrankungen wie der chronischen
Herzinsuffizienz, der koronaren Herzkrankheit und der idiopathischen Kardiomyopathie
nachgewiesen werden (Cheng et al. 1995; Narula et al. 1997; Olivetti et al. 1997; Simon
1999). In der 44th Scientific Session des American College of Cardiology in New Orleans
schlug Packer in diesem Zusammenhang erstmals das Apoptosemodell der Herzinsuffizienz
zur Klarung der Ursachen und Progression der kontraktilen Dysfunktion vor (Heinzl 1995).
Trotz vieler brauchbarer Ansétze gibt es noch keinen ,, Goldstandard” fur den Nachwelis von
apoptotischen Herzmuskelzellen in Myokardbiopsien (Saraste 1999; Saraste und Pulkki
2000). Die uUblichen Nachweismethoden sind momentan von recht unterschiedlicher
Sensitivitdt und Spezifitét, oft fur die Quantifizierung ungeeignet. Viele Fragen zum
programmierten Zelltod und dessen Nachwels bzw. Quantifizierung in Herzmuskelgewebe
sind nicht oder nur unbefriedigend beantwortet (Elsisser et a. 2000). Auch Fragen zur
Entwicklung und Progression des Kontraktilitétsverlustes sowie zu Ursachen und Initiatoren

der dilatativen Kardiomyopathie kdnnen zur Zeit nicht ausreichend beantwortet werden.
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15 Fragestellungen und Hypothesen

Wie in Abschnitt 1.4 bereits erlautert, war es méglich, in verschiedenen Untersuchungen an
explantierten Herzen von Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz apoptotische
Kardiomyozyten nachzuweisen. Dennoch waren die Angaben Uber die Ausprégung und
Lokalisation der Apoptose in den verschiedenen Arbeiten recht unterschiedlich (Narula et al.
1997; Olivetti et a. 1997). Die chronische Herzinsuffizienz kann auf die unterschiedlichsten
Ursachen zurtickgefuhrt werden. Zunehmend werden virale Erreger as einer der &tiologischen
Faktoren bei Kardiomyopathien beschrieben. Das Coxsackievirus B stellt den haufigsten
viralen Erreger der infektiosen Herzmuskelerkrankungen dar (Kandolf et al. 1987; Kandolf
1993; Kandolf et al. 1993; Figulla et a. 1995).

Die Rolle der Apoptose bel Viruserkrankungen ist in den letzten Jahren fir eine Reihe von
Viren beschrieben worden (Duke et a. 1996; Gillet und Brun 1996; Derfuss et a. 1998). Bis
zum Beginn der vorliegenden Untersuchung gab es keine Erkenntnisse Uber das Ausmal? der
Apoptose und dessen Beeinflussung durch virale Infektionen bel idiopathischer dilatativer
K ardiomyopathie.

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, folgende Fragen zu untersuchen:

Stehen zum histochemischen Nachweis der myokardidlen Apoptose geeignete
Vefahren zur Verflgung, den programmierten Zelltod im Herzmuskelgewebe
nachzuweisen?

Ist es mdglich, anhand einfacher histochemischer Apoptose-Marker Zellen zu
indentifizieren, welche sich im apoptotischen Prozess befinden?

Konnen Aussagen Uber den Zusammenhang zwischen myokardialer Apoptose und
kontraktiler Insuffizienz bei DCM gemacht werden ?

Gibt es Unterschiede in der morphologischen oder histochemischen Auspragung und
Intensitdt der myokardialen Apoptose zwischen Patienten mit Enterovirus-positiver

und Enterovirus-negativer idiopathischer DCM?

Weiterhin soll in dieser Arbeit versucht werden, anhand des Erscheinungsbildes der
myokardialen Apoptose und des Auftretens apoptotisch veranderter Myozyten ein einfach
anwendbares Nachweis- und Klassifizierungssystem der Enterovirus-assoziierten DCM zu
erstellen.
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Material und Methoden

2.1 Patienten

Im Zeitraum von Januar 1997 bis November 1998 wurden in der Klinik fir Innere Medizin 11
der Friedrich-Schiller-Universitdt Jena 48 Patienten mit unklarer linksventrikularer
Dysfunktion aufgenommen.

Entsprechend der WHO/ISFC-Definition (1995) wurde - nach Ausschluld einer
hypertonen/koronaren Herzerkrankung und eines hamodynamisch relevanten Vitiums - bei
Patienten mit systolischem Pumpfehler, Kardiomegalie und einer LVEF < 55% in Ruhe (area-
length method) die Diagnose einer idiopathischen dilatativen Kardiomyopathie (DCM)
gestellt.

Anhand welterfihrender Untersuchungen wurde echokardiographisch der linksventrikuldre
enddiastolische Diameter (LVEDD; mm), die echographische Ejektionsfraktion (EF; %)
sowie mittels einer Rechtsherzkatheteruntersuchung der mittlere pulmonalarterielle Druck
(PAPm; mmHg), der mittlere pulmonalkapillare Druck (PCWP; mmHg), der Cardiac Output
(CO; I/min) und der Cardiac Index (CI; I/min/m2 KOF) ermittelt. Die linksventrikuldre
Ejektionsfraktion (LVEF; %) und der enddiastolische Volumenindex (EDVI; mi/m2 KOF)
wurden mittels L&vokardiographie bestimmt.

Zur histologischen Diagnosesicherung und zum Ausschluss von Sekundérerkrankungen
wurde bei Patienten mit unklarer linksventrikuldrer Dysfunktion im Rahmen der
Linksherzkatheter-Untersuchung eine Myokardbiopsie durchgefihrt (Richardson et al. 1996;
Maisch 1998).

2.2 Gewebegewinnung und Standardanalysen

2.2.1 Endomyokardiale Biopsie

Von 25 (52%) der 48 primédr aufgenommenen Patienten wurde das Herzmuskelgewebe im
apikalen Septumbereich des rechten Ventrikels entnommen. Aus methodischen Griinden
wurde Mitte 1998 an der Klinik fur Innere Medizin 1l von rechtsventrikulérer auf
linksventrik uldre Myokardentnahme umgestellt. Somit erfolgte bei 23 (48%) Patienten die
Entnahme des Muskelgewebes aus dem linken Ventrikel Uber die A. femoralis. Die
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Myokardbiopsie wurde jeweils mit einem Cordis long sheath bioptome (5.4F; 7F)
durchgefihrt.

Jedem der 48 Patienten wurden 6-8 Herzmuskel biopsien enthommen, die einer histologischen
und immunhistologischen Routinebeurteilung durch unabhéngige Betrachter zugefihrt
wurden. Weiterhin wurden immunhistochemische und morphologische Untersuchungen zur
myokardialen Apoptose mit unterschiedlichen immunhistochemischen Markern und der
Nachweis von Enterovirus-RNA unter Verwendung von RT-PCR an den Biopsien

vorgenommen.

2.2.2 Histologische Klassifikation

Die standardisierte histologische Beurteilung der Bioptate erfolgte anhand Hamatoxillin-
Eosin gefarbten Paraffinschnitten durch die Pathologischen Institute Jena und Dar mstadi.
Zum Ausschluld einer Myokarditis wurde das entnommene Gewebe anhand der Dallas
Klassifikation eingeteilt und bewertet (Aretz 1987; Aretz et al. 1987).

2.2.3 Immunologische Klassifikation

Zur Beurteilung von entziindlichen Infiltrationen wurden die Bioptate mittels 4 um dicken
Gefrierschnitten durch das kardiologische Labor der Klinik fur Innere Medizin Il der
Friedrich-Schiller-Universitdt Jena untersucht. Anhand der Expression unterschiedlicher
EntziindungszelImarker wurde die inflammatorische Infiltration und Aktivitét bewertet. Eine
Biopsie pro Patient wurden in tissue tec eingedeckt und anschlief3end in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Zur Beurteilung wurden priméare Antikoérper Anti-CD 2 (panT cell marker),
Ant-CD 4 (T helper cels), Ant-CD 8 (T suppressor cells), Anti-CD 14
(Makrophagennachweis) und Anti-CD 45 RO als Nachwels fur aktivierte T-Lymphozyten
eingesetzt.

Zusétzlich zur Analyse der Entzindungszellen wurde die Expression der Major-
Histokompatibilitéts- K omplexe (MHC) der Klassen | (HLA-A,B,C) und der Klasse Il (HLA-
DR,DP,DQ) an den Kryostatschnitten untersucht und semiquantitativ beurteilt.

2.2.4 Enterovirusnachweis
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Die Virusanalysen wurden dankenswerterweise durch das Virologische Institut der Friedrich
Schiller-Universitét Jena mittels einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit nachfolgender
Southern Blot-Hybridisierung durchgeftihrt.

Die dazu benttigte RNA-Extraktion aus dem Herzmuskelgewebe wurde aus tiefgefrorenen
Myokardbiopsien nach der Guanidinium Thiozyanate-Phenol-Chloroform Methode von
Chomczynski und Sacchi (1987) erzielt. Aus der so gewonnenen RNA wurde ein Aliquot
durch oligo-dt Priming in cDNA umgewandelt.

Die Effizienz der RNA-Extraktion wurde durch den Nachweis des Housekeeping-Genes (&
Aktin Uberprift (Primer der Fa. Clontech, Heidelberg, Germany).

Der Nachweis der Enterovirus-RNA/cDNA erfolgte durch eine one-Step RT-PCR (Titan One
tube'™ Systeme.; Bohringer Mannheim, Germany) und Primern, die den konservierten 5'-
Bereich der Enteroviren erkennen kénnen (5 CGGTACCTTTGTGCGCCTGTTTTA-3"und
CGGACACCCAAAGTAGTCGGTTCC-3).

Zur Erhéhung der Sensitivitdt und Bestatigung der Spezifitdt wurde eine Hybridisierung des
PCR-Produktes anhand eines Southern-Blot durchgefiihrt.

Unter Verwerdung ener spezifischen Sonde (5-CCCCGGACTGAGTCAATA-3" und
CAGTTAGGATTAGCGGCATTC-3), die mit Digoxigenin-markierten Primern hergestellt
wurde, konnte die Hybridisierung durchgefihrt und anschlief3end durch Chemilumineszenz
sichtbar gemacht werden.

2.3 Histochemische Unter suchungen

Wegen unterschiedlicher Literaturangaben zu Apoptose-Raten von Herzmuskelzellen in
explantierten Herzen und einer erforderlich hoéheren Sengtivitdét und Spezifitét des
Apoptosenachweises wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, den Apoptosenachweis
zusétzlich zu den enzymatischen Kriterien mit typischen morphologischen Kriterien zu fihren
(Narula et al. 1996; Anversa et a. 1997; Olivetti et al. 1997; Narula et al. 1998; Kanoh et a.
1999). Antikorper-Daten sind der Ubersicht 6 zu entnehmen.

2.3.1 Gewebeaufbereitung

Das entnommene Herzmuskelgewebe wurde anhand standardisierter Schritte fir die
unterschiedlichen immunzytochemischen Verfahren aufbereitet. Nach der bioptischen
Entnahme wurde das Gewebe unmittelbar in 5%igem Paraformaldehyd fixiert, anschlief3end



Material und Methoden 20

Uber eine aufsteigende Alkoholrethe dehydriert und in Eponharz eingebettet. Zur
Weiterverarbeitung wurde das eingebettete Gewebe fur ca. 14 Tage ausgehartet und danach
mit einem Reichert Ultracut Mikrotom semidinn auf 1um geschnitten (Aschoff et al. 1996;
Aschoff et al. 2000). Von jedem Patient wurden primé& 20 Folgeschnitte mit je 1um
angefertigt. Das Entharzen der Schnitte wurde mit methanolischer NaOH fur zwei Minuten
erzielt. Die Uberfiihrung des Gewebes in PBS erfolgte tiber Methanol-Benzol und zweimal
Aceton jewells zwei Minuten. Nachfolgend wurden die Schnitte zweimal fir zehn Minuten in
PBS gesplilt.

2.3.2 Tune-Methode

Aschoff et a. (1996) beschrieben zum Nachweis von DNA-Strangbriichen eine hochsensitive
,Brdu in situ nick end labeling-Methode® (ISEL). Hierbel wird Bromdesoxyuridin (BrdU)
durch ene terminale Transferase enzymatisch mit den freien OH-Enden der
apoptosetypischen DNA- Strangbriiche verbunden. Durch nachfolgende Prézipitation kann das
angefugte BrdU immunzytochemisch durch BrickenAntikdrper nachgewiesen werden
(Aschoff et a. 1996). Ubersicht 5 zeigt den schematischen Aufbau der Tunel- Reaktion.

Procedere zum Nachweis von DNA-Fragmentation in Herzmuskel zel len

* Entharzen
=  Waschen mit PBS, 2 mal je 10 min
» Inkubation mit Apo-Mix fur 1 Stunde bei 37°C
Apo-Mix (420ul):
4ul terminale Transferase (TdT)
8ul TdT-Puffer
3ul CoClz
2ul Brdu
400ul PBS
Waschen mit PBS, 2 mal je 10 min
Préinkubation mit norma goat Serum, Verdinnung 1.5 fir 30 min be

Raumtemperatur (RT)

Abpipettieren

Inkubation mit dem Anti-BrdU-Antikorper [mouse monoclonal antibody, Progen
Heidelberg] fur 12 Stunden bei 4°C
Waschen mit PBS, 2 ma je 10 min
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» |nkubation mit Anti- mouse-Antikorper [goat monoclonal antibody, Sigma] fur 30 min
bel RT, 1:100
=  Waschen mit PBS, 2 mal je 10 min
= |nkubation mit Peroxidase-Anti-Peroxidase-Komplex [mouse-monoclonal-PAP,
Sigma) fur 30 min bel RT, 1:100
= Waschen mit destilliertem Wasser, 2 mal je 10 min
= |nkubation der Schnitte mit Diamiobenzidin (DAB) fur 15 min bei RT
=  Waschen mit destilliertem Wasser, 2 mal je 10 min
Nach der DAB-Féarbung wurden die Schnitte Gber eine aufsteigende Alkoholreihe entwassert
und mit Entellan eingedeckelt.

