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1 Einleitung
1.1 Myokarditiden
1.1.1 Definition und Atiologie

Im Jahr 1995 definierten die World Health Organization sowie die heute
als World Heart Federation bekannte International Society and
Federation of Cardiology den Begriff der Myokarditis wie folgt:
,Myocarditis is an inflammatory disease of the myocardium and is
diagnosed by  established  histological, = immunological, = and
immunohistochemical criteria.“ (Nordet et al.,, 1996). Myokarditiden
werden den erworbenen primaren Kardiomyopathien zugeordnet (Maron
et al., 2006). Akute Myokarditiden gehen in 21% der Falle in eine
dilatative = Kardiomyopathie, kurz DCM, dber, welche durch
Ventrikeldilatation gekennzeichnet ist (D'Ambrosio et al., 2001).
Die Ventrikeldilatation kann mit verminderter Kontraktionsfahigkeit
des Herzens und einer reduzierten Auswurfleistung
einhergehen (Sagar et al., 2012, Nordet et al., 1996, Michels and
Kochanek, 2010). Die eingeschrankte Kontraktionsfahigkeit bei DCM wird
hierbei nicht auf ein akutes ischamisches Ereignis, einen Perikarderguss
oder eine arterielle Hypertonie zurickgefihrt (Caforio et al., 2013).
Noxen, Herzklappendefekte, Unterernahrung oder vergangene Infarkte
stellen weitere Ursachen einer DCM dar.
Myokarditiden konnen infektioser oder nicht-infektioser Genese sein.
Mogliche Ursachen von Myokarditiden sind in Tabelle 1 dargestellit.
Hierbei gelten virale Myokarditiden in der westlichen Welt als haufigste
Form der infektiosen Herzmuskelentziindungen. Seit Beginn des 21.
Jahrhunderts sind Parvovirus B19 und humanes Herpesvirus 6 die
haufigsten in Myokarditiden nachgewiesenen viralen Erreger (Mahrholdt
et al., 2006). Fur die Myokarditis konnen insgesamt keine genauen
Pravalenzen angegeben werden, da ein Grofteil unentdeckt bleibt und
spontan wieder abheilt (Leone et al., 2011). Die Inzidenz der Myokarditis
wurde jedoch im Jahr 2013 auf weltweit 1,5 Millionen Falle geschatzt
(Global Burden of Disease Study, 2015).



Tabelle 1: Atiologie von Myokarditiden

Viren: Adenoviren, Arboviren, Arenaviren, Echoviren,

Enteroviren (z.B. Coxsackieviren),
Enzephalomyokarditisvirus, Herpesviren (Humanes
Cytomegalievirus, Epstein-Barr-Virus, Humanes

Herpesvirus 6, Varizella Zoster Virus), Hepatitis C Virus,
Humanes Immundefizienz-Virus (HIV), Influenza A Virus,
Influenza B Virus, Mumpsvirus, Parvovirus B19,
Poliovirus, Rabiesvirus, Respiratorisches Synzytialvirus,
Rubellavirus, Rubeolavirus, Vacciniavirus, Variolavirus

Bakterien:  Actinomyzeten,  Brucella, = Chlamydien,
Chlamydophila psittaci, Corynebacterium diphtheria,

Infektios Clostridien, Francisella, Haemophilus, Legionellen,
Mycobacterium tuberculosis, Mykoplasmen, Neisseria
gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Salmonellen,
Staphylokokken, B-hamolysierende Streptokokken der
Gruppe A, Streptococcus pneumoniae, Tropheryma
whipplei
Pilze: Aspergillus, Blastomyzeten, Candida, Coccidioides,
Cryptococcus, Histoplasma, Nocardia, Sporothrix
Helminthen: Echinococcus granulosus, Schistosoma,
Toxocara, Trichinella spiralis, Zystizerkus
Protozoen: = Entamoeba histolytica, Leishmanien,
Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi
Rickettsien: Coxiella burnetii, Rickettsia typhi
Spirochaten: Borrelia spp., Leptospiren, Treponema
pallidum

. Churg-Strauss Syndrom, Colitis ulcerosa,

Autoimmun-

Dermatomyositis, Hypereosinophiles Syndrom, Kawasaki-
Syndrom, Lupus erythematodes, Morbus Crohn,
Rheumatoide Arthritis, Sarkoidose, Sklerodermie, Zdliakie

Drogeninduzierte

Ampicillin, Cephalosporine, Tetracycline, Sulfonamide,

Hypersensivitats- | Antiphlogistika, Benzodiazepine, Clozapin, Methyldopa,

reaktionen Penicillin, Pockenimpfung, Schleifendiuretika,
Tetanusimpfung, Thiazide, Trizyklische Antidepressiva

Toxisch Amphetamine, Anthracycline, Katecholamine, Kokain,
Cyclophosphamid, Ethanol, 5-Fluorouracil, Phenytoin,
Tastuzumab

Weitere

Arsen, Kupfer, Eisen, Radiotherapie, Thyreotoxische Krise

(Kindermann et al., 2012, Dennert et al., 2008)



1.1.1.1 Klinisch-pathologische Klassifikation

Symptome einer Myokarditis sind Brustschmerzen, Arrhythmien oder ein
kardiogener Schock. Eine schwerverlaufende Myokarditis kann zum
akuten oder chronischen Herzversagen fuhren. 8,6% der an plétzlichem
Herztod verstorbenen Menschen, bei denen bereits eine ischamische
Ursache ausgeschlossen wurde, wiesen eine Myokarditis oder eine
kardiale Sarkoidose auf, die meisten Patienten mit Myokarditis waren
unter 35 Jahre alt (Fabre and Sheppard, 2006). Der Groliteil der
Myokarditiden verlauft jedoch asymptomatisch (Kindermann et al., 2012,
Maisch and Alter, 2018). Unter klinischen Gesichtspunkten lassen sich
fulminante, akute und chronische Myokarditiden unterscheiden. Die
fulminante Myokarditis ist eine akut einsetzende, lebensbedrohliche
Myokarditis, bei der haufig Arrhythmien und akutes Herzversagen
auftreten (Maisch and Alter, 2018). Im Myokard finden sich Uber 50
infiltrierende Zellen des Immunsystems pro mm? und Myozytennekrosen
(Maisch and Alter, 2018). Im Rahmen einer akuten Myokarditis zeigen die
Patienten haufig ein plotzliches Herzversagen, teils begleitet von einem
Perikarderguss. Im Vergleich zur fulminanten Myokarditis tritt bei einer
akuten Myokarditis keine hamodynamische Instabilitdt des Patienten auf,
beziehungsweise kann diese mit geringen Dosen von Vasopressoren
behoben werden (McCarthy et al.,, 2000). Patienten mit akuten
Myokarditiden zeigten jedoch im Vergleich zu Patienten mit fulminanten
Myokarditiden ein héheres Risiko im Verlauf transplantationspflichtig zu
werden oder an der Erkrankung zu versterben (McCarthy et al., 2000).
Patienten mit chronischer Myokarditis weisen meist einen dilatierten
linken Ventrikel mit variabler Ejektionsfraktion auf, haufig tritt zudem ein
chronisches Herzversagen, teils zusammen mit einem Perikarderguss,
auf (Maisch and Alter, 2018).



1.1.2 Diagnose von Myokarditiden

Die Diagnose einer Myokarditis kann durch Echokardiografie, kardiale
Magnetresonanztomographie, Elektrokardiographie und Erhdhung der
Serumspiegel kardialer Enzyme gestutzt werden (Schultz et al., 2009).
Als Goldstandard zur Diagnose einer Myokarditis gilt die histologische
Diagnose nach Endomyokard- biopsie (Guglin and Nallamshetty, 2012).

