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2 Einleitung und Fragestellungen

2.1 Klinik und Atiologie der Tachykardiomyopathie

Die Tachykardiomyopathie (TCM), welche auch als Tachykardie-induzierte
Kardiomyopathie (TCMP) bezeichnet wird, ist eine potenziell reversible Form der
linksventrikuldren Dysfunktion des Herzmuskels, welche ohne Therapie tddlich
verlaufen kann (1). Bereits im Jahre 1913 wurde erstmalig ein Patient mit dilatativer
Kardiomyopathie aufgrund tachykarden Vorhofflimmerns (VHF) beschrieben (2).

Die Diagnose einer TCM wird heute laut Mueller et al. anhand folgender Kriterien

ausschlieBlich klinisch gestellt und ist eine Ausschlussdiagnose (3):

e Tachykardie (Herzfrequenz >100/min),

e cingeschrinkte linksventrikulire Ejektionsfraktion (LVEF<50%),

e Erholung der LVEF nach addquater Rhythmus- oder Frequenzkontrolle und

e Ausschluss struktureller Ursachen einer Herzinsuffizienz (zum Beispiel

hochgradige Aortenklappenstenose) (4-6).

Diagnostisch wegweisend sind beispielsweise die Erholung der linksventrikuldren
Dysfunktion nach Frequenzkontrolle, Rhythmuskontrolle durch interventionelle Ablation
oder Kardioversion bzw. medikamentdser Rhythmuskontrolle binnen 1-6 Monaten, ein
linksventrikuldrer enddiastolischer Durchmesser (LVEDD) < 5,5 cm sowie das simultane
Wiederauftreten einer eingeschrankten LVEF mit erneuter Herzrhythmusstérung (1).
Sicher ldsst sich eine TCM aus diesem Grunde bisher lediglich nach Therapie und
eventueller Erholung der linksventrikuldren Pumpfunktion, somit also nur retrospektiv

diagnostizieren (7).

Bei der TCM kommt es zu einem Herzversagen aufgrund einer tachykarden
Herzrhythmusstorung. Hierbei besteht mutmaBlich ein kontinuierliches Spektrum,
welches eine progrediente Schiddigung des Herzmuskels bedingt und ggf. bei
ausgedehnter Schiadigung des Herzmuskels zu bleibenden EinbuBlen der LVEF fiihren
kann. Der Ubergang in einen kardiogenen Schock kann dabei sogar zum Tode fiihren (3).

Prinzipiell kommt als Ursache fiir eine TCM jede tachykarde Herzrhythmusstorung in



Frage (7), am héaufigsten ist diese jedoch mit tachykardem Vorhofflimmern assoziiert (8),
gefolgt von Vorhofflattern, supraventrikuldren und ventrikuldren Tachykardien sowie
ventrikuldren Extrasystolen (9-13). Die Zeit zum Auftreten einer TCM kann sehr stark
variieren (wenige Tage bis mehrere Wochen), da viele Patientlnnen mit TCM
beispielsweise keine Palpitationen bemerken, weshalb die Dauer der Rhythmusstorung
hiufig schwer zu evaluieren ist (1). Weiterhin ist die Schwere der TCM vermutlich
abhédngig von Art und Herzfrequenz der Rhythmusstorung sowie ob diese rhythmisch
oder arrhythmisch ist (8, 14). Altere PatientInnen entwickeln eine TCM auBerdem
hdufiger in einem kiirzeren Zeitraum als jiingere (7). Weiterhin ist bislang unklar warum
nicht bei allen PatientInnen mit tachykarden Rhythmusstérungen eine TCM beobachtet
wird.

Zusitzlich erschwert wird die Diagnose der TCM durch den Umstand, dass nicht alle
Rhythmusstorungen  persistieren und  gegebenenfalls in einem  Routine-
Elektrokardiogramm (EKG) nicht diagnostiziert werden kénnen. Da Tachykardien schon
bei einem Auftreten von 10-15% der Zeit zu einer Kardiomyopathie fithren kénnen (6),
sind Patientlnnen mit bekannter Rhythmusstdorung und kiirzlich neu aufgetretener,
eingeschrinkter LVEF besonders engmaschig zu kontrollieren.

Hinweisgebend fiir die Diagnose einer TCM konnen neben den oben genannten

klinischen Kriterien folgende echokardiographische Untersuchungsbefunde sein:

e eine bei Voruntersuchungen normale linksventrikuldre Ejektionsfraktion
e die Abwesenheit von Linksherzhypertrophie mit linksventrikuldirem

enddiastolischem Durchmesser (LVEDD) < 5,5 cm ( = normale Dimensionen)

(1)

Bisher wurde kein Grenzwert einer kritischen Herzfrequenz beschrieben, bei dem das
Risiko einer TCM als sicher erhoht angesehen werden kann. Von einigen Autoren wurden
Herzfrequenzen >100/min (15) beziehungsweise eine Verdopplung der normalen Ruhe-
Herzfrequenz (auf 120-140/min) als Risikofaktoren beschrieben (7). In einer
randomisierten klinischen Studie konnten Van Gelder et al. im Jahr 2010 zeigen, dass
milde Frequenzkontrolle (Herzfrequenzen in Ruhe < 110/min) in VHF-Patientlnnen,

dieselben Effekte hat wie strikte Frequenzkontrolle (Herzfrequenz in Ruhe < 80/min).



Als primédre Endpunkte wurden fiir diese Studie unter anderen der Tod durch
kardiovaskulére Ereignisse sowie die Hospitalisierung bei Herzinsuffizienz gewahlt (16).
Nach wie vor wird im Falle einer TCM jedoch eine strikte Frequenzkontrolle empfohlen
(17). Weiterhin kommt es darauf an, wie persistierend die Frequenzerh6hung und wie
rhythmisch die Herzfrequenz ist. Man geht heute davon aus, dass insbesondere ein
arrhythmischer Herzschlag eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese spielt (1).
Hierfiir wird in Kapitel 2.3 ausfiihrlich auf die (histo-) pathologischen Verdnderungen bei
TCM eingegangen.

2.1.1 Vorhofflimmern und Vorhofflattern

VHF (Abb. 1) ist nicht nur die hdufigste Ursache einer TCM, sondern auch die hiufigste
anhaltende Herzrhythmusstérung im hoheren Alter iiberhaupt (17, 18). Linksventrikuldre
Dysfunktion findet sich in ungefahr 20-30% der PatientInnen mit VHF und 10-50% der
PatientInnen mit Kardiomyopathie haben VHF (19). Die weltweite Privalenz wurde im
Jahr 2010 auf 33,5 Millionen Félle mit einem jihrlichen Zuwachs von ungefihr 5
Millionen Fillen geschétzt (20). Es wird zwischen einer primaren/idiopathischen Form
mit familidrer Prddisposition und einer sekunddren Form als Folge von entweder
kardialen (zum Beispiel Mitralklappenvitien, koronare Herzkrankheit) oder
extrakardialen (z.B. arterielle Hypertonie, Lungenarterienembolie oder Hyperthyreose)
Ursachen unterschieden. Grundsétzlich kommt es in der Mehrzahl der Félle durch
spontane Entladungen von Zellen im Bereich der Miindung der Pulmonalvenen zu
vermehrten Vorhofkontraktionen (ungefihr 300-600/min). Die hohe Schlagfrequenz
schrankt die Fiillung des Vorhofs ein und die insuffiziente Kontraktion vermindert das
Herzminutenvolumen um  ungefdhr  15%. Bei  zusédtzlich  bestehender
Linksherzinsuffizienz kann es sogar um bis zu 40% sinken (17). Durch die rasche und
unregelméfBige Kontraktion kommt es zu Umwandlungsprozessen im Vorhofmyokard die
mit steigender elektrischer Instabilitit einhergehen, was wiederum das Auftreten von
Vorhofflimmern und Vorhofflattern begiinstigt. Dadurch begilinstigt ldngerfristig

anhaltendes Vorhofflimmern die Persistenz von Vorhofflimmern.
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Abbildung 1: Elektrokardiogramm bei Vorhofflimmern. Beispiel eines Elektrokardiogramms (EKG)
bei Vorhofflimmern einer weiblichen Patientin, 65 Jahre. Ableitungen von oben nach unten: I, II, I1I, aVR,

aVL, aVF, V1, V2, V3, V4, V5, V6. Herzfrequenz=141 /min

Fiir den elektrokardiographischen Befund (Abb.1) sind fehlende P-Wellen, eine unruhige
isoelektrische Linie sowie schmale QRS-Komplexe mit unregelméfBigen R-R-Intervallen

charakteristisch (17). Fiir die Diagnose von Vorhofflimmern ist ein 12-Kanal EKG



notwendig, welches eine Episode der oben beschriebenen Charakteristika iiber 30 s am

Stiick erfiillt (21).

Zu den wichtigsten Risikofaktoren gehdren neben hohem Alter arterielle Hypertonie,
Diabetes mellitus, Kardiomyopathie, Herzklappenvitien (insbesondere
Mitralklappenstenose und Mitralklappeninsuffizienz), koronare Herzkrankheit sowie
chronische Niereninsuffizienz (22).

Im Gegensatz zur asymptomatischen Form duflert sich die symptomatische Form des
Vorhofflimmerns mit Palpationen, sowie ggf. mit Herzinsuffizienzsymptomen wie
Dyspnoe, Odemen und Erschépfung. Weiterhin kdénnen u. a. thorakales Engegefiihl,
Synkopen, Schwindel und Schlafstérungen auftreten (17).

Vorhofflattern stellt die zweithdufigste Ursache fiir eine TCM dar, wobei ca. 56% der
Patientlnnen mit Vorhofflattern eine TCM entwickelt (19). Beim typischen
Vorhofflattern kommt es entlang der cavo-trikuspidalen Zirkumferenz zu kreisenden,
wiederkehrenden Erregungsausbreitungen im rechten Vorhof. Charakteristisch ist im
EKG das Auftreten von ,sdgezahnartigen P-Wellen, zwischen welchen keine
1soelektrische Linie sichtbar ist. Vorhofflattern ist eine wichtige Differentialdiagnose des
VHFs und kann kurzfristig in Sinusrhythmus elektrisch kardiovertiert werden. Regelhaft
wird als langfristige Therapie des typischen Vorhofflatterns jedoch eine invasive cavo-

trikuspidale Isthmusablation empfohlen.

2.1.2 Ventrikulire Tachykardien sowie ventrikulire Extrasystolen

Ventrikuldre Tachykardien (VT) sowie ventrikuldre Extrasystolen (VES) sind seltenere
Ursachen einer TCM (19). Die haufigsten Ursachen der VT sind Schidigungen des
Myokards z.B. im Rahmen einer koronaren Herzkrankheit, Myokarditiden, dilatative
Kardiomyopathien, arrhythmogene rechtsventrikulire Kardiomyopathie sowie
Schéadigungen im Rahmen eines Long-, oder Short-QT-Syndroms. Pathophysiologisch
haben VES ihren Ursprung hdufig im links- oder rechtsventrikuléren Ausflusstrakt, da
hier unterschiedliche Gewebearten aufeinandertreffen und elektrisch weniger stabil sind
und dadurch eher zu elektrischen Entladungen neigen. Zudem koénnen kreisende
Erregungen unter Einbeziehung von gesundem Myokardgewebe und einer myokardialen

Narbenstrukturen mit Leitungsverzogerung zu VES bzw. VT fiihren. Zu den géngigsten
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Symptomen gehdren Dyspnoe, Angina pectoris, Palpitationen/Herzrasen sowie
Lungenddem im Rahmen eines kardiogenen Schocks.

Aufgrund der durch VT héaufig ausgelosten Akutsymptome ist diese Form der
tachykarden Herzrhythmusstorung eine seltene Ursache fiir TCM, da die Akutsymptome
meist zu einer raschen Therapie im Rahmen einer notfallméBigen Vorstellung der
PatientInnen fiihren.

VES sind dagegen hiufiger an der Pathophysiologie von TCM beteiligt. In einer Studie
mit einer Fallzahl von 239 PatientInnen konnte bei 5,4 % (n=13) eine TCM nachgewiesen
werden. Eingeschlossen wurden in dieser Studie Patientlnnen mit einer Anzahl von

>1000 VES pro Tag.

2.2 Therapieoptionen der TCM
Zu den gingigsten Therapieverfahren der TCM gehoren

1. die medikamentdse Frequenzkontrolle durch Antiarrhythmika (AADs

2. die medikamentdse oder interventionelle Rhythmuskontrolle.

Im Folgenden werden die gingigsten Methoden zur Frequenz- und Rhythmuskontrolle

laut aktuellen Leitlinien kurz beschrieben:

Frequenzkontrolle:

Die Frequenzkontrolle kann einen positiven Effekt auf die mit VHF assoziierten
Symptome haben. Bisher konnte fiir VHF keine anzustrebende Herzfrequenzgrenze
identifiziert werden, und die aktuellen Guidelines schétzen eine Herzfrequenz <110/min
als akzeptabel ein, weisen jedoch explizit darauf hin, dass solche Werte im Falle einer
TCM nicht zu tolerieren sind (17). Fiir die medikamentose Frequenzkontrolle kommen
folgende Medikamente in Frage: Betablocker, Non-Dihydropyridin-Kalzium-Kanal-
Blocker (NDCC), Amiodaron sowie Digitalispriparate. Mogliche
Kombinationstherapien sind immer abhédngig zu machen von Symptomen,

Komorbidititen und moglichen Nebenwirkungen (17).
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Betablocker (AAD-Klasse II) gehoren zu den am weitesten verbreiteten Medikamenten
und Erstlinientherapie beziiglich Frequenzkontrolle in der Behandlung von
Herzrhythmusstorungen und Herzinsuffizienz. Sie lassen sich unterteilen in selektive und
unselektive Betablocker und sind Antagonisten der Beta-Sympathomimetika. Wichtig ist
fiir die kardiale Wirkung insbesondere die Blockierung der Beta-1-Rezeptoren. Durch die
Blockierung dieser Rezeptoren wird die sympathomimetische Wirkung von Adrenalin
und Noradrenalin auf Kardiomyozyten sowie dem Sinus- und Atrioventrikular (AV)-
Knoten gehemmt und folglich eine negativ inotrope, negativ chronotrope und negativ
dromotrope Wirkung erzielt, welche eine Entlastung des Herzens zur Folge haben und
den Sauerstoff-Bedarf am Herzen senken. Zu den Nebenwirkungen von Betablockern
zdhlen u. a. Hypotonie, kalte Extremitéten, Bronchokonstriktion, Fatigue sowie
Potenzstorungen (23). Aufgrund ihrer anhaltenden Wirkung bei sympathikotonen
Reaktionen werden Beta-1-Rezeptorblocker bevorzugt zur Frequenzkontrolle bei VHF-
PatientInnen eingesetzt (23).

Priparate aus der Gruppe der Non-Dihydropyridin-Kalzium-Kanal-Blocker (NDCC,
AAD-Klasse 1V) verlangsamen die AV-Knoten Uberleitung durch antagonistische
Blockierung von L-Typ Kalzium-Kanélen, welche die Refraktéarzeit verlangern (23).
Somit haben sie einen positiven Effekt sowohl auf die Herzfrequenz als auch auf die im
Blut messbaren Werte des Hormons NT-proBNP, welches bei atrialer Dilatation aufgrund
von Volumeniiberlastung freigesetzt wird (24, 25). Zu géingigen Nebenwirkungen der
NDCC gehéren Obstipation und periphere Odeme (23).

Falls die Frequenzkontrolle nicht mittels oben genannter Medikamente erreicht werden
kann, besteht die Mdglichkeit Amiodaron (AAD Klasse III) zur Frequenzkontrolle
einzusetzen. Amiodaron gehdrt zur Gruppe der Kaliumkanalblocker und wird fiir die
Therapie von (supra-) ventrikuliren Tachykardien sowie zur Rhythmus- und

Frequenzkontrolle eingesetzt. Es wird weiter unten ausfiihrlicher beschrieben.

Rhythmuskontrolle:

Eine Rhythmuskontrolle zur Erhaltung des Sinusrhythmus kann medikamentds z.B.
mittels Betablocker und/oder z.B. Amiodaron erfolgen. Fiir die langfristige
rhythmuserhaltende Therapie kommen AADs aus den Klassen I bis III in Betracht. Am

Beispiel des VHFs werden diese im Folgenden kurz vorgestellt:
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Klasse I der AADs bilden Natrium-Kanal-Blocker. Hierbei wird unterschieden zwischen
Gruppe Ia, Ib und Ic.

Gruppe Ia-AADs hemmen den schnellen Natrium-Einstrom am Kardiomyozyt, wodurch
die Erregbarkeit der Muskelzelle verringert und die Refraktérzeit sowie im EKG die QTc-
Zeit verldngert wird. Prominentester Vertreter dieser Gruppe ist Ajmalin.

Klasse Ib AADs unterscheiden sich zu Gruppe la in der Verkiirzung der Refraktirzeit
und werden lediglich bei ventrikuldren Tachykardien eingesetzt. Vertreter der Gruppe
sind beispielsweise Lidocain und Mexiletin.