Ubersicht 5: Schematische Darstellung der Tunel-Reaktion

DAB Braunférbung

TdT .}\m n@
Enzymatisches Antikorperbindung Dritter Antikorper mit
Anflgen des an das BrdU Peroxidase, welcher mit dem
BrdU andie Chromogen unter Bildung
Strangbr Uiche eines braunen Farbumschlags
reagiert

2.3.3 Transglutaminase-Farbung

Die tTG-Farbung wurde an unmittelbaren Folgeschnitten der Tunel-Methode durchgefiihrt.

Procedere z7um Nachweis von tissue Transglutaminase (tTG) in Herzmuskel zellen

Die Vorbehandlung der Schnitte wie Fixation, Einbetten in Eponharz , Schneiden und

Entharzen erfolgte entsprechend den schon beschriebenen Behandlungsschritten.

= Inkubation mit tTG-Antikérper [goat polyclona antibody, Upstate] bei einer Verdinnung
von 1:2000 mit 1%igem rabbit normal Serum fir 24 Stunden bei 4°C
=  Waschen mit PBS, 2 mal je 10 min
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Inkubation mit biotinylisiertem Anti-goat-Antikorper [rabbit monoklonal antibody,
Vector] fur 1Stunde bei RT, 1:200

Waschen mit PBS, 2 mal je 10 min

Inkubation mit Avidin HRP bei fir 1 Stunde bei RT, 1:200

Waschen mit destilliertem Wasser
Inkubation der Schnitte mit DAB fir 15 min bel RT
Nach DAB Farbung wurden die Schnitte 2 mal 10 min in destilliertem Wasser gewaschen,

Uber eine aufsteigende Alkoholreihe entwéssert und mit Entellan eingedeckt.

2.3.4 Aktin-Farbung

Zur eindeutigen Identifikation wurden die Zellen an Folgeschnitten mit einer Aktin-Férbung
dargestellt.

Procedere zur a -Aktin-Farbungin Herzmuskel zel len

Die Vorbehandlung der Schnitte wie Fixation, Einbetten in Eponharz, Schneiden und

Entharzen erfolgte gemal3 den oben genannten Behandlungsschritten.

Prainkubation mit norma goat Serum, Verdinnung 1.5 fur 30 min be
Raumtemperatur (RT)

Waschen mit PBS, 2 mal je 10 min

Inkubation mit dem Anti-a-ActinrAntikorper [ mouse monoclonal antibody, Dako und
Sigma] fur 12 Stunden bei 4°C, 1:100

Waschen mit PBS, 2 ma je 10 min

Inkubation mit Anti-mouse-Antikorper [goat monoclonal antibody, Sigma] fur 30 min
bei RT, 1:100

Waschen mit PBS, 2 mal je 10 min

Inkubation mit Peroxidase-Anti-Peroxidase-Komplex [ mouse- monoclonal-PAP,
Sigma] fur 30 min bei RT, 1:100

Waschen mit destilliertem Wasser

Inkubation der Schnitte mit DAB

Weiteres Vorgehen wie beschrieben.
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2.3.5 Fluoreszenzmikroskopie

In verschiedenen histologischen und klinischen Arbeiten wurde eine Eigenfluoreszenz von
Muskelgewebe beschrieben (Yamani et a. 2000). Diese Beobachtungen konnten in unseren
Voruntersuchungen bestétigt werden. Fur die Fluoreszenzanalysen wurden die
Semidinnschnitte unter dem Mikroskop (Olympus BX 50) mit der Wellenlange von 440 nm
angeregt.

Durch die Eigenfluoreszenz der Myozyten konnen Aussagen zur Zel- und
Membranintegritdt, zum Vorhandensein eines ungeféarbten bzw. angeschnittenen gesunden
Zellkerns und zum Fibrillenverlust gemacht werden. Mit dieser Methode konnten vorhandene

Myozyten vom umgebenden Gewebe und von inflammatorischen Zellen differenziert werden.

Procedere zur Fluoreszenzmikroskopie in Herzmuskelzellen

Zur fluoreszenzmikroskopischen Beurteilung der Myozyten wurden sowohl ungeférbte als
auch kerngeféarbte Schnitte benutzt. Die Vorbehandlung bzw. die Farbung der Schnitte wurde
nach den vorstehend beschriebenen Schritten durchgeftihrt.

2.3.6 Transmissons-Elektronenmikroskopie (EM)

Zur Bestdtigung der angewandten Methodik auf ultrastrukturellem Niveau wurde bel
Patienten mit einer hohen Apoptose-Rate eine Transmissons-Elektronenmikroskopie
durchgefihrt.

Hierbel wurden die Schnitte einer morphologischen Auswertung und einer
Folgeschnittauswertung zugeftihrt. In einem priméren Screening wurden die EM -Schnitte auf
das Auftreten von ultrastrukturellen, apoptosetypischen Verénderungen untersucht.

Bel gelungenem Nachweis wurde versucht, diese Beobachtungen durch Tune- und tTG-
Farbungen zu belegen. Da Tunel- bzw. tTG-gefarbte Schnitte fir eine EM-Betrachtung
ungeeignet sind, wurden fir die Identifizierung gleicher Aredle deren unmittelbare
Folgeschnitte herangezogen. Identische Areale konnten anhand ihres morphologischen
Erscheinungsbildes bel 1200- bzw. 3300fachen Vergréferung einander zugeordnet werden.
Auffallige Veranderungen auf ultrastruktureller Ebene wurden weiterfihrend bei einer 4000-
bis 13000fachen Vergroierung untersucht (Kerr et al. 1972).
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Procedere an Tunel - Folgeschnitten zur Gewinnung von Ultradiinnschnitten zur EM

= Schneiden der Epon-eingebetteten Biopsien mit einem Reichert-Mikrotom auf 70nm
zu Ultradlinnschnitten

= Nachkontrastierung in wassrigem 5% Uranylacetat fir 20min bei RT

» Inkubation mit Bleicitrat nach Reynolds fir 2 min bei RT

2.3.7 Kontrollen

Positivkontrollen wurden bei jeder Tunel- und tTG- Farbung mittels mitgefuhrten Dinndarm:
Semidinnschnitten der Maus angefertigt. Aufgrund der Tatsache, dass im Darmgewebe
gewohnlich DNA-Fragmentation in einer typischen Verteilung von basal nach apika zu
finden ist, konnte anhand des hier ausgebildeten Verteilungsmusters die durchgefihrte
Farbung beurteilt werden.

Durch Weglassen des priméren Antikorpers oder der terminalen Transferase bei der Tunel-
Farbung wurden Negativkontrollen erstellt. Hamalaun-Eosin-Farbungen erfolgten zur

Kontrolle der quantitativen Beurteilung der angeschnittenen Zellkerne und Zellen.

Ubersicht 6: Verwendete Antikérper und Materialien

Primére Antikor per

Anti-apha-sacromeric-actin antibody, mouse monoclonal, Sigma St.Louis, USA
Anti- humantactin antibody, mouse monoclonal, Dako Carp., USA

Anti-Brdu antibody, mouse monoclonal, Progen Heidelberg, Germany

Anti-transglutaminase type Il antibody, goat polyclonal, Upstate NY, USA

Sekundare Antikor per
Anti-mouse antibody, goat monoklonal, Sigma St.Louis, USA
Anti- goat-antibody, rabbit biotinylisiert, Vector Burlingame, USA

Tertidre Antikor per

M ouse-Peroxidase Anti-Peroxidase Complex, mouse monoclonal, Sigma St.Louis, USA
Horseredish Peroxidase Streptavidin-Complex, Vector Burlingame, USA
Avidin-HRP-Komplex, Vector Burlingame, USA

Chromogen
DAB fast, Peroxidase Substrate Tablet Set, Sigma St.Louis, USA
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Enzyme
Terminale Transferase, calf thymus, Boehringer Mannheim GmbH

24  Auswertung

Von jedem, in die Untersuchung eingeschlossenen Patienten, wurden 10 auswertbare
Semidinnschnitte angefertigt. Ohne vorherige Kenntnis des VirenStatus und der
hémodynamischen Parameter wurden die Schnitte blind von einem unabhéngigen Betrachter

beurteilt und ausgezéhit.

24.1 Morphologische Auswertung (Qualitativ)

Die morphologische Auswertung erfolgte an einem Olympus Mikroskop (BX 50) unter 400
bzw. 1000-facher VergrofRerung. Interferenz-Kontrast- und Fluoreszenzmikroskopie wurden
zur Identifikation der Myozyten hinzugezogen. Die morphologische Beurteilung der Tunel-,
tTG- und Aktin-Farbung erfolgte an unmittelbaren Folgeschnitten.

Im folgenden sind die zur Identifizierung herangezogenen morphologischen Kriterien der
Zellen aufgefihrt.

Intakter Myozyt
= Unversehrtheit der Zellmembran
= KeneAnzeichen einer Lyse
= Kene DNA-Fragmentierung
=  Kein Fibrillenverlust

= Normale Eigenfluoreszenz
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= Ultrastrukturell homogenes Zytosol, keine Chromatinkondensation oder Membranein

buchtungen.

Apoptotischer Myozyt
= DNA-fragmentierter Kern
» Positive tTG-Farbung bei Uber 50% der Zellanschnittsflache der identischen Zellen im
Folgeschnitt
= Morphologische Intaktheit der Zellmembran
= Keine Anzeichen einer Lyse

= Ultrastrukturelle apoptosetypische Veranderungen
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Nekrotischer Myozyt
= Zdlschwellung
= Zellmembrandefekt
= Anzeichen einer Lyse
= DNA-Fragmentation
»  Typische ultrastrukturelle Verdnderungen

Fibrillenverlustbewertung
= Morphologische Intaktheit der Zellmembran
= Kene Anzeichen einer Lyse
» Reduzierte Eigenfluoreszenz der Myofibrillen

= Sichtbarer Fibrillenverlust

2.4.2 Morphologische Auswertung (Quantitativ)

Die quarntitative Auswertung der Semidtnnschnitte erfolgte auch hier mit einem Olympus BX
50-Mikroskop. Unter 400-facher VergroRerung und Zuhilfenahme des Differential-
Interferenz-Kontrastes (DIC) wurden Myozyten mit DNA-fragmentierten Kernen und einem
Myofibrillenverlust mit konsekutiver tTG-Farbung von Uber 50 % Zellanschnittfl&che
identifiziert und in einem definierten Feld von 0,32 mm Léange und 0,21 mm Breite,
entsprechend einer Fl&che von 0,067 mm? (Frame) ausgezahlt.

Aufgrund der Eigenfluoreszenz gelang die exakte Identifizierung sowie Differenzierung der
Myozyten im UV-Licht. Das umgebende Bindegewebe wie auch die infiltrierten
Entziindungszellen, die auch DNA-fragmentiert sind, konnten dadurch ermittelt und aus der
Auswertung eliminiert werden.

Um die gesamte Flache eines Gewebeschnittes zu erfassen, mussten 5 bis 15 Frames pro
Semiduinnschnitt ausgezahlt werden. Flr jeden Patient sollten durchschnittlich 6 Folgeschnitte
zur Auszahlung herangezogen werden.
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24.3 Bestimmung der Apoptose-Rate

Folgende Parameter wurden fir jeden Semidinnschnitt erhoben:
= Gesamtzahl der angeschnittenen Zellen pro Frame (Zelldichte)
= Gesamtzahl der angeschnittenen Myozytenkerne pro Frame (Kerndichte)
= Anzahl der DNA-fragmentierten, angeschnittenen Myozytenkerne pro Frame
= Anzahl der apoptotisch definierten Myozyten pro Frame (Kombination aus DNA-

Fragmentierung im Kern und positiver Transglutaminase-Férbung).

Unter Berlcksichtigung dieser Parameter wurde die Apoptose-Rate als Prozentsatz der
apoptotisch abgegrenzten Myozyten zur Gesamtzahl der angeschnittenen Myozytenkerne pro

Frame definiert.

Myozyten mit Kernfragmentierung + simult. tTG-Nachweis
Apoptose-Rate [%] = x 100
Gesamtzahl der Myozytenkerne

Die Fragmentations- Rate wurde ebenfalls entsprechend den obigen Angaben berechnet.

Myozyten mit Kernfragmentierung

Fragmentations-Rate[%] = x 100
Gesamtzahl der Myozytenkerne

244 Satistische Auswertung

Fortlaufende Daten wurden als Mittelwert =+ SD (Standardabweichung), absolute Daten
wurden als relative Haufigkeiten in Prozent angegeben.

Zum Vergleich der Enterovirus-positiven und Enterovirus-negativen Gruppen wurde der
ungepaarte Student-t- Test und der chi- bzw. Fischer-Test angewandt.

