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1. Einleitung

Kardiomyopathien werden von der WHO/IFSC als Erkrankungen des Herzmuskels
mit objektivierbaren kardialen Funktionsstérungen definiert. Die Einteilung erfolgt
hauptsachlich in finf Formen: 1. dilatativ (DCM), 2. hypertrophisch-obstruktiv
(HOCM), 3. restriktiv (RCM) 4. arrhythmogen-rechtsventrikular (ARVC) 5. nicht-
klassifizierbar (NKCM) 12,

Die dilatative Form wird charakterisiert durch Kardiomegalie mit verminderter
systolischer Pumpfunktion eines oder beider Ventrikel. Atiologisch wird die
1diopathische von der sekundiren Form unterschieden. Fir die sekundére dilatative
Kardiomyopathie sind tber funfundsiebzig Ursachen bekannt. Diese schlielen
neuromuskulére, inflammatorische, toxische und endokrine Ursachen ein 34. Die
primire Form, die idiopathische dilatative Kardiomyopathie, ist eine Erkrankung
bisher nicht eindeutig geklarter Genese. Es erkranken bevorzugt Manner im
Verhéltnis 2:1 gegeniiber Frauen. Die Inzidenz betriagt ca. 6 pro 100000, die
Pravalenz ca. 36 pro 100000 Einwohner. Die Erkrankung nimmt trotz adequater
medikamentoser Therapie einen progressiven Verlauf. So bleibt vielen Patienten
am Ende nur noch die Herztransplantation als Therapie der Wahl. Die h&ufigste
Todesursache dieser Patienten ist der plotzliche Herztod im Rahmen von
anhaltenden malignen ventrikuldren Tachykardien 3-5. Viele &tiologische Ursachen
und Zusammenhéinge sind bereits diskutiert und beschrieben worden. Darunter
fallen infektiose, genetische und autoimmunologische Aspekte 67. Die klinischen
Symptome der dilatativen Kardiomyopathie orientieren sich an dem Grad der

Herzinsuffizienz.

Die korrelierenden morphologischen Veranderungen gehen einher mit Hypertrophie
der Kardiomyozyten und einem massiven Gehalt an Bindegewebe im
extrazellularen Raum. Es wird angenommen, dass der Priméareffekt in den
Myozyten selbst, ohne himodynamische Druckbelastung als Ursache stattfindet 8.
Die Myozyten zeigen deutliche Verdnderungen der Ultrastruktur vor dem Auftreten
fibrotischer Umbauprozesse im extrazellularen Raum. Die Gréle der Mitochondrien
in den Kardiomyozyten nimmt ab, ohne dass kompensatorisch ihre Zahl zunimmt.
Dieser Aspekt tragt zur Verschlechterung des Energiemetabolismus der Myozyten
bei. Die Kerne weisen bizarre Formen auf, vergréBern sich und zeigen untypische
Chromatinansammlungen. Intrazelluldre Lipidablagerungen sind ebenfalls
vermehrt zu finden 912, Intrazellular kommt es zum Verlust an kontraktilem
Material 111314, Zytoskelettdre Proteine wie Tubulin und Desmin werden vermehrt

und unorganisiert intrazellular exprimiert 1516,
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Ubergreifend entstehen Verinderungen in den “gap junctions®, u.a. hervorgerufen
durch neurohumorale Mechanismen. Die Dysfunktion der “gap-junctions® wird
wiederum kausal fur das erhohte Auftreten an Arrhythmien bei dem Krankheitsbild

angesehen 1718,

Auf zelluldarer Ebene wird langerfristig die Integritdt der Myozyten im Verbund
nicht mehr gewihrleistet. Im Interstitium finden sich massive Ansammlungen an
Matrixproteinen, vor allem an Kollagenen, die zunehmend Raum beanspruchen und
Muskelzellen ersetzen bzw. verdriangen. Es bildet sich im Rahmen der
Umbauprozesse das Narbengewebe, die Fibrose. Die Fibrose ist ein bedeutendes
morphologisches Charakteristikum der dilatativen Kardiomyopathie, weil es
schlieBlich fiir das Auftreten der klinischen Symptome mitverantwortlich ist. Auf
die Myokardfibrose wurde erstmalig von Jean-Baptiste Sénac (1693-1770) in seiner
Arbeit “Traité de la structure du ceer, de son action et de ses maladies® hingewiesen
19, Seitdem gibt es viele Arbeiten von internationalen Wissenschaftlern, die diese
Pathologie bei vielen myokardialen Erkrankungen beschreiben konnten 20,

Eine grundlegende Folgerung, die man gewann, war, dass die Fibrose das
Endprodukt von Umbauprozessen (“remodeling®) ist, deren Ablauf dhnlich der von
herkommlichen Verletzungsreaktionen ist, wie man sie zum Beispiel von
thermischen oder physikalischen Schédden her kennt. Verletzungen des Gewebes,
unabhingig von der Atiologie, produzieren eine uniforme reparative Antwort. Unter
physiologischen Bedingungen unterliegt die extrazellulare Matrix einem
permanenten Umbauprozess in Form von Abbau und Neusynthese, allerdings fiir
gewoOhnlich auf einem ausgeglichenen niedrigen Niveau. Myozytenform,
Myozytenanordnung und Stabilitdt des Gewebes werden durch dieses
Gleichgewicht, dem die extrazelluldren Matrixproteine unterliegen, gewihrleistet
und bestimmt. Die Bedeutung dieser Proteine und ihrer regulativen Mechanismen
im Rahmen der dilatativen Kardiomyopathie soll nun in dieser Arbeit erortert
werden. Interessant sind vor allem die terminalen Verdnderungen und
Zusammenhéinge, die letztendlich zur Herztransplantation fithren — das “endstage

heart failure®.
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2. Material und Methoden

2.1. Allgemeiner Teil

2.1.1 Gewinnung der Gewebeproben und Patientenauswahl

Als Untersuchungsmaterial diente Myokardgewebe von 10 Patienten, bei denen
aufgrund einer nicht-ischdmischen dilatativen Kardiomyopathie (DCM) eine
Herztransplantation durchgefihrt wurde. Die Ejektionsfraktion lag bei allen
Patienten echokardiographisch < 25%. Die klinischen Daten sind der Tabelle 1 zu

entnehmen.

Das DCM-Gewebe wurde bereits im Operationssaal aufbereitet, um akut
ischdmische Verdnderungen auf ein Minimum zu reduzieren. Sofort nach Erhalt des
Herzens durch den Kardiochirurgen wurde dieses in bis zu 10 g schwere Stiicke,
unter Berilcksichtigung anatomischer Strukturen (re./li. Atrium, Septum,
Papillarmuskel, re./li. Ventrikel) fraktioniert und fur weitere Zwecke in
Flussigstickstoff eingefroren. Die weitere Aufbewahrung des Gewebes erfolgte in

einer Tiefkiihltruhe bei einer Temperatur von minus 80° Celsius.

Adaquates humanes Kontrollgewebe zu bekommen, erweist sich aus ethischen
Gesichtspunkten als sehr schwierig. Wir waren daher auf humanes Myokardgewebe
angewiesen, das normalem Gewebe am ehesten entsprach, und dessen Atiologie sich
klar von der dilatativen Kardiomyopathie abgrenzen liel}. Als Kontrolle bzw.
Vergleichsgewebe diente linkes Ventrikelmyokard von 2 Patienten, die an
therapierefraktiaren ventrikuldren Arrhythmien Ilitten, und sich einer
Transplantation unterziehen mullten. Ferner standen uns Biopsien von Patienten

mit atrialen-septalem-Defekt zur Verfigung.

Die Fixierung und Lagerung des Kontrollgewebes war dem der DCM-
Untersuchungsgruppe identisch. Zum besseren Verstdndnis wird das Gewebe von
Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie als DCM-Gewebe und das andere als
Kontrollgewebe bezeichnet.
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Tabelle 1:
die sich aufgrund der Progredienz der Erkrankung einer Herztransplantation

Klinische Parameter der Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie,

unterziehen mulBten. Auffillig war der ausgeprigte hohe linksventrikulare
enddiastolische Druck als Ausdruck der Ventrikelsteifheit. In Folge dessen und
durch die Dilatation der Ventrikel kommt es zur verminderten Ejektionsfraktion.
Einige Patienten hatten eine klinisch relevante Mitralinsuffizienz bzw.
Trikuspidalinsuffizienz, sowie einen erhéhten mittleren Pulmonalarteriendruck
(MPAP). 5 von 10 Patienten hatten in ihrer Rhythmusanamnese maligne
Herzrhythmusstérungen in Form von Kammerflimmern oder polymorphe
ventrikuldre Tachykardien (klassifiziert nach Lown/Wolf). Ein Patient (#4) wies als
Zufallsbefund eine akzessorische Leitungsbahn auf und bei einem Patient war ein
Mitralklappenersatz und ein Trikuspidalklappenersatz in der Anamnese zu

eruieren.

Patient- Alter Sex| EF [(LVEDP|MPAP | Rhythmus- Klappen-

Nummer in Jahren in % inmmHg | in mm Hg anamnese status
1 30 w 24 30 40 VF MI: II1°
2 33 m 10 33 39 Lown III-IV ~ MI: III-I'V®
3 53 w 20 25 10 n.a. MI: I1°
4 53 m 20 22 26 WPW MI: I-1I°
5 59 m 20 30 35 n.a. MI: II-1V°
6 51 w 25 60 35 VF TI: TI-I11°
7 40 m 15 27 50 n.a. MI: II1°
8 51 m 15 22 12 VF MKE, TKE
9 34 m 10 28 33 Lown III-IV MI: II°
10 54 m  20-25 35 50 n.a. MI: II°

Die Normwerte und Bedeutungen sind wie folgt:
LVEDP: 8-13 mm Hg, EF: bis 67% + 0,008, MPAP: 9-19 mm Hg,
Klasse III-1V nach Lown und Wolf (1971): polytope VES, Bigeminus, gekoppelte VES,

Salven % .
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2.1.2. Analysemethoden

Zur Untersuchung wurde Gewebe vom linken Ventrikel fiir die histologischen
Untersuchungen ausgewihlt, da aufgrund der Pathogenese der dilatativen
Kardiomyopathie dort am ehesten Verdnderungen zu erwarten sind. Um gleiche
Ausgangsbedingungen zu schaffen, wurde darauf geachtet, moglichst dieselben
Gewebestiicke fir die verschiedenen Proteinfiarbungen zu verwenden. Um eine
Aussage Uber den Zustand der fibrotischen Verdnderungen, bzw. iber die
Lokalisation von Kollagenakkumulationen machen zu kénnen, wurden Sirius-Rot-
Farbungen durchgefiithrt. Danach folgten immunhistochemische Farbungen zur
Darstellung extrazellularer Matrixproteine. Die Ergebnisse beider Farbemethoden

wurden anschlieend photodokumentiert oder digital gespeichert.

2.1.3. Behandlung des Gewebes und Verarbeitung der Gefrierschnitte

Die Gewebestiicke wurden fiir die nachfolgenden Prozeduren am Mikrotom mittels
Tissue Tek (Fa. Miles Inc., USA) auf Aluminiumobjekthalter fixiert und eingebettet.

Zum Schneiden der Gewebeproben kam das Gefriermikrotom CM 3000 von der
Firma Leica, Deutschland, zum Einsatz. Das Messer besal}, wie fir Gefrierschnitte
ublich, einen C-Schliff; die Kammertemperatur, sowie die Temperatur am
Objekthalter betrug -20 bis —25° C. Die Schnittdicke variierte zwischen 5 und 30
um. Schnitte bis 6 pm wurden fiir die Durchlichtmikroskopie verwendet, die
dickeren fir die Auswertung am Lasermikroskop. Myozyten haben einen
Durchmesser von ca. 20 um, so dass eine Schnittdicke bis zu 30 pm gewahlt wurde,
um mit Hilfe des Lasermikroskopes eine volle Rekonstruktion der Myozyten mit

den umgebenden extrazelluldren Proteinen durchzufiihren.

Fur die Immunfluoreszenzanalysen war es notwendig, die Schnitte auf Gelatine-
beschichtete Objekttrager aufzubringen, um die erforderliche Stabilitdt bei den
folgenden Behandlungsschritten zu gewéahrleisten. Bei Sirius-Rot-Farbungen konnte
darauf verzichtet werden. Anschlielend liel man die Gewebeschnitte fir kurze Zeit
an der Luft trocknen. Die einzelnen Verfahren werden im folgenden speziellen Teil

besprochen.
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2.2. Spezieller Teil

2.2.1. Sirius-Rot-Farbung

Die Sirius-Rot-Farbung dient zur Darstellung von kollagenen und retikuléren
Fibrillen bzw. Fasern im extrazelluldren Raum von Gewebe. Strukturen, die
Kollagen enthalten, werden rot angefiarbt. Damit erhilt man Informationen tber
den Gesamtgehalt kollagener Strukturen und der Lokalisation fibrotischer Areale.
Zellulare Bestandteile lassen sich mit Hilfe der Himalaun-Ker,nfarbung blau
darstellen. Die Vorbereitungen der Gewebeschnitte fir den Farbevorgang wurden

bereits im allgemeinen Teil erldutert. Der Tabelle 2 sind die einzelnen Schritte des

Farbevorganges zu entnehmen.

Tabelle 2: Sirius-Rot-Farbeprotokoll

1)

Objekttrager mit den Praparaten fiir mindestens 24
Stunden in Bouin-Losung legen (Rezept: siehe Anhang)

2)

Schnitte fur 1 Stunde in 0,1% Sirius-Rot/Pikrinsdure Losung
stellen (beide Chemikalien Fa. Chroma, Deutschland)

3)

Um Uberfarbungen zu vermeiden, kurze Uberfithrung in
0,01N HCL (Fa. Merck, Deutschland)

4)

Kurzes Reinigen in Aqua dest.

5)

Kernfiarbung in Hamalaun (Fa. Chroma, Deutschland) fir
5-10 Minuten, je nach Frische der Losung

6)

flieBend Wassern fur 5 Minuten

7)

Dehydrieren in Alkoholreihe von 95% aufwarts,
abschlieBend in Xylol (Fa. Merck, Deutschland)

8)

Einbettung in Entellan (Merck, Deutschland)
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2.2.1.1. Durchlichtmikroskopie

Die gefarbten Schnitte wurden an einem Mikroskop der Firma Leica, Deutschland,
Model: DM RB mit den Objektiven: Pl Fluotar 10x/0,3; P1 Apo 20x/0,6; P1 Apo
40x/0,75 befundet. Eine notige Kontraststeigerung liell sich unter Verwendung des

im Filtermagazin integrierten Graufilters N16 erreichen.

2.2.1.2. Ergebnisdokumentation

Am herkéommlichen Mikroskop wurden die Befunde mit Hilfe einer am Gerét
angebrachten Kamera auf Diafilme der Marke Kodak Ektachrome mit einer
Lichtempfindlichkeit von 100 ASA dokumentiert. Die Belichtungszeiten der
einzelnen Aufnahmen lagen zwischen 0,1 bis 0,5 Sekunden. Die
Ergebnisdokumentation am konfokalen Lasermikroskop erfolgte digital auf

Wechselspeichermedien.

2.2.2. Immunfluoreszenz

Zur Beurteilung der Verteilung einzelner extrazellularer Matrixproteine wurden die
Gewebeschnitte mit Hilfe der Immunzytochemie analysiert. Es lieBen sich
Einfachfarbungen bzw. Doppelfarbungen gegen die unter 2.2.2.2., Tabelle 5
aufgefiihrten Proteine durchfiihren. Die Einfachfarbung diente zur Beurteilung und
Strukturdarstellung von Matrixproteinen mit mdglichen pathologischen
Abweichungen und beinhaltete eine Kernfarbung. Die Kernfarbung verhalf zur
Bestimmung der Lokalisation von Myozyten.

Die Doppelfarbungen gaben Aufschlull iiber die rdumliche Zuordnung zweier
Proteine. Eine Kerngegenfarbung wurde ebenfalls zur Orientierung durchgefiihrt.
Dies konnte jedoch bei Verwendung des konfokalen Laser Mikroskopes nicht
separat dokumentiert werden, da das verfiigbare Mikroskop mit dem eingebauten
Laser auf 2 unterschiedliche Wellenldngen limitiert war. Bei der Dokumentation
der Doppelfarbungen stellten sich somit die Kernfarbung und eine den

Fluoreszenzen dhnliche Wellenldnge mit gleicher Farbe dar.

Es multe bei der Durchfiihrung von Doppelfarbungen die Herkunft der Tierspezies
des Erst-Antikorpers (1. Antikorper) berticksichtigt werden, da sonst bei
Applikation des Zweitantikorpers (2. Antikoérper) gleichen Herkunftstieres mit



2. Material und Methoden -8-

Kreuzreaktionen zu rechnen wire. Der Ablauf der Farbeprozeduren ist unter 2.2.2.1
aus den Tabellen 3 und 4 ersichtlich. Aufgrund der sehr intensiven Fluoreszenz bei
Verwendung des Kollagen VI-Antikérpers wurde eine Uberpriifung der
Antikorperspezifitat mit Hilfe eines Westernblot durchgefiihrt. Dieser Schritt wird
folgend unter 2.2.4. aufgefiihrt.

2.2.2.1. Farbeprotokoll

Als Kontrolle fir die Spezifitdt des verwendeten 1. Antikérpers und der damit
gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe wurde wahrend des Farbeablaufs der
1.[Antikorper auf einem gesonderten Objektriager weggelassen. Stattdessen wurde
dieser Objekttrager fiir eine Stunde in PBS-Puffer inkubiert. Dies entsprach der
Negativkontrolle, bei der keine spezifische Fluoreszenz sichtbar sein durfte.
Ansonsten galt die Farbung als unbrauchbar. Die vorherige Befundung der
Negativkontrollen hatte bei der Auswertung folgende Konsequenzen: eventuell
aufgetretene unspezifische Reaktionen und/oder Hintergrundfluoreszenzen lieen
sich ausgrenzen. Ferner konnte somit ein Mangel an Fluoreszenz als Mangel an
Protein im Gewebe interpretiert werden, und nicht als Fehler im Versuchsablauf,
oder als Versagen des 1. Antikorpers.

Tabelle 3: Farbeprotokoll: Einzelfarbung mit Kernfarbung

1. Schneiden von Gewebe in 5 bzw. bis zu 30 pm dicke Schnitte mit dem Mikrotom

2. Lufttrocknen der Schnitte fiir ca. 10 Minuten

3. Fixierung des Gewebes in reinem Azeton (Fa. Merck, Deutschland) bei -20° C

4.  Waschen fir 10 Minuten in PBS-Puffer

5. Auftragen des 1. Antikorpers mit PBS-Verdinnung,

6. Inkubation fiir 1 Stunde in einer lichtundurchlassigen feuchten Kammer

7. 3 maliges Waschen fiir je 5 Minuten in PBS-Puffer

8. Auftragen des 2. Antikérpers mit PBS-Verdiinnung

9. Inkubation fiir 1 Stunde in einer lichtundurchlédssigen feuchten Kammer

10. 3 maliges Waschen fiir je 5 Minuten in PBS-Puffer

11. Kerngegenfiarbung, Verdiinnung und Inkubationszeit abhingig vom Farbstoff —
siehe Tabelle 7.

12. Waschen fiir 10 Minuten in PBS-Puffer

13. Eindeckeln der Objekttrager mit Mowiol (Fa. Hoechst, Deutschland)

14. Auswertung/Lagerung tiber Nacht bei 4° C
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Tabelle 4: Farbeprotokoll: Doppelfarbung mit Kernfarbung

Schneiden von Gewebe in 5 bzw. bis zu 30 pm dicke Schnitte mit dem Mikrotom

Lufttrocknen der Schnitte fur ca. 10 Minuten

Fixierung des Gewebes in reinem Azeton bei -20°C

Waschen fur 10 Minuten in PBS-Puffer

Auftragen des 1. Antikorpers mit PBS-Verdiinnung

Inkubation fiir 1 Stunde in einer lichtundurchlissigen feuchten Kammer

3 maliges Waschen fiir je 5 Minuten in PBS-Puffer

Auftragen des 2. Antikérpers mit PBS-Verdiinnung

Sl NSl I B IS IRSA Il I I e

Inkubation. fiir 1 Stunde in einer lichtundurchlédssigen feuchten Kammer

[t
e

3 maliges Waschen fiir je 5 Minuten in PBS-Puffer

11. Jetzt werden die Schritte ab Punkt 5 bis 10 erneut durchgefiihrt - mit dem Anti-
korper gegen das zweite darzustellende Protein - danach weiter mit Punkt 12

12. Waschen fur 10 Minuten in PBS-Puffer

13. Eindeckeln der Objekttriager mit Mowiol

14. Auswertung/Lagerung tiber Nacht bei 4° C

2.2.2.2. Antikorper

Alle Antikorper und Farbstoffe wurden kommerziell erworben; die Verdiinnungen,
Herkunft und Bezugsquellen kénnen aus den Tabellen 5 bis 7 entnommen werden.
Zur Kerngegenfiarbung dienten entweder Propidium Jodid oder Amino-Aktinomycin,
deren Inkubationszeiten in Tabelle 7 aufgefiihrt werden.

2.2.2.3. Auswertung

Die Fluoreszenzfarbungen wurden mit dem konfokalen Laser Mikroskop TCS D4
(Fa. Leica, Deutschland) unter Verwendung der Immersionsobjektive Pl Fluotar
25x/0,75 O1l; P1 Fluotar 40x/1,0-0,5 O1l; P1 Apo 63x/1,4 Oil betrachtet. Die jeweiligen
Absorptions- und Emissionsmaxima der einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe sind aus
der Tabelle 8 zu entnehmen. Die allgemeine Begutachtung und Photodokumentation
des Préaparates erfolgte zunichst mit der herkémmlichen Auflichtfluoreszenz-
mikroskopie. Im Anschlull wurde bei speziellen Fragestellungen die konfokale Laser

Mikroskopie verwendet.
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Tabelle 5: Herkunft und Verdiinnung 1. Antikorper

Antikorper Verdiinnung Herkunft Firma
CD 68 1:50 Maus DAKO, Danemark
Chondroitinsulfat 1:50 Maus Sigma, Deutschland
Fibronektin 1:50 Kaninchen ICN, USA
Kollagen I 1:100 Kaninchen Bio-Science, Schweiz
Kollagen III 1:50 Kaninchen Bio-Science, Schweiz
Kollagen IV 1:50 Maus Dianova, Deutschland
Kollagen VI 1:150 Kaninchen Dianova, Deutschland
Laminin 1:100 Ratte Dianova, Deutschland
Tenascin 1:50 Maus Chemicon, Int.Inc.USA
Vimentin 1:3 Maus Dianova, Deutschland
a-Aktinin 1:50 Maus Sigma, Deutschland

Tabelle 6: Herkunft und Verdinnung 2. Antikorper

Bio:ing.ekﬂo ppelter Verdiinnung Herkunft Firma
ntikoérper
Anti-rabbit 1:100 Esel Dianova, Deutschland
Anti-rat 1:100 Schaf Dianova, Deutschland
Anti-mouse 1:100 Schaf Dianova, Deutschland

Tabelle 7: Herkunft und Verdiinnung Fluorochrome und Kernfarbung

Antikorper: Verdiinnung Firma: Inkubationszeit in Min.
Texas Red 1:100 Amersham, 30
USA
FITC 1:100 Amersham, 30
USA
CY2/CY3 1:100 Biotrend, USA 30
Propidium Jodid 1:1000 Molecular 4
Probes, NL
Amino-Aktinomycin 1: 100 Molecular 10
Probes, NL
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Tabelle 8: Eigenschaften der Fluorochrome

Fluorochrom Farbe Absorptions- Emissions-
maximum (nm) [ maximum (nm)
Amino- rot 523 647
Aktinomycin

Propidium Jodid rot 536 620
CY2 grin 489 505
CY3 orange 552 565
FITC griin 490 525
Texas Red rot 590 615

2.2.3. Das konfokale Laser Prinzip

Bei dem Konfokalen Laser Mikroskop handelt es sich um ein Mikroskop unter
Zusammenschlull von Lasertechnologie, Optik und einer Computereinheit. Letztere
hat die Aufgabe, das Mikroskop in seinen Funktionen anzusteuern und die
gewonnenen Bilder mit Hilfe von Graphikprogrammen zu verarbeiten. Der generelle
Aufbau des Mikroskopes ist dem der herkommlichen Auflichtmikroskope dhnlich.
Mit Hilfe einer Laserlichtquelle (anstelle der herkémmlichen Quecksilberdampf-
Lichtquelle) wird die Fluoreszenz der eingesetzten Fluorochrome in den Objekten
angeregt. Man ist allerdings auf definierte Lichtwellenlangen beschrankt. Die
jeweiligen Wellenldngen, die benutzt werden koénnen, sind abhingig von der
verwendeten Lasertechnologie und dem dahinter geschalteten Filtersatz. Im
verwendeten Mikroskop TCS D4 der Firma Leica befindet sich ein Argon/Krypton
Laser (Omnichrome; Ca., USA) mit den Wellenlédngen 647, 568 und 488.

