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1. Einleitung

Die Kardiomyopathien sind Herzmuskelerkrankungen, die weder durch eine
Koronarerkrankung noch durch Hypertonie im kleinen oder groBen Kreislauf oder
Vitien des Herzens bedingt sind (45).

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) stellt eine Form der Kardiomyopathien dar, die
durch Dilatation des linken oder beider Ventrikel mit Erhohung des enddiastolischen

Volumens und verminderter linksventrikuldrer Auswurffraktion ausgezeichnet ist
(40).

Das Herzgewicht ist erhoht, Hypertrophie aufzeigend, aber die maximale
linksventrikuldre Wandstidrke und die des Septums sind normal aufgrund der
abnormal dilatierten Ventrikel (27).

Die klinische Signifikanz liegt in der progredienten Herzinsuffizienz, die medikamentos

schwer beherrschbar ist. Die Prognose ist ungiinstig (55).

Das Endstadium ist klinisch durch schwere Herzinsuffizienz (NYHA Stadium 4)
gekennzeichnet, die oft nur noch mit Herztransplantation behandelt werden kann.

Die histologische Aufarbeitung zeigt ein differenziertes Bild: Das Myokard bei DCM
weist Hypertrophie, Atrophie von Myozyten neben einer erhohten Rate an

interstitieller Fibrose auf.

Die  ultrastrukturellen Verdnderungen beinhalten Vergroferung und
Formverdnderungen des Zellkernes, zahlreiche kleine Mitochondrien, Proliferation des
T-Systems, Akkumulation von Lipid und Glykogen, und besonders auffillig ist der
Verlust an Myofibrillen (84).

Der Myofibrillenverlust ist begleitet vom Uberleben anderer Organellen, wie Kern und
Mitochondrien, was als Zeichen einer Degeneration bei Hypertrophie und Abgrenzung
zur Nekrose zu werten ist (65). Der Verlust an Myofibrillen resultiert moglicherweise

aus einer Synthesestorung des Kernes (73).

Die Pathogenese und die primére Stérung, die die ultrastrukturellen Verdnderungen
bei DCM bedingen, sind noch unbekannt, die Beteiligung der nukledren Funktionen
wird von Schaper et al angenommen (85). Der Zellkern wird auch von Scholz et al fiir
die Verdnderung des Myokards aufgrund einer gestorten Kernfunktion verantwortlich
gemacht (87).

Trotz der zahlreichen Arbeiten iiber strukturelle Verdnderungen gibt es nur wenig
Literatur, die sich mit dem Kern beschéftigt.

Die in der Literatur beschriebenen morphologischen Veridnderungen bei DCM sind
nicht pathognomonisch (14), jedoch typisch fiir unspezifische Hypertrophie.
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Inwieweit der Kern und seine Alterationen spezifisch fiir DCM sind, wird aufzuzeigen

sein.

Ghadially beschreibt den Zellkern als bemerkenswertes Forschungsobjekt aufgrund
des Fehlens an offensichtlichen Verianderungen und Details im Gegensatz zu dem
Reichtum an Verdnderungen im Zytoplasma (42).

Dal} der Kern als Tréger der genetischen Information und verantwortlich fiir die
Steuerung der Transkription und Translation des Myozyten deutliche Verdnderung
der Ultrastruktur bei DCM aufweist und dadurch Riickschliisse auf die synthetische
Aktivitat ermoglicht werden, soll in dieser Arbeit aufgezeigt werden.

Folglich soll Gegenstand dieser Arbeit die systematische Darstellung der Morphologie
und Pathologie des Zellkerns bei DCM sein, um ein besseres Verstidndnis
pathogenetischer Mechanismen der DCM zu erzielen.
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2. Material und Methoden

2.1. PATIENTEN UND ENTNAHME DER GEWEBEPROBEN

Es wurden sechs Herzen von Patienten, die an DCM im Spéatstadium erkrankt

waren, untersucht.
Der Zeitpunkt der Erstdiagnose lag zwischen 3 bis 20 Jahren zuriick.

Bei dem Patientenkollektiv handelte es sich um eine Frau und fiinf Médnner im Alter
von 33 bis zu 58 Lebensjahren. Zum Transplantationszeitpunkt waren die Patienten
im Mittel 51,5 Jahre alt.

Diese Patienten wurden herztransplantiert aufgrund von  bestehender
Herzinsuffizienz des Stadiums IV der New York Heart Association (NYHA).

Die linksventrikuldre Auswurffraktion lag echokardiographisch gemessen unter 20%.
Die Patienten litten unter keinerlei Stoffwechselstérung.

Als Kontrollgruppe fiir die Elektronenmikroskopie und die Immunhistochemie zur
Darstellung der Transkriptionsaktivitdt der Kerne wurden zwei Herzen von
méinnlichen Patienten herangezogen, die an therapierefraktidren Arrhythmien litten
und aus dieser Indikation heraus transplantiert wurden. Die Patienten waren 45 und
49 Jahre alt.

Bei der Fluoreszenz-Feulgen-Farbung zur Darstellung des DNA-Gehaltes der
Zellkerne wurde neben diesen noch drei weitere Patienten im Alter zwischen 27 und
68 Jahren in die Kontrollgruppe einbezogen. Damit waren die Patienten dieser
Kontrollgruppe zum Transplantationszeitpunkt im Mittel 45 Jahre alt.

Es lag, basierend auf den iiblichen klinischen Untersuchungen, keine Hypertrophie

vor, die linken Ventrikel waren normal.

Unmittelbar nach Explantation der Herzen wurde noch im Operationssaal aus dem
linken Ventrikel unter grofitmoglicher Schonung der Klappenebene eine
Gewebescheibe entnommen, aus dieser wurden etwa 30 Gewebeproben gewonnen.

Das verbleibende Myokard des Explantates wurde schnellstmoglich weiter versorgt,
um die bei DCM intakten Herzklappen als menschliches Klappenersatzmaterial
(Homograph) weiter verwenden zu kénnen und wurde anschlieend nach Leiden,
Niederlande (zentrale Sammelstelle), geschickt.
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2.2. ELEKTRONENMIKROSKOPIE

2.2.1. Fixierung

Sofort nach der Entnahme wurden die Gewebeproben in eine Fixierungslosung aus 3%
Glutaraldehyd und 0,1 M Natrium-Cacodylatpuffer (4°C, pH 7,4, 400 mOsm)
verbracht.

Nach Ablauf von vier bis sechs Stunden wurden die Proben mehrfach in einer Losung
aus Cacodylatpuffer und Saccharose (7,5%) gewaschen.

Die Préaparate verblieben mindestens drei Tage in der Pufferlosung, die wiederum
taglich ausgewechselt wurde.

Die Postfixierung wurde in einer Losung aus Osmiumtetroxid (1,6% OsO,) in
Veronalacetatpuffer (pH 7,4, 4%, 400 mOsm) vorgenommen.

Das Auswaschen der Postfixationslosung geschah im Anschlull daran mit dem
Veronalacetatpuffer.

2.2.2. Einbettung

Nach Fixierung und mehrfachen Waschschritten wurden zur Vorbereitung der
Einbettung die Praparate in aufsteigender Alkoholreihe entwéssert.

AnschlieBend wurde der Alkohol durch Zufiihrung von Propylenoxid entfernt.

Uber zwolf Stunden wurden dann die Priparate in einer Mischung aus Propylenoxid
und Epon inkubiert.

Der nichste Schritt war die endgiiltige Einbettung in Epon.

Nach Inkubation im Warmeschrank bei 50°C tber drei Tage war die Polymerisation
der Proben abgeschlossen.

2.2.3. Mikrotomie

Die eingebetteten Pridparate wurden fiir die Ultramikrotomie getrimmt und
Ultradiinnschnitte (Schnittdicke 50 nm) mit einem Ultramikrotom (Ultracut E
Fa. Leica) hergestellt und auf Kupfergrids aufgefangen.

Zur Kontrastierung wurde eine 5%ige Uranylacetatlosung verwandt, mit einer

Einwirkzeit von zwei Minuten.
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Anschlielend wurden die Schnitte mit Aqua dest. gewaschen, eine erneute
Kontrastierung wurde mit Bleicitratlosung (400 mOsm, pH 7,4) und eine
abschliefende Waschung mit Aqua dest. vorgenommen.

2.24. Elektronenmikroskopische Untersuchung

Die Untersuchung der Schnitte wurde an einem Transmissionselektronenmikroskop
vom Typ Philips TEM 201 durchgefiihrt.

In einer geringen Vergroferung (am Mikroskop Einstellung 1500, 2000 oder 3000 -
folglich auf Papierebene eine VergroBerung von 9900, 13200 oder 19800fach) wurde

zunédchst das gesamte Prdaparat begutachtet.

Wenn das Prdparat im Netzquadrat des Grids eine Kernstruktur von
Kardiomyozyten aufwies, wurde diese in einer geringen VergroBerung fotografiert.

Es wurde dann der Kern eingestellt und systematisch zunédchst in 4500facher
VergroBlerung am Mikroskop (demnach 29700facher Vergroflerung auf Papierebene),
dann in 7000facher Vergroflerung am Mikroskop (folglich 46200facher VergroBerung
auf Papierebene) abgelichtet.

Wenn der jeweilige Kern Besonderheiten oder pathologische Verdnderungen aufwies,
wurden diese in der jeweils erforderlichen VergroB3erung dargestellt.

Auch Kernanschnitte oder Kerne, die auf dem Gridraster teilweise zu liegen kamen,

wurden dokumentiert, um nicht schon im Vorfeld eine Auswahl zu treffen.

2.2.5. Auswertung der elektronenmikroskopischen Bilder

Ein Bewertungsschema diente zum Darstellen und Einschédtzen der morphologischen

Verdnderungen des Myokards bei DCM mit besonderer Betonung auf dem Zellkern.

2.2.5.1. Bewertung des Kernes

Die Nukleusgrofle wurde beurteilt, wobei hier auf geringe, mittlere, starke Zunahme
der Kerngrof3e oder normale GroB3enverhéltnisse Wert gelegt wurde.

Die Form des Kerns wurde auf Einziehungen, gelapptes Erscheinungsbild und
Zerkliiftungen der Kernstruktur untersucht.

Das Vorhandensein von Einschliissen und Invaginationen wurde festgestellt.

Die Chromatinverteilung wurde klassifiziert auf RegelméiBigkeit.
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Es wurde ermittelt, ob Nukleoli in einfacher, doppelter oder vielfacher Anzahl im Kern

nachweisbar waren.

2.2.5.2. Bewertung des Myokards

Festgehalten wurde die strukturelle Zusammensetzung der kernumgreifenden Zone,
d.h. des perinukledren Areals.

Die Myofibrillen wurden nach Z-Streifen-Anordnung und Auftreten von
Kontraktionsbidndern bewertet.

Die Mitochondrien wurden nach Grof3e, Anzahl und Zustand der Cristae beurteilt.

Aufweitung des sarkoplasmatischen Retikulums und T-Systems wurden verzeichnet,

sowie das Vorhandensein von Lipofuscingranula.

Es wurde allgemein beurteilt, ob das Gewebe normal erschien oder ob Verdnderungen
vorlagen. Diese wurden in Schweregrade eingeteilt: geringe (+), mittlere (++) und
hochgradige (+++) Verdnderung.

Sonstige hier nicht aufgelisteten Auffilligkeiten wurden unter Bemerkungen notiert.

2.3. KONFOKALE FLUORESZENZMIKROSKOPIE

Die fiir die Fluoreszenzmikroskopie bestimmten Gewebeproben wurden noch im
Operationssaal in fliissigen Stickstoff zur Konservierung eingebracht.

Nach Aufblockung wurden 5 um dicke Gefrierschnitte mit Hilfe des Kryostaten 1720
der Firma Leica hergestellt.

2.3.1. Fixierung und Fluoreszenz-Feulgen-Firbung zum Nachweis der DNA

Die Fluoreszenz-Feulgen-Farbung dient dem spezifischen Nachweis der DNA und
erlaubt die photometrische Quantifizierung tber die Absorptionsmessung des

Reaktionsproduktes.

Die Gefrierschnitte wurden iiber 10 Minuten in Carnoy fixiert. Carnoy ist eine
Fixierungslosung aus 60 ml 100%igem Alkohol, 30 ml Trichlormetachloroform und
10 ml Essigsédure.

Anschliefend wurden die Prdparate in Aqua dest. Eingebracht und in 1N HCI
abgespilt. Zur Hydrolyse erfolgte das Einstellen in 1N HCI bei 60°C iiber 10 Minuten.

Anschlieflendes Spiilen in Leitungswasser wurde durchgefiihrt.
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Unter dem Abzug wurden dann die Schnitte tiber 5 Minuten in frisch angesetzter
Auraminlosung eingestellt. Auraminlésung besteht aus 50 ml Aqua dest., 0,12 g
Auramin, 0,5 g Kaliummetalisulfit und 10 ml N HCl.

Ausgewaschen wurde dann unter flieBendem Leitungswasser, eine Entwisserung
erfolgte in steigender Alkoholreihe und Xylol und eine abschlieende Eindeckelung mit
Entelan.

Die Lagerung der Priaparate wurde im Kiihlschrank bei 4°C durchgefiihrt.

2.3.2. Fixierung und Inkubation mit einem Antikérper zur Darstellung der
Transkriptionsaktivitit der Kerne

Um die Antigenizitidt und die Zugédnglichkeit der antigenen Determinanten fiir den
Antikorper zu erhalten, wurden die Gefrierschnitte, die fiir die Immunhistochemie
angefertigt wurden, 10 Minuten in 4%iger Formalinlésung (aus Paraformaldehyd
hergestellt) in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,2-7 4 fixiert.

Zweimaliges Waschen mit phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) erfolgte iiber

jeweils 3 Minuten.

Bei der von uns durchgefiihrten indirekten Methode der Immunfluoreszenz war der
primére, an das Antigen bindende Antikérper unkonjugiert und wurde durch einen
sekundéren, gegen ihn gerichteten und biotinylierten Antikorper nachgewiesen, und
anschlieBend wurde dieser iiber ein Chromogen-Konjugat detektiert.

Der monoklonale Anti-Splicing Factor SC 35 reagiert mit dem Splicing-Faktor SC 35
und ermoglicht eine Aussage zur Aktivitdt der Spliceosome und daher zur

Transkriptionsaktivitidt des Kernes.

Die Inkubation der Prdparate mit monoklonalem Anti-Splicing-Faktor SC 35 clone
SC 35 (Maus, Product No S 4045, Fa. Sigma) wurde in dunkler und feuchter Kammer
tiber 1 Stunde bei einer Verdinnung von 1:100 durchgefiihrt.

Gewaschen wurden die Schnitte wieder zweimalig tiber 3 Minuten in PBS.

Die Schnitte wurden mit dem Antikorper Biotin donkey anti-mouse (Fa. Dianova) in
feuchter und dunkler Kammer iiber eine Stunde bei einer Verdiinnung 1:100 erneut
inkubiert.

Bei der hier durchgefiihrten Biotin-Streptavidin-Komplex-Methode wurde dann, um
die Sensitivitdt zu erhohen, mit Cy-2 konjugiertem Streptavidin (Fa. Biotrend,

Rockland) bei einer Verdiinnung von 1:100 iiber 30 Minuten erneut inkubiert.
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Dann erfolgte eine Kernfirbung mit Propidium, Verdiinnung 1:100 tber 10 Minuten,
und die Eindeckelung mit Mowiol erfolgte abschlieflend.

Die Praparate wurden dunkel bei 4°C gelagert.

2.3.3. Konfokale Lasermikroskopie

Die fixierten und markierten Prédparate wurden an einem konfokalen Mikroskop der

Firma Leica untersucht.

Die Messungen erfolgten unter standardisierten Bedingungen und Einstellungen des
Mikroskopes mit einem 40er Objektiv.

Die Prédparate wurden systematisch im Blickfeld links oben beginnend
durchgemustert, und pro Patient wurden 50 zufzllig ausgewihlte Kerne der Myozyten

vermessen, d.h. ihre Abgrenzung wurde umfahren.

Die dabei gewonnenen Datensédtze wurden zur digitalen Bildverarbeitung auf eine
Silicon Graphics Indy-Workstation {iibertragen, die DNA-Menge und die
Transkriptionsaktivitéit errechnet und anschlieBend statistisch ausgewertet.
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3. Ergebnisse

3.1.  ERGEBNISSE DER ELEKTRONENMIKROSKOPISCHEN
UNTERSUCHUNG

Der Zellkern besteht aus der Kernmembran, dem Nukleoplasma und dem Chromatin
sowie dem Nukleolus.

Es wurden in der folgenden Untersuchung die physiologischen Werte der
Kontrollgruppenpatienten den pathologischen, morphologischen Verdnderungen der
Myozytenkerne der Patienten, die an DCM erkrankt sind, gegeniibergestellt.

Charakteristisch fiir das morphologische Korrelat der DCM ist das gleichzeitige
Vorkommen von physiologisch erscheinenden, neben gering und hochgradig
pathologisch verdnderten Myozyten, sowie auch komplett degenerativ zerstorten
Gewebsanteilen, so daf} ein sehr inhomogenes Erscheinungsbild nachzuweisen war.

Aus diesem Grund wurde im Rahmen der elektronenmikroskopischen Bewertung
dieser Arbeit auf eine statistische Auswertung verzichtet, und im folgenden werden
die erhobenen Befunde deskriptiv dargestellt und beurteilt.

Gegenstand dieser Arbeit war die Darstellung der pathologischen Verdnderungen der
Morphologie des Zellkernes und seiner direkt benachbarten Sarkoplasmaanteile
(s. Tab. 1).

Die befundeten Myozytenkerne zeigten Verdnderungen der Grofle, der Kernform, der
Kernmembran und Chromatinverteilung.

Es wurden sarkoplasmatische Einschliisse im Kern und Pseudoeinschliisse
nachgewiesen.

Die Anzahl wie auch die Form der Nukleoli waren veriandert.
Die kernumgrenzende Zone zeigte sich stark aufgeweitet.

Im folgenden werden diese pathohistologischen Verdnderungen im Detail beschrieben
und anhand der zugehorigen Bilder dokumentiert.
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Ergebnisse

Tabelle 1:

Qualitative Bewertung des Myokards der DCM-Patienten und der Patienten mit normalem linken Ventrikel. Dargestellt sind die

Mittelwerte aus den Einzeluntersuchungen der Zellkerne und des perinukleiren Areals der Patienten, es wurden pro Patient 150-200 Zellkerne
untersucht. Obwohl innerhalb des Myokards der Patienten sehr divergierende Befunde festzustellen sind, handelt es sich hier um repriasentative
Mittelwerte der elektronenmikroskopischen Untersuchung.

Patienten 1 2 3 4 5 6 7 8
normal 0 0 + + + + +++ +++
Nukleusgrofie grof +++ ++ +++ ++ ++ ++ 0 0
klein + + + 0 0 0 0 0
gelappt +++ ++ + + + + 0 0
Nukleusform Einziehungen ++ ++ + + +++ + + +
zerkliiftet + + 0 + + 0 0 0
Einschliisse +++ + + ++ -+ ++ 0 0
: ; RegelmiBig T TF st T = +++ +++ +++
Chromatinverteilung unregelmifBig + ++ 0 + 0 0 0 0
Einfach + 0 + + + ++ +++ +++
Nukleolus doppelt A5 S A er ++ + + +
viele ++ ++ + ++ + + 0 0
Perinukleirer Raum erweitert ++ + ++ 0 + + 0 0
kleine Grofie isisty T THF + + ++ 0 0
Mitochondrien grofle Anzahl +++ ++ ++ ++ ++ ++ + +
Cristae aufgelost + ++ + + ++ ++ o+ +
Lipofuscingranula + +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Sarkopl. Retikulum aufgeweitet 0 0 + + 0 0 0 0
. Z-Streifen-Anordnung teilw.irreg. teilw.irreg. irreguldr regulér reguldr teilw.irreg. irregulir irreguldr
Myofibrillen Kontraktionsbinder ++ ++ + + ++ + ++ ++
T-System aufgeweitet 0 0 0 0 + + 0 0
Diagnose DCM DCM DCM DCM DCM DCM Kontrolle Kontrolle

(0) = nicht nachweisbar, (+) = geringe Ausprédgung, (++) = mittlere Ausprédgung, (+++) = hochgradige, deutliche Ausprédgung der Verdnderung/ des Merkmales
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3.1.1. KerngrofBe

3.1.1.1. Kontrollgruppe

Die Zellkerne der Myozyten der Patienten mit klinisch normalem linken Ventrikel
waren ldngsoval, und die Léinge der Kerne entsprach in Bezug zur
Myofibrillenanordnung der Myozyten zwischen 3 und 6 Sarkomerlidngen,
entsprechend einer Kernldnge von etwa 6-12 ym. (Eine Sarkomere ist im Zustand
mittlerer Relaxation + 2 um lang.) Selten wurden gering lidngere Kerne nachgewiesen.
Das Verhiltnis Breite zu Linge der Kerne betrug etwa 1:2 bis 1:3 (s. Abb. 1).