Ein Zusammenhang zwischen Hamodynamik und Apoptose-Index wurde anhand Spearmant

Rang-Correl Uberprift. Statistisch signifikant waren Werte bel einem p-Wert unter 0,05.
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Ergebnisse
3.1 Allgemeine histologische und histochemische Auswertung

DNA-Fragmentation der Herzmuskelzellen (Tunel-M ethode)

Fragmentierte DNA der Herzmuskelzellen wurde in dieser Arbeit mit der BrdU-Tunel-
Methode nach Aschoff et al. (1996) nachgewiesen. Hierbel zeigte ein Teil der Myozyten
DNA-Fragmentierung. Die morphologische Beurtellung mit hochauflésender Interferenz-
Kontrast-Mikroskopie (DIC) erfasste bei den Schnitten eine spezifische Bindung der
Immunprézipitate im Zellkern sowie eine Anfarbung eingewanderter Entziindungszellen.
Beim Vergleich der angeférbten Herzmuskel zellen zeigten diese eine graduierte Intensitét der
Kernfarbung. Oberflachen der Kerne mit intensiver Farbung stellten sich im Interferenz-
Phasen-Kontrast (DIC) deutlich unregelméfdiger dar als Oberflachen von Kernen mit einer
geringeren Farbintensitét (Bildertafel 1; Abb.1-2).

In den mitgefuhrten Negativkontrollen konnte keinerlel Immunreaktivitét ermittelt werden.
Die Positivkontrollen bildeten das fir Darmgewebe typische Vertellungsmuster aus (A schoff
et al. 1996) (Bildertafel 1; Abb. 3).

Transglutaminase-Farbung (tTG)

An den direkten Folgeschnitten der Tunel-Methode konnte das proapoptotische Enzym
Transglutaminase Typ Il in Myozyten nachgewiesen werden. TTG-lmmunprazipitate fanden
sich immer im Zytosol der betroffenen Zellen, in einigen Félen auch in ihrem Kern
(Bildertafel 2; Abb.1-3). Da in Endothelzellen und Bindegewebe tTG Expression
physiologisch stattfindet, wurden diese ebenfalls bel der tTG-Farbung erfasst.

Vergleicht man die Tunel-gefarbten Schnitte mit den tTG-gefarbten Schnitten, zeigt ein Tell
der Myozyten mit einer positiven Tunel-Reaktion eine simultane zytosolische tTG-Farbung
im Folgeschnitt. Zellen mit angeschnittenem, unfragmentiertem, gesundem Zellkern wiesen
jedoch niemals eine positive tTG-Farbung auf. Weiterhin fanden sich Kardiomyozyten mit

isolierter DNA-Fragmentation, die jedoch keine simultane tTG-Farbung zeigten.
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Schema zu Bildertafel 1; Abb. 1

Links: Myozyt mit intaktem Zytosol, ausgepragter Eigenfluoreszenz und unfragmentiertem
Kern.

Rechts: Geschadigter Myozyt mit Tune-positivem Kern  und  ausgepragtem
Myofibrillenverlust, welcher als Fluoreszenz-Defekt im UV-Licht aufféllig war (gestreifte

Flache). In der weil3en Flache ist die urspriingliche Fluoreszenz noch zu erkennen

Schema zu Bildertafel 1; Abb. 2

Demaskierte
Querstreifung.

A; Angeschnittener
intakter Myozyt mit
unfragmentiertem Kern

Tunel-positive

I Entzindunaszdle
Ausgeprégte N
Substanzdefekte B Tunel-positive

Myozytenkerne
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Bildertafel 1

Abb.1-3: (Vergrifienang 1000 baar, 400{ach)

Abb.1: Ixtalter Myozyt [Dreleck) mit unframmentiotem Eem und geschidigter
Myomt (Pleil) mit Turel-postiven Kerm wrder TV-Liclkd.

Abb.I: Lings angesclmtens Myomren mit postiver Tunel Eealtion (Piail) und
denthicher Demaskiernmgz und Zerstéoung pirmzelbaliver Stmlkbaren in der
Fhoreszenz-Mikioskople.

Abhb.3: Eortrollschnit. Typisches Werteihmgsnmster der Turel-postiven Zellen
[Pfeile] mn Damgewebe der Blans.

31
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Eildertafel 2

Abb.1-3: DImmmnbustocherusche Darstelbing eimes als apoptotisch  defimerten
Myometen [ Vergrdlienmg 1000fach).

Abb.1-2: Darselling mit TunelMethode m DIC- und FhoreszenzMikioshkopie.
Abh.3: TT-Fatbung im Folgeschnitt.

Eemfragmerternmg (4bb. 1, Dreleck] findet sichin derselhen Zelle, die amsgepragte
Fhioreszene-Defekte [4bb 2, Pfeil) und ptensive tTG-Fibung im Eem (4bb .5,
Direieck] und Zybosol (4bb 5, Pleil) mfieist.
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Aktin-Farbung

In Semidinnschnitten, welche mit Aktin-Antikorpern angefarbt wurden, zeigten einzelne
Myozyten eine intensive, perinukledre Farbung des Zytoplasmas. Die eigentlich zu
erwartende gleichméaldige Farbung aller Herzmuskelzellen mit dem Aktin-Antikorper konnte
Uberraschenderweise nicht erreicht werden. Wahrend manche Myozyten eine intensive Aktin
Farbung aufwiesen, wurden andere nur schwach oder gar nicht angefarbt.

Beim Vergleich der einzelnen Folgeschnitte mit den verschiedenen Farbungen war auffélig,
dass Zellen mit Nachweis von DNA-Fragmentation und tTG-Farbung eine vielfach
intensivere Aktin-Farbung zeigten als Zellen mit negativer Tunel und tTG-Farbung. Eine
geringe Aktin-Farbung wurde bei Zellen mit lediglich schwacher oder fehlender DNA-
Fragmentation und tTG-Farbung gefunden (Bildertafel 3; Abb.1-4).

Autofluoreszenz und Myofibrillenverlust der Myozyten

Unter UV Licht der Wellenlange 440 nm (blau) war es moglich, Zellstrukturen der Myozyten
S0 anzuregen, dass diese eine Autofluoreszenz erzeugten (Bildertafel 1; Abb. 1-2). Ungeférbte
Kontrollschnitte mit intakten Herzmuskelzellen zeigten ebenfalls eine intensive
Autofluoreszenz der zelluléren Strukturen.

Vergleicht man die verschiedenen Zellen mit Fluoreszenz-Defekt, so ergibt sich ene
Graduierung in dessen Ausprégung bis hin zur fehlenden Nachweisbarkeit. Trotz flief3ender
Ubergange empfiehlt sich eine Einteilung der untersuchten Myozyten in drei Basisgruppen
(Bildertafel 4; Abb.1-6).

A) Myokardzellen ohne Defekt. Diese zeigten eine starke Eigenfluoreszenz, durch die das
typische Muster der kontraktilen Elemente im UV Licht groftenteils Uberstrahlt wurde
(Bildertafel 1; Abb. 1 und Bildertafel 4; Abb.1-6). Zellgrenzen und Zytosol zeigten sich
intakt.

B) Myokardzellen mit geringem Defekt. Bel Myozyten dieser Gruppe war ein Nachweis
vollkommen intakter zelluldrer Strukturen nicht moglich. Zellmembranen und Zellgrenzen
waren jedoch noch intakt (Bildertafel 4; Abb.1-6).

C) Geschadigte Myokardzellen. Bei dieser Fraktion war das Synzytium sichtlich zerstort,
teilweise waren die Zellen aus dem Zellverband herausgel6st. Das typische streifenformige
Muster der kontraktilen Elemente sowie die zytosolische Architektur der Zellen war mitunter
demaskiert und sichtbar. Das Nebeneinander von ausgeprédgtem Fluoreszenz-Verlust,
demaskierten Zellstrukturen und Substanzdefekten war charakteristisch fur diese Gruppe
(Bildertafel 1; Abb.2 und Bildertafel 4; Abb.1-6).
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Aktin-, Tunel- und tTG-Farbung an unmittelbaren Folgeschnitten

Durch die Semidinnschnitt-Technik war es moglich, die verschiedenen Marker in ein und
derselben Zelle zu beurteilen. Im Vergleich dieser zeigte sich ein simultanes Auftreten der
Tunel-, tTG- und Aktin-Farbung in betroffenen Myozyten (Bildtafel 4; Abb.1-6).

Betrachtet man die zuvor beschriebenen Gruppen, so konnte bei Myozyten ohne Fluoreszenz-
Defekt (Gruppe A) kein Hinwelis einer Kernfragmentierung und Transglutaminase- Expression
gefunden werden. Eine intensive Eigenfluoreszenz der Zellanschnittflache, ein intakter
Zellkern und eine schwache Aktin-Farbung waren fir diese Myozyten charakteristisch
(Bildtafel 1 bis 4).

Zellen mit geringen Fluoreszenz-Defekten (Gruppe B) zeigten ebenfalls eine schwache tTG-
und Aktin-Farbung. Die angeschnittenen Kerne waren jedoch haufig fragmentiert.
Herzmuskelzellen mit einer deutlich reduzierten Eigenfluoreszenz (Gruppe C) zeigten
dagegen eine ausgepragte Kernfragmentierung mit simultanem tTG- und Aktin- Nachweis.
Erstaunlicherweise konnten dabel die Immunprazipitate der verwendeten Antikorper an den

identischen Lokalisationen im Zytosol nachgewiesen werden (Bildtafel 1 bis 4).

Schema zu Bildertafel 4; Abb. 1-6

Gruppe A Gruppe C
Myozyt mit ausgepragter A Myozyt mit
Fluoreszenz, ohne positive fragmentiertem Kern,

tTG- und Aktin-Farbung

A Myofibrillen-verlust,
e starker tTG- und Aktin-
Gruppe B o
Myozyt mit leicht
fragmentiertem Kern und Q Y,
gering ausgepragter tTG- A
bzw. Aktin-Farbung p G

Farbung.
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Trégt man zum Vergleich der verschiedenen Myozyten die unterschiedlichen Auspragungen
(keine Auspragung = 0; starke Auspragung = +++ ) der Farb-Intensitéten auf, so ergibt sich
fur intakte (Gruppe A) und geschédigte (Gruppe C) Myozyten folgendes Schaubild 1.

Schaubild 1: Zusammenfassung der histologischen und histochemischen Bewertung

. Frag tTG Myo Aktin Fluo Frag tTG Myo Aktin Fluo
[Auspragung]

+++

++

+

O i N N |

T 1
Intakter Myozyt Geschadigter Myozyt

Frag : DNA-Fragmentation Myo Myofibrillenverlust
tTG : Transglutaminase-Farbung Fluo : Autofluoreszenz

Aktin :  Aktin-Farbung
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Bildertafel 3

Abb.1-4 Apoptotische Hermmmskelzellen in konselatrren Myokard-Folgeschntte (1pm) eines DCR-
Patierten. Es findst sich ere postive Tunel-Fealtion (Ffeil] in den Eemen derselben Zelle, die mittels
Aktm-Fabung identifimert warde [ Vergrfierang 100fach).

Abhb.1-2: DHA-frammetienter Hammskelzellkem mit postiver Tumel-Feaktion und in fhoreszenz-
mikwshopischer Darstelling.

Abb.3-4: Aldim-Fabung mit wterschiedhclen Fartbirtensititen der Myomden wder DIC- und
Fhoreszenz-Mikmoskop.

Demaskierte Myofibrnllen mat freizelegtem typischen Stredermmister der korbrakhikn Elmete und
naclweisharem Fhioreszens-Defelt (Dieieck). hitalde Myozpten migen mir eine diskrete Anfarbung
durch den A ldm-dnbkSrper.
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Bildertiafel 4

Abhb. 1-6: Feprisertative mmnmmhistochermische Darvstelhing der Co-Expression durch Tunel Eealktinn,
T3 und Aktm-Fabung m Eadionyogien von endomyokardialen Biopsien (Qwpn Folpeschmutte)
[WergrEliering 400Fach).

Abb. 1-2: Turel-Methode mit nachfolzender Fluoreszenmmlroskopie.

Abb. 3-4: AldinFibunz und Aktm-Fhoreszenz

Abb. 5-6: TTG-Dastelbing und {TG-Fluoreszenz.

Myamit mit DM A-Gammentiertem Fem (Pfeil), Mwoiibrillanverhist und 1dertischer Bmmdung der Aktin-
bzar. AT G-Innmmoprizpiate an den Stellen des Myofhnllerrrerhistes, [rtakt erscheimnender Mot mat
angeschittenen, unfrasmertistern Kem (Drelack), negativer tT5- und Aldm-Faitbung.
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Transmissions-Elektronenmikroskopie (EM)

Morphologische Betrachtung
Ubersicht (1200- bzw. 3300fache Vergroferung)

In der Ubersicht wurden sowohl morphologisch normale Zellkerne als auch Kerne mit
deutlichen Merkmalen von Apoptose gefunden. Normale Kerne waren durch ein homogenes
Zytoplasma, regelmallige Zellkompartimente und normale Chromatinmorphologie
gekennzeichnet. Kerne mit apoptosetypischen Veranderungen wiesen unregelmallige Kern

und Zelloberflachen und verdichtetes Chromatin in der Ubersichtsbetrachtung auf.

Ultrastrukturelles Niveau (4000- bzw. 13000fache Vergrof3erung)

Zellen mit morphologisch normalen Kernen zeigten auch in der Strukturanalyse intakte
Zellmembranen und -grenzen. Hierbel waren Zellorganellen und kontraktile Elemente
vollsténdig (Bildertafel 5; Abb.1-2).

Myozyten mit auffélliger Kernmorphologie wiesen dagegen typische ultrastrukturelle
Apoptosemerkmale auf. Die Zelloberflache gestaltete Sch hier unregelmaliig mit deutlichen
Einbuchtungen und Abschnirungen. Morphologisch waren die betroffenen Myozyten
>unruhig“, kondensiert und inhomogen, was fur das , Boiling-“ oder , Blebbing-Stadium'
kennzeichnend ist. Das Kernchromatin war ebenfalls kondensiert und inhomogen, mit
erhohter Konzentration in Arealen von Membraneinbuchtungen. Die ultrastrukturelle
Ordnung dieser Myozyten war aufgehoben, myofibrillenfreie Defekte waren sichtbar und ein
Myofibrillenverlust konnte beobachtet werden. Die Zellkompartimente und Zellorganellen
erschienen verkleinert (Bildertafel 5; Abb.3-4).