Gruppe Ic AADs hemmen ebenso wie Gruppe la AADs den schnellen Natriumeinstrom
in die Zelle, allerdings wird hierbei nicht der Kaliumausstrom und somit auch nicht das
QT-Intervall beeinflusst. Vertreter dieser Gruppe sind zum Beispiel Propafenon und
Flecainid und kommen auch zur medikamentdsen Kardioversion bei VHF zum Einsatz.
Nach Beurteilung von Risikofaktoren und Behandlung von Begleitsymptomen der
Rhythmusstorung werden fiir PatientInnen ohne relevante strukturelle Herzerkrankung
Dronedaron (Klasse III AAD), Flecainid, Propafenon (Klasse Ic AADs) sowie Sotalol
(Klasse I AAD) in Frage. Im Falle einer reduzierte LVEF sind die Therapieoptionen auf
Amiodaron beschridnkt. Bei rezidivierenden Rhythmusereignissen wird im Verlauf laut

aktueller Leitlinie die Katheterablation (siehe unten) empfohlen (17).

Zu den nicht-pharmakologischen Therapieoptionen bei VHF gehdren innerhalb der
Rhythmuskontrolle die elektrische Kardioversion sowie interventionelle Therapie mit
Pulmonalvenenisolation durch Kryo- bzw. Radiofrequenzenergie oder Pulsed-field-
Ablation (26-29).

Als letzte Therapieoption gilt die AV-Knoten-Ablation mit Schrittmacherimplantation,
die eine Entkoppelung des Vorhofs von der Kammer bewirkt und durch den
Schrittmacher eine regelméfige und normofrequente Stimulation der Kammer
sicherstellt.

Selbst eine hochgradig eingeschrinkte LVEF kann sich im Falle einer TCM mit
konsequenter Therapie normalisieren (30). Die Prognose der LVEF wird dabei durch die
Kombination mehrerer Therapieansétze in der Regel verbessert.

Eine randomisierte Studie, in die 203 ProbandInnen mit Kardiomyopathie und einer

LVEF von <40% bei persistierendem Vorhofflimmern eingeschlossen worden waren,
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verglich die Wirksamkeit einer Rhythmuskontrolle durch Amiodaron mit einer
Rhythmuskontrolle durch Ablation auf den primiren Endpunkt eines Vorhofflimmer
Rezidivs (31). 70% der durch Ablation therapierten Patientlnnen waren
postinterventionell frei von Vorhofflimmern, wihrend in der mit Amiodaron therapierten
Gruppe lediglich 34% frei von Vorhofflimmern waren. Insgesamt zeigte sich eine
Verbesserung der linksventrikuldren Funktion sowie eine Steigerung der Lebensqualitit
innerhalb der gesamten Kohorte. Gestiitzt werden diese Ergebnisse durch ein von
Ganesan und Kollegen im Jahr 2015 veroffentlichtes systematisches Review, das 19
Studien (insgesamt 914 PatientInnen) einschloss, welche die Wirksamkeit einer Ablation
bei PatientInnen mit einer eingeschrankten linksventrikuldren Funktion evaluierten (32).
Hierbei konnte nach einmaliger Intervention bei 57 % der PatientInnen und mit mehr als
einer Intervention und/oder antiarrhythmischer Medikation bei 82% der Patientlnnen ein
standiger Sinusrhythmus erreicht werden. Oben genannte Ergebnisse weisen darauf hin,
dass die Restoration eines Sinusrhythmus einen grof3en Einfluss auf die Verbesserung der
linksventrikuldren Ejektionsfraktion zu haben scheint, insbesondere wenn er auf lange
Sicht erhalten bleibt. Zusétzlich scheinen Patientlnnen mit einem kiirzeren
Symptomintervall eine bessere Prognose zu haben, da zumeist frither eine é&rztliche
Vorstellung erfolgt, die zu einer Therapie der Rhythmusstorung fiihrt. Sobald jedoch
schwere strukturelle Verdnderungen im Vorhof vorliegen, sinken die Chancen auf einen
langfristigen Ablationserfolg (1).

Die Ablation gehdrt zusammengefasst zur aktuell am besten wirksamen therapeutischen
Methode der Rhythmuskontrolle. Sie kann in Kombination mit antiarrhythmischen
Medikamenten und Kardioversion angewandt werden und sollte durch Antikoagulation
und Lebensstilverdnderungen ergidnzt werden. Laut den Leitlinien der European Society
of Cardiology (ESC) 2020 zeigt sich beziiglich des Voranschreitens von VHF eine
Uberlegenheit der Rhythmuskontrolle im Vergleich zur Frequenzkontrolle (33).

Sollte weder eine medikamentdse noch eine Ablationstherapie zum gewiinschten Erfolg
fiihren, kann auf eine AV-Ablation nach vorrausgegangener Herzschrittmacher-
Implantation (17) zuriickgegriffen werden. Hierbei handelt es sich um eine Intervention
mit geringer Komplikationsrate und hohen Erfolgsaussichten, wenn der

Herzschrittmacher bereits einige Wochen vor Ablationstherapie eingesetzt und nach
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Ablation auf eine Herzfrequenz von ungefihr 70-90/min eingestellt wird (34, 35). Durch
die Ablation des AV-Knotens ist keine eigene Uberleitung vom Vorhof auf das
Ventrikelmyokard mehr moglich, wodurch der Ventrikel von arrhythmischer und
tachykarder Erregung geschiitzt wird und nur noch selektiv durch den implantierten
Herzschrittmacher erregt wird. Allerdings bietet diese Therapieoption auch einige
Nachteile. Beispielsweise konnen Fehlfunktionen von Aggregat oder Sonde eines
implantierten Schrittmachers zu einem Ausfall der ventrikuldren Stimulation fiihren, die
durch den iatrogen durch Ablation herbeigefiihrten AV-Block °III lebensgefahrlich sein
kann, falls keine eigenstindige AV-Uberleitung mehr méglich ist. Weitere Nachteile sind
im Wesentlichen notwendige Aggregatwechsel bei Batterie-Ermiidung (Haltbarkeiten

zwischen 10 und 15 Jahren) sowie Infektionsrisiken durch Aggregat und Sonde.
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2.3 (Histo-)Pathologische Verinderungen bei TCM

Uber die Pathogenese der TCM ist bisher nur wenig bekannt und es sind sehr wenige
humane Daten publiziert. Studien an Tiermodellen und histopathologischen
Untersuchungen an tierischem bzw. menschlichem Herzmuskelgewebe zeigten bislang
im Wesentlichen, dass eine TCM-Verinderungen im Ca?"-Haushalt der Kardiomyozyten,
einen Umbau der extrazelluldren Matrix im Sinne einer Fibrose und neurohormonelle
Dysregulationen mit sich bringt (15, 36-40). AuBlerdem kommt es zu subklinischen
Ischdmien, metabolischen Anderungen und Redox-Stress (1).

Aktuelle Daten aus einem translationalen Ansatz von Sosalla et al. konnten zeigen, dass
Vorhofflimmern bei Patientlnnen mit erhaltener linksventrikuldrer Funktion die
Kopplung von Erregung und Kontraktion der Kardiomyozyten mit erniedrigter
systolischer Freisetzung von Ca*" (als wesentlichem Marker der Kontraktionsfihigkeit
des Herzmuskels) negativ beeinflusst. Neben dieser Erkenntnis konnten durch in vitro
VHF-Stimulation von humanen pluripotenten Stammzellen unter Anderem verldngerte
Aktionspotentiale und vermehrte freie Sauerstoffradikale nachgewiesen werden, welche
durch Aktivierung einer Proteinkinase (Ca**/calmodulin-dependent protein kinase 118c)
zu einem Remodeling des Ventrikels fiihren (40).

Die bislang bekannte Pathophysiologie ldsst sich somit im Wesentlichen auf drei

molekulare Sdulen aufteilen, welche durch Arrhythmie getriggert werden:

1.) ATP-Erschopfung und verminderte systolische Ca**-Freisetzung
2.) Ischdmie und Fibrose sowie

3.) oxidativer Stress.

Aus der ATP-Erschopfung sowie der eingeschrinkten Ca”'-Freisetzung in den
Kardiomyozyten resultiert eine verminderte Kontraktilitit des Herzmuskels, welche
wiederum eine Tachykardie-bedingte Ischidmie begiinstigt. Durch die verringerte
Perfusion kommt es zu einer Aktivierung des Sympathikus und zur Aktivierung
myokardialer Beta-1-Rezeptoren sowie des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
(RAAS) mit anschlieBender Sekretion der neurohumoralen Enzyme ,,Atrial Natriuretic
Peptid*“ (ANP) sowie ,,Brain Natriuretic Peptide* (BNP). Die dritte Sdule, der oxidative

Stress, bedingt innerhalb der Zelle eine verminderte Aktivitit der Adenylatcyclase und
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begiinstigt somit Verdinderungen im Ca?’-Haushalt der Kardiomyozyten, welche die
Kontraktilitdt des Herzmuskels beeinflussen (1).

Die Verdnderungen machen sich auf makroskopischer Ebene durch verminderte
Kontraktilitdt, Dilatation mit moglicher konsekutiver Mitralklappeninsuffizienz und
diastolischer Dysfunktion bemerkbar. Erschwerend kommt hinzu, dass sich die eben
genannten makroskopischen Verdanderungen und die Ischdmie auf molekularer Ebene
gegenseitig bedingen und verstirken, wodurch ein Teufelskreis entsteht, der sich
lediglich durch Terminierung des Triggers, namlich der Arrhythmie, aufheben lisst. Eine
Erholung der LVEF ldsst sich bei TCM typischerweise innerhalb eines Zeitraums von

wenigen Wochen bis Monate beobachten (1, 19).

Miiller et al. verglichen im Jahre 2017 189 PatientInnen mit TCM, inflammatorischer
Kardiomyopathie (ICM) oder dilatativer Kardiomyopathie (DCM) in einer retrospektiven
Analyse (3). In der Publikation konnte gezeigt werden, dass Patientlnnen mit TCM eine
CD68"-Makrophagen-dominierte Inflammation, eine milde Fibrose sowie eine mit der
Gruppe dilatativer Kardiomyopathien vergleichbare Zellmorphologie (Zelldurchmesser)
der Kardiomyozyten aufwiesen. Die im Jahre 1990 von Spinale et al. beschriebene
beeintrachtigte Mitochondrien-Funktion (36) wurde von Mueller et al. (2017) ebenfalls
untersucht. Durch Immunfluoreszenz-Farbung konnte eine erhohte Dichte von
Mitochondrien in Ndhe der Glanzstreifen des Herzmuskels von TCM-PatientInnen
beobachtet werden (bezeichnet als ,,Enrichment of mitochondria in close proximity to
intercalated discs* (EMID)-sign) (3, 41). Dieses EMID-Zeichen fand sich im Vergleich
zu ICM- und DCM-Patientlnnen deutlich hiufiger bei TCM-Patientlnnen (3), so dass
dieses histopathologische Kennzeichen im folgenden Kapitel 2.3.1 ausfiihrlicher
beschrieben wird. AuBerdem wird im Kap. 2.3.2 auf ein weiteres typisches

histopathologisches Merkmal, die myokardiale Fibrose, eingegangen.
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2.3.1 EMID-Zeichen

Das EMID-Zeichen gilt als histopathologisches Kennzeichen der TCM (41). Es
beschreibt die strukturelle Umverteilung der physiologisch entlang der Myofibrillen
angesiedelten Mitochondrien i1m Herzmuskel hin zu den Glanzstreifen der
Herzmuskelzelle. Immunhistologisch lésst sich diese Umverteilung durch Farbung des
,Heatshock Proteins 60 (HSP-60) als Marker fiir Mitochondrien darstellen. HSP-60
gehort zur Klasse der 60-kDa-Hitzeschockproteine und findet sich bei Eukaryoten
iberwiegend in Mitochondrien, zu sehr kleinen Anteilen im Cytosol sowie auf der
Zelloberfliche (42). Die folgende Abbildung zeigt eine entsprechende
immunhistochemische Farbung einer Herzmuskelzelle aus einer Biopsie eines in diese
Arbeit eingeschlossenen Patienten. Das EMID-Zeichen wurde in der vorgelegten
Dissertation erstmalig beziiglich seiner prospektiven Bedeutung fiir die Vorhersage des

Therapieoutcomes evaluiert.

Abbildung 2: EMID-Zeichen bei TCM. Immunhistochemische Féarbung von ,,Heatshock Proteins 60
(HSP-60, braun) einer endomyokardialen Biopsie eines Patienten (ménnlich, 50 Jahre) mit TCM bei
ventrikuldrer Tachykardie und 15% linksventrikuldrer Ejektionsfraktion, 40-fache Vergroerung (li) und
Ausschnitt 60-fache VergroBlerung, Mafstabsbalken zeigt S0 um. EMID =, Enrichment of mitochondria in
close proximity to intercalated discs®. (Teil des Manuskripts ,,Changes in myocardial metabolism and
inflammation modify prognosis in patients with Tachycardiomyopathy — Results from the EMPATHY
study* aktuell eingereicht in JACC).
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2.3.2 Myokardiale Fibrose

Eine myokardiale interstitielle Fibrose (MIF) ist durch vermehrte Einlagerung von
kollagenhaltigem Bindegewebe (besonders Kollagen I und III) im Verhéltnis zur
myokardialen Gewebsmasse im Interstitium definiert (43). Bei MIF und seinen beiden
Subtypen (44) (,,replacement fibrosis“ und ,reactive fibrosis®) handelt es sich um
Vernarbungsprozesse, bei welchen sich kardiale Fibroblasten in Myofibroblasten
differenzieren und die extrazellulire Homdostase zugunsten eines profibrotischen
Milieus dndern, wodurch vermehrt Kollagen eingelagert wird (45). Diese Prozesse fiihren
im Verlauf zu linksventrikuldrer diastolischer wie auch systolischer Dysfunktion. Eine
deutliche ventrikuldre Fibrose gehort zu den typischen Befunden bei ischdmischen
Kardiomyopathien im Sinne einer ,replacement fibrosis* und wird auch bei nicht-
ischdmischen Formen, beispielsweise der DCM und inflammatorischen Kardiomyopathie
beobachtet (46). Ungefahr zwei Drittel der von Mueller et al. untersuchten TCM-
Patientlnnen zeigten milde, das restliche Drittel moderate bis starke Fibrose. Im
Vergleich mit ICM (20,9%) und DCM (13,9%) iberwog der Anteil von Myokardbiopsien
mit milder Fibrose deutlich bei TCM-PatientInnen (63,2%). Moderate bis starke Fibrose
konnte iiberwiegend bei ICM- und DCM-PatientInnen nachgewiesen werden und wurde
in TCM-Patientlnnen bei 31,6% (moderate Fibrose) und 5,3% (starke Fibrose)
beschrieben (3).

Des Weiteren fordert atriale Fibrose die Entstehung von Vorhofflimmern und
Vorhofflattern sowie ventrikuldre Fibrose arrhythmogene Aktivitdt im Ventrikel (47), da
es durch die Narbenbildung zur Leitungsverzogerung zwischen den Kardiomyozyten
kommt, welche insbesondere die Reizleitung beeintrichtigen (47). Somit stellt
myokardiale Fibrose einen pathophysiologisch wichtigen Mechanismus fiir die

Entstehung der TCM dar.
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2.4 Biomarker

Bis zur Erstellung dieser Arbeit konnten keine Publikationen identifiziert werden, die
Biomarker im Plasma von Patientlnnen mit TCM systematisch untersucht haben. Im
Rahmen der vorgelegten Dissertation wurden die in Tabelle 1 aufgelisteten Biomarker im

Plasma der PatientInnen bei Einschluss und wihrend der Nachbeobachtung untersucht.

Tabelle 1: Im Plasma der PatientInnen gemessene Biomarker (Biolegend LegendPlex Immunopanel

klinische Chemie)

Abkiirzung Biomarker

Mb Myoglobin

MRP-8/14 Myeloid-related protein-8/14
(calprotectin)

NGAL Neutrophil gelatinase-associated lipocalin

CRP C-reactive protein

MMP-2 Matrix-metallo-proteinase-2

OPN Osteopontin

MPO Myeloperoxidase

SAA Serum-Amyloid-A

IGFBP-4 Insulin like Growth factor binding
protein-4

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1/CD54

VCAM-1 Vascular adhesion molecule-1/CD106

MMP-9 Matrix-metallo-proteinase-9

Cystatin-C Cystatin-C

Die pathophysiologisch nach aktuellem Kenntnisstand wichtigsten Biomarker sollen im
Folgenden jeweils kurz in Funktion und Bedeutung in den Kapiteln Myoglobin, MRP-
8/14 (Calprotectin), NGAL, C-reaktives Protein (CRP), Matrix Metallo-Protease-2 und -
9 (MMP-2/MMP-9) sowie Vascular adhesion molecule-1 (VCAM-1) aufgefiihrt werden.

Alle restlichen Biomarker werden im Kapitel Weitere Biomarker behandelt.
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2.4.1 Myoglobin

Myoglobin ist ein der Gruppe der Globine zugehoriges, Sauerstoff-bindendes
Héamoprotein, welches sich in quergestreifter, glatter- und Herzmuskulatur findet (48-50).
Durch Systole und Diastole bedingte Druckunterschiede in Koronargefaflen beeinflussen
die Sauerstoff-Versorgung des Myokards (51). Im Herz dient Myoglobin der kurzzeitigen
Sauerstoff-Speicherung wahrend der systolischen Kompression der Gefdlle durch die
Ventrikel Kontraktion (51). Weiterhin fungiert Myoglobin in Herzmuskelzellen als
Sauerstoff-Sensor, indem es die Produktion von Stickstoffoxid (NO, Nitric oxide) in der
Zelle variieren kann. Unter hypoxischen Bedingungen stimuliert es die Produktion von
NO, um durch eine Vasodilatation die Versorgung der Zelle mit Sauerstoff zu verbessern
(51).