1.1.2.1 Histologische Klassifikation

Fur die histologische Klassifikation verwendet man die 1987 von Aretz et
al. publizierte Dallas-Klassifikation, welche 1999 von der World Heart
Federation um immunhistologische Kriterien erganzt wurde. Tabelle 2
fasst diese Klassifikations- systeme zusammen und zeigt die damit
korrespondierende Kodierung nach ICD-10. Die in der WHF-Klassifikation
neu definierte inflammatorische Kardiomyopathie bezeichnet hierbei eine
histologisch gesicherte chronische Myokarditis, welche sich klinisch in
einer eingeschrankten Herzfunktion manifestiert (Balletshofer et al., 2006,
Caforio et al., 2013).

Fur die Diagnose einer Myokarditis ist ein entzindliches Infiltrat aus
mindestens 14 Leukozyten mit = 7 T-Zellen/mm? obligat, wobei bis zu 4
Makrophagen enthalten sein kdnnen. Die infiltrierenden Immunzellen
konnen fokal, diffus oder konfluierend angeordnet sein (Maisch, 1999,
Aretz et al., 1986). Die Auspragung wird qualitativ in mild, moderat und
schwer unterteilt (Aretz et al., 1986).



Tabelle 2: Klassifikation von Myokarditiden

Dallas-Klassifikation WHF —Klassifikation ICD-10
Akute, - Entzdndliches - Entzundliches Infiltrat von| 140.0
aktive Infiltrat > 14 Leukozyten/mm? 140 1
Myokarditis - Myozytolyse (bis zu 4 '
Makrophagen/mm? und | 140.8
2 7 T-Zellen/mm?) 1409
- Monoklonale Antikdrper '
- Immunglobulin
und
Komplement-
fixation (IgM, C3)
Persistier- In der zweiten Biopsie In der zweiten Biopsie 151.4
ende, N
,ongoing“ ) :Enrflitltzrl;:ldllches - Wie akute
Myokarditis Myokarditis plus
- Myozytolyse - Expression von HLA-I
und HLA-II
- ICAM
Abheilende In der zweiten Biopsie In der zweiten Biopsie 151.4
Myokarditis - rucklaufiges - rucklaufiges
Infiltrat entzundliches Infiltrat
- reparative - Rucklaufige
Fibrose Expression von HLA-
- fakultative [ und HLA-II
Myozytolyse
Borderline- - Entzindliches - 214 Leukozyten/mm? 151.4
Myokarditis Infiltrat
- keine
Myozytolyse
- Uberpriifung in
zweiter Biopsie
bei klinischem
Verdacht auf
Myokarditis
Chronische - Nicht definiert - 214 Leukozyten 151.4
Myokarditis, - Immunglobulin-
inflamma- Komplementfixati
torische on
Kardio-
myopathie

(Aretz et al., 1986, Michels and Kochanek, 2010, Graubner, 2018,

Caforio et al., 2013, Maisch et al., 2000)




1.1.2.2 Lymphozytare Myokarditis

In Gber der Halfte aller Biopsien mit der Diagnose einer Myokarditis findet
sich ein lymphozytares Infiltrat (Magnani et al., 2006). Lymphozytare
Myokarditiden werden bei viral bedingten Myokarditiden beobachtet.
Lymphozytare Myokarditiden konnen jedoch auch bei Noxeneinwirkung,
Kollagenosen, Vaskulitiden, Sarkoidose oder beim Kawasaki-Syndrom
beobachtet werden. Entzindungsreaktionen, welche zusatzlich zu
Lymphozyten neutrophile Granulozyten enthalten, weisen auf eine
bakteriell bedingte Myokarditis hin (Aretz et al., 1986).

1.1.2.3 Eosinophile Myokarditis

Eosinophile  Myokarditiden treten bei Loffler Endomyokarditis,
Hypersensitivitats- reaktionen und parasitaren Infektionen auf (Aretz et
al., 1986). Kardiale Entztndungen in Folge einer
Hypersensitivitatsreaktion betreffen meist alle kardialen Schichten und
beschranken sich nicht auf das Myokard allein; man spricht hierbei von

einer Pankarditis (Leone et al., 2011).

1.1.2.4 Riesenzellmyokarditis

Die relativ selten vorkommende Riesenzellmyokarditis ist eine meist
fulminant verlaufende, lebensbedrohliche Herzmuskelentziindung,
welche in Uber 75 Prozent der Falle zu einer schnell fortschreitenden
Herzinsuffizienz fuhrt (Xu and Brooks, 2016, Seif et al., 2017). Meist
betrifft die Riesenzellmyokarditis junge, gesunde Erwachsene (Xu and
Brooks, 2016). Histologisch entsprechen Riesenzellen stark
vergroRerten, mehrkernigen CDG68-positiven Makrophagen (Xu and
Brooks, 2016). Die Ursachen der Riesenzellmyokarditis sind
weitestgehend unklar. Neben einer .idiopathischen”
Riesenzellmyokarditis, welche meist mit Autoimmunerkrankungen
assoziiert ist, sind weitere Erkrankungen bekannt, die zu einer

sekundaren Riesenzellmyokarditis fuhren kénnen (Davidoff et al., 1991).



Hierzu zahlen infektidse Endokarditiden, rheumatoide Arthritis, Wegener
Granulomatose, Takayasu Arteriitis, Tuberkulose, Pilzinfektionen wie
Kokzidioidomykose oder Kryptokokkose und Syphilis (Davidoff et al.,
1991). Auch bei der kardialen Manifestation einer Sarkoidose und bei
Hypersensitivitatsreaktionen werden Riesenzellen beobachtet, wobei
diese Erkrankungen von der Riesenzellmyokarditis histologisch und
immunhistologisch unterschieden werden koénnen (Magnani and Dec,
2006). Die Prognose der Riesenzellmyokarditis variiert je nach
Therapiebeginn, eine Therapie mit Immunsuppressiva erhoht die
mittlere Uberlebenszeit von drei auf zwélf Monate (Kindermann et al.,
2012). Nach Absetzen der immunsupprimierenden Therapie kann es

jedoch teilweise zu fatalen Ruckfallen kommen (Kindermann et al., 2012).

1.1.2.5 Granulomatése Myokarditis

Bei einer granulomatosen Myokarditis zeigen sich granulomartig
angeordnete Infiltrate bestehend aus Lymphozyten und Makrophagen.
Die granulomatose Myokarditis tritt haufig als kardiale Mitbeteiligung
einer Sarkoidose oder bei rheumatoider Arthritis auf (Dominguez et al.,
2016).

1.1.3 Myokarditis in Folge einer Checkpointinhibitoren-Therapie

In den letzten Jahren konnten auf dem Gebiet der Onkologie dank neuer
Forschung zur Hemmung negativer Immunreaktionen mit Hilfe von
Checkpointinhibitoren wie Pembrolizumab grof3e Erfolge, vor allem in der
Melanomtherapie und bei Nicht- kleinzelligen-Lungenkarzinomen,
verzeichnet werden. Checkpointinhibitoren sind monoklonale Antikorper,
die den Signalweg PD1-PD-L1/2 blockieren und es dem Immunsystem so
ermoglichen, gegen Tumorzellen aktiv zu werden. Die Tumorzellen
konnen die koérpereigene Immunantwort nicht mehr herunterregulieren
und werden von CD8-positiven T-Zellen in Apoptose getrieben. Die

