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1 Einleitung

Die Myokarditis ist nach der bisher gultigen Dallas-Klassifikation morphologisch
definiert als ein entzlindliches Infiltrat im Myokardium mit Nekrose und/oder
Degeneration der angrenzenden Myozyten bei Ausschluss eines ischamischen
Schadens durch eine koronararterielle Erkrankung (119). Diese histologische
Einteilung der Myokarditiden unterscheidet in den Erstbiospien zwischen aktiver
und borderline Myokarditis, bei den konsekutiven Biopsien zwischen
chronischer (ongoing), abheilender und abgeheilter Myokarditis.

Die Dallas-Klassifikation richtet sich ausschliesslich nach der Routinehistologie.
Daher gab es zunehmend Kritik, weil in der Dallas-Klassifikation klinische,
molekularbiologische und immunologische Parameter nicht betrachtet werden.
Die Berucksichtigung der Immunhistologie, Molekulardiagnostik, quantitativen
PCR (Bestimmung der Viruslast im Gewebe) und klinischen Prasentation
lassen eine bessere Charakterisierung des entzindlichen Infiltrates und der
Erkrankung zu.

Nach der bisher gultigen Klassifikation der World Health Organization und
International Society and Federation of Cardiology (WHO/ISFC) von 1995
gehort eine Myokarditis zu den sekundaren Kardiomyopathien. Ein neuer
Vorschlag fur die Einteilung der Kardiomyopathien wurde kirzlich erarbeitet, da
in den letzten 10 Jahren viele genetische Untersuchungen durchgefuhrt
wurden, die zu einer anderen Betrachtung der Pathogenese dieser
Erkrankungen fuhrte. Nach dieser erst kurzlich veroffentlichten Definition und
Klassifikation der Kardiomyopopathien der American Heart Association von
2006 gehort die Myokarditis jetzt zu den primar erworbenen Kardiomyopathien
(73).

Um die Myokarditis auch klinisch besser charakterisieren zu kbnnen, wurde
kirzlich von Baughman (8) eine neue klinisch-pathologische Klassifikation der

Myokarditiden vorgeschlagen, bei der unter Berucksichtigung
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immunhistologischer und molekularpathologischer Befunde die klinische
Prasentation im Vordergrund steht. Er unterscheidet zwischen einer
fulminanten, akuten und chronisch aktiven Myokarditis.

Die Mehrzahl aller Myokarditiden verlauft klinisch inapparent. Dies gilt
besonders fur virusinduzierte Myokarditiden, die nach dem Ruckgang bakteriell
verursachter Infektionskrankheiten den Hauptanteil aller Myokarditiden
ausmachen (102). Einige Quellen sprechen davon, dass kardiotrope Viren in
uber 50% der Patienten mit einer Myokarditis gefunden werden (15, 74). Die
Virusatiologie war lange Zeit umstritten, da es mit Hilfe der Ublichen
virologischen Methoden selbst bei histologisch gesicherter Myokarditis nur in
Einzelfallen gelang, einen positiven Virusnachweis zu fihren. Erst durch die
EinfUhrung sensitiver und spezifischer molekularbiologischer Techniken ist es
gelungen, geringe Mengen genomischer viraler RNA bzw. DNA im Myokard
nachzuweisen (15, 102). Eine sichere und frihzeitige Diagnose der Myokarditis
kann zweifelsfrei nur durch eine Endomyokardbiopsie (EMB) erfolgen, bei
welcher die Moglichkeit besteht nach entzindlichen Infiltraten innerhalb des
Myokards zu suchen (70, 119). Durch die kombinierte Anwendung
molekularbiologischer, immunhistochemischer und routinehistologischer
Untersuchungsmethoden, der sogenannten Trippeldiagnostik, wird heutzutage
eine genaue Typisierung der Entziindungsreaktion und eine hohe Sensivitat
und Spezifitat fur den Erregernachweis erreicht. Somit ist es aus
kardiopathologischer Sicht mdglich geworden, in Zusammenarbeit mit der Klinik
eine pathogenetisch bedeutsame Virusinfektion mit Entzindung von einer
harmlosen myokardialen Viruspersistenz ohne Entzindung zu unterscheiden
(44).

Obwonhl zahlreiche kardiotrope Viren als Erreger prinzipiell in Betracht kommen,
stehen aufgrund epidemiologischer Untersuchungen Coxsackieviren der
Gruppe B (RNA-Viren), Adenoviren und Herpesviren als auslésende Erreger an
erster Stelle (15, 94, 102).

In den letzten Jahren gab es eine Vielzahl an Veroffentlichungen, die vor allem

das Humane Parvovirus B19 (PVB19), aber auch das Humane Herpesvirus 6
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(HHV®6) als Ausloser einer Myokarditis beschreiben. Bekannt ist mittlerweile,
dass PVB19 eine Myokarditis auslésen kann. HHV6 wurde in der Literatur
bisher seltener als Kofaktor oder Hauptvirus von Myokarditiden erwahnt (19, 28,
44,55, 61, 64, 97). Mahrholdt et al. zeigten in einer Arbeit 2006, dass bisher die
Bedeutung von PVB19 und HHV6 unterschatzt wurde und sie die
Hauptverursacher viraler Myokarditiden in Deutschland sind (69).

PVB19 und HHVG6 sind ubiquitare Viren, die im Normalfall leichte
Kinderkrankheiten hervorrufen konnen (2, 10, 18, 43). Im Folgenden werden
beide Viren hinsichtlich ihrer Taxonomie, Epidemiologie, Pathogenitat und

klinischen Bedeutung vorgestellt.

1.1 Parvovirus B19

1.1.1 Taxonomie und Biologie

Parvovirus B19 wurde 1975 zufallig bei einem Hepatitis B -Screening von
Yvonne Cossart et al. in Spenderblut entdeckt (10, 80)

Es ist das einzige bekannte humanpathogene Parvovirus. Das Virus ist
unbehdillt und besteht aus linearer Einzelstrang-DNA mit einer Basenlange von
etwa 5600 und ist damit sehr klein (90, 4, 46, 80, 104). Es besitzt ein
ikosaedrisches Kapsid von 18-26nm Durchmesser, bestehend aus zwei
Strukturproteinen, VP1 und VP2, und einem nichtstrukturierten Protein NS1.
VP1 ist 83 kDa® schwer und bildet etwa 5% des Kapsids. VP1 besitzt wichtige
immunologische Funktionen und bindet neutralisierende Antikérper (82). VP2
hat ein Molekulargewicht von 53 kDa und bildet die restlichen 95% des Kapsids
(90, 4, 46, 104). Es konnte nachgewiesen werden, dass VP2 inhibierend auf die
Hamatopoese wirkt (87). NS1 hat ein Molekulargewicht von 77kDa. Es wirkt bei
der Replikation des Virus mit und kann die Apoptose der Wirtszelle induzieren
(58, 104).

& Kilodalton
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Der zellulare Rezeptor fur PVB19 ist das so genannte P-Antigen, ein
Glykoprotein. Es befindet sich auf Zielzellen, vor allem in hoher Konzentration
auf erythroiden Vorlauferzellen im Knochenmark. Daher stammt auch der
synonyme Name PVB19-Genus Erythrovirus. Das P-Antigen ist aber auch in
geringerer Konzentration auf Megakaryoblasten, Endothelzellen und Organen
wie Leber, Lunge und Herz zu finden (3, 36, 4, 46, 53, 63, 101). Es wird
vermutet, dass das PVB19-Virus, das normalerweise nur Erythrozyten-
Vorlauferzellen befallt, vor allem im Verlauf von schweren Erkrankungen die
oben genannten anderen Zelltypen befallt (81). Personen mit dem seltenen p-
Phanotyp sind natlrlicherweise resistent gegentber PVB19-Virusinfektionen (4,
101). Bei Virusbefall erfolgt durch Virusreplikation im Zellkern und darauf
folgender lytischer Reaktionen die Zellzerstorung (36, 90). Die Vermehrung in
Endothelzellen kann die transplazentare Transmission, den Ausschlag und die
Vaskulitis bei Erythema infectiosum erklaren (4).

Die folgenden Bilder zeigen zum einen kryoelektronenmikroskopische

Aufnahmen und zum anderen den schematischen Lebenszyklus von PVB19.
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Abbildung 1: PVB19 kryoelekronenmikroskopische Aufnahme VP2-Kapside.
Nach S. Modrow (80)

Links: Aufsicht auf die strukturierte Oberflache des Partikels;
Rechts: Querschnitt durch ein Partikel. Bei infektidsen Viren ist der

Hohlraum mit Genom ausgefillt, das aus einzelstrangiger DNA besteht.
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Abbildung 2: Schematischer Lebenszyklus von PVB19. Modifiziert nach E. Heegard und
K. Brown (36)

1. Anheftung von PVP19 an den Rezeptor P-Antigen mit Hilfe des
Korezeptors Alpha-5-Beta-Integrin

2. Endozytose des Virus

3. Aufnahme in den Zellkern

4. DNA-Replikation

5. RNA-Transkription von NS1-RNA und spater von VP1/VP2-RNA

6. Translation viraler Proteine

7. Zusammensetzen des Virus

8. Zelllyse und Virusfreisetzung
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1.1.2 Epidemiologie und Immunologie

PVB19 ist weltweit verbreitet. In den entwickelten Landern haben 2-10% der
Kinder unter 5 Jahren eine Infektion durchgemacht. Personen Uber 20 Jahren
zeigen in 40-60%, Uber 70-Jahrige in Uber 85% Antikorper gegen PVB19 (36, 4,
80). Andere Quellen sprechen sogar von einer Durchseuchung bei Kleinkindern
von bis zu 30%, bei Uber 70-Jahrigen von uber 90% (5, 10, 101, 113). Der
Kontagionsindex liegt bei Uber 60% (4).

Infektionen haufen sich im gemaRigten Klima vor allem im spaten Winter,
Frahjahr und Frihsommer. Eine Epidemie der Erkrankungen ist alle drei bis funf
Jahre zu erkennen (10, 4). Frauen im gebarfahigen Alter weisen eine
durchschnittliche jahrliche Serokonversionsrate von 1,5% auf (10, 36).

PVB19 kann im Sekret des Nasopharyngealtraktes wahrend einer
Viruserkrankung nachgewiesen werden. Ebenso lasst sich PVB19 im Blut
feststellen. Die Ubertragung des Virus erfolgt per Tropfcheninfektion oder
Speichelkontakt, Gber Blut, Blutprodukte oder transplazentar (10, 36, 4, 42).
Die Mehrzahl der PVB 19-Virusinfektionen verlauft klinisch asymptomatisch. (4,
99). Etwa funf bis sechs Tage nach Inokulation kann das Virus im Blut
nachgewiesen werden. Die Infektion fuhrt rasch zu einer Retikulozytopenie und
nach vier bis acht Tagen zu einer Minderung der Produktion roter
Blutkdrperchen (10, 63). Der Hohepunkt der Viruslast ist etwa an den Tagen
acht bis neun. Der Nachweis von spezifischem IgM kann etwa 10 bis 14 Tage
nach Infektion erfolgen. Es ist fir etwa drei Monate nachweisbar. Das Auftreten
von PVB19-spezifischen IgG-Antikorpern erfolgt ebenfalls etwa zwei Wochen
nach Infektion. IgG bleibt lebenslang im Blut und weist auf eine durchgemachte
PVB19-Infektion und bestehende Immunitat hin (10, 36). Die frihe
Antikorperantwort ist gegen das Hauptkapsidprotein VP2 gerichtet. Nach einiger
Zeit der Immunantwort Uberwiegt jedoch die Aktivitat gegen VP1. Diese

Immunantwort gegen VP1 verursacht die andauernd schutzende Immunitat (10,
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82). Typischerweise verfugen Patienten mit persistierender PVB19-Infektion
uber Antikdrper gegen VP2, jedoch nicht gegen VP1 (10).

Bei der Mehrzahl der immunkompetenten Patienten wird das Virus innerhalb
weniger Wochen eliminiert. Bei etwa 20% kann jedoch auch nach Monaten oder
Jahren Virus-DNA im Blut, Herz oder Synovialgewebe nachgewiesen werden
Mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) kann teilweise Uber Monate oder
Jahre zirkulierende PVB19-DNA bei persistierenden oder chronischen

Erkrankungen nachgewiesen werden (4,10, 34, 122).

1.1.3 Klinische Manifestationen

In den letzten Jahren wurde die Bedeutung von PVB19 als Ausloser einer
Vielzahl an Erkrankungen entdeckt. Gewdhnlich verursacht PVB19 bei Kindern
als Erstinfektion einen Hautausschlag, die Ringelrételn, auch Erythema
infectiosum oder Fifth disease genannt (10, 43, 53, 99). Erwachsene erkranken
vielfach in Form eines grippalen Infektes ohne Exanthem. Vereinzelt wurden bei
infizierten Erwachsenen Hauterscheinungen beschrieben, die papular-purpuric
»gloves and socks” syndroms genannt werden (34, 43, 53). Daneben findet man
andere Krankheitsbilder, wie Arthralgien und Polyarthritiden vor allem bei
Frauen (10, 46, 53, 113), akute und chronische Anamien (3, 10, 12, 113),
aplastische Krisen bei Patienten mit hamatologischen Stérungen (10, 67, 81,
99, 104, 121), Hepatitiden vor allem bei Kindern (46, 53, 81) oder Hydrops
fetalis bei der Infektion von schwangeren Frauen (10, 81, 99, 121). In seltenen
Fallen kommt es nach PVB19-Infektion zu Erkrankungen mit Vaskulitiden (10,
12, 4), Myokarditiden (10, 12, 28, 46) oder neurologischen Stérungen und
Enzephalitiden (7, 10). Es scheint wahrscheinlich, dass PVB19, das
normalerweise nur Erythrozytenvorlauferzellen befallt, vor allem im Verlauf
schwerer Erkrankungen, bei primaren oder sekundaren Immunschwachen,
auch andere Zelltypen befallt, deren infektionsbedingte Zerstorung mit der

Symptomatik verbunden ist (81). Besonders nach Organtransplantationen
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konnen Infektionen mit PVB19 zu AbstoRungsreaktionen fuhren (28, 101). Beim
Fetus sind im wesentlichem die Leber als Erythrozytenproduktionsstelle und
das Herz mit seinen fetalen Myokardzellen, die das P-Antigen exprimieren,
befallen. Dies kann unbehandelt zu fetaler Anamie, Herzversagen und
schlieBlich einem Hydrops fetalis und dem Tod des Fetus in utero oder kurz
nach der Geburt fiihren (34, 36, 4, 42, 43, 53, 81, 104, 121).

1.1.3.1 Erythema infectiosum

Erythema infectiosum, auch Ringelrételn oder Fifth disease genannt, ist die
haufigste Manifestation einer PVB19-Infektion bei Kindern (10, 36). Als
Differentialdiagnosen sollten Rételn, Scharlach oder allergische Reaktionen in
Betracht gezogen werden (4, 43). Ein Zusammenhang zwischen PVB19 und
Erythema infectiosum wurde 1983 von Anderson et al. entdeckt, als in
Blutproben erkrankter Patienten spezifisches IgM gefunden wurde. Die
Erkrankung an sich war schon vor dieser Entdeckung bekannt, allerdings wurde
erst jetzt klar, dass PVB19 der einzige Erreger davon ist (36).

Vorzeitige Anzeichen der Erkrankung werden oft nicht erkannt. Selten konnen
prodormale, grippale Symptome auftreten, wie Fieber, Kopfschmerzen und
Schwindel (10, 36, 43). Etwa 18 Tage nach der Infektion beginnt sich das
charakteristische, schmetterlingsférmige Gesichtserythem zu zeigen. Es ist eine
diffuse oder figurierte, livide Rotung und umfasst symmetrisch die Wangen.
Typischerweise ist die Mundregion ausgespart. Im zweiten Stadium, nach ein
bis vier Tagen, breitet sich ein Ausschlag auf dem Rumpf und den Extremitaten
aus (10, 36, 43). Der Ausschlag ist netzartig mit roten Makulae, die nach
Konfluenz girlandenartige Plaques bilden (36, 42). Im dritten Stadium kann das
Erythem ganz verschwinden oder 6fters wiederkehren. Die Intensitat des
Ausschlages andert sich haufig. Dieses Stadium kann mehrere Wochen
anhalten (10, 36). Weiter Symptome bei Erythema infectiosum kénnen Juckreiz,

Blasenbildung und schuppige Dermatitis sein (36).
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1.1.3.2 Arthropathie

1985 wurde erstmalig ein Zusammenhang zwischen PVB19 und dem Auftreten
von Arthropathien festgestellt. Bei Kindern mit Erythema infectiosum war die
Inzidenz einer Arthralgie etwa 10%, wobei Kinder mit einer kurzlich
ausgebrochenen Arthritis in 19% der Falle eine Infektion mit PVB19 hatten.

Bei Erwachsenen sind Arthralgien und Arthritis die haufigsten Manifestationen
einer PVB19-Infektion (36). 60% der Frauen und 30% der Manner sind hiervon
betroffen. Die im vorigen Abschnitt beschriebene dermale Auspragung
erscheint hier seltener und uncharakteristisch. Die Arthropathien sind vermutlich
immunologischen Ursprungs, da das Auftreten der Beschwerden mit dem
Auftreten von Antikérpern zusammenfallt. Die Symptome sind eine akute,
mittelschwere Polyarthritis ohne Destruktion, betreffend unter anderem die
metacarpophalangealen Gelenke (75%), die Knie (65%), die Handgelenke
(55%) und die Sprunggelenke (40%). Die Gelenke sind schmerzhaft, oft
geschwollen und versteift. Meist erkranken die Gelenke symmetrisch. Die
Symptome halten etwa ein bis zwei Wochen an. In Einzelfallen, vor allem bei
Frauen, kann die Arthropathie oder Arthritis Monate oder sogar Jahre
persistieren (10). Eine PVB19-Infektion kann bei bereits bestehender

rheumatoiden Arthritis der Trigger eines akuten Schubes sein (83).

1.1.3.3 Transiente aplastische Krise

Die transiente aplastische Krise war die erste Erkrankung, die mit PVB19 in
Verbindung gebracht wurde (36). Es handelt sich dabei um eine kurze,
selbstlimitierende Anamie der roten Blutkdrperchen mit Retikulozytopenie und
wurde bei Patienten mit hamolytischer Anamie beschrieben (10, 36, 4). Eine
Woche post infectionem fallt eine Viramie auf, die die erythropoetischen
Vorlauferzellen befallt. In der zweiten Wochen nach Infektion mit PVB19, kommt
es zu einer Retikulozytopenie, die zur Folge hat, dass der Hamoglobinspiegel
rapide abfallt. Nach etwa 30 Tagen erreicht der Hamoglobinspiegel wieder

seinen Ausgangswert. Jeder Patient mit einer eingeschrankten
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Blutkdrperchenproduktion oder einem erhdhten Abbau oder Verlust, kann durch
eine PVB19-Infektion eine aplastische Krise entwickeln (36, 4).

Obwohl in erster Linie die Erythrozyten bei dieser Erkrankung betroffen sind
und typischerweise eine Anamie der roten Blutkorperchen auftritt, kann
unregelmafdig auch eine Thrombozytopenie, Neutropenie oder Panzytopenie
entdeckt werden. Dies lasst sich durch einen zytotoxischen Effekt erklaren (10,
36). Die Anamie kann letal verlaufen, wo hingegen die aplastische Krise selber
normalerweise nach etwa 2 Wochen selbststandig ausheilt. Bei Personen mit
einer Pradisposition sind etwa 70 bis 80% der aplastischen Episoden auf eine
PVB19-Infektion zurtickzuflihren. Aplastische Krisen gehen normalerweise mit
Blasse, Mudigkeit und Lethargie einher. Die Patienten sind hoch-viral
ansteckend und stellen damit ein Risiko fur andere Personen dar. Nach
uberstandener Erkrankung besteht eine lebenslange Immunitat (10, 36). In
seltenen Fallen kann die Infektion persistieren, was eine chronische Anamie zur

Folge hat.

1.1.3.4 Hydrops fetalis

Eine Infektion mit PVB19 wahrend der Schwangerschaft kann bei nicht-
immunen Schwangeren zu Fehlgeburten, Fruchttod oder Hydrops fetalis fihren
(10, 4, 42). Die Pathogenese des Hydrops fetalis scheint gleich wie bei
Patienten mit transienter aplastischer Krise zu sein, bei welcher die
Erythrozyten eine verkirzte Lebensdauer aufweisen (36). Beim Fetus ist im
wesentlichem die Leber und das Herz befallen (4). Die intrauterine Infektion ist
gekennzeichnet durch eine schwere Anamie, Herzinsuffizienz, massiven
Odemen und dem intrauterinen Tod (36, 4, 42).

Die Inzidenz einer PVB19-Erstinfektion wahrend der Schwangerschaft wird
zwischen 1 und 5% angegeben. Die spatere transplazentare Transmission liegt
bei 24 bis 33%. Die Zahlen fur die Hohe des Risikos eines Hydrops fetalis durch
eine PVB19-Infektion liegt etwa zwischen 1 bis 1,6% (36, 42) andere Quellen
sprechen von 5 bis 15% (10, 42). Die Abweichungen sind dadurch zu erklaren,

dass die niedrigen Werte in Zeiten mit endemischen PVB19-Infektionen, die
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hohen Werte in Zeiten epidemischer PVB19-Erkrankungen erfasst wurden (42).
Dennoch ist das Risiko bei einer erstinfizierten Schwangeren bei 5 bis 10%
wahrend der Schwangerschaft Schwierigkeiten zu bekommen (36). Ein Hydrops
fetalis nichtimmuner Herkunft ist selten (1 in 3000 Schwangerschaften). In 20
bis 50% der Falle sind die Ursachen dafur jedoch unklar. PVB19 ist in etwa 15
bis 20% der Falle die Ursache fur einen Hydrops fetalis mit nichtimmuner
Ursache (36).

1.1.4 Myokarditis
Enders et al. berichteten 1998, dass PVB19 in der Lage ist ernsthafte

Myokarditiden bei immunkompetenten Personen hervorzurufen, was zuvor nur
bei Kindern oder immunsupprimierten Erwachsenen beobachtet wurde (28).
Molekularpathologisch infiziert PVB19 nicht die Myozyten direkt, wie beim
Fetus. PVB19 befallt die intramyokardialen Endothelzellen, auf welchen sich
das P-Rezeptorprotein befindet. Es folgt eine intravaskulare Akkumulation,
Adhasion und Penetration der Entzindungszellen. Es resultiert eine
endotheliale Dysfunktion und Beeintrachtigung der Mikrozirkulation mit einer
sekundaren Myozytennekrose, die sich in der akuten Phase klinisch wie ein
Herzinfarkt darstellen kann (55, 56, 61). Der Mechanismus der
Myokardschadigung bei einer PVB19-Myokarditis ist nicht vollkommen geklart.
Neuere Untersuchungen kommen zu dem Schluss, dass die Zytokine
Interferon-Gamma, Tumornekrose-Faktor-Alpha und Interleukin-6 und -8, die in
hoher Konzentration bei PVB19-assoziierten Myokarditiden bei Kindern
gefunden wurden, zu einer myokardialen Zerstérung und Entziindung zusatzlich
zur Dysfunktion der Mikrozirkulation fihren kénnen (55, 56).