EM-Folgeschnittanalyse

In der EM-Folgeschnittbetrachtung wurden Myozyten mit positiver Tunel-Reaktion und
simultanem tTG-Nachweis Gruppe Q auf ultrastrukturelle apoptosetypische Kriterien hin
untersucht. Durch EM-Beurteilung unmittelbarer Folgeschnitte von Tunel und tTG- geférbten
Schnitten konnten elektronenmikroskopisch Zellkerne identifiziert werden, die eine
Kernfragmentierung und simultane tTG-Farbung aufwiesen (Bildertafel 6; Abb.1-5).
Myozyten mit positiver Tunel-/tTG-Reaktion im vorangegangenen Schnitt zeigten deutliche
ultrastrukturelle Merkmale von Apoptose (s.0.).

Das Chromatin war bei diesen Zellen kondensiert und in auffélliger Weise an der Kernmem

bran (crescendoartig) und in Membraneausbuchtungen (sogen. ,,blebbs*) konzentriert.
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Unregelméalige und unruhige Oberflachen der Zellen mit einer konsekutiven Verkleinerung
der Zellorganellen waren hierbel kennzeichnend. Zudem trat eine Auflésung der zelluldren
Struktur/Ordnung mit folgendem Verlust von kontraktilen Elementen in den betroffenen
Myozyten auf. Auch hier waren die betroffenen Myozytenkerne dem Boiling- bzw. Blebbing-
Stadium zuzuordnen (Bildertafel 6).
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Bildertafel 5

Abhb.1-4: Feprisertatre elektonenmibkmoskopische Darselling vwon ptakten und  geschidizten
myokardialen Femen. [Verg. Z000fach , Y500 fach bzar, 1 3000 ach)

Abb.1-2: Imtakter Myogpterkem (Pfeil) Hommal mmpomerende Zellmembranen, lings- boar
quergeschrittene Mwofibrillen  (Drekck] mt  typischer  Strefing und  nahemn  kemer
Chromatinkondensation im Kem sicldbar,

Abb.3-4: Mywokadialer Eem m 7T300facher (lmks) sowne 13000facker (reckts) Versrélfierimg mut
denthichen apoptosetypischen Zeichen, Membrammregelmilizketen, sogenaute ,pell membrane
blebbs™ (Ffeile], tiefs Membrareimmsclwivungen der Eenmnembran mit deuntlich kondewsiertem
Eermunhalt (Pfeile) und vemnelrte Chromatmbondenstatom des gesamten Fems sind = sehen.
Momphologisch kamm dieser Fearn dem , Boilmg- oder Blebbing-Stadnm® migeardnet werdsn.



Ergebnisse

Bildertafel 6

Abhb.1-5: Thadmbtorelle Darstelbing emes Eadionmozven mit DHA-Fragmertation und simaltaner
{T-Fithung an konselnatiren Folgesclmiten
[4bh.1-2 Vergr. 1000fach, Abb 3-5 Vergr. 1 500 achs 7500713000 1)

Abb.1-2: Sinmltare postive Tamel-Fealtion und {TG-Fitbung desselben Myomsten.

Abhb.3-5: Umnittelbare Folzeschnitte der obigen Zelle witer dem Ekktmnermikioskop.

Hermnmskelzelle mit DHA-frammentientem Eemn (Dreteck), simmltaner tTG-Anfitang (Pleill und
Myofibrillervmerbost (Ffeil). Elekbonemnikroskopisch =eigt der Tmel- und {TG-postive Myozyt
Chromatmmkondensation, Membramnregelmibizketen, EBlebs und Enwcleiimngen. Dargestelt in
schritbareiser dusschmthrersifierning der markierten Bechtecke.
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Dilatative Kardiomyopathie (DCM)

Die Ergebnisse der allgemeinen histologischen und histochemischen Auswertung lief3en eine
unproblematische Quantifizierung geschadigter Myozyten (Gruppe C) zu. Aufgrund dessen
konnten Patienten mit einer DCM unter Beriicksichtigung dieser histologischen Merkmale

untersucht werden.

3.1.1 Standardanalysen und klinische Befunde

Die Diagnose einer idiopathischen dilatativen Kardiomyopathie (DCM) konnte bei 31 (65 %)
Patienten (26 Ménner, 5 Frauen; Durchschnittsalter 50 + 4 Jahre), der primar 48
aufgenommenen Patienten anhand der hé@modynamischen Parameter, der klinischen
Basisdaten und der Histologie bzw. Immunhistologie gestellt werden.

Von den 48 biopsierten Patienten mit Verdacht auf idiopathische DCM wurden 17 (35 %)
aufgrund des Nachweises entzindlicher bzw. anderer Myokarderkrankungen oder
methodischer Probleme von der Untersuchung ausgeschlossen. Einzelne Befunde sind aus
Tabelle 4 zu entnehmen.

Tabelle 4: Histologische Befunde der Pathologischen Institute

Histologischer Befund Patienten
(n =48)
Dilatative Kardiomyopathie 31
Kein auswertbares Gewebe 4
(leere/zu kleine Biopsie oder Fettgewebe)
Akute Myokarditis 3
Perimyokar ditis 1
Chronische Myokarditis 3
Vd.a. Hypertensive Kardiomyopathie 3
Anthrazyklin assoziierte Kardi omyopathie 1
Kardiale Amyloidose 1
Vd. a. Kollagenose 1
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Virusanalyse

Die Bestimmung des viralen Status der bioptierten Kardiopathiepatienten erfolgte durch ein
Enterovirus-spezifisches PCR-Verfahren mit nachfolgendem SouthernBlot im Institut for
Virologie der Friedrich-Schiller-Universitdt Jena. Hierbel konnten bei 14/31 (45%) in unsere
Untersuchung eingeschlossenen Patienten ein positiver und 17/31 (55%) Patienten ein
negativer Enterovirus-spezifischer Befund erhoben werden.

Die Patienten wurden aufgrund der PCR Befunde in Patienten mit Enterovirus-positiver oder

Enterovirus-negativer DCM unterteilt.

Klinische Standar ddaten

Vergleicht man die eingeteilten Patientengruppen hinsichtlich der klinischen Basisdaten, der
echokardiographischen und hamodynamischen Befunde, findet sich kein signifikanter
Unterschied zwischen Patienten mit einer Enterovirus-positiven bzw. Enterovirus- negativen
DCM.

In Tabelle 5 und 6 sind die Kklinischen und hdmodynamischen Parameter der Enterovirus-

positiven und Enterovirus- negativen Patienten dargestellt.

Tabelle 5: Klinische Basisdaten

o Enterovirus- Enterovirus-
Klinische Gr 6f3en positiv negativ p-value
(n=14) (n=17)
Alter (Jahre) 52+ 12 50+9 0,55
M annliches Geschlecht (%) 12 (86) 14 (82) 0,81
Durch. NYHA Grad 2,75+ 1,2 21+11 021
Herzfrequenz (min™) 90 + 20 92 + 22 0,76
RR systolisch (mmHg) 128 + 16 131 + 24 0,63
RR diastolisch (mmHg) 84+ 13 84+ 17 0,92
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Tabelle 6: Echokardiographische und Hamodynamische Parameter

Enterovirus-  Enterovirus-
Par ameter positiv negativ p-value
(n=14) (n=17)
Echo LVEDD (mm) 67+8 67+9 0,84
EF kardiograph. (%) 32+11 29+ 9 0,45
PAPmM (mmHg) 25+ 10 25+ 10 0,84
PCWPMm (mmHg) 18+ 9 17+9 0,77
EF angiographisch (%) 36,0+ 13 36+12 0,98
Cardiac output (I/min) 55+ 14 57+14 0,67
Herzindex (I/min/m2/K OF) 26+0,7 3009 0,25

Immunhistologische Befunde

Hinsichtlich der myokardiaden Infiltration und Expression der Mgor-Histokompatbilitats
Komplexe (MHC) der Klasse | (HLA-A,B,C) und Il (HLA-DR,DP,DQ) konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Enterovirus-positiven und der Enterovirus- negativen
Gruppe festgestellt werden.

3.1.2 Histochemische Bewertung und Vergleich

DNA-Fragmentation (Tunel-M ethode)

Vergleicht man die Enterovirus-positive mit der Enterovirus-negativen Gruppe beziiglich der
DNA-Fragmentation, zeigt sich bei Patienten mit einer Enterovirus-positiven DCM eine
signifikant niedrigere Anzahl an DNA-fragmentierten Zellen als bei Patienten mit DCM und
negativem Enterovirusnachweis (26,6 £ 11 % vs. 433 £ 14 %). Tabelle 7 stellt die
Enterovirus-positive Gruppe und Enterovirus- negative Gruppe gegenuber (Bildertafel 1 und
Bildertafel 7; Abb.1-6).

Transglutaminase-Farbung

In der qualitativen Auswertung war bei Patienten mit einer Enterovirus-positiven DCM eine
geringere Anférbung mit tTG as bel Patienten mit einer Enterovirus-negativen DCM zu
finden (Bildertafel 7; Abb. 5-6).
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DNA-Fragmentation und simultane tT G-Farbung (Apoptose-Rate)

Nimmt man das gemeinsame Auftreten von DNA-fragmentierten Kernen und den Nachweis
von tTG in Uber 50 % der Zellanschnittflache einer Herzmuskelzelle as Kriterium fir den

programmierten Zelltod und vergleicht beide Gruppen miteinander, so haben Patienten mit
einer Enterovirus-positiven DCM eine signifikant niedrigere Apoptose-Rate als Patienten mit
einer Enterovirus-negativen DCM (10,6 = 5 % vs. 19.5 £ 9 %). Die Ergebnisse sind Tabelle 7
zu entnehmen. In Schaubild 2-3 werden graphisch die Ergebnisse beider Gruppen dargestellt
(Bildertafel 7).

Auszahlparameter

Bel etwa gleicher Anzahl untersuchter Frames in beiden Patientengruppen (32 + 8vs. 29+ 6
Frames/Patient) ergab sich kein satistisch signifikanter Unterschied bezliglich Anzahl

angeschnittener Kerne (344 + 150 vs. 361 = 144 Kerne/Patient; p = n.s.), Anzahl
angeschnittener Zellen (11 300 vs. 13 300 Zedlen/Patientengruppe; p = n.s.),
durchschnittlicher Zelldichte (24 + 14 vs. 25 + 10 Zellen/Patientengruppe; p = n.s.) und der
durchschnittlichen Kerndichte (11 + 4 vs. 12 + 4 Kerne/Patient; p = n.s.). Vergl. Tabelle 7.

Tabelle 7: I mmunhistochemische Auswertung

Enterovirus- Enterovirus-
Erhobene Parameter positiv negativ p-value
(n=14) (n=17)

Apoptose-Rate 10,6 +5 195+ 9 0,002
DNA-Fragmentierung 26,6 £ 11 43,3+ 14 0,0008
Gesamtzellzahl 799 + 546 728 + 303 0,66
Gesamtker nzahl 344 + 150 361 + 144 0,75
Zelldichte 24+ 14 25+ 10 0,91
Kerndichte 11+4 12+5 0,36
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Eildertafel 7

Abb. 1-6: Mophobgischer Vergleich der Extercovings-positiven [lmks, Abb. 1,3 51 und Enterovins- negativen
[rechts; &bb. 2451 DCM durch Folzesclmitte [ Vergriferng 200fach].

Abb. 1-4: Vergleich der Eemfragmentermg in beiden Gruppen Darstelbing durch DIC- (Abb.1-2) und
Fhioreszen=-Iikmskopie (Abh 34,

Abhb. 5-6: Vergleich der tTG-Fithung in beiden Gruppen m DIC-Milzoskopi.

Dentliche Umerschiede won ppopeorsch  defimierten Mpoptef® mit DHA-Fragmentioimg  und
Mycfibrillerverhnst smd in beiden Gruppen = erkennen: Apoptotisch definierter Myomet (Pfedl), Moyt mit
asgeprigter {TG-ExpressionFibnllervrerhist [Drelack), ptakter Myozvt mit angeschnitenam Eem [Stern).
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Schaubild 2: Vergleich Apoptose-Rate bei Enterovirus-positiver und negativer idiopathischer
dilatativer Kardiomyopathie
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Schaubild 3: Vergleich der DNA-Fragmentations-Rate bel  Enterovirus-positiver und
negativer idiopathischer dilatativer Kardiomyopathie
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In beiden Gruppen war ein etwa 2,5fach (2,42 bzw. 2,48) hoherer Anteil an Myozyten mit
dleiniger KernFragmentierung gegentber Myozyten mit kombiniertem Nachweis
fragmentierter DNA und tTG zu beobachten. Myozyten ohne DNA-Fragmentierung des
angeschnittenen Kerns, aber positiver tTG —Reaktion, konnten bei keinem Patienten gefunden
werden.

Der Zusammenhang von DNA-Fragmentierung und Apoptose-Rate ist in den folgenden

Diagrammen unter Berlicksichtigung der Ergebnisse der Enterovirus-Analyse dargestellt.

Schaubild 4 und 5: Verhdltnis von DNA-Fragmentierung und anteiliger Apoptose-Rate bei

Enterovirus-positiver DCM (rechts) und Enterovirus-negativer DCM (links).