Normwerte fiir Myoglobin im Blut werden zwischen 50-70 ng/ml angegeben. Im Rahmen
starker kardialer Belastung oder Minderperfusion (beispielsweise bei einem akuten
Myokardinfarkt) kann es zu Apoptose von Kardiomyozyten kommen. Serumwerte
konnen in einem solchen Fall nach 4-6 Stunden auf Werte iiber 600 ng/ml steigen.
Aufgrund fehlender Spezifitit fiir den Herzmuskel wird Myoglobin jedoch nicht als
spezifischer kardialer Marker verwendet. Es konnten bis zur Erstellung dieser
Dissertationsschrift keine Untersuchungen zu Myoglobin-Konzentrationen im Plasma

von TCM-Patientlnnen identifiziert werden.

2.4.2 MRP-8/14 (Calprotectin)

Myeloid-related protein-8 und -14 (MRP-8/14, Calprotectin, SI00A8/A9) stammen aus
der Familie der Ca**-bindenden S100-Proteine und spielen eine proinflammatorische
Rolle bei akuten und chronischen Entziindungserkrankungen. Die zytosolischen Proteine
werden von proinflammatorischen myeloischen Zellen sezerniert, ihre Funktionen am
Myokard bleiben jedoch noch unvollstindig geklart (52). Es konnten bis zur Erstellung
dieser Dissertationsschrift keine Untersuchungen zu MRP-8/14-Konzentrationen im

Plasma von TCM-Patientlnnen identifiziert werden.
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24.3 NGAL

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin ist ein 25kDa Protein aus der Familie der
Lipocaline (53). Es spielt eine immunmodulatorische Rolle fiir das angeborene
Immunsystem, indem es Siderophore bindet und somit die Eisenspeicher von Bakterien
verringert (54). Des Weiteren verhindert NGAL durch Komplexbindung den Abbau der
Matrix Metallo-Protease-9 (siehe Matrix Metallo-Protease-2 und -9 (MMP-2/MMP-9))
und ist somit indirekt an fibrotischen sowie proteolytischen Umbauprozessen der
extrazelluldren Matrix im kardiovaskuldren System beteiligt (55). Diese Inflammations-
und Umbauprozesse sind auch bei Kardiomyopathien pathophysiologisch hinsichtlich der
Progression einer Herzinsuffizienz wichtig. Yndestad et al. konnten signifikant erhdhte
NGAL-Plasmawerte in Patientlnnen mit Herzinsuffizienz im NYHA Stadium III zeigen,
im Vergleich zu PatientInnen mit NYHA Stadium I oder II (56). Aullerdem gingen hohe
NGAL-Plasmawerte mit einer erhohten Inzidenz von Myokardinfarkten, Schlaganfillen
und erhohter Gesamtmortalitit einher (56). In einem TCM-Kollektiv konnten bis zur
Erstellung dieser Dissertationsschrift keine Untersuchungen zu NGAL-Plasma- oder

Serumwerten gefunden werden.

2.44 C-reaktives Protein (CRP)

Das C-reaktive Protein ist ein von der Leber sezerniertes akute-Phase-Protein aus der
Familie der Pentraxine (57), dessen Funktion in der kalziumabhingigen Bindung von
Mikroorganismen sowie kdrpereigenen, geschiidigten Strukturen liegt. Ahnlich dem
Immunglobulin-G aktiviert CRP das Komplementsystem und bindet an Fc-Rezeptoren.
Diese Bindung regt die Bildung proinflammatorischer Zytokine an und verstarkt die
Immunreaktion (57). Somit sind erhohte CRP-Werte hinweisend auf akute oder
chronische Entziindungsreaktionen sowie Gewebenekrosen.

Normwerte werden unabhéngig von Geschlecht und Alter mit < 5 mg/dl im Blut
angegeben. Im von Mueller et al. retrospektiv analysierten Kollektiv zeigte sich bei TCM-
Patientlnnen (n=19) ein Plasma-Konzentration von im Mittel 0,97 mg/dl (SEM + 1,2). Es
konnten bis zur Erstellung dieser Dissertationsschrift keine prospektiven Untersuchungen

zu CRP-Konzentrationen im Plasma von TCM-PatientIlnnen identifiziert werden.
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2.4.5 Matrix Metallo-Protease-2 und -9 (MMP-2/MMP-9)

Matrix Metallo-Protease-2 (MMP-2) ist eine 72 kDa- und Matrix Metallo-Protease-9
(MMP-9) eine 92 kDa grofle Typ IV-Kollagenase aus der Familie der Matrix Metallo-
Proteasen. Beide Enzyme sind physiologischerweise am basalen Umbau der
extrazelluliren Matrix (ECM) beteiligt und beeinflussen somit das Umfeld von
Herzmuskelzellen und deren Funktion sowie die Integritdt des Herzmuskels. Es wird
vermutet, dass MMP-2 eine Rolle bei der Entwicklung und dem Voranschreiten von
Kardiomyopathien spielt. George et al. konnten in einer klinischen Studie zeigen, dass
MMP-2 Blutwerte ebenso wie der etablierte Herzinsuffizienzmarker NT-proBNP bei
Patientlnnen mit Herzinsuffizienz positiv. mit dem Schweregrad der NYHA-
Klassifikation korrelierten. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass Patientinnen mit
einem MMP-2 Blutwert > 352 ng/ml eine 4,2-fach hohere Mortalitdt in einem 24-
monatigen Beobachtungszeitraum aufwiesen (58). Die erhohte Mortalitdt konnte durch
Ho et al. bestitigt werden. Auch hier war die MMP-2 Serumkonzentration positiv mit
erhohter Mortalitit korreliert (59). Die RESOLVD Studie beschrieb in einer Kohorte von
184 Patientlnnen zusitzlich den Anstieg von MMP-2 Plasma-Konzentrationen bei
Verschlechterung einer Kardiomyopathie, gemessen an u.a. der LVEF als hauptsédchliche
prognostischem Merkmal der Patientlnnen (60). Bei Patientlnnen mit TCM wurden
MMP-2 Plasmawerte jedoch noch nicht untersucht.

Ebenso wie fir MMP-2 konnten George et al. in der oben erwdhnten Arbeit erh6hte
Serumwerte bei Herzinsuffizienz-PatientInnen fiir MMP-9 zeigen. Eine Korrelation mit
der NYHA-Klassifikation konnte fiir MMP-9 nicht gezeigt werden. Jedoch korrelieren
hohe MMP-9 Plasmawerte mit reduzierter LVEF bei Patientlnnen mit Kardiomyopathie
(60).

MMP-2 und -9 gehdren zu den am héufigsten untersuchten Proteasen bei PatientInnen
mit Kardiomyopathie und werden iiblicherweise in Serum und/oder Plasma sowie
Herzmuskelbiopsien bestimmit.

Es konnten bis zur Erstellung dieser Dissertationsschrift keine prospektiven
Untersuchungen zu MMP-2 und -9 Plasmawerten von TCM-Patientlnnen identifiziert

werden.
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2.4.6 Vascular adhesion molecule-1 (VCAM-1)

Das Vascular adhesion molecule-1 (VCAM-1) gehort zur Familie der Immunglobuline
und ist an der Adhédsion sowie Transmigration von Leukozyten wéhrend
Entziindungsreaktionen beteiligt. VCAM-1 und seine 16sliche Form wurden schon als
Biomarker fiir chronische Herzinsuffizienz sowie Arrhythmie vorgeschlagen (61), jedoch
noch nicht in TCM-PatientInnen untersucht. Weiterhin konnte von Willeit et al. (2017)
eine signifikante positive Assoziation von VCAM-1 mit neu aufgetretenem

Vorhofflimmern gezeigt werden (62).

2.4.7 Weitere Biomarker

Osteopontin (OPN) ist ein Glykoprotein, welches bisher fiir seine Rolle an der Bildung
von Knochensubstanz durch die Bindung von Hydroxylapatit sowie immunologische
Prozesse wie die Lebenszeitverlingerung von T-Lymphozyten bekannt ist. Im Herzen ist
OPN geringgradig vorhanden, steigt jedoch unter biomechanischem Stress innerhalb der
Zellen an (63). Als Bestandteil der extrazelluliren Matrix konnte eine positive
Korrelation von Osteopontin mit dem Voranschreiten von Umbauprozessen, Fibrose und
Kardiomyopathie gezeigt werden (64).

Die Myeloperoxidase (MPQ) ist ein liberwiegend in Monozyten und neutrophilen
Granulozyten exprimiertes Enzym aus der Gruppe der Himperoxidasen. Erhdhte MPO-
Serumwerte sind mit Entziindung und oxidativem Stress assoziiert. Des Weiteren weisen
viele Studien darauf hin, dass eine Verbindung zwischen erh6hten MPO-Serumwerten
und kardiovaskuldren Erkrankungen, unter anderen Herzinsuffizienz und
Herzrhythmusstorungen, besteht (65).

Serum Amyloid-A (SAA) sind aus 104 Aminosduren bestehende Serum-Proteine,
welche hauptsdchlich in der Leber gebildet werden. Durch Zusammenlagerung kénnen
sie sich zu unléslichen Fibrillen zusammenschlieBen und somit Amyloidosen verursachen
(SAA als Ursache fiir kardiale Amyloidose neben beispielsweise Transthyretin).
Auflerdem ist SAA am Umbau der extrazelluldren Matrix tiber die Interaktion mit Matrix
Metallo-Proteasen beteiligt (66).

Insulin like growth factor (IGF) binding protein-4 (IGFBP-4) ist ein Akteur des IGF-
Systems und iibt durch Bindung an IG-Faktoren sowohl inhibitorische als auch

stimulierende Wirkungen auf das durch IGF induzierte Wachstum von Zellen aus (67).
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Wiéhrend IGFBP-4 im Gewebe die Aktivitit des IGF Systems zu hemmen scheint,
verlangert es im Blutkreislauf die Halbwertszeit der zirkulierenden IGFs (68).
Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) ist ein 90 kDa Molekiil aus der Familie
der Immunglobuline. Es spielt eine Rolle bei der Transmigration von Leukozyten aus
dem vaskuldren System in das Gewebe und ist konstitutiv auf Endothelzellen exprimiert.
Die Expression von ICAM-1 wird durch Zytokine begiinstigt und ist in artherosklerotisch
verdnderten Gefdalen erhoht (69).

Cystatin-C ist ein Protease-Inhibitor und in der Nierenfunktionsdiagnostik verwendetes,
korpereigenes Eiweil}, dessen Serum-Konzentration unabhingig vom Alter, Geschlecht
oder Muskelmasse des Menschen ist (70), weshalb es sich gut fiir die Bestimmung der
glomeruléren Filtrationsrate (GFR) eignet. Normalerweise sind im Serum zwischen 0,53

und 0,95 mg/l Cystatin-C enthalten.
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2.5 Fragestellungen

Die Fragestellungen der hier vorgelegten Dissertationsschrift leiten sich aus der Analyse

der Literatur und den Vorbefunden zur Histopathologie der TCM ab.

Im Einzelnen wurden die folgenden Hypothesen aufgestellt und folgende Fragestellungen

beantwortet:

1) Lisst sich das Auftreten des erstmals von Miiller et al. (3) beschriebenen EMID-
Zeichens bei PatientInnen mit vermuteter TCM in dieser Stichprobe prospektiv bestéitigen
und korreliert der Auspragungsgrad des EMID-Zeichens mit dem regenerativen Potential
der LVEF? Die zugehorige Hypothese lautet: Der zunehmende Schweregrad des EMID-
Zeichens korreliert negativ mit der Verbesserung der LVEF zwischen Einschluss und

follow-up.

2) Zeigen die vor Behandlungsbeginn gemessenen Biomarker im Plasma pathologische
Verdnderungen in der Gesamtgruppe und korrelieren diese mit dem klinischen
Schweregrad der TCM? Die zugehorige Hypothese lautet: Die Hohe der vor
Behandlungsbeginn gemessenen Biomarker-Konzentrationen im Plasma korreliert mit
dem Delta (A) der linksventrikuldren Ejektionsfraktion der Patientlnnen zwischen

Einschluss und follow-up.

3) Korreliert die Verdnderung der Plasma-Biomarker im Verlauf mit dem klinischen
Outcome der TCM nach Behandlung bzw. kdnnen Biomarker identifiziert werden, mit
denen sich das therapeutische Ansprechen voraussagen ldsst? Die zugehorige Hypothese
lautet: Ein signifikanter Abfall bzw. Anstieg eines gemessenen Biomarkers pradiziert die
klinische Prognose der PatientInnen beziiglich des A der LVEF zwischen Einschluss und

follow-up.
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv
53 PatientInnen mit LVEF <50%, Tachykarder Rhythmusstorung >100/min aufgrund von

Vorhofflimmern, Vorhofflattern oder >10000 supraventrikuldren Extrasystolen wurden
im Rahmen dieser Dissertation und der Behandlung an der Universitit Tiibingen
prospektiv evaluiert. Zu den Ausschlusskriterien gehorten Alter <18 Jahre, eine
Koronarstenose >50% sowie relevante Klappenvititen, Ausschluss struktureller Ursachen
einer Herzinsuffizienz wie z.B. hochgradige Aortenstenose und Kontraindikationen fiir
sowohl Amiodaron- als Pulmonalvenen-Isolationstherapie.

Die LVEF wurde anhand der modifizierten Simpson’s Methode anhand von apikalem 4-
und 2-Kammerblick echokardiographisch ermittelt.

Bei 38 Patientlnnen wurde zusitzlich eine Endomyokardbiopsie entnommen. Die
Therapie wurde gemill der Europdischen Leitlinien der Gesellschaft fiir Kardiologie
durchgefiihrt. Alle Patientlnnen gaben ihr schriftliches Einverstindnis fiir die
Studienteilnahme. Die Studie wurde durch die Ethik Kommission der Universitit
Tiibingen genehmigt (#602/2017B02) und unter der Nummer #NCT03418467 unter

clinicaltrials.gov registriert.
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3.2 Materialien

3.2.1 Gerite

Tabelle 2: Fiir die Dissertation verwendete Geriite sowie deren Herstellerangaben

Hersteller

Modell/Artikel

Herkunft

Leica Instruments GmbH

2045 Multicut Mikrotom

D - 6907 Nussloch

MEDAX Nagel GmbH 25900 Paraffinstreckbad | D — 24109 Kiel
IKA-Werke GmbH & Co. | RH Magnetriihrer D - 79219 Staufen
KG

MS 3 basic, Vortex

Schiittler
Heidolph Instruments | Plattformschiittler, D - 93309 Kelheim
GmbH & Co. KG wippend

3.2.2 Programme/Softwares

Tabelle 3: Fiir die Dissertation verwendete Softwares und deren Herstellerangaben

Hersteller Modell/Artikel Herkunft
Microsoft Excel Microsoft Corporation
One Microsoft Way
Powerpoint Redmond, WA 98052-
Word 6399, USA
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Adobe

Adobe reader

ImageJ

Adobe Systems

345 Park Avenue

San Jose, CA 95110-

2704, USA

Nikon

Nikon ECLIPSE Ni-U

Nikon Europe B.V.
Stroombaan 14

1181 VX Amstelveen
Niederlande

BioLEGEND

LegendPlex Software

Biolegend

8999 Biolegend Way
San Diego, CA 92121,
USA

GraphPad

GraphPad Prism 8.0

Software
Northside  Dr.
Suite 560
San Diego, CA 92108,
USA

GraphPad
2365

International

Business

Machines (IBM)

SPSS Statistics Version 27

IBM
1 New Orchard Road

Armonk, New York

10504-1722, USA

3.2.3 Chemikalien/Losungen

Tabelle 4: Fiir die Dissertation verwendete Chemikalien/Lésungen und deren Herstellerangaben

Hersteller Artikel LOT-Nr. | REF- Herkunft
Nr./Art. Nr.