Bei Herztransplantierten fallt ein Zusammenhang zwischen einer Infektion mit
PVB19 und der AbstoRung des Transplantates auf (36, 61, 94, 101).

Kuahl et al. konnte zeigen, dass bei 50% der Patienten mit myokardialen
Auffalligkeiten PVB19-Genome nachweisbar waren (61).

Erwahnenswert ist, dass der canine Parvovirus bei jungen Hunden als Ausldser

fulminanter Myokarditiden bekannt ist (101).
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Parvovirus-B19-Infektion; a) akute Infektion; b) persistierende Infektion. Nach S. Modrow

(80)
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1.2 Humanes Herpesvirus 6

1.2.1 Taxonomie und Biochemie

Das humane Herpesvirus wurde 1986 durch Salahuddin et al. in Interleukin-2-
stimulierten monunuklearen Zellen im Blut von AIDS-Patienten isoliert (1, 2, 31).
Es ist das kleinste der acht bekannten humanen Herpesviren, zu denen unter
anderem Herpes simplex Virus 1 und 2 (HSV), Varizella Zoster Virus (VZV),
Cytomegalievirus (CMV) und Epstein-Barr-Virus (EBV) gehdren.
Kreuzreaktionen zwischen HHV6 und CMV oder HHV7 kommen vor. HHV6
gehort mit HHV7 zur Unterfamilie der Betaherpesviren, Genus Roseolavirus (1,
9). Das Virus ist 160-200nm im Durchmesser, ist etwa 167 kbp lang und hat,
wie alle Herpesviren, einen zentralen Kern mit Virus-DNA, ein 90-110nm
grol3es behllltes ikosaedrisches Kapsid und eine AuRenmembran mit
Glykoproteinen und Membranproteinen (1, 2, 9, 17, 23, 24). HHV6 besitzt eine
lineare Doppelstrang-DNA mit einem Informationsgehalt von 160-162 kB®. Es
gibt zwei eng verwandte HHV6-Varianten HHV6A und HHV6B. Die Varianten A
und B unterscheiden sich, trotz bis zu 99%-iger Ubereinstimmung im Genom,
hinsichtlich ihrer biologischen, immunologischen und molekularen
Charakteristika. Daher sind sie unter anderem durch monoklonale Antikorper
oder PCR zu differenzieren (1, 2, 9, 17, 106).

HHV6 befallt bevorzugt CD4°+ T-Lymphozyten aber infiziert auch andere Zellen
epithelialen, fibroblastischen oder neuronalen Ursprungs mit unterschiedlicher
Effizienz (1, 18, 23, 24). Der Oberflachenmarker CD46, der von allen
kernhaltigen Zellen exprimiert wird, agiert dabei als Rezeptor fur die Infektion
mit HHV6 (1, 18, 24). HHV6 ist in der Lage mit seinem Protein pU83, einem

funktionellen Chemokin, CCR2-exprimierende Zellen wie Monozyten und

® Kilobasen
¢ Cluster of differentiation bzw. cluster determination
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Makrophagen zu aktivieren und an Orte, an denen die Virusreplikation
stattfindet zu locken (106). Es kommt dadurch zur Vermehrung von HHV6 und
zu einer Streuung des Virus im gesamten Korper. Das Protein pU51 hat
strukturelle Merkmale eines Beta-Chemokin-Rezeptors, genauso wie das
Protein pU12. Beta-Chemokine sind wichtige Vermittler der Immunantwort.
pU12 und pU51 kdnnen in Zellmembranen bestimmter Zellen integriert werden,
die Ausschuttung zellularer Chemokine dysregulieren und die Infektion
vorantreiben (17, 106). pU51 und pU12 veranlassen anscheinend Zellen eine
grolie Menge des CC-Chemokins RANTES auszuschutten. RANTES ist ein
proinflammatorisches Chemokin, das Signale fur die lokale Antwort der
inflammatorischen Zellen zur Verfigung stellt und dadurch zirkulierende
Monozyten und Lymphozyten selektiv anlockt (18).

HHVG ist in der Lage die Funktion der T-Lymphozyten zu unterdricken und
dadurch die Immunabwehr zu schwachen. Dies zeigt sich durch eine
verminderte Interleukin-2-Synthese und Zellproliferation (29).

HHVG6 beschleunigt die Zerstérung von Zellen, die durch andere lytische Viren,
wie z.B. HIV, infiziert sind. Eine HHV6-Infektion kann auch nach Jahren unter
anderem durch Abwehrschwachen oder umweltbedingte Faktoren reaktiviert
werden (115).

Ein Hauptmerkmal von HHVG6 ist den Wirt zu infizieren und anschlieend in
einer latenten oder persistierenden Form in den Zellen des Immunsystems zu
uberleben. Das pathogene Potential von HHV6 erschliel3t sich dadurch, dass es
in der Lage ist, die Kontrollmechanismen des Immunsystems zu umgehen (17).

Das folgende Schaubild zeigt den Replikationszyklus von HHV6.



1 Einleitung

18

53 4 6
9H-9Lfﬁf##~1 1111 #i :ﬂiZ
gQ, w\% (' Vi = -ﬁ”
gH, gL, gl
o / Eéil,g&ﬁ' :Ei::iuz?' p;:; i p giycosylation ﬁ
2
5 g
= o S A
//‘jf//}f RN )"10 &,
- EA 4 Lf S Tegument
é\}é‘a %’* {65 'D‘/ @_p@_}é{num.wsa,..q

N

nuclear membranes

/

Abbildung 4: Lytischer Replikationszyklus von HHV6. Nach L. De Bolle (23)

cytoplasmic membrane

1. Rezeptor: CD46-Oberflachenantigen und virale Glykoproteine: gH, gL,
gQ, gB: Beteiligt an Virusadsorption und Fusion mit der Zellmembran.

2. Sehr frihe Transkription (IE): IE-Proteine zur Kontrolle der zeitlichen
Abfolge der Replikationsprozesse.

3. Frihe Transkription (E).
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4.

10.

11.

12.

Funktioneller Chemokin-Rezeptor: pU51.

Spate Transkription (L).

Funktioneller Chemokin-Rezeptor: pU12.

Fur HHV6 spezielles funktionelles Chemokin: pU83.

DNA-Replikation

Beladung des Kapsids mit DNA und viralen Enzymen.

Glykolisierung viraler Proteine und Freisetzung in Vesikeln am Golgi-

Apparat.

Tegumentaquisition und Beladen mit viralen Glykoproteinen.

Virusfreisetzung und Zelllyse.
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1.2.2 Epidemiologie und Immunologie

HHV6 kommt ubiquitar vor. Es wird davon ausgegangen, dass es in der
Bevolkerung eine Seropravalenz von 95%-100% gibt (1, 9, 17, 23, 114, 118).
90% der Kinder weltweit erkranken wahrend des Kleinkindalters durch HHV6.
Der Antikorpertiter bei Neugeborenen ist sehr hoch, fallt zwischen dem dritten
bis neunten Monat postnatal und steigt kurz danach wieder an. Bis zum Alter
von 60 Jahren bleibt der Antikdrpertiter hoch und fallt dann wieder ab (17).
Neugeborene scheinen durch die diaplazentare Ubertragung von HHV6-
Antikdrpern der Mutter in den ersten Lebensmonaten geschutzt zu sein. Es wird
angenommen, dass 50-60% der Kinder in den ersten 12 Monaten, und fast alle
im Alter von 2-3 Jahren mit HHVG6 infiziert sind (1, 9, 17). Die meisten HHV6-
Infektionen sind mit der Variante B. Infektionen mit HHV6A sind unter gesunden
Kindern sehr selten, allerdings bei Erwachsenen haufiger zu finden (1, 25).
Beide Varianten sind opportunistische Erreger bei immuninkompetenten
Patienten, wie AIDS-Patienten oder organtransplantierten Patienten (17, 40).
Nach der Erstinfektion Uberdauert HHV6 latent in Monozyten, Makrophagen
und Lymphozyten und persistiert in den Speicheldrisen, dem lymphatischen
Gewebe der Tonsillen, dem Gehirn und den Nieren (1, 17).

HHV6 wurde in Gewebeproben aus Speicheldrisen entdeckt, die ein Reservoir
fur HHV6 darstellen. Es wird haufig von der Mutter an das Kind Uber den
Speichel ubertragen (1, 9, 17, 23). Einzelfalle berichten von einer intrauterinen
oder perinatalen Transmission von HHV6 von der Mutter auf das Kind (9, 23).
HHV6 kann jedoch auch nosokomial via Bluttransfusionen oder

Organtransplantationen Ubertragen werden (1).
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1.2.3 Klinische Manifestationen von HHV6

Mit der Variante A lassen sich kein Zeitpunkt der Primarinfektion und auch
keine Erkrankung eindeutig assoziieren (17, 25, 40).

3 Phasen einer HHV6-Infektion lassen sich unterscheiden:

Die erste Phase ist die Primarinfektion von HHV6EB im Kindesalter, die zu
Exanthem subitum flhrt, auch Roseola infantum, Dreitage-Fieber oder Sechste
Krankheit genannt. Es heilt im Allgemeinen selbstandig aus (1, 9, 29, 31)

Die zweite Phase tritt bei gesunden Kindern oder Erwachsenen auf. Das Virus
repliziert sich in den Speicheldriisen und wird Uber den Speichel
ausgeschieden. Dabei kommt es im Allgemeinen zu keiner offensichtlichen
Erkrankung. Das Virus bleibt latent in den Lymphozyten und Monozyten und
persistiert in verschiedenen Organen und Geweben, moglicherweise mit einer
geringen Replikationsrate (17).

Die dritte Phase tritt nur bei immuninkompetenten Patienten, wie
Krebspatienten wahrend einer Chemotherapie, organtransplantierten Patienten
oder HIV-positive Patienten auf. Es kann bei diesen Patienten zu einer
Reaktivierung der latenten HHV6-Infektion oder Reinfektion kommen, was zu
verschiedenen klinischen Symptomen fuhren kann (17). Die Inzidenz bei
transplantierten Patienten schwankt je nach Organ zwischen 48% und 62% laut
Abdel-Haq et al. (2004). Laut Gentile (2000) schwankt der Wert zwischen 24%-
66%. Eine Korrelation mit TransplantatabstoRungen und erschwerter
Transplantateinheilung ist vorhanden (1, 9, 31). Die klinischen Symptome
beinhalten bei immuninkompetenten Patienten unter anderem hohes Fieber mit
Leukopenie, Hautausschlag, Pneumonitis, Erkrankung des Knochenmarks und
Encephalitis (1, 106, 118). Interaktionen von HHV6 mit HHV7 oder CMV
kommen haufig vor (1, 26, 106).

Bei AIDS-Patienten wurde HHV6 in verschiedenen Organen nachgewiesen (1,
9, 26, 106) Lusso et al. vermutete 1989 HHV6 als Kofaktor bei AIDS, da HHV6
genauso wie HIV-1 CD4+ Lymphozyten befallen kann, was in einem

verstarkten zytopathischen Effekt manden kann (19, 106).
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HHV6 wird als Kofaktor bei Multipler Sklerose vermutet, da das Virus
myelinproduzierende Zellen zerstéren kann (1, 9, 24, 26, 118). Der
Antikorpertiter im Plasma bei MS-Patienten ist gegenliiber Gesunden stark
erhoht (9, 19). Abdeg-Haq spricht von 73% gegenuber 18%. HHV6 wurde
mittels PCR in Uber 70% der Gehirne von MS-Patienten gefunden, was mit
einer Erhdhung an HHV6 im zentralen Nervensystem dieser Patienten
einhergeht. Zum Grossteil handelte es sich dabei um HHV6B (9).

Das chronische Erschopfungssyndrom (CFS) wird ebenfalls mit HHVG6 in
Zusammenhang gebracht. Neben CMV und EBV wird HHVG als Erreger
diskutiert. Mit groRer Wahrscheinlichkeit war HHV6 die Ursache fur eine CFS-
Epidemie am Lake Tahoe 1984 in den USA. Bei CFS-Patienten werden in
einem Teil der Falle erhohte Antikorpertiter gegen HHV6 gefunden, was fur eine
phasenweise Reaktivierung bei diesen Patienten sprechen kdnnte (34, 115,
114, 118).

HHV6 wird als ein moglicher Ausloser von malignen Tumoren betrachtet, wie
Hodgkin-Krankheit, Non-Hodgkin-Lymphom, akute lymphatische Leukamie,
Mundhdhlenkarzinom oder Zervixkarzinom. In vitro Studien haben
neoplastische Transformationen durch HHV6-DNA nachgewiesen, allerdings
wurde in vivo noch kein eindeutiger Nachweis einer Korrelation zwischen HHV6
und Neoplasien nachgewiesen (1, 9).

Das papular-purpuric ,gloves and socks“-syndrom wird nicht nur mit PVB19,
sondern auch mit HHV6 in Zusammenhang gebracht. Es ist eine Erkrankung
mit einem Ausschlag auf den Akren (1).

Das folgende Schaubild zeigt die Anzahl der Kinder, die in die Notaufnahme
eines Krankenhauses eingeliefert wurden mit Erkrankungen, die auf primare
HHV6-Infektionen zurlckzufuhren sind (Balken) im Vergleich zu dem
Durchschnitt aller Besuche von Kindern wegen akuter, fieberhafter Infekte

(Kurve). Die Werte wurden dem Alter zugeordnet.
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Abbildung 5: Anzahl der Kinder mit HHV6-Infektionen im Vergleich zu allen fieberhaften

Infektionen. Nachbau nach D. Braun (9)

1.2.3.1 Exanthema subitum

Exanthema subitum, auch Dreitagefieber oder Sechste Krankheit genannt, ist
eine seltene Erkrankung bei Kleinkindern zwischen 6 Monaten und 4 Jahren.
Nach dreitagigem hohem Fieber tritt ein nur ein bis zwei Tage dauerndes
Exanthem auf. Es ist eine weltweit vorkommende Erkrankung mit einer
geringen Kontagiositat (1, 9, 17, 26, 43). Erst 1988 wurde von Yamanishi ein
Zusammenhang zwischen HHV6 und dieser Erkrankung festgestellt (1, 23).
Nach einer Inkubationszeit von 5-15 Tagen kommt es zu einem plétzlichen
Fieberanstieg auf 40°C ohne wesentliche Beeintrachtigung des
Allgemeinbefindens. Nach 3 Tagen kommt es zu einem Temperaturabfall, und
3-5 mm grole, rotelnahnliche Makulae treten zuerst am Rumpf und dann an
den Extremitaten auf. Das Gesicht bleibt dabei ausgespart. Nach ein bis zwei
Tagen ist das Exanthem abgeklungen (9, 43).

Als Differentialdiagnosen mussen Roteln, Masern, Scharlach, Erythema
infectiosum und Enterovirusinfektionen in Betracht gezogen werden (43).
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Die Erkankung verlauft im Allgemeinen komplikationslos. Es kann jedoch
besonders im Alter zwischen 12 und 15 Monaten wahrend der Erkrankung zu
Fieberkrampfen kommen, die im Einzelfall auch letal verlaufen kénnen. Andere,
sehr seltene Komplikationen sind thrombozytopenische Purpurae, fulminante
Hepatitiden mit Leberversagen und todliche Myokarditiden (1, 17). Zusatzliche
Komplikationen kdnnen Otitis, gastrointestinale Verstimmungen, Erbrechen,
Husten und das emophagozytische Syndrom sein (17, 23). HHVG6 steht im
Verdacht das zentrale Nervensystem zu infiltrieren und Krampfanfalle zu
verursachen (1, 9 17, 23, 106).

Etwa 20% der HHV6-Ersterkrankungen verlaufen symptomlos (9, 17).

Bei Erwachsenen kann eine HHV6-Infektion eine Lymphadenopathie und
infektiose mononukleose-ahnliche Krankheit hervorrufen. Jedoch sind sich die
Autoren nicht einig, ob es sich dabei um eine Erstinfektion oder eine
Reaktivation von HHV6 handelt (1, 9).

1.2.3.2 Meningitis und Enzephalitis

Einige Studien lassen vermuten, dass HHV6 Meningitis und Enzephalitis
verursachen kann. Es ist allerdings schwierig diese Studien zu interpretieren,
da HHV6 ubiquitar vorkommt und einen weit verbreiteten Gewebe-Tropismus
inklusive des Gehirns zeigt. In vitro wurde eine Empfindlichkeit von Gliazellen
auf HHV6 festgestellt (1).

1.2.3.3 Myokarditis

Deutlich seltener als PVB19 wird der 1986 entdeckte Humane Herpesvirus 6
(HHV®6) als Verursacher oder Kofaktor myokardialer Infekte beschrieben. Nur
wenige Quellen sprechen von einer kardialen Manifestation von HHV6-
Infektionen (1, 120). Nach Caruso et al. ist HHVG6 in der Lage Aorta- und
Herzendothel zu befallen (18, 19). Daneben kann das Endothel als Reservoir
fur HHV6 fungieren (19). Sehr vereinzelt gibt es Fallbeschreibungen von
Myokarditiden, die auf eine HHV6-Infektion zurtickzufihren sind (96, 97, 120).
Die erste Fallbeschreibung, die auf eine HHV6-assoziierte todliche
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Myokarditis bei einem 13 Monate alten Kind hinweist, wurde 1992 von Prezioso
et al. veroffentlicht (96). Lediglich ein weiterer Fall eines 5 Monate alten Kindes,
das eindeutig an einer tddlich verlaufenen HHV6-assoziierten Myokarditis
erkrankt war, wurde 2001 veroffentlicht (120). Von einer todlichen Myokarditis
durch eine Koinfektion von HHV6 mit PVB19 wurde 2001 von Rohayem et al.
berichtet (97). Allen Fallen ist der fulminante Krankheitsverlauf, mit einem

haufig letalen Ende, gemeinsam.

1.3 Ziele der vorliegenden Arbeit

Bisherige Studien haben lediglich ermittelt, ob PVB19 und/oder HHVG in
Endomyokardbiopsien bei Patienten mit Verdacht auf Myokarditis vorkommen
(Bestimmung der Pravalenz). Mittlerweile ist eine kardiopathogene Virulenz von
PVB19 nachgewiesen (10, 13, 4, 61, 64, 67, 101). HHV6 wurde bisher nur im
Einzelfall als Ausléser von Myokarditiden erwahnt (96, 97, 120). Die
pathogenetische Bedeutung dieses Virus ist noch nicht vollkommen geklart (1,
9, 26).

Bisher wurde noch keine Studie veroffentlicht, die den klinischen
Krankheitsverlauf myokardialer Erkrankung bei PVB19- und/oder HHV6-
Infektionen konsequent verfolgt hat. Insbesondere liegen keine Untersuchungen
uber die morphologischen, histologischen und molekularpathologischen
Befunde in konsekutiven Endomyokardbiopsien vor.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, aus einem grol3en
Patientenkollektiv die Patienten zu verfolgen, die konsekutiven
Endomyokardbiopsien unterzogen wurden. Dem Institut fur Pathologie der
Universitat Tubingen liegen seit 1997 4241 Proben endomyokardbiopsierter
Patienten vor. Aus diesem Kollektiv wurden die Patienten herausgesucht, bei
denen in der Erstbiopsie entweder PVB19 und/oder HHV6-Viren nachgewiesen
wurden und die zum Monitoring des Krankheitsbildes mehrmals biopsiert

wurden.
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Die folgenden Fragestellungen wurden Uberpruft:

1. Morphologische Charakterisierung von PVB19- und HHV6-positiven
ersten und konsekutiven Endomyokardbiopsien nach der Dallas-

Klassifikation.

2. Uberprifung der quantitativen Viruslast von PVB19 in den
Endomyokardbiopsien anhand molekularbiologischer
Untersuchungsergebnisse. Vergleich zur Morphologie z.B.

EntzGndungsreaktionen.

3. Charakterisierung des Typus der PVB19-Virusinfektion mit
Berucksichtigung molekularpathologischer Befunde aus mit untersuchten

vendsen Blutproben (Plasma und Buffy coat).

4. Soweit vorhanden Aufnahme von klinischen Informationen tber die

Prasentation des Krankheitsbildes.

5. Kombination aller Befunde mit dem Ziel, sie nach der neuen klinisch-

pathologischen Klassifikation nach Baughman (8) einzuordnen.

6. Pathogenetische Uberlegungen zur Entwicklung von PVB19-und HHV6-

assoziierten Kardiomyopathien.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv und Kontrollgruppe

In den Jahren 1997-2003 wurden am Institut fur Pathologie der Universitat
Tubingen Endomyokardbiopsien von 4241 Patienten untersucht. Eingesandt
wurden die Endomyokardbiopsien aus insgesamt 29 Kliniken der
Bundesrepublik Deutschland, aus Osterreich und der Schweiz in denen mittels
Herzkatheteruntersuchung EMBs entnommen wurden.

In die Studie aufgenommen wurden Patienten, bei deren Biopsien eine komplett
durchgefuihrte Trippeldiagnostik vorlag. Zudem musste bei allen Biopsien die
molekularbiologischen Untersuchungen auf PVB19 und HHV6 durchgefuhrt
worden sein. War dies nicht der Fall, wurde der betreffende Fall nicht in die
Studie aufgenommen. Zudem ausgeschlossen waren Proben von Patienten
nach Herztransplantation.

Alle Patienten gaben ihr schriftliches Einverstandnis zur atiologischen
Abklarung ihres Krankheitsbildes. Die Daten wurden zusammengefuhrt,
randomisiert und verschlisselt in einer Datenbank elektronisch erfasst.

Als Ausgangsmaterial fur diese Arbeit dienten 41 konsekutiv
endomyokardbiopsierte Patienten mit 86 Endomyokardbiopsien. Die Biopsien
wurden im Rahmen der Routinediagostik am Institut fir Pathologie der
Universitat Tubingen in den Abteilungen Allgemeine Pathologie und Molekulare
Pathologie untersucht. Bei diesen Patienten hatte die molekularpathologische
Diagnostik in der Erstbiopsie einen positiven Nachweis von PVB19- und/ oder
HHVG6-viralen Genomen ergeben.