Entdeckung dieses Mechanismus wurde mitunter durch den



Medizinnobelpreis im Jahr 2018 geehrt, jedoch stellt sie Mediziner auch
vor weitere Herausforderungen. Eine Arbeit von Mahmood et al. zeigte,
dass 1,14% aller mit Checkpointinhibitoren behandelten Patienten
innerhalb der ersten 21-75 Tage (Median 34 Tage) eine lymphozytare
Myokarditis entwickelten. Patienten unter anti-CTLA4-Therapie wiesen
am haufigsten Myokarditiden auf (3,3%). Die alleinige Therapie mit PD-
L1-Antikdrpern wie Avelumab fuhrte in 2,4% der Patienten zu einer
Myokarditis, ebenso eine zeitgleiche Therapie mit PD1- und CTLA4-
Antikorpern. Unter Therapie mit PD-L1- sowie CTLA4- Antikdrpern konnte
in 1%, unter Monotherapie mit PD1-Antikérpern in 0,5% der Falle eine
Myokarditis beobachtet werden (Mahmood et al., 2018). Andere Studien
zeigten, dass das Risiko einer Myokarditis bei Kombinationstherapie von
Nivolumab und Ipilimumab gegenuber einer Monotherapie mit Nivolumab
stark erhoht war (Johnson et al., 2016). In einer Studie von Javid J.
Moslehi et al. verliefen 47% der durch Checkpointinhibitoren ausgeldsten
Myokarditiden todlich, 67% aller Patienten mit Myokarditis erhielten eine
Kombinationstherapie mit PD1- oder PD-L1- Antikdrpern zusammen mit
CTLA4-Antikérpern. Unter Monotherapie mit PD1- oder PD-L1-
Antikorpern verstarben 37% der Patienten. Unter Monotherapie mit dem
CTLA4-Antikorper Ipilimumab kam es zu 60% an Todesfallen (Moslehi et
al., 2018), Escudier et al. berichten dagegen von 27% Letalitat bei
Checkpointinhibitor- assoziierten Myokarditiden, auch hier wurde die
héchste Mortalitdt von 57% unter Kombinationstherapie mit Ipilimumab
und Nivolumab, sprich CTLA4- und PD1- Antikorper
Kombinationstherapie, beobachtet. Als Todesursachen wurden refraktare
ventrikulare  Arrhythmien, Herzversagen, Lungenarterienembolien,
Erregungs- leitungsstorungen und plotzlicher Tod beschrieben
(Escudier et al.,, 2017). Der zu Grunde liegende Mechanismus der
Entstehung von Myokarditiden unter Checkpointinhibitoren-Therapie ist
bislang nicht verstanden. In einem post mortem untersuchten Patienten
wurde im Myokard und in der Skelettmuskulatur eine hohe Zahl

monoklonaler CD3-positiver T-Zellen identifiziert, woraufhin die
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Hypothese aufgestellt wurde, dass Myozyten, Skelettmuskelzellen sowie
manche Tumorzellen ein identisches beziehungsweise ahnliches Protein
exprimieren kdnnten, gegen welches ein T-Zell-Klon gerichtet sein konnte
(Johnson et al., 2016). Durch die Inhibierung der T-Zell-Ruckkopplung
wurde das korpereigene Immunsystem sowohl die Tumorzellen als auch
die Myozyten angreifen (Johnson et al., 2016). Ein Zusammenhang mit
einem oder mehreren spezifischen HLA-Typen wurde bislang nicht
beschrieben (Johnson et al.,, 2016). Modgliche Risikofaktoren einer
Checkpointinhibitor-induzierten Myokarditis sind Diabetes mellitus, ein
erhohter Body Mass Index sowie das obstruktive Schlafapnoe-Syndrom
(Mahmood et al., 2018). Patienten, die innerhalb der letzten 6 Monate vor
Start der Checkpointinhibitoren- Therapie oder wahrend dieser gegen
Influenza geimpft wurden, entwickelten prozentual seltener eine
Myokarditis als Patienten ohne Impfung und auch bei auftretender
Myokarditis war der Troponin-I-Spiegel dreifach niedriger als bei

ungeimpften Patienten (Awadalla et al., 2019).

1.2 AbstoBungsreaktionen nach Herztransplantation

1.2.1 Allgemeine Grundlagen von AbstoBungsreaktionen

Man kann hyperakute, akute und chronische Abstoldungsreaktionen
unterscheiden. Bei einer hyperakuten AbstoRungsreaktion hatte der
Transplantatempfanger bereits vor Transplantation Antikérper gegen
einen Bestandteil des Transplantats. Diese Antikorper flUhren innerhalb
von Minuten bis Stunden zur Aktivierung des Komplementsystems und
Ausschittung  von  von-Willebrand-Faktor; eine  Thrombose mit
Transplantatnekrose ist die Folge, das Transplantat muss entfernt
werden. Die akute Abstollungsreaktion tritt nach einer Woche bis
mehrere Monate spater auf. Sie kann in akute zelluldare und akute
humorale Abstol3ungsreaktionen unterteilt werden. Die humorale
AbstolRungsreaktion wird durch Antikorper verursacht, welche in fast allen

Patienten mit AbstoBungsreaktion gefunden werden kdénnen (Harmer et



al., 1995, Moreau et al., 2013, Terasaki, 2003). Hinsichtlich der geringen
Anzahl  durchgeflhrter Herztransplantationen gibt es wenige
therapeutische Studien zur Behandlung von akuten zelluldren
AbstoRungsreaktionen. Auf Grund der Studienlage zu Therapieoptionen
nach Nierentransplantatabstolung werden auch bei akuten zellularen
AbstoRungsreaktionen Kortikosteroide, Plasmapherese, intravendse
Immunglobuline und Biologika wie Rituximab eingesetzt. Zudem erfolgt

eine symptomatische Herzinsuffizienztherapie (Colvin et al., 2015).

Bei der zellularen AbstoRungsreaktion erkennen CD8-positive T-Zellen
Oberflachenproteine des Transplantats als fremd und treiben die Zellen
mit Perforin und Granzymen in die Apoptose (Moreau et al., 2013). Zur
Therapie der zellularen AbstoRung werden Steroide und die Anti-T-Zell-
Antikérper Basiliximab und Muromonab-CD3 eingesetzt (Ludhwani,
2020).

Chronische AbstoRungsreaktionen haben eine =zelluldre sowie eine
humorale = Komponente und stellen den groldten Teil der
AbstoBungsreaktionen dar. Hierbei flhren chronische vaskulare
Entzindungen zur Minderversorgung des Transplantats und zur
AbstoBung (Becker et al., 2016, Moreau et al., 2013).

Nachdem die erste erfolgreiche Herztransplantation bereits 1967
durchgefuhrt wurde, wurden im Jahr 2015 laut ISHLT nur insgesamt 5074
Herztransplantationen weltweit durchgefuhrt. Verstarb der erste
transplantierte Patient bereits nach nur wenigen Tagen, so lag die 1-
Jahres-Uberlebensrate einer Kohorte, welche zwischen 2006 und Juni
2012 ihr Herztransplantat erhielt, bei 84-85% (Lund et al., 2014). Trotz
immunsuppressiver Therapie kommt es im Anschluss auch heute noch
oft zu akuten AbstoRungsreaktionen. AbstolRungsreaktionen aufdern sich
durch Dyspnoe, Appetitlosigkeit, Gewichtszunahme, Palpitationen, neu
aufgetretene Arrhythmien, Oligurie, Hypotension und weitere Zeichen der
Herzinsuffizienz wie Odeme oder gestaute Jugularvenen (Ludhwani,

2020). Insgesamt versterben bis zu 11% der Patienten innerhalb der
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ersten 3 Jahre an einer akuten Absto3ungsreaktion (Ludhwani, 2020).