Abb. 1: Kontrollpatient
Lingsovaler Kern mit gering ge-
schwungenem Membranverlauf
(Lange  entspricht 8 Sarkomer-
langen, 16 um Ldange aufzeigend),
gleichmafige Chromatinverteilung,
regelrechter Nukleolus. x 19800

3.1.1.2. DCM-Patientengruppe

Die Myozytenkerne der an DCM erkrankten Patienten zeigten eine bemerkenswerte
GroBBenvariabilitét.

Neben physiologischen Kerngroflen kamen Kerne zur Darstellung, die in ihrer
Langsachse, bezogen auf die Myofibrillenanordnung des Myozyten, 10 und bis zu
20 Sarkomerldngen entsprechen. Dies bedeutet eine Liange von etwa 20 bis 40 ym
(s. Abb. 2a).

Da Kerne hiufig nicht als homogene Fldchen erschienen, sondern wie spéter
erldutert, durch mehrfache Anschnitte als zusammengesetzte Gebilde auffielen,
konnten Kernldngen entsprechend bis zu 35 Sarkomerlédngen vorkommen, eine
Léange von etwa 70 um darstellend (s. Abb. 2b).

Je nach Form des Kernes gab es auch sehr grofle Variablen in der Seitenausdehnung
des Kerns. Wie im weiteren dargestellt, kam es zu regelrechten Seitenarmen des
Kerns, die zu einer irreguldren Myofibrillenanordnung beitrugen.
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. WL m Abb. 2a: DCM-Patient

S Bl s . Lingsovaler Kern mit deutlicher
' Membranfaltung, die nicht mit
Kontraktionsartefakten zu erkliren

“f ist (Lange entspricht 16 Sarkomeren,
| 32 um Linge aufzeigend). x 19800

* 1 Abb. 2b: DCM-Patient

= Durch Formanomalien kommt hier
% moglicherweise nur ein Kern zur
Darstellung, der dann eine Ldinge

von 64 um hdtte (entsprechend
- 32 Sarkomeren). x 13200

Aufgrund der iiberméfligen Formvarianz war hier die Messung der Breite nicht zu
leisten, weil durch Ausstiilpungen die Festlegung der Mef3ebene unmoglich erschien.

3.1.2. Kernform

3.1.2.1. Kontrollgruppe

Die Zellkerne der Myozyten der Patienten der Kontrollgruppe hatten eine ldngsovale
Form.

Traten Kontraktionsbdnder an den Myofibrillen auf, so wiesen die Kerne auch ein
eher rechteckiges Erscheinungsbild und runde Formen auf. Selten wurden L-formige
Kerne beobachtet.
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Der Kern wurde in aller Regel als ein kompaktes Gebilde angeschnitten. Nur selten
traten durch Kriimmung oder Biegung des Kernes je nach Schnittebene mehrere
Kernfragmente in Erscheinung (s. Abb. 3).

e~ e

Lg

Abb. 3: Kontrollgruppe:

Kern heranreichenden Myofibrillen |
und Zellorganellen.  x 19800

3.1.2.2. DCM-Patientengruppe

Die Myozyten der DCM erkrankten Patienten wiesen ovale und rechteckige Formen
auf, es gab dabei sehr langgezogene Kerne. Aullerdem wiesen die Herzen der DCM-
Patienten L, X-, U- und Z-dhnliche Kernformen auf, zusétzlich sind querovale,
halbmond-, sichel- und sanduhrférmige Kerne beobachtet worden (s. Abb. 4a, 4b, 4c).

Die Kerne erschienen stark zerkliiftet und hatten viele Furchen.

Es stellten sich neben groBfldachigen Kernanteilen kleine, keiner regelméfigen Form
zuzuordnende Anschnitte dar (s. Abb. 4d, 4e, 4f).

Es gab Kerne, die briickendhnlich geformte Membranverbindungen zu den noch
restlichen Kernanteilen aufweisen (s. Abb. 4g, 4h).

Andere wiederum zeigten unter den verschiedenen Fragmenten des Kernes keinerlei
Verbindung und waren durch Nukleusmembranen eindeutig voneinander separiert
(s. Abb. 4f, 4g, 4i, 4j, 4k).

Durch Ausbuchtungen und Formauffilligkeiten einiger Kerne kam es zu einem
zerstiickelten Erscheinungsbild, und viele kleine Fragmente traten auf.

Auch lagen Anteile des Zytoplasmas in der Regel in Form von Myofibrillen und
Mitochondrien zwischen den Kernanschnitten.

Eine eindeutige Festlegung, ob es sich hier um mehrkernige Myozyten handelte, war
nicht zu leisten und wird noch zu diskutieren sein.
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Abb. 4a: DCM-Patient
x-formiger Kern mit  kleinem
o« Nukleolus, Auslaufer des Kernes
Y tragen zur unregelmdafligen Myo-
fibrillenanordnung bei.  x 29700

o

.!'r.l-i 3

o
S

b

.,
Do

p

3

. Abb. 4b: DCM-Patient
Sanduhrformiger Kern mit deut-
licher Zunahme der Linge, 20 Sar-
komerlangen entsprechend (bedeutet
40 uym Kernlinge). x 19800

- _f |
Rk el
= % Abb. 4c:  DCM-Patient

'y Sichelformiger Kern aus mehreren
‘\ﬂ' Fragmenten bestehend.  x 29700
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Abb. 4d: DCM-Patient

Deutliche Verbreiterung des Kernes
bei gleichzeitigem Mehrfachanschnitt
infolge Formanomalie, be-
merkenswert — auch  die  unter- .
schiedliche Margination des Chro- g
matins in den Fragmenten. '
x 29700

Abb. 4e: DCM-Patient
Fragmentierung an einem Kernpol
bei deutlich verlangertem Kern.

x 29700

Abb. 4f: DCM-Patient

Stark  zerkliifteter ~ Kern  ohne
erkennbare  Grundform, einzelne
Areale erscheinen vom ,Grund-
korper® abgetrennt. x 46200
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® Abb. 4g: DCM-Patient

{ Briickenbildungen der Kern-
membran und Pseudoeinschliisse
schlieffen grofle sarkoplasmatische
Areale ein, Kern ist keiner

% Grundform mehr zuzuordnen.
N x 46200

Abb. 4h: DCM-Patient

Briickenbildung durch die
Kernmembran mit verschmolzen
erscheinenden  Arealen und in
unregelmdafigen Abstinden ampul-
lenartige Aufweitungen mit wieder

auftretender nuklearen Matrix.
- x 66000

Abb. 4i: DCM-Patient
Formanomalien fiihren zu An-
schnitten, die miteinander keine

4“ Verbindung haben. x 29700
2

:;l‘:
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Abb. 4;: DCM-Patient

Fragmentierung des Kernes durch
tief ins  Kerninnere  reichende
Einziehungen, bemerkenswert: Pseu-
doeinschliisse.  x 19800

Abb. 4k: DCM-Patient : ’i-" 5 i
Zwei  Kernanschnitte  erscheinen %= &% - A 2 s i 5
aneinandergeschmiegt,  Kernmem- F%.. ok ,; # i t oA e &

bran im Trennungsbereich voll- *
stindig erhalten, bemerkenswert:

kleine Nukleoli. x 19800

Die dullere Oberfliche der Kerne war durch viele Furchen und Ausstiilpungen
ausgezeichnet. Die daraus resultierenden Buchten fiir das Sarkoplasma waren
aufgefiillt mit Zellorganellen. Es lagen dort Mitochondrien, Myofibrillen, Golgiapparat
und sarkoplasmatisches Retikulum sowie fibrilldre Strukturen des Zytoskelettes
(s. Abb. 4j).

Haufig war die Zerfurchung der Oberfldache nicht vollstédndig, sondern betraf nur eine
Seite des Kernes. Die iibrige Oberflache war eher grofformig und regelmabBig,
hingegen erschienen die von kleinen Einstiilpungen betroffenen Anteile extrem
zerfurcht und zerkliftet.

Es wurden Kerne aufgefunden, die eine kompakte normal erscheinende
Grundstruktur aufwiesen. Ein Teilbereich dieser Kerne allerdings, der bis zu einem
Drittel der dargestellten Kernfldchen ausmachte, wurde durch tiefe Einziehungen der
dulleren Oberflache anndhernd separiert vom restlichen Kern. Als solitdrer Befund
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wurde ein Kern nachgewiesen, der kometenédhnliche Form aufwies durch Gliederung
des Kernes in einen ,Korper-“ und in einen ,Schweif“-Anteil. Auf Besonderheiten in
dessen weiterer Struktur wird spéter noch eingegangen werden.

3.1.3. Position des Kernes innerhalb des Myozyten

3.1.3.1. Kontrollgruppe

In zentraler Position inmitten des Sarkoplasmas befanden sich die Kerne der
Myozyten der Patienten mit normalem linken Ventrikel.

Eingefiigt ohne das Vorhandensein von strukturlosen Zytoplasmaanteilen zwischen
ihm und den umgebenden Zellorganellen lag der Kern in den Myozyten.

Nur selten hatten einzelne Kerne einen organellenfreien Hof um ihre Membran,
dessen Bedeutung noch besprochen werden wird.

Lipofuscingranula wurden in Kernnihe aufgefunden (s. Abb. 5).

Abb. 5:  Kontrollpatient

8 Ladngsovaler Kern eingefiigt in
' Myofibrillen, Mitochondrien und
. Zellorganellen ohne Vorhandensein

3.1.3.2. DCM-Patientengruppe

Die Kerne der Myozyten befanden sich in zentraler Position in der Zelle, umgeben von
Myofibrillen und sarkoplasmatischen Organellen.

Einzelne Kerne konnten in exzentrischer und dezentraler Position aufgefunden
werden in unmittelbarer Ndhe zum Sarkolemm (s. Abb. 6a).

An einem Pol der Kerne befand sich ein myofibrillenfreier Hof, in dem eine Vielzahl
von kleinen Mitochondrien beobachtet wurde.
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Lipofuscingranula kamen zwischen den Mitochondrien vor.

Auffallend war, dall gehduft Kerne auftraten, deren kernumgrenzende Zone
aufgeweitet war. In diesem Areal wurden nur vereinzelt Zellorganellen aufgefunden, in
Form von Golgikomplex und sarkoplasmatischem Retikulum. Mitochondrien traten
nur wenige in Erscheinung. Einzelne Vesikel lagen in der kernumgrenzenden Zone

(s. Abb. 6b).

Abb. 6a: DCM-Patient

Kern in Sarkolemmndihe, Myofila-
mente und  Organellen  direkt
angrenzend an die Kernmembran.

x 46200

Abb. 6b: DCM-Patient
Aufweitung  des  perinukledren
Areales mit nur geringer Anzahl von

Organellen in diesem Bereich.
x 19800

3.14. Chromatinverteilung

3.14.1. Kontrollgruppe

Die Gleichméfligkeit der Chromatinverteilung innerhalb der Kerne der Patienten der
Kontrollgruppe war offensichtlich.
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Fein granulidre Anteile des Chromatins — Heterochromatin- befanden sich
angeschmiegt an die innere Kernmembran. Kleinere Flidchen von kondensiertem
Heterochromatin verteilten sich gleichméfig tiber das Nukleoplasma (s. Abb.7).

Abb. 7: Kontrollpatient

Gleichmdaflige Chromatinverteilung

iiber den gesamten Kern bei geringer

Margination im Bereich der inneren

& Kernmembran, deutlich ausgebil-
\ deter Nukleolus. x 19800

3.1.4.2. DCM-Patientengruppe

Die Chromatinverteilung der Kerne bei der DCM-Patientengruppe variierte stark.

3.14.2.1. Regulire Chromatinverteilung

Die Mehrzahl der Kerne wies im Nukleoplasma zu mehreren Zentren konfluierendes
feines granuldres Material auf, welches als Heterochromatin gedeutet wurde.
Zusitzlich kam es im Bereich der inneren Kernmembran zur randstidndigen
Ansammlung von Heterochromatin unter Freihaltung der durch Kernporen
unterbrochenen Membrananteile.

Die restlichen Nukleoplasmaanteile erschienen mit feinst dispers tber den Kern
verteiltem Chromatin, gering kontrastgebend, angefiillt (s. Abb. 8).

3.1.4.2.2. Chromatinaggregation

Daneben wurden Kerne nachgewiesen, deren Heterochromatin zu zahlreichen
Verschmelzungsherden konfluierte. Eine Abgrenzung zu den Nukleoli des Kernes war
kaum moglich. Es lag eine deutliche Margination des Heterochromatins im Bereich
der inneren Kernmembran vor (s. Abb. 9).



Ergebnisse -21 -

Abb. 8: DCM-Patient
Regulire Chromatinverteilung |
gleichmafig iiber den Kern, mit
marginalem Chromatin im Bereich
der inneren Kernmembran, Chroma-
tincenter iiber den Kern verteilt und
nukleolusassoziiertem  Chromatin, ®
intranukleolires Chromatin einge- |
schlossen im Nukleolus, bemerkens-
wert: Perichromatingranula.

x 29700

Abb. 9: DCM-Patient
Aggregationen von stark kontrast-
gebendem Heterochromatin, deut-
liche Margination des Chromatins
im Bereich der inneren Kern-
membran, bemerkenswert:  Peri-
chromatingranula. x 66000

3.1.4.2.3. Kontrastarme Kerne

Im Gegensatz hierzu gab es sehr gleichméflige, homogene und kontrastarme Kerne
ohne jegliche Areale mit kondensiertem, kontrastreichem Heterochromatin. Es kam
auch nur dullerst gering zur Membranstidndigkeit dieses Chromatins (s. Abb. 10a).

Trotz ausgedehnter Kerngrofle waren nur selten Nukleoli angeschnitten, die auch nur
von geringer Grof3e waren (s. Abb. 10b).

3.1.4.2.4. Ischamie

Einzelne Kerne, deren Chromatin regelrecht verklumpt erschien und die keine
gleichméBige feingranulidre Heterochromatinverteilung tiber die gesamte Kernflédche

aufwiesen, wurden nachgewiesen.



- 22 - Ergebnisse

. Abb. 10a: DCM-Patient

Kontrastarmer Kern mit gleich-
mapiger Chromatinverteilung ohne
Aggregation, nur geringe Margi-
nation des Chromatins im Bereich

: der inneren Kernmembran.
L x 46200

Abb. 10b: DCM-Patient

Kontrastarmer Kern mit  sehr
8 gleichmifliger Chromatinverteilung
= und nur sehr kleinen Nukleoli im

Verhiltnis zum grofien Kern.
x 13200

Das Heterochromatin war im Bereich der inneren Kernmembran randstidndig zur
schwarzen Masse verschmolzen.

Der gesamte Kern war sehr kontrastreich.

Die restlichen Nukleoplasmaanteile wirkten frei und entleert von Kernstrukturen.
Zusitzlich wiesen die Mitochondrien hier eine deutliche Cristaeverringerung und
Aufhellung der Mitochondrienmatrix auf (s. Abb. 11).

3.1.4.2.5. Apoptose

Ein mit geringer Haufigkeit auftretendes Phénomen waren die regelméllige
Verteilung des Chromatins tiber die Kernfliche und geringe Margination des
Chromatins bei gleichzeitigem Auftreten einer grofiflichigen Aggregation von stark
kontrastgebendem Chromatin in einem Areal des Kernes. Diese aggregierten Areale
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waren immer, zumindest in Anteilen, mit dem marginalen Heterochromatin in
Verbindung. Diese Areale nahmen etwa eine fiinftel bis ein zehntel der
angeschnittenen Kernfldche ein (s. Abb.12).

Abb. 11: DCM-Patient

Ischimie, Chromatin erscheint ver-
klumpt und in Arealen verschmol-
zen, nukleare Matrix wirkt entleert, |
Mitochondrien weisen Verringerung
der Cristae bei Aufhellung der .
mitochondrialen Matrix auf.
x 19800

Abb. 12: DCM-Patient

Apoptose, Aggregation von
Chromatin in einem Kernareal
direkt angrenzend an die innere |
Kernmembran, sonst geringe
Margination und homogene Ver- g
teilung des Chromatins iiber die
Kernfliche, Mitochondrien intakt.
x 29700

3.1.4.2.6. Perichromatingranula

Unabhéngig von der Chromatinverteilung im Nukleoplasma fanden sich innerhalb
der heterochromatinreichen Matrix zyklische Strukturen, die von einem kleinen Hof
frei von Chromatin umgeben waren.

Diese Kornchen waren deutlich grofler im Querschnitt als die sie umgebenden

Matrixbestandteile.

Es handelte sich hierbei um Perichromatingranula (s. Abb. 13a, 13b).
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Abb. 13a:  DCM-Patient
Perichromatingranula in  grofler
Anzahl, auch Ansammlungen von
Perichromatingranula innerhalb
nukledrer Matrix.  x 29700

#'4 Abb. 13b:  DCM-Patient
it * Perichromatingranula.  mit  deut-
. licher Hofbildung, bemerkenswert:
-+ keine Kernmembran in diesem
" Kernabschnitt.  x 99000

3.14.2.7. Interchromatingranula

AuBlerdem sammelte sich stark kontrastgebendes und kantiges Material zwischen
den kontrastidrmeren Chromatinanteilen in dem Nukleoplasma zu herdformigen
Arealen an. Es war in der GrofB3e chromatindhnlich.

Dieses Material wurde aufgrund der Charakteristika als Interchromatingranula
identifiziert.

Peri- und Interchromatingranula kamen nebeneinander vor (s. Abb. 14a, 14b).

Kerne, die aulBler diesen Granula noch feine, kleine, diffus im Nukleoplasma
gleichmélBig verteilte, rundliche Strukturen, kleiner als Perichromatingranula,
aufwiesen, wurden aufgefunden.
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Abb. 14a: DCM-Patient
Interchromatingranula und einzelne
Perichromatingranula, Kern sehr
kontrastreich, Nukleolus kompakt,

dessen Komponenten nur bedingt zu
unterscheiden.  x 66000

Abb. 14b:  DCM-Patient
Interchromatingranula und Peri-
chromatingranula. x 66000

3.1.5. Kernmembran

3.1.5.1. Kontrollgruppe

Die Kernmembran verlief ohne deutliche Einziehungen um das Nukleoplasma und
separierte dabei die Chromatinanteile und das iibrige Nukleoplasma vom
Sarkoplasma.

Die dullere und innere Kernmembran schlossen die perinukledre Zisterne zwischen
sich ein.

Beide verschmolzen teilweise, um eine Kernpore zu bilden.
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Die dullere Membran war besetzt mit Ribosomen, die innere Membran war begleitet

von der fibrosen Lamina, der die Heterochromatinanteile des Chromatins angeheftet
waren (s. Abb. 15).

Abb. 15: Kontrollgruppe
8 Kernmembran verlauft regelmafig,
{ nur geringe Einziehungen. x 19800

3.1.5.2. DCM-Patientengruppe

Bei den an DCM erkrankten Patienten traten deutliche Verdnderungen der
Kernmembran auf.