Eine Kontrollgruppe konnte wegen der zu geringen Anzahl an Patienten nicht
gebildet werden. Wir haben lediglich die mehrfach endomyokardbiopsierten
Patienten, die bei der Erstbiopsie keine Belastung durch Viren hatten, als

Gruppe 4 zusammengefasst. Diese Gruppe 4 bestand aus 8 Patienten, die
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wegen des klinischen Verdachtes auf entzundliche oder sonstige
Kardiomyopathien konsekutiv endomyokardbiopsiert wurden. Die 16
Endomyokardbiopsien wurden ebenfalls im Rahmen der Routinediagnostik
untersucht. Die Patienten hatten folgende morphologische Diagnosen:
borderline Myokarditis, DCMi (nach der neuen Nomenklatur borderline
Myokarditis mit interstitieller Fibrose), DCM, Normalbefund, andere
Kardiomyopathien (reaktive Kardiomyopathie, Speicherkrankheit und
hypertrophe Kardiomyopathie).

Zudem waren alle Patienten auf zusatzlich untersuchte kardiotrope Erreger
molekularpathologisch negativ getestet worden.

Bei der Erstbiopsie wurden 40 von 49 Patienten (81,6%) zeitgleich EDTA%Blut
abgenommen und auf PVB19 und HHVG6 untersucht. Bei der Zweitbiopsie
waren es ebenfalls 40 Patienten (81,6%), deren Blut auf virale Genome
untersucht wurde. Bei zwei Patienten, die 3- bzw. 5-mal biopsiert wurden, lag
ebenfalls EDTA-BIut vor. Die Untersuchung des Blutes diente zur Abklarung
systemischer Infektionen. Es wurden Plasma und Buffy-coat getrennt und nach
anschlielliender DNA-Extraktion beide Kompartimente einzeln mittels der PCR-
Methode qualitativ, bei PVB19 auch mittels der quantitativen PCR quantitativ,

untersucht.

4 Ethylene diamine tetraacetic acid
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2.2 Klinische Daten

Anhand der durch die Kliniken ausgeftillten Untersuchungsantrage konnten
bestimmte klinische Daten erhoben und ausgewertet werden. Es wurden

folgende Daten untersucht:

e Klinische Diagnose:

Es konnten durch die einsenden Kliniken bis zu zwei gleichwertige klinische
Differentialdiagnosen angegeben werden. Es wurde in der Auswertung der
Daten besonders die Fragestellung einer inflammatorischen
Kardiomyopathie beachtet. Es wurde Uberpruft in wie weit sich die
morphologischen Diagnosen im Verhaltnis zu den molekularpathologischen

Befunden im Verlauf der Biopsien veranderten.

e Dauer der Erkrankung:
Die Kliniken gaben die Dauer der bestehenden Krankheitssymptome bis zur
Biopsieentnahme an. Es wurde bei der Datenerfassung die Zeiten in Monate

aufgeteilt. Ab einer Dauer von 15 Tagen wurde auf einen Monat gerundet.

e Herzinsuffizienzgrad nach NYHA:
Die Einteilung erfolgte nach der New York Heart Association (NYHA) in vier
Gruppen. Diese Gruppen wurden nach der korperlichen Belastbarkeit

unterteilt.



2 Material und Methoden 30

Tabelle 1: Grad der Herzinsuffizienz nach NYHA

Grad | Herzkranke ohne Beschwerden

Grad Il Herzkranke mit Beschwerden bei

schweren korperlichen Arbeiten

Grad Il Herzkranke mit Beschwerden bei

leichten alltaglichen Tatigkeiten

Grad IV Herzkranke mit Beschwerden in Ruhe
und deren Verstarkung durch jede

korperliche Tatigkeit

e Linksventrikuléare Ejektionsfraktion (LVEF):

Die linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF) ist die Menge Blut, die die
linke Herzkammer wahrend der Systole auswirft. Normalerweise betragt die
LVEF ca. 65% des Blutvolumens. Sie wird als Mal} fur die Leistungsfahigkeit
der Herzmuskulatur angesehen. Ab einer LVEF von unter 45 % liegt eine
deutlich reduzierte Auswurfleistung vor. Mittels Echokardiographie kann die

LVEF gemessen werden.

2.3 Histologie und Immunhistologie

Die Proben wurden in der Regel in 5% Phosphat-gepuffertem (0,15m) Formalin
fixiert, in 70%-igem Ethanol oder RNA-Later (Ambion, Inc., Austin, Texas) bzw.
als natives Material dem Institut fir Pathologie der Universitat Tubingen zur
Verfigung gestellt. Die formalinfixierten Endomyokardbiopsien wurden
routinemafig in Paraffin eingebettet. An diesen Schnitten wurden
Untersuchungen vorgenommen, wie lichtmikroskopische Standardfarbungen,
immunhistochemische Farbungen, elektronenmikroskopische Untersuchungen
und molekularbiologische Techniken, wie nested polymerase-chain-reaction

und quantitative polymerase-chain-reaction.
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2.3.1 Konventionelle Standardfarbungen

2.3.1.1 Hamalaun-Eosin-Farbung

Hamalaun-Eosin ist die gebrauchlichste Ubersichtsfarbung. Hamalaun ist ein
Gemisch aus Hamatoxylin und Alaun. Es ist basisch und farbt Chromatin blau.
Chromatin ist eine basophile Substanz im Karyoplasma, die im Wesentlichen
aus DNA, RNA und Kernproteinen besteht.

Als Kontrast wird saures Eosin, das Zytoplasma und Interzellularsubstanz rosa

farbt, verwendet.

2.3.1.2 Masson-Trichrom-Féarbung

Bei allen Endomyokardbiopsien wurde eine Masson-Trichrom-Farbung
durchgefuhrt. Diese diente zur Bestimmung des quantitativen Ausmales der
Anteile des interstitiellen Bindegewebes im Myokard, sowie zur qualitativen
lichtmikroskopischen Beurteilung, insbesondere der nekrobiotischen Anteile,
Masson-Trichrom farbt mittels verschiedener Losungen, wie Biebrich-Fuchsin-
Rot, Phosphomolybdan-Phosphat-Lésung, Bouin's-Flussigkeit, Weigert's
Eisen-Hamatoxylin und Anilin-Blau die Zellkerne schwarz, das Zytoplasma,

Kreatin und Muskelfasern rot, Kollagenfasern und Muzine blau (22).

2.3.1.3 Kongo-Rot-Farbung

Kongo-Rot ist ein Diazofarbstoff mit der Stammsubstanz Benzidin. Es dient zum
histomorphologischen Nachweis von Amyloid, einem Protein-Polysaccharid-
Komplex, der sich beim Krankheitsbild der Amyloidose ablagert. Im polarisierten
Licht ist es nach Kongo-Rot-Farbung durch eine grine Doppelbrechung zu
erkennen. Zudem ist es durch eine Fibrillenstruktur und 3-Faltblattkonfiguration
definiert.



2 Material und Methoden 32

Tabelle 2: Standardfarbungen

Hamalaun-Eosin Chromatin blau

Interzellularsubstanz, Zytoplasma rosa-rot

Masson-Trichrom- Zellkerne schwarz
Farbung Zytoplasma, Kreatin, Muskelfasern rot

Kollagenfasern, Muzine blau

Kongo-Rot-Farbung Amyloid grine Doppelbrechung

2.3.2 Immunhistochemische Farbungen

Durch die Anwendung von immunhistochemischen Farbungen werden
immunologisch reaktive Strukturen auf oder in Zellen oder Geweben
dargestellt. Die Ubertragung von Antikdrper-Farbkomplexen fiihrt zu einer
Anfarbbarkeit der entsprechenden antigentragenden Strukturen im
histologischen Praparat.

Bei der vorliegenden Studie wurden dazu verschiedene Mausantikdrper nach
Vorbehandlung des Gewebes mit proteolytischen Enzymen, sowie der weiteren
Behandlung basierend auf der Avidin-Biotin-Methode und Verdinnungen nach

Herstellerangaben verwendet.

2.3.2.1 T-Lymphozyten

Zur Darstellung von T-Lymphozyten wurden monoklonale IgG1-Maus-
Antikorper Anti-CD45R0 UCHL1(Fa. DAKO, Denmark) und Anti-CD3 (Fa.
Novocastra, UK) verwendet.

CD45 RO ist ein transmembranes Glykoprotein, das von den meisten
kernhaltigen Zellen exprimiert wird. UCHL 1 erkennt und bindet an dieses 180
kDa schweres Glykoprotein, das auf den meisten Thymozyten- und aktivierten
T-Lymphozyten-Oberflachen, jedoch nicht auf ruhenden T-Lymphozyten, zu

finden ist.
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CD3 besteht aus funf Ketten und hat ein Molekulargewicht von 1628 kDa. Die
mittlere Dichte von CD3+T-Lymphozyten betragt im gesunden Herz <5,5 T-
Lymphozyten/mm?2. Anti-CD3 erkennt und bindet an die Epsilonkette des
Oberflachenrezeptors (22).

2.3.2.2 Makrophagen

Zur Darstellung der Makrophagen wurde der monoklonale 1gG1-
Mausantikérperklon KP1 (Fa. DAKO, Denmark) eingesetzt. Durch ihn kann
CD68, ein intrazytoplasmatisches Antigen in Lysosomen-Granula der

Gewebsmakrophagen angefarbt werden.

2.3.2.3 Glatte Muskelzellen, Myofibroblasten, myoepitheliale Zellen
Diese Strukturen wurden mittels des monoklonalen IgG-Antikérper Anti-Human
smooth muscle actin (Fa. DAKO, Denmark) dargestellt. Anti-SM-Aktin reagiert
spezifisch mit der Alpha-Isoform der glatten Muskulatur, einer von 6 Isoformen
mit einem Molekulargewicht von jeweils 42 kDa, welche sich in ihren N-

terminalen Enden unterscheiden.

2.3.2.4 Aktivierte Endothelzellen

Endothelzellen wurden mittels der monoklonalen 1IgG1-Mausantikorper Anti-
CD34 (Fa. DAKO, Denmark) und Anti-CD62E (Fa. Novocastra, UK) dargestellt.
Anti-CD34 erkennt und bindet an das 110kDa schwere transmembrane
Glykoprotein CD34.

2.3.2.5 HLA-Klasse-II-DR

HLA®-Antigene spielen eine wichtige Rolle in der Immunabwehr bei der
Erkennung von Fremdgewebe. Beim Menschen sind die Klassen I-lll bekannt.
Die Klasse-lI-Molekule sind transmembrane, heterodimere Proteine, die aus
einer schweren Alpha-Kette und einer leichten Beta-Kette bestehen. Der
monoklonale Mausantikorper Anti-human-HLA-DR bindet an die Alpha-Kette

des HLA-II-DR-Antigens. Das Epitop ist intrazellular am C-terminalen Ende der

¢ Human leukocyte antigen



2 Material und Methoden

DR-Alpha-Kette lokalisiert. Der Antikorper reagiert mit B-Lymphozyten,

aktivierten T-Lymphozyten, Makrophagen, Antigen-prasentierenden Zellen

sowie einigen endothelialen und epithelialen Geweben.

Tabelle 3: Immunhistochemische Farbungen

T-Lymphozyten

Anti-CD3

Anti-CD45R0 (UCHLA1)

Epsilon-Kette des CD3-
Oberflachenrezeptors
transmembranes
Glykoprotein von CD45

Makrophagen

Anti-CD68 (KP1)

Zytoplasmatisches
CD68-Antigen

Glatte Muskelzellen,
Myofibroblasten,

myoepith. Zellen

Anti-SM-Aktin

Zytoplasmatische

Aktinfilamente

B-Zellen, aktivierte T-
Zellen, Makrophagen,
antigenprasentierende
Zellen, einige
endotheliale und

epitheliale Gewebe

Anti-human-HLA-DR

Alpha-Kette des HLA-
Klasse-II-DR-Antigen
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2.4 Histologische und immunhistologische Klassifikation der
Myokarditiden nach Dallas und ISFC

1984 haben acht Pathologen die Dallas-Kriterien aufgestellt, um einheitliche,
reproduzierbare morphologische Kriterien zur Diagnostik von Myokarditiden
anhand von Endomyokardbiopsien zu erhalten. Die Dallas-Kriterien
unterscheiden zwei getrennte Klassifikationen; eine fur die Erstbiopsie und die
zweite fur die konsekutiven Biopsien (in der Folge k-EMBs genannt) des
Patienten (119):

Unterscheidungen bei der Erstbiopsie:

Aktive Myokarditis (active myocarditis)

Grenzwertige Myokarditis (borderline myocarditis)

Grenzwertige Myokarditis mit interstitieller Fibrose (DCMi)

Keine Myokarditis (no myocarditis)

Unterscheidungen bei weiteren Biopsien:

e Fortschreitende Myokarditis (ongoing myocarditis)

e Abheilende Myokarditis (resolving myocarditis)

e Abgeheilte Myokarditis (resolved myocarditis)
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Die Dallas-Klassifikation beruht ausschlief3lich auf histologische
Routinefarbungen ohne eine Subtypisierung der Entzlindungszellen, die
seinerzeit nicht moglich war bei noch nicht etablierter Immunhistologie. 1998
haben deshalb Expertengruppen der ISFC die immunhistologischen Kriterien
der Myokarditis definiert. Ein Auftreten von mehr als 14 infiltrierenden
Leukozyten/mm3 (CD3+ T-Lymphozyten und/oder CD68+ Makrophagen) wurde
als Grundlage der morphologischen Diagnosestellung einer inflammatorischen
Kardiomyopathie angenommen (70).

Zusatzlich wurde in der vorliegenden Arbeit basierend auf Maisch et al. (71) der
Begriff der dilatativen Kardiomyopathie mit Entziindung (DCMi) eingeflihrt. Die
morphologische Charakterisierung einer DCMi ist in den Abbildungen 17 und

18 zu sehen.

2.5 Molekularbiologische Techniken

2.5.1 Die Polymerasekettenreaktion

Die molekularbiologische Untersuchung der Endomyokardbiopsien und der
EDTA-Blutproben erfolgte mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR).

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine in-vitro Technik basierend auf der
enzymatischen und selektiven Amplifikation von DNA-Abschnitten. Die PCR-
Methode beruht auf der zyklischen Wiederholung von thermischer
Denaturierung, Primerhybridisierung (Annealing) und DNA-Synthese
(Elongation). Spezifische Oligonukleotide (Primer) flankieren den zu
vermehrenden DNA-Abschnitt von den 3'-Strangenden her und dienen als
Initiationsstelle flr den Polymerisationsprozess der thermostabilen DNA-
Polymerase. In unserem Fall wurden sogenannte Vorwarts- (Forward-, FP) und
Ruckwarts- (Reverse-, RP) Primer von ca. 20bp Lange verwendet. Nach der
Verdopplung der Einzelstrange wird die DNA erneut denaturiert und der Zyklus

beginnt von neuem. Innerhalb kurzer Zeit kann so das bestimmende Genom um
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den Faktor 10° bis 10”vervielfaltigt werden. Mittels Gelelektrophorese kénnen

die entstandenen Produkte aufgetrennt werden.

Die PCR kann in 3 Phasen eingeteilt werden (37):

e Denaturierung:
Zu Beginn des PCR-Zyklus wird bei 94°C der DNA-Doppelstrang des zu

untersuchenden Erregers in seine zwei Einzelstrange aufgetrennt.

e Annealing:
Anschlieend wird Primer zugegeben, der sich an die entsprechenden
DNA-Abschnitte bei 54°C anlagert.

e Extensionsphase:
Hier bilden sich mittels Polymerase bei 72°C neue DNA-Abschnitte.

Die in dieser Studie benutzte Methode der nested PCR ermdglicht es,
Krankheitserreger, die nur in sehr geringer Anzahl vorhanden sind,
nachzuweisen. Nach der ersten PCR-Runde liegt meist nicht genug Material zur
elektrophoretischen Darstellung vor. Daher wird mit einem zweiten Primerpaar,
das innerhalb des bereits amplifizierten Segmentes liegt, eine zweite Runde
durchgefuhrt. Hierdurch wird die Sensivitat erhoht und die Nachweisgrenze des
viralen Genoms gesenkt.

In der folgenden Tabellen 4 und 5 sind die PCR-Protokolle fur PVB19 und
HHVG6 dargestellt (11, 22, 61, 67)
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2.5.2 DNA-Sequenzierung

Die Spezifitat der PCR-Produkte wurde mittels einer automatischen DNA-
Sequenzierung bestatigt. Die direkte DNA-Sequenzierung der PVB19-PCR-
Fragmente zeigten 2 stille C-zu T-Punktmutationen an nt 3217 und nt 3313, die
durch den Abgleich mit den PVB19-Sequenzen der GenBank Acc. No. M24682

entdeckt wurden (11).
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Tabelle 4: PCR-Protokoll fir PVB19
1.PCR: 35 Zyklen

Primer Nukleotidsequenz Paare
PVB19/3 | 5-AGC ATG TGG AGT GAG GGG GC-3° 20mer
PVB19/4 | 5°-AAA GCA TCA GGA GCT ATACTT CC-3° 23mer

Phasen Temp. Zeit Zyklen: 35
Fragmentlange: 290 Basenpaare
. o Referenz-Sequenz Nr.: U38509
Denaturierung 94°C 30s Amplifikationsbereich: VP1, VP2
Lage der Primer: PVB3: 748-767
Annealing 56 °C 30s PVB4: 1015-1037
Extension 72 °C 45 s
Nested PCR: 40 Zyklen

Primer Nukleotidsequenz Paare
PVB19/1 | 5-GCT AAC TCT GTA ACT TGT AC-3° 20mer
PVB19/2 | 5°-AAA TAT CTC CAT GGG GTT GAG-3’ 21mer

Phasen Temp. Zeit Zyklen: 40
Fragmentlange: 173 Basenpaare
. o Referenz-Sequenz Nr.: U38509
Denaturierung 94°C 30s Amplifikationsbereich: VP1, VP2
Lage der Primer: PVB1: 778-797
Annealing 56 °C 30s PVB2: 930-950
Extension 72 °C 45 s
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Tabelle 5: PCR-Protokoll fir HHV6

1.PCR: 40 Zyklen

Primer Nukleotidsequenz Paare
HHV6/1 | 5°-AAG CTT GCA CAA TGC CAA AAA ACA G-3° | 25mer
HHV6/2 | 5°-CTC GAG TAT GCC GAG ACC CCT AAT C-3" | 25mer
Phasen Temp. Zeit Zyklen: 40
Fragmentlange: 223 Basenpaare
. o Referenz-Sequenz Nr.: M68963
Denaturierung 94°C 30s Amplifikationsbereich: Kapsidprotein,
. - alkaline Exonuklease,
Annealing 56 °C 30s Phosphotransferasegene
Lage der Primer: HHV1: 17603-17627
Extension 72 °C 45 s HHV2: 17405-17429
Nested PCR:
Primer Nukleotidsequenz Paare
HHV6/3 | 5-TCC ATT ATT TTG GCC GCA TTC GT-3° 23mer
HHV6/4 | 5°-TGT TAG GAT ATA CCG ATG TGC GT-3° 23mer
Phasen Temp. Zeit Zyklen: 40
Fragmentlange: 173 Basenpaare
. o Referenz-Sequenz Nr.: M68963
Denaturierung 94°C 30s Amplifikationsbereich: Kapsidprotein,
. . alkaline Exonuklease,
Annealing 56 °C 30s Phosphotransferasegene
Lage der Primer: HHV3: 17580-17602
Extension 72 °C 45 s HHV4: 17430-17452
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2.5.3 Quantitative Polymerasekettenreaktion

Die quantitative PCR wurde in der vorliegenden Arbeit flr die Ermittlung des
PVB19 genome equivalent/ ug myokardiale DNA (PVB19 g.e./ ug) verwendet.
Das Ziel der quantitativen PCR ist die Messung der in den
Endomyokardbiopsien und im Plasma vorhandenen, sequenzspezifischen
Nukleinsaure-Konzentration. Um auf die zu Beginn der PCR vorliegende
Konzentration der Nukleinsaure schlie3en zu konnen, bedient man sich heute

verschiedener Methoden, unter anderem:

o Externe Eichkurve: Mit Proben bekannter Konzentration, die der
Analysensequenz ahnlich sind und mit dem gleichen Primer amplifiziert

werden, wird vor der eigentlichen PCR eine Eichkurve erstellt.

e Interne Standardisierung: Wahrend der PCR wird durch ein weiteres
Primerpaar die Amplifizierung von 3-Globulin ausgeldst, welches
ebenfalls auf der zu analysierenden DNA codiert ist. Da sich mit jeder
Verdoppelung der DNA auch die Menge des 3-Globin verdoppelt, kann
man spater von der B3-Globulin-Konzentration direkt auf die DNA-

Konzentration zurtckschlief3en.

In dieser Studie wurde das Prinzip der ,Tagman“ quantitativen PCR verwendet.
Dieses Prinzip der quantitativen PCR baut auf dem bekannten PCR-Verfahren
auf. Zusatzlich zu den Vorwarts- und Ruckwarts-Primern wird in dieser Technik
eine sogenannte Taqg-Probe (TP) eingesetzt. Die TP ist ein ca. 20 Basen langes
Oligonukleotid, dessen 5-und 3'- Enden mit Fluoreszenzfarbstoffen (Reporter
6-FAM = 6-Carboxyfluorescein) und Quencher (TAMRA = 5/6-
Carboxytetramethylrhodamine) markiert sind. Die TP dient als Sonde und
bindet kurz hinter dem 3'-Ende des Vorwarts-Primers durch Hybridisierung.
Durch einen sogenannten ,Forster-Energietransfer kann die Fluoreszenz des
Reporters auf den Quencher Ubertragen werden. Wird die Tagmanprobe

wahrend der Extensionsphase der PCR durch die 5°-Exonukleaseaktivitat der



2 Material und Methoden 42

Taqg-Polymerase jedoch hydrolisiert, findet auch kein Forstertransfer auf den
Quencher statt. Stattdessen werden Reporter und Quencher durch Spaltung
getrennt, was zu einer gesteigerten Fluoreszenz des Reporters fuhrt. Die
Emission des Reporters kann mit einer Kamera detektiert werden.

Je mehr Kopien der spezifischen Nukleinsaure im Reaktionsansatz vorhanden
sind, desto mehr TP wird gebunden und Reporterfarbstoff abgespalten. Ab
einem gewissen Punkt Uberschreitet die Emissionsstarke des Reporters die
Detektionsschwelle (Treshold). Dieser Zykluspunkt wird durch lineare
Regression gegen die Werte einer bekannten DNA-Verdinnungsreihe auf die
Kopienzahl zuriickgerechnet.

Eine weitere Mdglichkeit bei der quantitativen PCR besteht im Einsatz von
SYBR Green (Fa. Molecular Probes, Applied Biosystems) anstelle von TP. In
den amplifizierten Strangen lagert sich das fluoreszierende Interkalans SYBR
Green ein, dessen Fluoreszenzeigenschaften sich dadurch andern. Die
Spezifitat diese Systems muss durch eine Gelelektrophorese der PCR-Produkte
nachgewiesen werden.