Der Laserstrahl geht durch einen Filtersatz tiber Blenden, Linsen, dichromatische
Spiegel und Objektivlinse auf das Objekt. Der Filtersatz hinter der Laserlichtquelle
definiert die Wellenldnge mit der das Praparat zum jeweiligen Zeitpunkt angeregt
wird. Die Linse im Objektiv blindelt dann den Laserstrahl im Objekt wie ein
Kondensor - in der sogenannten Fokusebene, siehe Abbildung 1. Das Préparat
emittiert nun durch Anregung des Lasers Lichtphotonen, deren Weg zuriick zu
einem Detektor fiihrt, der diese Signale von analog zu digital konvertiert. Vor dem
Detektor ist zusétzlich eine Blende angelegt, um Streulicht, das nicht von der
Fokusebene kommt, auszugrenzen. Somit erreichen nur die Informationen der
Fokusebene den Detektor, wodurch sich héhere Auflésungen, weniger Rauschen und
mehr Kontrast als bei herkommlichen Auflichtmikroskopen erreichen lassen. Die
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Auflésung bei dem verwendeten TCS D4 liegt in der x/y-Ebene bei 0.2(um und in der
z-Ebene bei 0.4[um. Unter Zuhilfenahme eines von der Computereinheit
feinelektronisch gesteuerten Objekttisches (Motorfokus) ist man in der Lage, die
Fokusebene in der z-Ebene zu verschieben, so dass sich das Objekt in Sektionen mit
einem Schnittabstand von nahezu 0,1(um beurteilen 148t. Das ,,Schichten" des
Praparates dhnelt dem eines Computertomographen oder Magnetresonanz-
tomographen, wie man sie in der Radiologie verwendet. Die optimale Anzahl der
Sektionsschnitte in der z-Ebene ist dabei abhéingig von den Eigenschaften des
Objektes (Dicke, Lichtundurchlassigkeit, Brechungsindex) und der Linse im
Objektiv (Numerische Apertur, Abstand zum Objekt).

Mit den so gewonnen digitalen Datensitzen lassen sich unter anderem 3D-
Rekonstruktionen, Schattenprojektionen oder 360°-Animationen berechnen, die
weiteren Aufschlull iber die morphologischen Verhiltnisse geben, wie z.B. der
Lokalisation spezifischer intrazelluldarer Proteine. Verschiedene Fluoreszenz-
farbstoffe konnen gleichzeitig im gleichen Praparat untersucht werden. Die
Informationen erhélt man mit Hilfe fiir den jeweiligen Floureszenzfarbstoff
spezifischen, von der Lasereinheit definierten Wellenldnge. Dabei ist der Detektor
wahrend des Scan-Vorgangs in der Lage, eine simultane Zuordnung der
verschiedenen Wellenldngen durchzufiihren, ohne dass das Praparat erneut
belichtet werden mul}. Dadurch reduzieren sich Bleicheffekte bei den
Fluoreszenzfarbstoffen. Von dem Detektor aus folgt die Weiterleitung tiber ein
Glasfaserkabel zu der Computereinheit, in der, den vom Prédparat emittierten
Lichtpunkten, einzelne Pixel bzw. Voxel zugeordnet werden. Um ein Gesamtbild zu
erzeugen, mul} der Laser iiber den ausgesuchten Objektauschnitt wandern, Linie fiir
Linie. Dabei wird das entstehende Bild “online* in dem Monitor der
Computereinheit aufgebaut. Die so gewonnenen Datenmengen kénnen jetzt digital
gespeichert, mit Bildverarbeitungsprogrammen aufgearbeitet oder mit Hilfe von
Datenbankprogrammen z.B. auf Wechselspeichermedien archiviert werden.
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Confocal Principle

Confocal
Finholes

Detector
Objective

Object
in Fozal Plane
— — —notin Fozal Plane

Abbildung 1:

Das konfokale Prinzip: Uber eine Laserlichtquelle wird das Objekt auf dem Objekttisch angeregt. Der
Laserstrahl nimmt seinen Weg tiber Blenden, Linsen, Spiegel und zuletzt Objektivlinse auf das Objekt. Die
Objektivlinse biindelt den Laser wie einen Kondensor in der Fokusebene, welche durch Ausrichtung des
Objekttisches in der z-Ebene definiert und veridndert werden kann.

Das zu untersuchende Objekt emittiert nun Lichtwellen, die ihren Weg zuriick durch Streulinsen zum
Detektor nehmen. Dadurch werden nur die Lichtphotonen zum Detektor gelassen, die in der Fokusebene
liegen. Eine Randunschéarfe wie bei den herkémmlichen Auflichtmikroskopen 1468t sich somit nun verhindern.
Zusatzlich ergeben sich hohere Auflosungen, weniger Rauschen und mehr Kontrast.

Durch die computergesteuerte Ausrichtung in der z-Ebene lassen sich sehr feine Abstdnde definieren, die
damit ein ,,Schichten“ des Préaparates zulassen. Im Detektor werden dann den Lichtphotonen Pixel bzw.
Voxel zugeordnet, die dann letztendlich das Bild auf dem Monitor zusammensetzen. (Bildquelle: Fa. Leica,
Deutschland).



2. Material und Methoden -14 -

2.2.3.1. Bildverarbeitung und Ergebnisdokumentation

Die mit dem TCS D4 gewonnen Datensédtze wurden entweder vor Ort mit den im
System integrierten Bildverarbeitungsprogrammen der Fa. Leica verarbeitet und
die entstandenen Bilder auf dem Image Corder (Fa. Focus Graphics, USA) belichtet
oder Uiber Ethernet-Netzwerkverbindung auf eine INDY Workstation (Fa. Silicon
Graphics, USA) transferriert. Dort erfolgte eine intensive Bildbearbeitung (z.B.
Kontrasterhéhung, Rauschunterdrickung, 3D-Rekonstruktion, Schattenprojektion,
Extended Focus etc.) mit dem Imaris Programm (Fa. Bitplane, Schweiz). Mit Hilfe
der Datenbank Selima (Fa. Bitplane, Schweiz) konnten die endgiiltigen Bildsatze
und ihre zugehorigen Rohdatenséatze auf der Festplatte oder einem Magneto Optical
Disk Laufwerks (Fa. Pinnacle Micro, USA) verwaltet werden. Dabei sind
Informationen tuber verwendetes Objektiv, VergroBerung, Pixelgrofle,
Belichtungszeit etc. zusammen mit den Datensitzen in Form von Info-Dateien
abgespeichert worden, so dass jederzeit darauf zuriickgegriffen werden konnte.
AbschlieBend wurden die ausgewahlten Bilder tber eine Quadra 700 (Fa. Apple
Macintosh, USA) auf dem LFR Mark II (Fa. Lasergraphics, USA) belichtet bzw. auf
einem Thermosublimationsdrucker (Model: Phaser 450, Fa. Tektronics, USA)
ausgedruckt. Zur Photodokumentation dienten Kodak Ektachrome Diafilme mit
einer Lichtempfindlichkeit von 100 ASA.

2.2.4. Westernblot: Uberpriifung des Antikérpers Kollagen VI

Im Verlauf der immunhistochemischen Untersuchungen stellte sich aufgrund von
Lokalisation und intensivem Fluoreszenzverhalten fiir Kollagen VI die Frage, ob
sich der Antikorper infolge einer Kreuzreaktion auch gegen andere Kollagengruppen,
wie z.B. Kollagen I oder III richtet. Unter Durchfithrung eines Westernblots in
Anlehnung an die Methode von Laemmli und FavreZ lie} sich die Spezifitidt des
Antikorpers fir Kollagen VI testen. Der Versuchsablauf wurde routineméfig
durchgefiithrt, Trenngel und Sammelgel wurden nach den {blichen
Standardverfahren angesetzt. Jeweils 20[jig der Gesamtproteine (Human-Kollagen
VI, I, III; Fa. Gibco, USA) wurden nach Aufbereitung in Féarbelosung und
Extraktionspuffer auf einem 8% SDS Polyacrylamid Gel fiir ca. 1 Stunde bei 200 V
(60 mA) aufgetrennt und danach auf eine Nitrozellulosemembran fur ca. 12 Stunden
mit 30 V (40 mA) geblottet. Die Nitrozellulosemembran wurde vorher mit in Puffer

gelostem sterilem Magermilchpulver geblockt und danach mit dem Anti-Human
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Type VI Collagen Antiserum (Kaninchen, polyclonal; Fa. Gibco, USA) versehen und
inkubiert. Die Antikérperkonzentration betrug fiir den 1. Antikérper 1:100.

Eine Peroxidase Reaktion (Anti-rabbit IgGG) zum Darstellen der Banden aus einem
Standardkit (Fa. Sigma, Deutschland) schlo3 die Analysen ab. Anhand der
Produktinformation der Firma Gibco sind fiir Kollagen VI zwei Banden mit 78 kd
und 85 kd zu erwarten.

2.2.5. Vorgehen bei der Auswertung

Aufgrund der durchgefiihrten unterschiedlichen Nachweismethoden mulite beim
Vorgehen der Auswertung zwischen Durchlichtmikroskopie und

Fluoreszenzmikroskopie unterschieden werden.

2.2.5.1. Durchlichtmikroskopie

Bei der Sirius-Rot-Farbung interessierte vor allem die Lokalisation der
Kollagenakkumulationen. Es galt, den Zustand des extrazellularen Raumes in
folgenden Punkten zu beurteilen:

* Ist der interstitielle Raum vergroBert, liegt Fibrose vor?
*  Wo haben sich die fibrotischen Areale manifestiert?

* In welcher Beziehung stehen die Kollagenfasern zu zelluldren Bestandteilen des

Gewebes, z.B. Myozyten?
*  Wie ist die Beschaffenheit und Anordnung der Kollagenfasern?

* Gibt es Ahnlichkeiten zwischen den zu untersuchenden Gewebeproben?

2.2.5.2. Fluoreszenzmikroskopie

Im Gegensatz zur Sirius-Rot-Farbung, bei der ausschliellich Kollagenstrukturen
angefiarbt wurden, waren bei der Fluoreszenzmikroskopie, neben der allgemeinen
Begutachtung des extrazellularen Raumes, wie unter 3.1 beschrieben, mehrere
Proteine nach Lokalisation und Art der Strukturverédnderung zu beurteilen. Es galt,
Verlust oder Vermehrung der Proteindistribution im Vergleich zu anderen Arealen
im gleichen Gewebe und zu anderen Gewebeproben zu bestimmen. Ebenso war es
von groBem Interesse, ob eine Zuordnung der extrazelluldren Matrixproteine zu

anderen Strukturen, wie z.B. Gefdl3e oder Myozyten beobachtet werden konnte.
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2.2.6. Methodischer Anhang

2.2.6.1. Herstellung von Mowiol zur Einbettung

1 g Mowiol (Fa. Hoechst, Deutschland) wird in 4 ml PBS-Puffer (pH 8,0) gelst. Da
das Mowiol schwer in Losung zu bringen ist, ist es erforderlich es fir ca. 16 Stunden
zu rithren. Nach Zugabe von 2 ml wasserfreiem Glycerin (Fa. Merck, Deutschland)
wird die Losung erneut fliir 16 Stunden geriihrt. Damit eventuell vorhandene
Schwebstoffe entfernt werden, sollte das Einbettmittel zuletzt fur 15 Minuten bei
4° C mit 12000 rpm zentrifugiert werden. Empfohlen wird folgende Menge zum
Ansetzen: 50 g Mowiol in 200 ml PBS-Puffer unter Zugabe von 25 ml Glycerin.

2.2.6.2. Herstellung einer PBS-Puffer Losung

Zunachst wird eine Stammlésung hergestellt, die vor dem Gebrauch in einem
Verhaltnis von 1:10 verdinnt wird. Der pH-Wert der Gebrauchslosung sollte vor
Benutzung 7,4 betragen. Die folgenden Mengenangaben beziehen sich auf eine

Stammloésung von 2 Litern:

1) 158,8 ¢ NaCL

2) 4,0 g KCL

3) 4,0 g KHoPO4

4) 35,5 g NaHPO4 x 2 H20

Die Bezugsquelle aller unter Punkt 1 bis 4 aufgefiihrten Chemikalien war die Firma
Merck, Deutschland.
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2.2.6.3. Herstellung von Gelatine-beschichteten Objekttragern

Die benétigten Objekttrager werden in Extran (Fa. Merck, Deutschland) zur
Entfettung fiir 20 Minuten gewaschen und anschlieBend in flieBenden
Leitungswasser, danach mit destilliertem Wasser gespiilt. Die Gelatinel6sung, in
der die Objektrager im nachsten Schritt 5 Minuten lang eingetaucht werden, setzt
sich folgendermallen zusammen: 1000 ml Aqua dest. erhitzt auf 45°C mit einem
Zusatz von 5 g Gum arabic (Fa. Fluka Chemie, Schweiz) und 0,5 g KCr(SOy)9 x 12
H50 (Fa. Merck, Deutschland). AnschlieBend 146t man die Objekttrager abtropfen

und bei 38° C tiber Nacht im Warmeschrank trocknen.

2.2.6.4. Herstellung einer Bouin-Losung fiir Sirius-Rot-Farbungen

15 ml gesattigte wassrige Pikrinsdurelésung (Pikrinsdure: Fa. Chroma,
Deutschland) mit 5 ml Formol (Fa. Merck, Deutschland), ca. 35%, mischen und

anschliefend 1 ml Eisessig zusetzen.
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3. Ergebnisse

3.1. Allgemeine Begutachtung des extrazellularen Raumes

Im DCM-Gewebe liel3 sich im Vergleich zum Kontrollmyokard eine Verbreiterung
des extrazellularen Raumes feststellen. Allerdings waren als nicht pathologisch
anzusehende Areale des Interstitiums ebenfalls im DCM-Gewebe zu finden, so dass
die pathologischen Verdnderungen fokale Bereiche darstellten und parallel mit dem
Auftreten an nicht pathologisch eingestuften Arealen einhergingen. Die
Veranderungen im DCM-Gewebe stellten keinen einheitlich geringen, oder starken
Grad dar, sondern waren eher flieBend ineinander ubergehend in einem
untersuchten Gewebestiick zu finden. Starke fibrotische Veranderungen wurden vor
allem in ndherer Umgebung zu Gefallen beobachtet. Der perivaskuldre Raum war
stark verbreitert, und einzelne angrenzende Muskelzellverbdnde schienen vom
Hauptverbund durch Bindegewebe abgegrenzt zu werden. Vereinzelt waren im
Kontrollmyokard ebenfalls méafBlig vergroBBerte fibrotische Areale im perivaskularen
Raum lokalisiert. In fokalen Bereichen waren die morphologischen Verdnderungen
im DCM-Gewebe so stark ausgeprigt, dass sich der sonst homogen kompakte
Myozytenverbund aufléste und sich irregulidre Anordnungen der Myozyten gebildet
hatten. Die eng aneinander liegenden Myozyten wurden durch fibrotische
Umbauprozesse auseinander gedrangt und vereinzelte Myozyten erschienen vollig
vom Verbund isoliert, indem sie vollstindig von fibrotischem Material
eingeschlossen waren. Zudem konnte man hypertrophe und atrophe Myozyten
dokumentieren. Mit einem Antikorper gegen o-Aktinin wurden intrazellulare
Veranderungen der Myozyten im Rahmen einer Degeneration deutlich. Im
Folgenden werden die Ergebnisse der Analysen der jeweiligen Proteine besprochen.
Die dargestellten morphologischen Bilder stellen eine Auswahl dar und sind
reprasentativ fir die untersuchten Gewebeproben. Den entsprechenden Proteinen
zuzuordnende Farben und die VergroBerungen der Bilder sind den jeweiligen

Legenden zu entnehmen.



3. Ergebnisse -19 -

3.2. Durchlichtmikroskopie

3.2.1. Sirius-Rot-Farbung

Mit der Sirius-Rot-Farbung werden alle unterschiedlichen Kollagenarten im
Myokard markiert. Im Kontrollgewebe zeigten sich feine Kollagenstrukturen im
Endo- und Perimysium. Perivaskuldr in der Adventitia von Arterien und Venen
fanden sich vereinzelt dickere Fibrillen. Dicke wie diinne Fasern lagen in gewellter
oder geschlungener Form vor (Abb.2C). Jeden Myozyten umgab ein feiner Saum der
Markierung. Die Kollagenfasern bildeten ein Geflecht, welches die Herzmuskel-
zellen miteinander verband und/oder Verbindungen zu vaskuldren Strukturen
herstellte. Vergleichend sah man im Kontrollgewebe geringere Anteile an Kollagen-
akkumulationen (Abb.2A). Eine deutliche Verbreiterung des interstitiellen Raumes
im DCM-Gewebe infolge einer signifikanten Zunahme an Kollagen war in folgenden
Bereichen zu beobachten: im Endomysium, Perimysium und in der Adventitia von
Gefiallen, entlang des Gefallbaumes (Abb.2B). Zusitzlich sah man, dass die
Kollagenfibrillen im Durchmesser zunehmen. Einzelne Myozyten, die isoliert in den
massiven Ansammlungen an Kollagen vom Zellverbund getrennt wurden, wurden
h&ufig beobachtet (Abb.2C).

3.2.2. Fluoreszenzmikroskopie

3.2.2.1. Chondroitinsulfat

Chondroitinsulfat verleiht als Proteoglykan der extrazellularen Matrix eine hohe
osmotische Aktivitdt, die dem Gewebe die noétige Flexibilitdt verleiht.
Chondroitinsulfat im Kontrollgewebe war deutlich eng zur Basalmembran der
Myozyten lokalisiert. Es fiilllte das Interstitium vollstdndig aus (Abb. 3 A). Bei
hoherer VergroBerung zeigte die Fluoreszenz eine faserartige Distribution mit
kleinen Granula. Die feinen Chondroitinstrukturen verzweigten sich dabei netzartig
miteinander. Im DCM-Gewebe zeigte sich eine erhéhte Markierung im Interstitium
(Abb. 3 B). Im Gegensatz zum Kontrollgewebe waren im DCM-Gewebe deutlich
mehr granulire Strukturen vorhanden. Mit einem feinen Saum um die Myozyten,
fullte es flachig den gesamten extrazellularen Raum aus. Das vermehrte
Vorkommen in den DCM-Geweben resultierte zum einen aus der Verbreiterung des
Interstitiums, zum anderen aus vermehrter Akkumulation. Die Lokalisation von
Chondroitinsulfat war perivaskuldr und fokal im Perimysium verstiarkt. Alle

Wandschichten der Gefafle waren mit Chondroitinsulfat markiert.
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Abbildung 2: Sirius-Rot-Farbungen im Kontrollgewebe A und DCM-Gewebe B. C zeigt DCM-Gewebe bei
hoherer Vergroferung. Die roten Strukturen stellen die Kollagene dar, blau markiert die Zellkerne der
Myozyten, sowie der interstitiellen Zellen.

Kontrollgewebe (A): Das Kontrollgewebe zeigt eine homogene Kollagenverteilung. Die Kollagenfibrillen
bilden einen feinen Saum um die Myozyten. Perivaskuldr (G = GefalB) finden sich vermehrt Kollagenfasern,
die als physiologischer Fibrosegrad eingestuft wurden.

DCM-Gewebe (B): Massive perivaskulidre Fibrose im DCM-Gewebe. Die Kollagenfibrillen nehmen im
Durchmesser zu. Es kommt zur Isolation von Myozyten aus dem Myozytenverbund
(G = Gefal}, * = isolierter Myozyt).

DCM-Gewebe (C): Bei hoherer VergroBerung zeigt sich die Form der Kollagenfasern — sie liegen in
gewellter oder straffer Form vor und haben unterschiedliche Durchmesser (Pfeile). Die blauen Kerne im
Interstitium sind dort anséssigen Zellen wie z.B. Makrophagen, Fibroblasten oder Endothelzellen
zuzuordnen.
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Abbildung 3: Immunfluoreszenz fiir Chondroitinsulfat in Kontrollgewebe und DCM-Gewebe

(Grun = Chondroitinsulfat; Rot = Kernfarbung/Lipofuscin).

Kontrollgewebe (A): Chondroitinsulfat verteilt sich ubiquitdr im extrazellularen Raum im Myokard und
begrenzt jeweils die individuellen Myozyten.

DCM-Gewebe (B): Chondroitinsulfat fullt das erweiterte Interstitium vollstindig aus. In Arealen mit
Fibrose kommt es zur vermehrten Chondroitinsulfatmarkierung. Die zahlreichen Zellkerne kénnten u.a.
Fibroblasten zugeordnet werden, die im Narbengewebe vermehrt lokalisiert sind.

3.2.2.2. Kollagen I und III

Beim Auswerten dieser beiden Antikoérper bot sich im Kontroll- und DCM-Gewebe
ein morphologisches Bild, wie es von den Sirius-Rot-Farbungen bekannt war. Die
Anordnung beider Kollagene im Endomysium und Perimysium wies kaum Unter-
schiede auf. Positive Markierungen fiir Kollagen I und III fanden sich im gesamten
Interstitium und fillten es flachendeckend aus. Beide Kollagenarten zeigten
Verbindungensfasern zwischen Myozyten untereinander als auch zwischen
Myozyten und Gefidl3en. Sie lagen eng einzelnen Myozyten an, so dass jeder Myozyt
eine membrannahe Markierung aufwies (Abb.[4A und 5A). Markierungen der
T-Tubuli waren nur bei Kollagen-III-Farbungen im DCM-Gewebe nachweisbar
(Abb.[(56AB). Bei Beurteilung der Kollagenstrukturen mit hoherer VergréBerung
wurden Unterschiede zwischen beiden Kollagenarten sichtbar. Die Kollagen I- und
III-Markierungen zeigten Fasern unterschiedlichster Form. Wellige, straffe, feine,
sowie dicke Kollagenstrange, die sich zu einem Maschengeriist formierten, konnten
beobachtet werden. Dabei wies das Kollagen I-Geriist gro3ere Zwischenrdume auf
und hatte breitere, welligere Strukturen. Die Kollagen III-Markierung bildete ein
viel feineres Netzwerk im Interstitium ab. Die Lokalisation der vermehrten
Kollagenakkumulationen im DCM-Gewebe entsprach den Stellen, an denen
gesteigerte narbige Umbauprozesse stattfanden. Ausgehend vom perivaskularen
Raum, erstreckten sie sich entlang des Perimysiums, bis zum Endomysium, wo an
Orten schwerster Fibrose einzelne Myozyten isoliert wurden (Abb. 4 B und 5. B) Die
vaskulare Markierung beider Kollagene im Kontroll- sowie im DCM-Gewebe, waren
in der Adventitia, der Tunica media und der Intima zu finden.
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Abbildung 4: Immunfluoreszenz fur Kollagen I in Kontrollgewebe und DCM-Gewebe.
(Grun = Kollagen I; Rot = Kernfirbung/Lipofuscin).

Kontrollgewebe (A): Kollagen I bildet einen feinen Saum um die Myozyten (Pfeile). Die Kollagenfasern
liegen in welliger Form vor. Der extrazellulare Raum ist nicht verbreitert und die Myozytenanordnung ist
homogen.

DCM-Gewebe (B): Der extrazellulare Raum liegt verbreitert vor und wird vollstédndig mit Kollagen I
ausgefiillt. Die Myozytenanordnung ist inhomogen, dabei werden einzelne Myozyten vom Verbund getrennt.
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Abbildung 5: Immunfluoreszenz fir KollagendII in Kontrollgewebe und DCM-Gewebe.
(Grun = Kollagen III; Rot = Kernfarbung/Lipofuscin).