3.1.5.2.1. Membranverlauf

Es kamen durch die bereits dargestellte Formvarianz der Kerne grofle Ausstiilpungen
der Membran vor. Neben diesen zur Vielfalt der Formen beitragenden
Membranverldufen war die Kernmembran von multiplen, kleinen wellenférmigen
Aussackungen iiberzogen (s. Abb. 13a, 14b). Nur selten kamen Kerne mit
glattwandigen Membranen zur Darstellung.

3.1.5.2.2. Pseudoeinschliisse

Bedingt durch diese Windungen wurden Lakunen und Buchten gebildet, und es wurden
gehduft sarkoplasmatisches Material und Mpyozytenorganellen in den Kern
eingeschlossen.

Es werden diese Erscheinungen im folgenden als Pseudoeinschliisse bezeichnet.

Diese Pseudoeinschliisse waren membrands vom Nukleoplasma separiert und traten
mit runder oder seltener mit ovaler Form auf (s. Abb. 16a, 16b).

Haufig kamen sie in den submembrandésen Arealen des Kernes vor.
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Abb. 16a: DCM-Patient ;
Faltungen der Kernmembran fiihren p
zu Pseudoeinschliissen, Entstehung ¥
eines solchen zu erkennen neben [ -.gﬁ,,

grofiem Pseudoeinschluf3.
x 198000

Abb. 16b: DCM-Patient
Detailaufnahme von Abb. 16a.
x 297000

Abb. 16c: DCM-Patient -
Aneinanderrethung  von  Pseudo- .
einschliissen fiihrt quasi zur Ab- =*
trennung von Kernarealen, Pseudo- .

einschliisse scheinen zu konfluieren.
x 132000
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Abb. 16d: DCM-Patient

Grofler Pseudoeinschlufp mit Ein-
schlufs von Myofibrillen, Mitochon-
drien und anderen sarkoplasma-

. tischen Organellen, bemerkenswert:

Vakuolen und hohlraumbildendes
System in nukledrer Matrix.
x 46200

Abb. 16e:  DCM-Patient

‘I ,& ‘a. = 2 grofle Pseudoeinschliisse geben dem

Kern ein ringdahnliches Erschei-
nungsbild, Zellorganellen und

Vakuole eingeschlossen, Nukleoli
=" erscheinen an den Rand gedrdingt.
W x 46200

Abb. 16f:  DCM-Patient
Pseudoeinschluf; mit klarer
Begrenzung: Margination des
Heterochromatins im Aufenbereich,
Lamina und innere Kernmembran
als duflere Begrenzung des Pseudo-
einschlusses und duflere  Kern-
membran als innere Begrenzung des
Pseudoeinschlusses zum Einschlu/f3-
inhalt/Sarkoplasma, Kernpore zu
erkennen. x 132000
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Die dullere Membran des Pseudoeinschlusses stand in Kontakt mit dem nukledren
Chromatin und stellte die innere Kernmembran dar, die innere Membran des
Einschlusses war im Kontakt mit dem Einschluflinhalt und stellte die &dullere
Kernmembran dar. Die Membranen begrenzten die perinukleére Zisterne.

Die direkt im Bereich der Membran und damit in den AuBlenbereichen des Kernes
auftretenden Pseudoeinschliisse schlossen volumenmaéfig geringe Zytoplasmaanteile
ein. Hingegen waren die zentral in der Kernfldche aufgefundenen Pseudoeinschliisse
grofifldachiger, und es kam bei dem umschlielenden Kernareal zu einem ringdhnlichen
Erscheinungsbild.

Verschiedene Zellorganellen wurden in den Pseudoeinschliissen aufgefunden.

Abhingig von der Grofle wurden unspezifisches sarkoplasmatisches Material oder
Myofibrillen und kontraktiles Material, Mitochondrien und Vakuolen eingeschlossen
(s. Abb. 16¢, 16d, 16e, 16f).

Benachbarte Pseudoeinschliisse bildeten stellenweise kettengleiche Strukturen, die
ganze Kernanteile zu separieren schienen (s. Abb 16¢).

Einschliisse, die keinerlei Membranabtrennung zum umgebenden Kernareal
aufwiesen, werden noch im folgenden beschrieben und diskutiert werden als
eigenstidndiges pathologisches Phénomen der Kerne bei DCM.

3.1.5.2.3. Unterbrochene Kernmembran

Es kam zu dem seltenen Bild, dal die Kernmembran, die das Nukleo- vom
Sarkoplasma separiert, in Teilen nicht nachweisbar war (s. Abb. 17a, 17b, 17¢c, 17d,
17e).

Bei dem bereits erwidhnten Kern mit kometenartigem Erscheinungsbild waren die
schweifartigen Kernanteile mit zwar &duBlerst gewundener, aber doch deutlicher
Kernmembran mit typischem Aufbau umkleidet. Die Membran verlor sich aber und
endete abrupt im Bereich des Ansatzpunktes des ,Kernschweifes“ an den rundlichen
L,Kernkorper”. Das Chromatin, welches einen groflen Nukleolus einschlof3, lag frei im
Sarkoplasma. Die Zellorganellen, wie Mitochondrien und Myofibrillen, grenzten direkt
an (s. Abb. 17 a, 17b).

Ein weiterer grofler ldngsovaler Kern (iiber die Linge von 22 Sarkomeren) wies ein
solches Fehlen der nukledren Membran an einem Pol des Kernes auf. Der grofite Teil
des Kernes war membranos umschlossen, und nur ein Pol wies keine Separierung
zum Nukleoplasma auf. Die Membranumhiillung endete abrupt ohne sonstige
Verdnderung des Nukleoplasmas oder erkennbare Alterationen des Sarkoplasmas

und der Zellorganellen. Einzig das vorher direkt der inneren Membran und Lamina
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angeschmiegte  Heterochromatin fehlte im Bereich der membranfreien
Kernabschnitte. Wie bei der obigen Verdnderung lagen auch hier die Zellorganellen im
direkten Kontakt zum Nukleoplasma und Chromatin (s. Abb. 17e).

Abb. 17a:  DCM-Patient

. Kometenartiger Kern, im Bereich des
»Kometenkorpers® fehlt die Kern-
membran, der ,Kometenschweif* ist
membranos separiert, bemerkens-
wert: intranukledre Mitochondrien

und grofler Nukleolus. x 19800

Abb. 17b:  DCM-Patient

Detailaufnahme von  Abb. 17a,
deutlich zu erkennen die Membran-
umhiillung des ,Kometenschweifes“
und das Verschwinden der Membran

im Bereich des ,Kometenkorpers®.
x 66000
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Abb. 17¢c: DCM-Patient
Keine Kernmembran zwischen
Nukleo- und Sarkoplasma in

kurzem Abschnitt eines Kernes.
x 66000

Abb. 17d: DCM-Patient _
Zwischen  zwei  Kernanschnitten
Doppelmembran nicht vollstandig
ausgebildet, obwohl sarkoplasma-
tisches Material zwischen den

Anschnitten zu liegen kommt.
x 66000

Abb. 17e:  DCM-Patient

Fehlende Membran im Bereich eines
Kernpoles ohne Alteration der |
anderen Strukturen, bemerkenswert:
Perichromatingranula. x 46200
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3.1.5.24. Briickenbildung durch die Kernmembran

Bei der Darstellung der Formenvarianz der Kerne wurde eine weitere
Membranauffilligkeit kurz erwéhnt, die hier nun detaillierter besprochen werden soll.

Es wurden Briickenbildungen nur durch Membranbestandteile als Verbindungsglieder
zwischen multiplen Kernfragmenten beobachtet. Diese Briicken schlossen keine
Nukleoplasmaanteile mehr ein und verschmolzen zu einem Komplex bestehend aus
dullerer Kernmembran, innerer Membran, Lamina, innerer und wieder &ullerer
Membran. In unregelméiBigen Abstidnden wurde dieser Komplex aufgeschlossen, und
es lagen erneut Chromatinanteile interlaminér. In diesen Arealen tauchten auch
noch zusitzlich Pseudoeinschliisse auf als Hinweis auf die starke
Oberfldchenunregelméfligkeit der Kerne (s. Abb. 18a, 18b).

Abb. 18a: DCM-Patient

Briickenbildung durch die Kern-
membran bei gleichzeitigem Auf-
treten von Pseudoeinschliissen und

Einschluff von fein filamentdrem
Material. x 46200

- Abb. 18b: DCM-Patient
Briickenbildungen  durch  Kern-
membranen mit ampullenartigen
© Aufweitungen bei  gleichzeitigem
Auftreten wvon Pseudoeinschliissen
und Einschliissen. x 46200
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3.1.5.2.5. Intranukleidre Tubuli

Neben den bereits dargestellten Alterationen der Kernmembran trat eine weitere

bemerkenswerte Membranverdnderung auf.

In Arealen mit starken Féiltelungen und Pseudoeinschliissen lagen intranukleir

tubulédre Strukturen, die meist in Ansammlungen auftraten.

Die tubuldren Strukturen konnten geradlinig verlaufen, es kamen abgewinkelte und
U-formig geschwungene Tubuli neben konzentrischen Tubulianschnitten vor. Haufig
traten mehrere Formen nebeneinander auf und waren auf einzelne Kernabschnitte
begrenzt. Die Tubuli lagen submembranos und standen an einzelnen Stellen mit der

inneren Kernmembran, von der sie gebildet wurden, direkt in Verbindung.

Die dulleren Winde der Tubuli waren mit wandstidndigem Chromatin umgeben,
aullerdem lagen sie auch in heterochromatinreicher Matrix.

Das durch die Tubuli entstehende Lumen wurde ausgefiillt von einer fein granuldren
Masse und stand mit der perinukledren Zisterne in Verbindung.

Die Form der Tubuli variierte stark, geradlinige und zylindrisch geformte Tubuli
kamen gehéuft im rechten Winkel zu dem zugehorigen Membranabschnitt vor. Auch
bei Tubuli, die an Pseudoeinschliissen angrenzten, wurde dies beobachtet.

Einige konzentrische Tubuli lagen gleichzeitig diffus in diesen Bereichen.
Stark gebogene und zum ,,U“ geformte Tubuli traten auf.

Vereinzelt wurden ringformige Tubuli aufgefunden (s. Abb. 19a, 19b, 19¢, 19d, 19e,
199).

An einem orthogonal zur Membran stehenden Tubulus wurden acht konzentrische
Strukturen aufgefunden, mit und ohne zentralem Knotchen, die aufgrund ihrer Gréfle
und Morphologie an nukledre Porenkomplexe erinnern (s. Abb. 19g).

Als solitdrer Befund wurde eine kettenformige Aneinanderreihung von Tubuli direkt
angeschmiegt an die nukledre Membran aufgefunden, innerhalb des eingeschlossenen
Nukleoplasmas kam zuséitzlich ein Einschlull vor. Ein weiterer ringférmiger Tubulus
trat in Kontakt zu dieser kettendhnlichen Struktur und lag dadurch tief im
Nukleoplasma (s. Abb. 19h).
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i Abb. 19a:

o Intranukleire

DCM-Patient
Tubuli mit zylin-
drischem, parallelwandigem Verlauf

- in Ansammlung auftretend, hetero-

- chromatinreiches Areal und Kern-

v Einschluf3
.\ Material in nukledarer Matrix ohne
' membranose Separierung.

i 0

a

e 4

- schliissen,

-7 Abb. 19b:

)
w - % flachte U-formige Tubuli,
2 kenswert:

L Abb. 19c:

bereich  mit vielen Pseudoein-
zahlreiche Querschnitte
durch diese Tubuli, bemerkenswert:
von filamentirem

x 66000

DCM-Patient
Intranukleire Tubuli in Ansamm-
lung auftretend, in grofler Form-

varianz, nebeneinander zylindrische,

geschwungene, V-formige und abge-
bemer-
Kernmembran nur

liickenhaft nachzuvollziehen.

. x 66000

DCM-Patient
Intranukledre Tubuli (Ldangs- und

r . | Querschnitte) liegen in pseudoein-

schlufreichem Kernareal. x 66000
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Abb. 19d: DCM-Patient
Inmitten nukledarer Matrix liegt eine |
Ansammlung von  ring- und %

U-formigen Tubuli, angrenzend an .
Einschluf aus filamentiarem
Material, bemerkenswert: Fragmen- %
tierung des Kernes.  x 46200

Abb. 19e:  DCM-Patient

Intranukledare Tubuli in Ansamm-
lung als Detailaufnahme, deutlich
werden die Auffiillung des Tubuli-
lumens mit fein granuldrem
Material und die Heterochromatin-

anreicherung im Bereich der Tubuli.
x 198000

Abb. 19f:  DCM-Patient

Kettenbildung von intranukledren,
zylindrischen und geschwungenen
langlichen Tubuli mit zirkuldrer
Erscheinung. Tubulilumen aufge-

fiilllt mit fein granulirem Material. .
x 198000
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Abb. 19g: DCM-Patient

Intranukledrer Tubulus mit acht
konzentrischen Gebilden, bei denen
es sich moglicherweise um Kern-
Yy porenkomplexe handelt, Tubulus

\ steht orthogonal zu seiner ihn
- bildenden Membran. x 132000

| Abb. 19h: DCM-Patient
Aneinanderreihung  von zylin-
drischen und konzentrischen
intranuklearen Tubuli mit Ketten-
bildung, Einschluf in diesem Areal
von fein filamentirem Material,
%+ keine auffillige Heterochromatin-
‘4 anreicherung an Tubuli. x 29700

3.1.5.2.6. Kompartimente innerhalb des Kernes

Neben diesen Tubuli kam es zur Bildung von zentral im Kern liegenden
vakuolendhnlichen Hohlrdumen innerhalb des Nukleoplasmas durch die innere
Kernmembran, im folgenden als Kompartimentbildung bezeichnet. Diese
Kompartimente wurden aullen von der heterochromatinreichen Matrix mit fibroser
Lamina begrenzt, und die innere Kernmembran stellte die innere Barriere des
erweiterten Raumes dar. An keiner Stelle konnte eine &ullere Kernmembran
nachgewiesen werden. Die sich ergebenden Ré&ume hatten ein ldngliches,
parallelwandiges, zylindrisches Erscheinungsbild oder auch eine rundliche Struktur.
Durch perlenschnurartige Aneinanderreihung dieser Rdume ergab sich eine
Abtrennung von nukleoplasmatischer Matrix. Durch die in mehr oder minder
regelméfligen Abstdnden briickendhnlichen Verbindungen blieb das abgetrennte
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Material in Verbindung und Kontakt mit dem tubrigen Nukleoplasma. Die quasi
separierten nukleoplasmatischen Anteile waren durchsetzt von weiteren Vakuolen
und kleineren Kompartimenten mit dem dargestellten Aufbau und erschienen sehr
inhomogen.

Einzelne Kompartimente wiesen nur teilweise Wandanteile im oben beschriebenen
Aufbau auf, und kurze Strecken wurden nur durch feine membransése Strukturen
ohne fibrose Lamina und marginales Heterochromatin gebildet. Diese Rdume waren
dann deutlich gréB3er und von unklarer Gestalt.

Die Kompartimente selbst waren nur von geringst kontrastgebendem Material gefiillt
(s. Abb. 20a, 20b, 20c, 20d, 20e).

Abp. 200 DO ot R T Bt 4 1|
'JH;'-HI"'-!---, 5 | = e "t

Hohlraumbildendes System scheint e 5
zu  konfluieren, Hohlraume mit
einfacher Membran und solcher mit
einfacher Membran und Lamina mit .
marginalem Chromatin umschlos-
sen, jedoch ohne Doppelmembran,
Hohlraume mit unterschiedlichen
Materialien gefiillt. x 99000

Abb. 20b:  DCM-Patient

Kompartimente intranukledr, durch
kettenbildendes Hohlraumsystem .-
erscheinen Matrixanteile abgetrennt, |
sind aber durch briickenartige
Verbindungen noch in Kontakt,
Hohlraume selbst mit nur geringst
kontrastgebendem Material gefiillt &
bis auf einen Einschluf} von .
filamentiarem Material. x 46200




- 38 - Ergebnisse

g ’: ‘.'? ': Abb. 20c:  DCM-Patient

Eﬁ Innerhalb des Kompartimentsystems

- Briickenbildung  durch  nukledre
« ° " Matrix mit erneuter Hohlraum-
' bildung, im inneren Bereich der
Hohlraume Formuverlust durch Aus-
bildung einer einfachen Membran
4 ohne Laminaanheftung und ohne

Abb. 20d: DCM-Patient

Innerhalb des Kompartimentsystems
kommt es in Bereichen des Fehlens
der Lamina zu Verbreiterung und

3 Aussackung der Hohlraume.
x 198000

" Abb. 20e:  DCM.-Patient

Kompartimentsystem  mit  Aus-
sackungen in  Bereichen  ohne
Lamina, mit erneuten Vakuolen

innerhalb  der  eingeschlossenen
nuklearen Matrix. x 132000
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3.1.6. Intranukleire Einschliisse

3.1.6.1. Kontrollgruppe

Die nukleidre Matrix der Kerne der Patienten mit normalem linken Ventrikel stellte
sich frei von jeglichen Einschliissen dar.

3.1.6.2. DCM-Patientengruppe

Kerne der DCM-Patienten wiesen unterschiedliche Einschliisse in Form von
intranukledren  Zellorganellen oder Matrixansammlungen unterschiedlicher
Zusammensetzung auf, die im folgenden ndher dargestellt werden.

3.1.6.2.1. Intranukleare Mitochondrien

Mitochondrien kamen frei im Nukleoplasma zu liegen. Es gab keinerlei
Kernmembranbildung um diese Mitochondrien und auch keine Bildung eines
chromatinfreien Hofes, es handelte sich hier um echt nukledre und keine
Pseudoeinschliisse.

Die Lokalisation der eingeschlossenen Mitochondrien zeigte keine Regelméfigkeit, sie
wurden in direkter N&dhe zum Nukleolus sowie auch in submembranssen
Kernabschnitten aufgefunden .

Die Anzahl der pro Kern eingeschlossenen Mitochondrien variierte.

Direkt im Areal dieser Mitochondrien kam es auch zum Einschlu3 von kleinen
konzentrischen, stark kontrastgebenden Strukturen, die teilweise zentral aufgehellt

erschienen.

Die Mitochondrienstruktur war im gleichen Zustand wie die der zugehorigen
sarkoplasmatischen Mitochondrien. Die Mitochondrienmembran war deutlich
ausgebildet, die Cristaestruktur nachzuvollziehen.

Nur vereinzelt wurden Mitochondrien intranukledr aufgefunden, deren Membran
aufgelost erschien und deren Matrix frei im Nukleoplasma lag (s. Abb. 21a, 21b, 21c,
21d).

Die den Kern vom Sarkoplasma separierende Membran war entweder intakt oder wie
an zwei Kernen mit mitochondrialem Einschlufl unvollstindig und unterbrochen, und
es bestand Kontakt vom Nukleo- zum Sarkoplasma (s. Abb. 21d).



- 40 - Ergebnisse

Abb. 21a: DCM-Patient
Intranukledre  Mitochondrien  bei
" intakter Kernmembran. x 29700

. Abb. 21b: DCM-Patient

> h Intranukledare Mitochondrien und
kleine Vakuolen intranuklear bei
intakter Kernmembran, bemerkens-

wert:  zahlreiche  Perichromatin-
granula. x 46200

i Abb. 21c:  DCM-Patient

N Intranukleire Mitochondrien,
Pseudoeinschliisse und Einschliisse
mit unvollstindiger membranoser

Separierung, Kernmembran intakt.
x 46200
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Abb. 21d: DCM-Patient

Intranukledre  Mitochondrien  bei
kometenartigem Kern mit fehlender
membranoser  Separierung  vom
Sarkoplasma, bemerkenswert: kom-
pakter groffer Nukleolus mit zehn
filamentosen Centern. x 66000

3.1.6.2.2. Intranukleidre Vakuolen

Es wurden in den Kernen der Myozyten der an DCM erkrankten Patienten Vakuolen
unterschiedlichster Grofle gefunden.

Zirkuldr waren diese Hohlrdume von einer feinen Membran umgeben. An der
Membran kam es nicht zur Margination des Chromatins.