Die quantitative PCR Iasst sich auch fur den quantitativen RNA-Nachweis
anwenden, indem ein reverse Transkriptase-(RT-) Schritt vor die eigentliche

quantitative PCR gesetzt wird.
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Abbildung 6: Prinzip der Tagman quantitativen PCR: Die Exonukleaseaktivitét (EN) der
Taqg-Polymerase (Tag-Pol) schneidet den Reporter (R) von der Tag-Probe ab. Somit kann
er sein Fluoreszenz-Signal nicht mehr auf den Quencher (Q) tibertragen und wird

dadurch messbar (11).
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2.6 Datenerfassung

Die klinischen Daten wurden von den einsendenden Kliniken in dafur
vorgesehene klinische Untersuchungsantrage eingetragen und zusammen mit
der bioptischen Probe eingesandt. Die vorhandenen Daten und die erhobenen
Befunde wurden in vorhandene Datenerfassungsbdgen Ubertragen. Die
gesammelten Daten wurden in einer Datenbank elektronisch erfasst,
verschlisselt und ausgewertet.

Die nachfolgenden Abbildungen 7-10 zeigen die oben erwahnten klinischen

Untersuchungsantrage und Dokumentationsbogen.
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Abbildung 7: Klinischer Untersuchungsantrag Seite 1
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2.7 Klassifikation der Myokarditis nach Baughman

Baughman (8) unterteilt die Myokarditis nach seiner neuen klinisch-
pathologischen Klassifikation in eine fulminante, eine akute und eine
chronisch aktive Myokarditis. Der Zeitfaktor spielt hier eine grof3e Rolle. So
definiert sich eine fulminante Myokarditis als eine kardiale Erkrankung, deren
Verlauf innerhalb von 2 Wochen zum Tode oder zur Genesung fuhrt. Klinisch
lasst sich eine starke linksventrikulare Dysfunktion erkennen. Histologisch
zeigen sich viele entzlindliche und nekrotische Areale. Es handelt sich hier
nach der Dallas-Klassifikation in der Regel um eine aktive Myokarditis.

Bei einer akuten Myokarditis liegt die kardiale Erkrankungsdauer zwischen 14
Tagen bis 6 Wochen. Charakterisiert wird sie durch eine hohe Viruslast und
eine Entzindung des Myokards. Nach der Dallas-Klassifikation handelt es sich
hier histologisch in der Regel um eine aktive oder borderline Myokarditis.

Die chronische aktive Myokarditis hat einen unklareren Verlauf mit einem
schleichenden Krankheitsbeginn. Die Patienten haben eine moderate
ventrikulare Dysfunktion und prasentieren histologisch nach der Dallas-
Klassifikation das Bild einer Borderline Myokarditis. Daraus kann sich innerhalb
von 2 bis 4 Jahren bei geringen Entzindungszeichen eine Fibrose des
Myokards bilden, was innerhalb von 2 bis 4 Jahren in einer restriktiven oder

dilatativen Kardiomyopathie enden kann (8, 73).

2.8 Typisierung der PVB19-Virusinfektion

Nach den Prinzipien der allgemeinen Virologie unterscheidet man zwischen
akuten, persistierenden und latenten Virusinfektionen.

Akute Virusinfektionen sind abhangig von der Immunreaktion des Patienten in
der Regel durch eine hohe Viruslast begleitet von virusassoziierten
Gewebsnekrosen und begleitender aktiver Entzindung charakterisiert.

Bei der persistierenden Virusinfektion sinkt die Viruslast im Gewebe, ebenso

wie das Ausmald der Entziindungsreaktion.
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Die latente Virusinfektion ist charakterisiert durch eine geringe Viruslast im
Gewebe ohne begleitende Entziindung.

Entsprechende Informationen, speziell Gber die mit Hilfe der g-PCR bestimmten
Viruslast in den Endomyokardbiopsien, lagen nur fur PVB19-positive Patienten
vor. Eine Typisierung der HHV6-Infektionen konnte wegen fehlender g-PCR-
Ergebnisse konsequenterweise nicht durchgefihrt werden.

Eine akute Infektion kann von einer Viramie entweder im Buffy-coat und/oder im
Plasma begleitet werden. Bei persistierenden Infektionen kdnnen virale
Genome im Buffy-coat, jedoch nicht im Plasma entdeckt werden. Serologische
Untersuchungen zum PVB19- bzw. HHV6-Antikdrpernachweis wurden nicht
durchgefuhrt.

2.9 Statistik

Eine statistische Auswertung erfolgte nicht, da in Ricksprache mit Frau Dr. T.
Herberts, Institut fir Biometrie, Universitat Tubingen, nicht gentigend Daten zur
Verfligung standen, um ausreichend aussagekraftige Erhebungen durchfuhren

zu kdnnen.
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3 Ergebnisse: allgemeiner Teil

3.1 Charakterisierung des Patientengutes

In den Jahren 1997-2003 wurden am Institut fur Pathologie der Universitat
Tubingen Endomyokardbiopsien von 4241 Patienten untersucht. Die Analysen
wurden durch eine sogenannte Trippeldiagnostik mit Routinehistologie,
Immunhistologie fur die Quantifizierung und Qualifizierung des entzindlichen
Exsudats und mehreren molekularpathologischen Techniken zum Nachweis
kardiotroper Erreger durchgefuhrt. Von insgesamt 4241 Patienten lagen bei 49
Patienten konsekutive Endomyokardbiopsien vor. Bei 41 Patienten waren
PVB19- und/oder HHV6- virale Genome in der Erstbiopsie nachgewiesen
worden. Die restlichen 8 Personen, die bei der Erstbiopsie PVB19- bzw. HHV6-
negativ getestet wurden, dienten als Vergleich, kdbnnen aber wegen ihrer
geringen Patientenmenge nicht als Kontrollgruppe definiert werden. 1 Patient
wurden 3-mal, 1 Patient sogar 5-mal rebiopsiert. Der Abstand zwischen der
ersten und der zweiten Biopsie betrug durchschnittlich 252,8 Tage, wobei der
kirzeste Zeitabstand 31 Tage, der langste 1205 Tage betrug. Der Abstand
zwischen der ersten und der letzten Biopsie in Hinblick auf die zwei Patienten,

die mehr als zweimal biopsiert wurden, betrug 267 Tage.
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3.2 Gruppeneinteilung

Die Gruppeneinteilung erfolgte anhand des Leitsymptoms, dem Nachweis von
PVB19- und/oder HHV6-viralen Genomen in der initialen Endomyokardbiopsie.
Es ergaben sich dadurch 4 Gruppen bei der Erstbiopsie:

Gruppe 1: PVB19 positiv und HHV6 negativ

Gruppe 2: PVB19 und HHVG6 positiv

Gruppe 3: PVB19 negativ und HHV6 positiv

Gruppe 4: PVB19 und HHV6 negativ

Bei den konsekutiven Endomyokardbiopsien (folgend k-EMB genannt) kam
noch eine 5. Gruppe dazu. Bei diesen Patienten fand sich in den Erstbiopsien
ein positiver Nachweis von PVB19 und/oder HHVG6. Es zeigte sich bei den k-
EMBs jedoch kein Hinweis mehr auf PVB19 und/oder HHV6.

Gruppeneinteilung bei der Konsekutivbiopsie:

Gruppe 1: PVB19 positiv und HHV6 negativ

Gruppe 2: PVB19 und HHV6 positiv

Gruppe 3: PVB19 negativ und HHV6 positiv

Gruppe 4: PVB19 und HHV6 negativ

Gruppe 5: Bei der Erstbiopsie PVB19-und/oder HHV6- Virus positiv, bei k-EMB

virusnegativ.

3.3 Altersverteilung

Die in die Studie aufgenommenen Patienten waren zwischen 0,02 und 67
Jahren alt mit einem Durchschnittsalter von 32,6 Jahren, wobei Manner im
Durchschnitt 31,4 Jahre alt und Frauen 35,2 Jahre alt waren. Selbst wenn die
jungsten und altesten Patienten aus dieser Berechnung ausgenommen wurden,

blieb das Durchschnittsalter insgesamt nahezu konstant.
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Abbildung 11: Altersverteilung mit Gruppeneinteilung
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3.4 Geschlechterverteilung

Bei der Verteilung der Geschlechter gab es eine deutliche Haufung des

mannlichen Geschlechts mit 71,4 %, Frauen waren demnach in 28,6 % der

Falle betroffen.

Abbildung 12 zeigt die Geschlechterverteilung in den einzelnen Gruppen.
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Abbildung 12: Geschlechterverteilung

30
25
20
15
10

5

0

Gruppe 1

Gruppe 2

Gruppe 3

Gruppe 4

o Manner

24

m Frauen

4

0O Gesamt

28

Gruppe 1: PVB19+, HHV6-
Gruppe 2: PVB19+, HHV6+
Gruppe 3: PVB19-, HHV6+
Gruppe 4: PVB19-, HHVG6-




4 Ergebnisse der Erstbiopsie 55

4 Ergebnisse der Erstbiopsie

Die Ergebnisse aus den molekularpathologischen, histologischen und
immunhistologischen Daten sind patienten- und gruppenorientiert in den

Tabellen 6-9 zusammengefasst.

4.1 Molekularpathologische Daten bei der Erstbiopsie

4.1.1 Pravalenz von PVB19 und HHV6 bei Erstbiopsie

Durch die molekularpathologische Diagnostik konnten virale PVB19- und/oder
HHV6-Genome bei 41 Patienten in den EMBs nachgewiesen werden. Die
nachfolgende Abbildung 13 zeigt die Virusverteilung bei der Erstbiopsie.

28 Patienten (57,1%) waren PVB19 positiv und HHV6 negativ (Gruppe 1). Bei 7
Personen (14,3%) wurden beide Viren koinzident positiv diagnostiziert (Gruppe
2). Lediglich 6 Patienten (12,2%) waren HHV6 positiv und PVB19 negativ
(Gruppe 3). 8 Patienten (16%) waren sowohl PVB19- als auch HHV6-negativ
(Gruppe 4).
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Abbildung 13: Pravalenz PVB19 und HHV6 bei Erstbiopsie n=49

4.1.2 Die Sequenzierung der viralen Genome bei Erstbiopsie

Die Spezifitat der PCR-Produkte wurde mittels einer automatischen DNA-
Sequenzierung bestatigt. Die Sequenzierung der PCR-Produkte ergab fur
PVB19 einen Median der Homologie mit dem publizierten Referenzstamm von
97% (92%-100%). Alle HHV6-Genome wurden als HHV6-B identifiziert.

4.1.3 Ergebnisse der quantitativen PCR

Aus methodischen Grinden wurde nur bei n=12 Patienten eine quantitative
PCR lediglich zum Nachweis von PVB19-Genomen durchgefuhrt. Hiervon
gehorten n=11 Patienten der Gruppe 1 und n=1 Patient der Gruppe 2 an. Die
Werte lagen zwischen 35 und 6000 PVB19 g.e./ ug m. DNA. Es ergab sich ein
Mittelwert von 1029 PVB19 g.e./ uyg m. DNA. Die Einzelergebnisse und ihre
Zuordnung zur Morphologie sind in den Tabellen 6-9 ersichtlich.
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4.1.4 Ergebnisse der Blutuntersuchungen

Bei n=40 Patienten wurde EDTA-Blut zum Zeitpunkt der Biopsieentnahme
abgenommen und getrennt Buffy coat und Plasma untersucht.

Bei n=33 Patienten fanden sich keine viralen Genome im untersuchten Blut.
Bei n=2 Patienten (Pat. 5, 7) gelang der Nachweis von PVB19-Genomen im
Buffy coat.

Bei n=2 Patienten (Pat. 24, 28) fand sich zu dem Nachweis im Buffy coat auch
PVB19-virales Genom im Plasma.

N=2 Patienten (Pat. 35, 41) hatten PVB19- und HHV6-viralen Genom im Buffy
coat.

Bei lediglich n=1 Patient (Pat. 40) wurde HHV6-Genom im Buffy coat gefunden.

4.2 Ergebnisse der histologischen und immunhistologischen

Untersuchungen bei der Erstbiopsie

Zur Auswertung der Daten wurden die histologischen Diagnosen den Dallas-
Kriterien der Myokarditiden und der WHO/ISFC-Klassifikation der
Kardiomyopathien zugrunde gelegt.

Ohne Kenntnisse der molekularpathologischen Befunde ergaben sich fur die
insgesamt 49 Patienten folgende histologischen und immunhistologischen
Diagnosen:

Normalbefund: n=6

Aktive Myokarditis: n=4

Borderline Myokarditis: n=16

DCMi: n=15

DCM: n=5

Andere Kardiomyopathien: n=3 (reaktive hypertrophe Kardiomyopathie bei
Hypertonie).

Im Folgenden erfolgt die Beschreibung der histologischen und

immunhistologischen Befunde:
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4.2.1 Haufigkeit der morphologischen Diagnosen (Dallas-Kriterien und
WHO/ISFC-Klassifikation) bei der Erstbiopsie:
e Aktive Myokarditis: n=4 (Patient 4, 5, 6, 30)
Bei der aktiven Myokarditis konnten fokale oder multifokale Nekroseareale,
teils konfluierend, sowie myofibrillare Degenerationen und ein ausgepragtes
interstitielles Odem gefunden werden (Abbildung 14).
Zudem fand sich ein mononukleéares Infiltrat, das durch reichlich CD3-
positive T-Lymphozyten (rot) und CD68-positive Makrophagen (braun)
gekennzeichnet war. Die Makrophagen zeigten eine Expression von HLA-
Klasse-lI-Molekulen, die ebenfalls in den angrenzenden Kapillarendothelien
gefunden wurde (Abbildung 14).

Abbildung 14: Aktive PVB19 Myokarditis mit Bereichen myokaridaler Nekrosen, die durch
CD3-positive Lymphozyten (rot) und PGM1-positive Makrophagen (blau)
infiltriert wurden
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e Borderline Myokarditis: n=16 (Patient 7-14, 31, 32, 36-39, 44, 45)
Histologisch zeigten sich leichte bis mittelgradige Kaliberschwankungen der
Myozyten ohne Myozytennekrosen und eine erhohte Anzahl an
Makrophagen. Das inflammatorische Infiltrat war im Vergleich zu den
Patienten mit akuter Myokarditis geringer ausgepragt und wurde durch
CD68-positive Makrophagen dominiert (Abbildung 15). Es fanden sich nur
vereinzelte CD3- positive T-Lymphozyten. Es konnte eine Expression von
HLA-Klasse-lI-Molekulen nicht nur auf den Makrophagen, sondern auch auf

den angrenzenden Kapillarendothelien gefunden werden (Abbildung 16).

Abbildung 16: Borderline Myokarditis immunhistologische Doppelfarbung: PGM1-
positive Makrophagen (braun)
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¢ Dilatative Kardiomyopathie mit Inflammation (DCMi): n=15 (Patienten 18-
28, 34, 35, 41, 46)
Die DCMi ist als DCM mit zusétzlicher Inflammation (>14 Leukozyten/mm?)
definiert (70). Nach der neuen Nomenklatur ist es eine BM mit interstitieller
Fibrose. Wie auch bei der BM zeigt sich hier eine erhdhte Anzahl
Makrophagen. Das Infiltrat wurde von CD68-positiven Makrophagen
dominiert. Vereinzelt fanden sich CD3-positive T-Lymphozyten. Eine
Expression von HLA-Klasse-II-Molekulen in Makrophagen und
Kapillarenendothelien war ebenfalls regelmafig anzutreffen.

s

Abbildung 18: Dilatative Kardiomyopathie mit Inflammation Immunhistologie
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e Dilatative Kardiomyopathie ohne Inflammation: n=5 (Patienten 15-17, 33,
40)

Es zeigte sich eine irregulare Hypertrophie der Myozyten mit teils

hyperchromatischen Zellkernen und einer Vakuolisierung des Sarkoplasmas

in Begleitung einer fokalen bis multifokalen oder netzformigen interstitiellen

Fibrosierung (Abbildung 19). Es waren keine Entziindungen vorhanden.

Abbildung 19: Dilatative Kardiomyopathie

4.2.2 Zuordnung der molekularpathologischen Befunde zu den

morphologischen Diagnosen

Um Informationen Uber die pathogenetische Bedeutung der
molekularpathologischen Befunde im Vergleich zu den morphologischen
Diagnosen zu erhalten, wurden die Ergebnisse in Abbildung 20
gegenubergestellt.

Insgesamt hatten bei der Erstbiopsie n=4 Patienten eine aktive Myokarditis,
wobei n=3 Patienten der Gruppe 1 (PVB19+/HHV6-) und n=1 Patient der
Gruppe 2 (PVB19+/HHV6+) angehdrten.
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Eine borderline Myokarditis fand sich bei n=16 Patienten. Hier gehorten n=8
Patienten der Gruppe 1 (PVB19+/HHV6-), n=2 Patienten der Gruppe 2
(PVB19+/HHV6+), n=4 Patienten der Gruppe 3 (PVB19-/HHV6+) und n=2
Patienten der Gruppe 4 (PVB19-/HHVG6-) an.

Histologisch zeigte sich bei n=15 Patienten eine DCMi. Der Grossteil mit n=11
Patienten gehdrte Gruppe 1 (PVB19+/HHV6-), n=2 Patienten Gruppe 2
(PVB19+/HHV6+) und jeweils n=1 Patient Gruppe 3 (PVB19/HHV6+) und
Gruppe 4 (PVB19-/HHV6-) an.

N=5 Patienten hatten eine DCM. Hiervon fanden sich n=3 Patienten in Gruppe
1 (PVB19+/HHV6-) und jeweils n=1 Patient in Gruppe 2 (PVB19+/HHV6+) und
Gruppe 3 (PVB19-/HHV6+).

Ein Normalbefund zeigte sich bei n=6 Patienten. N=3 Patienten fielen in
Gruppe 1 (PVB19+/HHV6-), n=1 Patient in Gruppe 2 (PVB19+/HHV6+) und n=2
Patienten in Gruppe 4 (PVB19-/HHVG6-).

N=3 Patienten, die alle zu Gruppe 4 (PVB19-/HHV6-) gehérten hatten eine
andere Kardiomyopathie, hier eine reaktive hypertrophe Kardiomyopathie bei

hypertensiver Herzerkrankung.
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Abbildung 20: Diagramm Ubersicht morphologische Diagnosen Erstbiopsie n=49
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m BMC n=16 8 2 4 2
m DCMi n=15 11 2 1 1
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O Nommalbefund n=6 3 1 0] 2
O andere n=3 0 0 0] 3

4.2.3 Tabellen Erstbiopsie

Tabelle 6: Einzelergebnisse Ersthiopsie Gruppe 1 (PVB19+/HHV6-)

Erstbiopsie

Pat. | Gr. | Histo. g-PCR (PVB19 g.e./ ug) | n-PCR Buffy-c./Plasma
1 1 N. / neg./neg.
2 1 N. / neg./neg.
3 1 N. 400 neg./neg.
4 1 AM 782 /

5 1 AM / PVB+/neg.
6 1 AM 760 neg./neg.
7 1 BM 105 PVB+/neg.
8 1 BM 510 neg./neg.
9 1 BM 35 neg./neg.




4 Ergebnisse der Erstbiopsie

64

10 1 BM / neg./neg.

11 1 BM 2000 neg./neg.

12 1 BM / neg./neg.

13 1 BM / neg./neg.

14 1 BM / neg./neg.

15 1 DCM / /

16 1 DCM 505 neg./neg.

17 1 DCM / neg./neg.

18 1 DCMi 60 neg./neg.

19 1 DCMi / /

20 1 DCMi / neg./neg.

21 1 DCMi 833 neg./neg.
22 1 DCMi / neg./neg.
23 1 DCMi 6000 neg./neg.

24 1 DCMi / PVB+/PVB+
25 1 DCMi / neg./neg.
26 1 DCMi / neg./neg.
27 1 DCMi / neg./neg.
28 1 DCMi / PVB+/PVB+
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Legende Erstbiopsie:

Pat.: Patientennummer

Gr.: Gruppennummer

Histo.: Histologischer Befund

g-PCR (PVB19 g.e./ yg): quantitative PCR zur Ermittlung der
Viruslast PVB19 (PVB19 genome equivalent/ ug myokardiale
DNA)

n-PCR Buffy-c./Plasma: PCR zur Abklarung einer systemischen
Virusbelastung im Buffy-coat oder Plasma

Gruppe 1: PVB19+/HHV6-

Gruppe 2: PVB19+/HHV6+

Gruppe 3: PVB19-/HHV6+

Gruppe 4: PVB19-/HHVG6-

N: Normalbefund

AM: Aktive Myokarditis

BM: Borderline Myokarditis

DCM: Dilatative Kardiomyopathie

DCMi: Inflammatorische dilatative Kardiomyopathie (nach der
neuen Nomenklatur BM mit interstitieller Fibrose)

RH: Reaktive hypertrophe Kardiomyopathie bei hypertensiver

Herzerkrankung
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Tabelle 7: Einzelergebnisse Ersthiopsie Gruppe 2 (PVB19+/HHV6+)

Erstbiopsie

Pat. | Gr. | Histo. g-PCR (PVB19 g.e./ ug) | n-PCR Buffy-

coat/Plasma

29 2 N. / neg./neg.

30 2 AM / /

31 2 BM / neg./neg.

32 2 BM / neg./neg.

33 2 DCM / neg./neg.

34 2 DCMi 358 neg./neg.

35 2 DCMi / PVB+, HHV+/neg.

Tabelle 8: Einzelbetrachtung Erstbiopsie Gruppe 3 (PVB19-/HHV6+)

Erstbiopsie

Pat. | Gr. |Histo. | g-PCR (PVB19 g.e./ ug) n-PCR Buffy-coat/Plasma
36 3 BM / neg./neg.

37 3 BM / neg./neg.

38 3 BM / neg./neg.

39 3 BM / neg./neg.

40 3 DCM |/ HHV+/neg.

41 3 DCMi |/ PVB+, HHV+/neg.
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Tabelle 9: Einzelbetrachtung Erstbiopsie Gruppe 4 (PVB19-/HHV6-)

Erstbiopsie

Pat. | Gr. | Histo. g-PCR (PVB19 g.e./ ug) | PCR Buffy-

coat/Plasma

42 4 / neg./neg.

43 4 / neg./neg.

44 4 BM / /

45 4 BM / /

46 4 DCMi / neg./neg.

47 4 RH / /

48 4 RH / /

49 4 RH / /

4.2.4 Zuordnung weiterer molekularpathologischer und klinischer

Befunde zu den einzelnen Gruppen: klinisch-pathologische

Klassifizierung der Myokarditis

Basierend auf den Ergebnissen der histologischen und PCR-Befunde wurden

zusatzliche klinische und molekularpathologische Informationen den Gruppen

einzeln zugeordnet. Folgende Parameter wurden berucksichtigt:

Quantitative PVB19-Viruslast.

Nachweis von viralen Genomen im peripheren Blut.

Klinische Parameter wie klinische Indikation, kardialer

Erkrankungsbeginn, NYHA und linksventrikulare Ejektionsfraktion.