Enterovirus-positive DCM Enterovirus-negative DCM
(%) (%)
100 A 100 -
80 80
60 60 -
40 1 40 7
0 0
@ DNA-Fragmentierung @ DNA-Fragmentierung
A ApoptoseRate A ApoptoseRate

In der Auswertung fielen drel Patienten der Enterovirus-negativen Gruppe auf, die relativ
niedrige Apoptose- bzw. DNA- Fragmentations-Raten zeigten (Kreise).

Vergleich von Auspragung des Myofibrillenverlustes und der Aktin-Farbung in beiden
Gruppen

Im Vergleich beider Patientengruppen konnte auch qualitativ ein Unterschied in der
morphologischen Auspragung und Intensitét des Myofibrillenverlustes (Fluoreszenz-Defekt)
und der Aktin-Farbung festgestellt werden.

Bel Patienten mit einer Enterovirus-positiven DCM war deutlich weniger Myofibrillenverlust

zu finden as bel Patienten mit einer Enterovirus-negativen DCM (Bildertafel 7; Abb.3-4).
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Weiterhin wurden ebenfalls deutlich weniger Myozyten mit einer intensiven, zytosolischen

Aktin-Farbung in der Enterovirus-positiven Gruppe gefunden.
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Hamodynamik und Apoptose-Index

Die hdmodynamischen Befunde wurden in demselben Zeitraum erhoben, in dem die
Gewebeentnahme durchgefihrt wurde. Beim Vergleich zwischen angiographischer
Ejektionsfraktion und Apoptoseindex konnte lediglich eine Tendenz zur negativen
Korrelation erkannt werden.

Schaubild 6: Zusammenhang zwischen Apoptose (%) und linksventrikuldrer Ejektionsfraktion
(EF %)
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Eine Ubersicht der Patienten und deren virologischen Befunde, Ergebnisse der klinischen und
hdmodynamischen Untersuchungen sowie der Befunde der immunhistochemischen
Untersuchungen sind in Tabellen 11 und 12 des Anhangs dargestellt.
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3.2 Histochemische Bewertung von rechts- und linksventrikulérem
Her zmuskelgewebe

Von den 31 in der Untersuchung betrachteten Patienten wurde bei 15 (48%) Patienten das
Myokardgewebe aus dem rechten Ventrikel und bel 16 (52%) aus dem linken Ventrikel
entnommen.

Klinische Standarddaten

Hinsichtlich der hamodynamischen und klinischen Parameter konnte kein signifikanter
Unterschied bei rechts- bzw. linksventrikulér biopsierten Patienten festgestellt werden. Die
Daten sind Tabelle 8 zu entnehmen.

Tabelle 8: Vergleich der echokardiographischen und hamodynamische Parameter von

Patienten mit rechts- vs. linksventrikuldaren Myokardbiopsien

Rechtsventrikulére Linksventrikulare
Parameter Myokardbiopsie  Myokardbiopsie p-value
(n=15) (n=16)
Echo LVEDD (mm) 67+9 67+ 8 0,95
EF Echo (%) 32+ 10 28+ 10 0,20
PAP (mmHg) 24+ 11 26+ 9 0,67
PCWP (mmHg) 17+9 17+9 0,96
HMYV (I/min) 58+1,0 53+17 0,35
Herzindex (I/min/m2/K OF) 28+ 0,6 28+10 0,87

Bewertung der Apoptose bzw. der Fragmentations-Rate in rechts- und

linksventrikularem Myokard ohne Berlicksichtigung des viralen Status

Vergleicht man die Apoptose-Rate beider Gruppen miteinander, so ergibt sich eine signifikant
hohere Apoptose-Rate der Myokardbiopsien in Geweben des linken Herzens (20% + 9 vs.
11% = 5; p = 0,003). Erstaunlicherweise konnte beim Vergleich der Fragmentations-Raten
kein signifikanter Unterschied gefunden werden (32% + 14 vs. 39% + 14; p = 0,21) (Tabelle 9
und Schaubild 7).
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Tabelle 9: Vergleich von rechts bzw. linksventrikul&r biopsierten Patienten

Rechtsventrikuléres Linksventrikulares
Gewebe Gewebe p-value
(n=15) (n=16)
Virusbefund (pos/neg) 8/7 6/10 0,39
Apoptose | ndex 11+5 20+ 9 0,003
DNA-Fragmentierung 32+ 15 39+ 15 0,21

Schaubild 7: Graphische Darstellung der Apoptose- und Fragmentations-Rate im Vergleich

von linksventrikul&ren und rechtsventrikuléren Biopsien
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Apoptose-Rate in Abhangigkeit von Lokalisation der Myokar dbiopsie und Virusanalyse

Nimmt man die durchschnittliche myokardiale Apoptose-Rate der Enterovirus-positiven
Patienten unter Berlicksichtigung der Entnahmelokalisation, so ergibt sich flr
linksventrikuléares Gewebe von Virus-positiven Patienten eine signifikant hohere Apoptose-
Rate als in Rechtsherzgewebe von Virus-positiven Patienten (8% + 3 vs. 13% + 4; p = 0,009).
Dasselbe glt auch fir die Virus-negativen Patienten. Hierbei konnte im linksventrikul&ren
Myokard ebenfalls ene dgnifikant hohere Apoptose-Rate im Gegensatiz  zum
rechtsventrikul&ren Gewebe gefunden werden. (14% + 3 vs.23% + 10; p = 0,02) (Tabelle 10
und Schaubild 8).

Prift man nun die einzelnen Apoptose-Raten innerhalb der Entnahmegruppe nach

Virusbefunden, so ist festzustellen, dass sich auch hier die Apoptose-Raten unterscheiden. In
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linksventrikuldrem Gewebe konnte bel Enterovirus-positiven und Enterovirus—negativen
Patienten unterschiedliche Apoptose-Raten gefunden werden. (eVpos vs. eVneg; 13 %vs. 23
%;) In rechtsventrikularem Myokardgewebe waren die Apoptose-Raten der Enterovirus-
positven bzw. —negativen Patienten ebenfalls unterschiedlich (eVpos vs. eVneg; 8% vs. 14%)
(Tabelle 10 und Schaubild 8).

Tabelle 10: Apoptose im Vergleich rechtss vs. linksmyokardbiopsierter Patienten,

aufgeschlUisselt nach virologischem Befund

ApoptoseRatein  Apoptose-Ratein
rechtsventrikularer linksventrikuléarer
Apoptose Parameter o o p-value
Myokardbiopsie Myokardbiopsie
(%) (%)
Gesamte Studienpopulation 11+ 5 20+ 9
0,003
(n=31) (n15) (n16)
Enterovirus-positive Patienten 8+3 13+4
0,009
(n=14) (n8) (n6)
Enterovirus-negative Patienten 14+3 23+ 10 0.02
(n=17) (n7) (n 10) ’

Schaubild 8: Vergleich der Apoptose-Raten aufgeschltisselt nach virologischem Befund

(%)
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Diskussion

4.1  Allgemeine histologische und histochemische Beurteilung

4.1.1 HistochemischeKriterien
Tune-M ethode

In der vorliegenden Arbeit stellte die Fragmentierung der DNA ein wesentliches Kriterium
von apoptotischen Myozyten dar. Zur Erfassung eines Myozyten im apoptotischen Prozess
wurde zusétzlich der smultane Nachweis der tTG in den betroffenen Zellen hinzugezogen.
Wie vorangehend beschrieben, zeigte sich in beiden Gruppen eine ca. 2,5fach hthere Rate an
Myozyten mit isolierter DNA-Fragmentierung im Vergleich zu Myozyten mit DNA-
Fragmentierung und simultaner tTG-Farbung (Fragmentations-Rate : Apoptose-Rate - €V pos
26,6% vs. 10,6%; eV neg 43,3% vs. 19,5%).

Nach derzeitigen Erkenntnissen stellt der alleinige Nachweis von DNA-Fragmentation kein
eindeutiges Zeichen fur Apoptose in Geweben dar (Elsésser 2000; Saraste 1999). So ist
anzunehmen, dass die erhobenen Fragmentations-Raten auch Zellen mit einer positiven
Tunel-Reaktion erfassen, die nicht als apoptotisch zu werten sind. Nicht-standardisierte
Labor- und Farbebedingungen, inflammatorische Verhédltnisse der Gewebe oder Nekrose
koénnen bei der Tunel- Methode zu falsch positiven Ergebnissen fihren (Elsasser 2000; Saraste
1999). Dareben gibt es aber auch Hinweise, dass gerade DNA-Fragmentierung im
apoptotischen Prozess reversibel sein kann. In Studien wurde die Tunel-Methode zur
Identifikation von Myozyten mit reversibler und irreversibler DNA-Fragmentierung im
Rahmen des apoptotischen Verlaufes beschrieben (Negoescu et al. 1996). Durch apoptotische
Ausléser bzw. subletale Zellschéden wird der Apoptoseprozess aktiviert, die definitive
,Entscheidung” der Zelle zum endguiltigen apoptotischen Untergang ist jedoch noch nicht
getroffen (Pankuwelit et al. 1999). Diese Entscheidung héangt unter anderem vom Verhdtnis
bestimmter intrazelluldrer Faktoren wie z.B. Bax/Bcl-2 oder anderen Einfllissen ab.

Noch ist auch nicht geklart, wie viedle DNA-Brliche tUberhaupt notwendig sind, d.h. wie grof
die Schadigung sein muss, um en positives Apoptose-Signal in den Zellen ausdsen zu
kénnen, bzw. bis zu welchem Ausmald der DNA-Fragmentation dieser Prozess noch
reversibel ist (Elsasser, 2000). Negoescu (1996) beschrieb in diesem Zusammenhang die
Darstellung von praapoptotischen Zellenanhand der Tunel-Methode (Negoescu et al. 1996).
Obwohl Herzmuskelgewebe formalpathologisch dem Ruhegewebe zugeordnet wird, konnte

in neueren Studien nicht nur eine erhdhte Anzahl von apoptotischen Zellen, sondern auch eine
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erhdhte Anzahl von Mitosen in Myokardgewebe von Patienten mit fortgeschrittener
Herzinsuffizienz gefunden werden. Noch ist unklar, ob Mitosen in Kombination mit Apoptose
dleinig im ,,Remodeling® des Herzens auftreten oder auch schon im normalen Herzen
vorhanden sind und ob dieser Prozess in gestresstem Myokard amplifiziert wird. In dem von
Kanoh et a. (1999) publizierten Artikel stellten die Autoren die These auf, dass die Tunel-
Methode in Patienten mit idiopathischer DCM keine Apoptose, sondern lediglich DNA-
Reparatur vergleichbar mit Zellen in der S-Phase anzeigt (Kanoh et al. 1999).

All diese Resultate legen nahe, dass eine positive Tunel-Reaktion per se nicht ausreichend zur
Apoptose-Detektion im Myokardgewebe ist. Zusammenfassend betrachtet, konnen Myozyten
aufgrund reversibler oder irreversibler apoptotischer Stimulation, Reparaturmechanismen,
Nekrose und infolge der von Remodeling-Prozessen beschriebenen Mitose eine positive
Tunel-Reaktion ausbilden. Gerade durch diese Vielzahl von moglichen Ursachen der DNA-
Fragmentierung sind mehrere Kriterien zur Bestimmung von Apoptose in Myokardgewebe
nétig. Deshalb sollte bei der vorliegenden Untersuchung nicht davon ausgegangen werden,
dass alle Myozyten mit positiver Tunel-Reaktion unwiderruflich in apoptotische Prozesse
einbezogen sind. Gerade der simultane Nachweis der tTG und die gefundenen
elektronenmikroskopischen Merkmale legen nahe, dass sich die Kardiomyozyten in einem
fliefenden Prozess befinden. Durch bestimmte Kaskaden und Ablaufe werden spezielle
Enzyme bzw. Proteine ausgebildet oder aktiviert, um den programmierten Zelltod
durchzufihren oder aufzuhdten. Der immunzytochemische Nachweis ener DNA-
Fragmentierung kann somit kein ,absolutes’ Entscheidungs-Kriterium bezlglich des
apoptotischen Untergangs einer betroffenen Zelle darstellen, sondern sollte eher als en
sensitiver Marker in den komplexen Nachweis-Methoden der Apoptose verstanden werden. In
aktuellen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen DNA-
Fragmentierung und tTG-Expression besteht (Autuori et a. 1998; Aschoff et al. 2000). Die
licht-, fluoreszenz- und elektronenmikroskopischen Befunde der vorliegenden Arbeit stiitzen
diese Auffassung. Mit dem Nachweis einer Kernfragmentation in Kombination mit tTG-
Expression erhdt man neben dem deutlichen Hinweis auf einen apoptotischen Vorgang
gleichzeitig ein Ausschlusskriterium fir DNA-Fragmentation anderer Ursachen. So ist es
fraglich, ob Myozyten mit tTG-Expresson nur DNA-Reparatur durchfiihren ohne in
apoptotische Prozesse involviert zu sein. Auch ist es unwahrscheinlich, dass Myozyten, die
durch Nekrose zugrunde gehen - was bekanntermalien ein katastrophenartiger Zustand fir die
betroffenen Zellen bedeutet - noch Zeit und Energie haben, Enzyme wie die tTG auszubilden.
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Inwieweit der ,Apoptose-Ablauf“ bel Zellen reversibel ist, die tTG ausgebildet haben, 18sst
sich zumjetzigen Zeitpunkt schwer beurteilen.

Myozyten mit angeschnittenem, unfragmentiertem Zellkern zeigten nie eine positive tTG-
Farbung. In dieser Untersuchung konnte festgestellt werden, dass die tTG-Expression
unmittelbar an eine Kernfragmentation geknuipft war. Gesunde Myozyten wiesen keine tTG-
Expression auf. Dementsprechend wurde bei Myozyten mit positiver Tunel-Reaktion und
simultaner tTG-Expression von apoptotischen Prozessen ausgegangen.