Life Phosphate-buffered | 2165326 18912-014 Paisley,

Technologies | Saline (PBS) Renfrewshire,

Limited tablets PA4 9RF, UK
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Merck Tween 20 for | S7814784 | 8.22184.0500 | D  — 64271
KGaA/EMD | synthesis 945 Darmstadt/EMD,
Millipore Deutschland
Corporation

Carl Roth | Roti-Histol fiir die 6640.5 D — 76185
GmbH + Co. | Histologie Karlsruhe,

KG Deutschland/

Carl Roth | Roti-Histol Eukitt Billerica MA
GmbH + Co. 01821, USA

KG

Carl Roth | Wasserstoffperoxid CP26.5 D — 76185
GmbH + Co. | 30% Karlsruhe,

KG Deutschland

Citrat-Puffer (Komponenten fiir 1L Pufferlosung)

. 82ml tri-Natriumcitrat-Dihydrat 0,1M [C¢HsNa3;O7] 2,94g in 100ml AquaDest
und

o 18ml Citronensédure 0,1M 1,92g in 100ml AquaDest
losen

o 900ml AquaDest

3% H20:

) 20 ml Wasserstoffperoxid (H202 30%)
o 180 ml Ethanol (100%)

. 0,2g Natriumazid/ 200ml H202

Phosphate-Buffered Saline (PBS) und 0,05 TWEEN PBS
. 2 PBS-Tabletten auf 11 Aqua Dest. (=PBS)
J + 500 pl Tween 20 (Einmal-Pipetten) (=PBST)

30




3.2.4 Antikérper und Kontrollen sowie Firbelosungen

Tabelle 5: Fiir die Dissertation verwendete Antikorper, IgG-Kontrollen und Firbelosungen

Hersteller Artikel LOT-Nr. REF-Nr. Herkunft
ZYTOMED Antibody X828 ZUC025-100 | Anhaltinerstr.16,
Systems Diluent 14163 Berlin
GmbH
Research & | Cell and | 1589169 Catalog  No. | 614 McKinley PL
Development | tissue CTS005 NE MPLS, MN
(R&D) staining kit 55413 USA
Systems Anti-Rabbit
HRP-DAB
system
Normal AB-105-C
Rabbit  IgG
Control
Abcam Rabbit anti- AB 46798 Cambridge
HSP-60 Biomedical
Antibody Campus
Cambridge
CB20AX
UK
Thermo Fisher | Rabbit IgG - | 9107R1909A | RM-9107-R7 | 4481 Campus
Scientific Control Drive
Kalamazoo, MI
49008, USA
Polysciences Sirius  red, 09400-10 Polysciences
C.1. 35780 Europe  GmbH,
Badener  Stralle
13, D - 69493
Hirschberg
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Merck KGaA,
Sigma-Aldrich

Mayer’s
Héimalaun-

Losung

HX03021349

1.09249.0500 | D
Darmstadt

- 64271

3.2.5 LegendPlex Immunoassay zur Bestimmung der Biomarker im Plasma

Tabelle 6: Fiir die Dissertation verwendeter Inmunoassay der Biomarker-Bestimmung

Hersteller Produktname Katalog Lot Herkunft
Nummer Nummer
BioLegend LEGENDPlex™ 740590 B275058 | 8999
Human  Vascular BioLegend
Inflammation Panel Way
1 Standard San Diego,
Lyophilized CA 92121,
USA
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3.3 Methoden

3.3.1 Protokoll zur Anfertigung von Gewebeschnitten auf Objekttriger
Benotigtes Material:

- Mikrotom sowie Klingen

- Pinsel

- Kaniile

- Warmes und kaltes Wasserbad
- Objekttrager

- Féarbungsresistenter Stift zur Beschriftung

Die in Paraffinblocken eingebetteten Endomyokardbiopsien wurden im Rahmen einer
Routine Herzkatheteruntersuchung entnommen und nach der Befundung in der Abteilung
fir Kardiopathologie der Universitit Tiibingen wurde Restmaterial zur weiteren
Untersuchung an das Forschungslabor der Abt. fiir Kardiologie und Angiologie des

Universititsklinikums Tiibingen weitergeleitet.

Durchfiihrung:

Fir die Anfertigung der Gewebeschnitte wurde die in Paraffin eingebettete
Endomyokardbiopsie als Block in die Mikrotomklemme sowie eine Mikrotomklinge in
die Halterung eingespannt. Fiir die senkrechte und waagerechte Ausrichtung des
Paraffinblocks an der Mikrotomklinge wurde dieser moglichst nah an die Klinge
herangefahren und mittels der am Gerit vorhandenen Stellschrauben ausgerichtet.

Im Anschluss wurden die angefertigten 5 pm dicken Gewebeschnitte mittels Pinsel
aufgefangen und in ein kaltes Wasserbad tiberfiihrt. Dort wurden die Gewebeschnitte
einzeln auf Objekttrager tiberfiihrt. Die unregelmifig auf dem Objekttrager zum Liegen
gekommenen Schnitte wurden in einem warmen Wasserbad gestreckt und anschlieBend

senkrecht bei Raumtemperatur zum Trocknen gelagert.

33



3.3.2 Héimatoxylin-Eosin-Fiarbungen

Entparaffinierung:

Schnitte in Metallhalterungen stellen und in folgende Lésungen iiberbringen:

o 2x10Min  Roti-Histol

o 1 x 5 Min. 100% Ethanol
o 1 x 5 Min 95%  Ethanol
o 1 x 5 Min. 90% Ethanol

o 1 x 5 Min 80%  Ethanol
o 1 x 5 Min 70%  Ethanol
o 1x 5 Min Aqua dest.

Farbung:

o 1 x 5 Min Hamalaun nach Mayer

o 1 x kurz unter Leitungswasser spiilen

o 1 x 15Min  unter flieBendem Leitungswasser blduen
o 1 x 3 Min 1%  Eosin (mit 1 Tropfen Eisessig ansetzen)
Entwisserung:

o 1 x 5 Sekunden 70%  Ethanol

o 1 x 5 Sekunden 80%  Ethanol

o 1 x 5 Sekunden 90% Ethanol

o 1 x 5 Sekunden 100% Ethanol

o 1 x 3 Min Roti-Histol

Eindeckung (Arbeiten unter Abzug):

o Eindeckungsmedium Roti-Histol (Eukitt) ldngs auf Préparat auftragen
o Deckglas seitlich ansetzen und langsam absenken (blasenfrei!)
o Raumtrocknung  unter Abzug bei  Raumtemperatur iiber

Nacht.
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3.3.3 Fibrose-Firbung mit Sirius-red

Entparaffinierung:

Schnitte in Metallhalterungen stellen und in folgende Lésungen iiberbringen:

o 2x10Min  Roti-Histol

o 1 x 5 Min. 100% Ethanol
o 1 x 5 Min 95% Ethanol
o 1 x 5 Min. 90% Ethanol
o 1 x 5 Min 80% Ethanol
o 1 x 5 Min 70% Ethanol
o 1x 5 Min Aqua dest.

Farbung:

o 1 h in Picro Sirius-red Losung inkubieren

o 2x kurz in 0,5% Essigsdaure waschen (1 ml 100%iger Essigsdure auf 199 ml
destilliertes Aqua)

o 1x kurz in 100% Ethanol waschen

Entwésserung:

o 2 x 5 Min 100% Ethanol

o 1 x 5 Min Roti-Histol

Eindeckung (Arbeiten unter Abzug):

o Eindeckungsmedium Roti-Histol (Eukitt) ldngs auf Préparat auftragen.
o Deckglas seitlich ansetzen und langsam absenken.
o Raumtrocknung unter Abzug bei Raumtemperatur iiber Nacht.
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3.3.4 Immunhistochemie (IHC)

Anti-HSP-60 immunhistochemische Farbungen wurden mit Féarbekits der Firma

Research & Development (siche Materialien) durchgefiihrt.

Fir die Antikérper wurden hierbei folgende Verdiinnungen verwendet:

Anti-HSP-60 Antikorper 1:150

IgG-Kontrolle 1:100

Die in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte wurden wie folgt in Bechergldsern in

absteigende Reihenfolge entparaffiniert:

10 min Roti-Histol

10 min Roti-Histol

5min 100% Ethanol
5min 100% Ethanol

5 min 90% Ethanol

5 min 80% Ethanol
Smin 70% Ethanol

S min Destilliertes Aqua

Hemmung der endogenen Peroxidase:

Nach der absteigenden Alkoholreihe erfolgte ein 20-miniitiger Block der endogenen
Peroxidase in 180 ml destilliertem Aqua mit 0,2 g Natrium-Azid sowie 20 ml 30%igem
Wasserstoffperoxid (h20,).

Antigendemaskierung:
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Im Anschluss an den Peroxidase-Block erfolgte das sogenannte ,,Antigen-retrieval® in
kochendem Citratpuffer (sieche oben) fiir 12 min im Schnellkochtopf. Danach wurden die

Gewebeschnitte 5 min in destilliertem Aqua gekiihlt.

Auftragung von Fettstift:

Aus dem Wasserbad kommend wurden die Schnitte mit Filterpapier von Fliissigkeit
befreit und mit einem Fettstift umrundet. Anschlieend wurden sie wieder in destilliertes

Wasser uberfiihrt.

Aufreinigung in PBS-Tween:

Vom destillierten Wasser wurden die Schnitte in PBS-Tween tiberfiihrt und fiir 3 x 5 min

auf dem Schiittler gewaschen.

Serum-Block:

50 pl ,,Serum-blocking-reagent™ wurden auf die gewaschenen Préparate aufgetragen und
fiir 15 min in einer feuchten Dunkelkammer auf dem Schiittler blockiert. Anschlieend
wurde das Reagenz vom Objekttriger abgeklopft und ohne Waschvorgang dem néchsten

Schritt uiberfihrt.

Avidin-Block:

50 ul (2-3 Tropfen) ,,Avidin-blocking-reagent* wurden auf die ungewaschenen Praparate
aufgetragen und fiir 15 min in einer feuchten Dunkelkammer auf dem Schiittler blockiert.

Anschliefend wurde das Reagenz abgeklopft und fiir 5 Min in PBS-Tween gewaschen.

Biotin-Block:

50 pl (2-3 Tropfen) ,,Biotin-blocking-reagent™ wurden auf die gewaschenen Préparate
aufgetragen und fiir 15 min in einer feuchten Dunkelkammer auf dem Schiittler blockiert.

Anschlieend wurde das Reagenz abgeklopft und fiir 5 Min in PBS-Tween gewaschen.
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Primérantikorper:

Fir die Inkubation des Primédrantikdrpers wurden die oben im Kapitel genannten
Verdiinnungen sowohl fiir den Primdrantikorper als auch die Isotyp-Kontrolle verwendet.
Auf das in PBS-Tween gewaschene Pridparat wurden 50 pl des verdiinnten

Primirantikdrpers oder der Isotyp- Kontrolle pipettiert.

Bei Isotyp-Kontrollen handelt es sich um Negativkontrollen, welche das Ausmal3 an
unspezifischer Antikorperbindung und Hintergrundsignal aufzeigen. Optimalerweise
sollte die Isotyp-Kontrolle der Art (Rabbit, mouse etc.), der schweren Kette (IgG, IgM,
IgE, IgA oder IgD), der Unterklasse und der leichten Kette (Kappa, Lambda) entsprechen,
um ein valides Bild des Hintergrundsignals aufzuzeigen. Haufig bedingt sich das

unspezifische Signal des Primérantikdrpers durch folgende Interaktionen:

- Unspezifische Fc-Rezeptorbindung an zelluldre Strukturen
- Interaktion des Antikdrpers mit zelluldren Proteinen

- Autofluoreszenz von Zellen

Der Primérantikdrper inkubierte in einer befeuchteten Dunkelkammer (nasse
Zellstofftiicher aufrollen und dazulegen) entweder fiir eine Stunde bei Raumtemperatur

oder bei +4° C tiber Nacht.

Aufreinigung mit PBS-Tween:

Nach Inkubation des Primérantikorpers wurde das Prédparat erneut fiir drei mal fiinf Min

in PBS-Tween auf dem Schiittler gewaschen.

Biotinylierter Sekundérantikorper:

50 ul des Sekundérantikorpers pro Préparat inkubierten iiber 45 min bei Raumtemperatur
auf dem Schiittler in der befeuchteten Dunkelkammer. Im Anschluss wurde der
biotinylierte Sekundérantikorper lediglich von den Priparaten abgeklopft und nicht in

PBS-Tween gewaschen.
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3.3.5 Bestimmung von Biomarkern im Plasma

Fir die Bestimmung der in der FEinleitung genannten Biomarker im Plasma der
Patientlnnen wurde der im Kapitel LegendPlex Immunoassay zur Bestimmung der
Biomarker im Plasma gelistete Assay verwendet.

Im Folgenden soll das Prinzip des Assays kurz erldutert werden:

Beim LEGENDPIlex™ Elisa handelt es sich um einen bead-basierten Immunoassay.
Hierbei unterscheidet man zwischen zwei verschiedenen Bead-Populationen, welche sich
in ihrer GréBe und Fluoreszenz-Intensitit unterscheiden. Fiir jeden gemessenen Analyt
existiert im Panel ein sogenannter ,,capture-bead®, ein auf der Oberflache mit Antikdrpern
konjugierter bead. Bei Mischung von beispielsweise Plasma mit diesen capture-beads,
binden diese an den fiir sie spezifischen Analyt im Plasma. Nach Mischung wird die
Losung gewaschen und verschiedene biotinylierte Antikérper werden hinzugegeben,
welche wiederum an die beads spezifisch binden, wodurch eine Bindung zwischen
capture-bead, dem zu messenden Analyt und dem biotinylierten Antikdrper zustande
kommt. Im Anschluss wird Streptavidin-phycoerythrin hinzugegeben, welches an den
biotinylierten Antikorper bindet und Fluorenzenz-Signale abgibt, welche letztlich
intensiver sind, je mehr Bindung stattgefunden hat. Das Fluoreszenz-Signal kann dann
iiber eine Durchflusszytometrie bestimmt sowie zwei verschiedene bead-Populationen
unterschieden werden. Die Konzentration eines Analyten wird schlielich anhand einer
standardisierten Konzentrationskurve aus dem Assay bestimmt.
Fiir die Auswertung der gewonnenen Daten aus der Durchflusszytometrie wurde die von
BioLEGEND zur Verfiigung gestellte Software verwendet.

Die Werte des C-reaktiven Proteins wurden aufgrund der besseren Validierung durch die

Klinische Chemie der Universitit Tiibingen erhoben.
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3.3.6 Statistik

Fiir die statistische Auswertung wurden die im Kapitel Programme/Softwares gelisteten
Statistikprogramm GraphPad Prism Version 8.0 und SPSS-Version 27 verwendet. Fiir
statistische Analysen von Einschluss zu follow-up wurde unter Beriicksichtigung der
Normalverteilung der analysierten Werte paired oder unpaired students T-test verwendet.
Die deskriptive Statistik wird neben dem Mittelwert mit Standardabweichung oder
Standard Error of mean angegeben (MW, £SD, £SEM) und ist in der Beschriftung der
Tabellen/Abbildungen ersichtlich. Fiir Korrelationen des ALVEF mit bei Einschluss
gemessenen Werten wurde eine lineare Regression gewihlt und zusitzlich zu p-Werten
der r>-Wert angegeben. Als statistisch signifikant wurde ein zweiseitiger p-Wert von <
0,05 angenommen und mit einem Stern (*) markiert. P < 0,01 wurde mit zwei Sternen

(**), p < 0,001 mit drei Sternen (***) und p < 0,0001 mit vier Sternen (****) angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Beschreibung des Kollektivs

In dieser Dissertationsarbeit wurden Befunde von 53 Patientlnnen prospektiv
auswegertet, welche die Diagnosekriterien einer TCM (s. Kap. 1.1) erfiillten. Die
Einschlusskriterien waren dabei streng gewihlt: Es wurden nur Patientlnnen
eingeschlossen, bei welchen eine LVEF < 50% und eine tachykarde
Herzrhythmusstorung diagnostiziert sowie andere Ursachen fiir eine Einschrdnkung der
linksventrikuldren Pumpfunktion ausgeschlossen wurden. Bei allen Patientlnnen wurde
eine Rhythmuskontrolle und medikamentdse Herzinsuffizienztherapie (Details dazu
finden sich in Kap. 3.2) sowie eine Echokardiographie und ein Elektrokardiogramm bei
Einschluss durchgefiihrt. Bei 38 Patientlnnen stand zusitzlich Material einer
Myokardbiopsie zur Analyse zur Verfiigung. Im weiteren Verlauf haben sich 47
Patientlnnen im Rahmen eines follow-ups einer weiteren Untersuchung inkl.
Echokardiographie (n=47) und Elektrokardiogramm (n=46) unterzogen. Blutproben
konnten zu Einschluss bei 35 Patientlnnen und im Verlauf bei 18 Patientlnnen gewonnen
werden. Nicht erfolgte Blutentnahmen sind auf Ablehnung der Entnahme durch die

PatientInnen oder nicht Erscheinen beim follow-up Termin zuriickzufiihren.

Das mittlere Alter des Kollektivs bei Aufnahme betrug 64 Jahre (SD+10,7), der mittlere
BMI 28,7 kg/m* (SD+4,9) bei einem mittleren Kdrpergewicht von 90,2 kg (SD+18,4).
26% der Patientlnnen waren Frauen, 74% Mainner. Weitere Angaben zu vorhandenen
kardiovaskuldren Risikofaktoren und Laborbefunden sind in der folgenden Tabelle 7

zusammengestellt.
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Tabelle 7: Charakteristika des Kollektivs bei Einschluss. (n=53)

Demographische Daten

Alter, MW(+ SD) 68 (+10,6)
Frauen, n (%) 14 (26)
BMI, kg/m?, MW(+ SD) 28,7 (£ 4,9)
Korpergewicht, kg, MW(+ SD) 90,2 (+ 18,4)
Risikofaktoren, n (%)

Arterieller Bluthochdruck 28 (51)
Diabetes 509)
Dyslipiddmie 10 (18)
Raucher 10 (18)
Adipositas 12 (22)
Periphere arterielle Verschlusskrankheit 24)
Chronisches Nierenversagen 3(5)
CHA:DS>-VASc-Score, MW(=+ SD) 2,7 (£1,6)
Laborwerte (MW= SD)

Leukozyten, 1000/ul 8,9 (£ 3,0)
Lymphozyten, 1000/pl 1,6 (£0,6)
Kreatinin, mg/dl 1,04 (£ 0,47)
GFR, ml/m? 76,3 (+23,6)
C-reaktives Protein, U/l 0,99 (£ 1,1)
Troponin-I, pg/ml 97 (+239,6)
NT pro-BNP, ng/l 5,7 (£4,4)

CK, U/l
GOT/AST, U/l
GPT/ALT, U/l
LDH, U/l

160 (= 198,7)
615,8 (& 2329,5)
286 (£ 1313,3)
5542 (£ 1723,9)
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4.2 Rhythmuskontrolle sowie postinterventionelle Medikation

Insgesamt erhielten 38 PatientInnen des Kollektivs eine Ablation ihrer Rhythmusstorung,
24 eine Kardioversion und 17 beide Verfahren zur Rhythmuskontrolle. Bei 13
Patientlnnen wurde eine rein medikamentose Rhythmuskontrolle mittels Amiodaron
begonnen und bei neun eine Kombination aus Amiodaron und Ablation angewandt.
Details zur Haufigkeit der Methoden sowie zur postinterventionellen Medikation finden

sich in der folgenden Tabelle 8.