Folgend werden die Einzelergebnisse nach Gruppen vorgestellt.
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4.2.5 Gruppe 1 (PVB19+, HHV6-) Erstbiopsie n=28

4.2.5.1 Akute Myokarditis: n=3 (Pat. 4-6)
Histologie: aktive Myokarditis

¢ Quantitative PVB19-Viruslast:

Bei 2 Patienten fanden sich Angaben zur quantitativen Viruslast:

Die quantitative PVB19-Viruslast lag bei 782 und 760 g.e./ ug m. DNA (Pat.
4, 6).

e Buffy-coat/Plasma:

Eine Blutuntersuchung erfolgte bei 2 Patienten:

Es fand sich der Nachweis von PVB19 im Buffy-coat (Pat. 5).

Die Blutbefunde waren negativ (Pat. 6).

e Klinische Indikation:

Bei einem Patienten war eine klinische Diagnose angegeben:

1 Patient hatte die Diagnose einer akuten Myokarditis oder DCM (Pat.4).
e Kardialer Erkrankungsbeginn:

Bei einem Patienten gab es hierzu Angaben:

Seit 1 Monat lagen kardiale Beschwerden vor (Pat. 5).

e NYHA:

Es wurden keine Informationen zum NYHA-Index gemacht.

e Linksventrikuléare Ejektionsfraktion:

Hierzu lagen keine Daten vor.

Aufgrund dieser Befunde handelt es sich zumindest bei Patient 5 nach der
neuen klinisch-pathologischen Baughman-Klassifikation um eine akute PVB19-
assoziierte Myokarditis charakterisiert durch einen erst kurzlich zurtckliegenden
Krankheitsbeginn, eine histologisch gesicherte aktive Myokarditis und einer
allerdings geringen Viruslast in der Endomyokardbiopsie bei gleichzeitig
bestehender PVB19-Viramie. Es liegt zumindest bei den Patienten 4 und 6 eine
akute PVB19-Virusinfektion vor.
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4.2.5.2 Chronisch aktive Myokarditis ohne Fibrose: n=8 (Pat. 7-14)
Histologie: borderline Myokarditis

e Quantitative PVB19-Viruslast:

Daten zur quantitativen PVB19-Viruslast gab es bei 4 Patienten:

Sie lag bei 35, 105, 510, 2000 g.e./ uyg m. DNA (Pat. 9, 7, 8, 11).

e Buffy-coat/Plasma:

Bei allen Patienten dieser Gruppe wurden Blutuntersuchungen durchgefihrt:
Es fand sich der Nachweis von PVB19 im Buffy-coat, jedoch nicht im
Plasma (Pat. 7).

Es fanden sich ansonsten negative Blutbefunde (Pat. 8-14).

e Kilinische Indikation:

Bei 6 Patienten gab es dazu Angaben:

2 Patienten mit der klinischen Diagnose einer akuten Myokarditis (Pat. 8, 9).
1 Patient mit der klinischen Diagnose einer DCM (Pat.11).

2 Patienten mit der klinischen Diagnose einer akuten Myokarditis oder DCM
(Pat. 7, 12).

1 Patient mit der klinischen Diagnose einer chronischen Myokarditis oder
DCM (Pat. 14).

e Kardialer Erkrankungsbeginn:

Hierzu gab es bei 3 Patienten Daten:

Der kardiale Erkrankungsbeginn lag bei 2, 4 und 6 Monaten (Pat. 14, 12, 7).
e NYHA:

Bei 4 Patienten wurde der NYHA-Index angegeben:

1 Patient hatte einen NYHA-Index von Il (Pat. 11).

2 Patienten hatten einen NYHA-Index von Il (Pat. 12, 14).

1 Patient hatte einen NYHA-Index von IV (Pat. 7).

e Linksventrikuléare Ejektionsfraktion:

Hierzu gab es bei 2 Patienten klinische Informationen:

Die linksventrikulare Ejektionsfraktion lag bei 15% und 35% (Pat. 14, 12).
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Aufgrund dieser Befunde handelt es sich zumindest bei den Patienten 7, 12 und
14 nach der neuen klinisch-pathologischen Baughman-Klassifikation um eine
chronisch aktive PVB19-assoziierte Myokarditis charakterisiert durch die
zeitlich mittlere Dauer der Erkrankung (2-6 Monate), die histologisch gesicherte
borderline Myokarditis, die geringe Viruslast in der Endomyokardbiopsie und die
PVB19-Viramie bei Patient 7. Es handelt sich zumindest bei den Patienten 9, 7,

8 und 11 um eine persistierende PVB19-Infektion.

4.2.5.3 Chronisch aktive Myokarditis mit Fibrose n=11 (Pat. 18-28)

Histologie: dilatative Kardiomyopathie mit Inflammation (DCMi)

¢ Quantitative PVB19-Viruslast:

Die quantitative PVB19-Viruslast wurde bei 3 Patienten angegeben:

Sie lag bei 60, 830 und 6000 g.e./ uyg m. DNA (Pat. 18, 21, 23).

e Buffy-coat/Plasma:

Bei 10 Patienten dieser Gruppe wurden Blutuntersuchungen durchgefiuhrt:
2 Patienten hatten den Nachweis von PVB19 im Buffy-coat und Plasma
(Pat. 24, 28).

Es fanden sich 8 Patienten mit negativen Blutbefunden (Pat. 18, 20-23, 25-
27).

Lediglich 1 Patient hatten keine Blutuntersuchung (Pat. 19).

e Kilinische Indikation:

Bei allen Patienten gab es dazu Angaben:

1 Patient mit der klinischen Diagnose einer akuten Myokarditis (Pat. 28).

2 Patienten mit der klinischen Diagnose einer chronischen Myokarditis (Pat.
24, 25).

3 Patienten mit der klinischen Diagnose einer DCM (Pat.19, 21, 23).

1 Patient mit der klinischen Diagnose einer akuten Myokarditis oder DCM
(Pat. 18).



4 Ergebnisse der Erstbiopsie 71

3 Patienten mit der klinischen Diagnose einer chronischen Myokarditis oder
DCM (Pat. 20, 22, 27).

1 Patient mit der klinischen Diagnose einer chronischen Myokarditis oder
Speicherkrankheit (Pat. 26).

e Kardialer Erkrankungsbeginn:

Dazu wurden bei 7 Patienten Angaben gemacht (Pat.19-22, 24-26):

Der kardiale Erkrankungsbeginn lag zwischen 1-36 Monaten.

Bei 6 Patienten lag der Erkrankungsbeginn zwischen 1-5 Monaten (Pat. 20-
22, 24-26), lediglich Pat. 19 hatte schon 36 Monate vor EMB kardiale
Probleme.

e NYHA:

Bei 3 Patienten wurde der NYHA-Index angegeben:

1 Patient hatte einen NYHA-Index von | (Pat. 23).

2 Patienten hatten einen NYHA-Index von Il (Pat. 20, 22).

e Linksventrikuléare Ejektionsfraktion:

Hierzu fanden sich bei 4 Patienten klinische Informationen:

Die linksventrikulare Ejektionsfraktion lag bei 15%, 34%, 35% und 50% (Pat.
22,27, 20, 21).

Aufgrund dieser Befunde handelt es sich bei den Patienten 19-22 und 24-26
nach der neuen klinisch-pathologischen Baughman-Klassifikation um eine
PVB19-assoziierte chronisch aktive Myokarditis. Sie ist charakterisiert durch
eine mittlere Erkrankungsdauer, eine geringe Viruslast in der
Endomyokardbiopsie bei Patient 21 und eine histologisch gesicherte borderline
Myokarditis mit erkennbarer Fibrose und Remodelling des Myokards als
Zeichen eines chronischen Krankheitsverlaufs. Eine PVB19-Viramie lag bei den
Patienten 24 und 28 vor. Es handelt sich zumindest bei den Patienten 18, 21

und 23 um eine persistierende PVB19-Infektion.
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4.2.5.4 Dilatative Kardiomyopathie n=3 (Pat. 15-17)

Histologie: dilatative Kardiomyopathie ohne Inflammation (DCM)

¢ Quantitative PVB19-Viruslast:

Die quantitative PVB19-Viruslast wurde bei 1 Patient angegeben:

Sie lag bei 505 g.e./ uyg m. DNA (Pat. 16).

e Buffy-coat/Plasma:

Bei 2 Patienten dieser Gruppe wurden Blutuntersuchungen durchgefihrt:
Beide Patienten hatten keine Virusbelastung im Blut (Pat. 16, 17).

e Klinische Indikation:

Bei allen Patienten gab es hierzu Angaben:

2 Patienten mit der klinischen Diagnose einer akuten Myokarditis (Pat. 15,
17).

1 Patient mit der klinischen Diagnose einer chronischen Myokarditis (Pat.
16).

e Kardialer Erkrankungsbeginn:

Hierzu gab es bei einem Patienten Daten (Pat.17):

Der Erkrankungsbeginn bis zur EMB lag bei 24 Monaten.

e NYHA:

Hierzu gab es keine Informationen.

e Linksventrikuléare Ejektionsfraktion:

Hierzu gab es keine Angaben.

Zumindest bei Patient 16 lag eine latente PVB19-Virusinfektion vor.
Histologisch zeigte sich eine dilatative Kardiomyopathie ohne

Begleitentzindung.
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4.2.6 Gruppe 2 (PVB19+, HHV6+): n=7

4.2.6.1 Akute Myokarditis: n=1 (Pat. 30)
Histologie: aktive Myokarditis

e Quantitative PVB19-Viruslast:
Hierzu gab es keine Daten.

e Buffy-coat/Plasma:

Es wurde kein Blut untersucht.

e Klinische Indikation:

Es lag die klinische Diagnose einer akuten Myokarditis vor.
e Kardialer Erkrankungsbeginn:
Hierzu gab es keine Angaben

e NYHA:

Hierzu gab es keine Informationen.

e Linksventrikuléare Ejektionsfraktion:
Hierzu gab es keine Angaben.

Aufgrund der histologischen Befunde kann bei diesem Patienten eine akute
HHV6-assoziierte PVB19-Myokarditis vermutet werden. Ebenso kann eine

akute Virusinfektion angenommen werden.
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4.2.6.2 Chronische aktive Myokarditis ohne Fibrose n=2 (Pat. 31, 32)

Histologie: borderline Myokarditis

¢ Quantitative PVB19-Viruslast:

Es lagen keine Informationen vor.

e Buffy-coat/Plasma:

Es lagen bei beiden Patienten virusnegative Blutuntersuchungen vor.

e Klinische Indikation:

1 Patient mit der klinischen Diagnose einer chronischen Myokarditis (Pat.
31).

1 Patient mit der klinischen Diagnose einer akuten Myokarditis oder DCM
(Pat. 32).

e Kardialer Erkrankungsbeginn:

Die Erkrankungsdauer bis zur EMB lag bei beiden Patienten bei 2 Monaten.
e NYHA:

1 Patient hatte einen NYHA-Index von Il (Pat. 31).

1 Patient hatte einen NYHA-Index von IV (Pat. 32).

e Linksventrikulare Ejektionsfraktion:

Die linksventrikulare Ejektionsfraktion lag bei 20% und 55% (Pat. 32, 31).

Aufgrund dieser Befunde handelt es sich bei den Patienten 31 und 32 nach der
neuen klinisch-pathologischen Baughman-Klassifikation um eine HHV6-
assoziierte chronisch aktive PVB19-Myokarditis bei mittlerer
Erkrankungsdauer (2 Monate) und histologisch gesicherter borderline
Myokarditis. Da keine Angaben zur g-PCR vorlagen kann nur vermutet werden,
dass es sich um eine HHV6-assoziierte persistierende PVB19-Infektion
handelt.
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4.2.6.3 Chronisch aktive Myokarditis mit Fibrose n=2 (Pat. 34, 35)

Histologie: dilatative Kardiomyopathie mit Inflammation (DCMi)

¢ Quantitative PVB19-Viruslast:

Die quantitative PVB19-Viruslast war bei 358 g.e./ yg m. DNA (Pat. 34).
e Buffy-coat/Plasma:

1 Patient mit dem Nachweis von PVB19 und HHV6 im Buffy-coat (Pat. 35).
1 Patient mit negativem Blutbefund (Pat. 34).

e Kilinische Indikation:

1 Patient mit der klinischen Diagnose einer chronischen Myokarditis (Pat.
34).

1 Patient mit der klinischen Diagnose einer chronischen Myokarditis oder
DCM (Pat. 35).

e Kardialer Erkrankungsbeginn:

Der kardiale Erkrankungsbeginn lag bei 3 und 10 Monaten vor EMB (Pat.
35, 34).

e NYHA:

Es lagen keine Daten vor.

e Linksventrikulare Ejektionsfraktion:

Es lagen keine Informationen vor.

Aufgrund dieser Befunde handelt es sich bei den Patienten 34 und 35 nach der
neuen klinisch-pathologischen Baughman-Klassifikation um eine chronisch
aktive Myokarditis bei etwas langer zurtickliegendem Erkrankungsbeginn,
geringer Viruslast in der Endomyokardbiopsie bei Patient 34 und einer Viramie
bei Patient 35. Histologisch gesichert ist eine borderline Myokarditis mit
erkennbarer Fibrose und Remodelling des Myokards als Zeichen eines
chronischen Krankheitsverlaufs. Es handelt sich zumindest bei Patient 34 um

eine HHV6-assoziierte persistierende PVB19-Infektion.
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4.2.6.4 Dilatative Kardiomyopathie n=1 (Pat. 33)

Histologie: dilatative Kardiomyopathie ohne Inflammation (DCM)

¢ Quantitative PVB19-Viruslast:

Es lagen keine Daten vor.

e Buffy-coat/Plasma:

Es gab keine Virusbelastung im Blut.

e Kilinische Indikation:

Es lag die klinische Diagnose einer DCM vor.
e Kardialer Erkrankungsbeginn:

Es lagen keine Informationen vor.

e NYHA:

Es lagen keine Daten vor.

e Linksventrikulare Ejektionsfraktion:

Es lagen keine Angaben vor.

Es handelt sich hier um eine HHV6-assoziierte latente PVB19-Virusinfektion.

4.2.7 Gruppe 3 (PVB19-, HHV6+) n=6

4.2.7.1 Akute Myokarditis
Histologie: aktive Myokarditis

Kein Patient dieser Gruppe hatte eine akute Myokarditis.
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4.2.7.2 Chronisch aktive Myokarditis ohne Fibrose n=4 (Pat. 36-39)

Histologie: borderline Myokarditis

e Quantitative PVB19-Viruslast:

Es gab hierzu keine Informationen.

e Buffy-coat/Plasma:

Alle 4 Patienten hatten negative Blutbefunden (Pat. 36-39).

e Kilinische Indikation:

Es wurden bei 2 Patienten dazu Angaben gemacht:

2 Patienten mit der klinischen Diagnose einer chronischen Myokarditis (Pat.
36, 37).

e Kardialer Erkrankungsbeginn:

Hierzu gab es keine Angaben.

e NYHA:

Bei 2 Patienten wurde der NYHA-Index angegeben:

1 Patient hatte einen NYHA-Index von | (Pat. 36).

1 Patient hatte einen NYHA-Index von IlI (Pat. 39).

e Linksventrikulare Ejektionsfraktion:

Hierzu gab es bei 3 Patienten klinische Informationen:

Die linksventrikulare Ejektionsfraktion lag bei 42%, 48% und 60% (Pat. 37,
36, 39).

Aufgrund der fehlenden Erkrankungszeiten, kann lediglich angenommen
werden, dass es sich bei diesen Patienten nach der neuen klinisch-
pathologischen Baughman-Klassifikation um eine chronisch aktive HHV6-
assoziierte Myokarditis bei histologisch gesicherter borderline Myokarditis
handelt. Ebenso kann eine HHV6-assoziierte persistierende oder reaktivierte

Viruserkankung vermutet werden.
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4.2.7.3 Chronisch aktive Myokarditis mit Fibrose n=1 (Pat. 41)

Histologie: dilatative Kardiomyopathie mit Inflammation (DCMi)

e Quantitative PVB19-Viruslast:

Es gab hierzu keine Informationen.

e Buffy-coat/Plasma:

Es fand sich eine Doppelbelastung mit PVB19 und HHV6 im Buffy-coat,
jedoch nicht im Plasma vor.

e Kilinische Indikation:

Es lag die klinische Diagnose einer chronischen Myokarditis vor.
e Kardialer Erkrankungsbeginn:

Der kardiale Erkrankungsbeginn vor EMB lag bei wenigen Tagen.
e NYHA:

Es lagen keine Daten vor.

e Linksventrikulare Ejektionsfraktion:

Hierzu gab es keine Angaben.

Aufgrund dieser Befunde handelt es sich bei Patient 41 nach der neuen
klinisch-pathologischen Baughman-Klassifikation um eine HHV6-assoziierte
chronisch aktive Myokarditis allerdings mit kurzer Erkrankungsdauer bei
histologisch gesicherter borderline Myokarditis mit erkennbarer Fibrose und
Remodelling des Myokards als Zeichen eines chronischen Krankheitsverlaufs.

Es lag eine HHV6-Viramie vor.
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4.2.7.4 Dilatative Kardiomyopathie n=1 (Pat. 40)

Histologie: dilatative Kardiomyopathie ohne Inflammation (DCM)

¢ Quantitative PVB19-Viruslast:

Es gab hierzu keine Informationen.

e Buffy-coat/Plasma:

Es lag eine HHV6-Belastung im Buffy-coat, jedoch nicht im Plasma vor.
e Kilinische Indikation:

Es fand sich die klinische Diagnose einer chronischen Myokarditis.
e Kardialer Erkrankungsbeginn:

Hierzu gab es keine Angaben.

e NYHA:

Hierzu gab es keine Informationen.

e Linksventrikulare Ejektionsfraktion:

Hierzu gab es keine Daten.

Es kann bei Patient 40 eine latente HHV6-Virusinfektion angenommen werden.

4.2.8 Gruppe 4 (PVB19-, HHV6-) n=8

4.2.8.1 Akute Myokarditis
Histologie: aktive Myokarditis

Kein Patient der Gruppe 4 hatte bei der Erstbiopsie eine akute Myokarditis.
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4.2.8.2 Chronisch aktive Myokarditis ohne Fibrose n=2 (Pat. 44, 45)

Histologie: borderline Myokarditis

¢ Quantitative PVB19-Viruslast:

Es gab hierzu keine Informationen.

e Buffy-coat/Plasma:

Es wurden keine Blutuntersuchungen durchgefuhrt.
e Kilinische Indikation:

Beide Patienten hatten die klinische Diagnose einer akuten Myokarditis.
e Kardialer Erkrankungsbeginn:

Hierzu gab es keine Angaben.

e NYHA:

Hierzu gab es keine Informationen.

e Linksventrikulare Ejektionsfraktion:

Hierzu gab es keine Daten.

Aufgrund dieser Befunde kann bei den Patienten 44 und 45 nach der neuen
klinisch-pathologischen Baughman-Klassifikation eine virus-negative chronisch
aktive Myokarditis bei histologisch gesicherter borderline Myokarditis lediglich

vermutet werden.
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4.2.8.3 Chronisch aktive Myokarditis mit Fibrose n=1 (Pat. 46)

Histologie: dilatative Kardiomyopathie mit Inflammation (DCMi)

¢ Quantitative PVB19-Viruslast:

Es gab hierzu keine Informationen.

e Buffy-coat/Plasma:

Es lag keine Virusbelastung im Blut vor.
e Kilinische Indikation:

Als klinische Diagnose zur EMB wurde eine akute Myokarditis angegeben.
e Kardialer Erkrankungsbeginn:
Hierzu gab es keine Angaben.

e NYHA:

Hierzu gab es keine Informationen.

e Linksventrikulare Ejektionsfraktion:

Hierzu gab es keine Daten.

Aufgrund fehlender Befunde kann bei Patient 46 nach der neuen klinisch-
pathologischen Baughman-Klassifikation eine virus-negative chronisch aktive
Myokarditis bei histologisch gesicherter borderline Myokarditis mit erkennbarer
Fibrose und Remodelling des Myokards als Zeichen eines chronischen

Krankheitsverlaufs vermutet werden.

4.2.8.4 Dilatative Kardiomyopathie

Histologie: dilatative Myokarditis ohne Inflammation (DCM)

In Gruppe 4 hatte kein Patient eine DCM.
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5 Ergebnisse der konsekutiven Biopsien

Bei der konsekutiven Endomyokardbiopsie (folgend k-EMB genannt) kam noch
eine 5. Gruppe dazu. Bei diesen Patienten fand sich bei den Erstbiopsien ein
positiver Nachweis von PVB19 und/oder HHVG. Es zeigte sich bei den k-EMBs
jedoch kein Hinweis mehr auf PVB19 und/oder HHVG6.

Gruppeneinteilung bei der Konsekutivbiopsie:

Gruppe 1: PVB19 positiv und HHV6 negativ

Gruppe 2: PVB19 und HHV6 positiv

Gruppe 3: PVB19 negativ und HHV6 positiv

Gruppe 4: PVB19 und HHV6 negativ

Gruppe 5: Bei der Erstbiopsie PVB19-und/oder HHV6- Virus positiv, bei k-EMB

virusnegativ.

Die Ergebnisse aus den molekularpathologischen, histologischen und
immunhistologischen Daten sind patienten- und gruppenorientiert in den

Tabellen 10-13 zusammengefasst.

5.1 Molekularpathologische Daten bei den konsekutiven

Biopsien

5.1.1 Préavalenz von PVB19 und HHV6 bei den konsekutiven Biopsien im

Vergleich zur Erstbiopsie

Die Ergebnisse der k-EMBs sind in Abbildung 22 dargestellt: 65,9% der
Patienten des Patientenkollektivs, das sind 27/41 Personen, sind bei der letzten
Biopsie PVB19 positiv. 17,1% der Patienten (7/41) haben eine Doppelinfektion
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mit PVB19 und HHV6. Wiederum 17,1% (7/41) der Patienten sind bei der
letzten Biopsie sowohl PVB19, als auch HHV6 negativ.

Bei Gruppe 4 bleiben alle Patienten PVB19- und HHV6-negativ.

Im Vergleich der Erstbiopsien (Abbildung 21) zu den letzten Biopsien
(Abbildung 22) findet man folgende Ergebnisse:

28 Patienten waren bei der Erstbiopsie PVB19 positiv, das sind 58% der
Patienten des Patientenkollektivs. Ihre Zahl ist bei der letzten Biopsie gleich
geblieben. Die Anzahl der Patienten mit einer PVB19- und HHVG6-
Doppelinfektion ist mit 6 Personen (12%) um eine Person verringert. Die Anzahl
der PVB19 und HHV6-negativen Personen ist auf 7 gestiegen. Es gibt keinen

HHV6-positiven Patienten mehr.