1.2.2 Diagnose von AbstoBungsreaktionen

Nach den Leitlinien der ISHLT konnen akute zellulare
AbstolRungsreaktionen in folgende Schweregrade unterteilt werden
(Stewart et al., 2005):

- Grad 0: keine AbstolRungsreaktion

- Grad 1R: milde Abstollungsreaktion, histologisch interstitielle
und/oder perivaskulare Infiltrate mit bis zu einem mononuklearen
Zellherd mit Myozytenuntergang

- Grad 2R: moderate Abstollungsreaktion, zwei oder mehr
Infiltratherde mit assoziiertem Myozytenuntergang, eosinophile
Granulozyten kénnen vorhanden sein

- Grad 3R: schwere Abstoldungsreaktion, diffuse, teils polymorphe
Infiltrate mit multifokalem Myozytenuntergang, teils mit Odemen,

Hamorrhagien oder Vaskulitis

In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich die PD1-/PD-L1-Expression von
AbstoBungsreaktionen Grad 2R betrachtet, da das zellulare Infiltrat bei
Grad 1R zu gering ist, um eine Aussage Uber die PD1- und PD-L1-
Expression treffen zu kénnen. Es wurden keine Biopsien Grad 3R
untersucht, da diese kaum auftreten und zu wenige Praparate mit akuten

zellularen AbstoRungsreaktionen des Grads 3R vorlagen.

1.2.3 Zusammenhang von AbstoBungsreaktionen und einer
Checkpointinhibitoren-Therapie

Nach Organtransplantationen steigt das Krebsrisiko der Patienten auf

Grund der immunsuppressiven Therapie stark an. Viele Patienten

entwickeln in der Folge Malignome, welche mit Hilfe von

Checkpointinhibitoren therapiert werden (Engels et al., 2011). Diese
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bergen jedoch das Risiko einer TransplantatabstoRung, wie mehrere
Fallbeispiele zeigen. D’lzarny-Gargas et al. konnten in einer
zusammenfassenden Recherche von 83 veroffentlichten Fallberichten
eine AbstoRungswahrscheinlichkeit von 39,8% feststellen, wobei von
sechs eingeschlossenen Patienten mit Herztransplantation ein Patient
(entspricht 16,7%) eine AbstoRungsreaktion hatte. Checkpointinhibitoren
scheinen AbstoBungs- reaktionen 2zu begunstigen, Nieren- und
Lebertransplantate  scheinen  starker  betroffen zu sein als
Herztransplantate (d'lzarny-Gargas et al., 2020). Der PD1-PD- L1-
Signalweg scheint somit von grofl3er Relevanz fiur die Unterdrickung der
AbstoRung durch das eigene Immunsystem zu sein. Die Expression von
PD1 im Transplantatempfanger scheint zudem eine wichtige Rolle als
Pradiktor fur spatere Abstollungsreaktionen darzustellen. Bei mehreren
Patienten mit Nierenabstollungen wurde eine hohe PD1-Expression auf
T-Zellen beobachtet (Pike et al., 2016), Patienten mit akuten renalen
AbstolRungsreaktionen zeigten erhohte PD1-mRNA- Konzentrationen im
Blut (Ya-wen et al., 2011).

1.3 Entziindung

Eine Entzindung ist die Reaktion des Immunsystems auf Keime,
abgestorbene Zellfragmente oder Noxen. Kardinalzeichen einer
Entziindung sind Rétung, Schwellung, Uberwdrmung und Schmerz
(Medzhitov, 2010). Diese Kardinalzeichen resultieren aus einer erhdhten
Permeabilitdt der Gefalle und einer dadurch verstarkten Einwanderung
von Immunzellen und Serumkomponenten ins Gewebe (Takeuchi and
Akira, 2010). Entzindungen kdénnen in akut, subakut und chronisch
unterteilt werden (Pahwa R, 2020). Hierbei werden die humorale und die
zellulare sowie die angeborene und die erworbene Immunantwort
unterschieden. Zur angeborenen Immunantwort zahlen
Barrierebestandteile wie tight junctions, Epithelien und mukdse Sekrete.
Auch das Komplementsystem, Akute-Phase- Proteine, Zytokine und

Chemokine werden zur angeborenen Immunantwort gezahlt (Chaplin,
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2010). Zur angeborenen zellularen Immunantwort gehéren Makrophagen,
Granulozyten, dendritische Zellen und NK-Zellen (McDonald and Levy,
2019). Zur zellularen erworbenen Immunantwort werden B- und T-Zellen
gezahlt, die humorale erworbene Immunantwort bilden Antikorper, welche

in IgA, IgD, IgE, IgG und IgM unterteilt werden konnen (Chaplin, 2010).

1.3.1 Zelluldre Immunantwort in Myokarditiden

Fur die Entwicklung einer Myokarditis sind CD4-positive Helferzellen von
essenzieller Bedeutung. Die Injektion von kardialem a-Myosin in gesunde
Mause induziert eine T- Zell-vermittelte autoimmune Myokarditis (Smith
and Allen, 1991). Dendritische Zellen sind hierbei die wichtigsten Antigen-
prasentierenden Zellen im Korper, wobei sie aufgenommene
korpereigene zellulare Bestandteile (DAMPs) und koérperfremde
Bestandteile (PAMPs) uUber das Oberflachenmolekil HLA-II nach
Wanderung in lymphozytares Gewebe den naiven T-Zellen prasentieren
(Lichtman, 2013, Steinman and Witmer, 1978). Dendritische Zellen
werden in CD123-positive, CD11c-negative plasmazytoide dendritische
Zellen, deren Hauptaufgabe die Produktion von IFN-a und IFN-B ist, und
in CD123-negative, CD11c-positive myeloide dendritische Zellen
unterteilt. Myeloide dendritische Zellen werden anhand weiterer
Oberflachenproteine in zwei Subgruppen differenziert (Patente et al.,
2019). Wahrend die Zahl aller im Blut zirkulierenden dendritischen Zellen
in Myokarditis-Patienten vermindert ist, konnen im Myokard vermehrt
plasmazytoide dendritische Zellen gefunden werden. Experimentelle
autoimmune Myokarditiden in Mausen zeigten ebenfalls mehr
plasmazytoide dendritische Zellen, hier waren auch die myeloiden
dendritischen Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe erhéht (Pistulli et al.,
2020, Van der Borght et al., 2018). Die Deletion des Interleukin-1-
Rezeptors, welcher fur die Aktivierung von dendritischen Zellen
notwendig ist, fuhrt zur Unfahigkeit autoimmune Myokarditiden in
Mausen auszulosen, was die essenzielle Bedeutung von dendritischen

Zellen in der Pathogenese von Myokarditiden zeigt (Eriksson et al.,
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2003). In akuten zellularen AbstoRungsreaktionen finden sich vermehrt
dendritische Zellen, welche durch Produktion von Interleukin-12 NK-
Zellen aktivieren (Adib-Conquy et al.,, 2014, Schroth et al., 2020).
Allerdings unterstutzen dendritische Zellen nicht nur proinflammatorische
Prozesse, sie sind auch in der Lage, CD8-positive T-Zellen Uber den
PD1-PD-L1-Signalweg in Apoptose zu treiben und die Bildung und
Aktivierung antiinflammatorischer T4 zu induzieren (Gottschalk et al.,

2013, Steinman and Nussenzweig, 2002).