Kontrollgewebe (A): Ahnlich wie in Abb. 4 ist Kollagen III als feine Struktur sichtbar. Aufgrund von
dinneren Fibrillen bildet es ein viel feineres Netzwerk und fillt daher den extrazelluldren Raum
flichendeckend aus. Es kommt zu pseudointrazelluliren Markierungen in dem T-System der Myozyten
(Pfeile).

DCM-Gewebe (B): Gewebe mit schwerer Fibrose. Die Kollagen III-Markierung im Interstitium ist
dramatisch erhéht. Die Myozyten sind im Vergleich zu A hypertrophiert, so dass das T-System jetzt deutlich
sichtbarer wird (Pfeil).
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3.2.2.3. Kollagen IV

Kollagen IV zeigte im Kontroll- und DCM-Gewebe eine Verteilung, wie sie bei der
Laminin-Markierung beobachtet werden konnte. Kollagen IV, ebenfalls wie das
Protein Laminin ein wichtiger Bestandteil der Basalmembran, umhiillte jeden
einzelnen Myozyten mit einem feinen durchgehend netzartigen Saum. Dieser wies
intrazelluldre Auslaufer auf, bei denen es sich um Einstilpungen des Sarkolemms
handelte, die als T-Tubuli identifiziert wurden (Abb. 6 A und B). Die Offnungen des
T-Systems konnten unter Verwendung der konfokalen Laser Mikroskopie und
dickerer Schnitte als feine Punkte sichtbar gemacht werden (Abb. 6 B). Bei der
Markierung der Gefalle war, wie bei der Lamininmarkierung, nur die Tunica media
und Intima der Gefillwand angefiarbt. Im DCM-Gewebe zeigte die Kollagen IV-
Markierung zum einen normale Strukturen wie im Kontrollgewebe, andererseits
war die homogene Struktur der Basallamina in vielen Myozyten liickenhaft,
unregelméifBig und verbreitert. Man konnte eine Verbreiterung des T-Systems
beobachten. In Bereichen schwerer Fibrose konnten zuséatzlich massive Kollagen IV-
Strukturen im Interstitium dokumentiert werden, die sich nicht nur auf die
Basalmembran beschriankten, sondern die mehr flachenhaften Charakter hatten,

dhnlich wie bei den fibrilldren Kollagenen.

3.2.2.4. Kollagen VI

Eine Kollagen VI spezifische Fluoreszenz fand sich im Kontrollmyokard im
Endomysium, Perimysium, in der Adventitia von GefdBlen und um die glatten
Muskelzellen der Lamina media. Bei hoher Vergro3erung sah man, dass Kollagen
VI den Myozyten umschlieBt und einen engen Saum bildet (Abb.[TA und B).
Pseudointrazellulare Markierungen der Kardiomyozyten, die Hinweise auf das
T-System gaben, wie beim Kollagen IV wurden im Kontrollgewebe ebenfalls
beobachtet (Abb. 7A). Die Auslaufer des T-Systems lielen sich bei vermehrter
Proteinpridsenz im DCM-Gewebe schlechter darstellen. Die interstitielle
Lokalisation und morphologische Struktur gingen parallel mit denen von Kollagen I
und III einher, entweder in Form eines Netzwerkes mit feinen Strangen oder als
dicke, wellige Faserbiindel im perivaskuldren Raum. Dabei verkniipfen die Kollagen
VI-Fasern die Myozyten miteinander, bzw. die Muskelzellen mit Gefallen. Im DCM-
Gewebe konnte, wie bei den anderen Kollagentypen eine VergréBerung des
interstitiellen Raumes mit einer signifikanten Vermehrung der Kollagen VI-
Fluoreszenz dokumentiert werden (Abb.[7C und D). Sie war besonders im
Endomysium und Perimysium sowie im perivaskuldren Raum arterieller und

venoser Gefiafle vermehrt.
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Abbildung 6: Immunfluoreszenz fir Kollagen IV in Kontrollgewebe und DCM-Gewebe
(Griin = Kollagen IV; Rot = Kernfarbung/Lipofuscin).

Kontrollgewebe(A+B): Als Bestandteil der Basalmembran zeigt diese Markierung das individuelle Ausmal3
der Mpyozyten. Die Mpyozyten liegen in unmittelbarer Ndhe zueinander. Ansatzweise ist eine
pseudointrazellulare Markierung zu sehen, die das T-System darstellt. Bei hoherer Vergréferung (B) wird
das T-System jetzt deutlich sichtbarer. Schaut man auf die intakte Basalmembran, so erscheinen die
Einstulpungen der T-Tubuli als kleine Punkte (Pfeile).

DCM-Gewebel(C): Perivaskuldre Kollagen-IV-Verteilung (G=Gefa3). Aufgrund der Myozytenhypertrophie
und der vermehrten Distribution kommt es bereits bei niedrigerer Vergroferung zu sichtbaren Markierungen
des T-Systems (Pfeilspitze). Die Myozyten sind nicht mehr so eindeutig begrenzt wie in A. Die
Basalmembran erscheint verbreitert und wird in degenerierten Myozyten so lickenhaft, dass das genaue
Ausmal der Myozyten nicht mehr eindeutig bestimmt werden kann (Pfeile).



3. Ergebnisse - 25 -

45 um

20 Ty

Abbildung 7: Immunfluoreszenz fiir Kollagen VI in Kontrollgewebe und DCM-Gewebe.

Kontrollgewebe (A; Grun = Kollagen VI; Rot = Kernfarbung/Lipofuscin): Kollagen VI ist hier im
Endomysium und Perimysium lokalisiert und bildet, dhnlich wie die anderen Kollagenarten einen diinnen
Saum um die Myozyten. Es sind pseudointrazelluldre Markierungen des T-Systems zu finden.

Kontrollgewebe (B; Grin = Kollagen VI; Rot = a-Aktinin): Bei hoher VergrioBerung zeigt sich, wie eng
Kollagen VI den Myozyten umschlieBt. Fiir den intakten Myozyten ist die regelméaBige Querstreifung mit o-
Aktinin charakteristisch.

DCM-Gewebe (C; Griin = Kollagen VI; Rot = Kernfarbung/Lipofuscin): Gewebe mit schwerer interstitieller
Fibrose. Kollagen VI fullt den extrazelluldren Raum vollstandig aus.

DCM-Gewebe (D; Violett = Kollagen VI; Griin = a-Aktinin): Doppelfirbung mit Kollagen VI und a-Aktinin.
Massive Kollagen VI-Akkumulationen im extrazelluldren Raum mit Zeichen der Myozytendegeneration in
Form von Verlust der Querstreifung und Reduktion von a-Aktinin. Kollagen VI 146t sich entweder als dicke,
wellige oder als feine Fibrillen nachweisen.
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3.2.2.5. Fibronektin

Die Fluoreszenz fiir Fibronektin zeigte im DCM- sowie im Kontrollgewebe eine
homogene Struktur. Fibronektin verteilte sich flachenférmig als feine wellige Fasern
im extrazelluldren Raum. Diese feinen Strukturen bildeten ein dichtes Netzwerk.
Man sah bei der Auswertung, dass die Fibronektinfasern Myozyten miteinander
und Myozyten mit GefaBlstrukturen verkniipfen (Abb.[8A). In Gewebeproben mit
groBerer Schnittdicke war zu sehen, dass Fibronektinstrukturen in rdumlicher Néhe
zu der Zellmembran standen und den Myozyten vollstindig ummantelten. Der
einzelne Myozyt wurde an seiner Membran von einer diinnen Markierung begrenzt
(Abb.8A). Wie bei Laminin oder Kollagen1IV, konnten pseudointrazellulare
Markierungen dem T-System zugeordnet werden (Abb.[8A). Alle Wandschichten der
Blutgefalle wiesen eine positive Markierung auf. Im DCM-Gewebe fand sich
besonders im perivaskuldren Raum eine massive Anhdufung an Fibronektin
(Abb.[8B). Die Zunahme der Fibronektinmarkierungen korrelierte mit der
vermehrten Akkumulation der Kollagene, die im verbreiterten extrazelluldaren

Raum lokalisiert waren und gemeinsam die Fibrose bildeten.

Abbildung 8: Immunfluoreszenz fiir Fibronektin im Kontroll- und DCM-Gewebe
(Grun = Fibronektin; Rot = Kernfarbung/Lipofuscin).

Kontrollgewebe (A): Fibronektin fillt den extrazelluliren Raum vollstindig aus und stellt eine Verbindung
zwischen den einzelnen Myozyten her. Die pseudointrazelluldiren Markierungen reprisentieren das T-System
(Pfeile).

DCM-Gewebe (B): Fibrotisches Gewebeareal mit verbreitertem extrazellularen Raum, das mit einer
erhohten Fibronektinakkumulation (F) einhergeht.
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3.2.2.6. Laminin

Das Protein Laminin ist in der Basallamina vieler Zellarten lokalisiert. Im
Herzmuskel wird es von Myozyten, Endothel- und glatten Muskelzellen, sowie in
Perizyten exprimiert. Im Kontrollgewebe waren die Myozyten meist von einer
durchgehend homogenen, positiven Markierung umschlossen (Abb.[9A). Mit einer
Doppelfarbung gegen Laminin und a-Aktinin konnte gezeigt werden, wie sich
Laminin strumpfférmig um den Myozyten legt (Abb.[9C). Die T-Tubuli der
jeweiligen Myozyten lielen sich je nach Schnittrichtung, entweder als punktférmige
intrazellulare Markierung, oder als langliche intrazellulare EKEinstiilpungen,
ausgehend von der Basalmembran, darstellen (Abb.9A). Bei den Analysen der
DCM-Gewebe stellte sich die Lamininfluoreszenz als homogene bis vollstandig
fehlende Lamininstruktur dar (Abb.9B). Diese Verdnderungen zeigten sich vor
allem in Bereichen, die massive Anteile an Bindegewebe enthielten, wie z.B. der
perivaskuldre Raum (Abb.9B). In diesen Arealen zeigte die sonst homogene
Lamininmarkierung eine ungleichméBige Struktur, bzw. sie bekam einen
fragmentierten Charakter und es wurde eine signifikante Wandverdickung deutlich.
Bei diesen Befunden waren die T-Tubuli nicht mehr so deutlich erkennbar, zeigten
eine diffuse Markierung, oder die Basalmembranmarkierung fehlte génzlich.
Laminin wurde in den Gefdf3en in der Tunica media und Intima gefunden. Dort war
es Bestandteil der Basalmembran der glatten Muskel- und Endothelzellen.

3.2.2.7. Tenascin

Das Kontrollgewebe liel im Vergleich mit dem pathologischen Gewebe nur
vereinzelt Tenascinakkumulationen erkennen (Abb.[10A). Die spezifische
Fluoreszenz fand sich in unmittelbarer Ndhe zum Myozyten oder markierter
Gefalle. Bei der Beurteilung des DCM-Gewebes konnten zwei wichtige
Eigenschaften festgehalten werden: zum einen eine gehiufte Lokalisation an
Gefallen, zum anderen ein enger Kontakt mit Myozyten (Abb.[10B und C).
Ansammlungen von Tenascin waren in allen Geweben fokal auftretend. Im
perivaskuldren Raum umfallten positiv markierte Strukturen die Adventitia,
Lamina media und weiter lumenwéarts den Bereich der Endothelzellen. Es konnte
keine RegelméfBigkeit festgestellt werden inwieweit arterielle oder vendse Gefalle,
beziehungsweise Kapillaren vorrangig eine positive Markierung fiir Tenascin
zeigten. Interessant war jedoch, dass einige Gefalle, die in unmittelbarer
Nachbarschaft zueinander standen, positiv markiert waren (Abb.[10B). Desweiteren
zeigten einzelne Myozyten eine prominente, direkt zellangrenzende Tenascin-
markierung, die im Transversalschnitt oft den gesamten Myozyten umschlof3
(Abb.(10B und C). Dabei waren benachbarte Myozyten ebenfalls markiert. Bei
Untersuchungen mit Doppelmarkierungen mit Fibronektin zeigte sich, dass beide
Proteine in einer rdumlichen Ndhe zueinander anzuordnen sind (Abb.10C). Bei
dieser Farbung wies die Tenascinmarkierung faserartige fibronektindhnliche
Strukturen auf.
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Abbildung 9: Immunfluoreszenz fiir Laminin in Kontrollgewebe und DCM-Gewebe.

Kontrollgewebe (A; Grin = Laminin; Rot = Kernfirbung/Lipofuscin): Laminin markiert nur die
Basalmembran der einzelnen Myozyten. Das T-System (Pfeil) ist daher gut sichtbar zu erkennen.

DCM-Gewebe (B; Grin = Laminin; Rot = Kernfarbung/Lipofuscin): Lamininmarkierung im perivaskuldren
Raum bei schwerer Fibrose (G = Gefidll). Die einzelnen Myozyten sind nur unscharf begrenzt. Die
Basalmembran ist fragmentiert (Pfeile) und die T-Tubuli sind nur noch vereinzelt sichtbar.

DCM-Gewebe (C; Griin = Laminin; Rot = a-Aktinin): Doppelfarbung mit Laminin und a-Aktinin. Einzelner
degenerierter Myozyt bei hoherer Auflésung. Die sonst homogene Querfiarbung von o-Aktinin liegt
fragmentiert im intrazellularen Raum und charakterisiert die Myozytendegeneration. Die Markierung zeigt
die ausschlieBliche Lokalisation von Laminin im Sarkolemm.
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Abbildung 10: Immunfluoreszenz fir Tenascin in Kontroll- und DCM-Gewebe.

Kontrollgewebe (A; Griin = Tenascin; Rot = Kernfarbung/Lipofuscin): Vereinzelt sind Tenascinmarkierungen
im Gewebe zu finden.

DCM-Gewebe (B; Grin = Tenascin; Rot = Kernfarbung/Lipofuscin): Vermehrte Tenascinmarkierungen im
perivaskularen Raum, in der Narbenbildung stattfindet. Es sind Abschnitte der GefaBwand (Pfeile), sowie das
angrenzende Interstitium an den Myozyten angefirbt.

DCM-Gewebe (C; Griin = Fibronektin; Blau = Tenascin): Diese Doppelmarkierung zeigt die Interaktion von
Fibronektin und Tenascin im frischen Narbengewebe. Dabei steht die Tenascinmarkierung in unmittelbarer
Néhe zur Zellmembran des Myozyten (M).
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3.2.2.8. Vimentin

Vimentin ist ein zytoskelettidres Protein, das in Fibroblasten und Endothelzellen
exprimiert wird. Es ist daher ein Mal} fiir den Zellgehalt, bzw. fiir den Gehalt an
Fibroblasten im Bindegewebe. Fiir Vimentin positiv markierte Strukturen waren
im gesamten extrazelluliren Raum zu finden. Vergleichend mit dem DCM-Gewebe
war die Zahl an positiv markierten Strukturen im Kontrollgewebe stark vermindert
(Abb.[11A). Die Vimentinmarkierung zeigte, die fir Fibroblasten typischen
langlichen Auslaufer, die mit benachbarten Fibroblasten oder mit Myozyten in
Kontakt treten. Mancherorts schienen die Fibroblasten die Myozyten mit ihren
Auslaufern féormlich zu ,,umgarnen". In Gebieten, in denen eine Verbreiterung des
extrazellularen Raumes mit Zunahme fibrotischer Strukturen zu erkennen war, lag
immer eine erh6hte Anzahl markierter Fibroblasten vor. In diesen Arealen sah man
dann ein Geflecht vieler Fibroblastenauslaufer (Abb.[11C). Eine Doppelmarkierung
mit Kollagen[VI zeigte die enge rdumliche Anordnung beider Proteine im
extrazellularen Raum. Dabei wickelten sich die Endigungen einzelner Fibroblasten
zirkuldar um KollagenVI-Fibrillen (Abb.[11B). Bei den Gefdllen wiesen alle
Wandschichten eine positive Markierung auf.

3.2.2.9. CD68

CD68 markiert Makrophagen und Zellen der myeloischen Reihe. Die Fluoreszenz
dieser Markierung stellt somit den Gehalt an Makrophagen im Bindegewebe dar.
Im Kontrollgewebe und im DCM-Gewebe waren die Makrophagen im Interstitium
deutlich erkennbar. Im untersuchten Kontrollgewebe waren die Ansammlungen der
Makrophagen im perivaskuldren Raum und im Perimysium stark vermindert
(Abb.12A). Die Makrophagen traten im DCM-Gewebe fokal verstarkt auf, hingegen
im Kontrollgewebe vereinzelt mit gleichméssiger Verteilung (Abb.(12A). Die
Lokalisationen der markierten Zellen waren nicht notwendigerweise mit einer
Verbreiterung des Interstitiums assoziiert. Die Markierung fir CD68 zeigte eine
granuldre Form und es wurden die Ausliaufer bzw. Ausstilpungen der Zellen
sichtbar (Abb.[12B). Desweiteren sah man im DCM-Gewebe, dass die GroBle der
markierten Zellen zunahm und einzelne Granula neben den CD68 markierten Zellen

im extrazellularen Raum zu finden waren.



3. Ergebnisse -31 -

Abbildung 11: Immunfluoreszenz fiir Vimentin im Kontroll- und DCM-Gewebe.

Kontrollgewebe (A; Grin = Vimentin; Rot = Kernfirbung/Lipofuscin): Typische Vimentinfidrbung im
Kontrollgewebe. Sie steht fiir das Mall bzw. Gehalt an Fibroblasten im Interstitium.

Kontrollgewebe (B; Grin = Kollagen VI; Blau = Vimentin): Doppelmarkierung mit Kollagen VI und
Vimentin bei héherer VergréBerung, die die rdumlich Ndhe der Fibroblasten zu den Kollagenenfasern zeigt.
Die Endigungen des Fibroblasten umwickeln zirkuldr die einzelnen Kollagenfasern (Pfeile).

DCM-Gewebe (C; Grin = Tenascin; Rot = Kernfarbung/Lipofuscin): In Arealen mit Fibrose kommt es zur
gesteigerten Anordnung von Fibroblasten im Interstitium.
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Abbildung 12: Immunfluoreszenz fiir CD68 in Kontroll- und DCM-Gewebe
(Griin = CD68; Rot = Kernfarbung/Lipofuscin).

Kontrollgewebe (A): CD68 ist vereinzelt im Perimysium des Myokards zu finden und repréasentiert die
Lokalisation der Makrophagen (Pfeile).

DCM-Gewebe (B): Ansammlung von CD68 positiv markierten Makrophagen, die aufgrund von lokalen
Entziindungsreaktionen fokal gehduft im DCM-Gewebe zu finden sind (Pfeile).

3.3. Westernblot:

Das Ergebnis des Westernblots zur Uberprifung der Spezifitit des Kollagen VI-
Antikorpers zeigte eine deutliche Markierung in der Kollagen VI-Bande, bei 85 kDa
und eine schwichere bei 78 kDa. Markierungen in der Spur von Kollagen I und III
fehlten vollig, daher wurde auf eine Quantifizierung verzichtet. Diese Resultate
dokumentieren die Spezifitat dieses Antikorper fiir Kollagen VI.

Koll. | Koll. il Koll. VI

[ || || |

iy — 05 kDa

| = TBkDa

Abbildung 13: Westernblot mit Kollagen I-, ITI- und VI-Antikérper.
Die spezifischen Banden fiir Kollagen VI sind nur in der Kollagen VI-Spur sichtbar. Somit kann eine
Kreuzreaktivitat des Antikorpers mit den anderen Kollagentypen ausgeschlossen werden.
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3.4. Zusammenfassung der Ergebnisse:

Die Veranderungen der extrazelluliren Matrix im Myokardgewebe bei terminaler
Herzinsuffizienz im Vergleich zum Kontrollgewebe lassen sich kurz folgendermafen

beschreiben:

Aufgrund degenerativer intrazelluldrer Prozesse (a-Aktinin-Farbung) gehen
signifikante extrazelluldre Verdnderungen einher, die sich in Form einer
Verbreiterung des extrazellularen Raumes und stark narbigen Umbauprozessen
darstellten. Wie aus den Sirius-Rot- und den Kollagenfarbungen ersichtlich wird, ist
das Interstitium mit deutlichen Kollagenakkumulationen angereichert, die vom
perivaskuldren Raum ausgehend einzelne Myozyten vom Zellverbund trennen und
diese dabei oftmals vo6llig isolieren. Man findet eine massive Vermehrung aller
untersuchten Strukturproteine (Kollagen I, III, VI) und Fibronektin, sowie von
Chondroitinsulfat und Tenascin. Die zelluldaren Bestandteile des Interstitiums, wie
Makrophagen (CD68) und Fibroblasten (Vimentin) waren ebenfalls vermehrt
exprimiert. Die Proteine der Basalmembran (Laminin und Kollagen IV) zeigten
neben stirksten degenerativen Veridnderungen eine vermehrte Distribution in
Arealen schwerer Fibrose. Die gefundenen Verdnderungen stellen keinen
einheitlichen Grad im Gewebe dar, sondern waren als Ubergénge flieBend in allen
Bereichen der DCM-Proben zu finden. Die Zusammenhinge, die zu diesen schweren
Veranderungen fiihren, sowie mogliche Therapieansitze sollen nun im folgenden

Kapitel erortert werden.
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4. Diskussion

4.1. Einleitung

In dieser Arbeit wurde das strukturelle Korrelat der Herzinsuffizienz, mit
besonderer Beriicksichtigung der extrazellularen Matrix, am Beispiel des
Krankheitsbildes der idiopathischen dilatativen Kardiomyopathie untersucht. Bei
allen Patienten lieen sich im Rahmen der klinischen Diagnostik eine Dilatation
der Ventrikel und erhohte enddiastolische Volumina mit Verminderung der
Auswurffraktion (EF < 25%) nachweisen. Die Patienten boten das klinische Bild der
terminalen Linksherzinsuffizienz (NYHA Klassifikation: IV). Als ultima ratio der

Therapie blieb schliefSlich nur noch die Transplantation.

Alle untersuchten Gewebeproben wurden wahrend der Transplantation, somit im
finalen Stadium der Herzinsuffizienz entnommen, und nicht im Verlauf der
Erkrankung. Deswegen ist das vorrangige Ziel dieser Untersuchung nicht, moégliche
atiologische Ursachen der dilatativen Kardiomyopathie zu kldren oder deren
Verlaufsbeobachtung darzustellen, es soll das Syndrom ”endstage heart failure”
morphologisch beschrieben, bzw. Verdnderungen identifiziert werden, die zum
Verlust der kardialen Funktion beitragen. In dieser Studie werden extrazellulare
Proteine in ihrer Distribution und strukturellen Zuordnung lichtmikrospkopisch
qualitativ beschrieben. Eine Quantifizierung des Fibrosegehaltes wurde nicht
durchgefiihrt, da uns Daten bereits aus der Dissertation von Wolfgang Diener
vorlagen und wir uns darauf beziehen 2. Er hatte quantitiv beschrieben, dall es 1m
Rahmen der dilatativen Kardiomyopathie zu einer signifikanten Zunahme der

Fibrose kommt und das konnte in dieser Arbeit ebenfalls bestétigt werden.
Antworten auf folgende Fragen waren von Interesse:

Welche extrazelluldren Proteine sind an der Fibrosebildung im Myokard bei

terminaler Herzinsuffizienz beteiligt?
Wie ist die Verteilung der einzelnen Proteine bei der terminalen Herzinsuffizienz?

Lassen sich aufgrund verdnderter Proteindistributionen Riickschliisse auf die

Pathomechanismen der Herzinsuffizienz ziehen?

Welche Rolle spielt die extrazellulare Matrix in Bezug auf die Progression dieser

Erkrankung?
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4.2, Extrazellulare Matrix

Der Volumenanteil der Myozyten im normalen Myokard variiert zwischen 65 - 75%
2426, Der Rest wird als extrazellularer Raum oder Interstitium zusammengefal3t. In
ithm liegt die Matrix, die alle Strukturkomponenten beinhaltet, die zwischen den
Myozyten lokalisiert sind. Die Matrix beinhaltet spezifische Proteine und nicht-
myozytéare Zellen, einschlie3lich Fibroblasten, Endothelzellen und Makrophagen. In
diesen Zellen werden extrazellulare Proteine synthetisiert, die einen wichtigen
Beitrag zur kardialen Funktion und Dysfunktion leisten. Das Ausmal} der
Proteinsynthese der extrazellularen Matrix ist als Reaktion auf die kardiale
Beanspruchung bzw. Bedarf zu sehen. Bei der hypertensiven oder der ischdmischen
Herzerkrankung kommt es zur Ausschiittung vieler bioaktiver Substanzen, wie z.B.
Angiotensin II und Renin, die neben ihren hdmodynamischen, besonders regulative
Wirkungen auf die Produktion an extrazellularen Matrixproteinen haben.
Andererseits sind bereits grundlegende physiologische Prozesse kausal fiir eine
gesteigerte Proteindistribution verantwortlich.