Myozyten, die in der immunzytochemischen Untersuchung positiv reagierten, zeigten auch
auf ultrastrukturellem Niveau apoptosetypische Befunde wie Chromatinkondensation,
Membranblebbing und Zellschrumpfung. In diesen Myozyten fanden sich keinerlei
Anzeichen von Zellschwellung oder Lyse, welche fur Nekrose charakteristisch waéren.
Morphologisch konnten diese Kerne dem Boiling- bzw. Blebbing-Stadiums der Apoptose
zugeordnet werden. Abschlieffend konnten die lichtmikroskopischen Apoptose-Kriterien wie
positive Tunel-Reaktion mit konsekutiver tTG Farbung, Aktin-Farbung und Fluoreszenz-
Defekte, welche wahrscheinlich das morphologische Korrelat des Myofibrillenverlust
darstellen, auf ultrastruktureller Ebene bestétigt werden.

Um unspezifisches Farbeverhaten oder Nekrose soweit wie moglich auszuschliefzen, wurde
das untersuchte Gawebe ohne langeres ,, Ischamie-Intervall* entnommen, schonend fixiert, in
standardisierten Ablaufen geférbt, sowie Negativ- und Positivkontrollen angefertigt. Zudem
fanden sich in der statistischen Auswertung keinerlel Ausreif3er, welche eine Vermutung
farbetechnischer oder methodischer Fehler zulief3en.

Transglutaminase und Myofibrillenverlust

Bel fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen konnte eine intensive Eigenfluoreszenz der
Myofibrillen und Zellkerne in intakten Myozyten festgestellt werden. In Gewebeschnitten von
Patienten mit idiopathischer DCM war diese Autofluoreszenz in einigen Myozyten deutlich
reduziert und die Myofibrillen zerstort oder demaskiert. Regionen reduzierter
Autofluoreszenz zeigten eine erhohte Aktivitdt der tTG. Ein Tell der Myozyten wies dabel
vermehrt das typische streifenformige Muster der kontraktilen Elemente auf. Gemeinsam mit
den obigen Ergebnissen sprechen diese Resultate am ehesten fir einen enzymatischen Verlust
bzw. enzymatischen Abbau von kontraktilen Elementen an diesen Lokalisationen. Die
verbesserte Darstellung der Myofibrillen in Regionen mit Fluoreszenz-Defekt ist durch eine
maogliche enzymatische Freilegung von Antigenen zu erkldren. Dies konnte bedeuten, dass an

diesen Stellen die tTG zusammen mit Hilfe weiterer Enzyme intrazellare Proteine wie
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Tubulin, Aktin oder Vinkulin abbaut und die entstandenen Produkte zum Aufbau eines
intrazellulédren Netzes benutzt (Fesus et al. 1991; Autuori et al. 1998; Fesus 1998). Ferner
schreiben einige Autoren der tTG auch hydrolytische Fahigkeiten zu (Autuori et al. 1998).
Schon 1995 wurde von Packer der durch Apoptose bedingte enzymatische Abbau der
kontraktilen Elemente als Ursache der Herzinsuffizienzentwicklung angenommen. Das
Konzept sagt aus, dass Herzmuskelzellen durch fortschreitende apoptotische Prozesse
abgebaut werden und der progressive Verlust an kontraktilen Elementen zur fortschreitenden
Verschlechterung der Pumpfunktion beitragt (Heinzl 1995). Wie vorstehend diskutiert, weist
die erhdhte Aktivitéat der tTG in Regionen des Myofibrillenverlustes am ehesten auf einen
enzymatischen Abbau hin, welcher typischerweise beim programmierten Zelltod vorkommt
(Fesus et al. 1996; Fesus 1998; Aschoff et al. 2000). Hall und Kollegen (1994) konnten
zeigen, dass monomeres G-Aktin die DNase | inhibiert (Hall 1994). DNase | stellt eine
wichtige Endonuklease im apoptotischen Prozess dar. lhre mangelnde Hemmung durch
vermehrten Abbau von Myofibrillen kénnte somit einen férdernden Effekt auf den Apoptose-
Prozess haben (Lacks 1981; Polzar et al. 1989). Ein weiterer Beleg fur diese Hypothesen
konnte in den erhohten Werten der DNase | bel Patienten mit idiopathischer DCM gesehen
werden (Yao et a. 1996). Auch beschranken sich die Interaktionen des Aktins mit der DNase
I nicht nur auf deren Hemmung, sondern die DNase | bewirkt ihrerseits eine
Konformationanderung des Aktins, was zu einer verbesserten Reagibilitdt mit der tTG fihren
konnte (Polzar et al. 1989).

Aktin-Farbung

Bel Untersuchungen mit Aktin- Antikorpern konnte keine homogene Farbung der Schnitte
erreicht werden. Gesunde Herzmuskel zellen ohne DNA-Fragmentierung, tTG-Nachweis und
intakter Fluoreszenz zeigten Uberraschenderweise eine schwache Aktin-Férbung. Zellen mit
kombiniertem Nachweis von DNA-Fragmentation und tTG-Farbung wiesen hingegen eine
intensive Aktin-Férbung auf. Die Anférbung der Myozyten war mehr oder weniger diffus,
ohne die zu erwartende geordnete Struktur der Herzmuskel zellen. Zytosolische Regionen mit
ausgepragten Fluoreszenz-Defekten wiesen dabel dieselben Farbe-Optima in der Aktin
Farbung auf wie sie in der tTG-Féarbung festgestellt werden konnten.

Wie in einer kirzlich vertffentlichten Arbeit dargelegt wurde, ist anzunehmen, dass die
intensivere Farbung einzelner Myozyten aus einer gesteigerten proteolytischen Demaskierung
der einzelnen Aktinfilamente resultiert. Dieses Verfahren wird schon seit langerer Zeit in

standard- histologischen Untersuchungen zur Verbesserung der Anférbbarkeit von Schnitten
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eingesetzt (Martin et al. 1982). Aufgrund der vorausgegangenen enzymatischen Andauung
von Strukturen und Antigenen wird eine verbesserte Antikorper-Prazipitation und eine
Erhéhung der zuganglichen Antikérperbindungsstellen an demaskierten Antigenen erreicht.
Auch die verbesserte Darstellung zelluldrer Strukturen in der Fluoreszenzmikroskopie, wie
dem typischen Streifenmuster, spricht fir eine proteolytische Demaskierung der Zellen. Die
Demaskierung der Aktinfilamente mit konsekutiver tTG-Aktivitdtserhéhung und
Myofibrillenzerstérung unterstreicht die obige Annahme, dass Apoptose den enzymatischen
Abbau von Myozyten erzwingen kann (Busch et al. 2001; Martin et al. 1982).

Inwieweit sich mit Aktin-Farbung die Kontraktilitét und Beeintrachtigung der Pumpleistung
auf zellulérer Ebene beurteilen 18sst, missen weitere Untersuchungen kléren. Es wére jedoch
vorstellbar, dass die Aktin-Farbung ein histopathologisches Korrelat der insuffizienten
Pumpleistung des linken Ventrikels der Patienten mit DCM darstellt. Demzufolge kénnte
dieses Verfahren als histologischer Marker angewandt werden, um den kontraktilen Status
Praesens des jeweiligen Patienten zu beschreiben.

Zusammen betrachtet bestétigen die Resultate der Tune-Methode, tTG- und Aktin-Férbung
und der Inhibition der DNase | durch Aktin das neue pathogenetische Konzept der
Herzinsuffizienz durch apoptotisch bedingten enzymatischen Abbau der Myozyten.

Die vorgestellte Methodik sollte bei der Beurteilung der Ergebnisse mit in Betracht gezogen
werden. Sie ist fur Farbe-Verhaten und Féarbe-Ergebnis entscheidend. Die morphol ogischen
und farbetechnischen Befunde wirden ohne die Semidinnschnitt-Technik nicht so deutlich
werden. Diese Methode stellt ein sensitives Verfahren zur Beurteilung von Gewebeschnitten
auf zelluldrem Niveau dar (Aschoff et al. 1999; Busch et a. 2001). Im Semidinnschnitt stellt
sich der grofdte Teil der Zellen unter dem Mikroskop Uberlagerungsfrel dar, was eine direkte
Beurteilung der Morphologie und des Féarbeverhaltes einzelner Zellen zulésst. Ein weiterer
Vorteil dieses Verfahrens ist die Gewinnung von Folgeschnitten identischer Zellen und deren

maoglicher unterschiedlicher immunhistochemischer Darstellung.

Schaubild 9: Schematische Darstellung des Férbverhaltens an 1um und 4um starken
Gewebeschnitten
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4.2 Enterovirus-assoziierte dilatative Kardiomyopathie (DCM)

Die Existenz von Viren as ein bedeutender &tiologischer Faktor bei der idiopathischen
dilatativen Kardiomyopathie ist seit einigen Jahren unbestritten. Viele aktuelle
Untersuchungen beschéftigen sich intensiv mit der Bedeutung, der Pathogenitdt und der
Persistenz von Viren bei der idiopathischen DCM (Kandolf et a. 1987; Figulla et al. 1995;
Andreoletti et al. 1996; Kandolf 1998; Maisch 1998; Fujioka et al. 2000).

Virusanalyse

In dieser Arbeit konnte bel 45% der Patienten ein positiver Nachwels von Enteroviren anhand
einer Enterovirus-spezifischen RT-PCR und einer Southern Blot-Hybridisierung erbracht
werden. Die Angaben der Literatur Uber den Nachweis von Enterovirus-RNA bei Patienten
mit einer idiopathischen DCM schwanken jedoch zwischen 10% und 67% (Archard et al.
1991; Kandolf et al. 1993; Figulla et al. 1995; Andreoletti et al. 1996).

Der hohe Anteil der Enterovirus-positiven Patienten in der Untersuchung &8sst sich einerseits
auf unterschiedliche Laborbedingungen bzw. Laborverfahren wie den ausgewahlten Primern
oder der Fixierung der Bioptate, andererseits auf andersartige Krankheitss oder
Studienpopulationen im Vergleich zu anderen Arbeiten zurtckfihren. Zur Erhéhung der
Sengitivitdt und Spezifitdt wurde zusétzlich eine Southern Blot-Hybridisierung des PCR-
Produktes durchgefiihrt, welche den Anteil gegentber den in der Literatur angegebenen

Enterovirus-positiven Patienten erhthen konnte.

Klinische Beurteilung der Apoptose-Rate

In zahlreichen Untersuchungen an Herzmuskelgewebe von Patienten mit terminaler
Herzinsuffizienz oder dilatativer Kardiomyopathie konnte das Vorkommen der Apoptose in
Myozyten belegt werden. Der Stellenwert der Apoptose bei der Entstehung kardialer
Erkrankungen ist jedoch aufgrund recht unterschiedlicher Ergebnisse weitgehend unklar
(Bing 1994; Mallat et al. 1996; Narula et al. 1997; Olivetti et al. 1997; Narula et al. 1998).
Wie bereits erwdhnt, konnten virale Erreger als bedeutendende &tiologische Faktoren der
dilatativen Kardiomyopathie nachgewiesen werden. Inwieweit der programmierte Zelltod in

deren Pathogenese eine Rolle spidlt, ist gegenwaértig noch relativ unbekannt.
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In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass Patienten mit ener
Enterovirus-positiven DCM einen signifikant niedrigeren Apoptose-Anteil  gegentiber
Patienten mit einer Enterovirus-negativen DCM aufwiesen, ohne einen signifikanten
Unterschied hinsichtlich der echokardiographischen und hamodynamischen Daten zu zeigen.
Der signifikante Unterschied der Apoptose-Raten zwischen beiden Gruppen wére durch
Einflussnahme von Viren in den Apoptoseablauf vorstellbar. Interessanterweise sind
verschiedene  Virusproteine identifiziert worden, die  Sequenzhomologien von
unterschiedlichen anti-apoptotischen Proteinen, wie z.B. FLIP (s.0., v-Flip — virales FLIP)
oder Bcl-2, aufweisen. Durch diese Proteine haben die Viren die Mdglichkeit, den
apoptotischen Untergang der betroffenen Zelle zu verhindern. Dies gilt fir Herpesviren,
Epstein-Barr-Viren oder Pockenviren (Derfuss et al. 1998; Meinl et al. 1998). Adenoviren
induzieren einen Polypeptidkomplex, der den Fas-Rezeptor blockieren kann und dann die CD
95-induzierte Apoptose hemmt.

Henke et a. (2000) konnten nun auch erstmalig Interaktionen zwischen dem Coxsackie-
Virus B, - einem Enterovirus - und Proteinen, die in den apoptotischen Prozess involviert sind
im Akutstadium der Infektion nachweisen (Schonian, et a. 1995; Gillet und Brun 1996;
Pankuweit et al. 1998; Pankuweit et al. 1999; Zoog et al. 1999; Herke et al. 2000).
Entwicklungsgeschichtlich stellt dieser Einfluss in den zelluldren Ablauf der Wirtszelle fir
Viren eine Uberlebensnotwendige Strategie dar. So hat das Virus die Mdglichkeit, den
Wirtsorganismus und dadurch sich selbst funktionell zu erhalten. Der programmierte Tod der
infizierten Zelle ist zumeist der einzige Ausweg des betroffenen Organismus, um die in der
Zéelle befindlichen Viren zu eliminieren.