Auch Makrophagen sind in der Lage Uuber HLA-Il Antigene zu
prasentieren; in autoimmunen Myokarditiden machen sie den grdften
Teil aller infiltrierenden Immunzellen aus (Afanasyeva et al., 2004). IFN-y
und TNF-a bewirken eine Differenzierung zu klassisch-aktivierten
Makrophagen (M1), welche Interleukin-1, -6 und -12 sowie TNF-a
ausschutten und so die Ausdifferenzierung von proinflammatorisch
wirkenden TH1- und TH17-Zellen, welche Interleukin-17 produzieren,
begunstigen. Zudem produzieren M1-Zellen ROS und Stickoxide, welche
das umliegende Gewebe schadigen. Alternativ-aktivierte Makrophagen
(M2) wirken dagegen durch Interleukin-10 und PD-L1-Expression
antiinflammatorisch, die Aktivitat von TH1-Zellen wird herunterreguliert
und die Ausbildung von T,y gefordert (Gutierrez et al., 2014).
Coxsackievirus B3-assoziierte Myokarditiden in Mausen verliefen bei
mannlichen Versuchstieren innerhalb der ersten zehn Tage nach
Infektion in 50% todlich, weibliche Versuchstiere starben in 7% der Falle.
Bei gleicher Quantitdt an Makrophagen in mannlichen und weiblichen
Versuchstieren zeigten weibliche Tiere verstarkt M2-Zellen, wahrend in
mannlichen Tieren vermehrt M1- Zellen gefunden wurden (Li et al.,
2009). In akuten Abstoflungsreaktionen machen Makrophagen 38-60%
aller infiltrierenden Immunzellen aus. Die Deletion von Makrophagen in
Mausen mit Nierentransplantaten fuhrte zur signifikanten Abschwachung
der akuten AbstoRungsreaktionen und einer Reduktion der freien
Stickoxide um 90%, was fur das Vorherrschen von M1-Zellen in akuten

AbstoRungsreaktionen spricht (Jose et al., 2003). Die T-Zell-Aktivierung
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blieb durch die Deletion der Makrophagen unbeeinflusst (Jose et al.,
2003). Auch die Blockade von Stickstoffmonoxidsynthasen erhohte die
Uberlebenszeit nach Herz- transplantation in Ratten signifikant (Roza et
al., 2000). Vorhandensein von M2- Zellen in Kornea-Transplantaten
wurde verstarkt bei Versuchstieren ohne Absto3ungsreaktion beobachtet,
wahrend in akuten Abstollungsreaktionen M1- Zellen tGberwogen (Oh et
al., 2013).

T-Zellen stellen eine heterogene Zellpopulation dar, die fir die
Ausbildung von autoimmunen Myokarditiden essenziell ist (Smith and
Allen, 1991). T-Zellen werden im Knochenmark gebildet und wandern
dann in den Thymus. In der Aullenzone des Thymusmarks werden im
Rahmen einer positiven Selektion alle T-Zellen, die keine HLA-Proteine
erkennen, aussortiert und in die Apoptose getrieben. In der Innenzone
werden im Rahmen einer negativen Selektion alle T-Zellen aussortiert,
welche T-Zell- Rezeptoren gegen korpereigene Proteine exprimieren. Am
Ende dieses Prozesses verbleiben weniger als 5% der T-Zellen, welche
als naive T-Zellen in den Korperkreislauf gelangen (Koénigshoff and
Brandenburger, 2012). Kommt es im Rahmen der negativen Selektion zu
Fehlern gelangen naive T-Zellen mit Rezeptoren fur korpereigene Stoffe
in den Korperkreislauf. Vor allem a-Myosin-spezifische T- Zellen sind fur
die Ausbildung autoimmuner Myokarditiden essenziell, auch in Patienten
mit vorangegangener Infektion mit Coxsackievirus B3 kommen a-Myosin-
spezifische T-Zellen vor (Gangaplara et al., 2012, Smith and Allen, 1991).
Eine genetische Disposition wie HLA-DQ8 erhéht zudem die
Wahrscheinlichkeit, eine autoimmune Myokarditis zu entwickeln (Taylor
et al.,, 2004). Innerhalb der T-Zellen kann man mehrere Untergruppen
unterscheiden. Die CD4-positiven T-Helferzellen wirken als Vermittler und
stimulieren  Uber  Zytokinausschuttung die  B-Zellaktivitat und
Antikorperproduktion. Die Bindung zwischen T-Zell-Rezeptor und HLA-II
wird durch das Oberflachenprotein CD4 stabilisiert. T-Helferzellen kdnnen
in TH1- und TH2- Zellen unterschieden werden. TH1-Zellen wirken Uber

Interferon-y, Tumornekrosefaktor-a sowie Interleukin-2 inflammatorisch,
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ihre Ausdifferenzierung wird in Myokarditiden durch Interleukin-12
gefordert (Okura et al., 1998). TH2-Zellen hemmen beispielsweise durch
Ausschattung  von Interleukin-4 Makrophagen und  wirken
antiinflammatorisch (Kénigshoff and Brandenburger, 2012). Ubertrug man
a- Myosin-spezifische CD4-positive T-Zellen in uninfizierte Versuchstiere
entwickelten diese eine autoimmune Myokarditis, bei Ubertragung von
CD8-positiven T-Zellen war dies nicht der Fall (Okura et al., 1998). Eine
so durch CD4-positive Zellen induzierte autoimmune Myokarditis PD1-
negativer Versuchstiere hatte einen schwereren Verlauf als in PD1-
positiven Versuchstieren. Rein durch CD8-positive T-Zellen vermittelte
Myokarditiden nahmen in PD1-negativen Versuchstieren ebenfalls
schwerere Verlaufe mit erhohten Konzentrationen proinflammatorischer
Zytokine (Tarrio et al., 2012). CD8-positive zytotoxische T-Zellen wirken
nicht wie die T- Helferzellen als Vermittler, sondern sind in der Lage,
andere Zellen in die Apoptose zu treiben. Korperzellen prasentieren
hierbei Uber HLA-I Proteinfragmente. Besitzt eine zytotoxische T-Zelle
einen passenden T-Zell-Rezeptor, so stabilisiert das Oberflachenprotein
CD8 die Bindung zwischen T-Zell-Rezeptor und HLA-I. Uber die
Ausschittung von Perforin und Granzymen leitet die zytotoxische
T-Zelle die Apoptose der Korperzelle ein (Konigshoff and
Brandenburger, 2012). Fehlen von CD8-positiven T-Zellen in
Coxsackievirus B3 infizierten Mausen ging mit einer erhohten
Uberlebenszeit und geringeren Infiltraten im Myokard einher, wobei
sowohl CD8-positive T-Zellen fehlten als auch weniger Makrophagen und
NK-Zellen einwanderten. Die Viruslast war bei Fehlen von CD8-positiven
T-Zellen erhoht, was ihre Rolle in der Viruselimination verdeutlicht (Henke
et al., 1995).

Eine weitere wichtige Untergruppe der T-Zellen in Myokarditiden sind die
regulatorischen T-Zellen (T.4), welche den Transkriptionsfaktor FoxP3
exprimieren (Cai et al., 2019). Ty drosseln uUber die Ausschittung von
Interleukin-10 und TGF-B proinflammatorische Prozesse. Eine erhohte

Aktivitat von Treg geht beispielsweise mit einer milderen Auspragung der
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Chagas-Erkrankung im Myokard einher (Guedes et al., 2012). Es gibt
Hinweise darauf, dass die Aktivitdt von T,y durch IFN-y erhoht wird
(Wang et al., 2006). Mit Coxsackievirus B3 infizierte Mause, denen man
im Verlauf T.q injizierte, zeigten eine verbesserte Kontraktionsfahigkeit
des Myokards (Pappritz et al., 2013). In Patienten mit DCM ist zudem die
Zahl an T4 im Vergleich zu gesunden Herzen verringert (Tang et al.,
2010). Naive CD4-positive Zellen koénnen Uuber den PD1-PD-L1-
Signalweg dazu gebracht werden, zu Tq4 zu differenzieren. Wenn dieser
Signalweg nicht genutzt werden kann, kommt es zur verminderten
Ausdifferenzierung von T,y und verstarkten Entziindungsreaktionen
(Francisco et al., 2009). Auch TH1-Zellen kénnen Uber die Stimulation
des PD1-PD-L1-Signalwegs in T,y umdifferenzieren (Amarnath et al.,
2011). Zugleich exprimieren Ty PD1, eine Interaktion mit PD-L1 auf
Endothelzellen verstarkt die Aktivitat von Ty, wWahrend die Interaktion von
endothelialem PD-L1 mit CD8-positiven T-Zellen diese inaktiviert und die
Endothelzellen nicht apoptotisch werden lasst (Lim et al., 2018, Rodig et
al., 2003). In Patienten mit Organtransplantat verhindern T
AbstoRungsreaktionen, weshalb in vivo geziichtete T4 in der Pravention
von AbstolRungsreaktionen getestet werden (Hara et al., 2001, Takasato
et al., 2014).