Im Rahmen der neonatalen Herzentwicklung sind bei dem Gewebsumbau die
extrazellularen Proteine mafigeblich beteiligt. Die Entwicklung der Herzhoéhlen von
einer einzelnen Kammer zu einer 4-Kammer-Einheit mit separatem, unidirektional
flieBendem Blutflul} ist ein hochkomplizierter Vorgang. Die Drehung des Herzens,
Ausbildung der Septen und der Klappen mit dem zugehérigen Gewebeumbau findet
zu einer Zeit statt, in der das Herz bereits die Pumpfunktion ausiibt. Mit dem
GroBerwerden des Organismus kommt den extrazellularen Proteinen eine
wachsende Funktion zu. Sie sind verantwortlich fiir Stabilitat und Differenzierung
des Organs. Die interstitiellen Zellen synthetisieren ihre Matrixproteine geméal
ithrem Reifestadium und der Funktion und sind damit in der Lage, im Herzen
fundamentale zelluldare Eigenschaften zu modulieren, wie z.B. Proliferation,

Differenzierung und Migration von Zellen 27,

Damit es nicht zur Minder- bzw. Uberproduktion an Proteinen kommt, was mit
einer verschlechterten kardialen Leistung einhergehen wiirde, ist ein sehr
ausgewogenes Verhéltnis an regulativen Mechanismen nétig. Postpartum ist die
Enwicklung der extrazellularen Matrix im Herzen nicht abgeschlossen. Im
Gegenteil, sie ist einem progressiven Ablauf unterworfen, der sich den
Veranderungen des wachsenden Organismus anpalit 2829, Mit dem physiologisch
ansteigenden intraventrikuldren Druck vollziehen sich neben der Organisation von
Zellorganellen in den Myozyten, Abbauprozesse von Myozyten infolge apoptotischer
Ablaufe und extrazellularer Verdanderungen %,
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In der frihen postpartalen Entwicklungsphase korreliert die verdnderte
Distribution an extrazellularen Matrixproteinen, vor allem das Kollagen, mit dem
steigenden Blutdruck im Organismus 3!. Die Verankerung der Myozyten und der
Gefale im Myokard in Koordination mit der physiologischen Myozytenhypertrophie
ist ebenfalls ein postpartum ablaufender Prozel3 . Diese Vorgidnge haben zur Folge,
dass das Herzgewebe rigider wird und sich Dehnungsprozessen addquat widersetzt,

wobei eine tiberméfige Dilatation der Ventrikel verhindert wird.

Grundsatzlich teilt sich die extrazellulare Matrix in zwei Hauptproteinklassen auf:
die Glykosaminoglykane (Polysaccharide), die an Core-Proteine gekoppelt in Form
von Proteoglykanen vorliegen und die Faserproteine, die sich weiter in
Strukturproteine (z.B. Kollagene) und Adhé&sionsproteine (wie Laminin oder
Fibronektin) differenzieren lassen.

4.2.1. Glykosaminoglykane

4.2.1.1. Chondroitinsulfat

Glykosaminoglykane (Mucopolysaccharide) sind repetitive Disaccharideinheiten, die
in 4 Gruppen eingeteilt werden. Die Einteilung erfolgt nach den vorhandenen
Zuckerresten, Art ihrer Verbindung und Zahl und Position der Sulfatgruppen.
Chondroitinsulfate, z.B. reprasentieren als Mitglieder dieser Familie einen
wichtigen Bestandteil in der extrazelluldaren Matrix im Myokard. Sie erfiillen eine
wichtige Rolle bei der Regulierung von Zellfunktionen im extrazellularen Raum.
Kovalent gebunden an ein Kernprotein bilden die Chondroitinsulfatproteine oder
andere Glycosaminoglykane, wie z.B. Heparan- und Keratansulfat, die
charakteristische Tausendfiillerstruktur der Proteoglykane. Das Molekulargewicht
eines Kernproteins einschlie3lich der angefiigten Glykosaminoglykan-Einheiten
kann bis zu 100kDa betragen. Der Aufbau ist in Bezug auf Proteingehalt und
Anzahl der gebundenen Glycosaminoglykane ausgesprochen heterogen und abhéingig
von der Herkunftszelle. Uber nicht kovalente Bindungen sind die Proteoglykane in
der Lage grolle Aggregate zu bilden, mit der Tendenz langgestreckte
zufallsgekniulte Konformationen einzunehmen. Damit beanspruchen sie ein fir
ithre Masse verhaltnisméafBig groBles Volumen, welches der GroBe einer
Bakterienzelle entsprechen kann 2.

Im Myokard variiert die Lokalisation der Proteoglykane von der Basalmembran bis
zum ubiquitdren Vorkommen im extrazelluliren Raum. Ihre Molekiilstrukturen
zeigen Homologien zur Untereinheit des MCSF 3334 Die Proteoglykanaggregate

haben hydrophile Eigenschaften und besitzen eine starke anionische Ladung, die
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u.a. die Permeabilitat von Zellmembranen reguliert. Durch das Fehlen der
Proteoglykane kommt es zu dramatischen Folgen fiir die Zellen bzw. fiir das Organ:
so z.B. in Basalmembranen der Nierenglomerulie, wo es u.a. kausal fur das

Auftreten der Proteinurie angesehen wird 3.

In den hier vorliegenden Ergebnissen fanden wir die Chondroitinmarkierungen in
naher Lokalisation zur Basalmembran der Myozyten. Dort iibernimmt Chondroitin
u.a. die Aufgabe eines Molekiilsiebes und kann somit den transmembranen
Transport von Molekiilen entprechend ihrer Grofle und Ladung steuern. Die Protein-
glykanmolekiile steuern auch die Regulation von Integrin-mediierter Zelladhasion
und Zellmotilitdt und die Modulation der Integrinaffinitdt und intrazellularen

Signalvorgéngen 3336,

Kommt es zu Veranderungen der Proteoglykanexpression in der Basalmembran der
Myozyten, so hat dies schwere Auswirkungen auf die Signaltransduktion und
Anionen-/Kationenaustausch der Zelle. Aufgrund der hohen Dichte an negativen
Ladungseinheiten ziehen die Proteoglykane wie z.B. Chondroitinsulfat osmotisch
wirksame Ladungseinheiten wie Natriummolekiile an und somit auch freies Wasser
(H20). Dadurch entsteht ein Turgor, der auftretenden Druckkraften Widerstand
entgegensetzt und damit eine Pufferfunktion ausiibt. Das verleiht dem Gewebe
Flexibilitdt und folglich Stabilitat, die das Myokard bei der Kontraktion und
Relaxation benétigt. Jedoch ist dies als additiver Effekt zu der Funktion des
Bindegewebes zu sehen, welches priméar fir die Stabilitdit des Myokard

verantwortlich ist.

Die Induktion der Proteoglykansynthese in Fibroblasten kann u.a. iiber Stimulation
mit TGF-B; erfolgen, das vermehrt im Myokard bei dilatativer Kardiomyopathie
vorzufinden ist ¥7. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Chondroitinmarkierung sich
uber alle Wandschichten der Gefalle erstreckt. Erwartungsgeméall werden damit die
Zellmembranen der Endothel- und der glatten Muskelzellen erfal3t, die Fibroblasten
der Adventitia und das frei vorkommende Chondroitinsulfat. Die Erhéhung der
Proteoglykansynthese in der GefdBwand ist im Rahmen von Wundheilungs-
vorgiangen im Koronarsystem zu finden. Es kommt zur Aktivierung neointimaler
und adventitialer Zellen (Myofibroblasten) und damit zu einer Steigerung der
Proteoglykansynthese 38.

Im DCM-Gewebe kam es zur gesteigerten Chondroitinsulfatmarkierung (Abb. 3 B).
Es wiare zu diskutieren, ob dieser Effekt der Pufferfunktion kompensatorisch
genutzt wird, um der zunehmenden Rigiditdt im Myokard im Krankheitsverlauf
entgegenzuwirken. Die vermehrte Fluoreszenz von Chondroitinsulfat resultierte

einerseits aus der Verbreiterung des extrazellularen Raumes, andererseits aus
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einer intensiveren Markierung. Im Kontrollgewebe sahen wir die Chondrotin-

sulfatmarkierung als feine netzartige Anordnung (Abb. 3 A).

Die Proteoglykane kénnen Kollagenstrukturen einwickeln und bilden so ein
komplexes Ordnungsmuster mit regelméfligen Abstdnden. Die Tatsache, dass im
DCM-Gewebe die Chondroitinsulfatmarkierung mehr granuldren Charakter hatte,
ist mit einer erhohten Akkumulation im extrazelluliren Raum durch die gesteigerte
Proteinsynthese zu erkaren. Die vermehrte Expression im DCM-Gewebe begriindet
sich durch lokale Wundheilungsprozesse im Rahmen der Pathogenese, wie man es
bei Reparaturprozessen mit Narbenbildung anderer Genese gesehen hat 3839,

Chondroitinsulfat kann durch die hydrophilen Ladungseigenschaften die
Akkumulation und Diffusion von léslichen Né&hrstoffen, Metaboliten, Hormonen,
Signalmolekiilen, wie z.B. Wachstumsfaktoren (FGF-2, TGF-B:) unterstiitzen %,
Desweiteren verfiigen die Glykosaminoglykane tiber Bindungstellen fir Kollagen I,
III, IV und VI und vermégen zusitzlich lésliche Substanzen, wie Zytokine und
Wachstumsfaktoren zu binden 4143, Sie sind an der Verfiugbarkeit dieser
Transmitterproteine beteiligt und stellen dem Gewebe, inbesondere den ansissigen
Zellen ein Reservoir zur Verfiigung, auf das sofort zuriuckgegriffen werden kann,

ohne erst mit der Produktion dieser Mediatoren zu beginnen.

4.2.2. Faserproteine

4.2.2.1. Strukturproteine - Kollagene

Das Wort "collagéne" ist ein, im Zuge des franzoisischen Neologismus (19.
Jahrhundert) entstandenes, ehemals griechisches Wort, welches einen Leim
produzierenden Bestandteil im Bindegewebe beschreibt 4. Kollagene machen
ungefahr 25% der Gesamtproteinmasse in Siugetieren aus. Sie sind die
Strukturproteine der extrazellularen Matrix, deren Grundmolekilstruktur aus 3
spiralformig angeordneten Polypeptidketten besteht, die sich zu einer Helixstruktur
gruppieren. Dabei konnten bis zu 25 verschiedene Gruppierungsformen der Helix fur

einen einzigen Kollagentyp nachgewiesen werden 4445,

Die Nomenklatur basiert auf folgenden Regeln: die individuellen Peptidketten
werden o-Ketten genannt und mit arabischen Nummern bezeichnet, deren
Kollagentyp sie reprisentieren mit romischen Zahlen. Die Numerierung der
Kollagentypen und Ketten ist willkiirlich erfolgt und spiegelt die historische
Aufeinanderfolge ihrer biochemischen Charakterisierung wider. Die Kollagene
enthalten verstirkt die Aminosduren Prolin, Hydroxyprolin und Glycin. Bis heute
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konnen bis zu 18 verschiedene Typenformen von Kollagenen unterschieden werden,

von denen alle, bis auf Kollagen I Disulfidbriicken zwischen Cysteinen ausbilden
44,46

Man unterteilt die Kollagene aufgrund ihrer Struktur und molekularen Anordnung
in 2 Hauptgruppen: in die fibrillaren und nicht-fibrilliren Kollagene 4445, Zu der
fibrillaren Gruppe gehoren Kollagen I, II, III, V und XI, deren einzelne Molekiile in
ihrer Formation durch ein longitudinales Uberlappungsmuster eine Art Staffelung
bilden 4. Damit ensteht eine fibrillare Form, die durch kovalente Bindungen (inter-
wie intramolekular) stabilisiert wird, wodurch diese Gruppe sich gut Zug-, und
Scherkraften widersetzen kann. Auller Typ XI werden die anderen Kollagene im
Herzmuskelgewebe exprimiert; Typ II hingegen nur voriibergehend wahrend der
Embryonalentwicklung des Herzens.

Aufgrund der Aggregatvielfalt der Kollagenmolekiile wird die Gruppe der nicht-
fibrilliren Kollagene weiter in Untergruppen unterteilt. Sie setzen sich zusammen
aus: FACITs, flachenférmigen und perlschnurférmigen Kollagenen. Zu den FACITs
gehoren Kollagen IX, XII und XIV, deren Hauptunterscheidungsmerkmale die
Interrupts in ihren Helixsequenzen sind. KollagenIX wird als einziges
voribergehend wahrend der Herzentwicklung exprimiert. Dabei orientiert es sich bei
der Anordnung an der Oberfldche von Kollagen II-Fibrillen 4. Kollagen IV, das in
dieser Arbeit untersucht wurde, wird ebenso wie Typ VIII, in die Gruppe der
flichenformigen Kollagene eingeordnet. Letzteres ist ein wichtiger Bestandteil der
Descemet’schen Membran und wird wie Kollagen II und IX zeitweise wahrend der
kardialen Entwicklungsphase exprimiert. Kollagen IV ist in der Basalmembran fast
aller Gewebearten lokalisiert, somit auch im Myokard und bildet dort ein Netzwerk

mit anderen Bestandteilen, wie Laminin und Proteoglykanen 33.

Als letztes soll auf die Gruppe der perlschnurférmigen Kollagene kurz eingegangen
werden, zu der Kollagen VI bisher als einziges Mitglied gezahlt wird. Es besitzt
Bindungstellen zu verschiedenen interstitiellen Proteinen und dient somit als
Verbindung zwischen (extra)-zellularen Komponenten. Hauptbildungsort der
Kollagene im Mpyokard sind die Fibroblasten, neben Endothel- und glatten
Muskelzellen. Da die Kollagenmolekiile im Verhéaltnis zu der produzierenden Zelle
einen groBeren Durchmesser besitzen, werden statt Kollagenvorstufen, die
Prokollagene gebildet, Diese Prokollagene bauen sich dann selbst, oder im Rahmen
einer Kaskade, bei der bis zu 13 verschiedene Enzyme beteiligt sind, in ihre
endgiiltige Kollagenform um. Obgleich nur ein kleiner Gehalt an Prokollagenen nétig
ist, um das bereits bestehende Kollagengeriist zu unterhalten, werden tibermaBige
Kollagenakkumulationen im Gewebe vermieden, indem bis zu 60% des
neusynthetisierten Kollagens entweder sofort intra-, oder extrazellular mittels
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Kollagenasen, den MMPs, abgebaut werden 4. Als regulative Mechanismen fir die
Kollagenproduktion in Fibroblasten kénnen Hormone (L-Thyroxin, Angiotensin II),
Zytokine (TNF-a, Interleukine), Wachstumsfaktoren (TGF-1), Adh&sionsmolekiile,

Neurotransmitter und sogar mechanische Einfliisse dienen 4749,

Die drei Gewebskomponenten des Myokard beinhalten das Epimysium, Perimysium
und Endomysium. Darin sind spezifische Proteine des Bindegewebes, vor allem
Kollagene, Elastin und Proteoglykane angeordnet. Die Matrixstrukturen mit ihren
zugehorigen Kollagentypen dieser 3 Unterteilungen variieren im normalen Myokard
je nach Entwicklungstadium. Dabei ist die endgiiltige Rolle der Kollagene wéihrend
der Herzentwicklung, insbesondere in humanem Gewebe, noch immer nicht

vollstandig geklart.

Man vermutet einen wichtigen Einflul wadhrend der Entwicklung funktioneller
Eigenschaften und der Morphogenese, z. B. bei der Zelldifferenzierung, Organisation,
und Migration extrazellularer Komponenten. Indes kann sich die vollstandige
Ausbildung der Kollagenstrukturen im Epi-, Peri-, Endomysium postpartum bis

Wochen hinziehen %,

Viele der publizierten Daten beziehen sich auf Untersuchungen, die an Modellen
von Ratten-, Mause- und Hithnerembryonen gewonnen wurden. Erst seit kiirzerer
Zeit kann man auf Studien mit molekularbiologischen Methoden zuriickgreifen, die

nun intensiv an menschlichem Myokardgewebe angewendet werden.

Kollagene bilden ein dreidimensionales Netzwerk im Interstitium des Myokards,
das eine Vielzahl an Aufgaben erfiillen mul3. Die Distribution der Kollagenfasern

erfolgt daher in den unterschiedlichsten Konfigurationen.

Im Permysium liegen die Kollagenbiindel tranversal, parallel und schrag zur
Myozytenldngsachse der jeweiligen Myozytengruppen. Damit wird der physikalische
Stress, dem die Gruppen ausgesetzt sind, limitiert und nétige Krafte wiahrend der
Diastole werden generiert. Der Durchmesser der endomysialen Kollagenfasern

variiert zwischen 0.1 bis einigen Millimetern.

Die Kollagenfasern im Endomysium umgeben jeden individuellen Myozyten,
verbinden sie untereinander, oder verankern Kapillaren mit Myozyten. Rezeptoren
fir die Insertion der Fasern an der Oberfliche des Myozyten befinden sich im
Bereich des Z-Streifens 95!, Die intermyozytiaren Fasern sind transversal lateral
zur Langsachse am Myozyten befestigt, die zwischen Myozyten und Kapillaren
ziehen von transversal tangential zur Langsachse der Myozyten. Wahrend der
Diastole verhindern die intermyozytdren Fasern durch Spannung ein

Auseinandergleiten der Myozyten. In der Systole findet, in Gegenwart des erhéhten
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ventrikuldren Wanddruckes, ein Anspannen der transversal tangentialen
Faserbiindel statt, das die Kapillaren offenhalt, um einen ausreichenden Blutfluf}
zu sichern 29505253 Die Kontraktion der Muskelzellen wird als einheitliche Kraft auf
das Gewebe tubertragen. Es wird sichergestellt, dass die freiwerdenden
Krafteverdnderungen wiahrend der Systole und Diastole effizient verwertet werden.
Kollagene sind durch ihre Verankerung im Bereich des Z-Streifens
mitverantwortlich fiir die Anordnung der Sarkomere wahrend den Herzaktionen und
verhindern ein Uberdehnen der Muskelfibrillen 3. Zusitzlich dienen die
Kollagenfibrillen den interstitiellen Zellen als Leitstruktur fir ihre Migration im

extrazellularen Raum.

4.2.2.1.1. Kollagen I und III

Kollagen I und Kollagen IIT gehoéren zur Gruppe der fibrillaren Kollagene, die
ubiquitar im extrazellularen Raum im Myokardgewebe vorkommen. Kollagen I ist
ein Heterotrimer, das aus zwel ai-Ketten und einer agz-Kette besteht, hingegen
Kollagen III, als Homotrimer aus drei identischen ai-Ketten. Die Lénge der
Molekiile beider Proteine betriagt ca. 300 nm Léange. Die longitudinale Anordnung
der Molekile erfolgt zunichst als Kopf-zu-Schwanz-Verbindung, die mit Hilfe
weiterer parallel versetzter Molekiile eine Uberlappungsformation bildet. Diese Art
der Staffelung ist der Grundstock fiir den Aufbau der Kollagenfibrillen, die bis zu
100 um lang werden konnen. Zwischen den Molekiilen stabilisieren Disulfidbriicken
oder Lysinreste die Kollagenfibrille. Letztere Art der Stabilisierung gibt Kollagen I
die ungeheure Zugfestigkeit, die von einigen Autoren mit der von Stahl verglichen

wird.

Die Verankerung der Fibrillen an Zellen erfolgt tiber Integrine . Hauptbildungsort
beider Kollagenarten ist, neben glatten Muskelzellen und Endothelzellen, der
Fibroblast 558, Vergleicht man beide Kollagene miteinander, so erscheinen die
Kollagen I-Fibrillen dicker im Durchmesser. Kollagen III tritt geh&duft in
Kolokalisation mit Typ I auf und ist flexibler 5152, Kollagen I kommt in vielen
Geweben wie Knochen, Sehnen, Haut und Herzgewebe vor, Kollagen Il hingegen nur
in Haut- und Herzgewebe. Auch wenn die Lokalisation begrenzt erscheint, so
nehmen die Kollagene einen wichtigen Stellenwert in der Stabilitdt von Organen
ein. Ein biochemischer Defekt der Kollagen III-Synthase, wie er z.B. beim Ehlers-

Danlos-Syndrom vorkommt, kann lebensbedrohliche Folgen haben .

Das Verhaltnis beider Kollagene zueinander entwickelt sich wahrend der
Herzentwicklung pra- wie postpartal. 1974 identifizierten Johnson et al. mit Hilfe
biochemischer Methoden und der Elektronenmikroskopie Kollagen I in

Hihnereiherzen nach 30 - 45 Stunden Inkubation . Dieser Zeitpunkt
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korrespondiert mit dem Stadium der Herzhohlenformation, Muskeldifferenzierung
und den ersten Muskelkontraktionen ®. Jackson et al. zeigten in einer detailierten
chronologischen Dokumentation, dass sich in humanen Feten ab der 12. Woche
rudimentédre endomysiale Kollagen I und III-Strukturen nachweisen lassen. Dabei
tritt Kollagen III vor Kollagen I mit stdrkerer Distribution in Erscheinung. Im
Perimysium konnten dagegen noch keine Kollagenstrukturen nachgewiesen werden.
Ab der ca. 15. Woche sind prominente permysiale und intermyozytiare Kollagen-
faden sichtbar, wobei wieder Kollagen III gegeniiber Kollagen I (und selbst bei
spateren Zeitpunkten) eine kontinuierlich vorherrschende Distribution aufweist 6L,
Das andert sich im weiteren Verlauf, wie man von Studienergebnissen von
Marijianowski et al. weill 6, die einen hoheren Gehalt an Kollagen I in humanen

neonatalen Herzen nachwiesen.

Postpartum wird die Kollagensynthese erneut gesteigert, zu einem Verhaltnis
Kollagen I zu Kollagen III von 1.3 bis 2:1, das schliellich dem Verhéltnis in adulten
Herzen entspricht 2962, Dabei 1st dieses Verhéltnis von mechanischen Faktoren
beeinflulbar. So kann z.B. Dehnungsstress der Ventrikelwand die mRNA fir
Kollagen III in Fibroblasten erhéhen und somit das Verhéltnis zu Kollagen(
verandern 4763, Pauschinger et al. konnten zeigen, dass sich das Verhéltnis
KollagenI zu Kollagen III mit dem Gesamtkollagengehalt bei Patienten mit
dilatativer Kardiomyopathie signifikant erh6hen kann 6.