Tabelle 8: Art der Rhythmus- oder Frequenzkontrolle sowie postinterventionelle Medikation. (n=53,

% in Bezug auf Gesamtkollektiv)

Rhythmus-Kontrolle, n (%)

Ablation 38 (72)
Kardioversion 24 (45)
Ablation + Kardioversion 17 (32)
Amiodaron 13 (25)
Ablation + Amiodaron 9 (17)
Medikation nach Rhythmus- oder Frequenzkontrolle, n (%)
Vitamin K Antagonisten 4(7,5)
NOAK 46 (87)
Betablocker 50 (94)
ACE-Inhibitoren 9(17)
Aldosteron-Antagonisten 39 (72)
Angiotensin-I-Antagonisten 15 (28)
Sacubitril-Valsartan 25 (47)
Diuretika 34 (64)
Statine 21 (40)
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4.3 Transthorakale Echokardiographie

Die linksventrikuldre Ejektionsfraktion (LVEF) aller 53 Patientinnen wurde bei
Einschluss durch transthorakale Echokardiographie bestimmt. Bei 47 Patientlnnen
konnte die LVEF zusétzlich im Verlauf bestimmt werden.

Im Folgenden werden die echokardiographischen Befunde bei Einschluss und follow-up

detaillierter beschrieben.

4.3.1 Echokardiographie bei Einschluss

Wie in Tabelle 9 dargestellt, betrug die mittlere linksventrikuldre Ejektionsfraktion
(LVEF) des Kollektivs bei Einschluss 32,4% (SD + 9.9). Abbildung 3 zeigt, dass es sich
um ein schwer erkranktes Kollektiv handelte, da fast die Hilfte der PatientInnen eine

hochgradig reduzierte LVEF von < 30% aufwies.
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Abbildung 3: Verteilung der LVEF bei Einschluss. LVEF = linksventrikuldre Ejektionsfraktion, X-
Achse zeigt Gruppe LVEF, Y-Achse zeigt % des Kollektivs.
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Zusitzlich zur reduzierten LVEF konnten echokardiographisch weitere schwerwiegende
Verianderungen bei den Patientlnnen festgestellt werden. Wie Tabelle 9 zeigt, bewegte
sich der mittlere linksventrikuldre enddiastolische Durchmesser (LVEDD) an der oberen
Grenze des Normbereiches und etwas mehr als die Hélfte der PatientInnen litten an einer

oder mehreren mittel- bis hochgradigen Insuffizienzen der Atrioventrikularklappen.

Tabelle 9: Echokardiographische Daten der PatientInnen bei Einschluss. (n=53, % in Bezug auf
Gesamtkollektiv)

Echokardiographie

LVEF in %, MW (« SD) 32,4 (£9,9)
LVEDD, mm, MW (+ SD) 53,1 (£7,3)
Papsys in mmHg, MW (= SD) 27,5 (= 7,8)
Mitralklappeninsuffizienz > °II, n (%) 27 (51)
Aortenklappeninsuffizienz < °II, n (%) 18 (34)
Trikuspidalklappeninsuffizienz > °II, n (%) 17 (32)

LVEF=Linksventrikuldre Ejektionsfraktion, LVEDD=Linksventrikuldrer enddiastolischer Diameter,

Papsys=systolischer pulmonalarterieller Blutdruck

4.3.2 Echokardiographie im follow-up

Abbildung 4 zeigt, dass bei ungefihr 2/3 der Patientlnnen nach Therapie eine deutliche
Verbesserung der LVEF auf > 41% erreicht werden konnte.

Wie in Tabelle 10 gezeigt wird, stieg die mittlere LVEF bei follow-up auf 45,5% und
somit nahe an den Normbereich. Zusitzlich konnte echokardiographisch ein deutlicher
Riickgang der Klappeninsuffizienzen, insbesondere der Mitralklappeninsuffizienzen

beobachtet werden.
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Abbildung 4: Verteilung der LVEF bei follow-up. LVEF = linksventrikuldre Ejektionsfraktion. X-Achse
zeigt Gruppe LVEF, Y-Achse zeigt % des Kollektivs.

Tabelle 10: Echokardiographische Daten der PatientInnen im follow-up. (n=47, % in Bezug auf
Gesamtkollektiv)

Echokardiographie

LVEF in %, MW (+ SD) 45.5(x9.2)
LVEDD, mm, MW (« SD) 52.9 (£7.6)
Papsys in mmHg, MW (£ SD) 24.6 (£ 8.1)
Mitralklappeninsuffizienz > °II, n (%) 9(19)
Aortenklappeninsuffizienz < °II, n (%) 16 (33)
Trikuspidalklappeninsuffizienz > °II, n (%) 1(2)

LVEF=Linksventrikuldre Ejektionsfraktion, LVEDD=Linksventrikuldrer enddiastolischer Diameter,

Papsys=systolischer pulmonalarterieller Blutdruck
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Abbildung 5: Entwicklung der LVEF des Kollektivs von Einschluss zu follow-up. Linksventrikulire
Ejektionsfraktion (LVEF in %) der PatientInnen bei Einschluss (baseline) und follow-up. Die Einzelwerte
pro Patientln sind als Punkte dargestellt. **** zeigt p < 0,0001. Einzelwerte bei Einschluss /follow-up: n =
53/47, MW = 32.4/45,5, SD = 9,9/9,2. (Teil des Manuskripts ,,Changes in myocardial metabolism and
inflammation modify prognosis in patients with Tachycardiomyopathy — Results from the EMPATHY
study“ aktuell eingereicht in JACC).
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4.4 FElektrokardiographie

Die Herzfrequenz aller Patientlnnen wurde bei Einschluss mittels Elektrokardiographie
(EKG) bestimmt. Bei 47 PatientInnen stand zusétzlich ein follow-up EKG zur Verfiigung.
Im Folgenden sollen elektrokardiographische Untersuchungen bei Einschluss und follow-

up genauer beschrieben werden.

4.4.1 EKG bei Aufnahme

Die mittlere Herzfrequenz des Kollektivs bei Aufnahme betrug 123/min (SD + 28,6),
welche mehrheitlich durch tachykardes Vorhofflimmern (69,8% Vorhofflimmern, 20,8%
Vorhofflimmern im Wechsel mit -flattern, 5,7% nur Vorhofflattern) bzw. bei 3,7% durch
ventrikuldre Tachykardien verursacht wurde. Zum Teil wurden Patienten in der
Akutsituation bereits kurz vor Einschluss anbehandelt, weshalb bei einigen Patienten eine

Herzfrequenz <100/min im Aufnahme-EKG registriert wurde.
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Abbildung 6: Verteilung der Herzfrequenz bei Einschluss. X-Achse zeigt Herzfrequenz (HF)/min, Y-

Achse zeigt % des Gesamtkollektivs.
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Tabelle 11: Elektrokardiographische Daten der PatientInnen bei Einschluss. (n=53, % in Bezug auf

Gesamtkollektiv).

Herzfrequenz, MW (£ SD)
Vorhofflimmern, n (%)

Vorhofflattern, n (%)
Vorhofflimmern/-flattern, n (%)
Ventrikuldre Tachykardie, n (%)
Rechtsschenkelblock, n (%)
Linksschenkelblock, n (%)
Linksanteriorer Hemiblock, n (%)

Early lateral repolarization Muster, n (%)
Early inferior repolarization Muster, n (%)
Negative T-Welle, n (%)

Uberdrehter Linkstyp, n (%)

Linkstyp, n (%)

Indifferenztyp, n (%)

Steiltyp, n (%)

Uberdrehter Rechtstyp, n (%)
RR-Divergenz, langstes Intervall, ms, MW (£ SD)
RR-Divergenz, kiirzestes Intervall, ms, MW (+ SD)
RR-Intervall, ms, MW (£ SD)
QT-Intervall, ms, MW (£ SD)
QRS-Dauer, ms, MW (£ SD)
Sokolow-Lyon-index, MW («+ SD)

123 (= 28,6)
37 (69,8)
3(5,7)

11 (20,8)

2 (3,7)
1(1,9)
4(7,5)
2(3,7)
6(11,3)
5(9,4)

25 (47,2)
7(13,2)

11 (20,8)

15 (28,3)

13 (24,5)
1(1,9)

652 (£ 184,7)
425.4 (= 111,7)
523.5 (+ 122)
325.9 (+ 48,8)
93.8 (= 17,8)
1.96 (£ 0,58)

49



4.4.2 EKG im follow-up
Abbildung 7 zeigt deutlich den Riickgang der Herzfrequenzen bei einem Grofiteil der

Patientlnnen. Lediglich rund ein Zehntel weist Frequenzen iiber 100/min im Rahmen
eines Rezidivs der zugrundeliegenden Herzrhythmusstorung auf. Tabelle 12 zeigt

genauere Charakteristika der bei follow-up gemessenen Elektrokardiogramme.

100

[%] des Kollektivs

Abbildung 7: Verteilung der Herzfrequenz bei follow-up. X-Achse zeigt Herzfrequenz (HF)/min, Y-

Achse zeigt % des Gesamtkollektivs.
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Tabelle 12: Elektrokardiographische Daten der PatientInnen im follow-up. (n=47, % in Bezug auf

Gesamtkollektiv).

Herzfrequenz, MW (£ SD)

Sinusrhythmus, n (%)

Vorhofflimmern, n (%)

Schrittmacher-Stimulation, n (%)

Rechtsschenkelblock, n (%)

Linksschenkelblock, n (%)

Linksanteriorer Hemiblock, n (%)

Early lateral repolarization Muster, n (%)

Early inferior repolarization Muster, n (%)

Negative T-Welle, n (%)

Uberdrehter Linkstyp, n (%)

Linkstyp, n (%)

Indifferenztyp, n (%)

Steiltyp, n (%)

RR-Divergenz, lingstes Intervall, ms, MW (= SD)
kiirzestes Intervall, ms, MW (+ SD)

RR-Intervall, ms, MW (£ SD)

QT-Intervall, ms, MW (£ SD)

QRS-Dauer, ms, MW (£ SD)

PQ-Dauer, ms, MW (£ SD)

PR-Dauer, ms, MW (+ SD)

P-Wellen-Lénge in Ableitung I, ms, MW (+ SD)
in Ableitung II/III, ms, MW (& SD)
in Ableitung V1, ms, MW («+ SD)

P-Wellen-Hohe in Ableitung I, mV, MW (+ SD)
in Ableitung II/III, mV, MW (£ SD)
in Ableitung V1, mV, MW (= SD)

P-Wellen-Morphologie monophasisch, n (%)

biphasisch, n (%)

Sokolow-Lyon-Index, MW (£ SD)

74,7 (£22,5)
32 (69)

14 (29)

1(2)

0 (0)

3(6)

0 (0)

5 (10)

6 (12,5)

11 (23)

3 (6)

15 (31)

9 (19)

5 (10)

901 (& 167)
812 (& 251)
852 (& 203)
368 (& 44)
93 (+ 17)
183 (+21)
209 (+ 25)
90.5 (£ 16)
92 (& 15)

78 (+ 18)
0,11 (£0,13)
0,25 (= 0,4)
0,08 (= 0,1)
14 (29)

7 (15)

1,56 (£ 0,43)
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Abbildung 8: Entwicklung der Herzfrequenz von Einschluss zu follow-up. Die Einzelwerte sind
als Punkte dargestellt. **** zeigt p <0,0001. Einzelwerte bei baseline/follow-up: n = 53/47, Min =
70/38, Max = 180/149, MW = 123/74, SD = 28,6/22,5. (Teil des Manuskripts ,,Changes in myocardial
metabolism and inflammation modify prognosis in patients with Tachycardiomyopathy — Results from

the EMPATHY study* aktuell eingereicht in JACC).
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4.5 Histologische Befunde

4.5.1 EMID-Zeichen

In 38 Biopsien wurden der Mitochondrienmarker HSP-60 mittels anti-HSP-60 Antikorper
angefarbt. Das ,,Enrichment of Mitochondria at the Intercalated Disc* Zeichen (EMID-
Zeichen) wurde dann semiquantitativ auf einer Skala von 0 — 4 bewertet (0-2 = kein bis
wenig-, 3-4 = mittel bis stark ausgeprigtes EMID-Zeichen).

Die Auswertung fand einfach verblindet statt, wurde zweifach durchgefiihrt und die
Werte gemittelt, wobei eventuelle Mittelwerte mit Nachkommastellen auf die nichste
ganze Zahl abgerundet wurden. Als Auswertungskriterium wurde die Verteilung der
Mitochondrien innerhalb der Herzmuskelzelle verwendet. Regelrecht und gleichmiBig
entlang der Myofibrillen verteilte Mitochondrien wurden als Intensitit 0 gewertet,
wihrend Intensitéit 2 bereits eine mittlere Umstrukturierung in Richtung Glanzstreifen
aufwies und bei Intensitét 4 entlang der Myofibrillen nahezu keinerlei Farbung mehr zu
erkennen war und eine starke Anfarbung im Bereich der Glanzstreifen beobachtet werden

konnte. Die folgenden Abbildungen zeigen beispielhaft die Intensitéten 0, 2 und 4.
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Abbildung 9: EMID-Zeichen der Intensitit 0. Immunhistochemische Farbung von HSP-60 in einer
Myokardbiopsie. Hier zeigt sich eine normale Verteilung der durch anti-HSP-60 braun angeférbten
Mitochondrien entlang der Myofibrillen. MaBstabsbalken = 50 um. Braun = Féarbung gegen HSP-60, Blau
= Zellkerne. EMID = , Enrichment of mitochondria in close proximity to intercalated discs*. (Teil des
Manuskripts ,,Changes in myocardial metabolism and inflammation modify prognosis in patients with

Tachycardiomyopathy — Results from the EMPATHY study* aktuell eingereicht in JACC).

54



Abbildung 10: EMID-Zeichen der Intensitit 2. Immunhistochemische Farbung von HSP-60 in einer
Myokardbiopsie. Hier zeigt sich eine leichte Verdichtung der durch anti-HSP-60 braun angeférbten
Mitochondrien in Richtung der Glanzstreifen der Kardiomyozyten (Pfeile), jedoch auch longitudinale
Féarbung entlang der Myofibrillen. MafBstabsbalken = 50 um. Braun = Fiarbung gegen HSP-60, Blau =
Zellkerne. EMID = | Enrichment of mitochondria in close proximity to intercalated discs™. (Teil des
Manuskripts ,,Changes in myocardial metabolism and inflammation modify prognosis in patients with

Tachycardiomyopathy — Results from the EMPATHY study* aktuell eingereicht in JACC).
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Abbildung 11: EMID-Zeichen der Intensitit 4. Immunhistochemische Farbung von HSP-60 in einer
Myokardbiopsie. Hier zeigt sich deutlich die Umverteilung der durch anti-HSP-60 braun angeférbten
Mitochondrien zu den Glanzstreifen der Kardiomyozyten (Pfeile). MaBstabsbalken = 50 pm. Braun =
Féarbung gegen HSP-60, Blau = Zellkerne. EMID =, Enrichment of mitochondria in close proximity to
intercalated discs. (Teil des Manuskripts ,,Changes in myocardial metabolism and inflammation modify
prognosis in patients with Tachycardiomyopathy — Results from the EMPATHY study* aktuell eingereicht
in JACC).
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Die folgende Abbildung 12 zeigt, dass liber 60% des Kollektivs im histologischen
Priparat ein EMID-Zeichen zeigte, wihrend der Rest kein EMID-Zeichen aufwies.
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Abbildung 12: Verteilung der EMID-Zeichen Intensitit im Patientenkollektiv. Verteilung der EMID-
Zeichen Intensititen von 0 bis 4 von insgesamt 38 Biopsien, >60 % zeigen ein EMID-Zeichen, <40 %
zeigen kein EMID-Zeichen. EMID =, Enrichment of mitochondria in close proximity to intercalated discs®.
(Teil des Manuskripts ,,Changes in myocardial metabolism and inflammation modify prognosis in patients

with Tachycardiomyopathy — Results from the EMPATHY study* aktuell eingereicht in JACC).