Innerhalb der Vakuolen fanden sich keine definierten Strukturen, sie erschienen
teilweise komplett leer und hatten keine elektronendichte Matrix. Andere hingegen
waren locker gefiillt mit gering kontrastgebenden, nur unscharf begrenzten zirkulédren
Strukturen aus fein granuldrem Material.

Abb. 22: DCM-Patient

Vakuolen  innerhalb nukledrer
Matrix mit nur einfacher mem-
branoser Separierung vom Nukleo-
plasma, grofie Vakuole ohne Lamina
und marginales Heterochromatin, .
kleinere Vakuolen zumindest stellen- |
weise mit Lamina und rand-
standigem Chromatin, stark kon-
trastgebende  rundliche  Struktur
wird in kleiner Vakuole einge-
schlossen, bemerkenswert: zahlreiche ¥
intranukledare Tubuli. x 132000
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Wiederum in anderen kam stark kontrastreiches Material auch in konzentrischer
Anordnung vor.

Die Lage der Vakuolen im Kern war rein zufillig (s. Abb. 22).

3.1.6.2.3. Nukledire EinschluBBkorperchen (bodies)

Es wurden Strukturen aufgefunden, die inmitten der nukledren Matrix umgeben von
einem chromatinfreien Hof lagen. Die Struktur war feinfibrilldr mit konzentrischer
Anordnung der Komponenten. Die Grofe der als nukledrer Body bezeichneten
Struktur entsprach etwa der Hélfte der Fldache des Nukleolus des Kernes.

Ein weiterer nukledrer Body wurde dargestellt, in der Grof3e deutlich kleiner und mit
wolkigem Erscheinungsbild, es bestand keine konzentrische Anordnung. Das
hofbildende Areal zirkuldr um diesen nukledren Body war frei von kontrastgebendem
Material (s. Abb. 23).

Abb. 23: DCM-Patient

4 Nukledrer Body mit chromatin-
\ freiem Hof mit konzentrischer
g Anordnung seiner Komponenten.
o X 198000

3.1.6.2.4. Einschliisse unklarer Zusammensetzung

Im Nukleoplasma eines Kernes fanden sich in einer Ansammlung von bis zu
25 Elementen, umgeben von einem chromatinarmen, hellen Hof, sehr dunkle, runde,
stark kontrastgebende Strukturen unterschiedlicher Grofle, von denen nur einzelne
membranos gefallt zu sein schienen. Sie lagen ohne Umbhiillung ihrer Ansammlung
mit membrandsen Strukturen frei im Nukleoplasma in direkter Ndhe zu einer
Vielzahl von Pseudoeinschliissen und in intranukledrer Tubuli-reicher Zone. Es
bestand keine Margination des Chromatins (s. Abb. 24).
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Abb. 24: DCM-Patient

Dunkle,  stark  kontrastgebende
Ansammlung von zirkuldren
Strukturen mit und ohne Membran,
umgeben von chromatinfreiem Hof,
Strukturen unterschiedlicher Grife,
wahrscheinlich  Lipid, bemerkens- °
wert:  konfluierende  Pseudoein-
schliisse,  intranukleire  Tubuli,
eingeschlossenes  Z-Band-Material,
perinukledr grofle Ansammlung fein
filamentaren Materials. x 66000

3.1.7. Besonderheiten im Nukleoplasma

3.1.7.1. Kontrollgruppe

Es waren keine Auffilligkeiten und Besonderheiten innerhalb des Nukleoplasmas zu

verzeichnen.

3.1.7.2. DCM-Patientengruppe

Es lieflen sich Besonderheiten innerhalb der nukledren Matrix auffinden, die aufgrund
der Struktur, auf die hier nidher eingegangen werden wird, keine eindeutige
Klassifizierung in Einschliisse, Pseudoeinschliisse, nukledre Bodies oder andere

Erscheinungen erlauben.

3.1.7.2.1. Filamentires Material

Neben konzentrischen Tubuli und Kernporen kam intranukledr ohne Hofbildung fein
filamentéres, elektronendichtes Material sehr dicht gepackt von ovaler Form vor. Die
Fliache des eingeschlossenen Materials entsprach etwa der durchschnittlichen
Mitochondriengrofle des Myozyten. Eine membrandse Separierung war nicht deutlich.

Es kam zum EinschluB3 dieses Materials mit gleichzeitiger Margination von
Heterochromatin und Angrenzung eines U-formigen Tubulus.

Im Sarkoplasma, angeschmiegt an einen kleinen Anschnitt des Kernes und in einem
Pseudoeinschluf3, lag identisches Material.
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Dieses fein filamentdre Material wurde auch in anderen Kernen eingeschlossen und
dicht verpackt im Nukleoplasma.

Die Menge und die damit belegte Kernfldche des eingeschlossenen Materials variierte
stark.

Das Material war so dicht gepackt, daf3 es einen verschmolzenen Eindruck machte, in
entsprechender VergroBlerung war allerdings die Zusammensetzung aus fein
filamentdren Strukturen zu verdeutlichen (s. Abb. 25 a, 25b, 25¢, 25d, 25e).

Es resultierten auch sehr grofle Areale mit diesem Material, die zusétzlich innerhalb
der Areale extrem kontrastgebende, wolkenartige Einschliisse ohne membrandse
Separierung aufwiesen (s. Abb. 25d).

™ Abb. 25a: DCM-Patient

e Zwei  Einschliisse  mit  feinst
* filamentirem Material, einerseits
zirkular mit Heterochromatinsaum
und andererseits deutlich kleineres
\ zirkuldres Areal mit  kleinen
f Ausbuchtungen des Materials ohne
. 1 Heterochromatinanlagerung.
o x 29700

|

Abb. 25b: DCM-Patient

Grofler  Einschlufs von  feinst
filamentirem Material ohne deut-
liche Membranabgrenzung aber mit
' zirkuldrer Heterochromatinan-
- sammlung, innerhalb des Ein-
schlusses auch membranos abgesetzt
zwel stark kontrastgebende runde
Strukturen, wahrscheinlich Lipid.
' x 46200
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Um diese feinen Filamente kam es zur zirkuldren Wandsténdigkeit des Chromatins,
héufig auch zur Bildung eines regelrechten heterochromatinhaltigen Hofes um den
Einschluf. Allerdings war in keinem Fall ein klassischer Kernmembranaufbau
aufgefunden worden. Die Margination des Chromatins liel aber an die Existenz
zumindest einer inneren Kernmembran denken (s. Abb. 25a, 25b, 25¢, 25d).

Eine Sonderform nahm ein einzelner Einschluf3 des identischen filamentéiren
Materials ein, der eine rosettenartige Grundstruktur hatte, und das stark
kontrastgebende Chromatin lag zwischen den ,,Ausldufern® der Rosette (s. Abb. 25 e).

Abb. 25¢c: DCM-Patient

Einschluf3 von feinst filamentiarem
Material innerhalb Pseudoeinschlufs-
reicher Zone, keine membranose
Abgrenzung  erkennbar,  jedoch
marginaler Heterochromatinsaum.

x 198000

Abb. 25d: DCM-Patient

Grofjer  EinschlufS  von  feinst
filamentidrem Material ohne erkenn-
bare Membran, mit geringem Hetero-
chromatinsaum, innerhalb  des
eingeschlossenen Materials kommt
fleckartiges stark kontrastgebendes
Material mit unscharfer Begrenzung |
vor. x 66000
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3.1.7.2.2. Kernpore

. "~ Abb. 25e:  DCM-Patient

Rosettenartiger Einschluf3 von feinst

 filamentarem  Material, zwischen

den Auslaufern kommt es zur

Ansammlung von Heterochromatin.
x 99000

Als solitdrer Befund wurde mitten im Nukleoplasma und in chromatinhaltiger Matrix

eine konzentrische Struktur mit zentralem Knoétchen aufgefunden.

Zirkular lag kein Heterochromatin vor.

Es handelte sich hier um die Darstellung eines Kernporenkomplexes (s. Abb. 26).

3.1.7.2.3. Nukleiire-Body-idhnliche Struktur

Innerhalb des Kernes in relativer Ndhe zum Nukleolus, aber noch mit vorhandener

Chromatinbarriere zu ihm, kam es zum Auftreten von Nukledren-Body-dhnlichen

Erscheinungen.

b

X
Lol

)

'
: 4

A

'5" ¥R Avb.26:  DCM-Patient

Inmitten nukledarer Matrix in

4 geringer Ansammlung von Hetero-
| chromatin liegt kantig begrenzte

Struktur mit zentralem Knotchen,

| wahrscheinlich Kernpore. x 66000
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Abb. 27a:  DCM-Patient ji e
Nukleiire-Body-dhnliche Struktur in | =
Nukleolusnihe. x 46200

Abb. 27b:  DCM-Patient

Detailaufnahme von Abb. 27a, von
zartem, chromatinfreiem Hof um-
geben liegt diese Struktur aus
filamentdren = Materialien  und '
unterschiedlichen Komponenten
zusammengesetzt und abschnitts-
weise  durchsetzt von  einfacher

Membran. x 99000
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Abb. 27c:  DCM-Patient .
Nukledre-Body-ihnliche  Struktur #
umgeben von chromatinfreiem Hof,
konzentrische Strukturen mit und
ohne zentraler Aufhellung in feiner
granuldrer Matrix, unregelmafige

membranose  Abtrennung  durch
einfache Membran. x 198000

i
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Diese Strukturen wurden von einem hellen, chromatinarmen Hof umringt. Die
Struktur war aus mehreren unterschiedlichen Bestandteilen zusammengesetzt, die
stellenweise von feinen, membranosen Strukturen durchsetzt wurden. Es kamen
stark kontrastgebende, fibrilldare, ldngliche, zirkuldre und ringférmige Merkmale
bildende neben feinfibrilldr konzentrischen Komponenten vor.

Einzelne kleine Vesikel traten auf.

Das gesamte Konglomerat war nicht membrants separiert vom Nukleoplasma
(s. Abb. 27a, 27b, 27c).

3.1.7.2.4. Einschliisse/Pseudoeinschliisse mit unterbrochener

Kernmembran

Vereinzelt wurden Einschliisse gesichtet, die eine unvollstindige Membranbarriere

zum Nukleoplasma aufwiesen.

Nur geringe Anteile des eingeschlossenen sarkoplasmatischen Materials waren
separiert vom Kernmaterial, die iibrigen Regionen des eingeschlossenen Materials
hingegen traten in Kontakt mit Nukleoplasma und Chromatin. So lag neben einem
Mitochondrium, welches einseitig membranos separiert war, an der anderen Seite
Chromatin (s. Abb. 28a).

Innerhalb eines einzelnen Kernes trat dieses Phidnomen bei mehreren

Pseudoeinschliissen zugleich auf.

Stellenweise war ein Membranverlauf nicht mehr zu eruieren, andererseits gab es
Areale, da erschien jeweils nur die innere oder duflere Membran erhalten. Durch diese
Besonderheit des Membranverlaufs kam es zum Kontakt zwischen Nukleo- und
Sarkoplasma und zwischen den unterschiedlichen Einschliissen, sie konfluierten
regelrecht (s. Abb. 28b, 28c).

Eine Klassifizierung, ob es sich hier um Einschliisse oder um Pseudoeinschliisse
handelte, war aus den dargelegten Griinden des unklaren Membranverlaufs nicht zu

leisten.
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Abb. 28a:  DCM-Patient
Unterbrochene membraniose Separie-
rung fithrt bei zwei Mitochondrien zu

einseitiger Abgrenzung vom Nukleo-

plasma und an gegeniiberliegender
Seite zum Kontakt mit Chromatin,
bemerkenswert: zahlreiche Perichro-
matingranula. x 46200

Abb. 28b:  DCM-Patient
Aus wunvollstindiger membranoser

Begrenzung der Pseudoeinschliisse

resultiert Konfluieren des einge-
schlossenen Materials, die duflere
Kernmembran als innere Begren-
zung der Pseudoeinschliisse ist
unterbrochen. x 46200

Abb. 28c:  DCM-Patient
Einerseits Separierung durch
Membran, andererseits unvoll-
standige Anheftung und Fehlen der
Lamina und damit auch des
marginalen Heterochromatins, stel-
lenweise vollstandiger Verlust von
separierenden Materialien zwischen
eingeschlossenem  Material  und
nukledrer Matrix.  x 132000
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3.1.8. Nukleolus

3.1.8.1. Kontrollgruppe

Die Nukleoli der Kontrollgruppe stellten sich als runde oder ovale, stark
kontrastgebende Struktur innerhalb des Kernes in mehr oder minder zentraler
Position dar. Haufig gab es eine Anhdufung von nukleolusassoziiertem Chromatin.

Der Nukleolus war aufgebaut aus dem rundlichen Pars amorpha und dem
netzartigen, anastomosenbildenden Nukleolonema.

Das Nukleolonema war zusammengesetzt aus granuldren und filamentédren
Komponenten, und die Proportion von diesen Komponenten variierte mit daraus
resultierenden Kontrastunterschieden innerhalb des Nukleolonemas. Die dunkleren,
dichteren und feiner strukturierten Areale enthielten dicht gepackte Filamente, die
helleren hingegen waren granulédre Strukturen innerhalb einer filamentésen Matrix.

Das Nukleolonema umschlof3 netzartig einen oder mehrere runde Areale, den Pars
amorpha oder filamentose Center.

Da keine membrandse Abtrennung zum Nukleoplasma bestand, stellte sich
innerhalb der vom Nukleolonema freigehaltenen Rdume nukledre Matrix dar.

Nur wenige Kerne enthielten mehr als einen Nukleolus, die maximale aufgefundene
Anzahl betrug zwei Nukleoli (s. Abb. 29).

_ r' 5 *H‘F e ',;. _:.n__-_-T

AW Abb. 29: DCM-Patient

- . Nukleolus regelrecht aufgebaut mit
" | netzartigem Nukleolonema mittig
tifa g A " im  Kern mit  gleichmafiger
¢+ Chromatinverteilung. x 29700

3.1.8.2. DCM-Patientengruppe

Bei den Nukleoli der Patienten mit DCM stellten sich morphologische Verdnderungen
in Grofle, Anzahl, Form und Lokalisation der Nukleoli innerhalb der Kerne dar.
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3.1.8.2.1. GroBe der Nukleoli

Groflenunterschiede im Sinne einer Verkleinerung und auch einer Vergroflerung der
von den Nukleoli beanspruchten Kernfliche im Vergleich zu den Nukleoli der
Kontrollgruppe waren offensichtlich.

In denen wie schon dargestellt teilweise erheblich vergroBerten Kernen traten
unerwartet kleine Nukleoli in Erscheinung. Stellenweise entsprach die Nukleoligrofle
in etwa der Grofle eines Mitochondriums des Sarkoplasmas.

Sehr kleine Nukleoli fanden sich gehéduft in den Kernen mit sehr kontrastarmem,
gleichméflig iiber den Kern verteiltem Chromatin (s. Abb. 30a).

Im Gegensatz hierzu wurden Nukleoli aufgefunden, die in Orientierung zur
myofibrillaren Grundstruktur des Myozyten eine lédngsovale Form hatten und dabei

eine Lénge entsprechend von bis zu 6 Sarkomeren aufwiesen.

In vielen Zellen kam es zum Auftreten von Nukleoli in unterschiedlichen Groéf3en
gleichzeitig, wie einem sehr groflen und bis zu sieben kleinen Nukleoli nebeneinander
(s. Abb. 30b, 30c, 30d).

Auch erschienen bis zu drei gleichgrofle Nukleoli in einem Kern gemeinsam.

Mitochondrien-grof3e Nukleoli traten in dieser Patientengruppe als solitdre Nukleoli
auf, nur einmalig wurde eine Anhdufung von kleinen Nukleoli aufgefunden.

Abb. 30a: DCM-Patient

GrofSer, kontrastarmer Kern mit sehr
kleinem  Nukleolus, Groffe  des
Nukleolus noch geringer als die der W&
Mitochondrien des Myokards, keine *=.
Komponenten mehr zu  unter- ‘i
scheiden. x 46200
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TR TR

2y & Abb. 30b:  DCM-Patient
%t Drei grofe Nukleoli aufgereiht in
V' groffem Kern, Komponenten der
Nukleoli unterscheidbar. x 29700

A
i
9

Abb. 30c:  DCM-Patient

Grofler Kern mit sieben Nukleoli von
unterschiedlicher Form und Grofe,
. sehr kleine kompakte, ringformige
- und groflere mit aufgelockerter
Struktur und Komponenten, neben-

einander iiber den Kern verteilt.
x 19800

Abb. 30d: DCM-Patient
Groffer Nukleolus mit 3 filamen-
. .. tosen Centern, neben kleinem mit
A o nurl filamentosen Center und einem
i E’?‘; f}*ﬁf kleinen Nukleolus, der nur aus
-‘:h_" SS S Nukleolonema zu bestehen scheint.
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3.1.8.2.2. Anzahl der Nukleoli

Einzeln auftretend im Nukleoplasma wurden sehr kleine, wie auch stark vergroBerte
Nukleoli beobachtet.

In doppelt und dreifacher Anzahl vorkommende Nukleoli waren gehduft festzustellen,
wobei die oben besprochene Groflenverteilung hier auch zum Tragen kam.

Kerne, die sechs bis acht Nukleoli aufwiesen, wurden mehrfach aufgefunden.

Die maximale Anzahl der in diesem Patientengut dokumentierten Nukleoli pro Kern
betrug elf Nukleoli (s. Abb. 31).

Abb. 31: DCM-Patient
11 Nukleoli nebeneinander auftre- o
tend in einem  Kernanschnitt,
bemerkenswert: viele Perichroma-
tingranula. x 66000

3.1.8.2.3. Form der Nukleoli
Es kamen runde, ovale neben eher kantig geformten Nukleoli vor (s. Abb. 32a).

Die Nukleoli hatten ein kontrastreiches, dunkles Nukleolonema und filamentiose
Center. Sehr grof3e Nukleoli wiesen mehrere filamentose Center auf.

Es traten Nukleoli auf, bei denen aufgrund des anastomosenbildenden Nukleolonema
ein gitternetzartiges Erscheinungsbild resultierte (s. Abb. 32b).

Auch existierten Nukleoli, deren nukleédre Matrix enthaltene Rdume vergrofert
erschienen und grofBere Anteile nukleédrer Matrix durch stark geschwungenen Verlauf
des Nukleolonemas eingeschlossen wurden.

Daneben existierten sehr kompakte Nukleoli mit rundem Erscheinungsbild und nicht

deutlich zu unterscheidendem Nukleolonema.
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Eine Sonderform dieses runden Nukleolus wies ein einzelner Nukleolus mit massiv
vergroflertem filamentosen Center auf, zirkuldrer rosettenartiger filamentoser
Zonenanordnung und umrundendem dunklen globuldren Komponenten (s. Abb. 32¢c).

In den Kernen mit verklumpt erscheinendem Heterochromatin waren die Nukleoli
auch sehr kompakt, und die unterschiedlichen Nukleolusstrukturen waren nicht klar
voneinander zu separieren (s. Abb. 32d).

Weiterhin traten Gebilde aus Nukleoluskomponenten auf, die ringférmige Areale
einschlossen und auch offenen Ringen gleich strukturiert erschienen. Sie traten
solitdir wie auch in direkter Nidhe zu regulidr aufgebauten Nukleoli auf. Das
filamentose Center schien zu fehlen (s. Abb. 32f, 32g).

Auch kam es zu lidngsgeschwungenen Nukleolusverldufen, die keiner kompakten
Grundstruktur mehr zuzuordnen waren. Vereinzelt wurden gro3e Rdume durch das
geschwungene Nukleolonema eingeschlossen, in denen nukleidre Matrix zu liegen
kam. Die durch diese Strukuren belegte Kernfldche entsprach etwa der Léinge der
groflen Nukleoli mit reguldrer Grundstruktur.