Aber nicht nur die Quantitidt der Kollagene ist entscheidend fur die
linksventrikuldre Dysfunktion, sondern auch die morphologischen Verdnderungen
einzelner Kollagenstrukturen. Einige Arbeitsgruppen haben herausgefunden, dass
bei der dilatativen Kardiomyopathie die Zunahme des Durchmessers der
Kollagenfibrillen und das Ausmal} ihrer Querverbindungen einen entscheidenen
EinfluBl auf die linksventrikuldre Dysfunktion haben 6566, Es findet eine
Umstrukturierung der Faseranordnung statt. Durch die Zunahme der diinnen
(Kollagen IIT) Fasern in der frihen Phase des Gewebsumbaus, resultiert eine
Abnahme an stabilen lateral ansetzenden Kollagen I-Fasern. Eine Abnahme an
lateralen dicken Fasern wird ursichlich fiir ein “slippage® der Myozyten und eine
Ventrikelwandverdiinnung gesehen ¢. Im weiteren Verlauf werden die feineren
Kollagen III-Fasern durch stabilere Kollagen I-Fasern ersetzt, mit dem Erfolg, dass

es die systolische und diastolische Steifheit im Ventrikel erhoht 6869,

Die zunehmende Genexpression von Kollagen mit der resultierenden erhohten
Kollagendistribution im extrazelluldren Raum korreliert mit der linksventrikularen
Dysfunktion, da es infolge zunehmenden linksventrikuldren enddiastolischen
Druckes zum Versagen des Frank-Starling-Mechanismus kommt 70-72,
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Der Kollagengehalt im Gewebe unterliegt den lokal ansissigen
Matrixmetalloproteinasen (MMPs), einer Gruppe von Enzymen, die sich in die
interstitiellen Kollagenasen, Gelantinasen, Stromelysine und membrangebundenen
Matrixmetalloproteinasen (MT-MMPs) aufteilen. Alle Komponenten dieser Gruppe
sind fiir den Abbau der Kollagenstrukturen bzw. Komponenten der Basalmembran
verantwortlich. Zusatzlich sind die Proteinasen in der Lage sich gegenseitig zu
aktivieren. Es liegen fast 6 verschiedene Unterformen vor, die im normalen Myokard
in einem ausgewogenen Verhéaltnis zur Kollagensynthese am “remodeling” des
Herzens beteiligt sind. Inhibitorisch wirken endogene TIMPs. Die Aktivitat der
MMPs kann durch den Einflul} von z.B. Zytokinen (TNF-a), bioaktiven Substanzen
(Katecholamine) oder mechanischen Einfliissen erhoht werden. Im Stadium der
Herzinsuffizienz tritt ein Milverhéltnis auf. Es kommt zur gesteigerten Synthese
von MMPs (ohne Erhéhung der inhibitorisch wirkenden TIMPs) in den

Bindegewebezellen und in den Kardiomyozyten.

Dieses Phidnomen der gesteigerten Synthese an Kollagen-abbauenden Enzymen
erscheint Paradox, da das morphologische Charakteristikum der dilatativen
Kardiomyopathie die Fibrose im Myokard ist. Die gesteigerte MMP-Synthese ist
jedoch als Kompensationsmechanismus zur gesteigerten Kollagensynthese zu sehen
und somit eher als unglinstig zu bewerten, da das Gleichgewicht zwischen Abbau
und Neusynthese von Kollagenen gestort ist 7376,

Bei unseren Untersuchungen sah man durch die Sirius-Rot-Farbungen eine
Verteilung von Kollagen I und III im Perimysium und Endomysium des Kontroll-
sowie des DCM-Gewebes (Abb.2A bis C). Es konnten im Gewebe mit dilatativer
Kardiomyopathie Areale schwerster Fibrose dargestellt werden, in denen alle
Kollagentypen lokalisiert waren (Abb.[2B und C). Dabei waren die Kollagene nicht
nur im perivaskuldren Raum von Venen und Arterien, sondern gleichfalls ubiquitér
und fokal vermehrt zu finden. Die Kontrollgewebe wiesen insgesamt eine deutlich

geringere Akkumulation der Kollagenarten auf (Abb.[2A).
In der Literatur wird zwischen zwei verschiedenen Fibroseformen unterschieden:

1. die reaktive Fibrose, die als Antwort auf neurohumorale Faktoren wie z.B.
Aldosteron hervorgeht und nicht den Untergang von Myozyten voraussetzt. Man
findet diese Form der Fibrose z.B. als Antwort auf eine erhohte myokardiale
Beanspruchung — z.B. bei Sportlern. Sie ist vorrangig perivaskuldr im

Interstitium lokalisiert.

2. die Reparationsfibrose, die mit dem Verlust von Myozyten einhergeht und daher
vorrangig fokal im Interstitium zu finden ist. Dabei werden die nekrotischen

Areale durch festes Narbengewebe ersetzt 7. Andere Autoren differenzieren die
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Reparationsfibrose weiter in eine segmentale Fibrose, wie man sie hiufig bei
einem Myokardinfarkt > 1 cm? findet. Narbengewebe, das sich nach fokalem
Myozytenverlust entwickelt und kleiner als < 1 cm? ist, wird “replacement®-
Fibrose genannt. Diese interstitielle Fibrose geht einher mit einer Erweiterung
des extrazellulairen Raumes, in dem das Kollagen vermehrt zwischen den
Myozytengruppen vorzufinden ist - als Ergebnis auf einen diffusen Untergang der

Myozyten 7879,

Bei der Beurteilung unserer kardiomyopathischen Gewebeschnitte wurde in einem
Patienten die reaktive, sowie die reparative und/oder “replacement”-Fibrose
beobachtet (Abb.2C, 4B, 5B, 7D). Die Haufigkeit und Lokalisation der Fibrose
ergibt sich dabei aus dem verantwortlichen Pathomechanismus. Ursachlich bei der
dilatativen Kardiomyopathie fiir die Reparationsfibrose oder “replacement®-Fibrose
ist der ortliche Verlust von Myozyten, hervorgerufen durch Vorginge wie z.B.
Apoptose, degenerative intrazelluldre oder fokal ablaufende immunoreaktive
Prozesse, die den Untergang von Muskelzellen zur Folge hatten.

Die reaktive Fibrose, die im gesamten Gewebe zu sehen ist, wird durch veridnderte
neurohumorale Faktoren (Aldosteron, Angiotensin, Norepinephrin) verursacht,
deren Plasmaspiegel bei diesen Patienten erhoéht sind. Da die Narbenbildung im
Myokard dynamischen Prozessen unterworfen ist, erscheint es plausibel, dass man
in einem Praparat neben der abgeschlossenen Narbenbildung, ein zuséatzliches

frithes Fibrosestadium feststellen konnte.

Die Zunahme der Fibrose im Myokard gilt als hauptursachlich fiir die myokardiale
Rigiditat und sorgt damit fiir die schlechter werdende ventrikuldre Funktion. Wir
schlieflen aus den hier diskutierten Befunden, dass die erhohte Ventrikelsteifheit
bei der dilatativen Kardiomyopathie auf die vermehrte Kollagen I und II
Distribution zuriickzufiihren ist. Fokal verursacht diese Zunahme asynchrone
Kontraktions-/Relaxationsablaufe der ventrikuldren Aktionen 8081, Aufgrund der
progredienten Ventrikelsteifheit kommt es zum steigenden enddiastolischen
Fillungsdruck bei schlechter werdender Compliance und zunehmender Ineffizienz
beim Frank-Starling-Mechanismus. Langerfristig etabliert sich dadurch eine

manifeste Herzinsuffizienz mit schlechter Prognose.

4.2.2.1.2. Kollagen IV

Kollagen IV gehort zu den flachenférmigen Kollagenen und ist ein wichtiger
Bestandteil der zellularen Basalmembran. Dieses Protein wurde u.a. ausfiihrlich in
Drosophila melanogaster (Stubenfliege) studiert. Trotz der Unterschiede im Genom

konnen die gewonnen Ergebnisse auf Vertebraten tibertragen werden, so dass viele
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Details iiber Kollagen IV im Menschen bekannt wurden 3344, Das Kollagen IV
Monomer besteht aus einer Triplehelix von circa 400 nm Léange und 1.5 nm Breite.
Von den Polypeptidketten, die die Helix bilden kénnen, sind bisher 5 verschiedene
a-Ketten beschrieben worden. Somit existieren organspezfische Isoformen von
Kollagen IV &, Die Triplehelix enthdlt 26 Unterbrechungen, die die gesamte
Molekilstruktur biegsamer als die ihrer verwandten fibrillairen Kollagene macht.
Durch eine Kopf-an-Kopf-Bindung an der C-terminalen globuldren Domaine mit
einem anderen Monomer wird ein Dimer gebildet. Uber laterale- bzw. weitere Kopf-
an-Kopf-Verbindungen mit weiteren Dimeren ensteht nun ein sehr verzweigtes
Gertist, das sich in der Basalmembran zu einem mehrschichtigen Netzwerk

zusammenfugt.

KollagenIV wird von Fibroblasten, glatten Muskelzellen, Endothelzellen und
Kardiomyozyten gebildet 5783, Die Funktion des Kollagen IV in der Basalmembran
liegt in der Stabilitat fiir die Zelle, die durch die zug-, und reifesten Eigenschaften
der Kollagene erreicht wird. Dabei wird sichergestellt, dass die Architektur der
Basalmembran und deren Funktion wahrend physiologischer Formverdnderungen
nicht beeintrachtigt wird, wie z.B. bei den Kontraktions/Relaxationszyklen. In dieser
Lokalisation ist Kollagen IV ein wichtiger Baustein in der Basalmembran und
erganzt sich in der Funktion mit anderen Zellwandproteinen wie Laminin,

Proteoglykanen und Integrinen 3384,

Im DCM-Gewebe sowie im Kontrollgewebe zeigten sich die Kollagen IV-
Markierungen dhnlich wie die von Laminin: als feiner Saum, wie ein Netzwerk,
umgibt Kollagen IV den Kardiomyozyten und folgt genau den Invaginationen der
Zelle. Im Lé&angsschnitt ist dies als T-System zu sehen. Im Vergleich mit dem
Kontrollgewebe wiesen die Basalmembranen im Gewebe der dilatativen
Kardiomyopathie oft inhomogene Strukturen auf (Abb.6C). In Bereichen mit
zunehmender Fibrose war besonders deutlich zu sehen, dass die sonst so
zahlreichen T-Tubuli reduziert vorzufinden waren. Die Basalmembran erscheint
verbreitert und fragmentiert. Dafiir werden intrazelluldre Degenerationsvorginge
verantwortlich gemacht. Wahrend der Erkrankung kommt es zur Degeneration der
zytoskelettiaren Proteine wie Desmin, Vinculin und Talin, die alle eine wichtige
Rolle bei der Verankerung der Myofilamente zur Zellmembran spielen 8586, In
diesem Rahmen kommt es aufgrund der Degenerationsvorgdnge und der

einhergehenden Myozytenhypertrophie zur Aufweitung der T-Tubuli.

Die vermehrten KollagenIV-Ablagerungen in der Basalmembran koénnten als
reaktive Zellantwort auf die wachsende Instabilitat der Muskelzelle zu deuten sein,
sowie aufgrund einer liberschiessenden KollagenIV-Synthese nach Aktivierung

durch verschiedene Stimulationsmechanismen bei den stattfindenen Entziindungs-
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und Wundheilungsprozessen. Im Rahmen anderer Kardiomyopathieformen konnte
die Arbeitsgruppe von Ohsato beobachten, dass die KollagenIV Verteilung sich
nicht langer auf die Basalmembran der Myozyten beschriankt, sondern vermehrt im
Interstitium zu finden ist 8. Diesen Befund konnte in unserem DCM-Gewebe vor
allem in Bereichen der Fibrose hiufig beobacht werden. Es ist jedoch zu diskutieren,
ob die Kollagen IV Strukturen, die vermehrt im Interstitium bei DCM-Patienten
gefunden wurde, entweder als Produkt einer gesteigerten Synthese extrazellularer
Matrixproteine zu sehen ist, oder Basalmembranfragmente bereits abgestorbener

Myozyten sind.

Wir folgern aus den erhobenen Befunden im DCM-Gewebe, das die erhohte Kollagen
IV-Synthese eine Verdickung des Sarkolemms zur Folge hat, dass die einzelnen
Myozyten rigider werden — sie somit ineffizienteren Aktionsabldufen unterworfen
sind. Wir sehen das als einen weiteren kausalen Faktor zur progredienten
Ventrikelsteifheit im Rahmen dieser Erkrankung. Desweiteren sehen wir in der
zunehmenden Dicke des Sarkolemms, infolge erhéhter Kollagen IV-Verteilung, eine
kausale Rolle fiir ein Versorgungsdefizit des Myozyten, da der transmembrane
Transfer von Elektrolyten, Sauerstoff und Signaltransmittern gestort wird.

4.2.2.1.3. Kollagen VI

Kollagen VI wurde 1976 zuerst von Chung et al. 8 in der Intima von aortalen
GefaBwanden isoliert und beschrieben. Urspriinglich als Intimakollagen bekannt,
wurden dem Protein spater Namen wie: Kurzkettenkollagen oder Zebrakollagen
zuteil, bis man es schlieBlich in die Gruppe der perlschnurférmigen Kollagene
einordnete. Die Grundmolekiilstruktur von Kollagen VI besteht aus einem kurzen
Monomer mit Bindungsdomainen an beiden Enden. Es setzt sich aus einer
Triplehelix zusammen, bestehend aus drei Polypeptidketten, deren ai- und aq-Kette
ein Molekulargewicht von ca. 150 kDa besitzen und die as-Kette zwischen 180 und
260 kDa schwer i1st. Die Monomeren ordnen sich zu Dimeren, diese wiederum zu
Tetrameren zusammen. Letztere gehen untereinander in linearer Anordnung tiber
ithre Bindungsdomainen in Kontakt - bis zu einer Linge von ca. 110mm 899, Die so
gebildeten Filamente haben eine Breite von 7 bis 9mm. Sie bauen zusammen ein
komplexes Netzwerk im Interstitium, wobei sie tuber Disulfidbindungen
miteinander verbunden und stabilisiert werden. Die Anordnung der Bindungs-
domainen entlang der Filamente geben dem Protein ein perlschnurartiges

Aussehen.

Bei der Auswertung unserer Fluoreszenzfiarbungen konnten wir die Lokalisation von
Kollagen[VI in unmittelbarer Nidhe zum Kardiomyozyten darstellen (Abb.[7B).

Dabei schien das Kollagen mit seinen feinen Strukturen die Muskelzelle
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strumpfférmig zu umschlieBen. Kollagen VI als Strukturkomponente der
Basalmembran von Kardiomyozyten wurde bereits 1984 beschrieben 9. Das erklart
unsere Befunde hinsichtlich der Markierungen des T-Systems, das weit in den
Myozyten hineinreicht (Abb.[TA). Die Ausldufer der T-Tubuli lieBen sich im
Explantatgewebe vermehrt und deutlicher darstellen, was durch eine Dilatation der

T-Tubuli erklart werden kann .

Kollagen VI steht in dieser rdumlichen Ndhe zum Myozyten iiber Bindungsstellen
fir a- und B-Integrine mit dem Laminin in Verbindung und ist so in der Lage die
Zelladhésion zu vermitteln. Zu den Bindungsstellen dieses Kollagens gehoren bis zu
11 Sequenzen mit der typischen Arginin-Glycin-Aspartat (RGD) - Folge, die eine
wichtige Rolle in der Interaktion mit Integrinen bzw. anderen Matrixproteinen
spielt 449, Die Anwesenheit der RGD-Sequenz konnte mitverantwortlich fir die
Adhiésion von Kollagen VI an der Zelloberflache von Fibroblasten sein. Man konnte
in unseren Untersuchungen den unmittelbaren Kontakt des Kollagen VI mit
Fibroblasten mit Hilfe der Kollagen-VI/Vimentin-Doppelfarbung zeigen (Abb.11B).
Uber diesen Kontakt werden Stressinformationen und andere Mediatorformen von
Myozyten direkt an den Fibroblasten iibermittelt und induzieren so die Synthese
von Matrixproteinen. Neben Bindungsdomainen fiir Fibronektin sind weitere fiir
den von Willebrandfaktor und andere Kollagene bekannt. Synthetisiert wird

Kollagen VI in Fibroblasten, Endothelzellen, Perizyten und glatten Muskelzellen.
83,90

Positive Strukturen fiir Kollagen VI fanden sich in Bezug auf das Gefallsystem in
der Adventitia und in der Lamina media. Dieser Befund geht mit den Ergebnissen

anderer Arbeitsgruppen einher %,

Die Aufgaben von Kollagen VI, vor allem im myokardialen Gewebe, sind noch nicht
eindeutig geklart. Kollagen(VI ibernimmt die Rolle des Verbindungsglieds
zwischen den Hauptkollagenen I und III und den zelluldren Bestandteilen der
extrazellularen Matrix. Bei ndherer Betrachtung der Fluoreszenzschnitte, sah man
die spezifische Markierung fiir Kollagen VI als feines Netzwerk zwischen den
Myozyten und den interstitiellen Zellen. Kollagen VI scheint bei der Formation und
Migration von Zellen wahrend der Ausbildung der Herzklappen und Septen im
neonatalen Wachstum wichtig zu sein. Angeborene Herzfehler, die mit Kollagen VI
assoziiert werden sind beim Down-Syndrom beschrieben worden. Man weil3, dass
die Genloci von Kollagen VI in dem Areal auf Chromosom 21 liegen, welches der
Triplikation unterliegt und verantwortlich fiir die Ausbildung des Trisomie 21-
Phénotyps ist %%, Aus Tierversuchen mit Kollagen VI-Knockout-M#dusen weill man,
dass es zu dramatischen strukturellen Verdnderungen muskuldrer Zellen kommt,
wie man es vom klinischen Bild der Bethlem Myopathie kennt 9. Kollagen VI
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ubernimmt somit wichtige Positionen in der Regulierung von Zellmigration,

Zelldifferenzierung und embyonaler Entwicklung im muskuldren Gewebe.

Beim Vergleich DCM-Gewebe versus Kontrollgewebe war die intensivere
Fluoreszenz und die vermehrte Distribution von Kollagen VI im vergréBerten
extrazellulairen Raum sehr auffallig (Abb. 7 C und D). Die Lokalisation der
vermehrten Kollagen VI Prédsenz verlief parallel mit den Anordnungen der
bekannten Kollagen I und IIT Strukturen.

Man weil}, dass es in Stadien verschiedener inflammatorischer Prozesse zur
erhohten Expression von Kollagen(VI kommt 729100  Allerdings war eine
Kreuzreaktion des Kollagen VI-Antikorpers zu Kollagen I oder III initial nicht
auszuschlieBen. Wir fithrten daher eine Uberpriifung der Spezifitat des Antikdrpers
mit Hilfe der Westernblot Technik durch. Diese zeigte nur eine positive Bande fiir
das Kollagen VI, so dass es sich bei den dargestellten Strukturen ausschlieBlich um
Kollagen VI handeln mull (Abb.[13). Zu diskutieren ist der Aspekt, dass die
welligen, dicken Formen der Kollagen VI-Fasern trotzdem den anderen
Kollagentypen zugeordnet werden konnen. Kollagen VI hat im myokardialen
extrazellularen Raum eine hohe Bindungsaktivitat zu den Kollagenen I und III und
uberzieht mit seinem feinen Netzwerk die groBeren KollagenI-Fasern. Der
Volumenanteil der feinen KollagenVI-Fasern ist aber insgesamt geringer als der
von Kollagen I. Dadurch wird der Eindruck erweckt, dass der Anteil an Kollagen VI
dem von Kollagen I gleichgesetzt werden kann. Von dem Gesamtkollagengehalt an
Kollagen VI im normalen und erkrankten Myokard ist bisher wenig berichtet

worden.

Bashey et al. haben in einer Studie mit normalen Primaten-, Ratten- und
Hundeherzen gezeigt, dass der Gesamtgehalt an Kollagen VI nicht mehr als 5%
betragt %. Intaktes Kollagen VI ist jedoch schwierig zu isolieren, da es in
herkémmlichen Puffern unléslich ist, so dass frither meist ein pepsinresistentes
Fragment isoliert wurde und der Hauptanteil an Kollagen VI im Zuge der Reinigung
verloren ging. Aufgrund der so gewonnenen niedrigen Mengen des Fragmentes wurde
gefolgert, dass Kollagen VI einen niedrigen Anteil im Bindegewebe hat. Einige
Forschergruppen vermuten daher, dass Kollagen VI einen erheblich hoheren Anteil
im myokardialen Bindegwebekollagen darstellt 101,

Letztendlich ist die Zunahme an Kollagen VI, wie aus den Befunden im DCM-
Gewebe ersichtlich, als Ergebnis einer vermehrten Kollagen-VI-Synthese zu deuten,
wie sie parallel mit der Zunahme der anderen Kollagentypen bzw. Matrixproteine
einhergeht. Ursichlich sei hier die uniforme Gewebsantwort im Rahmen der

vorliegenden lokalen inflammatorischen Prozesse. Die gesteigerte Kollagen[VI-
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Verteilung tragt zu einem steifer werdenden linken Ventrikel bei und ist als
mitverantwortlich fiir die progrediente Funktionsstéorung des Myokards im Rahmen

der dilatativen Kardiomyopathie zu sehen.

4.2.2.2. Adhasionsproteine

4.2.2.2.1. Fibronektin

Fibronektine konnen als grof3e Glykoproteine (2 Untereinheiten bilden einen Dimer)
in der extrazellularen Matrix, bzw. in der Basalmembran von Zellen, in 16slichem
Aggregatzustand im Plasma oder in anderen Korperfliissigkeiten nachgewiesen
werden. Durch “alternative gene splicing” entstehen verschiedenene Strukturformen
mit spezifischen Aufgaben. Der Vorgang des Spleillens ist jeweils zellspezifisch, so
dass viele Isoformen von Fibronektin existieren. Aufgrund dieser Fiille an
Distributionsmoglichkeiten wurden bestimmte Kriterien der Grundstruktur
definiert 102;

1) die Untereinheit besitzt ein Molekulargewicht von 220-250 kDa
2) es besteht eine Disulfidbindung zwischen den 2 Untereinheiten
3) Fibronektin besitzt die Kapazitit, an Gelatine zu binden

4) immunologische Kreuzreaktivitat

Neben der Aggregatvielfalt unterliegt den Isoformen ein grofBes Aufgabenfeld. Das
Fibronektinmolekiil weist Bindungstellen fiir Heparin, Fibrin, Gelatine, Kollagene
und fir spezifische Oberflachenrezeptoren unterschiedlichster Zelltypen auf. Auf
diese Weise organisiert es die gesamte extrazelluldare Matrix und organisiert Zellen
in ithrer Formation. Neben der Zelladhision mit extrazelluldarem Material, fordert
Fibronektin die Zellmigration wihrend der Embryogenese, Onkogenese, der
Phagozytose und vor allem die Wundheilung 103,104,

In den untersuchten Gewebeschnitten bildeten die Fibronektinmarkierungen
interzellular gelegene lange diinne Fibrillen. Sie hatten Kontakt zu der
Basalmembran der Myozyten, mit der sie mittels Integrinen in Kontakt stehen.
Jeder Myozyt wurde mit einem feinem Netzwerk, das bis in die T-Tubuli
hineinreichte, umgeben (Abb.[8A). Die Integrine stellen eine Verbindung zum
Zytoskelett her. Somit ist Fibronektin an der Signalumwandlung bzw. am
Signalaustausch zellularer Einheiten unmittelbar beteiligt. Durch die Verbindung
der Fibronektinstrukturen mit dem Kollagennetzwerk im Interstitium nimmt es

Anteil an der myokardialen “compliance® 15,
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Fibronektin wird von glatten Muskelzellen, Fibroblasten, Endothelzellen und
Makrophagen synthetisiert. Einen stimulierenden Einflull auf die Transkription von
Fibronektin in den synthetisierenden Zellen haben Mediatoren wie: EGF, PDGF,
TGF-B, cAMP, CTGF und Angiotensin 58106-109,

Wir fanden das Fibronektinnetzwerk insbesondere im perivaskuldren Raum und im
Perimysium. Beim Vergleich der Gewebe von Patienten mit dilatativer
Kardiomyopathie mit Kontrollgewebe war eine massive Fibronektinmarkierung im
Kardiomyopathiegewebe auffiallig (Abb.[8B). Sie korrelierte mit der Lokalisation
der Fibrose. Die erhéhte Fibronektinmarkierung im Kardiomyopathiegewebe erklart
sich durch die Funktion des Proteins.