Abbildung 21: Pravalenz PVB19 und HHV6 bei Erstbiopsie n=49
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Abbildung 22: Pravalenz PVB19 und HHV6 bei k-EMB n=49

5.1.2 Die Sequenzierung bei konsekutiven Biopsien

Die Spezifitat der PCR-Produkte wurde wiederum mittels einer automatischen
DNA-Sequenzierung bestatigt. Die Sequenzierung der PCR-Produkte ergab flr
PVB19 einen Median der Homologie mit dem publizierten Referenzstamm von
97% (92%-100%). Die PVB19-Isolate waren bei den Erst- und
Mehrfachbiopsien fur jeden Patienten jeweils identisch. Es handelte sich also
bei den Erkrankungen nicht um Neuinfektionen, sondern um persistierende
oder latente Infektionen. Alle HHV6-Genome wurden wie auch bei den
Erstbiopsien als HHV6-B identifiziert.
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5.1.3 Tabellen konsekutive Biopsien

Tabelle 10: Einzelergebnisse k-EMB Gruppe 1 (PVB19+/HHV6-)

Erstbiopsie Konsekutivbiopsie
Pa | Gr | Histo. | g- n-PCR d Gr. | Histo | g- n-PCR
t i\fs Bufc./Plas i\ss Bufc./Plas
. ma . ma
1 1 / neg./neg. 191 | 1 N. / neg./neg.
2 1 / neg./neg. 181 | 1 BM / neg./neg.
3 1 400 |neg./neg. |287 |1 BM 482 | neg./HHV+
4 |1 |AM 782 |/ 49 |2 |CM |3000 | PVBH+,
HHV+/neg.
5 (1 |AM / PVB+/neg. |31 |1 C™M |/ /
6 1 |AM 760 |[neg./neg. |[216 |1 DCM | 24 neg./neg.
7 1 BM 105 | PVB+/neg. |84 |1 CM 165 | neg./neg.
8 1 BM 510 | neg./neg. 183 | 1 CM 814 | neg./neg.
9 1 BM 35 neg./neg. 372 | 5 CM / neg./neg.
10 |1 BM / neg./neg. |293 |1 DCM | 561 neg./neg.
1 (1 | BM 2000 | neg./neg. |265 |1 DCM | 650 | neg./neg.
12 (1 BM / neg./neg. 823 | 1 DCM |/ neg./neg.
13 |1 BM / neg./neg. 206 |1 DCMi | 384 | neg./neg.
14 |1 BM / neg./neg. 187 | 1 DCMi |/ neg./neg.
15 |1 |DCM |/ / 182 | 1 DCM |/ /
16 | 1 DCM | 505 | neg./neg. 151 | 1 DCM | 143 | neg./neg.
17 | 1 DCM |/ neg./neg. 270 |1 DCM |/ neg./neg.
18 |1 DCMi |60 neg./neg. 372 | 1 DCM | 317 | neg./neg.
19 |1 |DCMi |/ / 97 |1 DCM |/ /
20 (1 DCMi |/ neg./neg. 143 | 1 DCMi |/ neg./neg.
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21 |1 DCMi | 833 | neg./neg. 195 | 1 DCMi | 608 | neg./neg.
22 |1 DCMi |/ neg./neg. 359 |1 DCMi | 88 neg./neg.
23 |1 | DCMi | 6000 | neg./neg. |696 |1 DCMi | 97 neg./neg.
24 |1 |DCMi |/ PVB+/PVB | 204 | 1 DCMi |/ /

+
25 (1 DCMi |/ neg./neg. |232 |1 DCMi |/ neg./neg.
26 |1 |DCMi |/ neg./neg. | 174 |1 DCMi |/ /
27 |1 DCMi |/ neg./neg. 295 |1 DCMi |/ /
28 |1 |DCMi |/ PVB+/PVB | 216 | 1 DCMi |/ PVB+,
+ HHV+/neg.

Legende k-EMB:

Pat.: Patientennummer

Gr.: Gruppennummer

Histo.: Histologischer Befund

d: Zeitabstand in Tagen zwischen Biopsien

g-PCR PVB19: quantitative PCR zur Ermittlung der Viruslast
PVB19 (PVB19 genome equivalent/ ug myokardiale DNA)
n-PCR Bufc./Plasma: PCR zur Abklarung einer systemischen
Virusbelastung im Buffy-coat oder Plasma

Gruppe 1: PVB19+/HHV6-

Gruppe 2: PVB19+/HHV6+

Gruppe 3: PVB19-/HHV6+

Gruppe 4: PVB19-/HHVG6-

Gruppe 5: Bei der Erstbiopsie PVB19-und/oder HHV6-Virus
positiv, bei konsekutiven Biopsie virusnegativ

N: Normalbefund

AM: Aktive Myokarditis

CM: Chronische Myokarditis
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BM: Borderline Myokarditis
DCM: Dilatative Kardiomyopathie
DCMi: Inflammatorische dilatative Kardiomyopathie (nach der
neuen Nomenklatur BM mit interstitieller Fibrose)
RC: Reaktive Kardiomyopathie
RH: Reaktive hypertrophe Kardiomyopathie bei hypertensiver
Herzerkrankung
HCM: Hypertrophe nicht obstruktive Kardiomyopathie
Tabelle 11: Einzelergebnisse k-EMB Gruppe 2 (PVB19+/HHV6+)
Erstbiopsie Konsekutivbiopsie
Pat | Gr | Histo. | g- n-PCR d G | Histo g- n-PCR
PCR | Bufc./Plas r PCR | Bufc./Plas
PVB | ma PVB | ma
19 19
29 (2 |N. / neg./neg. 232 |5 |N. / /
30 |2 |AM / / 81 2 | CM / neg./neg.
125 |2 |CM neg./neg.
114 |1 |CM neg./neg.
308 |1 |CM neg./neg.
31 |2 |BM / neg./neg. 217 |2 |CM / HHV+/
HHV+
32 |2 |BM / neg./neg. 1205 | 2 | DCMi 13 neg./neg.
33 |2 |DCM |/ neg./neg. 284 |2 | DCMi / /
34 |2 |DCMi |/ neg./neg. 199 |2 | DCMi 455 | HHV+/neg
35 (2 |DCMi |/ PVB19+, 339 |2 |[DCMi |/ HHV+/neg
HHV+/neg.
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Tabelle 12: Einzelbetrachtung k-EMB Gruppe 3 (PVB19-/HHV6+)
Erstbiopsie Konsekutivbiopsie
Pa | G | Histo | g- n-PCR d Gr | Histo. | g- n-PCR
E I FR Bufc./Plas FR Bufc./Plas
PVB | ma PVB | ma
19 19
36 |3 |BM |/ neg./neg. 152 |5 |N. / neg./neg.
37 |3 |BM |/ neg./neg. 150 |5 |DCM |/ neg./neg.
38 |3 |BM |/ neg./neg. 269 |5 |DCMi |/ neg./neg.
39 |3 |BM |/ neg./neg. 189 |3 |CM / neg./neg.
413 |5 |RC / neg./neg.
40 (3 |DCM |/ HHV+/neg. | 192 |5 |[DCMi |/ neg./neg.
41 |3 | DCMi |/ PVB+, 353 |1 |DCM |/ PVB+,
HHV+/neg. HHV+/neg.
Tabelle 13: Einzelbetrachtung k-EMB Gruppe 4 (PVB19-/HHV6-)
Erstbiopsie Konsekutivbiopsie
Pat | Gr | Histo. | g- n-PCR d Gr | Histo. | g- n-PCR
PCR | Bufc./Plas PCR | Bufc./Plas
PVB | ma PVB | ma
19 19
42 |4 / neg./neg. 258 |4 | DCM / neg./neg.
43 |4 / neg./neg. 270 |4 |DCM / neg./neg.
44 |4 | BM / / 298 |4 |DCM / neg./neg.
45 |4 |BM / / 32 |4 |DCM / neg./neg.
46 (4 | DCMi |/ neg./neg. 191 (4 | DCMi / neg./neg.
47 |4 |RH / / 160 |4 |N. / neg./neg.
48 |4 |RH / / 295 |4 | HCM / HHV+/neg
49 |4 |RH / / 69 |4 |Glykog |/ /
enose
Pompe
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5.2 Ergebnisse der histologischen und immunhistologischen

Untersuchungen bei der konsekutiven Biopsie

Zur Auswertung der Daten wurden wie auch bei der Erstbiopsie die
histologischen Diagnosen den Dallas-Kriterien der Myokarditiden und der
WHO/ISFC-Klassifikation der Kardiomyopathien zugeordnet.

Ohne Kenntnisse der molekularpathologischen Befunde ergaben sich fur die k-
EMB folgende histologischen und immunhistologischen Diagnosen:
Normalbefund: n=4 (Pat. 1, 29, 36, 47).

Borderline Myokarditis: n=2. Hierbei handelte es sich um Patienten, die bei
der Erstbiopsie einen Normalbefund hatten (Pat.2, 3).

Chronische Myokarditis: n=7 (Pat. 4, 5, 7-9, 30, 31).

Die Diagnose ,chronische Myokarditis“ kann entsprechend der Dallas-
Klassifikation nur bei einer konsekutiven Biopsie erfolgen, da nur durch den
Vergleich mit einer vorher durchgeflhrten Biopsie die Chronifizierung
diagnostizierbar ist. Eine chronische Myokarditis erfordert ein inflammatorisches
Infiltrat von &hnlicher Ausdehnung wie bei der Erstbiopsie (119). Ahnlich wie bei
einer borderline Myokarditis manifestiert sie sich durch geringe/fehlende
Myozytennekrosen mit oder ohne interstitielle Fibroseareale. Ihr Verlauf kann
sich unterteilen in eine abheilende (healing) oder abgeheilte (healed) Form
(119).
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Abbildung 23: Chronische Myokarditis mit interstitieller Fibrose

DCMi: n=15 (Patient 13, 14, 20-28, 32-35, 38, 40, 46). Nach der neuen
Nomenklatur BM mit interstitieller Fibrose.

DCM: n=18 (Patient 6, 10-12, 15-19, 37, 41, 42-45).

Andere Kardiomyopathien: n=3 (reaktive Kardiomyopathie, hypertrophe nicht
obstruktive Kardiomyopathie, Glykogenose Typ Pompe) (Pat. 39, 48, 49).

5.2.1 Zuordnung der molekularpathologischen Befunde zu den
morphologischen Diagnosen und klinischen Befunden der

Konsekutivbiopsie

Um Informationen Uber die pathogenetische Bedeutung der
molekularpathologischen Befunde im Vergleich zu den morphologischen
Diagnosen zu erhalten, wurden im folgenden die Ergebnisse in Abbildung 24
(Erstbiopsie) und Abbildung 25 (k-EMB) gegenibergestellt.
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Abbildung 24: Diagramm Ubersicht morphologische Diagnosen Erstbiopsie n=49

12
10
8
6
4
. 5 mm Rl
0 i
Erstbiopsie Erstbiopsie Erstbiopsie Erstbiopsie
PVB19+/HHVG- | PVB19+/HHVG+ | PVB19/HHVE+ | PVB19YHHV6G-
n=28 n=7 n=6 n=8
@ aktive Myokarditis n=4 3 1 o 0
m BMC n=16 8 2 4 2
m DCMi n=15 11 2 1 1
0o DCM n=5 3 1 1 0
0 Nommalbefund n=6 3 1 0] 2
O andere n=3 0 0 0] 3

Abbildung 25: Diagramm Ubersicht morphologische Diagnosen letzte Biopsie n=49

12
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6
4
2 i
o |l 5 slHbL &
letzte Biopsie | letzte Biopsie | letzte Biopsie | letzte Biopsie
PVB19+/HHVG- | PVB19+/HHVG+ | PVB19YHHVG- | PVB19/HHVG-
n=28 =7 (neu) n=6 (Gruppe 4) =8
@ chronische Myokarditis n=7 4 2 1 0
m BMC n=2 1 1 0 0
m DCMi n=17 10 4 2 1
0 DCM =16 11 o 1 4
@ Nomalbefund n=4 1 o 2 1
O andere n=3 (] o 1 2
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Fir die folgenden Organigramme gilt die hier aufgefihrte Legende, die die
Virusbelastung durch PVB19 und/oder HHV6 in den EMBs aufzeigt:

Eine getrennte Betrachtung der Gruppen ergibt folgende Konstellationen:

PVB+, HHVG-‘

5.2.2 Gruppe 1 (PVB19+, HHV6-) n=28

Bei 26 Patienten blieb die PVB19-Belastung auch in der k-EMB erhalten. 1
Patient (Pat. 4) hatte in der k-EMB eine Doppelbelastung mit PVB19 und HHV6
(Pat. 4). Lediglich 1 Patient hatte in der k-EMB keine Virusbelastung mehr

aufzuweisen (Pat. 9).

5.2.2.1 Akute Myokarditis: n=3 (Pat. 4-6)
Histologie: aktive Myokarditis (Erstbiopsie)

Der Krankheitsverlauf dieser Patienten ist in Abbildung 26 dargestellt.

Abbildung 26: Verlauf Gruppe 1 aktive Myokarditis n=3

Pat.4
Pat.4-6 Pat.5
3 aktive MC 31d 1 chron.MC
Pat.6
216d 1 DCM
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Von den 3 Patienten der Gruppe 1, die bei der Erstbiopsie (EB) eine aktive
Myokarditis hatten, entwickelten 2 Patienten in der k-EMB eine chronische
Myokarditis (Pat. 4, 5).

Auffallig ist Patient 4, der zusatzlich zur PVB19-Belastung eine HHV6-
Belastung in der k-EMB aufwies. Flankierend hierzu war die quantitative
PVB19-Viruslast auffallig von 782 auf 3000 g.e./ ug m. DNA gestiegen. Ein
Vergleich der Blutbefunde konnte wegen der fehlenden Blutuntersuchung bei
der Erstbiopsie nicht angestellt werden (k-EMB: PVB19 und HHV6 im Buffy-
coat). Der NYHA-Index und die Ejektionsfraktion waren nicht angegeben. Diese
Befunde sprechen flr eine persistierende PVB19-Virusinfektion.

Patient 5 hatte wiederum eine PVB 19-Belastung in der k-EMB. Angaben zur
quantitativen PVB19-Viruslast lagen nicht vor. Die Blutbefunde konnten wegen
der fehlenden Information bei der k-EMB nicht verglichen werden (EB: PVB19
im Buffy-coat). Der NYHA-Index und die Ejektionsfraktion waren nicht
angegeben.

Patient 6 hatte in der Verlaufskontrolle eine DCM bei positivem PVB19-
Nachweis in der k-EMB. Die quantitative PVB19-Viruslast hatte sich von 760
auf 24 g.e./ yg m. DNA stark verringert. Es lag wie bei der Erstbiopsie keine
Virusbelastung im Blut vor. Der NYHA-Index konnte wegen der fehlenden
Information bei der Erstbiopsie nicht verglichen werden (k-EMB: NYHA 1). Die
Ejektionsfraktion war nicht angegeben. Diese Befunde weisen auf eine latente
PVB19-Virusinfektion bei niedriger PVB19-Viruslast hin.
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5.2.2.2 Chronisch aktive Myokarditis ohne Fibrose: n=8 (Pat. 7-14)
Histologie: borderline Myokarditis (Erstbiopsie)

Der Krankheitsverlauf dieser Patienten ist in Abbildung 27 dargestellt.

Abbildung 27: Verlauf Gruppe 1 borderline Myokarditis n=8

Pat.7,8
LM* 2 chron.MC
2213d Pat.9
Pat.7-14 Pat.13,14
8 BMC 2 DCMi
206 d
187 d
2196,5d
Pat.10-12
W+ 3bcu
265d
823d
@460,3 d

3 Patienten dieser Gruppe wiesen bei der k-EMB eine chronische
Myokarditis auf (Pat. 7-9).

Bei den Patienten 7 und 8 zeigte sich wiederum eine PVB19-Belastung in der
Verlaufskontrolle. Die quantitative PVB19-Viruslast hatte sich bei Patient 7 von
105 auf 165 g.e./ yg m. DNA, bei Patient 8 von 510 auf 814 g.e./ yg m. DNA
erhoht. Bei beiden Patienten waren die Blutbefunde negativ, nachdem bei der

Erstbiopsie bei Patient 7 eine PVB19-Belastung im Buffy-coat nachweisbar war.



5 Ergebnisse der konsekutiven Biopsien 95

Der NYHA-Index konnte bei Patient 7 wegen der fehlenden Information bei der
k-EMB nicht verglichen werden (EB: NYHA IV). Bei Patient 8 fehlte diese
klinische Information. Die Ejektionsfraktion war bei beiden Patienten nicht
angegeben. Bei beiden Patienten handelte es sich um eine persistierende
PVB19-Virusinfektion.

Auffallend ist Patient 9, bei dem in der k-EMB keine Virusbelastung durch
PVB19 und/oder HHV6 vorlag. Die quantitative PVB19-Viruslast liel3 sich
wegen der fehlenden Information in der k-EMB nicht vergleichen (EB: 35 g.e./
Mg m. DNA). Die Blutbefunde waren wie bei der Erstbiopsie negativ. Der NYHA-
Index und die Ejektionsfraktion waren nicht angegeben.

Patient 13 und 14 hatten bei der k-EMB bei vorhandener PVB19-Belastung
ubereinstimmend mit der klinischen Diagnose eine DCMi. Bei Patient 13 war
die quantitative PVB19-Viruslast durch fehlende Informationen bei der
Erstbiopsie nicht vergleichbar (k-EMB: 384 g.e./ ug m. DNA). Bei Patient 14
lagen hierzu keine Daten vor. Die Blutbefunde waren wie bei den Erstbiopsien
negativ. Der NYHA-Index konnte bei Patient 14 wegen fehlender Daten bei der
k-EMB nicht verglichen werden (EB: NYHA Ill). Bei Patient 13 war er nicht
angegeben. Die Ejektionsfraktion liel3 sich bei Patient 13 wegen der fehlenden
Information bei der Erstbiopsie (k-EMB: EF 38%), bei Patient 14 wegen der
fehlenden Daten bei der k-EMB (EB: 15%) nicht vergleichen. Bei Patient 13
handelt es sich um eine persistierende PVB19-Virusinfektion.

Die Patienten 10, 11 und 12 hatten bei der k-EMB bei weiterhin vorhandener
PVB19-Belastung eine DCM.

Bei Patient 10 war die quantitative Viruslast wegen der fehlenden Information
bei der Erstbiopsie nicht vergleichbar (k-EMB: 561.e./ uyg m. DNA). Die
Blutbefunde waren wie bei der Erstbiopsie negativ. NYHA-Index und
Ejektionsfraktion waren nicht angegeben.

Die quantitative PVB19-Viruslast sank bei Patient 11 von 2000 auf 650 g.e./ ug
m. DNA. Die Blutbefunde waren wieder negativ. Er hatte abermals einen

NYHA-Index von Il. Die Ejektionsfraktion war nicht angegeben.
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Bei Patient 12 lagen keine Informationen zur quantitativen PVB19-Viruslast vor.
Die Blutbefunde waren wie bei der Erstbiopsie negativ. Der NYHA-Index und
die Ejektionsfraktion lieRen sich wegen der fehlenden Informationen bei der k-
EMB nicht vergleichen (EB: NYHA: Ill, EF: 35%). Bei den Patienten 10 und 11
lag aufgrund der fehlenden Entziindung eine latente PVB19-Virusinfektion bei

geringer bis mittlerer Viruslast vor.

5.2.2.3 Chronisch aktive Myokarditis mit Fibrose n=11 (Pat. 18-28)
Histologie: dilatative Kardiomyopathie mit Inflammation (DCMi)
(Erstbiopsie)

Der Krankheitsverlauf dieser Patienten ist in Abbildung 28 dargestellt.

Abbildung 28: Verlauf Gruppe 1 DCMi n=11
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9 Patienten hatten auch bei der k-EMB zur Verlaufskontrolle bei positivem
PVB19-Befund eine DCMi.

Bei Patient 20 und 25 gab es bei molekularpathologisch positivem PVB19-
Befund keine Informationen zur quantitativen Viruslast. Beide Patienten hatten
sowohl bei Erst- als auch bei der k-EMB negative Blutbefunde. Der NYHA-Index
und die Ejektionsfraktion waren bei Patient 20 wegen der fehlenden Daten bei
der k-EMB nicht vergleichbar (EB: NYHA: lll, EF: 35%). Bei Patient 25 lagen
dazu keine Angaben vor.

Patient 26 und 27 hatten bei positivem PVB19-Befund keine Angaben zur
quantitativen Viruslast vorliegen. Die Blutbefunde waren durch fehlende
Informationen bei den k-EMBs nicht vergleichbar (EB: negativ in Buffy-coat und
Plasma). Der NYHA-Index war nicht angegeben. Bei Patient 26 war der
Vergleich der Ejektionsfraktion wegen der fehlenden Angabe bei der Erstbiopsie
nicht moglich (k-EMB: EF 56%). Bei Patient 27 gab es hierzu keine klinischen
Daten.

Patient 24 und 28 hatten ebenfalls wiederum eine molekularpathologische
PVB19-Belastung. Bei beiden Patienten wurde abermals keine quantitative
PVB19-Viruslast angegeben. Beide Patienten hatten bei der Erstbiopsie eine
PVB19-Belastung im Buffy-coat und Plasma. Es lag bei Patient 24 bei der k-
EMB keine Blutuntersuchung vor. Bei Patient 28 lag eine Doppelbelastung
durch PVB19 und HHVG6 im Buffy-coat, jedoch nicht im Plasma vor. NYHA-
Index und Ejektionsfraktion waren nicht angegeben.

Patient 22 hatte keine Angaben zur quantitativen PVB19-Viruslast bei der
Erstbiopsie (k-EMB: 88 g.e./ ug m. DNA). Die Blutbefunde waren wie bei der
Erstbiopsie negativ. NYHA-Index und Ejektionsfraktion waren wegen fehlender
Informationen bei der k-EMB nicht vergleichbar (EB: NYHA IIl, EF: 15%). Es lag
eine persistierende PVB19-Virusinfektion bei geringer Viruslast vor.

Bei Patient 21 sank die quantitative PVB19-Viruslast von 833 auf 608 g.e./ ug
m. DNA. Die Blutbefunde waren wie bei der Erstbiopsie negativ. NYHA-Index
und Ejektionsfraktion waren nicht angegeben. Dieser Patient hatte eine

persistierende PVB19-Virusinfektion bei gesunkener PVB19-Viruslast.
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Auffallend ist Patient 23, bei dem die quantitative PVB19-Viruslast stark von
6000 auf 97 g.e./ ug m. DNA sank. Die Blutbefunde waren abermals negativ.
Der NYHA-Index konnte wegen fehlender Angaben bei der k-EMB nicht
verglichen werden (EB: NYHA ). Die Ejektionsfraktion war nicht angegeben. Es
lag eine persistierende PVB19-Virusinfektion vor.

Patienten 18 und 19 hatten bei der k-EMB bei positivem PVB19-Befund eine
DCM.