4.5.1.1 EMID-Zeichen ist assoziiert mit der Anderung der LVEF im Verlauf

Abbildung 13 zeigt die Entwicklung der LVEF bei Patientlnnen mit gering ausgeprigtem
EMID-Zeichen (0-2 keine bzw. schwache Intensitéit) im Vergleich zu Patientlnnen mit
einer ausgeprigten Umverteilung der Mitochondrien (EMID-Zeichen Intensitdt 3-4). Die
mittlere LVEF stieg dabei in Gruppe 0-2 von 32,12 % (SD + 10,78) bei Einschluss auf
48,91 % (SD = 7,552) im follow-up (p<0,0001). Die mittlere LVEF in Gruppe 3-4 stieg
dagegen nur von 33,15 % (SD + 10,36, SEM + 2,873) bei Einschluss auf 40,42 % (SD +
8,908, SEM + 2,572) im follow-up (p<0,01).
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Abbildung 13: Anderung der LVEF bei unterschiedlicher Intensitiit des EMID-Zeichens. Die LVEF

bei PatientInnen mit niedriger EMID-Zeichen Intensitit (0-2) steigt im Mittel von rund 32,1% auf 48,9%,
wihrend sie bei PatientInnen mit hoher EMID-Zeichen Intensitit (3-4) im Mittel nur von 33,2% auf 40,4%
ansteigt. ** zeigt p < 0,01, **** zeigt p <0,0001, LVEF =, Linksventrikulédre Ejektionsfraktion*, EMID =
,Enrichment of mitochondria in close proximity to intercalated discs“. Balken zeigen Mittelwerte,

Fehlerbalken zeigen minimalen und maximalen Wert der Gruppe, n = 38.
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Abbildung 14: Anderung der LVEF bei unterschiedlicher Intensitiit des EMID-Zeichens (0-2 und 3-
4). Die Erholung der LVEF unterscheidet sich zwischen den Gruppen mit geringer Umverteilung der
Mitochondrien (enrichment of mitochondria at the intercalated discs (EMID-sign) 0-2) und starker
Umverteilung (EMID-sign 3-4). zeigt p < 0,05), LVEF = Linksventrikuldre Ejektionsfraktion. Balken
zeigen Mittelwerte, Fehlerbalken zeigen SEM, n = 38. EMID = ,,Enrichment of mitochondria in close
proximity to intercalated discs“. (Teil des Manuskripts ,,Changes in myocardial metabolism and
inflammation modify prognosis in patients with Tachycardiomyopathy — Results from the EMPATHY
study”* aktuell eingereicht in JACC).
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Abbildung 15: Korrelation ALVEF und EMID-Zeichen Intensitit. Das ALVEF korreliert negativ mit
der Intensitit des EMID-Zeichens (p < 0,05, r*> = 0,132), n=38. LVEF = Linksventrikuldre
Ejektionsfraktion. EMID =, Enrichment of mitochondria in close proximity to intercalated discs®. (Teil des
Manuskripts ,,Changes in myocardial metabolism and inflammation modify prognosis in patients with

Tachycardiomyopathy — Results from the EMPATHY study* aktuell eingereicht in JACC).

Das EMID-Zeichen korrelierte mit einer Signifikanz von p<0.05 und einem r*=0,132 mit
der Entwicklung der linksventrikuldren Ejektionsfraktion. Je stirker hierbei das EMID-
Zeichen ausgeprigt war, desto schlechter war die Entwicklung der LVEF der

PatientInnen.
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4.5.2 Myokardiale Fibrose

Parallel zur Auswertung des EMID-Zeichens wurden alle Priparate auf deren
fibrotischen Gewebeanteil semiquantitativ von 0 — 4 anhand von Sirius-red gefirben
Gewebeschnitten evaluiert (0 = keine Fibrose, 1 — 2 = wenig Fibrose, 3 — 4 = starke
Fibrose).

Im Folgenden ist exemplarisch eine Aufnahme der Intensititsstufe 2 gezeigt. Es zeigte

sich, dass ALVEF nicht mit den Ergebnissen der semiquantitativen Fibrose-Evaluation

korreliert (p>0,05).

Abbildung 16: Beispiel der Quantifizierung des Fibrose-Anteils. Sirius-red-Farbung einer Biopsie,
Fibrose = rot, iibriges Myokard = gelb, Das Préparat zeigt exemplarisch die Intensititsstufe 2 der

semiquantitativen Evaluation. MaBstabsbalken zeigt S0 pm.

61



4.5.3 Analyse des Querschnitts von Kardiomyozyten

Fiir die Berechnung des mittleren Zell-Diameters von Kardiomyozyten innerhalb einer
Biopsie wurden, sofern moglich, 100 quer angeschnittene Zellen vermessen und die
Werte gemittelt. Aufgrund von Schwankungen in sowohl der Anzahl der analysierbaren
Querschnitte als auch der Menge des auswertbaren Materials, konnten nicht immer 100
Kardiomyozyten vermessen werden. Insgesamt wurden in die Auswertung des mittleren
Zelldiameters n=20 Priparate einbezogen. Normwerte flir den radidren Diameter von
Kardiomyozyten werden in der Literatur mit 20-35um angegeben (71). Somit zeigen

Kardiomyozyten im Mittel einen normalen Durchmesser in dieser Kohorte.

Tabelle 13: Mittlere Durchmesser in zelluliren Querschnitten. (n=20)

n, Anzahl 20

Minimum, pm 14,42
Maximum, pm 51,43
Mittelwert 24,41
Standardabweichung 10,36
Standardfehler des Mittelwertes 2,318
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4.6 Biomarker

4.6.1 Durchschnittliche Biomarkerkonzentrationen bei Einschluss und im follow-
up
Bei etwa zwei Drittel der Patientlnnen (n=35) lagen Plasmaproben vor, die mittels
LegendPlex Immunoassay auf die in Tabelle 14 gelisteten Biomarker bei Einschluss
untersucht wurden. Fiir etwa die Hélfte dieser Patientlnnen (n=18) lagen zusitzlich
follow-up Daten vor, die ebenfalls untersucht wurden. Tabelle 14 zeigt die Mittelwerte
der Plasmakonzentrationen bei Einschluss und im follow-up, widhrend Abbildung 17
zusitzlich die Streuung der Einzelwerte graphisch gegeniiberstellt. Referenzwerte lagen
nur fiir Mb und CRP vor. Die durchschnittlichen Plasma-Konzentrationen dieser beiden
Biomarker waren sowohl bei Einschluss als auch im follow-up deutlich erhoht (s. Tab.
12). Lediglich fiir OPN konnte eine signifikante Abnahme der Plasma-Konzentrationen
im Verlauf festgestellt werden. Alle anderen Biomarker zeigten keine signifikanten

Verdnderungen im Verlauf.
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Tabelle 14: Messwerte der Biomarker bei Einschluss und follow-up

Einschluss (n=35) follow-up (n=18)

Biomarker MW SEM min max MW SEM min max
Mb 81,91 8,435 26,62  281,3 64,01 5,773 34,99 119,9
MRP-8/14 965,5 131,5 139,2 3950 767,7 150,3 70,16 2409

NGAL 43,96 6,62 4,12 185 37,3 7,152,139 88,81
MMP-2 180 8177 99,15 321,1 | 174,4 9,989  105,1 262,8
OPN 61,52 4,104 28,75 146,8 | 47,44 4,573 21,38 90,93
MPO 34,92 8,805 6,0 270,8 | 21,14 4,009 6,77 74,55
SAA 7468 2894 150,4 80763 | 9561 6106 2223 80763

IGFBP-4 156,9 17,14 3,140  286,3 | 227,1 23,55 138,9 414,1
ICAM-1 18,84 4,74 0,58 104,4 | 18,14 5,396 1,1 66,45
VCAM-1 715,4 65,48 16,65 1450 620,4 99,78 26,46 1323
MMP-9 241,4 35,74 19,77  790,7 | 188,4 54,58 40,45 7074
Cystatin-C =~ 469,7 29,22 277,5 1050 385,4 12,26 311,44 482

Die Korrelation des EMID-Zeichens bzw. der Fibrose mit den Messwerten der
Biomarker-Konzentrationen aus dem LegendPlex Immunoassay bei Einschluss ergab in
beiden Fillen keine signifikante Korrelation und wurden aus Ubersichtsgriinden nicht

graphisch in die Dissertation aufgenommen.
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Abbildung 17: Messwerte der einzelnen Biomarker bei Einschluss und im follow-up. Alle Messwerte
werden in ng/ml bei Einschluss (linker Balken) und follow-up (rechter Balken) angegeben, Balken im

Streudiagramm zeigen Mittelwert, Fehlerbalken zeigen SEM. ** zeigt p < 0,01, n.s. zeigt p > 0,05.
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4.6.2 Biomarkerkonzentrationen im Bezug zur LVEF bei Einschluss und im
follow-up

Da, wie in Kapitel 4.6.1 dargestellt, die durchschnittlichen Biomarker-Konzentrationen
bis auf OPN zwischen Einschluss und follow-up nicht signifikant unterschiedlich waren,
wurde eine weitere Analyse der Biomarker-Konzentrationen im Bezug zur LVEF bei
Einschluss und im follow-up durchgefiihrt. Ziel war es hier, zu tiiberpriifen, ob
Patientlnnen, die eine starke Erholung der LVEF zeigen eine andere Dynamik der
erhobenen Biomarker aufweisen als PatientInnen, die eine geringere Erholung der LVEF
zeigen. Hierfiir wurden die Patientlnnen in zwei Gruppen (ALVEF < 15% und ALVEF >
15%) eingeteilt. Diese Einteilung wurde basierend auf klinischer Erfahrung fiir eine
relevante Verbesserung der LVEF gewihlt und vergleicht Individuen mit sehr guter
Erholung der LVEF mit Individuen, die eine geringere Erholung zeigen. Die folgende
Abbildung vergleicht die Werte bei Einschluss und im follow-up (Abbildung 18).
Signifikante Unterschiede innerhalb der Gruppen ALVEF < 15% konnten nur fiir die
Biomarker OPN mit einer Reduktion von rund 54 ng/ml bei Einschluss auf rund 40 ng/ml
im follow-up sowie MPO mit einer Reduktion von rund 37 ng/ml bei Einschluss auf rund
23 ng/ml im follow-up (jeweils p < 0,05) festgestellt werden. Beide Marker zeigten somit
in der sich schlechter erholenden Patientenkohorte eine stdrkere Reduktion als in der sich

besser erholenden Gruppe.
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Abbildung 18: Biomarker Konzentration bei Einschluss und im follow-up im Bezug zur LVEF.

Erhobene Messwerte werden in zwei Gruppen betrachtet: ALVEF < 15% (Weil3, n = 18 bei Einschluss, n

= 8 im follow-up), ALVEF > 15% (Hellblau, n = 13 bei Einschluss, n = 9 bei follow-up), BL = Einschluss,

FU = follow-up, * zeigt p < 0,05. Balken zeigen Mittelwert, Fehlerbalken zeigen SEM.
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4.6.3 Korrelation der Biomarkerkonzentrationen bei Einschluss mit der
Anderung der LVEF im Verlauf

Im nédchsten Schritt wurde untersucht, inwieweit die Konzentrationen verschiedener
Biomarker bei Einschluss mit der Erholung der LVEF korrelieren. Es konnte dabei
gezeigt werden (Abbildung 19), dass nur die Konzentration von CRP eine signifikante
Korrelation mit ALVEF aufweist, wohingegen alle anderen erhobenen Biomarker

(Abbildung 20) keine Korrelation mit ALVEF aufwiesen.
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Abbildung 19: Korrelation von C-reaktives Protein bei Aufnahme im Bezug zu ALVEF. p < 0,05, r?
=0,09431. Die x-Achse zeigt Delta der Linksventrikuldren Ejektionsfraktion (ALVEF,) die y-Achse zeigt
C-reaktives Protein (CRP) in U/, n = 53. MW CRP = 0,99, min = 0,02, max = 4,9. (Teil des Manuskripts
»Changes in myocardial metabolism and inflammation modify prognosis in patients with

Tachycardiomyopathy — Results from the EMPATHY study* aktuell eingereicht in JACC).
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Abbildung 20: Biomarker Konzentrationen bei Aufnahme im Bezug zu ALVEF. Plasma-
Konzentrationen sind in ng/ml angegeben. Es zeigte sich keine signifikante Korrelation (alle Einzelgraphen
p>0,05). X-Achse zeigt Delta der Linksventrikuldren Ejektionsfraktion (ALVEF), y-Achse zeigt

entsprechenden Biomarker in ng/ml bei Einschluss. Punkte zeigen die Einzelwerte.
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde prospektiv die priadiktive Rolle des EMID-Zeichens und
verschiedener Biomarker fiir die Erholung der LVEF von PatientInnen mit vermuteter
TCM untersucht. Die Ergebnisse zeigen zunidchst, dass sich bei ungefiahr der Halfte der
Patientlnnen ein mittelstarkes bis starkes EMID-Zeichen in der Myokardbiopsie fand.
Somit bestétigen sich die retrospektiv erhobenen Daten von Miiller und Kollegen (3)
insoweit, dass auch in dieser prospektiv untersuchten Kohorte das EMID-Zeichen sehr
haufig beobachtet wird. Von den Biomarkern, fiir die Referenzwerte vorlagen, waren bei
Einschluss die Biomarker CRP und Myoglobin pathologisch erhoht. Signifikante
Verianderungen im Krankheitsverlauf zeigten sich nur fiir OPN, fiir das eine signifikante
Abnahme der mittleren Plasma-Konzentration im Beobachtungszeitraum beobachtet
wurde. Weiterhin zeigte sich eine signifikante Verdnderung der Plasma-Konzentrationen
fiir MPO und OPN bei Patienten die eine geringe Erholung der ALVEF <15 % im Verlauf
zeigten. Ferner konnte gezeigt werden, dass CRP bei Einschluss mit der Entwicklung der
LVEF invers korreliert. Keiner der Biomarker korrelierte mit dem Auspriagungsgrad des
EMID-Zeichens bei Einschluss. Die Hypothese, dass das EMID-Zeichen mit der
Entwicklung der LVEF korreliert, konnte allerdings bestdtigt werden: Je stirker das
EMID-Zeichen ausgeprigt war, desto schlechter war die Entwicklung der Patientlnnen
hinsichtlich der LVEF.

In der folgenden Diskussion der erhobenen Daten werden zunidchst die Starken und
Schwichen der Studie evaluiert, um die Daten in ihrer Aussagekraft einordnen zu kdnnen.
Anschliefend werden die erhobenen Befunde im Kontext der publizierten Literatur

diskutiert.

5.1 Stiarken und Schwiichen der Studie

Eine Stirke der Studie ist, dass bei Patientlnnen mit vermuteter TCM prospektiv
verschiedene histopathologische Verdnderungen sowie Biomarker beziiglich ihres
pradiktiven Werts auf die Verbesserung der LVEF als prognostisch wichtige
EinflussgroBe hin untersucht wurden. Durch die Analyse von Myokardgewebe konnte
dabei ein wesentlich tiefgreifenderer Einblick in die pathophysiologischen Vorgénge

gewonnen werden, als dies durch Surrogatparameter moglich wire. Weiterhin wurde eine
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Vielzahl von insbesondere inflammatorischen Biomarkern analysiert, um deren
prognostische Aussagekraft auf die Verdnderung der LVEF zu untersuchen.

Eine weitere Stirke der Studie ist, dass die PatientInnen klinisch sehr gut charakterisiert
wurden. Fiir alle Patientlnnen lagen klinische Daten bzgl. Echokardiographie,
Elektrokardiographie, routinemdfig erhobener Blutparameter und kardialer
Risikofaktoren =~ vor.  Echokardiographische = sowie  elektrokardiographische
Untersuchungen wurden dabei durch einen zweiten Untersucher parallel ausgewertet und
verifiziert.

Die Fallzahl lag mit 53 PatientInnen unter der in einer initialen Poweranalyse bestimmten
Fallzahl von 60 Patientinnen, was an den strengen Einschlusskriterien (LVEF<55%,
tachykarder Herzrhythmusstorung sowie Ausschluss anderer struktureller Ursachen einer
Kardiomyopathie) lag, welche die Rekrutierung erschwerten. Die Einschlusskriterien
wurden bewusst streng gewihlt, um eine Uberlappung zu anderen Kardiomyopathien
moglichst gering zu halten. Dennoch lag die Rekrutierungszahl nah an der geplanten
Fallzahl.

Ein hiufig bei klinischen Studien zu findendes Problem war auch in dieser Studie, dass
nicht fiir alle Patientlnnen vollstindige Datensétze fiir die prospektive Evaluation
vorlagen. So war nur von 38 der 53 PatientInnen bioptisches Restmaterial vorhanden und
nur 47 Patientlnnen nahmen an einer follow-up-Untersuchung teil. Biomarker im Plasma
konnten lediglich bei 38 Patientlnnen bei Einschluss und nur bei 18 im follow-up
untersucht werden. Die Ursachen fiir die unvollstindigen Datenséitze, die die
Aussagekraft der Studie einschridnken, waren vielféltig: zum einen stimmten nicht alle
PatientInnen der Abnahme von zusitzlichen Blutproben zu wissenschaftlichen Zwecken
zu, zum anderen erschienen Patientlnnen teils nicht zu den geplanten follow-up-
Untersuchungen. Weitere Verzerrungsrisiken konnen sich dadurch ergeben, dass die
Plasmaproben der Patientlnnen zu verschiedenen Uhrzeiten entnommen wurden und auch
die Uhrzeit der Abnahme bei Einschluss und im follow-up nicht sicher gleich war. Sollten
Biomarker zirkadianen Schwankungen unterliegen, konnte das ggf. zu verzerrten
Ergebnissen gefiihrt haben. Eine Literatursuche zu zirkadianen Schwankungen von OPN,
des einzigen Biomarkers der im Verlauf signifikante Veranderungen zeigte, blieb jedoch

ohne relevante Ergebnisse.
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5.2 Klinische Befunde

Bei dem beschriebenen Patientlnnen Kollektiv handelt es sich um typische, schwer
betroffene Patientlnnen, bei denen eine TCM vermutet wird. Nach wie vor ist die
Diagnose der TCM zum Zeitpunkt der initialen Vorstellung erschwert, da aktuell fiir die
Diagnosestellung eine Verbesserung der LVEF nach antiarrhythmischer Behandlung
notwendig ist und diese dadurch nur retrospektiv erfolgen kann. Aus diesem Grund sollte
TCM in allen Féllen von ungeklarter LV-Funktionseinschrankung bei Vorhandensein
tachykarder Herzrhythmusstorungen als Differentialdiagnose in Betracht gezogen
werden (1, 7, 72).