Der Expression von Fibronektin wird wadhrend der Herzentwicklung und
kardiovaskuldren Genese, bei der es fir die frihe Zellmigration, Ausbildung der
Herzschleife und Umbau in ein mehrkdmmeriges Organsystem mitverantwortlich
sein soll, eine bedeutende Rolle zugeordnet, insbesondere bei Wundheilungs-
prozessen und den damit verbundenen Umbauvorgidngen im Gewebe 110111 Im Zuge
sofort einsetzender Reparationsmalnahmen, z.B. nach Traumen oder beim
Myokardinfarkt, kann Fibronektin sehr frith vermehrt nach dem pathologischen
Ereignis nachgewiesen werden. In diesen Arealen findet sich anfinglich ein erhéhter
Gehalt des schon vorhandenen zirkulierenden Plasmafibronektins. Ab dem 2. Tag
findet eine de novo Synthese von Fibronektin statt, das von der gesteigerten
Produktion in Fibroblasten, glatten Muskelzellen, Plattchen, Makrophagen und
Endothelzellen herrihrt 106112115 Fibronektin stimuliert die Migration und
Adhésion weiterer Zellen (Fibroblasten, Endothelzellen, Monozyten, Makrophagen)
im Reparationsgewebe. Desweiteren werden die rekrutierten Zellen dazu angeregt,
neben Fibronektin z.B. Wachstumsfaktoren, Zytokine zu exprimieren, die wiederum
eine erhohte Synthese von Fibronektin zur Antwort haben. Die gesteigerte Synthese
an Fibronektin h&lt iiber einen bestimmten Zeitraum an, bis sich festes
Narbengewebe, vorwiegend aus KollagenI und III bildet, und fallt danach

kontinuierlich ab 112116,

Anhand der Ergebnisse, die bei der Beurteilung der DCM-Gewebe gewonnen wurden,
kann man sagen, dass Areale mit erhéhter Fibronektinexpression ein Indikator fiir
Narbenbildung im Myokard sind. Dort findet im Rahmen von Entziindungs-
reaktionen der Beginn einer frischen Narbenbildung statt. Man findet Fibronektin
im DCM-Gewebe gehéuft iberall dort, wo eine feste, rigide Narbenbildung noch
nicht vollstandig abgeschlossen ist. Diese Areale sind als potentielle myopathische
Bereiche anzusehen, denn dort kommt es im Rahmen des Stabilisationsprozesses
der Narbenareale zur Akkumulation von Kollagenen. Diese sind wiederum kausal

fir die abnehmende “compliance” einer effizienten Ventrikelleistung zu sehen.
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4.2.2.2.2. Laminin

Zu den Adhéasionsproteinen gehort Laminin, ein Multidomanen-Glykoprotein (ca.
850kDa), das aus 3 Polypeptidketten (o, B1 und B9) besteht. In ihrer Anordnung
geben sie dem Laminin ein T-féormiges Aussehen mit 4 Bindungsarmen. Das
Molekiil besitzt Bindungstellen zu einer Vielzahl von Proteinen, z.B. Fibronektin,
Kollagen. Beide B-Ketten umwickeln die a-Kette, wobei Disulfidbriicken den Aufbau
stabilisieren. Da die einzelnen Ketten sich aus verschiedenen Genen ableiten,
konnen bis zu 18 unterschiedliche Isoformen entstehen %. Je nach Zellart bzw.
Distributionsort variiert die Isoform. In Muskelzellen wird die Isoform Merosin
(Laminin-2) exprimiert. Hierbei ist die a-Kette in ihrer Grundstruktur verdndert
17118 Die unterschiedlichen Bedeutungen der Isoformen sind noch nicht endgiiltig
bekannt, obgleich man weil}, dass sie sich in ihrer Molekilstruktur differenzieren
und unterschiedliche Eigenschaften ibernehmen.

Laminin ist ein wichtiger Bestandteil der Basalmembran von Saugetierzellen.
Lamininmolekiile bilden calziumabhéangig Polymere und binden sich im
Dreidimensionalen Raum innerhalb der Basalmembran mit Hilfe ihrer globularen
Bindungsstellen an andere benachbarte Membrankomponenten, die Integrine,
Kollagen IV, Nidogen, Heparansulfat und Dystrophin 119121, Sje geben der Zelle
damit die wichtige architektonische Stabilitdit wahrend der
Kontraktions/Relaxationszyklen im Myokard. Desweiteren hat Laminin einen
starken Einflull auf Zellwachstum, -migration und -differenzierung 121-124, In der
Zellkultur iibernimmt Laminin bei Interaktionen zwischen Zellen und Matrix die
Rolle des Antagonisten zu Fibronektin und fordert das “cell-clustering® 125126,

Desweiteren wirkt es regulierend wahrend der embryonalen Herzentwicklung 127,

Bei der Beschreibung der an die Zellen grenzenden Einheiten der Myozyten ist die
Einhaltung der Nomenklatur wichtig. Die Basalmembran ist die feine Schicht, die
die Basallamina, und die der zugehorigen extrazelluldaren Matrixkomponenten
beinhaltet. Die Basalmembran ist bereits im Lichtmikroskop sichtbar. Die
Basallamina 146t sich ausschlieBlich mit dem Elektronenmikroskop differenzieren
(100 nm), und umfaB3t Lamina densa, Lamina lucida und Lamina rara. Bei
Kardiomyozyten ist das Sarkolemm die zellbegrenzende Einheit. Im
Elektronenmikroskop 148t es sich differenzieren (von innen nach aufllen) in:
Plasmalemm (phospholipidhaltig, 9 nm), die Glykokalix (beinhaltet Proteoglykane,
50 nm) 128 und dariber, die Lamina densa mit den Matrixkomponenten wie
Kollagen IV und Laminin. Der Ausdruck Basalmembran bezieht sich auf die
Struktur der Glykokalix (Lamina rara) und der Lamina densa.
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Die Funktionen der Basalmembran werden von Zellfunktion, Architektur,
Proliferation, Transformation, Zellmigration, zytoskelettiren Organisation und
interzelluldaren Verbindungen beeinflufit. Die Regulation transmembraner
Signaltransduktion, interzelluldrer biochemischer Abldufe und der Verfiigbarkeit

von Wachstumsfaktoren fallen ebenso in den Aufgabenbereich der Basalmembran
121

Im Sarkolemm der Kardiomyozyten existieren folgende transmembrane

Signalsysteme:

* transmembrane Glykoproteine, die nicht den Integrinen zugeordnet werden, z.B.

a-Dystroglykan
* membranassozierte Proteine (Caveolin, Syntrophin),
* Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren, Hormone und neurohumorale Substanzen
* Jonenkanile und Gap-Junction Proteine (Connexine)

Die in der Herzmuskelzelle vorhandenen Adhéisionssysteme zum extrazelluldren
Substrat oder zur benachbarten Zelle basieren einerseits auf der Interaktion der
Intermediarfilamente (Desmin) mit den extrazelluldren Proteinen, andererseits
existiert ein “actin-mediated system®, das eine Verbindung der Aktinmolekiile zu
extrazellularen Matrixproteinen vermittelt. Hierbei féallt der Interaktion von
Laminin mit membranassoziierten Proteinen, oder fokalen Adhé&sionsmolekiilen
(FAMs), Integrinen und weiteren Proteinen wie z.B. Talin, Vinkulin eine
entscheidene Rolle zu 92118129, Die Verbindungen intrazelluldrer Proteine mit der
extrazellularen Matrix sind fiur die Muskulatur essentiell. So wird sichergestellt,
dass die drei wichtigsten Einheiten im Myokardgewebe, der kontraktile Apparat,
das Sarkolemm und das Interstitium eine Einheit bilden. Fallt ein Teil dieser
Einheit aus, ist mit schwerwiegenden Folgen zu rechnen, wie man es z.B. in der
Skelettmuskulatur bei Muskeldystrophien (Duchenne) beobachtet. Allerdings kann
der Herzmuskel im Gegensatz zur quergestreiften Skelettmuskulatur, auf mehrere
Verbindungssysteme ausweichen. Trotzdem bekommen etwa 10% der Patienten

mit Muskeldystrophien eine Kardiomyopathie.

Bei dem hier vorliegenden Kontrollgewebe stellte sich die Lamininmarkierung im
Sarkolemm als homogene Struktur dar (Abb./9A). Bei den Gewebeproben mit
dilatativer Kardiomyopathie jedoch, wurden signifikante pathologische
Veranderungen beobachtet. Oft fanden wir die Basalmembranen der Myozyten
verdickt, teilweise fragmentiert, in einigen Arealen fehlte sie voéllig (Abb.[9B).
Fragmente von Lamininstrukturen wurden zuséatzlich als Zelldebris im

extrazellularen Raum identifiziert. Grinde fur die Alterationen der Basalmembran
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wiaren beispielsweise zirkulierende Anti-Laminin-Antikérper gegen die
Komponenten der Basalmembran. Bei Patienten mit der Chagas-Kardiomyopathie,
sowie bei Patienten mit idiopathischer dilatativer Kardiomyopathie fanden die
Arbeitsgruppen von Wolff und Milei zirkulierende Anti-Laminin-Antikérper im Blut
130131 Interessanterweise haben sich die morphologischen Veranderungen der
Basalmembran bei der Chagas-Krankheit nicht von denen der idiopathisch
dilatativen Kardiomyopathie unterschieden, obwohl letztere eher
autoimmunologischer Genese ist. Dies zeigt, dass bei dem Krankheitsbild der
dilatativen Kardiomyopathie mit Verdnderungen der Lamininstrukturen

inflammatorische Prozesse eine potentielle Rolle spielen.

Auffallig war im kardiomyopathischen Gewebe neben den fragmentierten
Lamininmarkierungen die Verdickung der Basalmembran. Dies ist als Folge der
uniformen Gewebsantwort zu sehen, extrazellulare Matrixproteine (z.B.
Fibronektin) zu produzieren, die eine gesteigerte Distribution von Laminin
induzieren. Interessanterweise liel3en sich bei Untersuchungen von Patienten mit
dilatativer Kardiomyopathie signifikant erhohte Serumkonzentrationen an
Laminin nachweisen. Sie korrellierten morphologisch mit dem ausgemessenen
Gewebsanalogon. Geméall Klappacher et al. ware diese Untersuchung als
Risikostratifikation zu diskutieren 132, Ein weiterer Grund fir die Verdickung der
Basalmembran wéare die Myozytenhypertrophie, wie sie typisch im
Krankheitsverlauf der dilatativen Kardiomyopathie ist. Die Hypertrophie hat eine
verminderte Perfusion der einzelnen Myozyten zur Folge. Dies wiederum fithrt zu
einer sekundaren chronischen Ischdmie aufgrund einer Verlidngerung der
Diffusionsstrecke 133, Eine chronische Ischdmie geht mit einer Verdickung der
Basalmembran einher 39134 - eine Verdickung der Basalmembran halt wiederum die

Ischamie aufrecht und schlief3t den circulus vitiosus.

Als weiterer Aspekt seien die Mastzellen zu erwidhnen. Mastzellen stehen im
Verdacht, einen wesentlichen Beitrag zu Alterationen der Basalmembran von
Kardiomyozyten zu leisten. Sie sind u.a. verantwortlich fir Apopotose in
Kardiomyozyten 135, Devaux et al. fanden heraus, dass die Anzahl der Mastzellen 1im
Gewebe bei fortgeschrittener dilatativer Kardiomyopathie signifikant erhéht ist,
obgleich ihre Rolle nicht eindeutig geklart werden konnte 136, Mastzellen im
Stadium der akuten Entzliindung, sind fir das Freiwerden von Entziindungs-
mediatoren und Heparin verantwortlich. Heparin veradndert, bei lokaler
Distribution, reversibel die Ausrichtung der Lamininmolekiile und modifiziert die
Kollagen IV-Polymerisation in Basalmembranen 33137, Dadurch konnen sich die
Ladungsanordnungen auf Zelloberflichen dndern. Die Zellmembran wird dadurch

poros und kann die Funktion eines Molekiilsiebes nicht mehr erfillen. Als Folge
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kommt es zu schwerwiegenden ionischen Verdnderungen im Rahmen des
transmembranen Molekiilaustausches innerhalb des Myozyten. Die Permeabilitat
der Zellmembran wiirde sich verandern und die Funktion der Zelle beeintrachtigen.
Dieses verursacht eine instabile Zelle, da durch die Alterationen der Basalmembran

auch eine insuffiziente Ausrichtung von Kollagen IV-Polymeren hervorgerufen wird.

Aus den zugrunde liegenden Befunden schlieBen wir, dass Laminin, als wichtiger
Bestandteil der Basalmembran der Kardiomyozyten, bei der Progression der
dilatativen Kardiomyopathie eine zusatzliche wichtige Rolle spielt. Im Rahmen der
vermehrten Exprimierung und durch weitere Einfliisse (z.B. Mastzellen) kommt es
zur Malfunktion des Sarkolemms. Dieses fiihrt zu Verdnderungen der
transmembranen Versorgung, somit zur Malnutrition der Herzmuskelzelle, sowie
zur statischen Instabilitat. Es kommt zum Zelluntergang des Kardiomyozyten, die
Basalmembran fragmentiert und triggert tber die Freisetzung von
Lamininmolekiilen in den extrazellularen Raum inflammatorische Prozesse, die die
Progression der Fibrose unterhalten.

4.2.2.2.3. Tenascin

Tenascin ist ein groBes Glykoprotein der extrazellularen Matrix, das in vielen
Spezies (Saugetiere, Insekten, Amphibien u.s.w.) exprimiert wird und bis dato 5
entdeckte Isoformen besitzt 138. Friher wurde es auch das Hexabrachion Protein
genannt, das die sechsarmige Molekiilstruktur dieses Proteins beschrieb 139. Dabei
verbinden sich drei identische Arme mit ihren proximalen Enden zu einem
Knotenpunkt und erzeugen ein Trimer. Um die fiir Tenascin typische Hexamer-
anordnung herzustellen, sind zweil Trimere tber eine T-férmige Verbindung

(Disulfidbriicken) in einem zentralen Knoten aneinandergefiigt.

Das gesamte Molekiil ist bereits sequenziert und identifiziert. So fand man heraus,
dass auf den einzelnen Molekiilarmen homologe Bindungstellen zu anderen
Proteinstrukturen, wie Laminin, Fibronektin, Wachstumsfaktoren (EGF) und
Fibrinogen existieren 40142, Das Molekulargewicht des Tenascinmolekiils variiert
zwischen 190 und 300 kDa. Im humanen Gewebe lassen sich verschiedene Isoformen
von Tenascin differenzieren: Tenascin-C (Cytotactin), Tenascin-R (Restrictin),
Tenascin/J1 (Janusin) und Tenascin-X. Tenascin-R und Tenascin/J1 sind
hauptséachlich in Nervengeweben und in Geweben mit Proliferationsvorgéngen
lokalisiert. Tenascin-X und Tenascin-C sind im Muskelgewebe vertreten und spielen

eine wichtige Rolle beil der Herzentwicklung 141,143,144,

Die Hauptaufgaben dieser Proteine liegen bei der Mitwirkung der Regulation von

Zellproliferation, -migration und -differenzierung im adulten Gewebe, sowie
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wahrend der Embryogenese von Organen 140141144145 Interessanterweise konnte die
Arbeitsgruppe von Bristow einen Tenascin-X-Gendefekt mit dem Ehlers-Danlos-
Syndrom in Verbindung bringen 146147, Tenascin-C wurde hauptsichlich bei der
Onkogenese und epithelialen Wundheilungsprozessen studiert, so dass wenig liber
Expressionen von Tenascin-C und Tenascin-X im Myokard bekannt ist. Eine
Arbeitsgruppe aus Boston konnte 1999 eine gesteigerte Synthese von Tenascin-C in
Kardiomyocyten als Reaktion auf mechanischen Stress belegen 148, Extrazellular
lokalisiert, lieBen sich die Proteine morphologisch in Nidhe zur Basalmembran
nachweisen 49151, Das Protein wird auBlerdem in Fibroblasten, Endothel- und
glatten GefaBmuskelzellen und wahrend aktueller Wundheilungs- und
Narbenbildungsvorgidngen exprimiert aber nicht in dlteren Narbengeweben, in

denen der Prozel3 schon abgeschlossen ist 152-155,

In Kontrollgeweben wurden von uns nur vereinzelt fiir Tenascin positive Strukturen
beobachtet. Diese betrafen hauptsiachlich Gefalle und sind als physiologische
Expression z.B. von Endothelzellen zu betrachten. Es ist bekannt, dass Tenascin
eine regulative Rolle in der VEGF-vermittelten Angiogenese, Vaskulogenese bzw.
Endothelzellproliferation spielt 156,

Im DCM-Gewebe konnten wir feststellen, dass Tenascinmarkierungen insgesamt
vermehrt, jedoch iberwiegend in Bereichen der Fibrose lokalisiert waren (Abb.[10B).
Mit Hilfe von Doppelmarkierungen mit Fibronektin wurden diese Areale als
frisches Narbengewebe identifiziert - Gebiete in denen die endgultige Fibrose-
bildung noch nicht abgeschlossen ist, bzw. erst vor kurzem begonnen hat (Abb.[10C).
Unter Bertiicksichtigung der Fibroseform lielen sich die Tenascinakkumulationen
Gebieten der reparativen bzw. der “replacement“-Fibrose zuordnen. Dies wird durch
die Beobachtung unterstitzt, dass vermehrt myozytenangrenzende Strukturen
positiv fiir Tenascin markiert waren. Die Tenascinmarkierung umgab in einigen
Gewebeschnitten den Myozyten vollstdndig. Die Lokalisation von Tenascin zur
Basalmembran der Myozyten wird uber Integrine oder Zell-Oberflichen
Proteoglykane (z.B. Chondroitinsulfat) reguliert und hat immunmodulatorische

Einfliisse auf Makrophagen, B- und T-Lymphozyten 151.155.157-159,

Die Induktion der Tenascinsynthese erfolgt tiber Stimulation durch Wachstums-
faktoren, Zytokine, Angiotensin II oder mechanischen Stress 141148160162 Zyugitzlich
wirkt Tenascin mit seinen Bindungsdomainen mitogen und kann tber die Fibro-

blastenproliferation eine gesteigerte Expression der Matrixproteine induzieren 163,

Unsere Befunde zeigen, dass die vermehrte Tenascinmarkierung im DCM-Gewebe
als Ausdruck der frischen myokardialen Fibrosebildung zu verstehen ist. Ahnlich

wie beim Fibronektin zeigt die vermehrte Exprimierung von Tenascin aktuelle, frithe
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Prozesse der Narbenbildung im extrazelluliren Raum. Uber die Zell-Oberflichen
Verbindungen markiert Tenascin selektiv degenerierte Kardiomyozyten und spielt

eine entscheidene Rolle beim Umbau dieser Herzmuskelzellen zu Narbengewebe.

4.2.2.2.4. Vimentin

Vimentin wird den Intermediarfilamenten der Zellen zugeordnet. Der Begriff
Intermediarfilament entstand wahrend elektronenmikroskopischer Analysen an
Muskelzellen. Die damals neuentdeckten Filamente innerhalb der Zellen besallen
einen Durchmesser von 8-10mm, der im Vergleich zwischen denjenigen von Aktin-
(8mm) und Tubulinfilamenten (25Mm) einzuordnen ist. Sie bilden ein
intrazellulares Netzwerk zur Plasmamembran mit sehr widerstandsfahiger

Konsistenz.

Die Intermediarfilamente der Wirbeltiere werden unterteilt in: Keratin-, Neuro-,
Vimentin-, bzw. Vimentin-verwandte-Filamente. Letztere enthalten neben
Vimentin als Gruppenmitglied, das Protein Desmin, das eine wichtige Einheit im
Zytoskelett in Kardiomyozyten darstellt. Vimentin und Desmin haben wahrend der
neonatalen Entwicklung im humanen Myozyten wechselseitige Aufgaben. Ihre
Expressionen verhalten sich reziprok, dabeil ist mit Zunahme des Alters eine

kontinuierliche Verminderung an myozytidrem Vimentin zu beobachten 164,

Die anderen Neurofilamente sind ausschlieflich in Neuronen lokalisiert;
Keratinfilamente findet man in Epithelzellen und ihren Derivaten (z.B. Haare,
Niagel). Die Molekulstruktur der Intermedidrfilamente ist komplex. Ein
stabféormiges Monomer wickelt sich um ein anderes identisches Monomer, um ein
Dimer zu bilden. Zwei Dimere ordnen sich versetzt parallel zueinander an und sind
fur die entstehende Tetramerstruktur verantwortlich, die zusammen in helikaler
Anordnung mit vielen weiteren Tetrameren die endgultige, strangférmige
Molekiilstruktur bildet. Das Molekulargewicht von Vimentin liegt bei 54 kDa. Die
Anzahl, Lange und Position der Filamente innerhalb der Zelle wird in der jeweiligen

Zelle selbst reguliert 165166,

Vimentin ist beztiglich zytoplasmatischer Intermediarfilamente das am weitesten
verbreitete Protein in Zellen mesenchymaler Herkunft, einschlief8lich Fibroblasten
und Endothelzellen. Vimentinfibrillen errichten intrazelluldr ein trabekelartiges
Netzwerk, das den Zellen gegeniiber Zug- und Scherkraften eine optimale
Standfestigkeit gibt. Als Bindungsdoméinen der Filamente innerhalb der Zelle
agieren die “amino-terminal head domains“ am Kopfende jedes Monomers, deren
Vorhandensein essentiell fiir die Stabilitat der Zellen ist 167. Vimentinfibrillen

fillen mit ithrem Netzwerk den gesamten intrazelluliren Raum aus. Im



4. Diskussion -57 -

perinuklearen, mitochondrialen Bereich, in der Ndhe des endoplasmatischen
Retikulums und des Plasmalemms, sorgen sie flur Stabilitdt 16, Sie ziehen
aullerdem von der Zellmitte zur Membran, wo sie in Interaktion mit

Fibronektinkomponenten treten konnen 169,

Somit werden die Funktionen von Vimentin auf andere Bereiche erweitert, indem
sie mitverantwortlich fiir die Anordnung und Lokalisation von Zellorganellen sind
und u.a. indirekt Anteil an Signaliibertragungen und -umwandlungen vom Gewebe

zu Zellorganellen haben.

In den Untersuchungen markierte Vimentin hauptsachlich Fibroblasten und zeigte
somit den Gehalt an Bindegewebezellen im extrazelluldren Raum an. Fibroblasten
stellen die Majoritat der nichtmyozytaren Zellen im kardialen Interstitium und
haben eine wichtige regulative Rolle wiahrend inflammatorischer Prozesse, da sie
Hauptproduzent von extrazelluliren Matrixproteinen sind 4257, Sie unterliegen
regulativen Mechanismen, die neurohumoraler Natur sind, bzw. verdndern ihre
Proteinsynthese unter dem Einflul von Zytokinen und Wachstumsfaktoren. TGF-31
scheint ein entscheidener Stimulus fir die Kollagensynthese in den Fibroblasten zu
sein. Durch den Einflull von TGF-B; kommt es in den Fibroblasten zur Bildung von
Kollagenen, insbesondere Kollagen I, III und VI. Das erklart die rdumliche Nahe der
Fibroblasten zu den Kollagenfasern, das in unsereren Untersuchungen mit den
Doppelmarkierungen gezeigt werden konnte. Die Pseudopodien der Fibroblasten
umschlingen neben Kollagenfasern auch ganze Myozyten. Von Borg et al. wurden
1979 bereits erste Ergebnisse veroffentlicht, die die nahe Lokalisation der

Fibroblasten zu Kollagenfasern beschrieben .

Die Zell-Matrix-Verbindung der Fibroblasten wird {iber Integrine,
Zelloberflachenproteoglykane und transmembrane Rezeptoren vermittelt.
Zusétzlich dienen die Kollagenfasern den Fibroblasten als Leitstrukturen, um sich
im extrazellularen Raum mittels haptokinetischer Zellmigration vorwéarts zu
bewegen. Der Durchmesser, sowie die Anzahl der Kollagenfasern haben
entscheidenen Einflull auf die Bewegungsfahigkeit der Fibroblasten 17,

Im DCM-Gewebe waren die Vimentin-markierten Fibroblasten vor allem in
fibrotischen Arealen deutlich erhoht und spiegelten das Ausmal} der Fibrose wider
(Abb.11C). Es gibt viele ursédchliche Mediatoren fiir eine gesteigerte
Fibroblastenproliferation. Sie reichen von Wachstumshormonen tiber Angiotensin II,
cAMP und Norepinephrin bis zu Sauerstoffradikalen 17174, Diese Mediatoren
konnen uber spezifische Rezeptoren oder tber transmembrane Signalwege

stimulierend auf die Kollagensynthese wirken 175178, Zusétzlich kénnen Fibroblasten
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eigens die Synthese einiger Mediatoren, wie z.B. Angiotensin II durchfiihren, was die

kontinuierliche gesteigerte Produktion an Matrixproteinen unterhalt 17,

AbschlieBlend 148t sich folgern, dass Fibroblasten die Schliisselstellung in der
Entwicklung der Fibrose haben und stellen das Ausmass der kardialen Fibrose bei
der dilatativen Kardiomyopathie dar. Vimentin ist als ein indirekter Indikator fiir
die Lokalisation und Ausdehnung der Fibroblastenaktivitdt im Myokard zu sehen.
Die Befunde der Vimentinmarkierung zeigen, dass im DCM-Gewebe von einer
gesteigerten Fibroblastenaktivitdt auszugehen ist, die flir die progressive
Fibrosebildung verantwortlich gemacht werden kann.