Bei Patient 18 stieg die quantitative PVB19-Viruslast von 60 auf 317 g.e./ yg m.
DNA. Die Blutbefunde waren wie bei der Erstbiopsie negativ. Der NYHA-Index
und die Ejektionsfraktion konnten wegen fehlender Angaben bei der Erstbiopsie
nicht verglichen werden (k-EMB: NYHA Ill, EF: 22%). Es handelte sich hier bei
einer geringen bis mittleren Viruslast aufgrund der fehlenden Entzindung um
eine latente PVB19-Virusinfektion.

Patient 19 hatte auch bei der k-EMB keine Angaben zur quantitativen PVB19-
Viruslast. Es lagen abermals keine Daten uber eine Blutuntersuchung vor. Der

NHYA-Index und die Ejektionsfraktion waren nicht angegeben.

5.2.2.4 Dilatative Kardiomyopathie n=3 (Pat. 15-17)

Histologie: dilatative Kardiomyopathie ohne Inflammation (DCM)
(Erstbiopsie)

Der Krankheitsverlauf dieser Patienten ist in Abbildung 29 dargestellt.

Abbildung 29: Verlauf Gruppe 1 DCM n=3
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Die Patienten 15, 16 und 17 hatten abermals eine PVB19-positive DCM.

Bei Patient 15 lagen keine Angaben zur quantitativen PVB19-Viruslast oder zu
Blutbefunden vor. NYHA-Index und Ejektionsfraktion waren ebenfalls nicht
angegeben.

Bei Patient 16 sank die quantitative PVB19-Viruslast von 505 auf 143 g.e./ ug
m. DNA, seine Blutbefunde waren wieder negativ. Der NYHA-Index und die
Ejektionsfraktion waren nicht angegeben. Die Befunde sprechen aufgrund der
fehlenden Entzindung fur eine latente PVB19-Virusinfektion.

Patient 17 hatte bei der k-EMB abermals keine Daten zur quantitativen PVB19-
Virusbelastung. Die Blutbefunde waren wie bei der Erstbiopsie negativ. NYHA-

Index und Ejektionsfraktion waren nicht angegeben.

5.2.3 Gruppe 2 (PVB19+, HHV6+) n=7

Bei 5 Patienten blieb die Doppelbelastung durch PVB19 und HHV6 auch in der
k-EMB erhalten (Pat. 31-35). 1 Patient hatte mehrfache k-EMBs, in deren
Verlauf die Infektion mit HHV6, jedoch nicht die mit PVB19, verschwand (Pat.
30).
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5.2.3.1 Akute Myokarditis: n=1 (Pat. 30)
Histologie: aktive Myokarditis (Erstbiopsie)

Der Krankheitsverlauf dieses 5-mal endomyokardbiopsierten Patienten ist in
Abbildung 30 dargestellt.

Abbildung 30: Verlauf Gruppe 2 aktive Myokarditis n=1
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Patient 30 hatte bei der k-EMB eine chronische Myokarditis. Diese Diagnose
anderte sich auch nicht im Verlauf der folgenden 3 Biopsien. In den ersten 3
Biopsien lag jedes Mal eine Doppelbelastung durch PVB19 und HHV6 vor. Ab
der 4. Biopsie lag lediglich eine Belastung mit PVB19 vor, die HHV6-Belastung
war nicht mehr vorhanden. Untersuchungen zur quantitativen Viruslast wurden
nicht durchgefihrt. Im Gegensatz zur Erstbiopsie wurde bei allen k-EMBs Blut
untersucht. Die Blutuntersuchungen waren auf PVB19-und HHV6-virales
Genom jedes Mal negativ. NYHA-Index und Ejektionsfraktion waren nicht
angegeben. Es ist zu vermuten, dass in den ersten 3 Biopsien HHVG6-

assoziierte persistierende PVB19-Virusinfektionen vorlagen.
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5.2.3.2 Chronische aktive Myokarditis ohne Fibrose n=2 (Pat. 31, 32)
Histologie: borderline Myokarditis (Erstbiopsie)

Der Krankheitsverlauf dieser Patienten ist in Abbildung 31 dargestellt.

Abbildung 31: Verlauf Gruppe 2 borderline Myokarditis n=2
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Patient 31 hatte in der k-EMB abermals eine Doppelbelastung mit PVB19 und

HHVG6 bei vorliegender chronischer Myokarditis. Die quantitative PVB19-
Viruslast war nicht angegeben. Auffallig war nach den negativen Blutbefunden
der Erstbiopsie eine HHV6-Belastung im Buffy-coat und im Plasma bei der k-
EMB. Der NYHA-Index war von Il auf lll gefallen. Die Ejektionsfraktion war von
55% auf 50% leicht gefallen.

Auch bei Patient 32 lag in der k-EMB erneut eine Doppelbelastung mit PVB19
und HHV6 bei DCMi vor. Die quantitative Viruslast war wegen der fehlenden
Information bei der Erstbiopsie nicht vergleichbar (k-EMB: 13 g.e./ ug m. DNA).
Die Blutbefunde waren wie bei der Erstbiopsie negativ. Der NYHA-Index stieg
von IV auf Il. Die Ejektionsfraktion stieg von 20% auf 50%. Die Befunde weisen

auf eine HHV6-assoziierte persistierende PVB19-Virusinfektion hin.
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5.2.3.3 Chronisch aktive Myokarditis mit Fibrose n=2 (Pat. 34, 35)

Histologie: dilatative Kardiomyopathie mit Inflammation (DCMi)
(Erstbiopsie)

Der Krankheitsverlauf dieser Patienten ist in Abbildung 32 dargestellit.

Abbildung 32: Verlauf Gruppe 2 DCMi n=2

Pat.34,35 Pat.34,35
2 DCMi 2 DCMi
199d
339d
2269d

Die Patienten 34 und 35 hatten wieder eine Doppelbelastung mit PVB19 und
HHVG6 in der k-EMB bei vorliegender DCMi.

Die quantitative PVB19-Viruslast stieg bei Patient 34 von 358 auf 455 g.e./ ug
m. DNA leicht. Es fand sich nach negativen Blutbefunden in der Erstbiopsie bei
der k-EMB eine HHV6-Belastung im Buffy-coat, jedoch nicht im Plasma. NYHA-
Index und Ejektionsfraktion waren wegen fehlender Daten in der Erstbiopsie
nicht vergleichbar (k-EMB: NYHA |l, EF: 52%). Patient 34 hatte eine HHV6-
assoziierte persistierende PVB19-Virusinfektion vorliegen.

Bei Patient 35 lagen keine Angaben zur quantitativen Viruslast vor. Er hatte bei
der Erstbiopsie eine Doppelbelastung mit PVB19 und HHV6 im Buffy-coat. Bei
der k-EMB fand sich eine alleinige HHV6-Belastung im Buffy-coat, jedoch nicht

im Plasma. Angaben zum NYHA-Index oder zur Ejektionsfraktion fehlten.
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5.2.3.4 Dilatative Kardiomyopathie n=1 (Pat. 33)

Histologie: dilatative Kardiomyopathie ohne Inflammation (DCM)
(Erstbiopsie)

Der Krankheitsverlauf dieses Patienten ist in Abbildung 33 dargestellt.

Abbildung 33: Verlauf Gruppe 2 DCM n=1

Pat. 33 Pat.33

1DCM 284d 1 DCMi

Bei Patient 33 fand sich in der k-EMB wiederum eine Doppelbelastung mit
PVB19 und HHVG6 bei vorliegender DCMi. Die quantitative PVB19-Viruslast
wurde nicht erhoben. Blutbefunde konnten wegen fehlender Daten bei der k-
EMB nicht verglichen werden (EB: negativ in Buffy-coat und Plasma). Angaben
zum NYHA-Index oder zur Ejektionsfraktion lagen nicht vor. Aufgrund der
Histologie kann vermutet werden, dass eine latente PVB19-Infektion durch

Reaktivierung zu einer chronischen Myokarditis mit Fibrose (DCMi) wurde.

5.2.4 Gruppe 3 (PVB19-, HHV6+) n=6
Bei allen Patienten dieser Gruppe verlor sich die HHV6-Infektion in der k-EMB.
Bei 1 Patient (Pat. 41) gab es zudem eine Neuinfektion mit PVB19.

5.2.4.1 Akute Myokarditis
Histologie: aktive Myokarditis (Erstbiopsie)

Kein Patient dieser Gruppe hatte bei der Erstbiopsie eine aktive Myokarditis.
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5.2.4.2 Chronisch aktive Myokarditis ohne Fibrose n=4 (Pat. 36-39)
Histologie: borderline Myokarditis (Erstbiopsie)

Der Krankheitsverlauf dieser Patienten ist in Abbildung 34 dargestellt.

Abbildung 34: Verlauf Gruppe 3 borderline Myokarditis n=4

Pat.36

Pat.39

Pat. 36-39 1 chron.MC

189d

(

Pat.39

Pat.37

Bei diesen Patienten lag in den k-EMBs keine Virusbelastung durch HHV6 mehr
vor.

Bei Patient 36 lag bei der Verlaufskontrolle einen histologischen
Normalbefund vor. Die quantitative Viruslast wurde nicht erhoben. Die
Blutbefunde waren wieder negativ. Der NYHA-Index konnte wegen fehlender
Angaben bei der k-EMB nicht verglichen werden (EB: NYHA [). Die
Ejektionsfraktion stieg von 48% auf 76%. Es handelt sich hier um eine
abgeheilte HHV6-assoziierte Myokarditis.
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Bei Patient 37 fand sich bei der k-EMB eine DCM. Es gab keine Angaben zur
quantitativen PVB19-Viruslast. Die Blutbefunde waren wieder negativ. Der
NYHA-Index fehlte. Die Ejektionsfraktion konnte wegen fehlender Informationen
bei der k-EMB nicht verglichen werden (EB: EF 42%).

Patient 38 war bei der k-EMB an einer DCMi erkrankt. Angaben zur g-PCR
lagen nicht vor. Erneut waren die Blutbefunde negativ. Es gab keine
Informationen zu NYHA-Index und Ejektionsfraktion.

Patient 39 hatte bei der ersten k-EMB noch eine Belastung mit HHV6. Es lag
eine chronische HHV6-Myokarditis vor. Es fanden sich keine Angaben zur
quantitativen PVB19-Viruslast. Die Blutbefunde waren abermals negativ. Der
NYHA-Index stieg von Il auf Il, die Ejektionsfraktion stieg von 60% auf 66%.
Bei der letzten k-EMB fand sich keine molekularpathologisch nachweisbare
Virusbelastung durch PVB19 und/oder HHVG. Es lagen keine Informationen zur
quantitativen PVB19-Viruslast vor. Die Blutbefunde waren erneut negativ. Es
gab keine Angaben zu NYHA-Index und Ejektionsfraktion. Es handelt sich hier
um eine abgeheilte HHV6-assoziierte Myokarditis.

5.2.4.3 Chronisch aktive Myokarditis mit Fibrose n=1 (Pat. 41)

Histologie: dilatative Kardiomyopathie mit Inflammation (DCMi)
(Erstbiopsie)

Der Krankheitsverlauf dieses Patienten ist in Abbildung 35 dargestellt.

Abbildung 35: Verlauf Gruppe 3 DCMi n=1

Pat. 41 Pat.41

353 d 1 DCM

Patient 41 hatte in der k-EMB eine Neuinfektion mit PVB19. HHV6 war nicht

mehr nachweisbar. Es lag eine DCM vor. Es gab keine Daten zur quantitativen
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PVB19-Viruslast. Die Doppelbelastung mit PVB19 und HHV6 im Buffy-coat fand
sich auch bei der k-EMB. NYHA-Index und Ejektionsfraktion waren nicht

angegeben.

5.2.4.4 Dilatative Kardiomyopathie n=1 (Pat. 40)

Histologie: dilatative Kardiomyopathie ohne Inflammation (DCM)
(Erstbiopsie)

Der Krankheitsverlauf dieses Patienten ist in Abbildung 36 dargestellt.

Abbildung 36: Verlauf Gruppe 3 DCM n=1

Pat.40 Pat.40

192d

Bei Patient 40 lag in der k-EMB keine Virusbelastung mehr vor. Es wurde eine
DCMi diagnostiziert. Es gab keine Angaben zur quantitativen PVB19-Viruslast.
Die HHV6-Belastung im Buffy-coat bei der Erstbiopsie war bei der k-EMB nicht
mehr vorhanden. Der NYHA-Index und die Ejektionsfraktion konnten durch
fehlende Informationen bei der Erstbiopsie nicht verglichen werden (k-EBM:
NYHA: Il, EF: 35%). Die zunachst HHV6-positive DCM hat sich zu einer HHV6-

negativen DCMi entwickelt.

5.2.5 Gruppe 4 (PVB19-, HHV6-) n=8

Alle Patienten hatten auch bei der k-EMB keine Virusbelastung vorliegen.

5.2.5.1 Akute Myokarditis n=0
Histologie: aktive Myokarditis (Erstbiopsie)

Kein Patient dieser Gruppe hatte bei der Erstbiopsie eine aktive Myokarditis.
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5.2.5.2 Chronisch aktive Myokarditis ohne Fibrose n=2 (Pat. 44, 45)
Histologie: borderline Myokarditis (Erstbiopsie)

Der Krankheitsverlauf dieser Patienten ist in Abbildung 37 dargestellt.

Abbildung 37: Verlauf Gruppe 4 BM n=2

Pat.44,45 Pat.44,45

32d
298d
z165d

Bei den Patienten 44 und 45 fand sich in der k-EMB wiederum keine
Virusbelastung. Es gab keine Informationen zur quantitativen Viruslast. Bei der
Erstbiopsie lagen keine Blutbefunde vor, bei der k-EMB waren die Blutbefunde
negativ. Bei Patient 44 lagen keine Angaben zum NYHA-Index vor, die
Ejektionsfraktion war wegen fehlender Angaben bei der Erstbiopsie nicht
vergleichbar (k-EMB: EF 18%). Bei Patient 45 konnten der NYHA-Index und die
Ejektionsfraktion wegen fehlender Informationen bei der Erstbiopsie nicht
verglichen werden (k-EMB: NYHA IV, EF: 20%). Beide waren an einer

virusnegativen DCM erkrankt.
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5.2.5.3 Chronisch aktive Myokarditis mit Fibrose n=1 (Pat. 46)

Histologie: dilatative Kardiomyopathie mit Inflammation (DCMi)
(Erstbiopsie)

Der Krankheitsverlauf dieses Patienten ist in Abbildung 38 dargestellt.
Abbildung 38: Verlauf Gruppe 4 DCMi n=1

Pat. 46 Pat.46

191d

Patient 46 hatte in der k-EMB wiederum keine Virusbelastung bei vorhandener
DCMi. Es lagen keine Daten zur quantitativen PVB19-Viruslast vor. Die
Blutbefunde waren wie bei der Erstbiopsie negativ. Es gab keine Angaben zum
NYHA-Index und zur Ejektionsfraktion. Es wurde die Diagnose einer

virusnegativen DCMi gestellt.

5.2.5.4 Dilatative Kardiomyopathie

Histologie: dilatative Myokarditis ohne Inflammation (DCM)
(Erstbiopsie)

Kein Patient dieser Gruppe hatte eine DCM.
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6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Aus einem Gesamtkollektiv von insgesamt 4241 Patienten konnten 49
Patienten ausgewahlt werden, bei denen zur Charakterisierung des
Krankheitsverlaufes eine oder mehrere konsekutive Endomyokardbiopsien
vorlagen. Die Herzmuskelbiopsien wurden mit routinehistologischen,
immunhistologischen und molekularpathologischen Methoden untersucht. Die
histologische Einteilung der Myokarditiden erfolgte anhand der Dallas-
Klassifikation (Erstbiopsie: aktive Myokarditis, borderline Myokarditis ohne
Fibrose, borderline Myokarditis mit Fibrose (DCMi); konsekutive Biopsien:
chronische (ongoing) mit oder ohne Fibrose (DCMi), abheilende (healing),
abgeheilte (healed) Myokarditis). Die immunhistologischen Untersuchungen
waren notwendig, um die Entzindungsreaktion im Herzen besser zu
charakterisieren. Die molekularen Techniken (n-PCR, g-PCR) dienten dem
Nachweis von genetischen Sequenzen kardiotroper Viren, speziell von PVB19
und HHV6. Die g-PCR wurde genutzt, um den Typus der PVB19-Virusinfektion
(akut, persistierend, latent) zu charakterisieren. Soweit wie moglich wurden
klinische Informationen (Zeitdauer der Erkrankung, NYHA, LVEF) berucksichtigt
und der neuen klinisch-pathologischen Einteilung der Myokarditiden nach
Baughman (fulminante, akute, chronisch aktive Myokarditis) zugeordnet.
Ausgangspunkt der vorliegenden Untersuchung war ein positiver oder negativer
molekularpathologischer Nachweis von PVB19- und/oder HHV6-genetischen
Sequenzen in der ersten Herzmuskelbiopsie, der zu einer Einteilung in 4
Patientengruppen fihrte (Tabelle 14-Tabellel7).

Die histologischen und immunhistologischen Untersuchungen ergaben nach der

Dallas-Klassifikation hierzu die dargestellten Diagnosen in Tabelle 14.
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Tabelle 14: Histologische Klassifikation der Myokarditiden nach Dallas (Erstbiopsie

Aktive 3 1 0 0
Myokarditis

n=4

Borderline 8 2 4 2
Myokarditis

ohne

Fibrose

n=16

DCMin=15 | 11 2 1 1
DCM n=5 3 1 1 0
Andere n=9 | 3 1 0 5

Aufgrund der quantitativen PCR erfolgte die Einteilung des Typus der
Virusinfektionen. Sie konnte nur fur PVB19-positive Patienten vorgenommen
werden, da fur HHV6-Infektionen keine g-PCR-Ergebnisse vorhanden waren.
Nicht bei allen PVB19-positiven Patienten wurden q-PCR-Befunde erhoben. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 15 ersichtlich.
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Tabelle 15:  Typisierung der PVB19-Virusinfektion aufgrund der g-PCR (Erstbiopsie

Akute 2 ? 0 0
Virusinfektion

n=2

Persistierende | 7 1 ? ?

Virusinfektion
n=8

Latente 1 ? ? 0
Virusinfektion

n=1

?: Informationen nicht ausreichend flr eine sichere Aussage

Aufgrund zuséatzlicher klinischer Informationen konnten diese
molekularpathologischen und histologischen Befunde der klinisch-
pathologischen Klassifikation der Myokarditiden nach Baughman zugeordnet
werden. Nicht bei allen Patienten waren klinische Informationen angegeben, so

dass nur ein Teil der Patienten hier erfasst werden konnte (Tabelle 16).
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Tabelle 16:  Klinisch-pathologische Einteilung der Myokarditiden nach Baughman. Pat.
mit kompletten klinischen Daten

Fulminante 0 0 0 0
Myokarditis
n=0

Akute 1 ? 0 0
Myokarditis

n=1

Chron. 3 2 ? ?
aktive
Myokarditis
ohne Fibrose
(BM) n=5

Chron. 7 2 1 ?
aktive
Myokarditis
mit Fibrose
(DCMi) n=10

Chron. 1 ? ? 0
aktive
Myokarditis
mit  Fibrose
(DCM) n=1

?: klinische Informationen nicht ausreichend fir eine sichere Aussage
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Die Ergebnisse der konsekutiven Biopsien (Zeitintervall, histologische
Klassifikation nach Dallas-Kriterien und Typisierung der Virusinfektionen) sind
fur die Gruppen 1-3 in den Abbildungen 39-41 dargestellt. Die Erklarungen zu
den Abkurzungen finden sich auf Seite 116.
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Abbildung 39: Gruppe 1 (PVB19+/HHV6-) Verlauf
Erstbiopsie k-EMBs

persist.V.(n=1)
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216d

DCMi (n=9)

143 d persist.V.(n=3)
232d
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195d

DCMi (n=11) 359d
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696 d
216d

97d
372d

persist.V. (n=2)
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" =0) DCMi (n=2) |I
persist.V. (n=4) 187 d persist.V.(n=1)
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293d
265d
823d
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182d
270d
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Abbildung 40: Gruppe 2 (PVB19+/HHV6+) Verlauf

Erstbiopsie k-EMBs

| DCMi (n=1)
1205 d persist.V. (n=1)

DCMi (n=2) DCMi (n=2) |
persist.V.(n=1) 199d persist.V.(n=1)

339d

Der Typus der Virusinfektion bezieht sich lediglich auf PVB19, da keine
quantitative PCR bei HHV6 durchgefuhrt wurde.
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Abbildung 41: Gruppe 3 (PVB19-/HHV6+) Verlauf

Erstbiopsie k-EMBs

ﬂ
602d
DCMi (n=1) \

353d
192d

Aufgrund der nicht durchgefiihrten quantitativen PCR kann eine Typisierung der

Virusinfektion nicht vorgenommen werden.

AM: aktive Myokarditis

BM: borderline Myokarditis ohne Fibrose
DCMi: borderline Myokarditis mit Fibrose
DCM: dilatative Kardiomyopathie

V.: Virusinfektion
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Zusammenfassend ist zu bemerken, dass bei den Patienten mit PVB19-
positiven Erstbiopsien (n=35, n=28 Gruppe 1; n=7, Gruppe 2) in 94,2% der
Falle (n=27, 96,4% Gruppe1; n=6, 85,7% Gruppe2) auch in den k-EMBs ein
positiver PVB19-Nachweis gefuhrt werden konnte. Morphologisch handelte es
sich in den k-EMBs um chronische Myokarditiden (n=3 Gruppe 1, n=1 Gruppe
2) oder eine DCMi (n=11 Gruppe 1, n=4 Gruppe 2) im Sinne einer chronisch
persistierenden PVB19-Infektion gekennzeichnet durch eine verminderte
PVB19-Viruslast und reduzierte Entzindungsreaktionen. Auffallig ist, dass es
zu einer Zunahme der Fibrosierung in Form einer Remodellierung des
Myokards kommt. Bei den Erstbiopsien hatten n=17 Patienten eine DCMi oder
DCM (n=14 Gruppe 1, n=3 Gruppe 2), bei den k-EMBs lag die Zahl bei n=24
Patienten (n=20 Gruppe 1, n=4 Gruppe 2), was einer Steigerung um 41,2%
(42,9% Gruppe1, 33,3% Gruppe 2) entspricht.

Bei n=3 Fallen (n=3 Gruppe 1, n=0 Gruppe 2) mit einer DCM in den
Erstbiopsien und k-EMBs fehlte die Entzindungsreaktion. Die Viruslast war
zudem hier gering, so dass von einer latenten Infektion gesprochen werden
kann.