Alle genannten T-Zell-Subpopulationen exprimieren einen T-Zell-
Rezeptor sowie CD3 auf ihrer Oberflache. T-Zell-Rezeptoren bestehen
aus einer a- sowie einer [(- Kette, welche durch Disulfidbricken
miteinander verbunden sind. Beide Ketten haben einen konstanten und
einen variablen Teil. Intrazellular ist dem T-Zell- Rezeptor ein CD3-
Protein angelagert. Der gesamte CD3-Komplex besteht aus einer y-Kette,
einer O-Kette, einer n- und zwei e-Ketten. T-Zell-Rezeptor und CD3
bilden gemeinsam mit der ( -Kette einen Komplex zur Erkennung
spezifischer Antigene und intrazellularen Signalweiterleitung (Kénigshoff
and Brandenburger, 2012, Call et al., 2004).

Auch in gesunden Probanden koénnen a-Myosin-spezifische T-Zellen

nachgewiesen werden (Lv and Lipes, 2012), was die wichtige Rolle
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weiterer auf die T-Zellen wirkenden immunmodulierender Mechanismen

verdeutlicht.

1.3.2 Regulation und Immunmodulation im Myokard durch den
PD1-PD-L1- Signalweg

Autoimmune Myokarditiden beziehungsweise fehlregulierte

Immunantworten konnen Uber verschiedene Mechanismen vom Korper

unterdruckt werden. Einen wichtigen Mechanismus stellt hierbei der PD1-

PD-L1-Signalweg dar.

Programmed cell death protein 1, kurz PD1 genannt, ist ein aus 288
Aminosauren bestehendes, 31647 Dalton schweres Oberflachenprotein
von T-Zellen, B-Zellen und myeloiden Zellen (Riley, 2009). Die Liganden
von PD1, PD-L1 und PD-L2, werden auf korpereigenen Zellen
verschiedener Organsysteme exprimiert. Die PD1- Aktivierung kann
sowohl Uber die Bindung des T-Zell-Rezeptors als auch des B-Zell-
Rezeptors ausgeldst werden (Agata et al., 1996). Durch Interaktion von
PD1 und PD- L1/2 werden am intrazellularen Teil von PD1 ITAM und
ITSM phosphoryliert. Bei Mutation im [ITSM kommt es zum
Funktionsverlust des PD1-Rezeptors, eine Mutation im ITAM bewirkt dies
hingegen nicht (Chemnitz et al., 2004, Okazaki et al., 2001). Durch das
phosphorylierte ITSM wird die Phosphatase SHP2 aktiv. SHP2 ist eine
intrazellulare Phosphatase, die an phosphorylierte Tyrosin-Enden von
Enzymen bindet und die Phosphatgruppe abspaltet. Hierdurch werden
auch EGF-, EPO- und Insulin-Rezeptoren deaktiviert, wodurch SHP2
eine groRe Rolle in der Zellproliferation einnimmt, Stérungen fuhren zur
Entstehung verschiedener Tumore (Zhang et al., 2015, Qu, 2000).
Zudem dephosphoryliert SHP2 die Proteine PI3K und ZAP-70 sowie
einen Teil des T-Zell-Rezeptors CD3, wodurch diese gehemmt werden
und die weitere Signalkaskade unterbunden wird. Da diese Signalstoffe
auch im Rahmen der T-Zell-Rezeptor-Aktivierung von Bedeutung sind,

wirkt der PD1-PD-L1-Signalweg direkt hemmend auf die T-Zell-Rezeptor-
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Signaltransduktion, bei Aktivierung von PD1 und dem T-Zell-Rezeptor
wird das CD3¢-vermittelte Signal zu 70% inhibiert (Boussiotis, 2016,
Kuhimann and Jacobs, 2013, Sheppard et al., 2004). ZAP-70 ist eine
intrazellulare Tyrosin-Kinase, ein Fehlen von ZAP-70 fuhrt zur Bildung
funktionsunfahiger T-Zellen, eine schwere Immundefizienz ist die Folge
(Elder et al., 1994, Wang et al., 2010a). PI3-Kinasen gehdren zu einer
Enzymfamilie, welche normalerweise Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP2) phosphoryliert, wodurch Phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphat (PIP3) entsteht. Dieses dient als second messenger und
kann im Gegensatz zur inaktiven PIP2-Form an die Proteinkinase B
binden, wodurch diese einer Konformationsdnderung unterliegt und an
Threonin 308 und Serin 473 phosphoryliert wird (Alessi et al., 1996).
Hierfur wandert die Proteinkinase B an die Plasmamembran, wo die
Phosphatase PDK1 lokalisiert ist, welche durch unterstutzende
Phosphorylierung an Threonin 308 die vollstandige Aktivierung der
Proteinkinase B bewirkt. Mutationen der PDK1 resultieren in der Inhibition
des weiteren Signalwegs und in verschiedenen Krankheiten (Bayascas et
al., 2008). Versuche mit PDK1-negativen Mausen konnten zeigen, dass
diese im Vergleich zu PDK-1-positiven Mausen zwischen der flnften und
elften Lebenswoche alle an Herzversagen verstarben. Zudem waren die
isolierten Kardiomyozyten der PDK1-negativen Versuchstiere deutlich
kleiner als die Kardiomyozyten der PDK1-positiven Kontrollgruppe und
zeigten eine erhdhte Sensitivitat gegentuber Hypoxie (Mora et al., 2003).
In T-Zellen wird PDK1 nach Aktivierung des T-Zell-Rezeptors aktiv und
phosphoryliert den Transkriptionsfaktor NF-kB (Oh and Ghosh, 2013).
Die phosphorylierte und aktivierte Proteinkinase B phosphoryliert
anschlielend TSC1/2, einen Komplex, der aus Hamartin und Tuberin
besteht. TSC1/2 ist namensgebend flr die Tubertse Sklerose, eine
autosomal- dominant vererbte Erkrankung, bei der es durch die fehlende
negative Ruckkopplung zu verstarkter Zellproliferation und zahlreichen
Tumoren kommt (Portocarrero et al., 2018). Die Deletion von TSC1/2