4.2.2.2.5. CD68

CD68 ist ein Oberflaichenantigen, das im menschlichen Gewebe von Makrophagen
und Zellen der myeloischen Reihe exprimiert wird. Zu der myeloischen Reihe
gehoren u.a. die natiirlichen Killerzellen, T-Zellen und die CD4- und CDS8-T-
Lymphozyten %0, Das transmembrane Glykoprotein mit einem Molekulargewicht
von 110 kDa ist in den Primérgranula neutrophiler Granulozyten und in Monozyten
in den zytoplasmastischen Granula untersucht worden. CD68 wird mit aktivierten
T-Lymphozyten assoziiert, wo es in den sekretorischen Lysozymen lokalisiert ist 181
184 Somit erscheint CD68 vorrangig als ein intrazellulares Protein, das bei

Aktivierung nach extrazellular geklappt wird 1.

Gewohnlicherweise findet man im normalen Myokardgewebe nur vereinzelte Zellen,
die positiv fiir CD68 markiert sind (Abb.[12A). Die Befunde zeigten vergleichsweise
im DCM-Gewebe ein deutlich héheres Vorkommen an CD68 positiven Zellen
(Abb.12B). Charakteristisch fokal in perivaskuldren Bereichen und in Arealen mit
massiv erweitertem extrazelluldren Raum sah man die Anhdufungen der CD68
positiven Zellen. Sie stellen die Gewebsmakrophagen dar, die im Rahmen
aktivierter Entziindungsvorgidnge aus dem vasalen Raum in den extrazellularen
Raum migriert sind. Die inflammatorische dilatative Kardiomyopathie (DCMI)
wird laut WHO/ISCF Task Force als Subgruppe der dilatativen Kardiomyopathie
eingestuft. Jedoch lassen sich bei ca. 1/3 der Patienten mit idiopathischer
dilatativer Kardiomyopathie inflammatorische Kriterien nachweisen, so dass sich
eine eindeutige Differenzierung z.B. zur chronischen Myokarditis manchmal nicht
durchfiihren 146t. Die Ursache fiir die inflammatorischen Komponenten kann
entweder eine virale Infektion sein oder einem Autoimmunprozel3 zugeordnet
werden. Beide Prozesse beinhalten die Aktivierung des Abwehrsystems mit der

zugehorigen Antwort auf zelluldrer und humoraler Ebene.



4. Diskussion -59 -

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten im klinischen Verlauf der dilatativen
Kardiomyopathie zeigen, dass es infolge der stattfindenen Immunantwort zur
vermehrten Expression von Adhéisionsmolekiilen, und Anh&ufungen von
Makrophagen und Lymphozyten kommt 136186187  Makrophagen kénnen neben
Zytokinen auch Fibronektin und Wachstumsfaktoren produzieren 16, Fibroblasten
reagieren darauf wiederum mit einer vermehrten Produktion an Matrixproteinen,

wie z.B. Kollagenen und fordern die Entstehung von Fibrose im Myokard.

LaBt man die infektiose Genese der dilatativen Kardiomyopathie auller acht, so
findet man weitere kausale Faktoren, die diesen persistierenden immunologischen
Prozel3 erklaren koénnten. Die im Zuge der Erkrankung entstehenden
Kompensationsmechanismen, z.B. die Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems leistet ebenfalls einen Beitrag zur Pathogenese und
Progression der Erkrankung.

In Untersuchungen mit hypertensiven Ratten fanden sich Korrelationen zwischen
Makrophagen-Densitiat, Plasma-Renin-Aktivitat und Blutdruckerh6hung, so dass
der Einflul von Angiotensin und mechanischen Faktoren als weiterer bestimmender
Stimulus fiir immunoreaktive Verdnderungen in Betracht gezogen werden mul} 188,
Eine weitere Ursache liegt u.a. in der Sequestrierung zelluldrer Debris, ausgehend
von geschidigten Myozyten, deren zelluldre Bestandteile (Sarkolemm) stimulierend

und chemotaktisch auf die Gewebsmakrophagen wirken 136189,

Zugleich kommt es zur Erhéhung von weiteren unspezifischen Entziindungsmarkern
z.B. CD3 136, Es liegt nahe, dass es sich bei der erh6hten Makrophagendensitiat im
untersuchten DCM-Gewebe um chronische bzw. unspezifische Entziindungs-
reaktionen handelt. Sie sind als Ausdruck inflammatorischer Vorgange, die zur
progressiven Fibrosebildung fithren zu sehen.

4.3. “Heart failure“ und die Verdnderungen der regulativen Mechanismen

Fibrotische Umbauprozesse im Interstitium sind, morphologisch gesehen, das
priméare charakteristische Merkmal der dilatativen Kardiomyopathie. Es zeigt die
Antwort des Myokardgewebes auf endogene sowie exogene Noxen, sel es
physiologisch oder pathophysiologisch, die als Induktoren der morphologischen
Veranderungen in Frage kommen. Diese Verdnderungen, die sich vorwiegend als
Gewebeumbauvorgédnge auszeichnen, unterliegen einem Zusammenspiel vieler
regulativer Mechanismen und Mediatoren, wie z.B. mechanischem Stress,
Zytokinen und Hormonen. Diese stimulieren die Synthese von extrazelluldren

Proteinen in den Bindegewebezellen, den Fibroblasten. Als Folge dessen entstehen
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im Myokard fokale reaktive oder reparative Areale. Nach Abschlull des
Umbauprozesses findet sich in diesen Arealen ein verbreiteter extrazellularer
Raum mit Zunahme extrazellularer Matrixproteine, insbesondere Kollagen. Fibrose
1aBt sich somit durch einen erhéhten Gehalt an Kollagenstrukturen mit den

zugehorigen Bindegewebezellen im Interstitium definieren.

Der Anteil an Bindegewebe 146t sich morphologisch quantifizieren. Setzt man das
Myokardgewebe als 100% voraus, so liegt der Volumenanteil an Myozyten im
normalen Myokard morphologisch gemessen bei 75%, und der des extrazellularem
Raums bei 25%. Von letzterem die Halfte, 10 bis 12% reprasentiert den Anteil an
Kollagenstrukturen mit den zugehorigen Bindegewebezellen. Bei der dilatativen
Kardiomyopathie ist der Anteil fiir Kollagen durchschnittlich auf 26% erhoht 2619,
Eine moderate Zunahme an interstitiellem Bindegewebe, unabhéngig von kardialen
Begleiterkrankungen, ist jedoch physiologisch mit dem Alterwerden des Menschen
zu beobachten 7191,

Klinisch ist die Herzinsuffizienz ein komplexes Syndrom, bedingt durch die
eingeschrankte Pumpfunktion des Herzens. Im Myokard kommt es dadurch zu
intrinsischen Konsequenzen in Form von Verdnderungen beim Frank-Starling-
Mechanismus, der Ventrikelgeometrie (Laplace) und fiihrt zu einer myokardialen
Hypertrophie. Bei Persistieren der insuffizienten H&dmodynamik werden
hamostatische, neurohumorale Kompensationsmechanismen durch eine gesteigerte
Sympathikusaktivitiat und Stimulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
(RAAS) in Gang gesetzt. Die gesteigerte Sympathikusaktivitat fihrt einerseits tber
erhohte Plasmakatecholaminspiegel zur Aufrechterhaltung einer suffizienten
Hamodynamik, andererseits liegen die langerfristigen Folgen in einer gesteigerten
myokardialen Narbenbildung.

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass bei dilatativer Kardiomyopathie ein
signifikant hoher Prozentsatz an Autoantikérper gegen myokardiale B-Rezeptoren
im Patientenblut nachzuweisen sind 19219, Egs findet eine Blockierung sowohl der B-
Rezeptoren als auch eine dauerhafte Stimulierung dieser B-Rezeptoren statt. Dieser
adrenerge “overdrive® fiihrt zu einer Desensibilisierung der B-Rezeptoren und
zusétzlich zu deren Herunterregulierung 1%4. Im Rahmen des frustranen adrenergen
Dauertonus scheint das Myokard im Verlauf der Erkrankung an Katecholaminen zu
verarmen. Bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie konnten durch eine
Hamburger Arbeitsgruppe ein verminderter myokardialer Katecholaminspiegel
nachgewiesen werden, der sich tber einen negativen Feedback-Mechanismus
erklaren 1403t 195,
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Der Einflull der Katecholamine auf die strukturellen Verdnderungen im Myokard
wird dabei als hoch eingeschétzt 1%, Das RAAS ist ein endokrines System, welches
in klassischer Hinsicht die Vasokonstriktion und den Salz- und Volumenhaushalt
reguliert. Bei chronischer Herzinsuffizienz stimuliert der abfallende infrarenale
arterielle Druck die Freisetzung von Renin aus dem juxtaglomerulidren Apparat der
Niere. Renin ist verantwortlich fur das Abspalten von Aminosiduren am
Angiotensinogen aus der Leber bis zum Dekapeptid Angiotensin I (Ang I). Aus Ang I
wird unter Einwirkung des “angiotensin-converting-enzyme® (ACE), das in der Lunge
und aus Endothelzellen freigesetzt wird, Angiotensin II (Ang II) gebildet. Am
Herzmuskel besitzt Ang II positiv chronische und positiv inotrope Eigenschaften,
verandert den kardialen Metabolismus und gilt als potenter Vasokonstriktor. Das
Mineralkortikoidhormon Aldosteron unterliegt hingegen nicht dem Regelkreis vom
Ang II, sondern wird weitgehend unabhingig davon freigesetzt 197. Die Hauptwirkung
von Aldosteron liegt in der Na*-Retention in den Nierentubuli, Darmepithelien,
Schweil3- und Speicheldriisen. Dadurch kommt es sekundéar zur Flissigkeits-

retention und somit zur Erhohung des arteriellen Blutdruckes.

Die vasoaktiven Peptide des RAAS werden jedoch nicht nur im zirkulierenden
System bereitgestellt, sondern werden lokal in Blutgefdaflen, Niere, Gehirn und dem
Myokard synthetisiert. Dort foérdern die vasoaktiven Substanzen neben
héamodynamischen Effekten, die Proliferation von Zellen und die Synthese von
extrazellularen Matrixproteinen. Vor allem die vor Ort im Myokard gebildeten
Hormone des RAAS, das ACE und das Ang II werden fiir die Langzeiteffekte in
Form von Fibrosebildung verantwortlich gemacht. Produktionsort dieser Peptide
sind die Endothelzellen, Fibroblasten und die Kardiomyozyten selbst. Nach der
Freisetzung konnen die Substanzen entweder benachbarte Zellen (parakrine
Aktivitat) beeinflussen, oder auf die produzierende Zelle selbst (autokrine
Eigenschaft) direkt einwirken.

Den direkten Wirkungsort von Aldosteron an Herzmuskelzellen zeigen die
Ergebnisse von Lombeés et al.[¥8, Sie wiesen einen Mineralokortikoidrezeptor in
cardialen Myozyten und Endothelzellen nach. Bekannt waren bereits Mineralo-
kortikoidrezeptoren an Fibroblasten und glatten Muskelzellen und die durch
Aldosteron induzierten Genexpressionen der Na'/K'-ATPase in Ratten-

kardiomyozyten 199,200,

Brilla et al. fanden in Zellkulturexperimenten heraus, dass Fibroblasten, mit
Aldosteron stimuliert, ihre Kollagensynthese steigern 201, Allerdings steht dies im
Widerspruch zu Ergebnissen von Kéhler und Fullerton et al., die diesen direkten
EinfluBl in vitro nicht nachweisen konnten. Ihrer Meinung nach scheint die
Kollagensynthese von Fibroblasten unabhingig vom Aldosteron abzulaufen 202203,
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Trotz dieser Diskrepanz sollte Aldosteron als Promotor in Bezug auf Fibrose im
menschlichen Myokard ein wichtiger Stellenwert zugesprochen werden. Aldosteron
erhoht in vitro den Na'-Einstrom in Kardiomyozyten, welches daraufhin Na'-
abhéingige Glukosetransportersysteme aktiviert 200204, Erhohte Glukoseaufnahmen
steigern in in vitro Versuchen mit Endothel- und Mesangiumzellen die Synthese von
Kollagen I, IV und VI 205, Aber es scheint, dass sich dem Aldosteron unterstehende
Ablaufe langsamer auf das Gewebe auswirken, als die durch den Einflull von Ang IL
Sun et al. zeigten, dass sich durch Aldosteroneinflull erste fibrotische Umbau-
prozesse im Myokardgewebe, im Vergleich mit Ang II, sehr viel spater nachweisen
lassen 26, Ang II offenbart sich damit als potenteres Substrat in Bezug auf

strukturelle Umbauprozesse im Herzen.

Dabei fungiert menschliches Myokard nicht nur als Zielorgan, sondern ist autokrine
und parakrine Einheit fir Ang II. Dieses Oktapeptid wird tiber bislang drei
bekannte Transformationswege aus Ang I gebildet: 1. mit “angiotensin-converting-
enzyme®“ (ACE), 2. mit Gewebschymasen-abhéngigem Umbau und 3. mit Serin-
Proteinasen, wie z.B. Kathepsin G, Kallikrein. Der Anteil der myokardialen ACE-
abhéangigen Transformation betrigt nur ca. 11%. Der andere wichtige Umbauweg im
myokardialen Gewebe von Ang I zu Ang II lauft laut Urata et al. iiber myokardial
ortsanséssige Chymasen. Diese sind im Zytosol, in Granula von Endothelzellen und
Mastzellen lokalisiert worden 207208, Devaux et al. konnten vermehrt Mastzellen im
Gewebe von Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie nachweisen 136, Mastzellen
leisten damit indirekt einen wichtigen Beitrag zum myokardial gewebsanséssigen
Ang IL.

Die Zink-Metalloprotease “angiotensin-converting-enzyme“ (ACE) wird von
Endothel-, Epithelzellen, Makrophagen gebildet und hat eine enge Beziehung zum
Kallikrein-Kinin-System. Es zeigt zu der Kininase II, dem Abbauenzym fir
Bradykinin, deutliche Homologien. Substrate fur ACE sind Ang I, Enkephalin,
Substanz P und Bradykinin. Bradykinin wird normalerweise von der Kininase II
durch Abspaltung eines Dipeptids abgebaut. In Arealen im Myokard mit
fibrotischen Gewebsumbauvorgidngen scheint das ACE eher Bradykinin als
Substrat zu verwenden. Aullerdem besteht eine Kolokalisation von ACE- und
Bradykinin-Rezeptoren in den Fibroblasten, so dass beide Enzyme direkten Einfluf3
auf die Funktion der Bindegewebezellen nehmen konnen 20, Dem Bradykinin
werden protektive Effekte wie z.B. Verbesserung der Endothelfunktion,
Verhinderung von Neutrophilen- und Plattchenaggregation zugesprochen. Bei der
dilatativen Kardiomyopathie kommt es lokal zum Verlust an protektivem
Bradykinin infolge von erhéhtem Abbau, stattdessen aber zur fibroseférdernden
Akkumulation von Ang II.
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Endothelzellen und Fibroblasten besitzen Rezeptoren tiber die die Synthese von
Prostaglandinen angeregt wird 219, Exogen gebildete Prostaglandine wiederum
modulieren in Fibroblasten die Expression und Aktivitat von Kollagenasen, die fur
den Kollagenabbau verantwortlich sind 2!1. Damit kommt es bei Gabe von ACE-
Hemmern zur verminderten lokalen Akkumulation von Ang II und folglich zu
verminderten Proliferationstimuli und Produktion von extrazellularen Matrix-
proteinen. Dem wéire der Nutzen durch verminderten Abbau von Bradykinin in
Bezug auf die erhohte Kollagendegradation hinzuzufiigen. Obwohl ACE laut Urata
et al. 208 ein niedriger Stellenwert in der myokardialen Angiotensintransformation
zuteil wird, scheint die lokale ACE-Distribution ein auschlaggebendes Regulativ fiir
die Gewebsfibrose zu sein. Dies zeigen viele tierexperimentelle Studien mit Gabe
von ACE-Hemmern, die, neben den hdmodynamischen Verbesserungen, viel-
versprechende antifibrotische Resultate bei Hypertension 212213 Infarktareal-

verminderung 214 und Herzinsufizienz 215 ergaben.

Hauptursachlich fir die Fibrosebildung sind die Fibroblasten, indem sie vermehrt
Matrixproteine synthetisieren. Mittels Rezeptoren fiir Ang II und ACE regulieren
sie die lokale Wundheilung im Gewebe auf autokriner und parakriner Basis 216, Der
aus zwel Untereinheiten (Subtypen) bestehende Ang II-Rezeptor wird neben
Fibroblasten von Kardiomyozyten, Endothel- und glatten Muskelzellen exprimiert.
Der Ang II-subtyp-1-Rezeptor (AT;-Rezeptor) ist verantwortlich fur
Vasokonstriktion, Zellhypertrophie und Zellwachstum. Er ist in der Membran
lokalisiert und mit den, fiir Signalmodulation mitverantwortlichen, G-Proteinen
gekoppelt 217, In Fibroblasten kann tber den AT;-Rezeptor direkt die Kollagen I-

Genexpression induziert werden 177,

Der Gegenspieler, der Ang II-subtyp-2-Rezeptor (ATs-Rezeptor) vermittelt bei
Stimulation antiproliferative und antipressorische Effekte. Zusatzlich spielt der
ATs-Rezeptor eine Rolle bei Zellentwicklung und Differenzierung in fétalen
Entwicklungsstadien 218, Vergleichend tibermittelt zunédchst der AT;-Rezeptor die
physiologischen Anworten auf Ang II und ist vorherrschend in der Kontrolle von Ang
II-induzierten Herzmuskelfunktionen. Sun et al. konnten eine Hochregulation des
Ang II und des ACE Rezeptors im Myokard im Ischdmiemodell aufgrund von
Wundheilungsvorgéingen nachweisen 219, Andere Arbeitsgruppen haben die
Verdnderungen der Ang II-Rezeptorverteilung weiter differenziert und fanden
heraus, dass es im Rahmen der Herzinsuffizienz zu gravierenden Unterschieden der
Rezeptorendichte kommt. So kommt es bei dilatativer Kardiomyopathie zur
Verminderung der ATi-Rezeptor mRNA Expression und Dichteverteilung des
Rezeptors, sowie zu einer Hochregulierung der ATs2-Rezeptor-Genexpression 220222,

Wieso es zu diesen Verdnderungen kommt, bleibt weiterhin zu klaren.
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Méglicherweise gibt es aufgrund des Uberangebots an gewebsstandigen Ang II eine
Art “downregulation® des AT;-Rezeptors 223, Zu diskutieren wéire, ob sich nicht
uberschiissiges Ang II an den AT2-Rezeptor bindet und damit zur Hochregulierung
dieses Subtyps fiihrt . Diese letztere Hypothese 146t sich durch in vivo Versuche mit
ATi-Blockern stitzen. Man fand heraus, dass bei Blockade des ATi-Rezeptors
vermehrt Renin freigesetzt wird. Es erfolgt eine erhéhte Ang II Produktion, die
wiederum stimuliert verstiarkt den ATs-Rezeptor und verursacht so dessen
Hochregulation, vor allem in Fibroblasten. Die daraus resultierenden Effekte sind
negativ hamodynamischer Art und charakterisieren sich in antiproliferativen
Effekten 222224226 Tn Tierversuchen liel sich nach Blockade des AT;-Rezeptors ein
Rickgang kardialer Hypertrophie und eine Verminderung der Synthese von
extrazellularen Matrixproteinen induzieren. Es wird angenommen, dass durch
Stimulation des ATs-Rezeptors nach ATi-Blockade, intrazelluldr bestimmte
Signaltransduktionswege (MAPKinasen) inhibiert werden und damit die
Expression von extrazellularen Matrixproteinen vermindert wird 227229, Trotz der
vielversprechenden antiproliferativen Erfolge von AT;-Blockern konnte man in in
vivo Versuchen im Hundemodell mit ventrikuldrer Dysfunktion und mit
kardiomypathischen Hamstern durch AT;-Blockade die Progression der Erkrankung
nicht verhindern 230231, Dies bestérkt erneut die Tatsache, dass die Pathogenese der

dilatativen Kardiomyopathie ein multifaktorielles Geschehen ist.

Neben dem fordernden Einflul3 auf die Synthese von Matrixproteinen kann Ang II
aktiv am Zelltod von Herzmuskelzellen beteiligt sein. Ratajska et al. zeigten im
Rattenmodell die toxische Wirkung von Ang Il auf Kardiomyozyten bei erhéhtem
Ang II-Plasmaspiegel 222, Ang II kann in Kardiomyozyten tiber den AT;-Rezeptor
Apoptose induzieren 233234, Uber diesen Rezeptor kommt es iiber die Phospholipase
C zur Aktivierung der Protein Kinase C, mit Folge der Erhéhung des intrazellularen
Calziums und der erhohten Expression des Protoonkogens c-fos 235236, Durch hohe
intrazellulare Ca™ Konzentrationen lassen sich Cat*- abhingige Endonukleasen
aktivieren 2%, Sie sind verantwortlich fiir die Fragmentierung der nuklearen DNS,
einem typischen Prozell im Apoptoseprogramm von Zellen. Ca*t als “second
messenger”, bzw. Ca*-abhingige Isoformen der PKC erscheinen fir die
intrazellulare Signalmodulation von Ang II wichtig. Dies unterstiitzen Ergebnisse
von Sadoshima et al., die eine Inhibition von Protoonkogenen mittels Gabe eines
Ca*t-Chelators erreichten 2%, Die zellulare Expression von Protoonkogenen, wie z.B.
c-fos, stellt einen wichtigen Faktor in der Induktion der Hypertrophie von
Kardiomyozyten dar 23,

Die Hypertrophie der Kardiomyozyten reprasentiert ein wichtiges morphologisches

Kriterium in der Pathogenese der dilatativen Kardiomyopathie. Hypertrophie 1463t
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sich durch den parakrinen Einflull von Ang II oder TGF-B: induzieren. TGF-B3; spielt
in der Produktion von Kollagenen und deren Deposition im myokardialen
extrazelluliren Raum eine wichtige Rolle. Im Myokard fiihrt eine kontinuierliche
Expression von TGF-B; zur gesteigerten Kollagenproduktion und Erhéhung der
extrazellularen Matrixproteine auf mRNA-Ebene in den Fibroblasten. TGF-3;
supprimiert die bFGF- vermittelte Kollagenaseproduktion und tragt damit zur

erhohten Kollagendeposition im extrazellularen Raum bei 178239,

In Fibroblasten regulieren intrazellular MAPKinasen tiber Aktivierung der PKC die
Synthese von TGF-B: 290, Die Synthese von TGF-B; 146t sich durch Einflu} von ACE-
Inhibitoren oder Blockade des AT;-Rezeptors signifikant herunterregulieren 213227,
Durch vermehrte Sekretion von Endothelin-1 (ET-1) aus Fibroblasten im Rahmen
einer adrenergen Stimulation, kann die Induktion der Kardiomyozytenhypertrophie
uber Ang II, TGF-B3: und MAPKinasen in den Myozyten erreicht werden 241-243,

Im Tiermodell mit kardiomyopathischen Hamstern korrelieren die Plasmaspiegel
von ET-1 mit der Progression bzw. dem Stadium der Erkrankung 24, Man weil} aus
Gewebeproben von Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie, dass es im
Krankheitsverlauf zur Hochregulation des “endothelin-converting-enzyme“ kommt
25 Obwohl ein dadurch erhéhter Plasmaspiegel sowie eine erhohte Rezeptordichte
bel diesen Patienten nachgewiesen wurden, konnten bisher keine erhohten ET-1-
induzierten inotrophen Effekte im Myokard gezeigt werden 246, Ursdchlich wird

dafur ein funktioneller Defekt auf subzellularer Ebene diskutiert.