So verglichen Miiller et al. retrospektiv 19 Patientlnnen mit TCM mit 79 Patientlnnen
mit dilatativer- (DCM) sowie 91 Patientlnnen mit inflammatorischer Kardiomyopathie
(ICM): Dabei fanden sie sehr dhnliche klinische Ergebnisse beziiglich Herzfrequenz und
LVEF nach Rhythmus- oder Frequenzkontrolle. Auch der Anteil an Myokardbiopsien mit
positivem EMID-Zeichen lieB sich in der hier beschriebenen Studie reproduzieren (3).
Im hier beschriebenen Kollektiv erhielten 72% der PatientInnen eine Rhythmuskontrolle
mit einer Ablation. Dies wurde mit einer intensiven medikamentose Herzinsuffizienz-
Therapie kombiniert (siehe auch Tabelle 8). Im Rahmen grofer retrospektiver Analysen
konnte gezeigt werden, dass eine Ablation die linksventrikulidre Ejektionsfraktion bei
TCM sowie Nicht-TCM-Patientlnnen mit supraventrikuldren Rhythmusstérungen
nachhaltig verbessert (17, 73-76). Dies spiegelt sich auch in den einschligigen
Therapieleitlinien der Europdischen Gesellschaft fiir Kardiologie nieder (17). Die
Therapie der Patientlnnen in der Kohorte entspricht damit zu einem sehr hohen
Prozentsatz den geltenden Leitlinienempfehlungen. Man kann daraus schlussfolgern,
dass damit die beobachteten Ergebnisse mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die
Gesamtgruppe von Patientlnnen mit TCM {ibertragen werden konnen.

Inwiefern die Art und die Dauer der Herzrhythmusstérungen fiir das Outcome der
Patientlnnen verantwortlich waren, konnte leider nicht herausgearbeitet werden, da
PatientInnen teilweise erst bei Auftreten schwerwiegender Symptome é&rztliche Hilfe
aufsuchten, jedoch auch tachykarde Herzrhythmusstérungen mit reduzierter LVEF als

Zufallsbefunde erhoben wurden.

74



AbschlieBend ldsst sich sagen, dass das in dieser Studie beobachtete Ansprechen auf die
leitliniengerechte Therapie der TCM in seiner Gesamtheit betrachtet den publizierten

Erfolgsraten entspricht.

5.3 Histopathologische Befunde als Pridiktoren fiir die Anderung der
LVEF

5.3.1 EMID-Zeichen

Wie bereits eingangs beschrieben, gilt das EMID-Zeichen als charakteristisches
histopathologisches Zeichen einer TCM. Es ist ein Indikator fiir die strukturelle
Umverteilung der Mitochondrien innerhalb der Kardiomyozyten hin zu den
Glanzstreifen. Im beschriebenen Kollektiv zeigten rund 35% ein in der Myokardbiopsie
stark ausgeprigtes EMID-Zeichen, wihrend rund 65% ein méBig ausgepragtes oder kein
EMID-Zeichen aufwiesen. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Intensitit des
EMID-Zeichens mit einer Signifikanz von p < 0,05 und 1> = 0,132 mit der Entwicklung
der LVEF korreliert, wobei ein ausgeprigtes EMID-Zeichen die Prognose negativ
beeinflusste. Hierbei handelt es sich um ein Ergebnis, welches in der vorhandenen
Literatur bisher noch nicht beschrieben wurde. Betrachtete man das Kollektiv in Gruppen
(EMID-Zeichen Intensitdt 0-2 und EMID-Zeichen Intensitét 3-4), zeigen sich zwischen
diesen beiden Gruppen signifikante Unterschiede in der LVEF-Entwicklung (siehe
Abbildung 13 und 14), d. h., dass PatientInnen mit stirker ausgepragtem EMID-Zeichen
sich im Mittel schlechter beziiglich der LVEF entwickelten als solche mit einem
schwachen, oder keinem EMID-Zeichen.

Bei Uberlegungen zur Pathogenese des EMID-Zeichens stellt sich die Frage, ob es selbst
der Ausloser eines tachyarrhythmischen Herzschlages oder die adaptive Reaktion der
Zelle auf einen solchen ist. Physiologisch finden sich an den Glanzstreifen die
sogenannten Nexus/gap junctions. Hierbei handelt es sich um Zellkontakte, welche die
Erregungsiibertragung von einer Zelle zur nédchsten ermoglichen. Im Falle einer
tachyarrhythmischen Herzrhythmusstorung liegt der Gedanke nahe, dass hier ein erhohter
Energiebedarf an den Zellkontakten vorhanden ist, welcher durch die ATP-generierenden

Mitochondrien gedeckt werden soll und dafiirspriche, dass das EMID-Zeichen die Folge
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einer Herzrhythmusstorung ist. Untersuchungen von Kostin et al. konnten jedoch speziell
im Falle von VHF eine Lateralisierung der die Nexus bildenden Strukturproteine Cx43
und Cx40 zeigen (77), welche bei Sinusrhythmen nicht vorlag, weshalb bei dieser Theorie
eine gleichzeitige Umverteilung der Mitochondrien ebenfalls in Frage kdme. Da sich das
EMID-Zeichen in verschiedenen Intensititen bewerten ldsst und der Schweregrad mit
dem Fortschreiten einer TCM assoziiert zu sein scheint, erscheint es in Zusammenschau
der Befunde wahrscheinlicher, dass es sich hierbei um eine Folge der
Herzrhythmusstorung handelt. Diese Frage bleibt jedoch abschlieBend ungeklart, da
unbekannt ist, wie lange vorbestehend die Herzrhythmusstorung bei den verschiedenen
Patientlnnen war und weiterhin bislang keine Daten vorliegen, ob sich das EMID-
Zeichen mit einer Verbesserung bzw. Normalisierung der LVEF zuriickbildet oder
ebenfalls normalisiert.

Einleuchtend erscheint, dass die strukturelle Verdnderung des EMID-Zeichens und eine
hierdurch moglicherweise eingeschrinkte ~ATP-Generation durch umverteilte
Mitochondrien entlang der Myofibrillen des Kardiomyozyten zu einer eingeschrinkten
Pumpfunktion beitragen konnten, da ATP physiologischerweise fiir die Losung der
kontraktilen Proteine bendétigt wird. Dies konnte sich in der Korrelation der ALVEF und
der Auspriagung des EMID-Zeichens widerspiegeln.

Es ist weiterhin anzumerken, dass die Detektion des EMID-Zeichens in einer Biopsie nur
dann moglich ist, wenn eine Kardiomyozyt ldngs angeschnitten ist. Aufgrund der
geringen Grofle sowie der zufélligen Extraktion der Biopsien sind solche Léngsschnitte
im vorhandenen Material nicht immer grof3flichig anzutreffen. Hierdurch kann eine
gewisse Verzerrung der Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden, wenngleich dieses als
gering eingestuft wird. Die Spezifitit des EMID-Zeichens in der hier beschriebenen
Studie kann aufgrund einer fehlenden Kontrollgruppe nicht abschlieBend eingeschétzt

werden, jedoch ist die Pridvalenz sehr dhnlich zu den publizierten Vordaten (3).
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5.3.2 Myokardiale Fibrose

Wie bereits in den einleitenden Kapiteln beschrieben, handelt es sich bei myokardialer
interstitieller Fibrose um Vernarbungsprozesse mit Einlagerung von Kollagen in die
extrazelluldre Matrix.

Eine Untersuchung von Pabel et al. zeigte einen relativen Anteil von im Mittel 13,6 + 6%
Fibrose in mit van Gieson gefirbtem Myokard von Patientlnnen mit VHF und
Aortenstenose (40). Der prozentuale Fibroseanteil bei Patientlnnen mit Sinusrhythmus
und Aortenstenose lag sogar geringfiigig hoher bei 16,7 = 2,5%. Ahnliche Ergebnisse
konnten in der vorgelegten Arbeit gezeigt werden, welche sogar mit weitgehend
tibereinstimmender Methodik erhoben wurden. Interessanterweise wurde in der
vorliegenden Arbeit keine Korrelation der myokardialen Fibrose mit der Erholung der
LVEF beobachtet. Dies ist insbesondere im Lichte aktueller Literatur relevant, die eine
schlechtere Prognose bei Patientlnnen mit ausgeprigter myokardialer Fibrose und
ventrikuldren Tachykardien zeigen, wobei im aktuellen Kollektiv diese Patientlnnen in
der deutlichen Minderheit sind (45). Die Fallzahl in der vorliegenden Arbeit ist zwar
hoher als jene von Pabel et al., jedoch eventuell nicht hoch genug, um einen
entsprechenden klinischen Endpunkt eindeutig zu erreichen. Weiterhin konnte die
Diskrepanz zwischen myokardialer Fibrose und Erholungsvermogen des Myokards
dadurch begriindet liegen, dass bei TCM andere pathophysiologische Zusammenhénge
prognostisch relevant sind als bei anderen Kardiomyopathien. Ein Beispiel hierfiir ist die
signifikante Korrelation des EMID-Zeichens mit der ALVEF, welche bereits mit dieser
geringen Fallzahl gezeigt werden konnte. Somit scheint Fibrose einen, wenn tliberhaupt
geringeren prognostischen Wert fiir Patientlnnen mit TCM aufzuweisen, sondern eher als
genereller Marker fiir den Schweregrad einer ggf. vorbestehenden ventrikuldren
Schadigung geeignet zu sein.

Dennoch stellt viel Fibrose unabhédngig von der Erholung der LVEF durch
Leitungsverzogerung im Myokard einen moglichen Trigger fiir ventrikuldre
Rhythmusstorungen dar. Zukiinftige Studien sollten aus diesem Grund die ventrikuldre

myokardiale Fibrose mit einer noch hoheren Fallzahl tiefergehend evaluieren.
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5.4 Biomarker als Pridiktoren fiir die Anderung der LVEF

Im Folgenden werden die Biomarker diskutiert, die Einfluss auf das klinische Outcome
zeigen bzw. fir die Hinweise auf pathophysiologische Funktionen im Kontext von

Kardiomyopathien bestehen.

5.4.1 Myoglobin (Mb)

Wie eingangs beschrieben, dient Myoglobin der kurzzeitigen Sauerstoff-Speicherung
wihrend der systolischen Kompression der GefdBe durch die Ventrikelkontraktion.
Weiterhin fungiert Myoglobin in Herzmuskelzellen als Sauerstoff-Sensor, indem es die
Produktion von NO in der Zelle variieren kann. Unter hypoxischen Bedingungen
stimuliert es die Produktion von NO, um durch eine Vasodilatation die Versorgung der
Zelle mit Sauerstoff zu verbessern.

Die im Plasma der Patientlnnen bei Einschluss und follow-up gemessenen Mb-Werte
zeigten einen nicht-signifikanten Abfall von durchschnittlich 81,91 ng/ml auf 64,01
ng/ml. Normwerte werden fiir Frauen bis 35 ng/ml und fiir Ménner bis 55 ng/ml Mb im
Blut angegeben. Somit sind die Mb-Werte innerhalb des Kollektivs im Mittel sowohl bei
Einschluss als auch im follow-up erh6ht. Der Abfall der Mittelwerte ist vermutlich darauf
zuriickzufiihren, dass durch die Rhythmuskontrolle weniger Kardiomyozyten geschadigt
werden und somit weniger Myoglobin Mb in das Plasma freigesetzt wird. Teilt man das
Kollektiv in zwei Gruppen (ALVEF < 15% und ALVEF > 15%)), zeigten PatientInnen mit
hoheren Mb-Werten bei Aufnahme ein im Trend schlechteres Outcome, dhnlich wie dies
bei der Intensitit des EMID-Zeichens beobachtet wurde, wo eine ausgeprigte
Verinderung mit einer schlechteren Erholung der LVEF assoziiert ist.

Zwar weist Mb innerhalb der Zelle eine protektive Wirkung auf, jedoch ist eine vermehrte
Konzentration im Plasma ein Hinweis auf Apoptose von Muskelzellen (siehe auch
Einleitung). Methodenkritisch ist anzumerken, dass unklar ist, ob es sich bei dem
untersuchten Mb im Plasma tatsdchlich um Mb aus dem Herzen oder aus anderen
Myozyten handelt. Es ldsst sich daher nicht ausschlieBen, ob eventuell auch eine
Schadigung der Skelettmuskulatur in gewissem Umfang zu den erhohten Mb-Werten bei
den Patientlnnen beigetragen hat. Etwaige Ursachen wie exzessive Muskelarbeit,
traumatische Myoglobin-Erhohungen/Quetschungen oder Myositiden als periphere

Quelle sind im beschriebenen Kollektiv jedoch als eher unwahrscheinlich einzustufen.

78



5.4.2 Myeloid-related protein-8/14 (calprotectin/MRP-8/14)

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, spielen MRP-8/14 eine proinflammatorische
Rolle bei akuten und chronischen Entziindungserkrankungen, ihre physiologische
Bedeutung in Kardiomyozyten bleibt jedoch weiterhin unvollstdndig geklart.

Die im Plasma der Patientlnnen bei Einschluss und follow-up gemessenen Werte fiir
MRP-8/14 zeigten einen nicht-signifikanten Abfall von durchschnittlich 965,5 ng/ml auf
767,7 ng/ml. Teilt man das Kollektiv auch hier in zwei Gruppen (ALVEF < 15% und
ALVEF > 15%), zeigte sich in der Gruppe mit besserem Outcome ein bei Aufnahme im
Mittel hoherer Plasmawert (969,9 ng/ml zu 846,4 ng/ml), welcher den MW der Gruppe
mit schlechterem Outcome im follow-up deutlich tiberstieg (964,6 ng/ml zu 399,3 ng/ml).
In einer prospektiven Studie mit 104 eingeschlossenen Patientlnnen konnten Lerke et al.
zeigen, dass PatientInnen mit VHF im Vergleich zu gesunden BlutspenderInnen erhdhte
MRP-8/14-Werte aufwiesen und die PatientInnen mit eingeschrankter LVEF noch hohere
Serum-Werte aufwiesen als solche ohne eingeschrinkte LVEF (78). In einem
dreimonatigen follow-up konnte auch diese Studie eine Zunahme der MRP-8/14-
Konzentrationen im Serum nach Rhythmuskontrolle zeigen. Der in diesem Kollektiv
beobachtete Trend zu geringeren Konzentrationen insbesondere Bei Patientlnnen mit
schlechterer Erholung der LVEF konnte dies einer dhnlichen Dynamik wie das CRP
unterliegen, bei welchem hohe Ausgangswerte bei einer akuten Schiadigung noch
protektive Wirkung zeigen, wéhrend ldnger andauernde Prozesse, abflachende
Konzentrationen und schlechte Erholung nach sich ziehen (siehe unten). Weitere follow-
up Untersuchungen sollten MRP-8/14-Werte und die Dynamik des Serumspiegels
fortfithrend evaluieren, da unklar bleibt, wodurch sich die Konzentration im Serum nach

einem gewissen Zeitraum dndert.

5.4.3 C-reaktives Protein (CRP)

CRP wird im Rahmen einer akute-Phase-Reaktion freigesetzt und kann als
Verlaufsparameter von entziindlichen Prozessen genutzt werden, da auch mit Abklingen
der akute-Phase-Reaktion ebenso die CRP-Konzentration im Plasma sinkt.

Die im Rahmen der in der routineméfBigen Blut-Diagnostik gemessenen CRP-Werte bei

Aufnahme korrelierten positiv mit dem ALVEF (r? = 0,0931, p < 0,05) — je besser die
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LVEF-Erholung im Verlauf, desto hoher die bei Aufnahme gemessenen CRP-Werte.
Somit war ein initial erhhtes CRP mit einer besseren Prognose als initial niedrige CRP-
Werte assoziiert. Hierdurch hebt sich die TCM deutlich von anderen Kardiomyopathien
ab, fiir welche ein hoher CRP-Wert bei Aufnahme meist einen Priadiktor eines schlechten
Outcomes darstellt (79). Dies konnte unter Anderem damit zusammenhédngen, dass eine
akute Myokardschiddigung im Rahmen einer TCM, die mit einer akuten-Phase-Reaktion
einhergeht, keine so tiefgreifenden Verdnderungen im Myokard hervorruft, dass die
Prognose langfristig eingeschriankt wird. Handelt es sich jedoch um einen lidnger
anhaltenden Prozess, bei dem die akute-Phase-Reaktion schon abgeklungen ist, so
konnten ggf. schon langfristige Schiden eingetreten sein, die eine Regeneration der
LVEF erschweren. Dies konnte ein Grund dafiir sein, dass Patientlnnen mit
Vorhofflimmern von einer nachhaltigen Rhythmisierungstherapie mehr profitieren als
von einer reinen Frequenzkontrolle (80). Die hohen CRP-Werte dieses Kollektivs
konnten hinweisgebend dafiir sein, dass viele der eingeschlossenen Patientlnnen eine
frische, aufgrund ihrer Akuitit mit hohem CRP einhergehende TCM aufwiesen, da CRP
einerseits die Entstehung andererseits auch die Aufrechterhaltung von VHF beglinstigt.

Nichtsdestotrotz ist zu beachten, dass es sich bei CRP um einen sehr unspezifischen
Marker handelt, welcher zeitverzogert steigt und fillt und dessen Dynamik auch durch

andere pathologische Prozesse affektiert sein kann.

5.4.4 Matrix Metallo-Protease-2 und -9 (MMP-2/-9)

Die MMP-2 und -9 sind physiologischerweise am basalen Umbau der extrazelluldren
Matrix (ECM) beteiligt und beeinflussen somit das Umfeld von Herzmuskelzellen und
deren Funktion sowie die Integritdt des Herzmuskels (siehe auch Kapitel 2.4.5).