Der Kontrast dieser Phidnomene war aufgrund der groBlen eingeschlossenen

Nukleoplasmaareale recht gering im Vergleich zu dem der sonstigen Nukleoli (s. Abb.
32e, 32f).

o Abb. 32a: DCM-Patient

: ! Drei Nukleoli nebeneinander in
% Ansammlung in halbmond, runder
und kantiger Form.  x 13200
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Abb. 32b: DCM-Patient

Zwei  gitternetzartig  aufgebaute ",
Nukleoli mit deutlicher Differen- = "
zierung von Nukleolonema mit |

filamentoser und granuldrer Zone
und von filamentosem Center, vom

Nukleolonema wird intranukleo- |

lares  Chromatin  eingeschlossen.
x 29700

Abb. 32¢:  DCM-Patient

Langlicher und runder Nukleolus
gleichzeitig in einem Kern, bei
rundem Nukleolus auffillig ist die

starke  Vergroferung des fila- |

mentosen Centers mit Umgrenzung
von stirker kontrastgebender fila-
mentoser Zone. x 46200

Abb. 32d: DCM-Patient

Kompakte Nukleoli im Kern mit

vielen  aggregierten, verklumpt
erscheinenden Chromatinarealen,
einzelne Komponenten der Nukleoli
nur noch bedingt zu unterscheiden.
x 99000
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Abb. 32e:  DCM-Patient
Langgezogener  Nukleolus mit

s geschwungenem Verlauf, kein

filamentoses Center zu erkennen.
x 66000

Abb. 32f:  DCM-Patient
Ringformiger Nukleolus mit grofiem

. Einschlufs von intranukleolirem

Chromatin, bemerkenswert: grofle
Ansammlung von feinst fila-
mentirem  Material perinukledr.

o x 19800

Abb. 32g:  DCM-Patient
Drei Nukleoli nebeneinander etwa
die  gleiche  Kernfliche  bean-

! spruchend, aber  von unter-

schiedlicher Form, regularer Nukleo-

§ lus neben U-formigen bzw. offenen
" Ringen dhnlichen Nukleoli mit

groffem  Einschlufs von intra-
nukleolirem Chromatin und
fehlendem  filamentosen  Center.
x 29700
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3.1.8.2.4. Lage im Kern

Die Mehrzahl der Nukleoli lag inmitten des Nukleoplasmas, aber nicht unbedingt in

zentraler Position.

Die vergroBlerten und dann in erhohter Anzahl im Kern erscheinenden Nukleoli
zeigten eine mittige Positionierung im Kern.

Sehr kleine Nukleoli wiesen keine RegelméBligkeit der Lage auf, traten aber diffus im
Nukleoplasma verteilt mit grolen Abstédnden untereinander auf.

Einzelne Kerne wurden aufgefunden, deren Nukleoli direkt submembranés lagen. Alle
Nukleoli der betroffenen Kerne waren aufgereiht in unmittelbarer Né&dhe zur
Kernmembran zu sehen (s. Abb. 33).

Abb. 33: DCM-Patient
Aufreithung von Nukleoli in peri-
pherer Lage und unmittelbarer Nihe
zur Kernmembran. x 66000

3.2. ERGEBNISSE DER KONFOKALEN MIKROSKOPISCHEN
UNTERSUCHUNG

3.2.1. Ergebnisse der Fluoreszenz-Feulgen Firbung

Die DNA-Konzentration pro Fldcheneinheit der Patienten mit normalgroflem linken
Ventrikel und regelrechter Funktion betrug 564,58 im Mittel.

Die durchschnittliche Kernfliche ergab bei den DCM-Patienten dagegen Werte
zwischen 71,4 und 85,96, im Mittel 78,05, die Intensitidt der Fluoreszenz der Kerne
konnte zwischen 58,79 und 124,32, im Mittel 86,50 gemessen werden. Die DNA-
Konzentration pro Flicheneinheit der Kerne (AU/um?) errechnete sich auf Werte
zwischen 206,89 und 495,98, im Mittel von 336,76.
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Die DNA-Konzentration pro Fldcheneinheit der DCM-Patienten war statistisch
signifikant erniedrigt gegeniiber der der Patienten der Kontrollgruppe (p<0,01,
durchgefiihrt wurde der T-Test fiir unverbundene Stichproben).

Aufgrund der GroBBenvariabilitdt der Kerne der Myozyten bei DCM wurde noch der
absolute DNA-Gehalt (AU-xzm?) errechnet und bei den Patienten mit normalem
linken Ventrikel ergaben sich Werte zwischen 8053,40 und 9418,07, im Mittel
8721,21 und bei den DCM-Patienten Werte zwischen 4494,29 und 10457,03, im
Mittel 6438,57. Der DNA-Gehalt der Kerne der DCM-Patienten war reduziert im
Vergleich zur Kontrollgruppe, die statistische Auswertung ergab jedoch keine
Signifikanz der Reduktion.

Tab. 2: Ergebnisse der Messungen des DNA-Gehaltes der Zellkerne durch
Fluoreszenz-Feulgen-Farbung der Priparate

Fliiche Durchschnittl. Totale Fluoreszenz Fluoreszenz

Fluoressens  Flaoressens Hliche " x Hiche
Kontrolle
Patient 7 60,13 158,31 37801,64 63531 941807
Patient 8 7795 109,89 31327,04 425,20 805340
Patient 9 60,89 139,39 31533,39 538,02 8123,69
Patient 10 68,16 136,81 34146,18 536,59 8825,17
Patient 11 54,29 170,45 3719272 687,78 9185,73
Mittelwert 64,29 142,97 34400,19 564,58 8721,21
St.abw. 9,09 23,11 304530 101,36 61547
DCM
Patient 1 77,86 93,12 25899,18 374,52 6601,12
Patient 2 7791 61,57 17563,13 239,31 4494 29
Patient 3 85,96 124,32 4173834 495,98 1045703
Patient 4 714 58,79 13001,19 206,89 3648.82
Patient 5 74,76 109,14 3143781 430,97 8000,19
Patient 6 80,38 72,08 2096809 272,88 5430
Mittelwert 78,05 86,50 25101,29 336,76 6438,57

St.abw. 496 26,78 24968,31 114,97 2497,73
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Abb. 34: Feulgen-Farbung zum
Nachweis der DNA: Es ist deutlich,
daf alle Kerne markiert sind, jedoch
ist die Intensitit der Fluoreszenz
etwas unterschiedlich. Jeder Kern
wurde einzeln umfahren und die

Fluoreszenz gemessen.
10000
00~ @
ot (A)
AUm AU-pm?
8000 - 500 -
6000 - 400 1
300 -
4000 -
200 A
2000 - p<0,01
100 A
0 . 0 :
Kontrolle ~ DCM Kontrolle DCM

Abb. 35: Fluoreszenzintensitit DNA (Feulgen)
A: Intensitat x Kernfliche B: Intensitat / [um?] Kernfliche

3.2.2. Ergebnisse der Immunfluoreszenzreaktion mit monoklonalem Anti-
Splicing Faktor SC 35

In der Kontrollgruppe ergaben sich fiir die gemessene Kernfliche Werte zwischen
43,04 und 70,38, im Mittel 56,71, die gemessene Kernflache betrug zwischen 45,92
und 64,33, im Mittel 56,84 bei den DCM-Patienten.
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In der Kontrollgruppe waren die Werte fiir die mittlere Fluoreszenz zwischen 128,47
und 213,83, im Mittel 171,15, in der DCM-Gruppe waren die Werte dhnlich zwischen
101,79 und 211,14, im Mittel 165,15.

Die totale Fluoreszenzintensitidt resultierte daher fiir die Kontrollen im Mittel bei
36561,35 und fiir die DCM-Patienten eine unerhebliche Abweichung dazu von einem
Mittelwert von 36517,77.

Damit ergab sich eine Transkriptionsaktivitit pro Fldcheneinheit der Kerne
(AU/um?) von 711,63 im Mittel bei den Patienten mit normalem linken Ventrikel und
von 686,89 im Mittel fiir die DCM-Patienten.

Umgerechnet auf die gesamte Kernflache resultierte ein absoluter Wert fir die
Transkriptionsaktivitdt (AU-um?® von 8853,95 fiir die Kontrollpatienten und ein
absoluter Wert von 8797,46 im Mittel fiir die DCM-Gruppe.

Damit wurde deutlich, daf3 die Kerne der Myozyten bei DCM zwar transkriptionsaktiv
waren, aber ohne eine erhohte Aktivitdt der Transkription gegeniiber der
Kontrollgruppe aufzuweisen.

Tab. 3: Ergebnisse der Messungen der Transkriptionsaktivitédt der Zellkerne durch
Inkubation mit Anti-Splicing Faktor SC 35

e Dy SOk, g Pt
intensitit AU/pm? AU-pm’
Kontrolle
Patient 7 4304 21383 38385,74 895,77 9158,56
Patient 8 70,38 128 47 34736,96 527 A8 8549,34
Mittelwert 56,71 171,15 36561,35 711,63 885395
St.abw. 19,33 60,36 2580,07 260,42 430,78
DCM
Patient 1 62,79 190,29 4738281 793,17 11412,68
Patient 2 49,38 150,27 2858848 627,08 6873,73
Patient 3 62,02 177,73 42007,35 738,81 10106,80
Patient 4 64,33 101,79 25139.,72 419,26 6132,09
Patient 5 56,60 159,7 35341,94 66342 852229
Patient 6 4592 211,14 40646,33 879,56 9737,17
Mittelwert 56,84 165,15 36517,77 686,89 8797 46

St.abw. 7,66 3787 8472,85 159,29 201581
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Abb. 36: Inkubation mit Anti-
Splicing-Faktor SC 35 zum Nach- §
weis der Transkriptionsaktivitit:
Lokalisation des  Anti-Splicing-
Faktors SC 35 in den Kernen der
Myozyten. Diese wurden individuell
gemessen, wie in 2.3.3. beschrieben.

10000
AU-um?
8000 -
600 -
6000 -
400 -
4000 - 00
2000 - 200 +
0 T 0 T
Kontrolle DCM Kontrolle DCM

Abb. 37: Fluoreszenzintensitit SC 35
A: Intensitat x Kernfliche B: Intensitat / [um?®] Kernfliche
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4. Diskussion

Kardiomyopathien sind nach WHO-Klassifikation Herzmuskelerkrankungen mit
unbekannter Ursache, eine dilatative, hypertrophe und restriktive Kardiomyo-
pathieform wird unterschieden (76).

Die dilatative Form der Kardiomyopathien ist eine Erkrankung des Herzmuskels, die
bei Ausschlufl einer Koronarerkrankung, kongenitalen Vitien des Herzens und
Ausschlull einer Hypertonie diagnostiziert wird. Es kommt zur Dilatation der
Ventrikel, mit Haufung der linken Kammer, Zunahme der Myokardmasse durch
Hypertrophie und Vermehrung des interstitiellen Bindegewebes und resultierender
Beeintriachtigung der systolischen Funktion. Die DCM stellt die hdufigste Form der
Kardiomyopathien dar (45, 49).

Es wird eine DCM ohne Kongestion mit physiologischen oder geringgradig erhchten
Fiillungsdrucken in Ruhe und unter Belastung normalen bis pathologischen
Fillungsdrucken der Ventrikel von einer DCM mit Kongestion unterschieden. Diese
Form beinhaltet schon in Ruhe oder nur geringer Belastung eine Erniedrigung des
Herzminutenvolumens, und die Fiillungsdrucke sind erhoht (45, 49).

Die 5-Jahres-Uberlebensrate bei asymptomatischer DCM liegt bei 80%, bei

wiederholter Dekompensation verschlechtert sich die Prognose rapide.

Eine kausale Therapie existiert nicht, es wird symptomatisch therapiert auf
Beseitigung der Insuffizienzzeichen. Neben der medikamentosen Therapie bestehen
als Optionen Assist-Devices oder die Herztransplantation.

Infektiose und toxische Agentien, immunologische und neuromuskuldre Defekte,
Stoffwechselerkrankungen und genetische Disposition kommen als é&tiologische

Faktoren zur Pathogenese in Betracht.

4.1. PATHOHISTOLOGIE BEI DCM

Morphologisch liegt eine Reduktion des Myofibrillengehaltes bei gleichzeitiger
Zunahme der interstitiellen Fibrose vor (89).

Die aufgefundenen intrazelluldren Befunde zeigen eine grole Heterogenitit,
vergroerte Myozyten kommen neben solchen von normaler und geringerer
atrophischen GrofBle vor (85). Es iiberwiegt der Anteil der deutlich vergroferten
Myozyten (30).

Hypertrophierte aber auch atrophische Zellen liegen in Arealen mit interstitieller
Fibrose und erscheinen isoliert vom restlichen Myokard, der Zellverbund ist durch die
Vermehrung der extrazelluldren Matrix aufgelost (85).
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Die folgenden subzelluldren Verdnderungen wurden in der Literatur beschrieben: Die
Reduktion der Myofilamente bis zum vdlligen Fehlen der Sarkomere und Auffiillung
durch unspezifisches Zytoplasma ist der auffilligste elektronenmikroskopische
Befund (84).

Mitochondrien kommen in gré3erer Anzahl, aber mit deutlich geringerer Grof3e vor.
Eine Dilatation des T-Systems und des sarkoplasmatischen Retikulums wird
aufgefunden als Zeichen der erhohten Syntheseaktivitdt der Zelle. Golgikomplexe
zeigen Groflen- und Volumenzunahme, und Lipofuscin- und Lipidaggregationen treten
im perinukledren Areal in Erscheinung. Myelinfiguren treten auf (56, 64, 65).

Nukledre Verdnderungen im Sinne von bizarr geformten und vergroéBerten Kernen
werden von vielen Autoren beschrieben (47, 56, 64, 65, 80).

Phéanotypische Verdnderungen des Nukleus werden zumindest teilweise auf
Alterationen der nukledren Matrix zuriickgefiihrt (19).

Wihrend lange Zeit keine Korrelation der morphologisch erhobenen Befunde mit den
klinischen Daten des Patienten festgestellt werden konnte (12, 14, 27, 106), und auch
die Erkrankungsdauer keinen relevanten Zusammenhang zur Pathohistologie zeigte
(99), wurden verschiedene morphologische Parameter zur Korrelation mit der
Prognose verantwortlich gemacht, Mitochondrienzustand (100), Grad des
Myofibrillenverlustes (39, 48) und Fibrosegrad (30). Aufgrund des inhomogenen
Erscheinungsbildes der beschriebenen Alterationen innerhalb des Myokards bei DCM
konnen aber nur wenig spezifische Befunde aus Katheterbiopsien erhoben werden.

Ungekldrt ist die Tatsache, warum einige Patienten mit morphologisch stark
verdndertem Myokard nur geringe Herzinsuffizienzzeichen aufweisen (14), und
andere wiederum bei dhnlichem Myokardbefund aufgrund eines fortgeschrittenen
Insuffizienzstadiums IV der NYHA transplantationspflichtig werden.

Durch die Fortschritte der Transplantationsmedizin ergibt sich heute der grofle
Vorteil gegeniiber Katheterbiopsien, auch grofle Gewebeproben in klar definierten

Insuffienzstadien untersuchen zu kénnen (84).

Kernverdnderungen werden von Diener als mogliche Ursache der DCM im Sinne einer
gestorten Kernfunktion angenommen (30).

Bis heute erfolgte keine systematische Darstellung der morphologischen
Verdnderungen des Zellkernes bei DCM, die moglicherweise diese Hypothese

untermauern konnte.

Da der Zellkern Trager der genetischen Information ist und Transkription und
Translation moglich macht und reguliert, wire eine gestorte Funktion des Kernes
folgenschwer fiir den Myozyten.



Diskussion -65 -

Die hier dargelegten Verdnderungen der Kerne bei DCM sind unterschiedlichster
Natur und beziehen alle Kernstrukturen ein. Um diese beurteilen zu kénnen und
moglicherweise den ihnen zugrundeliegenden Pathomechanismus verstehen zu
konnen, werden zunéichst die physiologischen Strukturen und Parameter des Kerns
angesprochen.

4.2. MORPHOLOGIE DES ZELLKERNES

4.2.1. Elektronenmikroskopischer Befund

Der Kern des Myozyten hat eine rechteckige Form mit glatter Oberfliche und liegt
meist tief im Inneren des Myozyten (Linge bezogen auf die Myofibrillenanordnung bis
zu 10 Sarkomeren, entspricht etwa 20 um). Selten wird er in Sarkolemmnéhe
aufgefunden. Bei Kontraktion der Myofibrillen kommt es zur Faltung der
Kernoberfldche. Die Myofibrillen liegen um den Kern herum unter Freihaltung einer
konischen Zone, die von Zellorganellen (Golgikomplex, Mitochondrien, Glykogen,
Sarkoplasmatisches Retikulum, Lysosomen, Lipofuscingranula) dicht ausgefiillt wird
(33, 38, 77).

Die strukturellen Komponenten des Kernes sind Kernmembran, Kernporen, nukleéire
Matrix mit Chromatin und dem Nukleolus.

Die Kernmembran setzt sich aus der duBleren und der inneren Kernmembran mit
trilaminarem Aufbau zusammen, die die perinukledre Zisterne zwischen sich durch
parallelwandigen Verlauf einschlielen. Die Kernmembran ist in etliche intranukleire
Organisationsprozesse involviert (28). Ribosomen besetzen die &dullere
sarkoplasmatische Oberfliche der Kernmembran, und héufig wird ein direkter
Ubergang der #uBeren Kernmembran in das membranbildende System des
sarkoplasmatischen Retikulums beobachtet. Der inneren Oberfldche schmiegt sich
eine proteinreiche Schicht (Schichtdicke 30-100 nm) aus Filamenten — als nukleére
Lamina bezeichnet — an (26). Die Lamina kann biochemisch isoliert werden, und die
verbleibende Matrix hat die gleiche Form und Grofle wie der behandelte Kern und
setzt sich einzig aus den Laminproteinen zusammen, die ein stabiles Polymer-
Netzwerk formen (69). Lamin A, B1l, B2 und C sind die die Lamina bildenden
Laminproteine, sie sind in Sequenz und Struktur den intermedidren Filament-
Proteinen sehr &hnlich. Die Verbindung von der Lamina mit der Kernmembran
kommt nach Newport et al durch Lamin B zustande, da es eine spezielle Aufgabe der
Bindung an die Membran hat, widhrend die anderen Lamine an Lamin B binden und
Interaktionen zwischen Chromatin und der Lamina vermitteln (26). Andere Autoren
halten eine indirekte Interaktion zwischen Non-Lamin-Komponenten der
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Nukleusmembran und einem Lamin B Rezeptor fiir moglich (28). Eine direkte
Verbindung zwischen Liganden an der Oberfliche des Chromatins und einem
membrangebundenen Rezeptor an der Kernmembran wird von Dessev angenommen
(28). Die Lamine, Lamin-assoziierte Polypeptide und Lamin B Rezeptor binden an die
DNA oder interagieren mit Chromatin iiber die Histone und beeinflussen dadurch die
Chromosomenposition im Kern (44, 52, 75).

Die Lamina wird von Newport et al fir den Erhalt der nukledren Form und als
Grundgeriist fiir die Chromatinanheftung verantwortlich gemacht (69). Die nukleére
Lamina ist verantwortlich fiir die Integritdt der Kernstruktur und dadurch fir die
DNA-Funktion, fiir die strukturelle Organisation des Chromatins, Chromatin-
kondensation und Nukleolusformation (28, 43). Die mechanische Kontinuitét
zwischen Zytoskelett und Kerninhalt wird durch die Lamina sichergestellt (20).

Durch Verschmelzungen der inneren mit der dufleren Kernmembran entstehen in
Abstidnden die Kernporen, die fiir den nukleosarkoplasmatischen Substrataustausch
ausschlaggebend sind. Jede Pore ist begrenzt von einem Annulus, der das zentrale
Lumen begrenzt, und einige Kernporen enthalten ein zentrales Kno6tchen
(Lumendurchmesser 55-70 nm, (42)). Die Winde sind aus randstdndigen,
kolumnenartigen Strukturen, dem Annulus und aus den transmembransésen
Glykoproteinen, die fiir die Verankerung der Porenkomplexe verantwortlich sind,
aufgebaut (31). Annuli werden als dullere und innere Membranstrukturen aufge-
funden und begrenzen als dullerer und innerer Ring den Kernporenkomplex (42).