Auffallig bei den Patienten mit HHV6-Infektionen in den Erstbiopsien (Gruppe 2,
Gruppe 3) ist, dass eine HHV6-Persistenz in den k-EMBs nur bei vorhandener
PVB19-Infektion besteht. Von n=13 Patienten (n=7 Gruppe 2, n=6 Gruppe 3)
haben in den k-EMBs lediglich n=5 Patienten, die alle der Gruppe 2 angehoren,
abermals eine HHVG6-Infektion. Bei einer alleinigen HHV6-Infektion in den
Erstbiopsien war diese in allen Fallen, unabhangig vom vorhandenen
morphologischen Befund, in den k-EMBs nicht mehr nachweisbar. Eine
Einteilung nach dem Typus der Virusinfektion (akut, persistierend oder latent)
erfolgte hier nicht, da keine quantitativen PCR-Untersuchungen durchgefuhrt

wurden.
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7 Diskussion

Nach dem PVB19 und HHV6 u. a. als kardiotrope Viren identifiziert wurden, die
in der Lage sind eine Myokarditis auszuldsen, war es Ziel der vorliegenden
Arbeit, den Verlauf einer durch diese beiden Viren ausgelosten
Herzmuskelentzindung mit morphologischen und molekularpathologischen
Methoden zu verfolgen unter Einbeziehung — soweit vorhanden — klinischer
Parameter. Klinisch als auch pathomorphologisch werden die verschiedenen
Verlaufsformen der Myokarditis immer noch nach der 1987 publizierten Dallas-
Klassifikation eingeteilt, die seinerzeit auf der Basis von histologischen
Routinefarbungen entwickelt worden war (119). Die Berucksichtigung klinischer
Informationen bei der histologischen Beurteilung der Endomyokardbiopsien war
nicht vorgesehen bzw. nicht erwlnscht. In den letzten Jahren kam nun
zunehmend Kritik an der Dallas-Klassifikation auf. In einem kirzlich von
Baughman puplizierten Arbeit wurde deshalb moniert, dass heute gangige
immunhistologische Methoden eingesetzt werden sollten zur besseren
Charakterisierung des entziindlichen Exzidates, molekularpathologische
Techniken sollten genutzt werden zur atiologischen Abklarung der Myokarditis,
z. B. virale Atiologie, klinische Informationen, z. B. Infektanamnese, Beginn der
kardialen Erkrankung, Ausmalf der Herzinsuffizienz, sollten die
Gesamtbeurteilung des Krankheitsbildes abrunden (8).

Bei Durchsicht der PVB19- und HHVG6-assoziierten Literatur fallt auf, dass es
praktisch keine Informationen gibt Gber den Typ der Virusinfektion (akut,
persistierend, latent) bei viral bedingten entzindlichen
Herzmuskelerkrankungen. Deshalb wurde erstmalig in dieser Arbeit die
quantitative PCR eingesetzt zur Beurteilung der Viruslast in den
Endomyokardbiopsien, unter Berticksichtiung der Ergebnisse zusatzlich
untersuchter Blutproben der biopsierten Patienten. Die Ergebnisse der

quantitativen PCR wurden in Relation gesetzt zu den histologischen und



7 Diskussion 119

immunhistologischen sowie klinischen Befunden. Hinsichtlich der nur fur PVB19
bestimmten quantitativen Viruslast in den Endmyokardbiopsien fallt auf, dass
die Viruslast auf den ersten Blick relativ gering erscheint (10" bis 10° PVB19
genome equivalent/ ug myokardiale DNA), es muss allerdings berucksichtigt
werden, dass diese Viruslast in Formalin-fixiertem und Paraffin-eingebettetem
Material bestimmt wurde. Es ist bekannt, dass durch die Formalinfixierung des
Gewebes die Anzahl detektierbarer viraler Genome um ein Faktor 10%bis 10°
reduziert wird, d. h. dass in nativen, nicht fixierten Endomyokardbiopsien mit
einer Viruslast zwischen 10° bis 108 PVB19 Genom-equivalenten gerechnet
werden kann, eine kritische Viruslast, die potentiell in der Lage ist, einen
Gewebeschaden herbeizufihren (11).

Weiterhin auffallend in der vorliegenden Arbeit ist die geringe Anzahl von
konsekutiven Endomyokardbiopsien. Aus einem Gesamtkollektiv von 4241
Patienten wurden nur bei 49 Patienten konsekutive Biopsien zum Monitoring
des kardialen Erkrankungsbildes durchgeflihrt. Die geringe Anzahl der
konsekutiven Biopsien reichte nicht aus, um das Ergebnis einer statistischen
Auswertung zuzufuhren. Hinsichtlich der Grunde flur die geringe Anzahl von
konsekutiven Biopsien ist nach Durchsicht der Literatur folgendes auszufihren:
Aufgrund der von Mason et al. 1995 durchgeflhrten Therapiestudie zur
Myokarditis mit sehr inhomogenen und enttauschenden Ergebnissen, nahm die
Begeisterung der Kliniker deutlich ab, das Krankheitsbild durch konsekutive
Endomyokardbiopsien zu kontrollieren (76). Zum Zweiten ist festzuhalten, dass
bei der aktuellen gesundheitspolitischen Situation aus Kostengriinden
konsekutive Endomyokardbiopsien fast nicht mehr durchgeflihrt werden. Zum
Dritten muss aufgefuhrt werden, dass auch die ,compliance® der Patienten fur
einen zweiten invasiven Eingriff aus wissenschaftlichen Grunden deutlich

abgenommen hat.
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Ordnet man die in der vorliegenden Arbeit zusammengetragenen
histologischen, immunhistologischen und molekularpathologischen Befunde in
Kombination mit den klinischen Informationen in die nach Baughman
vorgenommene neue klinisch-pathologische Klassifikation der Myokarditiden
ein, ergeben sich interessante und in der Literatur bisher nicht mitgeteilte
Befunde: Eine akute PVB19-assoziierte Myokarditis scheint, insbesondere im
Erwachsenenalter ein seltenes Ereignis zu sein. Interessant fur die akute
PVB19-assoziierte Myokarditis sind pathogenetische Befunde, die kurzlich von
Bultmann et al. publiziert wurden (11, 12, 13). Es konnte mithilfe der
radioaktiven in situ-Hybridisierung gezeigt werden, dass die Zielzellen der
Parvoviren nicht die Herzmuskelzellen sind, sondern die Endothelien im Bereich
von Kapillaren und postkapillaren Venolen. Die Infektion der Endothelzellen
ging einher mit einer verstarkten Expression von E-Selectin als
morphologisches Aquivalent einer endothelialen Dysfunktion, die ihrerseits
charakterisiert war durch eine verstarkte Adharens und Penetration von T-
Lymphozyten in angrenzendes myokardiales Gewebe mit sekundaren, nicht
Virus-assoziierten Schadigungen der Herzmuskelzellen. Somit ist die PVB19-
assoziierte akute Myokarditis pathogenetisch abzugrenzen von Enterovirus-
assoziierten Myokarditiden, in denen die Herzmuskelzellen Zielzellen der
Infektionen sind mit Zerstérung dieser Zellen durch einem Enterovirus-
assoziierten zytopathischen Effekt (13). Das Konzept der PVB19-assoziierten
endothelialen Dysfunktion wurde kirzlich durch in vitro-Experimente unterstutzt,
in denen bei Endothelzellkulturen gezeigt werden konnte, dass es durch das
PVB19 Capsid-Protein VP1 zu einem verstarkten Calciumeinfluss in die
Endothelzellen kam, vermittelt durch eine Stimulation der Phospholipase A2-
Aktivitat (107). Die hohe Viruslast im Herzen reflektiert moglicherweise die hohe
Anzahl von Endothelzellen in dem engmaschigen Kapillar- und
Venolenmaschenwerk des Herzens, wodurch aufgrund der Virus-assoziierten
endothelialen Dysfunktion die Vulnerabilitat des Herzmuskelparenchyms durch

Parvoviren bestimmt wird. Aus klinischer Sicht ist interessant, dass die akute



7 Diskussion 121

PVB19-assoziierte Myokarditis einen Herzinfarkt vortauschen kann,
offensichtlich bedingt durch die Virus-induzierte endotheliale

Dysfunktion in der mikrozirkulatorischen koronaren Peripherie mit sekundaren
Herzmuskelzellnekrosen (55, 56, 61).

Die Hauptmasse der hier untersuchten Patienten zeigte bereits bei der
Erstbiopsie eine chronisch-aktive Myokarditis, klinisch charakterisiert durch
einen schleichenden Krankheitsbeginn bei zumeist positiver Infektanamnese.
Morphologisch lag eine Borderline Myokarditis vor, die immunhistologisch
charakterisiert war durch eine erheblich Uber die Norm vermehrte Anzahl von
aktivierten immunkompetenten interstitiellen Makrophagen. Die quantitative
PCR zeigt einen mittleren Grad einer Virusreplikation, die offensichtlich in der
Lage ist, eine chronische Entzundung nicht nur auszulésen, sondern auch zu
unterhalten. Im Moment ist unklar, in welchen myokardialen
Gewebebestandteilen sich das Parvovirus-B19-Genom verbirgt. Die viralen
Strategien, in einem Gewebe zu persistieren bei gleichzeitig geringer
Virusreplikation, sind zur Zeit weitgehend unbekannt, die angeborenen bzw.
erworbenen immunologischen Faktoren, die verantwortlich sind fur einen
resistenten Phanotyp einer Virusinfektion, sind nur teilweise identifiziert worden
(4,10, 34, 122). Bei Durchsicht der Literatur fallt auf, dass die
immunhistologische Analyse des entzundlichen Exsudates bei einer Myokarditis
sich hauptsachlich beschrankt auf den Nachweis von T-Lymphozyten und deren
Subtypen, es gibt praktisch keine Informationen Uber die Bedeutung der
Makrophagen bei einer derartigen Virusinfektion, insbesondere tber ihr
Potential als Antigen-prasentierende oder Cytokin-produzierende Zellen. Unter
dem Aspekt der Antigenprasentation wurde karzlich von Szalay et al. eine
Arbeit publiziert, in der in einem Maus-Modell Pathomechanismen der
Coxsackie-Virus-B3-induzierten chronischen Myokarditis untersucht wurden
(107). Es konnte gezeigt werden, dass die chronisch-aktive Myokarditis
assoziiert war mit einer verstarkten Bildung und Aktivitat von myokardialen

Immunoproteasomen, die allerdings nicht zu einer effizienten Viruselimination
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fuhrte. Im gleichen Maus-Modell wurde die Beziehung einer Makrophagen-
abhangigen Induktion der Nitrit-Oxyd-Synthase (iNOS)-mRNA Expression
untersucht in Beziehung zur Sekretion von Interferon-Gamma und Interleukin-
10. Es konnte gezeigt werden, dass bei der chronischen Coxsackie-
Virusinfektion eine verzogerte und auch geringere Interferonsekretion einsetzte
bei gleichzeitig nachweisbarer, hochgradig verminderter Interleukin-10-
Produktion. Diese experimentellen Ergebnisse unterstutzen und erklaren auch
teilweise klinische Befunde bei Patienten mit chronisch-aktiver PVB19-
Myokarditis, bei denen im Serum ein deutlich verminderter Interferonspiegel
entdeckt wurde bei gleichzeitig negativem Nachweis von Interleukin-10 (107).
Basierend auf diesen Befunden kann geschlossen werden, dass die fehlende
regulatorische Interleukin-10-Produktion zu einer unkontrollierten iNOS-mRNA-
Expression in aktivierten Makrophagen fuhrt, die letztlich einmindet in einen
chronischen myokardialen Schaden, der morphologisch charakterisiert ist durch
eine zunehmende Zerstérung des Myokards im Sinne einer Remodellierung des
Myokards, erkenntlich an einer zunehmenden DCM-ahnlichen interstitiellen
Fibrose.

Dieses pathogenetische Konzept einer persistierenden PVB19-Infektion findet
Unterstutzung durch die Untersuchung der Konsekutivbiopsien der PVB19-
positiven Patienten, bei denen wiederum eine chronisch persistierende
Virusinfektion gefunden wurde, morphologisch charakterisiert durch eine
chronische Myokarditis, die in den Konsekutivbiopsien zusatzlich begleitet war
durch eine zunehmende interstitielle Fibrose des Myokards im Sinne einer
Remodellierung. Interessant fur dieses pathogenetische Konzept sind auch
radiologische und klinische Befunde, die kurzlich von Mahrholdt et al. publiziert
wurden (69, 68). Es konnte gezeigt werden, dass basierend auf cardialen
kernspintomographischen Untersuchungen eines Teils der auch in der
vorliegenden Arbeit aufgefuhrten Patienten es zu einer verstarkten spaten
Gadoliniumaufnahme kam, bevorzugt im Myokard der lateralen Wand des
linken Ventrikels und zu einem geringeren Grade auch im rechtsventrikularen

Septum. Gezielte Endomyokardbiopsien aus diesen Regionen zeigten
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histomorphologisch das Bild einer Borderline-Myokarditis im Sinne einer
chronisch-aktiven Myokarditis. Bei diesen Patienten wurden auch
kernspintomographische Verlaufskontrollen des Krankheitsbildes durchgefiihrt,
bei denen basierend auf den Erstbefunden gezeigt werden konnte, dass die
Langzeitprognose der PVB19-assoziierten Myokarditis abhangig war vom
Ausmal der initialen Reduktion der linksventrikularen Ejektionsfraktion, dem
Anstieg des enddiastolischen Volumens und dem quantitativen Ausmalf} der

Gadoliniumanreicherung im ventrikularen Septum (68, 69).

Interessant hinsichtlich des Typus der Virusinfektion waren Befunde bei
Patienten mit initial morphologisch diagnostizierter dilatativer Kardiomyopathie.
Hier lagen sowohl in der Erstbiopsie als auch in den Konsekutivbiopsien
geringe Viruslasten im Myokard vor bei fehlender begleitender
EntzGndungsreaktion. Dieser Befund wird als latente PVB19-Virus-Infektion
interpretiert, offensichtlich im Sinne einer ausgebrannten PVB19-Infektion in
einem Herzen mit morphologischem Zeichen eines ,end stage heart disease”.
Hinsichtlich der HHV6-assoziierten Myokarditiden bleibt folgendes festzuhalten:
Eine akute HHVG6-assoziierte Myokarditis scheint — auch bei Durchsicht der
Literatur — ein sehr seltenes Ereignis zu sein. Eine chronisch-aktive Myokarditis,
wie sie bei einem Teil der hier untersuchten Patienten vorgelegen hat, ist in der
Literatur bisher nicht dokumentiert. Insgesamt gibt es im Vergleich zu
Enterovirus-assoziierten und Parvovirus-B19-assoziierten Myokarditiden kein
einheitliches atiologisches und pathogenetisches Konzept flr die Entstehung
von HHVG6-assoziierten entzindlichen Herzerkrankungen. Auffallend in dem hier
vorliegenden Material ist die Tatsache, dass bei initial positiven HHV6-
Myokarditiden das Virus im Krankheitsverlauf eliminiert wird. Interessant ist die
hohe Koinzidenz von HHV6 bei PVB19-positiven Endomyokardbiopsien. Hier
scheint das HHV6-Virus langer zu persisitieren. Atiologische und
pathogenetische Konzepte flur diese interessanten Befundkonstellationen sind
aus der Literatur nicht abfragbar. Da bei HHV6-positiven Patienten keine

Bestimmung der quantitativen Viruslast durchgeflihrt wurde, kénnen —
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vergleichbar zur PVB19-Infektion — ebenfalls keine atiologischen und

pathogenetischen Konzepte angeboten werden.

8 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse der in dieser Arbeit vorgelegten histologischen,

immunhistologischen und molekularpathologischen Befunde zur

Charakterisierung einer PVB19- und/oder HHV6-assoziierten Myokarditis

lassen fur die initialen und konsekutiven Endomyokardbiopsien folgende

Schlussfolgerungen zu:

1.

In Bestatigung der Literatur sind sowohl PVB19 als auch HHVG6 als
kardiotrope Viren einzuordnen, die in der Lage sind eine Myokarditis

auszulosen.

Eine akute PVB19-assoziierte Myokarditis ist ein seltenes Ereignis,
histologisch und molekularpathologisch charakterisiert durch eine hohe
Viruslast in Begleitung einer ausgepragten Entziindung mit Destruktion

von Herzmuskelzellen.

Die Hauptmasse der PVB19-positiven Patienten prasentierte sich bereits
bei der Erstbiopsie mit einer chronisch-aktiven Myokarditis, offensichtlich
entstanden auf dem Boden einer chronisch-persistierenden
Virusinfektion, die in der Lage ist — basierend auf den Ergebnissen der

konsekutiven Biopsien — eine chronische Myokarditis auszuldsen.
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4.

Im Verlauf der chronischen Myokarditis kommt es in einem hohen
Prozentsatz zu einer zunehmenden interstitiellen Fibrose des Myokards
im Sinne einer Remodellierung, teilweise mit morphologischen

Veranderungen im Sinne einer beginnenden dilatativen Kardiomyopathie.

Fir die HHV6-assoziierte Myokarditis reichen die vorliegenden Befunde
dieser Arbeit nicht aus, um ein ahnliches pathogenetisches Konzept
darzustellen. Interessant allerdings ist zum einen die hohe Koinzidenz
von Parvovirus-B19- und HHV6-Infektionen und zum Zweiten die
Beobachtung, dass bei alleiniger HHV6-Infektion diese Viren in
konsekutiven Biopsien nicht mehr nachweisbar sind, offensichtlich
bedingt durch eine erfolgreiche Eliminierung des Erregers durch
korpereigene Abwehrmechanismen, die fur die PVB19-Infektion aus

bisher unbekannten Grinden nicht erfolgt.
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9 Zusammenfassung

Ausgangsposition und Ziele der vorliegenden Arbeit:

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass PVB19- und HHV6-Viren
nicht nur Ausléser harmloser Kindererkrankungen sind, sondern daruber hinaus
auch als kardiotrope Krankheitserreger in Betracht zu ziehen sind, die eine
Myokarditis auslésen konnen. Bei kritischer Literaturanalyse der durch diese
beiden Viren ausgeldsten entzlindlichen Herzerkrankungen fallt auf, dass
speziell unter morphologischen und auch molekularpathologischen Aspekten
die jeweiligen Krankheitsbilder nur sehr inkonsequent beschrieben wurden, zum
Teil mit inhomogenen und widersprichlichen Resultaten. Weiterhin bleibt
festzuhalten, dass speziell unter morphologischen als auch
molekularpathologischen Aspekten keine Informationen Uber den
Krankheitsverlauf dieser beiden viralen Herzerkrankungen vorliegen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, anhand von Endomyokardbiopsien
(Erstbiopsie und Konsekutivbiopsie) die Manifestation und den Verlauf der
durch diese beiden Viren ausgelosten entzindlichen Kardiomyopathien besser

zu charakterisieren.

Material und Methotik:

Als Ausgangsmaterial fur die vorliegende Arbeit dienten 86 formalinfixierte und
paraffineingebettete Endomyokardbiopsien (Erstbiopsien und
Konsekutivbiopsien) von insgesamt 49 Patienten. Die Herzmuskelbiopsien
wurden mit routinehistologischen, immunhistologischen und
molekularpathologischen Methoden untersucht. Die histologische Einteilung der
Myokarditiden erfolgte anhand der Dallas-Klassifikation (Erstbiopsie: aktive
Myokarditis, Borderline Myokarditis ohne Fibrose, Borderline Myokarditis mit
Fibrose; konsekutive Biopsien: chronische Myokarditis ohne oder mit Fibrose,

abheilende und abgeheilte Myokarditis). Zusatzlich durchgefuhrte
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immunhistologische Untersuchungen waren notwendig, um die
EntzGndungsreaktion im Herzen besser zu charakterisieren. Die nested-PCR
diente dem Nachweis von viralen genetischen Sequenzen von PVB19 und/oder
HHVG6 in den Endomyokardbiopsien. Die quantitative PCR wurde genutzt, um
den Typus der PVB19-Virusinfektion (akut, persistierend, latent) zu
charakterisieren. Soweit wie moglich wurden klinische Informationen (Zeitdauer
der Erkrankung, NYHA, LVEF) bericksichtigt und der neuen klinisch-
pathologischen Einteilung der Myokarditiden nach Baughman (fulminante,

akute, chronisch aktive Myokarditis) zugeordnet.

Ergebnisse:

Aufgrund der Ergebnisse der nested-PCR in den Erstbiopsien konnte folgende
Gruppeneinteilung vorgenommen werden:

Gruppe 1: PVB19-positive/HHV6-negative Patienten (n = 28);

Gruppe 2: PVB19-positive/HHV6-positive Patienten (n = 7);

Gruppe 3: PVB19-negative/HHV6-positive Patienten (n = 6);

Gruppe 4: PVB19-negative/HHV6-negative Patienten. (n = 8).

Unter Berucksichtigung der histologischen, immunhistologischen und
molekular-pathologischen Befunde sowie unter Berticksichtigung klinischer
Formationen wurde in Gruppe 1 bei 3 Patienten eine akute Myokarditis
diagnostiziert, verursacht durch eine akute PVB19-Infektion. Bei 19 Patienten
lag eine chronisch persistierende PVB19-Infektion vor im Sinne einer chronisch
aktiven Myokarditis, die im Krankheitsverlauf mit einer zunehmenden
Remodellierung des Myokards im Sinne einer beginnenden DCM filhrte. Fur die
Gruppe 2 manifestierte sich die Virus-assoziierte Herzmuskelerkrankung in der
Erstbiopsie weitgehend als eine chronisch aktive Myokarditis. Auch hier war in
den Konsekutivbiopsien ein deutlich ausgepragter Trend zu einer
Remodellierung des Myokards zu erkennen. Bei Gruppe 3 war auffallend, dass
im Krankheitsverlauf es zu einer Eliminierung des HHV6-Virus in den

Myokardbiopsien kam. Bei Gruppe 4 dokumentierte die Histologie und
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Immunhistologie bei negativem Virusnachweis eine Borderline Myokarditis mit

teilweisem Ubergang in eine Virus-negative chronische Myokarditis.

Zusammenfassung:

Aufgrund der sehr konsequent durchgefiihrten histologischen,
immunhistologischen und molekularpathologischen Untersuchungen der
Endomyokardbiopsien von insgesamt 49 Patienten mit Konsekutivbiopsien
bleibt folgendes festzuhalten:

PVB19-assoziierte entzindliche Kardiomyopathien sind charakterisiert durch
eine chronisch persistierende Virusinfektion, bei der es im Krankheitsverlauf zu
einer zunehmenden Remodellierung des Myokards kommt im Sinne einer
DCM-ahnlichen interstitiellen Fibrose. Die pathogenetischen Uberlegungen zur
Entstehung der akuten und chronischen PVB19-assoziierten Myokarditis
werden ausfuhrlich diskutiert. Fur die HHV6-assoziierten entzindlichen
Kardiomyopathien bleibt zu bemerken, dass es bei alleiniger HHV6-Infektion
des Myokards im Krankheitsverlauf zu einer Eliminierung des pathogenen Virus
kommt. Weiterhin auffallend ist eine hohe Koinzidenz von PVB19- und HHV6-

Infektionen, deren Atiologie und Pathogenese bisher im Dunkeln bleibt.
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