In klinischen Untersuchungen von Patienten mit idiopathischer DCM konnte Figulla et a.
(1995) nachweisen, dass Patienten mit einer Enterovirus-Infektion einen langeren Zeitraum
ohne Herztransplantation Uberlebten als Patienten mit einer Enterovirus-negativen DCM.
Aulerdem verbesserten sie sich signifikant in hdmodynamischen Parametern, und insgesamt
verstarben weniger Patienten in der Enterovirus-positiven Gruppe (5% vs. 19%) (Figulla et
al. 1995). Saraste und Kollegen (1999) konnten an explantierten Herzen mit progressiver
Herzinsuffizienz zeigen, dass der klinische Schweregrad und die Progression der Erkrankung
mit dem Auftreten und der Anzahl von apoptotischen Myozyten zusammenhangt. Hierbel
wurde die Tunel-Methode zur Quantifizierung eingesetzt. In dieser Studie konnten quantitativ
mehr Tunel-positive Myozyten bei Patienten mit schwerer progressiver Herzinsuffizienz
gefunden werden als bei Patienten mit einer mittleren oder langsamen Progression der
Herzinsuffizienz (Saraste et al. 1999).
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Ein Zusammenhang zwischen einer Verbesserung des Herzinsuffizienz bei Enterovirus-
Infektion sowie der Korrelation der kardialen Dysfunktion mit apoptotischen Myozyten ist
gegenwartig noch ungeklart. Jedoch konnte in der vorliegenden Arbeit eine signifikant
niedrigere Apoptose-Rate bei Patienten mit Enterovirus-positiver DCM nachgewiesenen
werden, was unter Berticksichtigung der oben genannten Studienergebnisse ein denkbares und
nachvollziehbares Resultat darstellt.

Bel vereinzelten Patienten konnte kein Nachweis einer Enterovirus-1nfektion erbracht werden,
obwohl diese eine sehr geringe Apoptose-Rate aufzeigten. Dies konnte durch eine Infektion
mit kardiotropen Viren, die nicht in der Untersuchung erfassten wurden, erklart werden
(Schaubild 4 und 5. Hierbei kdmen z.B. Viren aus der Gruppe der Cytomegalie- oder
Aderoviren in betracht (Gillet und Brun 1996).

Apoptose-lndex und Hamodynamik

Im Kklinischen Alltag wird bei Patienten mit Herzinsuffizienz vor allem die linksventrikulére
Auswurffraktion (EF) zur Beurteilung der linksventrikul&ren Kontraktilitét herangezogen. Ein
Zusammenhang zwischen der linksvertrikularen Auswurffraktion as Parameter der
linksventrikuldren Kontraktilitdt und der Apoptose-Rate als putativer Schadigungs-Marker
wére plausibel. In der hdmodynamischen Analyse konnte dagegen nur eine Tendenz zur
negativen Korrelation zwischen der Apoptose-Rate und der Auswurffraktion festgestellt
werden.  Hierbee  konnten  die  unterschiedlichen  Biopsielokalisationen  und
Kompensationsmechanismen sowie differierende Infektionsantworten in der Auswertung
nicht berlicksichtigt werden. Streng genommen bewertet die Ejektionsfraktions-Messung
nicht die Gesamtsituation des Myokards, sondern nur die linksventrikulére systolische
Kontraktilitét. Da aber die Apoptose den gesamten Ventrikel betrifft, sollten hier vermutlich
andere Messverfahren Anwendung finden, um den Zusammenhang von Kontraktilitat und
Apoptose zu klaren. Tel et a. verdffentlichten 1995 ein echokardiographisches Verfahren,
welches die kombinierte Beurteilung der systolischen und diastolischen Kontraktilitét bei
Patienten mit ventrikularer Dysfunktion erlaubt (Tel-Index = [isovolumetrische Kontraktion
Zeit + isovolumetrische Relaxations-Zeit] / EF) (Tei 1995; Tei et al. 1995). Interessanterweise
konnte Bruch et al. (2000) in einer aktuellen Untersuchung zeigen, dass sich Patienten mit
moderater Herzinsuffizienz (NYHA 3 2) gignifikant von Patienten einer Kontrollgruppe
beziiglich des Tei-Index unterschieden, obwohl kein wesentlicher Unterschied im Hinblick

auf die tblichen hdmodynamischen Prognoseparameter vorlag (Bruch et al. 2000).
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Eventuell ist ein Zusammenhang der Apoptose-Rate mit dem Tek-Index, der die
Gesamtkontraktilitdt des Herzens beschreibt, wahrscheinlicher as mit den Ublichen
hémodynamischen Parametern. Es ist anzunehmen, dass die Apoptose sich nicht nur auf die
linksventrikul&re systolische Phase auswirkt, sondern die Gesamtkontraktilitdt des Herzens
und somit moglicherweise den Tei-Index und nicht die linksventrikulare Auswurffraktion
beeinflusst.

Einschatzung und Bewertung des er stellten Apoptose-l ndex

Verschiedene Arbeiten weisen darauf hin, dass gerade immunzytochemische Farbeverfahren
an unmittelbaren Folgeschnitten eine brauchbare und gut auswertbare Methode fir
Koexistenzstudien auf zellularem Niveau darstellen (Aschoff et al. 1996; Aschoff und
Jirikowski 1997; Aschoff et al. 1999; Aschoff et a. 2000; Busch et a. 2001). Wie
vorangehend beschrieben, kénnen durch die Schnittdicke von 1um etliche Ebenen durch eine
einzelne Zelle gelegt werden. Bel Folgeschnittanalysen kann eine einzelne Zelle sehr gut
morphologisch und immunhistochemisch anhand unterschiedliche Marker beurteilt werden.
Angaben zu Hohe der Apoptose-Raten bei der DCM schwanken stark und werden kontrovers
bewertet. In den richtungweisenden Arbeiten von Narula et al. (1996) und Olivetti et al.
(1997) fanden sich grof3e Unterschiede in den Angaben der myokardialen Apoptose. Narula et
al. (1996) wiesen bei explantierten Herzen eine durchschnittliche Apoptose-Rate zwischen
5%-35% nach, Olivetti et al. (1997) hingegen eine von nur 0,25% (Narula et al. 1996; Olivetti
et a. 1997). Yamamura et al. (1999) fanden im Myokard von biopsierten DCM-Patienten
signifikant unterschiedliche Raten von kernfragmentierten Myozyten bei Patienten mit keiner,
moderater oder schwerer Kontraktionsstorung (4,3% vs. 9,8%; Kontrolle 0%) (Y amamura et
al. 1999). Saraste et al. (1999) zeigten, dass Patienten mit schneller, mittlerer und langsamer
progressiver Herzinsuffizienz sich signifikant voneinander beziiglich myokardialer DNA-
Fragmentation unterscheiden (0,192% vs. 0,093% vs. 0,026%) (Saraste et al. 1999).

In der hier vorliegenden Untersuchung fanden sich mittlere Apoptose-Raten von 10,6% bei
Enterovirus-positiven und 19,5% bel Enterovirus-negativen Patienten. Die deutlichen
Unterschiede der einzelnen Apoptose-Raten in den oben genannten Arbeiten sind zum einen
auf die grol3e Variabilitét der Patientenzahl und -population zurtickzufUhren. Andererseits
handelte es sich bei den Arbeiten von Narula et a. (1996), Olivetti et a. (1997) und Saraste et
al. (1999) um explantierte Herzen in verschiedenen Stadien einer terminalen Herzinsuffizienz.
Moglicherweise kdnnen in terminal insuffizienten Herzen nur noch wenig apoptotische Zellen

im Sinne eines vorangegangenen Abbaus nachgewiesen werden. Dagegen wurden in der
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vorliegenden Arbeit Biopsien von Patienten mit einem durchschnittlichen NYHA-Grad |l
untersucht. In biopsiertem Herzenmuskelgewebe fanden auch Yamamura et a. (1999)
vergleichbar hohe Fragmentations-Raten. Die Ursache hierfir konnte in maldigeren
Erkrankungsstadien der biopsierten Patienten gegeniiber den explantierten Patienten liegen.
Auch wére es denkbar, dass L okalisationsunterschiede bei der Biopsie und der Entnahme von
Gewebe aus explantierten Herzen bestehen.

So ist bekannt, dass gerade Myozyten von druckbelasteten Herzen aufgrund von
Umstrukturierungen der Ventrikelwand in die epikardiale Region wandern, um so den
vergrofderten Ventrikelraum zu umschlief3en (side-to-side dlippage) (Olivetti et al. 1990;
Cheng et al. 1995; Gerdes und Capasso 1995). Narula (1996) beschreibt in diesem
Zusammenhang eine vorherrschende Verteilung der Apoptose in den subendokardialen und
epikardialen Schichten (Narula et al. 1996; Narula et a. 1997; Narula et al. 1998). Aufgrund
der bioptischen Entnahme des Herzgewebes spiegelt die erstellte Apoptose-Rate in alen
Falen die subendokardial gelegenen Myozyten wieder, womit die gegeniber anderen
Untersuchungen hohere Apoptose-Rate erklart werden kénnte.

Andererseits spielen gewiss auch unterschiedliche methodische Aspekte eine wichtige Rolle.
In der Arbeit von Narula et a. (1996) wurden durchschnittlich 200 Zellen pro Patient
ausgezahlt. Olivetti (1997) zahite einige hundert Zellen aus und extrapolierte seine Daten auf
1 Million Kardiomyozyten. Im Unterschied dazu wurden in dieser Untersuchung
durchschnittlich 750 Zellen pro Patient ausgezéahlt und durchschnittlich 31 Frames mit einer
Grofke von 0,067 mm? pro Patient ausgewertet. Dies entspricht einem ausgezahlten Volumen
von 2,077 mm3 Herzgewebe pro Patient. Insgesamt wurden pro betrachteter Patientengruppe
durchschnittlich 12 300 Zellen bewertet.

Wie gegenwértig allgemein gefordert, wurde in beiden Untersuchungen versucht, mehrere
Kriterien und Methoden zum Apoptosenachweis heranzuziehen (Saraste et al. 1999; Elsdsser
et a. 2000). In der Arbeit von Narula wurde die Apoptose nach der Tunel-Methode und Gel-
Elektrophorese nachgewiesen, bei Olivetti wurde mit konfokaler Mikroskopie versucht,
verschiedene histochemische Marker wie Tunel-Methode, Bax- und Bcl-2- Nachwels owie
Gel-Elektrophorese den programmierten Zelltod nachzuweisen (Narula et al. 1996; Olivetti et
a. 1997). In beiden Arbeiten wurden weder die Apoptosemarker anhand einer Betrachtung
der zelluldren Konstellation identischer Zellen bewertet, noch eignen sich die benutzten
Methoden zur Quantifizierung. Alleinig die Tunel-Methode eignet sich zur Quantifizierung,
welche bekannterweise bel der Beurteilung des apoptotischen Status nicht unproblematisch ist

(Saraste 1999). Im Gegensatz dazu war es in dieser Untersuchung maoglich, Apoptose anhand



Diskussion 65

von Tune-Methode, tTG-Farbung, AktinnFarbung und Elektronenmikroskopie an
Folgeschnitten ein und derselben Zelle zu beurteilen und diese Konstellation fir quantitative
Auswertungen heranzuziehen (Aschoff et al. 2000; Busch et al. 2001).

Es ist wahrscheinlich, dass die Apoptose-Rate in myokardialem Gewebe von vielen Faktoren
abhangt. Infolgedessen sollten Erkrankungstyp, Entnahmelokalisation - epikardiales Gewebe
vs. subendokardiales Gewebe - sowie methodische Aspekte in die Bewertung mit einbezogen

werden.

4.3 Histochemische Charakterisierung von rechtsventrikularem und
linksventrikularem Herzmuskelgewebe

Bel den untersuchten Patienten erfolgte die Bioptatentnahme entweder aus dem rechten oder
aus dem linken Ventrikel. Vergleicht man - unabhéngig vom Enterovirus-Befund - die
Apoptose-Raten von links- und rechtsventrikularem Myokardgewebe miteinander, so zeigt
sich, dass im linken Herzen eine signifikant hthere Apoptose-Rate zu finden ist as im
Rechtsherzgewebe (20% vs. 11%, p = 0,003). Aufgrund seiner besonderen hamodynamischen
und mechanischen Situation muss das linke Herz gegeniber dem rechten Herzen ein
Viefaches an Arbeit leisten (Hopf et a.1990). Myozyten, die einem erhdhten
intraventrikuldren Druck oder einer erhdhten Wandspannung bzw. darauffolgender Dehnung
ausgesetzt wurden, gehen gegenuber Zellen ohne diesen Stress schneller an Apoptose
zugrunde (Cheng et al. 1995; Teiger et al. 1996). Die mechanische und hamodynamische
Mehrbelastung des linken Ventrikels und der bel der DCM zusétzlich erhohte enddiastolische
Druck konnten die ehohte linksventrikuldre Apoptose-Rate erklaren. Inwieweit die Zellen
des linken Herzens durch vermehrten Stress oder chronischen Sauerstoffmangel mit
entsprechender Radikalbildung sich in einem unterschwelligen préapototischen Reizzustand
befinden und infolgedessen proapoptotische Proteine ausbilden, ist gegenwartig noch unklar.
Insgesamt ist die erhohte Apoptose-Rate im linksventrikul&ren Gewebe am ehesten dadurch
erklarbar, dass diese einem grof3eren hdmodynamischen Stress und hoherer mechanischer
Belastung als rechtsventrikuldre Myozyten ausgesetzt sind. Beim Vergleich zwischen
Rechtsherz und Linksherzbiopsien konnte weiterhin festgestellt werden, dass sich die
Apoptose-Raten signifikant (20% vs. 11%, p = 0,003), die Fragmentations-Raten jedoch nicht
signifikant (32% vs. 39%, p = 0,21) unterscheiden. Wie bereits diskutiert, kann DNA-
Fragmentierung ein Indikator fir eine Myozytenschadigung darstellen, die moglicherweise
reversibel ist (Pankuwelt et a. 1999). Hier sollte eine vermehrte Mitose in gestresstem
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Myokardgewebe sowie eine geringere Kompensationrsmoglichkeit des linksventrikuléren
Gewebes in Betracht gezogen werden. Es wére denkbar, dass links- und rechtsventrikuléres
Gewebe von der gleichen ,, Schadigungsstérke” betroffen sind, das rechte Herz jedoch mehr
Kompensationsfreiraum aufgrund der geringeren hdmodynamischen Belastung zur Verfligung
hat und dadurch zwar eine gleich hohe DNA-Fragmentations-Rate, aber eine deutlich
niedrigere Apoptose-Rate aufweist. Vielleicht ist gerade die vermehrte linksventrikulére
kompensatorische Hyperplasie bei der DCM ein Grund, weswegen die Zellen im linken
Herzen vulnerabler fir den programmierten Zelltod sein konnen (Bing 1994; Cheng et al.
1995; Teiger et al. 1996).