Darnell et al vergleichen aufgrund der Durchsetzung der Kernmembran mit
Kernporenkomplexen die Kernmembran treffend mit einem molekularen Sieb (26).

Im Kern, geschiitzt vor mechanischen Einfliissen aus dem Sarkoplasma, wird die
genetische Information, d.h. DNA an Histone und andere Strukturproteine gebunden,
als Chromatin vorgefunden. Die doppelstringige DNA wird eng gebunden an Histone
verpackt und wickelt sich zu einer Fibrille von 10 nm, die durch erneute Faltung und
Spiralisierung eine Chromatinfaser von 20-30 nm Durchmesser bildet (42). Eu- und
Heterochromatin wird unterschieden, wobei Euchromatin die transkriptionsaktive
Form darstellt und als Summe aller entspiralisierten Chromosomenabschnitte
verstanden wird. Euchromatin gibt keinen oder nur geringen Kontrast im
Elektronenmikroskop. Heterochromatin hingegen als kondensierte und inaktive Form
des Chromatins, tritt als deutlich kontrastiertes, elektronendichtes, granulires,
feinst disperses Material im Kern in Erscheinung und bildet im Bereich der inneren
Membranoberfldche stark kontrastgebende Ansammlungen unter Aussparung der
Kernporen (16, 42). Chromatinaggregate werden vorgefunden als peripheres oder
marginales Chromatin im Bereich der inneren Kernmembran, Chromatincenter als

Aggregate inmitten der nukledren Matrix, nukleolusassoziiertes Chromatin im
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Bereich der Nukleolusperipherie und intranukleoldres Chromatin in Form von
geringen Mengen DNA im Bereich des Nukleolus.

Die nukleidre Matrix enthélt Euchromatin und filamentose Matrix von geringer Dichte
und zeigt sich als helles durchscheinendes Material (42). Sie beinhaltet Aktin und
Myosin. Aktin stellt einen grof3en Teil der Non-Histon-Proteine dar. Der grofite Anteil
liegt in globuldrer Form/G-Form und ein geringer Teil in filamentoser Form/F-Form
vor. Aktinfilamente kommen in Nukleolusndhe und Membrannéhe vermehrt vor (42).

Der Nukleolus ist in der Mitte des Kernes lokalisiert, von runder Form und kommt in
normalen Zellen einzeln vor (38). Er tritt elektronenmikroskopisch mit starkem
Kontrast in Erscheinung und ist zusammengesetzt aus Nukleolonema und dem
filamentosem Center. Innerhalb des Nukleolonemas werden filamentose, RNA
haltige Zonen (Filamentdurchmesser 5 nm, Linge 30-40 nm) von granuldren, RNA-
haltigen Zonen (Granuladurchmesser 15-20 nm) differenziert (42, 98), die mit dem
Nukleolonema ein netzartiges Gebilde unter Einschluf} einzelner nukleoplasmatischer
Anteile bilden. Der Nukleolus wird héaufig umgeben von nukleolusassoziiertem
Chromatin (42, 78).

4.2.2. Kernfunktion

Der Nukleus ist der Ort der Transkription, Bildung der mRNA als ersten Schritt zur
Proteinbiosynthese (Translation), die wiederum im Sarkoplasma stattfindet (59).
Daneben hat der Kern die Aufgabe des Splicings der Transkripte und deren Export in
das Zytoplasma (96). Die direkten Transkriptionsprodukte (Prd m-t-rRNA) werden
an Ribonukleoproteinkomplexe (Spliceosom) gebunden, einem RNA-Splicing, einer
posttranskriptionalen Modifikation unterworfen, indem bestimmte Abschnitte der
Nukleotidfrequenz entfernt werden. Erst nach Vollendung des Splicings wird der
Ribonukleoproteinkomplex entfernt und die resultierende mRNA verldaBt durch die
Kernporen den Kern und erreicht im Sarkoplasma die Ribosomen (8). An den
Ribosomen findet die Ubersetzung der Basensequenz der mRNA in die Amino-
sauresequenz der Proteine statt (Translation) (59).

Das fertige Protein wird teilweise in Vesikeln verpackt zu seinem Bestimmungsort
transportiert (91). Auch der Kern erhilt seine Proteine, wie Lamine, Histone, DNA-
und RNA-Polymerasen, aus dem Sarkoplasma ins Nukleoplasma iiber energie-

abhédngige Prozesse durch Rezeptorstimulation an den Kernporen (96).

Der Nukleolus enthilt DNA-Loops von verschiedenen Chromosomen stammend, die
multiple TRNA-Gene enthalten, als nukledre Organizer-Region bezeichnet. Seine
Hauptfunktion ist die ribosomale RNA-Synthese, die Untereinheiten der Ribosomen
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werden ins Sarkoplasma transportiert und dort aktiviert zu funktionellen Ribosomen

(8).

Das elektronenmikroskopische Bild wird folgendermaflen mit diesen Funktionen
korreliert: Das filamentdse Center stellt DNA dar, die nicht aktiv transkribiert wird,
die filamentosen Zonen enthalten RNA-Molekiile im Syntheseprozel3 (Precursor-
rRNA), wéahrend die granuldre Komponente eine Ansammlung von partiell
komplettierten Precursor-rRNA-Partikeln ist (8, 42).

Der Nukleolus wird von Alberts et al aus dieser dargestellten Funktion heraus als
Ribosomen-produzierende Maschine bezeichnet (8).

4.3. VERANDERUNGEN DER KERNGROSSE UND -FORM

Die hier dargestellten morphologischen Veridnderungen der Kerngrofle und bizarren
Form finden in der Literatur in Féillen der Kklinischen aber auch experimentellen
Hypertrophie Bestédtigung. Rowan et al (80) beschreiben die Zunahme des nukledren
Areals bei DCM. Die VergroBlerung der Kerne wird von Diener aufgefiihrt bei
gleichzeitiger Verringerung der Volumendichte der Kerne, die zu einer Reduzierung der
Kern/Zytoplasmarelation fiihrt. Dies ist als unvollstdndige Anpassung der Kerne an
den Bedarf der Myozyten zu werten und koénnte fiir das Fehlen der Myofilamente
verantwortlich sein (30).

Gwathmey (47) und Huhn et al (51) korrelieren die pathologischen Verdnderungen
des Nukleus mit dem Erkrankungs- und Hypertrophiegrad. Eine Aussage dieser Art
ist hier nicht moglich, weil alle Patienten sich im Endstadium der Erkrankung

befanden.

Zwar werden in der Literatur Formanomalien beschrieben, aber nicht in der hier
dargestellten Vielfalt und Intensitédt, wo es zu briickenbildenden Kerngebilden, zu
zerklifteten Kernen mit etlichen Fragmenten/Anschnitten kommt. Bizarre Kerne
werden von Toussaint et al (97) bei Hypertrophie des Myokards infolge von
Pulmonalstenosen und Fallotscher Tetralogie sowie auch bei Rochael et al (79) bei
einem Kind mit DCM infolge viraler Infektion beobachtet. Ghadially erldutert
Kernformaberrationen als Moglichkeit des Kernes, vermehrt mit dem Zytoplasma zu
interagieren und erhohte synthetische Aktivitét zu erzielen (42).

Héiufig wurden Kerne gesichtet, die aus mehreren Fragmenten zu bestehen scheinen.
Auch kommen &hnlich groBle Kernanschnitte getrennt von sarkoplasmatischen
Organellen nebeneinander vor. Da diese nicht membranés verbunden sind, konnte es

sich um mehrere Kerne handeln.
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Schupbach et al fiihren Doppelkernzihlungen auf, um eine reaktive von einer
primédren Hypertrophie zu unterscheiden, weil Doppelkerne bei DCM reduziert seien
(88). Nach unseren Untersuchungen ist die Anzahl der doppelkernigen Zellen bei
DCM jedoch nicht verdndert.

Auch die tiefen Einziehungen der Kernmembran konnten an einen von der
Separierung betroffenen Kern denken lassen im Sinne einer amitotischen Teilung.
Perennec et al zeigen solche Konstriktionen im mittleren Nukleusdrittel auf und
griinden diese auf Fusionsprozesse (74). Cluzeaud et al beschreiben als Overloadfolge
zwei Kerne in unmittelbarer Ndhe aneinandergeschmiegt als Zeichen der Amitose
oder Fusion (25).

Entgegen der allgemeinen Meinung, dall der Myozyt eine terminal ausdifferenzierte
Zelle ist (3), betonen Anversa et al (10, 11) und Capasso et al (24) die beibehaltene
Fahigkeit zur Mitose des erwachsenen Myozyten als Kompensationsmechanismus
fiir Gewebszerstérung und Zellverlust.

Es miiBte infolge der mitotischen oder amitotischen Aktivitdat bei DCM zur Erhéhung
der Kernzahl im Gewebe kommen. Da aber die Anzahl der mononukledren Myozyten
von ca. 95% zu 5% binukledren Myozyten sich im Kontrollgewebe zu DCM-Gewebe
nicht verdndert (13), scheint eine Fusion, Amitose oder Mitose nicht stattzufinden.
Auch Anversa et al gehen von einem gleichbleibenden Verhéltnis von mono- zu
binukledren Zellen aus und betonen die gleichbleibende Kernanzahl von gesundem zu
hypertrophem Myokard (9). Aullerdem konnten wir trotz der Vielzahl an
dokumentierten Kernen keine mitotischen Figuren nachweisen.

Baroldi et al interpretieren die hohe Zahl von doppelkernigen Myozyten bei
Hypertrophie als Problem der Schnittrichtung bei stark verzweigten Kernen (15).

Die scheinbare Separierung wird daher als Pathologie der Kernform, Membranfaltung
und Schnittrichtungsphédnomen gewertet und nicht als Vorgang der Kern-
verdoppelung interpretiert.

Fiir die Festlegung der Mehrkernigkeit sind lichtmikroskopische Untersuchungen
zweckmélfliger, weil es zur Darstellung des gesamten Kernes kommt, hingegen bei der
Elektronenmikroskopie immer aufgrund der Schnittdicke nur Kernanschnitte
begutachtet werden konnen.

4.4. PERINUKLEARES AREAL

Die Aufweitung des perinukledren Raumes, wie sie auch bei den DCM-Patienten
aufgefunden wurde, wird von Ferrans et al als unspezifisches Hypertrophiezeichen
und degenerative Verdnderung des Myozyten gewertet (35). Kajihara et al vermuten,
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dal3 die Aufweitung des perinukledren Areals ein Zeichen fiir eine Ansammlung von
niedermolekularen Elementen im Sarkoplasma und Vorbereitung fiir die Synthese
von kontraktilen Elementen sei. Die gleichzeitige Vergroflerung des Kernes wiirde der
Synthese von Myofilamenten vorausgehen (54).

Bei den DCM-Patienten liegt jedoch eine Verminderung des Myofibrillengehaltes vor,
so daf} zwar die Aufweitung des perinukleédren Areals als Hypertrophie zu deuten ist,
jedoch nicht als Zeichen einer erfolgenden erhohten Synthese von Myofilamenten
erkldrt werden kann. Die Diskrepanz zwischen der erforderlichen und der erfolgten
Syntheseleistung des Kernes wird auch im folgenden noch aufgezeigt werden.

4.5. POLYPLOIDISIERUNG DES KERNES

Die VergroBBerung des Kernes wird auf eine Polyploidisierung des DNA-Gehaltes
zuriickgefiithrt (3, 21, 86, 102).

Es wird von Kajihara et al schon in frithen Phasen der Hypertrophie eine nukleire
Vergroflerung als Vorldufer zur Vermehrung der Synthese der Myofilamente
aufgefunden (54). Adler zeigt die Entwicklung der Ploidiestufen in der
Herzentwicklung auf vom diploiden Chromosomensatz von Geburt zum Uberwiegen
der tetraploiden Kerne im Erwachsenenalter durch den Reiz der erhohten
funktionellen Beanspruchung (2, 5). Im Falle der Hypertrophie kommen bis zu 32c
Kerne vor (4). Die erhohte zytoplasmatische Leistung und dadurch erhohte
Proteinbiosynthese fithrt auf dem Weg der Riickkopplung zur Vermehrung der
genetischen Information/Polyploidisierung. So kommt es mit steigendem Herzgewicht
zu zunehmender Polyploidisierung der Myozytenkerne (1).

Der Mechanismus der Mpyozytenhypertrophie ist noch unbekannt (11). Eine
chronische Uberlastung gilt als Trigger der DNA-Synthese (24, 70), und die
resultierende Hypertrophie ist mit Polyploidie assoziiert (102).

Da die DCM-Patienten erhohte enddiastolische Fiillungsdrucke aufweisen, miif3te hier
die Uberlastung, unabhéingig von dem sonst auslésenden Pathomechanismus, eine
zusétzliche Erhéhung der DNA-Synthese zur Folge haben.

Brodsky et al korrelieren einzig den Overload der Ventrikel mit Polyploidie, sonst ist
der Grad der Hypertrophie nicht mit dem Polyploidiegrad in Beziehung zu setzen. Die
GrofBe des Myozytengenoms wird als wichtiger Parameter unter der Bedingung des
exzessiven Herzwachstums angesehen, je grofer der Polyploidiegrad des Herzens ist
desto grofler ist die Wachstumsreserve des Herzmuskels unter pathologischen
Bedingungen (22).
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Die Polyploidisierung wird von Brodskii als Uberlebensstrategie des Herzmuskels
verstanden (21).

Im Tierversuch mit Ratten konnte bei experimentell induzierter Hypertrophie keine
Korrelation zwischen Nukleusgrof3e und Polyploidiegrad festgestellt werden (41, 57).
Gerdes et al zeigen auf, dal3 die Kerne bei Hypertrophie zwar vergroflert sind, aber
keine Zunahme des Polyploidiegrades zu vermerken sei. Die Volumenzunahme der
Kerne wird zu der Reorganisation der Eu- und Heterochromatinanteile in Beziehung
gesetzt (41).

In diesem Zusammenhang sind unsere Befunde der Vergrolerung der Kerne, bei
gleichzeitiger Reduktion der Volumendichte der Kerne bei DCM (30), wichtig in
Korrelation mit der durch die Fluoreszenz-Feulgen-Farbung nachgewiesenen
reduzierten DNA-Konzentration bei gleich bleibendem DNA-Gehalt der Kerne zu
setzen (s. Abb. 38). Das bedeutet, dal der Kern gegeniiber normalen, gesunden
Kernen eine noch geringere DNA-Konzentration und einen im Verhiltnis zu geringen
DNA-Gehalt aufweist, obwohl der Myozyt stark vergroflert ist und seine Grofle eine
Erhohung der Transkription und Translation erfordern wiirde.

1.2
%

0
0.8 -
0.6 -
p<0.025
0.4 -

0.2 -

0.0

Kontrolle Patienten

Abb. 38: Mittlere Volumendichte der Kerne von DCM-Patienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe; Quelle: W. Diener (30).

Von Grove et al wird aufgezeigt, dall bei chronischer Hypertrophie zwar die DNA-
Konzentration gegeniiber der des Kontrollgewebes reduziert ist, jedoch der absolute
DNA-Gehalt vergroflert ist (46). Trotz einer Polyploidisierung wird zeitgleich die DNA-
Konzentration verringert im Sinne eines Verdiinnungseffektes, vor allem bei lang
bestehender Hypertrophie (46, 101).

Die in dieser Arbeit dokumentierte Gré3enzunahme und Formvarianz der Kerne kann
demnach nicht aus der VergroBBerung des DNA-Gehaltes resultieren. Eine
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Reorganisation des Chromatins und dadurch erhohten Platzbedarf fiir die
entspiralisierten DNA-Molekiile wird insofern als Ursache fiir die Grofenzunahme
abgelehnt, als auch Kerne, die elektronenmikroskopisch alle Anzeichen einer
reduzierten Synthese tragen, deutliche VergroB3erung und Formanomalien aufweisen.
Zumindest bei diesen Kernen miissen Groéflen- und Formvarianzen aus einem anderen

zugrundeliegenden Pathomechanismus resultieren.

In dieser Arbeit kann aufgezeigt werden, dal bei DCM keine Verdiinnung im
klassischen Sinne auftritt, sondern eine wirkliche Reduktion der DNA-Konzentration
im Vergleich zu normalem Myokard stattfindet bei nicht vorhandener Polyploidie, bei
einem zeitgleich zu kleinen Kern im Verhiltnis zum groflen Myozyten.

Der Kern bei DCM hat demzufolge keine eigentliche Wachstumsreserve mehr und die
von anderen hypertrophen Kernen ausgeniitzte Polyploidisierung steht ihm zur
addquaten daraus resultierenden Syntheseleistung nicht zur Verfiigung.

4.6. CHROMATINVERTEILUNG UND TRANSKRIPTIONS-
AKTIVITAT

Aufgrund der dargestellten Reduktion in der DNA-Konzentration der Kerne bei DCM
wére zu kldren, ob denn diese Kerne transkriptionsaktiv sind. Von Diener et al (29),
Hein et al (50) und Perennec et al (73) wird bei Auftreten von Kernverdnderungen
eine Verminderung der Regulation der Transkription und daraus resultierend eine zu
geringe Produktion von kontraktilem Material fiir die Herzinsuffizienz verantwortlich

gemacht.
Majno et al beschreiben einen groflen, kontrastarmen Kern als transkriptionsaktiv,
einen groflen, kontrastreichen Kern als von exzessivem DNA-Gehalt und dagegen

einen kleinen, kontrastreichen Kern als transkriptionsinaktiv (63).

Wie auch das sonstige Myokard gleichzeitig verschiedene Verdnderungen aufweist,

zeigen die hier untersuchten Kerne unterschiedliche Chromatinverteilungen.

Die Mehrzahl der Kerne stellt sich kontrastarm dar mit geringer Margination des
Heterochromatins, hier wird auf eine transkriptionsaktive Kernform geschlossen.

Daneben werden Kerne mit deutlichen Heterochromatinverschmelzungen auf-

gefunden, die als inaktiv gedeutet werden.

Des weiteren werden extrem kontrastarme Kerne, die auch vergroflert sind,
aufgefunden, die nach der Definition von Majno et al transkriptionsaktiv sein miillten.
In diesen Kernen sind nur selten Nukleoli angeschnitten und nur von geringer Grof3e.
Es wird vermutet, daf3 es sich bei diesen Kernen um das elektronenmikroskopische
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Korrelat eines Kernes mit zwar festgestellter hoher Transkriptionsaktivitdt, aber
gleichzeitig nicht intaktem Nukleolus handelt als Ausdruck einer Stérung in der
Steuerung Transkription zu Translation. Es wird auf diese Problematik bei der
Besprechung der Nukleoluspathologie noch nidher eingegangen werden.

Adler et al zeigen lichtmikroskopisch das Verschwinden der heterochromatinhaltigen
Chromocenter bei intensivem Herzwachstum und bei Hypertrophie auf, als Zeichen
der ,Euchromatinisierung® (6). Damit befinden sich die Kerne im genetisch aktiven
Zustand (82).

Weiterhin wird eine extrem kontrastreiche Kernform beschrieben. Diese wird als
Ischdmieschaden gedeutet. Ischdmie lost klassische Verdnderungen der Ultra-
struktur aus, wie sie von Schaper et al (83) beschrieben wurden. Es kommt zur
Aufhellung der nukledren Matrix, zur Verklumpung des Chromatins mit erhohter
Randsténdigkeit bei Vorliegen eines intranukledren Odems. Die Mitochondrien zeigen
eine Auflosung der Cristaestruktur bei Verschwinden der Matrixgrana.

Aufgrund der starken Dilatation der Ventrikel bei DCM kénnte es sich um einen
ischdmischen Schaden infolge nicht ausreichender Perfusion des Myokards durch die
Koronararterien handeln, resultierend aus der Verlidngerung und Zunahme der
O,-Diffusionsstrecke. Warmuth et al weisen Schéddigung des Myokards durch
Ischémie bei hypertrophierten Herzen oberhalb des kritischen Herzgewichtes nach
(104).