Im Mittel sind die bei Einschluss erhobenen MMP-2-Werte im Plasma der Patientlnnen
von 180 ng/ml auf 174,4 ng/ml im follow-up geringfiigig gesunken (p > 0,05). Zwischen
den eingangs erhobenen Werten fiir MMP-2 und dem ALVEF von Einschluss zur follow-
up konnte keine signifikante Korrelation gezeigt werden, auch wenn George et al. eine
signifikante positive Korrelation zwischen den MMP-2 Blutwerten und der Hohe der

NYHA-Klassifikation bei einem Kollektiv von 88 Herzinsuffizienz-PatientInnen zeigten
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(58). Zusitzlich gingen dort Werte tiber 352 ng/ml mit einer iiber 4,2-fach erhdhten
Morbiditdt einher. Der in diesem Kollektiv gemessene Maximalwert bei Aufnahme
betrug lediglich 321,1 ng/ml.

Teilt man das Kollektiv in zwei Gruppen (ALVEF < 15% und ALVEF > 15%), steigt die
MMP-2 Plasma-Konzentration in der Gruppe ALVEF < 15% von 170,3 ng/ml auf 178,8
ng/ml und sinkt in der Gruppe ALVEF > 15% von 185,9 ng/ml auf 176,5 ng/ml (jeweils
p>0,05), wobei der Literatur entsprechend zu erwarten gewesen wire, dass ein
schlechteres ALVEF mit einer erh6hten MMP-2 Plasma-Konzentration bei Aufnahme
einhergeht, welche bei follow-up unter Umstinden weiter ansteigt sowie ein
gegensitzlicher Verlauf in der Gruppe mit besserer Erholung der LVEF (58). Aufgrund
der geringen Anzahl an gemessenen Werten ist es denkbar, dass ein einzelner, sehr hoher
Messwert die anderen Messungen und somit den MW stark verzerrt, was schlieflich dazu
fiihren kann, dass die aus der Literatur beschriebenen Ergebnisse nicht reproduziert
werden konnten. Den wohl wichtigsten Einflussfaktor stellt die geringe Fallzahl dar,
aufgrund dieser die Ergebnisse unter Umstdnden nicht signifikant sind.

Im Mittel sind die bei Einschluss erhobenen MMP-9-Werte im Plasma der PatientInnen
von 241,4 ng/ml auf 188,4 ng/ml im follow-up gesunken (p > 0,05).

Im Verlauf sank der MW der MMP-9 Plasma-Konzentration bei PatientInnen mit ALVEF
< 15% von 271,8 ng/ml auf 165,9 ng/ml und stieg bei ProbandInnen mit ALVEF > 15%
von 130,7 ng/ml auf 224,8 ng/ml (jeweils p>0,05). Somit verhalten sich die
Konzentrationsédnderung in den jeweiligen Gruppen gegensitzlich zu der von MMP-2.
MMP-9 zeigt sich im Vergleich zu Patientlnnen mit regulédrem Sinusrhythmus in VHF-
Patientlnnen generell erhoht und kénnte zum remodelling beitragen und somit mit
ursichlich fiir eine TCM sein. Wihrend hohe MMP-2 Serumwerte prognostisch
ungiinstig zu sein scheinen, zeigen erhohte MMP-9 Serumwerte einen die Prognose
verbessernden Einfluss. Die Untersuchung eines potenziellen Gegenspiels von MMP-2
und -9 in der Pathophysiologie der TCM sowie die jeweilige Inhibition von diesen im
Tiermodell bieten interessante Aspekte fiir weitere Versuche, um herauszufinden,
inwiefern die proteolytischen Enzyme ursdchlich fiir oder protektiv gegen eine TCM sein
konnen. Diese sollten auBlerdem  immunhistochemische  Analysen bzw.
Expressionsanalysen flir MMP-2 und -9 der Myokardbiopsien zum Vergleich mit den im

Serum zirkulierenden Konzentrationen dieser Marker beinhalten, um feststellen zu
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konnen, ob im Plasma erhobene Messwerte die lokalen proteolytischen Umbauprozesse

im Herzen widerspiegeln.

5.4.5 Osteopontin

Das im Herzen geringgradig vorhandene Osteopontin steigt unter mechanischem Stress
innerhalb der Zellen an. Als Bestandteil der extrazelluliren Matrix konnte eine positive
Korrelation von Osteopontin mit dem Voranschreiten von Umbauprozessen, Fibrose und
Kardiomyopathie gezeigt werden.

Die mittleren Plasma-Konzentrationen von OPN im Gesamtkollektivs sanken von 61,52
ng/ml bei Einschluss auf 47,44 ng/ml im follow-up (p <0,01).

In der Gruppe ALVEF < 15 % konnte zudem ein signifikanter Abfall der Osteopontin-
Konzentration im Plasma von rund 54 ng/ml bei Einschluss auf rund 40 ng/ml im follow-
up gemessen werden (p < 0,05). Dieser Befund steht im Kontrast zu jlingsten
Publikationen, welche das Voranschreiten von Fibrose und Schweregrad einer DCM mit
einem Anstieg der Osteopontin-Konzentrationen korrelieren (64). Rubis et al. konnten
jedoch im Jahre 2018 zeigen, dass in einem DCM-Kollektiv PatientInnen, welche den
Endpunkt Tod oder akute Hospitalisierung erreichten, signifikant niedrigere OPN-Werte
aufwiesen als solche, die keinen Endpunkt erreichten (81). Diese kontroversen
Ergebnisse aus bestehender Literatur und der vorliegenden Dissertation legen den
Gedanken nahe, dass OPN mehrere Funktionen erfiillt und somit physiologische als auch
pathophysiologische Prozesse bremsen oder beschleunigen kann. Laut Abdelaziz et al. ist
es an prominenter Stelle an Reparaturprozessen nach Ischdmien beteiligt (64), weshalb
die weiterfilhrende Untersuchung der Rolle von OPN in der Pathogenese der TCM
sinnvoll erscheint. Anzumerken ist, dass lediglich eine Anzahl von 7 Paaren (Einschluss
und follow-up) ausgewertet werden konnte und eine grof3ere Fallzahl die Aussagequalitét

verbessern wirde.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde prospektiv die prognostische Rolle des EMID-Zeichens und
verschiedener Biomarker auf die Erholung der LVEF bei Patientlnnen mit vermuteter
TCM untersucht.

Bei den eingeschlossenen Patienten handelte es sich um schwer kranke PatientInnen, mit
im Mittel hochgradig reduzierter LVEF bei denen einen hochgradiger Verdacht auf das
Vorliegen einer TCM bestand. Die Einschlusskriterien wurden dabei bewusst sehr eng
gewihlt, um einen mdoglichst guten Einblick in die zugrundeliegende Pathophysiologie
zu bekommen.

Klinische Untersuchungen zeigten zundchst eine Verbesserung der mittleren
linksventrikuldren Ejektionsfraktion von rund 32% auf 45% sowie die Normalisierung
der mittleren Herzfrequenz von 123/min auf 72/min nach Initilerung einer
Rhythmuskontrolle.

Die histologischen Ergebnisse zeigten, dass rund die Hélfte der Patientlnnen ein
mittelstarkes bis stark ausgeprigtes EMID-Zeichen aufwies.

Dariiber hinaus konnte die Hypothese bestétigt werden, dass die Auspridgung des
semiquantitativ evaluierten EMID-Zeichens mit dem Schweregrad der Erkrankung
negativ korreliert: Je stidrker das EMID-Zeichen ausgepréigt war, desto schlechter war die
Entwicklung der PatientInnen hinsichtlich der Erholung der LVEF.

Des Weiteren konnte die Hypothese, dass die bei Einschluss gemessenen Biomarker mit
dem Schweregrad der Erkrankung, gemessen am A der LVEF von Einschluss zu follow-
up, korrelieren, teils bestitigt werden. Insbesondere das C-reaktive Protein konnte hier
als prognostischer Marker identifiziert werden.

Nach Aufteilung in zwei Gruppen je nach Erholung der LVEF (ALVEF < 15% und
ALVEF > 15%) konnten fiir die sich schlechter erholende Gruppe signifikante
Verdnderungen in den Plasma-Konzentrationen fiir Osteopontin (OPN) und
Myeloperoxidase =~ (MPO)  beobachtet ~ werden. Die  hier  gemessenen
Konzentrationsunterschiede entwickelten sich jedoch zum Teil anders als dies fiir andere
Kardiomyopathien beobachtet wurde. Somit wird die Vermutung bekriftigt, dass es sich
bei der TCM um eine eigenstindige Kardiomyopathie mit eigener Pathophysiologie und
Risikofaktoren handelt, welche sich in Diagnostik und Therapie maf3geblich von anderen,

»klassischen* Kardiomyopathien unterscheidet.
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Zukiinftige Studien mit hoheren Fallzahlen sind erstrebenswert, um die Aussagekraft der
einzelnen Ergebnisse zu stirken und eine detailliertere Risikostratifikation fiir den

klinischen Alltag zu erarbeiten.
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10 Abbildungsverzeichnis

ABBILDUNG 1: ELEKTROKARDIOGRAMM BEI VORHOFFLIMMERN. BEISPIEL EINES ELEKTROKARDIOGRAMMS (EKG) BEI
VORHOFFLIMMERN EINER WEIBLICHEN PATIENTIN, 65 JAHRE. ABLEITUNGEN VON OBEN NACH UNTEN: |, 11, I, AVR,
AVL, AVF,V1,V2,V3, V4, V5, V6. HERZFREQUENZ=14L /MIN ..oeeiveeereeireeereeereeereesteeenreesreeesneesveeenneeens 9
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11 Abkiirzungsverzeichnis

A

AAD e Antiarrhythmikum (Anti-Arrhythmic Drug)
AP et ettt ettt ettt et eeenes Atrial Natriuretic Peptide
N PR SR Adenosin-Tri-Phosphat
B

BINP ettt et e st e st e e e seenaeenseenne e See Brain-Natriuretic-Peptide
C

CRP ettt ettt e sab e st e et sa e et s e s ree e C-reactive protein
CxConnexin

D

DICM ettt ettt ettt et te et ene Dilatative Kardiomyopathie
E

21 S USSR Elektrokardiographie
EMID...cooiiiiiiiiieeecieeeeeee e Enrichment of mitochondria in close proximity to intercalated discs
B S ettt beenaae s European Society of Cardiology
H

1 USRS Wasserstoffperoxid
5 5 St USSR Heatshock-Protein-60
1

TCAME-T ottt Intercellular adhesion molecule-1
| (] USSP Inflammatorische Kardiomyopathie
IGEFBP4 ...ttt Insulin like Growth factor binding protein-4
LG e st et et Immunglobulin-G
1 = (SRR Immunhistochemie
L

LVEDD ...oooiiiiiieeeee e 5, 39, 40, Linksventrikuldrer enddiastolischer Durchmesser
LVEF ottt ettt et e et st et e st e entaeeaneenae s Linksventrikuldre Ejektionsfraktion
M

11 RSP PSRPSR Myoglobin
IMIF ettt et ettt s e st esabe e s ebaesabeesaseennaeesnbeeenseens Myokardiale interstitielle Fibrose
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IMIMIP=2 ettt ettt ettt et saeenaeen Matrix-metallo-proteinase-2

1Y 01 S LSS Matrix-metallo-proteinase-9
11 0 LTRSS RUSRUSURURTRP Myeloperoxidase
IMRP=8/T4 ..ottt ettt ettt ettt e e s e seaesneesseenseenseenes Myeloid-related protein-8/14
IMIW et b e bbbt a et h e bbbttt b e bbbt ettt bes Mittelwert/mean
N

INGAL ..ottt Neutrophil gelatinase-associated lipocalin
2[0S SRRTRRPRRRTONt Stickstoffoxid
N Y H A ettt ettt ettt st sbe ettt eae New York Heart Association
o

(0] o A PO PTUPRRRPRROt Osteopontin
P

54 2 USRS Phoshpate-buffered Saline
S

S A A ettt ettt h e h e bt ae ettt e et e eneeene e bt e teenean Serum-Amyloid-A
T 5 SRS PRS Standardabweichung
SEM ettt e h et ae ettt e n et n e e n e et et e e teenteeneas Standard error of mean
T

TICM ettt st e et e st e et e et e e bt e eabeeetae e bt e etaeetaeesaeenneas Tachykardiomyopathie
TOMP ..ottt st et s raesaeesraeseens Tachykardie-induzierte Kardiomyopathie
V

VICAM-L ettt sttt et See Vascular adhesion molecule-1

12 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Im Plasma der Patientlnnen gemessene Biomarker (Biolegend LegendPlex Immunopanel

KIHNISCRE CREIMIR) ....uveiiieiieeiieiieieeie ettt ettt e sttt et e e e st et e s e enseensesnaesseesseesseenseensesnsesnsanseaseens 20
Tabelle 2: Fiir die Dissertation verwendete Geréte sowie deren Herstellerangaben...........c..cccceceeeeniennnne. 28
Tabelle 3: Fiir die Dissertation verwendete Softwares und deren Herstellerangaben.........c..c.cccccecvenennne. 28
Tabelle 4: Fiir die Dissertation verwendete Chemikalien/Losungen und deren Herstellerangaben ........... 29
Tabelle 5: Fiir die Dissertation verwendete Antikorper, IgG-Kontrollen und Féarbeldsungen.................... 31
Tabelle 6: Fiir die Dissertation verwendeter Immunoassay der Biomarker-Bestimmung.......................... 32
Tabelle 7: Charakteristika des Kollektivs bei Einschluss. (N=53) ......ccccvvviiriiiinieeiieieee e 42

96



Tabelle 8: Art der Rhythmus- oder Frequenzkontrolle sowie postinterventionelle Medikation. (n=53, % in

Bezug auf GeSamtKOIIEKLIV) ....oecviiiiiiieieciecieceee ettt s e e saaeenaensaens 43
Tabelle 9: Echokardiographische Daten der Patientlnnen bei Einschluss. (n=53, % in Bezug auf
GESAMEKOIIEKEIV) ...evteeeteeiieciieeit ettt ettt ettt s e st e st e saeesseessesseeese et e enseenseensesssessnesseenseensennns 45
Tabelle 10: Echokardiographische Daten der PatientInnen im follow-up. (n=47, % in Bezug auf
GESAMTKOIIEKEIV) ..eeeutiiiiieeiieciee ettt ettt e et e et eebee e beeeabeeeabeessbeesnseeenseesssaesssaesnseansseesssaessseens 46
Tabelle 11: Elektrokardiographische Daten der PatientInnen bei Einschluss. (n=53, % in Bezug auf
GESAMTKOIIEKEIV). .eeiuviiiiieeiie ettt ettt ettt et e et e e e tee s beeeabeeesbeeesbaesnseeesseesssaessseesnsaassseessseessseens 49
Tabelle 12: Elektrokardiographische Daten der PatientInnen im follow-up. (n=47, % in Bezug auf
GESAMEKOIICKEIV ). ..eevteeeieeiieeiieeii ettt ettt et et e st st e saeesaeesseensessseesee s eesseenseessesssessnesseenseensennns 51
Tabelle 13: Mittlere Durchmesser in zelluldren Querschnitten. (1=20) ...........ccceevverierieriercierie e 62
Tabelle 14: Messwerte der Biomarker bei Einschluss und follow-up ..........cccoevvevienieniecieieiieeeseee 64

13 Danksagung

Ich danke Herrn Univ. Prof. Dr. med. Meinrad P. Gawaz, Herrn PD Dr. med. David
Heinzmann sowie Herrn Prof. Dr. med. Peter Seizer fiir die kontinuierliche Unterstiitzung
wihrend der gesamten Promotion sowie dariiber hinaus, die stindige Beratung im
Rahmen regelméBiger Besprechungen und die inhaltliche Unterstiitzung durch
wissenschaftliche Expertise. Durch die kontinuierliche Diskussion meiner Arbeit konnte
ich viel lernen und mein wissenschaftliches Denken stetig erweitern.

Weiterhin mdchte ich Herrn Dr. med. Malte Kranert fiir die Hilfe bei der klinischen
Auswertung sowie Frau Daniela EiBler fiir die Durchfiihrung des Immunoassays und Frau
Dr. rer. nat. Saskia von Ungern-Sternberg, Frau Dr. rer. nat. Anne-Katrin Rohlfing, Herrn
Dr. med. Manuel Sigle, Frau Kyra Kolb und Frau Valerie Dicenta und allen weiteren
MitarbeiterInnen des Forschungslabors fiir die tagtéigliche Unterstiitzung bei Fragen rund
um die Laborarbeit danken.

Expliziter Dank gilt den Patientlnnen, die ihr Einverstindnis fiir die Untersuchung
gegeben haben und ohne welche diese Forschungsarbeit nicht zu Stande gekommen wiére.
Weiterhin méchte ich mich beim Promotionsbiiro der medizinischen Fakultit in
Tiibingen fiir die Férderung meines Projektes und meiner Person sowie bei Dr. You-Shan

Feng fiir die statistische Beratung bedanken.

97




 
 
    
   HistoryItem_V1
   AddMaskingTape
        
     Bereich: aktuelle Seite
     Folienkoordinaten: quer, hochkant offset 276.84, 617.11 Breite 40.37 Höhe 34.60 Punkte 
     Ursprung: unten links
      

        
     1
     0
     BL
    
            
                
         Both
         51
         CurrentPage
         63
              

       CurrentAVDoc
          

     276.8355 617.1112 40.3719 34.6044 
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2.1
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     0
     97
     0
     1
      

   1
  

 HistoryList_V1
 qi2base