Es bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten zu klaren, inwieweit linksventrikulére Zellen
proapoptotische Proteine ausbilden oder in einem préaapoptotischen Reizzustand sind. Es
bleibt die Fragen offen, ob in den Ventrikeln unterschiedliche Wege des programmierten

Zelltodes ablaufen und wie diese mdglicherwel se prophylaktisch gehemmt werden kénnen.

Das oben diskutierte Konzept einer Apoptosehemmung durch Virusproteine ist auch fir eine
isolierte Betrachtung von links- bzw. rechtsventrikularem Gewebe zutreffend. Isoliert
betrachtet, ergab sich sowohl im links- al's auch rechtsventrikuléren Gewebe fir Enterovirus-
positive Patienten eine signifikant niedrigere Apoptose-Rate (Schaubild 7 und 8).

Spekulativ kénnte davon ausgegangen werden, dass sich virale Proteine unabhangig von
rechts- bzw. linksventrikularem Gewebe in Form einer Erniedrigung der Apoptose-Rate

auswirken.
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Zusammenfassung und Ausblick

Insgesamt muss davon ausgegangen werden, dass quantitative Untersuchungen der Apoptose
im humanen Myokard noch am Anfang stehen. Typische Kriterien der Apoptose konnten
licht- und elektronenmikroskopisch anhand =zahlreicher Studien in Herzmuskelzellen
nachgewiesen werden. Aufgrund der fehlenden Daten Uber Ablauf, Lénge des Zeitraums und
Reversibilitdét der Apoptose ist die quantitative Beurteilung in enthommenem
Herzmuskelgewebe als relativ schwierig anzusehen. Trotz unterschiedlicher Literaturangaben
Uber die myokardiale Apoptose hat sich nach Saraste et al. (2000) doch gezeigt, dass bel
verschiedenen kardiologischen Krankheitsbildern gehéuft eine durch positive Tunel- Reaktion
nachweisbare internukleosomale DNA-Fragmentation in Kardiomyozyten vorliegt. Inwieweit
die von uns bestimmte Apoptose-Rate bel Patienten mit einer Enterovirus-assoziierten
dilatativen Kardiomyopthie von diagnostischer, therapeutischer und pathogenetischer
Relevanz ist, mussen weitere Untersuchungen analysieren.

Abschlief3end sollen die wichtigen Fakten dieser Arbeit nochmals zusammengefasst werden:
Bei Patienten mit Enterovirus-positiver bzw. negativer DCM konnte ein signifikanter
Unterschied der Apoptose-Raten festgestellt werden, der maoglicherweise auf hemmende
viraer Faktoren zurlickzufUhren ist.

Durch den smultanen Nachweis von tTG, verdnderter Aktin-Darstellung, Myofibrillenverlust
und DNA-Fragmentierung konnten wichtige Marker des A poptoseprozesses in Kardiomyozyten
koexistent dargestellt werden.

Weiter erscheint die Aktin-Farbung an Semidinnschnitten ein vaides Verfahren zu sein, um den
kontraktilen Status Praesens bzw. den Myofibrillenverlust der Myozyten bei der DCM
immunzytochemisch darzustellen. Die Aktin-Farbung kénnte somit ein geeigneter Marker zur
morphologischen Abschétzung der hdmodynamischen Parameter und der Kontraktilitét des
Herzens sein.

Durch den fluoreszenzmikroskopischen Nachweis des Myafibrillenverlustes und dessen direkte
Korrelation mit der tTG-Aktivitét konnte eine enzymatische Degradation bzw. ein apoptotischer
Abbau der Kardiomyozyten dargestellt werden. Der ssmultane Nachweis proapoptotischer
Enzyme konnte die Annahme nicht bestétigen, dass eine positive Tunel-Reaktion lediglich
DNA-Reparatur in Kardiomyozyten nachweist. Inwieweit Apoptose bei Zellen reversibel ist,
die schon tTG ausgebildet haben, |asst sich zum jetzigen Zeitpunkt schwer beurteilen.
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Insgesamt kdnnen anhand der immunhistochemischen Auspragungen einer Zelle verschiedene
Schédigungsgrade differenziert werden. In Schaubild 10 ist ein Klassifizierungsvorschlag mittels

der evauierten immunhistochemischen Merkmale dargestel It.

Schaubild 10: Schema zur Beurteilung von Kardiomyozyten nach histochemischen Kriterien

Histologische M ethode Gesunde Zelle Stimulierte Zelle Geschadigte Zelle
Autofluor eszenz AN N \
Tunel-Methode [ ] A )
tTG-Farbung ] [ | N
Aktin-Farbung €)) (N A

A vorhanden AN stark ausgepragt W reduziet B nicht nachweisbar

Ferner konnte ein signifikanter Unterschied der Apoptose-Raten beim Vergleich von links
vs. rechtsventrikularem Gewebe festgestellt werden. Die Fragmentations-Raten unterschieden
sich jedoch nicht signifikant, was auf unterschiedliche Kompensationsmdglichkeiten des
links- bzw. rechtsventrikul&ren Gewebes zuriickgefuhrt werden konnte.

Das diskutierte Konzept der Apoptosehemmung durch Virusproteine kann auch bel einer
isolierten Betrachtung der ventrikuldren Gewebe bestehen bleiben, da sich sowohl im links
als auch rechtsventrikuléren Gewebe eine signifikant niedrigere Apoptose-Rate flr Patienten

mit positivem Enterovirus-Nachweis zeigt.
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Schlussfolgerung

Das bedeutendeste histopathol ogische Substrat der dilatativen Kardiomyopathie ist zweifelsfrel
der Verlust an kontraktilen Elementen (Hopf et al.1990). Die Koexistenz von Myafibrillenverlust
und tTG-Aktivitdt konnte ein Hinweis auf den Zusammenhang zwischen programmiertem
Zelltod und sich verschlechternder Pumpleistung der chronischen Herzinsuffizienz bedeuten
(Schaubild 11). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind somit im Einklang mit dem eingangs
erwahnten Apoptose-Modell von Packer.

Schaubild 11: Apoptosemodell zur Entstehung der Herzinsuffizienz

M yozyt
Kernfragmentation mit Enzymatischer Abbau des Myozyten
positiver Tunel-Reaktion - positive tTG-Farbung
- Apoptose - positive Aktin-Farbung
- Onkose/Nekrose - reduzierte Myofibrilleneigen
- Proliferatior fluoreszenz

{/

Her zinsuffizienz

Meist sind die Therapiestrategien der chronischen Herzinsuffizienz auf die Verbesserung und
Behandlung der Symptomatik ausgerichtet. Ob eine Therapie zur Odemprophylaxe, eine
Therapie zur Verbesserung der Kontraktilitdt oder eine neurohormonale Blockierung zum
kardiovaskuldren Schutz durchgefiihrt wird, ale bisherigen Therapiemodelle sind auf
Symptombekampfung oder -verbesserung ausgerichtet.

In dem Apoptosemodell steht - durch den programmierten Tod von Myozyten as Ursache der
Herzinsuffizienz - erstmals die kontraktile Dysfunktion as Therapieziel im Mittelpunkt. Sollte
sich zukunftig herausstellen, dass die myokardiae Apoptose al's neues pathol ogisches Modell fur
die Entwicklung und/oder Progression der kardialen Dysfunktion verantwortlich ist, lief¥en sich
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daraus neue therapeutische Wege zur Behandlung der idiopatischen DCM und der chronischen
Herzinsuffizienz ableiten.

Wie eingangs schon diskutiert, sind viele Fragen der Apoptose im Herzmuskelgewebe
beantwortet, jedoch auch viele neu hinzugekommen. Es wird relativ deutlich, dass weitere
Anstrengungen mit dem Ziel unternommen werden miissen, durch Pravention oder Hemmung
der Apoptose eine Vielzahl von neuen therapeutischen Optionen zu ertffnen und die
Progression solch schwerwiegender Krankheitsbilder wie die chronische Herzinsuffizienz

aufzuhalten.



Anlage

Tabelle 11: Ubersicht der hamodynamischen und immunhistochemischen Parameter der Enterovirus-positiven Patienten

batienten anEgli:o. iy, PCWP AP LVED  HI HMV  Alter Eyz_ HR HFRuhe DNA-Frag. APOPIOS® zell - Kerm - gezanite gezahite gezaite
o) (%) (MMHG) (MMHG) (mm)  (Umin/m%  (I/min) (Jahre) (mmHg) _(mmHg) (1/min) (%) ) Jichte  dichte  Frames Kerne  Zellen

1 % s 18 15 58 28 56 5 130 84 % 3,00 200 2100 1200 2300 30800 637,00
2 5 3 14 29 72 270 58 4 160 110 116 30,85 861 2307 1493 3600 537,64 83044
3 5 5 8 13 58 360 65 63 130 70 68 2214 1219 1674 999 3800 37964 636,05
4 0 3B 1 23 6 2% 59 5% 120 70 80 25,64 860 2439 1097 2600 28519 634,21
5 18 18 8 24 8 245 66 5 124 84 85 3224 1022 1563 561 2600 14582 406,25
6 28 5 18 20 6 260 53 6 135 80 60 358 1774 3062 1061 37,00 39261 113292
7 21 26 % 4 6 230 49 6 110 8 120 31,18 1493 1175 465 3600 167,40 423,00
8 21 2 3% 3 59 120 25 5 1200 80 81 4333 2086 1733 797 4500 35873 779,63
9 20 2 12 18 6 220 42 3B 110 8 110 24,60 1001 1874 910 2200 20018 412,20
10 7 20 8 12 8 282 61 3B 15 110 9% 18,09 690 1968 895 2400 214,86 472,29
1 43 25 28 24 6 3% 80 40 120 8 81 36,75 980 6900 1899 37,00 70279 255302
12 4 28 19 23 70 242 52 5 120 8 97 16,67 898 2667 1402 2500 350,60 666,67
13 % 3 15 3 6 28 53 48 130 8 76 34,93 1099 1960 695 47,00 32649 921,20
14 4 o 17 24 5 240 48 6 120 & % 17,77 706 2508 1635 27,00 44132 677,25
Durch- 136013 32411 18:0 25¢10 6748 26207 55:14 52+12 1275¢16 84+13 90:20  266+11  106+¢5 24+14 114 3268 344+150 799+546

schnitt




Anlage

Tabelle 12: Ubersicht der hamodynamischen und immunhistochemischen Parameter der Enterovirus-negativen Patienten

batienten anEin:o. apo, PCWP PAPRuhe LVED CI  HMV Alter Eyz o HFRuhe DNA-Frag. "PoPiose zdl- - Kern gezinite gezahite gezahite
(%) %) (MMHG)  (MMHG) (mm)  (/min/m?)  (I/min) (Jahre) (mmHg) _(mmHg) (Ymin) (%) %) Gl ZdledFrane Frames Kerne Zédlen

1 29 2% 15 25 6 270 47 37 128 8 80 64,9 3775 394 136 340 4610 13398

2 M R 9 2 63 280 52 50 130 9% 80 37,9 2168 193 80 410 3275 7929

3 21 % 2 % 8 400 70 62 120 80 84 13,0 11,00 191 58 330 1925 6298

4 5 3 9 18 63 330 67 45 130 80 83 474 1688 361 208 240 4997 8663

5 s B 17 25 72 340 67 50 140 105 85 445 2154 121 71 340 2408 4102

6 9 4 23 2 300 63 40 170 110 130 55,1 2808 192 112 300 3352 5749

7 20 21 8 2 78 500 52 50 125 8 112 237 1051 208 101 290 2924 6020

8 % 4 10 2 5 290 58 57 125 @ 80 52,1 1082 473 244 290 7086 13715

9 U 7 1 20 6 420 87 5 140 0 83 48,9 2847 142 68 260 1777 3692
10 53 40 14 20 & 304 67 43 170 100 88 478 1783 268 167 230 3850 6154
1 9 20 5 37 69 220 42 30 0 60 83 56,8 3797 262 86 300 2593 7866
12 0 17 18 23 &0 321 67 5 120 W 82 4,7 1123 286 136 380 5184 1086,
13 0 5 17 20 64 200 40 5 100 50 100 215 113 195 82 180 1484 3512
14 7 B 10 18 59 211 44 5 132 8 100 496 1826 344 177 220 3900 7573
15 54 40 7 10 66 300 57 5 110 60 60 55,6 2222 174 125 250 3115 4360
16 U B ™ % 6 228 45 63 130 80 72 34,9 948 217 140 330 4619 7167
17 27 B 3 55 64 195 47 42 170 90 148 408 1577 180 115 370 4263 6642
ourch 136112 2010 1740 25810  67:0 30:09 57:14 50:0 131:24 84:17 2422  433tl4  195:0 25:10 1245  20:6  361tl4d 728:303
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