Ein Fixierungsfehler ist auszuschlielen, weil in derselben Gewebeprobe auch nicht
ischdmisch geschiddigte Kerne aufgefunden werden.

Die des weiteren aufgefundenen Kerne mit aggregierten Chromatinanteilen in einem
Kernareal werden als beginnende Desintegration des Chromatins auf dem Weg zum
Myozytenuntergang durch Apoptose gewertet. Die umgebenden Organellen,
insbesondere die Mitochondrien zeigen sich dicht gepackt ohne besondere
Auffilligkeiten. Apoptose tritt charakteristisch an einzelnen Zellen auf und beginnt
durch dicht gepackte, klar begrenzte Massenansammlung innerhalb des Kernes
angelagert an die Membran (42, 58). Die Massen bestehen aus fragmentierten
Chromatinmolekiilen, die durch endogene Endonukleaseaktivitdt entstehen (105).
Erst dann kommt es zur tiefen Einziehung der Kernmembran, zur Fragmentation des
Kernes, und ,Apoptotic Bodies“ bilden sich aus den restlichen Organellen und
Kernfragmenten (62). Apoptose wird als aktiver Prozel zur physiologischen
Regulation von Gewebe angesehen (103). Liu et al erkennen Apoptose als
zugrundeliegenden Mechanismus fiir End-stage-Herzinsuffizienz an (61). Diese Frage
kann in dieser Arbeit nicht grundsétzlich geklirt werden, da nur wenige fiir Apoptose
typische Kernformationen gefunden wurden.
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Innerhalb des Chromatins wird bei DCM in dieser Arbeit das gleichzeitige Auftreten
von Peri- und Interchromatingranula beschrieben.

Perichromatingranula kommen nach Ghadially in den Randbereichen der
Heterochromatinansammlungen vor, und sie sind von einem chromatinfreien Hof
umgeben (Durchmesser 30-35 nm, incl. Hof 75 nm) (42). Es wird diskutiert, daf3 sie
aus mRNA-Filamenten bestehen, moglicherweise dem Nukleolus entstammend. Sie
werden sowohl in Tumorzellen nach Gabe von Zytostatika als auch in Zellen
vermehrt aufgefunden, bei denen entweder chemisch oder durch die vorliegende
Grunderkrankung die Proteinbiosynthese gestort oder inhibiert wurde. Das Auftreten
der Perichromatingranula gilt daher als Zeichen einer aberrierenden Protein-
biosynthese (42).

Interchromatingranula sind kantige Gebilde, hiufig in Ansammlungen auftretend,
mit durchschnittlichem Durchmesser von 15-50 nm, und ihr Vorkommen wird
gehduft in Tumorzellen festgestellt. So wird das vermehrte Auftreten von
Interchromatingranula in der Carcinogenese der Rattenleber als auffilligstes
Merkmal registriert. Thre Zusammensetzung ist unklar, sie enthalten phospho-
rylisierte Proteine und wahrscheinlich geringe Mengen RNA (42).

Ghadially zeigt mit vermehrtem  Auftreten dieser Granula auch
Nukleolusdesintegrationen im Sinne eines Zerfalls in die Komponenten auf (42).
Ferrans et al beschreiben bei kongestiver Kardiomyopathie (zugrundeliegende
Virusmyokarditis) das Vorliegen von Perichromatingranula bei gleichzeitigem
Auftreten von Desintegration des Nukleolus. Fiir die Bedeutung der Trennung der
fibrilldren von der granuldren Komponente des Nukleolus wird von Ferrans et al keine
Erklarung angefiihrt (35).

Cluzeaud et al beschreiben Interchromatingranula bei einer lang bestehenden
Hypertrophie und resultierender Polyploidie infolge Overloads (25).

Die bei unseren Patienten aufgefundenen Interchromatingranula sind sicher ein
Zeichen der hoch transkriptionsaktiven Kerne. Das gleichzeitige Auftreten
vermehrter Perichromatingranula kann nur so gedeutet werden, dal3 eine gestorte
Proteinbiosynthese vorliegt. Wir vermuten, daBl die Kerne, die diese Phénomene
aufzeigen, gerade sich im Zustand befinden, die Transkription zu reduzieren, obwohl

sie vorher iiberaktiv waren.

Die im Elektronenmikroskop nachgewiesene Transkriptionsaktivitédt findet auch in
der immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchung dieser Arbeit Bestitigung.
Durch die Markierung der Kerne mit Anti-Splicing-Faktor SC-35 werden die Kerne
hervorgehoben, deren DNA transkribiert wurde, deren Transkripte einem Splicing
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unterzogen werden, um nur noch Proteine kodierende mRNA zu erhalten und die

Introns ohne nennenswerte Information zu eliminieren.

Deutlich wird, dafl die Kerne bei DCM im gleichen Malle wie die des normalen
Myokards transkribieren, obwohl ihre DNA-Konzentration deutlich reduziert ist und
keine Polyploidisierung stattgefunden hat. Damit versucht der Kern durch
Transkription der vorhandenen DNA den Verlust an genetischer Information und
damit an Synthesekapazitit zu kompensieren. Jedoch wiirde die Grofle des Myozyten
bei DCM und der Verlust an kontraktilem Material nicht nur eine Transkriptionsrate
wie bei einem gesunden Myozyten, sondern eine deutlich erhohte Rate erfordern, um
regenerative Prozesse stattfinden zu lassen.

Die regenerative Wachstumskapazitdt und das proliferatives Potential sind beim
erwachsenen Myokard sehr eingeschrankt (94).

Brodsky et al erldutern, dall die Polyploidie unter normalen Bedingungen eine
untergeordnete Rolle spiele, weil aus einem minimalen Genom eine normale Leistung
resultieren kann. Unter pathologischen Situationen ist die Polyploidie wichtig, um
dem erhohten Synthesebedarf des Myozyten gerecht werden zu kénnen. Wihrend das
Genom sich im Verhéltnis von 2:4:8:16... erhoht, findet eine Erhohung des
Proteingehaltes im Verhiltnis von 2:3:5:8... statt (22).

Die in dieser Arbeit untersuchten DCM-Patienten konnen im Umkehrschluf3
aufgrund der reduzierten DNA-Konzentration und fehlender Polyploidie nur deutlich
verringerte, und auf keinen Fall eine zur Grofle der Myozyten adédquate
Proteinsynthese und dadurch einen reduzierten Proteingehalt aufweisen. Demnach
liegen zwar transkriptionsaktive Kerne vor, die aber nicht mehr in der Lage sind, in

ausreichender Menge Proteinsynthese zu initiieren.

4.7. MEMBRANAUFFALLIGKEITEN

Unterschiedliche Membranaberrationen wurden bei DCM in dieser Arbeit dargestellt.

4.7.1. Membranverlauf und Pseudoeinschliisse

Die &ullere Kernmembran steht mit dem Z-Streifen der Myofibrillen {iiber
zytoskeletale Filamente (100 A) in Verbindung. Die Verbindung von &dullerer
Kernmembran zu sarkoplasmatischem Retikulum und das den Kern umrundende
Netzwerk aus Mikrotubuli stabilisieren den Kern in seiner Position im Myozyten.
Kontraktionen wirken sich daher auf die Kernform aus (36).
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Teilweise werden Faltungen der Membran, wie in dieser Arbeit beschrieben, auf
Kontraktionszustinde des Myokards zuriickzufiihren sein, wie von Bloom et al
dargestellt wurde (17). Die Kernlénge wurde deshalb auch nicht absolut bestimmt,
sondern anhand der Sarkomerlidnge dargestellt. Eine Relation herzustellen ist durch
mogliche Kontraktionsartefakte reeller als die absolute Vermessung eines
gestauchten Kernes. Die deutlich geschwungenen Membranverldaufe der DCM-
Gruppe konnen aber aufgrund ihres Nichtauftretens in der Kontrollgruppe nicht nur
auf Fixierungsartefakte beruhen. Das Ausmall der Membranwindungen {iibersteigt
bei weitem das fiir Kontraktionen verantwortliche Maf3 (36). Die Membranverldufe in
der vorgefundenen Art werden auch von Ferrans et al (36), Olsen (71), Kajihara et al
(54) und anderen bei Hypertrophie unterschiedlicher Genese nachgewiesen. Ghadially
beschreibt Aberrationen durch virale Infektionen (42), Viruseinschliisse konnten
jedoch nicht nachgewiesen werden. Sobel et al bezeichnen nukledre Faltungen als
zytoplasmatische Invaginationen infolge Schwellung oder Vergroflerung des
zytoplasmatischen Inhaltes bei Tumoren (93). Bei unseren Patienten spricht die
dargestellte reale Vergroferung des Kernes und die noch zu besprechenden sonstigen
Membranproliferationen innerhalb des Kernes gegen diese These. Ferrans et al (36),
Engedal et al (32), Rochael et al (79) und Toussaint et al (97) weisen die Bildung von
Membranfaltungen und Einschlissen von zytoplasmatischem Material durch
Invaginationen der Kernmembran, im folgenden als Pseudoeinschliisse bezeichnet,
nach. Diese sind charakteristisch von zwei Membranen begrenzt, die innere mit
Ribosomen, die dullere mit umgebendem Heterochromatin besetzt, entsprechend
dem Aufbau der nukledren Membran. Deutliche Groflenunterschiede werden
beobachtet, so daf3 der Einschlufl von unterschiedlichsten Zellorganellen moglich wird
(42). Membranfaltungen und Pseudoeinschliisse werden von Ferrans et al (36) und
Toussaint et al (97) als Konsequenz einer exzessiven Kernmembransynthese bei
Hypertrophie angesehen.

Bei DCM werden, wie dargestellt, exzessive Membranen gebildet, die zu
Kernkonfigurationen mit Briickenbildungen aus membrandsen Bestandteilen fithren.

4.7.2. Intranukleire Tubuli

Intranukleédre Tubuli wurden von uns bei DCM vorgefunden.

Ferrans et al weisen intranukledre Tubuli bei Hypertrophie des Herzens nach, die
immer an Kernen vorkommen, die Pseudoeinschliisse und deutliche
Membranfaltungen aufweisen. Die Tubuli haben gerade, zylindrische Form und sind
von dichter als sonst gepacktem marginalem Chromatinsaum umrundet (36).
Engedal et al (32) betonen zusétzlich das Vorliegen in heterochromatinreicher Matrix
von dicht gepackten Tubuli in unterschiedlicher Grofe.
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Entgegen den von Ferrans et al (36) zylindrisch und gerade Verldufe nehmenden
Tubuli, den von Engedal et al (32) beschriebenen U-férmigen Tubuli werden bei dem
vorliegenden Patientengut auch ringformige Tubuli aufgefunden. Als Besonderheit
kommen diese einerseits neben Einschmelzungen aus feinst filamentdrem Material
und andererseits neben einer Kettenbildung durch Tubuli vor. Ferrans et al (36) und
Engedal et al (32) deuten diese Tubuli als tiberschieBende Membranbildung durch die
innere Kernmembran, wihrend die duBere Membran von dieser Anderung nicht
betroffen ist. Die innere Kernmembran proliferiert demnach in die nukledre Matrix
hinein, moglicherweise als Reaktion auf kardiale Hypertrophie.

Engedal et al zeigen auch Kernporen dhnliche Strukturen in tubulireichen Arealen
auf, allerdings ist das Verschmelzen der Tubulimembranen im Léngsschnitt der
zylindrischen Tubuli (32). Die bei der DCM-Gruppe aufgefundenen Kernporen
innerhalb eines Tubulus sind Querschnitte durch Porenkomplexe mit und ohne
zentralem Knoétchen. Der klassische Porenaufbau durch Verschmelzen der dulleren
mit der inneren Kernmembran kann aufgrund des Tubuliaufbaus nur aus innerer
Membran nicht vorliegen. So scheint die innere Kernmembran allein fihig zu sein,
komplette Porenkomplexe zu strukturieren und zu bilden. Eine derartige Haufung von
Porenkomplexen wurde an keiner weiteren Membranstruktur in dieser Gruppe von
Patienten aufgefunden. Die H&aufung von Porenkomplexen wird im Rahmen von
erhohter DNA-Synthese, nukledrer Volumenerhéhung und Erhcéhung der
Kernoberfldche beschrieben (42). Aufgrund des Vorkommens von Kernporen ist von
einem Substrataustausch zwischen nukledrer Matrix und Tubulilumen auszugehen.

4.7.3. Intranukleire Kompartimentbildung

Des weiteren wurde in der DCM-Gruppe ein hohlraumbildendes Membransystem

aufgefunden, das als Kompartimentbildung bezeichnet wurde.

Entgegen den von Ferrans et al (36) und Engedal et al (32) beschriebenen Strukturen
sind die Hohlrdume zwar teilweise von Heterochromatin angeheftet an die Lamina
begrenzt, sie liegen aber nicht in heterochromatinreicher Matrix. Sie sind deutlich
grofler als die intranukledren Tubuli und fiithren zur quasi Separierung ganzer
eingeschlossener nukledrer Matrixanteile. Léngliche, konzentrische und amorphe
Kompartimente wechseln sich in unregelméBliger Reihenfolge ab. Auffallend ist die
nur teilweise Begrenzung mit Membran, Lamina und Heterochromatin. Es kommt in
groBBeren Abschnitten zu nur membrandéser Separierung. Dort wo Heterochromatin
und Lamina fehlen, kommt es zu Aussackungen und VergroBerung des nur
membranés umgrenzten Lumens. Die Kompartimente weisen entgegen den
dargestellten intranukledren Tubuli keine oder nur geringe Auffiillung mit
unspezifischem Material auf. Solche Hohlraumbildungen wurden bis jetzt nicht in der
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Literatur beschrieben. Die Bedeutung dieser Kompartimente scheint auch in einer
gestorten Membranfunktion wund moglicherweise in einer strukturellen

Laminastorung zu bestehen, die noch zu besprechen ist.

4.7.4. Unvollstindige membrandse Separierung

Die membranose Separierung der Kerne vom Sarkoplasma ist bei der Gruppe der
DCM-Patienten gestort und nicht vollstandig.

Einzelne Kerne mit teilweise erheblich iiberschielender Membranproduktion wie der
aufgezeigte kometenartige Kern im Bereich des ,Kometenschweifes”, zeigen an
Kernarealen eine vollstindige Unterbrechung der Kernmembran auf.
Membranunterbrechungen wurden auch an Pseudoeinschliissen aufgefunden, die

dadurch teilweise wie Einschliisse erscheinen.

Ein mogliches Zerreillen der Membran durch Fixierungs- und Schnittechnikfehler wird
aufgrund intakter sonstiger sarkoplasmatischer Organellen als unwahrscheinlich
erachtet. Ein Auflosen der Kernmembran durch mitotische Aktivitdten hédtte auch
entsprechende Auffilligkeiten im Nukleolusbereich zur Folge, die aber nicht
beobachtet werden konnten.

Statt von einer Desintegration bestehender Membrananteile auszugehen, konnte die
Neubildung von komplett desintegrierten Kernmembranen angedacht werden. Es
konnte allerdings anhand der unvollsténdig separierten Pseudoeinschliisse aufgezeigt
werden, dal} es sich um desintegrative Prozesse der bestehenden Membran handeln

mul}, dadurch, dall Sarkoplasma und Organellen im Kern zu liegen kommen.

Stellenweise unterbrochene Membranen werden von Jensen et al aufgezeigt, aber
kein zugrundeliegender Pathomechanismus angegeben (53).

4.7.5. Intranukleire Einschliisse

Mitochondrien, Vakuolen, membrangebundene und membranlose Strukturen werden
in der DCM-Gruppe intranukledr aufgefunden. Filamentdres Material kommt

intranukleér, aber auch in der kernumgrenzenden Zone vor.

Ferrans et al halten eine Auflosung einer Kernmembran nach der Bildung eines
Pseudoeinschlusses infolge exzessiver Membranfaltung unter auBergewohnlichen
Umstidnden fiir moglich (37). Die nur teilweise membranos separierten
Pseudoeinschliisse wiirden das ultrastrukturelle Korrelat einer solchen Auflésung

darstellen.
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Eine Auflésung der Kernmembran im Bereich des Kontaktes mit Lipid wird von
Ghadially beschrieben, so dall Lipid zunéchst als Pseudoeinschlul im Kern
aufgefunden wird und dann durch Lyse der Membran in die nukledre Matrix
freigelassen wird (42).

Ein Einschluf3 von Organellen wiahrend einer abnormalen Mitose wird von Jensen et
al aufgrund des Fehlens von mitotischen Figuren im Myokard verneint (53).

Eine weitere Moglichkeit wurde angedacht, dafl zytoplasmatische Organellen, z.B.
Mitochondrien, durch massive Aufdehnung der Kernporen die Kernmembran
penetrieren (42). Aufgrund der bekannten ringformig begrenzten und nicht
unbegrenzt dehnbaren Kernporenstruktur ist offensichtlich, dafl die Kernpore fiir
sarkoplasmatische Organellen nicht zu passieren ist und nur selektiv von Molekiilen
zu penetrieren ist (37).

Eine de novo Synthese von intranukledren Mitochondrien oder eine Synthese aus

Nukleusmembranen wird von Jensen et al angenommen (53).

Eine Golgikomplex-dhnliche Struktur wurde von Bucciarelli in einer neoplastischen
Zelle intranukledr aufgefunden und als Resultat pathologischer Membranbildung
durch die innere Kernmembran erlautert (23).

Oyer etal zeigen intranukledre Einschliisse bei Kardiomyopathie auf bei
gleichzeitigem Bestehen einer seltenen neuronalen EinschlulBkrankheit (NIID) (72).

Die in den Kernen mit unterbrochener Membran aufgefundenen Mitochondrien
konnten durch eine Penetration der membranlosen Abschnitte in der nukledren
Matrix liegen. Fraglich ist jedoch, warum Kernmembranabschnitte unvollstindig

sind.

Jensen et al befiirchten, mit Biopsienadeln die Kernmembran zu schéidigen (53).
Aufgrund der bereits dargestellten Gewinnung der Proben aus Explantaten kann
daher eine solche Schéadigung vernachléissigt werden. Demnach kann es sich bei den
unterbrochenen Membranabschnitten an der Kernmembran im Bereich zum
Sarkoplasma und innerhalb der Pseudoeinschliisse nur um einen degenerativen
Prozel3 der Kernmembran handeln.

Der Einschlufl von Organellen bei gleichzeitig intakter Membran kann auch in dieser
Arbeit nur beschrieben werden und wird weiterhin Grund fiir Spekulationen bleiben.

Eine weitere Besonderheit stellt die Ansammlung im Sarkoplasma und intranuklear
von feinst filamentdrem Material dar. Im Sarkoplasma liegen hiufig sehr grofle
Areale dieses Materials, die deutlich grofler als die Kernareale sind, wéihrend
intranukledr geringere Bereiche eingeschlossen werden. Eine grofle Heterogenitit
besteht in der Lage im Kern, in Margination des umgebenden Chromatins, in Form
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des Einschlusses und Héiufigkeit des eingeschlossenen Materials. Auch die als
rosettendhnlich bezeichnete Struktur erscheint aus diesem Grundmaterial in
unterschiedlichen Ansammlungen aufgebaut. Das Material ist im kernumgrenzenden
Areal membranos separiert mit einer einfachen Membran, die aber auch
streckenweise fehlt. Im Kern ist eine Separierung durch Membranen nicht deutlich.
In entsprechender VergroBerung erscheint die Zusammensetzung aus feinsten

Filamenten.

Ferrans et al zeigen solche Materialansammlungen auf, die sie aufgrund ihres
lichtmikroskopischen Erscheinungsbildes als basophile Degeneration Typ I
bezeichnen. Diese 5 um Durchmesser habenden ldnglichen Gebilde mit feiner
granuldrer Matrix sind moglicherweise aus glykogenédhnlichen Polymeren der Glukose
zusammengesetzt. [hre Bedeutung ist unklar (34).