In klinischen Studien und in Tiermodellen wird den Zytokinen neben einem
profibrotischen Effekt auf Fibroblasten eine wichtige Rolle in der Pathogenese der
linksventrikularen Dysfunktion zugesprochen. Torre-Amione et al. konnten in
Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie einen erhéhten Plasmaspiegel sowie
eine vergleichsweise niedrigere Rezeptordichte fiir TNF-a nachweisen 247, Insgesamt
nimmt die Anzahl TNF-a- positiver Zellen im Gewebe mit dilatativer
Kardiomyopathie zu, wie aus weiterfiihrenden immunohistochemischen
Untersuchungen bekannt ist 136,

In Bezug auf die gesteigerte Fibrose im DCM-Myokard zeigen Ergebnisse von
Gurantz et al., dass es durch Stimulation mit TNF-a zur Hochregulation der AT;-
Rezeptordichte in Fibroblasten kommt 223, Syntheseort von TNF-a ist dabei der
Fibroblast selbst und die Makrophagen. Es kommt zur erhéhten Expression von
Adhésionsmolekiilen 2. Die Adhé&sion von Makrophagen an Kollagenstrukturen
wird uber zirkulierende Adhé&sionsmolekiile gefordert, die bei Patienten mit
dilatativer Kardiomyopathie erhéht im Serum vorliegen 9. Diese Induktion der

TNF-a Produktion wirkt sich regulativ auf die Matrixproduktion im extrazellularen
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Raum aus 248, Damit ist die erhohte Expression an TNF-a direkt mitverantwortlich

fir eine gesteigerte Kollagensynthese im Myokard.

Zusatzlich kommt es im Krankheitsverlauf der idiopathischen Kardiomyopathie zur
Erhohung von Plasmaspiegeln anderer Zytokine, z.B. dem Neopterin 24. Neopterin
wird in aktivierten Makrophagen synthetisiert, die es durch Stimulation mit IFN
von T-Lymphozyten produzieren. Neopterin induziert die Expression von HLA-
Antigenen 249250, Einzelne geschédigte Myozyten exprimieren die MHC-Antigene auf
der Plasmamembran und sind somit ein Ziel fir T-Zellen. Diese antikorper-
vermittelten zytotoxischen Mechanismen wirken stimulierend auf die
Matrixproteinproduktion in Bindegewebezellen. Die gesteigerte Expression an
Zytokinen ist Ausdruck einer Infektion. Gegen eine generelle Infektionskrankheit bei
der idiopathischen dilatativen Kardiomyopathie sprechen jedoch Faktoren wie z.B.
die genetische Pradisposition, die unter anderem tber die HLA II-Antigene
assozilert wird %!, Auch sind von der Verteilung her mehr Méanner als Frauen
betroffen. Méanner zeigen eine erhéhte Immunantwort auf zellularer Ebene als

Frauen, diese wiederum zeigen eine bessere humorale Antwort 252253,

4.4. Ischamie, Apoptose, Energiemetabolismus und Therapieansatze

In der Literatur wird zwischen morphologischen Vorgédngen der Nekrose, Onkose
und Apoptose unterschieden. Der Zelltod selbst ist ein unwiderruflicher Vorgang.
Zellen sterben, je nach Zellart, unmittelbar oder lange bevor morphologische Zeichen

sichtbar werden. Wie der Zelltod ablauft ist meist in der Ursache begriindet.

Ischamie, Hitze, Toxine oder mechanische Traumen kommen als Ausléser in
Betracht und fiihren zu morphologischen Verdnderungen, die als Onkose bzw. als
Nekrose definiert werden. Untersucht man onkotische Zellen unter dem Mikroskop,
so imponiert charakteristisch das Anschwellen der Zelle bei zunéchst intaktem
Zellkern. Infolge erhohter Membranpermeabilitiat durch Versagen von Ionenpumpen
kommt es zu flussigkeitsgefiillten Plasmamembranausstilpungen, dem “blebbing®.
Mit der Hypertrophie der Zelle schwellen auch die Zellorganellen an, insbesondere
die Mitochondrien. Eine adequate Energiebereitstellung wird nun mit Abnahme der
ATP-Speicher nicht mehr gewéhrleistet. Die intrazelluldren Proteine denaturieren.
Intrazellulare Vakuolen bilden sich. Die Zellmembran rupturiert, intrazellulare
Enzyme treten in den extrazellularen Raum. Die Zelle desintegriert aus dem
Zellverband und verursacht durch Austritt lysomaler Enzyme unspezifische

Entziindungsreaktionen.
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Laut histopathologischer Nomenklatur werden Onkose bzw. Nekrose nicht ganz
eindeutig beschrieben. Von vielen Autoren wird die Onkose mit der Nekrose
synonym verwendet. Bei anderen Autoren wird der Begriff Onkose bevorzugt mit der
Ischdmie als Ursache verwendet. Beide Formen zeigen keine Unterschiede in den
Stadien der Morphologie, Zellzahl und biochemischen Veridnderungen 2%, Die
Onkose bzw. Nekrose i1st ein inaktiver Prozel3, der ausschliefllich unter

pathologischen Bedingungen auftritt.

Im Gegensatz zur Onkose ist die Apoptose, die bereits 1885 von Walther Flemming
als Chromatolyse in Kaninchenovarien beschrieben wurde 25, heutzutage auch als
programmierter Zelltod oder “cell suicide“ bekannt. Es ist ein aktiver,
energieabhéingiger Prozel3, der in der Natur u.a. physiologisch vom Koérper genutzt
wird, um sich entweder krankhafter oder funktionsunfiahiger Zellen zu entledigen
oder einen wichtigen Stellenwert in der Entwicklung von Organen bzw.
Zellverbanden einnimmt 30256257, Einmal aktiviert kann dieser Vorgang ab einem

bestimmten Zeitpunkt nicht mehr riickgdngig gemacht werden.

Aufgrund der Potenz dieses Vorganges, miissen erst bestimmte
Signaltransduktionen durchlaufen werden, damit eine Apoptose ablaufen kann. Die
Induktion erfolgt tiber Rezeptoren und/oder Liganden auf der Zellmembran, welche
das Signal nach intrazellular steuern. Als wichtigstes apoptoseinduzierendes
Molekil sei das CD95-Rezeptor-Protein aus der TNF-Rezeptor-Familie
(FAS/APO-1-Protein) genannt. Nach Aktivierung geschieht intrazelluldr eine
Modulation mittels zelluldaren Proteinen/Enzymen, an dessen Ende
Cysteinproteasen, die Kaspasen, in Form von Vorlduferenzymen vorliegen und
letztendlich die Fragmentierung der chromosomalen DNS induzieren 258259
Charakteristisch fiur die Apoptose sind die morphologischen Verianderungen, die nur
mittels Elektronenmikroskopie sichtbar gemacht werden kénnen. Dabei kommt es
zur Kondensation von Kernmaterial, bei morphologisch unverdnderten
Mitochondrien. Es folgt die Fragmentierung der Zelle in verschiedene apoptotische
Korperchen (“budding®) mit jeweiliger umgebender Membran, Zellorganellen und
Kernmaterial. Die Geschwindigkeit in der diese Vorgéinge ablaufen, ist abhingig
von der Art des Stimulus und der Zielzelle und variiert von Minuten bis Stunden
257260, Als Einheit jedoch nicht mehr lebensfihig, unterliegen diese Vesikel bald
einer sekundédren Nekrose 257. Nun folgt die Phagozytose durch Makrophagen oder
benachbarte Endothelzellen, die als lokale Reaktion und als Antwort einen fokalen
Heilungsproze3 mit Narbenbildung nach sich zieht. Dieser fihrt zu der
schleichenden Erweiterung des extrazelluliren Raumes infolge Kollagen-

akkumulation. Der Verlust an Kardiomyozyten durch die Koexistenz von Nekrose
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bzw. Onkose und Apoptose gilt somit als ein wichtiger Faktor zur Progression der

reaktiven Fibrose.

Ein weiterer wesentlicher Grund fiir den Zelluntergang der Kardiomyozyten wird in
der chronischen Ischdmie gesehen, die sich mit Progredienz der Erkrankung
entwickelt. Die Ursachen fiir diesen Zustand liegen in der Beeintriachtigung der
Mikrozirkulation infolge Anschwellen von Endothelzellen und deren Basalmembran
gegeniber dem Gefal3lumen 134, Figulla et al. fanden aullerdem heraus, dass es bei
Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie zu einer verminderten Kapillardichte
kommt 261, Aullerdem erschwert fibrotisches Material, welches charakteristisch fiir
die dilatative Kardiomyopathie ist, den wichtigen Transfer bzw. die Diffusion von
Sauerstoff und nutritiven Substanzen von der Kapillare zum einzelnen
Kardiomyozyten 262,

Hypoxie gilt als ein regulativer Faktor fir die Kollagen I- Genexpression und Pro-
liferation in Fibroblasten, das letztendlich eine hypoxische Umgebung der einzelnen
Herzmuskelzellen fordert. Wichtige Proteine des Zytoskeletts wie Tubulin und
Desmin oder des kontraktilen Apparates, Aktin, Myosin, Tropomyosin, Troponin T
zeigen durch Einflull von Hypoxie frith spezifische Verdnderungen der Degeneration
263, Daraus resultiert ein Zellschaden, der je nach Auspragungsgrad irreversibel wird

und mit dem Untergang der Zelle endet.

Neben dem Zelltod im klassischen Sinne kann Hypoxie in in vitro Versuchen
Apoptose in Kardiomyozyten induzieren 24, Im Rahmen der Hypoxie werden
vermehrt Sauerstoffradikale produziert, die, neben ihrem zytotoxischen Effekt, eine
Apoptose in den Kardiomyozyten induzieren konnen 26%. Beweise von Apoptose im
humanen Gewebe bei dilatativer Kardiomyopathie und im Tiermodell konnten
parallel von verschiedenen Forschergruppen erbracht werden 266268 Welchen
Stellenwert die Apoptose zum Fortschreiten der Pathogenese der dilatativen
Kardiomyopathie hat, wird jedoch noch kontrovers diskutiert.

Da die Apoptose ein energieabhingiger Prozell ist, der ein ausreichendes
Energieangebot erfordert, liel sich von einigen Arbeitsgruppen im Krankheits-
verlauf der dilatativen Kardiomyopathie eine verminderte Energiebereitstellung in
den myokardialen Mitochondrien infolge verringerter Kreatinkinase Aktivitdt mit
verringertem Gehalt des ADP/ATP-Carrier Proteins auf mRNA-Ebene nachweisen.
Urséachlich werden Antikoérper gegen das Carrier Protein gesehen, die im Serum von
Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie erh6ht vorkommen. Zuséatzlich besteht
eine Kreuzreaktivitiat dieser Antikérper zum Calzium-Kanal im Sarkolemm, das
einen erhohten cytotoxischen intrazellularen Kalziumeinstrom verursacht. Neben

diesen molekularen Alterationen in den Kardiomyozyten liegen noch die
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ultrastrukturellen Degenerationen vor, die diesen schlechten Energiemetabolismus
verstarken und konsequenterweise die diastolische Funktionsstérung der Ventrikel
verursacht 269273, Anderson et al. konnten bereits 1979 bei Patienten mit dilatativer
Kardiomyopathie die perivaskulare Fibrose, sowie die Myozytolyse in
inflammatorischen Arealen morphologisch nachweisen ®. Damit konnte schon frith
das charakteristische morphologische Substrat bei dieser Form der Herz-

insuffizienz identifiziert werden.

Mit 14 bis 19% steht die dilatative Kardiomyopathie an zweiter Stelle als Ursache
fir die chronische Herzinsuffizienz. Mit zunehmendem Kenntnisstand iiber die
Pathogenese des klinischen Syndroms “heart failure® sind seitdem viele
Fortschritte in Bezug auf mogliche Therapieansédtze zur Behandlung der Patienten
gemacht worden. Die medikamentése Therapie verfolgt zum heutigen Zeitpunkt 2
Ziele: eine Lebensverldngerung und eine Verbesserung der Lebensqualitat. Die
Verbesserung der Lebensqualidt ergibt sich aus der Verbesserung der: klinischen
Symptome, Belastbarkeit und linksventrikuldren Funktion. Die Reduktion der
Mortalitat wird durch eine Verlangsamung des progressiven Krankheitsverlaufes
erreicht. Hauptansatzpunkt ist hierbei das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
(RAAS) und das sympathische Nervensystem. ACE-Hemmer sind ein wichtiger
Bestandteil in der Basistherapie der Herzinsuffizienz.

Neben den positiven hidmodynamischen Effekten kommt es zur signifikanten
Verminderung des ventrikuldren Remodeling und zur Erhéhung der lokalen
Bradykininkonzentration und letztendlich zur signifikanten Reduktion der
Mortalitat. Das konnte ausgiebig in tierexperimentellen und klinischen Studien

gezeigt werden 274276,

Aldosteron-Antagonisten und AT;:- Blocker, die ebenfalls in der Inhibition des RAAS
ansetzen und damit das ventrikuldre Remodeling verlangsamen, zeigen auch gute
Erfolge in der Reduktion von Mortalitdt und Progression bei herzinsuffizienten
Patienten 277278, Therapien, die das vaskuldre und kardiale Reninsystem hemmen,
profitieren aus der signifikanten Reduktion der Fibrosebildung im Myokard, indem
die Stimulation extrazelluldarer Matrixproteine in glatten Muskelzellen,
Fibroblasten und die Entstehung von Apoptose von Kardiomyozyten verhindert wird
219280 Ein weiterer wichtiger Nebeneffekt unter der ACE- Hemmer- und AT:-
Blockertherapie ist das Ausbleiben einer reflektorischen Sympathikusaktivierung.
Die B-Blockade ist ein weiterer wichtiger Therapiebestandteil der fortgeschrittenen
Herzinsuffizienz. Obwohl anfangs kontrovers diskutiert, konnten deutliche
Reduktionen in der Mortalitdt, insbesondere des plotzlichen Herztodes bei
Multicenter-Studien (CIBIS II- und MERIT-HF- Studie) nachgewiesen werden 281.282,
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Die Gabe von Vasopeptidaseinhibitoren ist ein weiterer Ansatzpunkt in der
zukiinftigen Herzinsuffizienztherapie, da es bei diesen Patienten zu verdnderten

Plasmaspiegeln des Atrialen-Natriuretischen-Peptids kommt 283284,

In Tierversuchen mit dem Chymaseninhibitor Chymostatin konnte eine
Arbeitsgruppe aus den Vereinigten Staaten zeigen, dass kardiale Chymasen eine
zusatzliche regulative Rolle in der Induktion der Fibrosebildung spielen, und geben
damit zugleich einen Denkansatz fiir weitere therapeutische Moglichkeiten 285,

Als weitere Moglichkeit seien Endothelin-Antagonisten zu erwéahnen, deren

cardioprotektiven Effekte genutzt werden kénnen 256,

Neue Denkanséitze bietet auch die Behandlung mit Wachstumshormonen, wie es
eine Berliner und eine Schweizer Arbeitsgruppe darlegt 287288, Diese Applikationen
sind jedoch im Stadium von Phase II-Studien und erfordern noch weitere
Beobachtung.

Letztendlich definiert sich die Prognose und Verlauf der idiopathischen dilatativen
Kardiomyopathie iiber die Progression der Fibrosebildung und iber den Zeitpunkt
der Diagnosestellung und damit mit dem Beginn der Herzinsuffizienztherapie. Die
gegenwiartige medikamentose Therapie hat in der Kombination der einzelnen
Medikamente gute Ansatzpunkte gefunden, dieses ventrikuldre Remodeling zu
reduzieren und den Patienten eine Verbesserung der Lebensqualitiat zu
gewahrleisten. Jedoch liegt die Mortalitdt weiterhin in einem nicht
zufriedenstellenden Bereich. Da die Anamnese bei den Patienten mit idiopathischer
dilatativer Kardiomyopathie hiufig mit einer positiven Familienanamnese
vergesellschaftet ist, bleiben 1m Zeitalter der Gentechnik, -forschung noch weitere

Therapieméoglichkeiten offen.
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7. Zusammenfassung

In dieser Arbeit haben wir das morphologische Korrelat des “endstage heart failure®
am Beispiel der dilatativen Kardiomyopathie ndher untersucht. Der Schwerpunkt
dieser Arbeit liegt in der morphologischen Beurteilung des extrazellularen Raumes
mit seinen Proteinen im humanen Myokard zu einem Zeitpunkt, wo der
Krankheitsverlauf keine medikamentése Therapie mehr zuliel und als ultima ratio

nur noch die Herztransplantation zur Verfiigung stand.

Als Untersuchungsmaterial diente humanes Myokard von Kontrollpatienten und
von Patienten, die sich aufgrund der Progredienz der dilatativen Kardiomyopathie
einer Herztransplantation unterziehen muliten. Die Gewebeproben wurden bereits
im Operationssaal fiir die folgenden Untersuchungen aufbereitet. Von jedem
Patienten wurden Gewebestlicke des linken Ventrikels immunohistochemisch auf
folgende Proteine untersucht: Kollagen I, III, IV, VI, Laminin, Fibronektin, Tenascin,
CD68 und Vimentin. Zur Orientierung ist zuvor eine Sirius-Rot-Farbung der
jeweiligen Gewebestiicke durchgefiihrt worden. Die immunohistochemischen

Farbungen wurden dann mit konfokaler Lasermikroskopie ausgewertet.

Bereits bei der Auswertung der Sirius-Rot-Farbungen, die generell alle
Kollagentypen anfidrben, wurden im DCM- Gewebe vergleichsweise massive
Kollagenakkumulationen im Interstitium ersichtlich. Man sah im Rahmen dieser
Kollagendistributionen eine deutliche Verbreiterung des extrazellularen
myokardialen Raumes, oft vom perivaskuldren Raum ausgehend. Es kam geh&uft
zur Isolation von einzelnen Myozyten oder Myozytenverbinden durch massive
Bindegewebedistributionen. Diese Beobachtungen sind als morphologisches
Leitbild in dieser Arbeit anzusehen, da es bei den weiteren Auswertungen
allgegenwartig bleibt.

Bei nidherer Differenzierung der Kollagentypen konnten wir bei den Kollagen I- und
III- Farbungen im DCM-Gewebe dhnliche Befunde erheben wie bei den Sirius-Rot-
Farbungen: in Form von massiven Distributionen im extrazellularen Raum, die sich
als reparative oder als “replacement”“-Fibroseform einteilen lie3. Kollagen VI als
weilterer Kollagentyp wurde ebenfalls gesteigert exprimiert vorgefunden. Die
vermehrte Expression der Kollagene ist u.a. aufgrund verstarkt stimulierter
Fibroblasten, z.B. durch Aktivierung iiber neurohumorale Mechanismen (RAAS,
Aldosteron) zu deuten. Die fibrotischen Areale sind als abgeschlossene
Wundheilungsprozesse zu sehen, deren Zunahme an Quantitdt sich Kklinisch

nachteilig auf die kardiale Himodynamik auswirkt.
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Zum Nachweis friihzeitiger Wundheilungsstadien dienten die Farbungen mit
Fibronektin und Tenascin. Beide Proteine waren fokal vermehrt lokalisiert. Sie
fordern die Zellmigration und Zelladhésion von interstitiellen Zellen in diesen
Gebieten und sichern somit den Umbau in rigides Narbengewebe.

Als kompensatorischer Mechanismus mittels seiner hydrophilen Eigenschaften oder
im Rahmen einer uniformen Gewebsantwort ist die gesteigerte Distribution an
Chondrotinsulfat zu werten. Unklar ist, inwieweit die dadurch gesteigerte
Reservoirfunktion fir profibrotische Signalmolekiile und Né&hrstoffe einen
fordernden Einflull auf die Progression der Fibrosebildung hat. Hauptbildungsort
dieser Proteine sind die Fibroblasten, die im DCM- Gewebe aufgrund vieler
verschiedener Noxen, wie z.B. der neurohumoralen Aktivierung, vermehrte
Distribution an Zytokinen oder Wachstumshormonen in ihrer Anzahl stark
vermehrt vorliegen. Diese Fibroblasten haben wir mit Hilfe der Vimentin- Farbung

nachweisen konnen.

Mit den Laminin- und Kollagen IV- Farbungen konnten wir die destruktiven
Veranderungen des Sarkolemms im DCM-Gewebe, bzw. mit Hilfe der a-Aktinin-
Farbung die zytoskelettdren Degenerationen nachweisen. Beide Formen der
Veranderungen bieten einen adequaten Trigger fiir die Bindegewebezellen zur
gesteigerten Synthese von extrazellularen Matrixproteinen. Abschlieend konnten
wir das Vorhandensein von CD68 positiv markierten Zellen zeigen, die im DCM-
Gewebe vermehrt waren. Diesen Befund kann man als inflammatorische
Reaktionen deuten - entweder spezifisch oder unspezifisch, z.B. aufgrund von
chemotaktisch wirkenden Bestandteilen ausgehend vom Sarkolemm von
degenerierten Myozyten.

Zusammenfassend 1468t sich feststellen, kommt es zur gesteigerten Distribution
aller untersuchten extrazelluldren Matrixproteine im Stadium des “endstage heart
failure®. Diese Veranderungen leisten ihren Beitrag zu einem kardialen
Pumpversagen, dadurch dass das Myokard diesem entgegen zusteuern versucht
(siehe Abbildung 14).
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Primérer Schaden:
genetisch, autoimmun

infektios
Immunreaktion
Zelluldr/humoral
e \
Y
Myozyten =\
bt | I‘\ l
Zellen der
Hypertrophie Extrazelluldren Matrix (ECM)
Degeneration
Verdickung d. Basallamina ~ R~ Makrophagen,
Sequestrierung Dayia ¢ Fibroblasten
Myozytolyse Pumpversagen Endothelzellen
Zelltod |||]|::> Ventrikeldilatation Kollagen ———
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=
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Abbildungl4: Entstehung eines circulus vitiosus im Rahmen der Pathogenese der dilatativen
Kardiomyopathie.

Ausgehend von einem priméren Schaden in den Myozyten, der autoimmun, genetischer, infektiéser Genese
ist, kommt es zu intrazelluldren Verdnderungen der Kardiomyozyten, die iiber Degenerationsstadien
letztendlich zum Zelltod fithren. Dabei konnen z.B. die degenerativen Veridnderungen der Herzmuskelzellen
das Ergebnis einer Autoimmunreaktion von antisarkolemmalen Proteinen sein. In den Zellen der
extrazellularen Matrix (vorrangig Fibroblasten) wird aufgrund von multifaktoriellen Stimuli eine
gesteigerte Proteinsynthese an Matrixproteinen hervorgerufen. Diese Stimuli kénnen Zytokine,
Interleukine, Adhé&sionsmolekiile oder Wachstumsfaktoren sein, die im Rahmen der uniformen
Gewebsantwort ebenfalls vermehrt exprimiert werden. Fokal findet man daraufhin im Interstitium
vermehrt Areale mit ablaufenden Entziindungsreaktionen. Es werden extrazellulire Matrixproteine als
Erwiderung im Interstitium exprimiert und damit resultiert eine Zunahme an fibrotischen Umbauprozessen,
die schlieBlich in Narbengewebe resultiert. Mit Zunahme der myokardialen Fibrose und infolge
zytoskelettdren Degenerationen und dem myozytidren Zellverlust, leiden die Myozyten an einer chronischen
Unterversorgung an Nahrstoffen bzw. Energiebereitstellung und stellen somit eigene Faktoren, die die
Myozytolyse unterstiitzen. Es kommt zum Auseinandergleiten der Myozyten aus dem Zellverbund, dem
“slippage” und zur gesteigerten Ventrikelsteifigkeit durch die Zunahme der Fibrose. Die myokardiale
Arbeitsleistung wird dadurch schlechter, da das Myokard sich nicht mehr 6konomisch kontrahieren und
relaxieren kann. Klinisch 148t sich eine Herzinsuffizienz diagnostizieren infolge Ventrikeldilatation mit
erh6htem LVEDP. Als hdmodynamische Kompensationsmechanismen werden u.a. das RAAS lokal im
Myokard sowie systemisch, das sympathische Nervensystem getriggert und aktiviert. Mit dem Ergebnis
durch diese Kompensationsmechanismen. eine gesteigerte extrazelluldre Proteinsynthese in den
Bindegewebezellen zu induzieren. Damit schlieft sich ein Kreislauf, da das wachsende Ausmal} der Fibrose
wiederum zur Progredienz des kardialen Pumpversagens fiihrt.
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