fuhrt zu einer verstarkten Ausdifferenzierung von TH1- und TH17-Zellen
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und wirkt so proinflammatorisch (Park et al., 2013). Die Proteinkinase B
phosphoryliert zudem PRAS40, einen Bestandteil und Regulator der
Serin-Threonin-Kinase mTOR. Die DNA-Transkription und Translation
wachstumsrelevanter Proteine wird durch mTOR gefordert. Zudem wird
die Neusynthese von Membranlipiden durch mTOR hochreguliert. Neben
der Férderung anaboler Prozesse wie der Glykolyse inhibiert mTOR auch
katabole Prozesse wie beispielsweise die Autophagie, indem sowohl die
Transkription von fur die Autophagie relevanter Proteine gehemmt wird
als auch durch Phosphorylierung bereits gebildete Proteine inhibiert
werden. Die Deletion von mTOR fihrt im Herzen zur Unfahigkeit, sich
steigenden Drucken durch kompensatorische Hypertrophie anzupassen,
was in der Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie resultiert
(Nitulescu et al., 2018, Bardhan et al., 2016, Huang and Manning, 2008,
Sciarretta et al.,, 2014). Die Rolle von mTOR im Rahmen von
myokardialer Inflammation ist komplex, Studien im Mausmodell zeigten
eine verringerte Expression des proinflammatorischen Interleukin-6 und
eine geringere Entziindungsreaktion bei Uberexpression von mTOR,
wahrend Blockade von mTOR mittels Rapamycin in anderen Studien zu
einer verringerten Entziindungsreaktion fuhrte (Song et al., 2010, Chen et
al., 2014). Die Deletion von mTOR verhindert die Ausdifferenzierung von
TH1-, TH2- und TH17-Zellen, stattdessen entstehen T4 (Delgoffe et al.,
2009). Auch durch den PD1-PD-L1/2-induzierten Wegfall der mTOR-
Aktivierung kommt es zu einer verminderten Proliferation der T-Zellen
sowie zu einer Forderung der Ausdifferenzierung zu Ty Es wird
vermutet, dass PD-L1 eine synergetische Wirkung zu TGF- aufweist,
welches fur die Ausdifferenzierung von T4 essenziell ist (Francisco et al.,
2009). Gleichzeitig wird die Ausdifferenzierung von T- Gedachtniszellen
und T-Effektorzellen gehemmt. Durch die Hemmung des PIP3-
Signalwegs kommt es zusatzlich zur Verminderung der Interleukin-2
Produktion sowie zum Rulckgang der Bcl-2 Produktion. Bcl-2 ist eine
grof3teils antiapoptotisch wirkende mitochondriale Enzymfamilie, durch

deren Hemmung PD1 einen wichtigen Stellenwert in der
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Apoptoseeinleitung von T-Zellen hat (Constantinidou et al., 2019,
Bardhan et al., 2016). In Mausen kann eine gestorte Expression von PD1
gravierende Folgen fur die Versuchstiere haben. Homozygot PD1-
negative Versuchstiere zeigten im Vergleich zu PD1-positiven Tieren
sieben Tage nach Impfung mit Ovalbumin einen signifikant erhohten
Troponin-I-Spiegel im Blut, erhéhte Entzindungsmediatoren wie
Tumornekrosefaktor-a und das Chemokin CCL3 sowie ein histologisch
schwereres Bild einer Myokarditis (Tarrio et al., 2012). Zudem konnte
gezeigt werden, dass PD1-negative BALB/c- Mause nach zweimaliger
Impfung mit spezieseigenen a-Myosin-Schwerketten ofter eine
autoimmune Myokarditis entwickelten als PD1-positive Mause (Tarrio et
al., 2012). Bei PD1-negativen Mausen zeigte sich eine erhdhte Inzidenz
von autoimmunen Myokarditiden, wobei 70% der Versuchstiere im Alter
von zehn Wochen an einer lymphozytaren Myokarditis mit folgendem
Herzversagen verstarben (Wang et al., 2010b). Auch PD-L1-negative
Mause entwickeln ofter eine schwere autoimmune Myokarditis als PD-
L1-positive Versuchstiere (Lucas et al., 2008). PD-L1-negative MRL-
Faslpr-Mause zeigten eine mediane Uberlebenszeit zwischen neun und
elf Wochen, in mannlichen Versuchs- tieren trat die Erkrankung spater
auf als in weiblichen (Lucas et al., 2008). Sowohl komplett PD-L1-
defiziente Versuchstiere als auch Versuchstiere mit PD-L1-Defizit auf
nicht-hamatopoetischen Zellen zeigten schwerere Myokarditis-Verlaufe
(Grabie et al., 2007). Im Mausmodell liel3 sich eine erhdhte Expression
von PD-L1 auf kardialen Endothelzellen bei Myokarditis feststellen, die
Expression von PD-L2 auf Makrophagen und dendritischen Zellen war
nicht erhoht (Grabie et al., 2007). Die Expression von PD-L1 wird
vermutlich durch IFN-y gesteuert, da Mause mit defektem IFN-y keine
erhdohte PD-L1-Expression bei Myokarditis zeigten (Grabie et al., 2007).
In post-mortem untersuchten Biopsien von Patienten, die an einer
Checkpointinhibitor-assoziierten Myokarditis verstarben, wurde eine
erhohte PD-L1- Expression in Myozyten beschrieben (Johnson et al.,

2016). In einer Studie zur Expression von PD1 und PD-L1 im Herzen bei
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Infektion mit Trypanosoma cruzi konnte eine Erhéhung beider Proteine
auf CD4-positiven T-Zellen, CD8-positiven T- Zellen sowie NK-T-Zellen
festgestellt werden (Fonseca et al., 2018). Die Ausschuttung von IFN-y
durch CD8-positive T-Zellen scheint bei chronischer Chagas-Erkrankung
einen protektiven Effekt zu haben, mogliche Erklarungen hierfur sind die
gesteigerte PD-L1-Expression und die Aktivierung von T4 (Silverio et al.,
2012).

Wang et al. (2010b) fihren als moégliche Begrindung des schwereren
Myokarditisverlaufs bei PD-L1-negativen Mausen im Vergleich zu PD1-
negativen Mausen Myeloid-Suppressor-Zellen auf. Myeloid-Suppressor-
Zellen sind unreife Zellen der myeloischen Reihe, welche die T-Zell-
vermittelte Immunantwort unterdriicken konnen. Die Gruppe der Myeloid-
Suppressor-Zellen ist sehr heterogen (Gabrilovich, 2017). Es wird
spekuliert, dass das exprimierte PD-L1 Uber einen PD1- abhangigen
sowie Uber einen PD1-unabhangigen Mechanismus antiinflammatorisch
wirkt, bei Wegfall von PD1 kann der unabhangige Mechanismus weiterhin
die Immunantwort drosseln (Wang et al., 2010b). Demgegenuber stehen
Forschungs- ergebnisse von Tarrio et al., welche eine histologisch
schwerere Myokarditis mit mehr infiltrierenden CD8-positiven T-Zellen in
PD1-negativen Mausen als in PD-L1- negativen Mausen beobachten
konnten, auch hier entwickelten jedoch beide Versuchstiergruppen im
Vergleich zur Kontrollgruppe histologisch schwerere Myokarditiden
(Tarrio et al., 2012). PD1-negative BALB/c-Mause entwickeln zudem
eine dilatative Kardiomyopathie mit einer erhdhten Anzahl von
Antikorpern, welche gegen Troponin | gerichtet sind. Diese Antikorper
kénnten durch eine dauerhafte Stimulation und Offnung von
spannungsabhangigen L-Typ Calcium-Kanalen fur die Dilatation
verantwortlich sein (Nishimura et al., 2001, Okazaki et al., 2003). Das
Fehlen von PD1 beziehungsweise PD-L1 im Mausmodell steht somit mit
haufigeren und schwereren autoimmunen Myokarditisverlaufen sowie mit
dilatativen Kardio- myopathien und Herzversagen in Zusammenhang. Bei

AbstoBungsreaktionen nach Herztransplantation wird im Mausmodell
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sowohl interstitiell als auch vaskular mehr PD-L1 als in gesunden
Versuchstieren exprimiert. Eine Blockade von PD-L1 mit monoklonalen
Antikorpern flihrte zu einer Verschlimmerung des histologischen Bildes
mit gesteigerter T-Zell-Einwanderung ins Interstitium, die Gefalle zeigten

keine Veranderungen (Kaul et al., 2015).