Von Perennec et al wird ein solches Material aus feinen Filamenten in Kernnéhe
aufgefunden bei kardiomyopathischen Syrien-Hamstern. Die Autoren erkldren diese
Substanzen als Abbauprodukt oder als Zeichen einer abnormalen Synthese (74).

Bei diesem Material konnte es sich um Abbauprodukte des Myozyten handeln, die
entweder aufgrund einer Regulationsstérung des Abbaus oder aufgrund eines
Auftretens grofler Massen von Abbauprodukten bei gleichzeitigem, pathologisch
verlangsamtem Abbau innerhalb des Myozyten angesammelt werden.

Denkbar wire jedoch auch das Auftreten dieses fein filamentdren Materials in
Ansammlungen infolge einer iiberschieBenden Syntheseleistung bei unzureichendem
Abtransport aus dem Kern, moglicherweise eine Transportstorung der Kernmembran
aufzeigend.

Auch der EinschluBmechanismus der stark kontrastgebenden rundlichen Strukturen,
die an Lipideinschliisse erinnern, verbleibt unklar. Wie schon dargestellt, wire beim
Vorliegen von Lipid das unregelméiflige Vorhandensein von Membranen durch
Auflosungsprozesse bei Kontakt mit der nukledren Matrix zu erklédren.

Wie auch bei den anderen Einschliissen von zytoplasmatischen Materialien bleibt die
Frage iiber den Mechanismus, der zum intranukledren Auftreten dieser Materialien
fuhrt, offen. Die Bedeutung scheint in einer degenerativen Kernalteration und damit
resultierenden Verdnderung des Myozyten zu liegen.

4.8. NUKLEARE EINSCHLUSSKORPERCHEN (BODIES)

Die bei den Patienten mit DCM aufgefunden nukledren Bodies werden in der Literatur
als intranukledre Strukturen mit unterschiedlicher Morphologie aufgefiihrt.
Konzentrische, neben fibrilliren, ringformigen, sphérischen Strukturen werden
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solitdr, aber auch in Kombination vorkommend, beschrieben. Nur die einfach
zusammengesetzten nukledren Bodies werden in physiologischem Gewebe
aufgefunden. Komplexer aufgebaute nukleére Bodies werden in diversen Tumorzellen,
virusinfizierten, immunologisch oder hormonell stimulierten Geweben nachgewiesen.
Die Funktion ist noch wunklar. Nach entsprechender Stimulation konnte ein
Wachstum/Knospen des Nukleolus mit resultierender Transformation dieser
Auslédufer in fibrillogranulédre oder granulidre nukleédre Bodies hervorgerufen werden.
Die Entstehung der nukledren Bodies aus Nukleoluskomponenten erscheint
wahrscheinlich, und dem fibrilldren Anteil der nukleidren Bodies wird von daher RNA-
Gehalt zugesprochen. Die nukledren Bodies gelten daher als Zeichen -einer
stimulierten oder synthetisch aktiven Zelle (42).

Die innerhalb der Patientengruppe mit DCM aufgefundenen nukledren Bodies sind
demnach auch ein weiterer Marker fiir die synthetischen Aktivitidt des Kernes.

Im Gegensatz zu den nukledren Bodies, wie oben beschrieben, sind die von uns als
Nukledre-Bodies-dhnlich genannten Strukturen membranoés durchsetzt und aus
verschiedenem, kontrastgebendem Material gebildet. Die membranose Separierung
der Komponenten fiihrt aber nicht zu einer vollstindigen Abtrennung von der
nukledren Matrix. Der von heterochromatinfreier Matrix gebildete Hof um diese
Struktur dhnelt dem von den nukledren Bodies.

Dieses Phidnomen wird als Aberration der Membranbildung, iiberschielende Reaktion
der Membran bei gleichzeitig bestehender synthetischer Aktivitdt des Kernes,
gedeutet.

4.9. PATHOLOGIE DES NUKLEOLUS

Die Nukleoli der an DCM erkrankten Patienten zeigen Mengen-, Gréflen, Form- und

Lageveranderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe.

VergroB3erung der Nukleoli werden allgemein als Zeichen einer erhohten Syntheserate
und erhéhter Polyploidie des Kernes angesehen (18, 25, 42, 60). Eine erhohte Anzahl
der Nukleoli resultiert aus der Polyploidie der Kerne, und die qualitative Ausbildung
der Nukleoli leidet nicht unter dieser Vermehrung (67). Die Erhohung des Genoms
fiihrt zur Vermehrung der Anzahl der nukledren Organizer Region mit daraus
resultierender Erhohung der nukleoliren Masse pro Kern. Die Anzahl der
aufgefundenen Nukleoli korreliert nicht unbedingt mit der Ploidiestufe, weil nukleolére
Fusionen stattfinden konnen (81). Eine Reduktion der Nukleolianzahl bei Zunahme
der Ploidie der Zelle wird von Shea et al auf Fusion bestehender Nukleoli
zurickgefithrt, da das Volumen eines einzelnen Nukleolus gleich zu dem absoluten
Volumen der Nukleoli in einem Kern mit mehreren Nukleoli ist (90). Adler weist bei
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stark hypertrophierten Herzen bis zu zehn Nukleoli nach, betont die erhéhte Anzahl
und Masse der Nukleoli als Zeichen fiir eine Steigerung der Proteinbiosynthese als
Folge des groBeren rRNA—Angebotes (4). Das Auffinden von vielen Nukleoli, dann
aber von geringer Grofle und von wenigen bei erhohter Grofle, wird von Meinders-
Groeneveld et al bei der Rattenleber in verschiedenen Ploidiestufen aufgezeigt (66).

In experimenteller linksventrikuldrer Hypertrophie wird als einer der ersten
Reaktionen auf den Reiz eine Vergrolerung des Nukleolus registriert, bevor andere
Organellen mit erhohter Syntheseleistung reagieren (7).

Die bei DCM aufgefundenen Nukleoli korrelieren zum Teil mit diesen Aussagen, in
dem Sinne, daf} in einzelnen Kernen viele kleine Nukleoli und in anderen wiederum
wenige grofle Nukleoli aufgefunden werden, jedoch im Gegensatz zu der Literatur
werden diese bei reduzierter DNA-Konzentration und nicht vorhandener Polyploidie
aufgefunden. Moglicherweise stellt diese Diskrepanz das ultrastrukturelle Korrelat
des Versuches des Kernes dar, trotz reduzierter DNA-Konzentration eine
ausreichende Transkription und damit Proteinbiosynthese aufrechtzuerhalten.

Wie im sonstigen Myokard zeigen auch die Nukleoli die bekannte Heterogenitdt der
Befunde bei DCM auf.

Die deutlich vergroflerten Nukleoli (bis zu 6 Sarkomerlédngen) bei DCM werden als
Zeichen einer erhohten synthetischen Aktivitdt gewertet. Ghadially zeigt deutliche
VergroBerung der Nukleoli bei Tumorzellen auf. Die bei DCM vorkommenden
mehreren kleinen filamentosen Center sind als Aktivitdtszeichen des Nukleolus zu
deuten (42).

Als weitere GroBlenanomalie im Gegensatz dazu ist auffillig, daBl sehr grofle,
kontrastarme, transkriptionsaktive Kerne nur einen einzelnen kleinen Nukleolus von
kompaktem Aufbau aufweisen. Sehr haufig konnen in diesen Kernen keine Nukleoli
aufgefunden werden. Verkleinerte Nukleoli sind kompakt wund lassen keinen
klassischen Nukleoliaufbau mehr erkennen. Unverferth et al bezeichnen das
Nukleolonema in diesem Fall als kollabiert (98). Kompakte Nukleoli werden als
Zeichen einer reduzierten Proteinsynthese und Blockade der RNA-Produktion
angesehen (98).

Eine Abnahme des Verhéltnisses von Nukleoli zu Nukleus wird als Alteration der
myokardialen Proteinsynthese mit resultierender Herzinsuffizienz von Leyton et al
(60) gedeutet.

Regressive Verdnderungen des Nukleolus finden statt, wenn eine ehemals aktiv
Protein synthetisierende Zelle deaktiviert wird (medikamentos oder physikalisch). Der
ringformige Nukleolus, bei dem das Nukleolonema nur eine lose Umbhiillung der
filamentosen Center bildet, stellt eine solche regressive Form dar (42). Ringformige,
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U-formige Nukleoli kommen bei DCM neben physiologischer Konfiguration in einem
Kern zeitgleich vor.

Stark vergroBerte fibrillire Center werden von Ghadially als Folge einer Inhibierung
der Proteinbiosynthese oder morphologisches Korrelat einer sich im Ruhezustand
befindlichen Zelle angesehen (42), auch solche Nukleoli konnten bei DCM

nachgewiesen werden.

Innerhalb kondensiertem Heterochromatin, demnach in inaktiven Kernen, sind
Nukleoli mit kollabiertem Nukleolonema aufzufinden, deren urspriinglicher Aufbau
nur noch zu erahnen ist. Unverferth et al weisen solche Nukleoli bei Zytostatika
induzierter CM nach (98).

Zur Desintegration der nukleoldren Bestandteile kommt es bei den
ldngsgeschwungenen  Nukleolusverldufen. Desintegrationen der nukleoldren
Komponenten werden als Reaktion auf Antimetaboliten von Simard et al beobachtet
und als Storung der DNA-abhingigen RNA-Synthese gewertet (92). Ferrans et al
zeigen nukleolédre Desintegration bei Patienten mit DCM infolge Virusmyokarditis bei
gleichzeitigem Auftreten von Perichromatingranula auf (35).

Das Auffinden von Nukleoli randstindig an der Kernmembran gilt als Zeichen einer
aktiven Proteinsynthese und wird auch bei schnell wachsenden malignen Tumoren
aufgefunden (42).

Unverferth et al weisen durch die von ihnen gefundenen Nukleoluskonfigurationen bei
DCM eine erhéhte RNA- und Proteinproduktion nach. Die Autoren verwendeten
Biopsien und zéhlten zehn Kerne pro Patient (98).

Da eine Heterogenitéit der Befunde bei DCM bekannt ist, kann durch diese Art der
Probengewinnung und die geringe Anzahl der gezdhlten Kerne ein solch nicht

repriasentatives Ergebnis resultieren.

Entgegen der Untersuchungen von Unverferth et al liegen im Myokard bei DCM
nebeneinander Nukleoli vor, die auf eine reduzierte und auf eine erhohte synthetische
Aktivitat des Myozyten schlie3en lassen bei gleichzeitigem Vorkommen von Nukleoli,
die aus Aktivitdtsphasen in degenerative Prozesse iiberzugehen scheinen.

4.10. ZUSAMMENFASSENDE BEURTEILUNG UND ARBEITS-
HYPOTHESE

Die morphologischen Verdnderungen des Myozyten bei DCM sind mannigfaltig und
betreffen alle Bestandteile des Myokards (85). Die in dieser Arbeit aufgezeigten
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Befunde am Zellkern kénnen teilweise mit den ultrastrukturellen Verdnderungen bei
Hypertrophie in Einklang gebracht werden.

Die Kernveridnderungen im Sinne der pathologischen Membranstrukturen und der
pathologischen Verdnderungen des Nukleolus wurden in der Literatur bei DCM bis
dato nicht aufgezeigt.

Es wird angenommen, daf} die tiberschieBenden Membranbildungen im Bereich der
nukledren Matrix, der Nukledren-Body-dhnlichen Strukturen, die Briickenbildungen
durch Kernmembran, die Membranunterbrechungen, die Auflésungserscheinungen
an der Membran der Pseudoeinschliisse und der zum EinschluB von sarko-
plasmatischen Materialien fithrende Mechanismus das ultrastrukturelle Korrelat der
biochemisch nachgewiesenen Storung im Aufbau der Lamina darstellt. Durch das
Fehlen bzw. die Verringerung des Lamin Bl bei DCM resultiert ein gestorter
Laminaaufbau. Da die Lamina verantwortlich ist fiir den Aufbau und die Form des
Zellkernes, konnte eine Stoérung in einer ihrer strukturellen Untereinheiten zu den
dargestellten Formaberrationen und zur Vergroferung fithren. Diese sind entgegen
anderen Hypertrophieformen nicht durch den Platzbedarf eines polyploiden
Chromosomensatzes zu erkldren, weil die Reduktion der DNA-Konzentration und
nicht vorhandene Polyploidie bei DCM hier aufgezeigt wurde.

In den beschriebenen Kompartimentbildungen zeigt sich die Folge der Abwesenheit
der Lamina, in dem Aussackungen und Verbreiterungen der Hohlrdume an diesen

Bereichen zu verzeichnen sind.

Die innerhalb der nukledren Matrix aufgefundenen membranosen Verdnderungen, die
pathologische Vermehrung der Kernmembran und das Fehlen einer solchen in
anderen Kernarealen konnen auch als Folge eines solchen strukturellen Lamina-
problems gedeutet werden.

Da die Lamina auch fiir den Aufbau des Nukleolus mit verantwortlich ist, konnten
auch die dargestellte Diskrepanz in Kerngrole zu Nukleolusgrole und die
aufgezeigten pathologischen Nukleoluskonfigurationen Folge des unzureichenden

Laminaaufbaus sein.

Die Produktion der rRNA und damit der Ribosomen im Zytoplasma durch den
Nukleolus ermoglicht erst die Verwertung der im Kern erstellten Transkripte und
damit die Proteinbiosynthese. Nukleoli, die Anzeichen einer supprimierten oder
aberrierten Synthese aufweisen, werden in hochaktiv erscheinenden Kernen
aufgefunden. Dies kann bedeuten, dafl der Kern zwar moglicherweise in ausreichender
Menge transkribiert, diese Transkripte aber infolge der Strukturstérung des
Nukleolus nicht translatiert werden konnen, weil rRNA/Ribosomen fehlen.
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Laminastorungen fiihren zur Replikationsstorung der DNA (28, 43), die
Kettenverldngerung der DNA wird durch Storung der Laminorganisation, abhingig
von deren Ausmal, inhibiert (68, 95).

Moglicherweise sind die aufgezeigten intranukledren Einschliisse unterschiedlichster
Zusammensetzung auf eine solche Replikationsstorung zuriickzufithren und
resultierend daraus eine iiberschieBende Produktion eigentlich nicht erforderlicher,
atypischer Proteine bei gleichzeitigem Fehlen von tiberlebenswichtigen kontraktilen
Proteinen die Folge.

Eine Entkoppelung von dem fiir den Myozyten essentiell erforderlichen
Synthesebedarf und der eigentlichen Syntheseleistung scheint stattzufinden. Eine
Riickkoppelung, wie sie bei anderen Hypertrophieformen abléduft, so daf} eine erhchte
Leistungsanforderung zur Polyploidie fiihrt, findet nicht statt. Auch der Overload
fithrt nicht zur Erhohung des Genoms.

Statt dessen konnte aufgezeigt werden, dall eine Verringerung der DNA-
Konzentration zu verzeichnen ist und keine Popyploidie der Kerne vorliegt, also steht
dem Myozyten trotz deutlicher Vergroflerung eine nur geringe, eingeschrinkte
Chromatinmenge zur Steuerung der Translation zur Verfiigung.

Der Kern versucht mit allen ihm zur Verfiigung stehenden Mitteln, diesen Fehler
auszugleichen, indem er die Transkription auf das ihm maogliche Maf3 erhoht, was sich
an den ultrastrukturellen Zeichen fiir eine erhohte Transkription niederschlédgt. Einige
Kerne weisen aber auch hier schon ,Ermiidungserscheinungen® auf, weshalb Zeichen

einer erhohten, neben einer supprimierten Synthese nebeneinander vorkommen.
Die zelluldre Erschopfung fiihrt zu degenerativen Verdnderungen des Myozyten (64).

Moglich wére, dal3 die fehlende Riickkoppelung zwischen Sarkoplasma und Kern in
einer gestorten Kernporenfunktion begriindet ist, die ihrerseits aus der
pathologischen Lamina resultiert. Eine Behinderung des die Kernmembran
penetrierenden Stofftransportes wiirde zu einer Fehlleistung des Kernes fithren und
moglicherweise Ansammlungen von Materialien intranukledr zur Folge haben und

erklidren konnen.

Zusammenfassend scheint also eine funktionelle Aufbaustorung des Kernes bei DCM
und eine gestorte Riickkoppelung zwischen Syntheseleistung und —bedarf urséchlich
zur Entstehung der terminalen Herzinsuffizienz bei DCM zu sein.
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5. Zusammenfassung

Die DCM ist eine Herzmuskelerkrankung mit bis heute unbekannter Ursache.

Obwohl etliche préadisponierende Faktoren verantwortlich gemacht werden zur
Entstehung des Krankheitsbildes, ist der eigentliche Pathomechanismus noch

unbekannt.

Die These, dal Kernveridnderungen und eine gestorte Transkription fiir die
Entstehung der DCM in Betracht kommen, wird in der Literatur vertreten.

Ziel der hier dargestellten Untersuchung sollte die systematische Darstellung der
ultrastrukturellen morphologischen Verdnderungen des Kernes bei DCM sein. Die
mogliche Transkriptionsaktivitdt sollte verifiziert und der DNA-Gehalt quantifiziert
werden.

Linksventrikuldres Myokard von sechs Patienten, die an DCM erkrankt waren und
ein Insuffizienzstadium IV nach NYHA aufwiesen und die aufgrund dieser Indikation
transplantiert wurden, wurde elektronenmikroskopisch untersucht.

Des weiteren wurden im Rahmen einer fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung
eine Fluoreszenz-Feulgen-Farbung zum Nachweis des DNA-Gehaltes der Kerne und
eine Markierung der Kerne durch Inkubation mit Anti-Splicing-Faktor SC 35 zur
Darstellung der Transkriptionsaktivitidt durchgefiihrt.

Die hier dokumentierten Ergebnisse des Myokards von an DCM erkrankten
Patienten wurden den Befunden an normalem Myokard des linken Ventrikels
gegeniibergestellt.

Die Kerne der DCM-Patienten zeigten deutliche Verdnderungen auf
- Vergroflerungen

- Formanomalien

- Aufweitung der perinukledren Zone

- Intranukleidre Einschliisse unterschiedlichster Natur

- Membranproliferationen und —fehlbildungen

- Unterbrochene membranése Separierung

- Pseudoeinschliisse

- Intranukledre Tubuli

- Intranukledre Kompartimentbildung
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Aggregationen feinst filamentédren Materials intra- und perinukleér

Irreguldrer Aufbau der Nukleoli

Form-, Zahl- und Gréf3enanomalien der Nukleoli

Chromatinverdnderungen, die als Marker fiir Ischdmie und Apoptose gelten

Peri- und Interchromatingranula

Die Bedeutung dieser ultrastrukturellen Veridnderungen wurde dargestellt als
einerseits Zeichen der Hypertrophie und andererseits als degenerative Erscheinungen
der Kerne bei DCM.

Durch die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen konnte nachgewiesen
werden, dal} die Kerne bei DCM zwar transkriptionsaktiv sind, aber eine reduzierte
DNA-Konzentration gegeniiber normalem Myokard aufweisen und keine Polyploidie
der Kerne der DCM-Patientengruppe vorliegt.

Die oben dargestellten Verdnderungen, neben dem Ergebnis des im Verhéltnis zu
DNA-Gehaltes, wurden als Zeichen von Transkriptionsaktivitdt und gleichzeitig
supprimierter Syntheseleistung interpretiert.

Es wird angenommen, dafl durch Steigerung der Transkriptionsrate die Reduktion der
DNA-Konzentration ausgeglichen wird. Diese Kompensation ist jedoch nicht
vollstdndig, so dall eine reguldre Steuerung zwischen Proteinbedarf und
Syntheseleistung nicht mehr stattfindet.

Als urséachlich fiir diese Kernstorung wird ein pathologischer Aufbau der Lamina und
damit der strukturellen Untereinheit des Kernes verantwortlich gemacht.

Es wird angenommen, daf3 aus der Entkoppelung der Syntheseleistung des Kernes
vom Bedarf des Myozyten, es resultierend zur strukturellen Stérung des Myozyten

kommt, die in der terminalen Herzinsuffizienz endet.
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