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass durch die Interaktion von
PD1 und PD- L1/2 die Immunantwort gehemmt und UberschieRende, flr
den Korper schadliche Immunantworten verhindert  werden.
Beispielsweise entwickeln PD1-negative Versuchstiere im Mausmodell
haufiger eine autoimmune Myokarditis als PD1-positive Tiere (Tarrio et
al., 2012). Neben der naturlichen Expression von PD-L1/2 in
korpereigenen Zellen ruckt zurzeit immer mehr die Expression von PD-
L1/2 in Tumorzellen in den Vordergrund. Tumorzellen nutzen den
Mechanismus der negativen Immunsystemstimulation, um der T-Zell-
induzierten Apoptose zu entgehen. Wenn eine CD8-positive T-Zelle die
Tumorzelle als fremd erkennt, schittet die CD8-positive T-Zelle das
zytotoxische Enzym Granzym sowie Perforin aus. Granzym gelangt durch
das porenbildende Perforin in die Tumorzelle, wo es Uber Aktivierung von
Caspase zur Fragmentierung der DNA fuhrt. Zudem fuhrt Granzym zur
Spaltung des mitochondrialen Protein BID, dessen Fragmente die
Ausschittung von Cytochrom ¢ bewirken. Die Folge ist die Apoptose der
Tumorzelle (Luo et al., 1998, Yang et al., 2018). Durch die Aktivierung
des PD1-PD-L1-Signalwegs findet diese Apoptoseeinleitung nicht statt
(Juneja et al., 2017).
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1.4 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit wird die Expression von PD1 und PD-L1 im
Rahmen von akuten und chronischen lymphozytaren, akuten
eosinophilen und Riesenzell- myokarditiden sowie in akuten zellularen
AbstoRungsreaktionen des Grads 2R untersucht. Vermutet wird, dass in
allen Fallen sowohl eine erhdohte Expression von PD1 als auch von PD-
L1 im Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden kann und die
Expression bei akuten Myokarditiden am hochsten ist. Zudem soll der
Zusammenhang zwischen der Anzahl CD3-positiver und CD68-positiver
Immunzellen im Myokard und der PD1- beziehungsweise PD-L1-
Expression ermittelt werden. Um mogliche Einflussfaktoren auf die
Expression von PD1 und PD-L1 zu identifizieren, werden klinische Daten
wie Alter, Geschlecht, Symptomdauer beziehungsweise Zeit nach
Transplantation und der Nachweis von viralen Nukleinsauren im Myokard
und im Blut einbezogen. Durch die Ermittlung des Zusammenhangs von
PD1/PD-L1- Expression und linksventrikularer Ejektionsfraktion soll eine
Aussage Uber die Auswirkung der PD1-PD-L1-Expression auf das

klinische Erscheinungsbild des Patienten getroffen werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Endomyokardbiopsien

Myokardbiopsien wurden fur die Diagnostik von Myokarditiden
beziehungsweise Kardiomyopathien in vierprozentigem gepufferten
Formalin zugesandt und routinemaRig in Paraffin eingegossen. Fur die
infektionspathologische Untersuchung wurden Endomyokardbiopsien in
RNAlater sowie in einigen Fallen zusatzlich Blutproben zur

Erregerdiagnostik eingesandt.

2.2 Histologische Untersuchungen

Die Praparate wurden im Rahmen der Routinediagnostik von
verschiedenen Arzten des Instituts fir Pathologie und Neuropathologie
unter Aufsicht von Frau Professor Dr. K. Klingel untersucht und die
Diagnosen gestellt. Hierfir wurden die 1995 und 1999 von der World
Health Organisation und der World Heart Federation verdffentlichten
Klassifikationen, die Dallas-Klassifikation  sowie die ISHLT-
Diagnosekriterien ~ angewandt.  Als  Routinefarbungen  wurden
nachfolgende histologische und immunhistochemische Farbungen sowie
molekularbiologische Untersuchungen von Mitarbeitern des Instituts flr
Pathologie und Neuropathologie durchgeflhrt. Die Schnitte wurden
routinemalig mit einer HE-Farbung, einer Giemsa-Farbung, einer
Kongorotfarbung und einer Masson-Trichrom-Farbung angefarbt. Die
Verwendung der nicht mehr flr die Diagnostik bendétigten Restmaterialien
fur diese Dissertationsschrift wurden von der Ethikkommission
Nr.336/2019BO2 genehmigt.

2.3 Immunhistochemische Farbungen

Im Rahmen der Routinediagnostik wurden CD3-positive T-Zellen und
CD68-positive  Makrophagen mit Hilfe von immunhistochemischen

Farbungen an 5 pm dicken Paraffinschnitten dargestellt. Nach
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Vorbehandlung wurden die Endomyokardschnitte mit einem
monoklonalen Kaninchen anti-Human-CD3 Antikérper (Firma ROCHE,
Klon 2FGV6, 1:300) oder einem monoklonalen Maus anti-CD68
Antikorper (Firma DAKO, Klon KP1, 1:500) in PBS inkubiert. Zudem
wurden fur die Farbung von PD1- positiven Zellen monoklonale Maus
anti-PD1 Antikérper (Firma DAKO, Klon NAT105, 1:50) verwendet. PD-
L1-positive Zellen wurden mit anti-PD-L1 Antikérpern (Firma ROCHE,
Klon 22C3, 2,96pg/ml) angefarbt. Die anschlieBende Detektion der
Schnitte erfolgte mit Hilfe eines Ventana iView DAB Nachweiskit (Nexes
System, Ventana Medical Systems, lllkirch, Frankreich), im Anschluss
wurde eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin und eine Eindeckung mit

Entellan durchgeflhrt.

Die verwendeten Antikorper und ihre jeweiligen Epitope sind in Tabelle 3

dargestellt.

Tabelle 3: Immunhistochemische Farbungen

Zelltyp Epitop Antikorper Verdunnung
T-Zellen CD3 Firma ROCHE, | 1:300
Klon 2FGV6,
monoklonal
Makrophagen, Monozyten CD68 Firma DAKO, 1:500
Klon KP1,
monoklonal
T-Zellen, B-Zellen, Monozyten | PD1 Firma DAKO, 1:50
Klon NAT 105,
monoklonal
Myozyten, PD-L1 Firma ROCHE, c=2,96ug/ml
T-Zellen, B-Zellen, dendritische Klon22C3,
Zellen, Monozyten monoklonal
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Die histologischen und immunhistologischen Untersuchungen erlauben
die Differenzierung der Myokarditiden in lymphozytare Myokarditiden,

Riesenzell- myokarditiden und eosinophile Myokarditiden.

2.4 Molekularbiologische Erregerdiagnostik

Die molekularbiologische Untersuchung wurde im Rahmen der
Routinediagnostik von Mitarbeitern im Institut fur Pathologie und
Neuropathologie der Universitat Tubingen durchgefuhrt. Ziel der
molekularbiologischen Untersuchung war es, spezifische
Nukleinsauren verschiedener kardiotroper Erreger im Myokard und im
Blut nachzuweisen. Hierfir wurde die vorhandene DNA beziehungsweise
RNA unter Verwendung von Proteinase-K und Phenol/ Chloroform aus
den Myozyten extrahiert. Zum Nachweis von Enteroviren (einschliel3lich
Coxsackieviren der Gruppe A und B sowie Echoviren), PVB19, EBV,
Adenoviren, hCMV, HHV6, HHV7 und Borrelia spp. wurde eine nested
(RT-) Polymerasekettenreaktion durchgefuhrt. Zur Kontrolle wurden
Oligonukleotidsequenzen aus dem  Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase Gen verwendet. Durch anschliellende
Genomsequenzierung wurde bei Nachweis viraler Nukleinsaure der
exakte Virustyp bestimmt. Die editierten Sequenzierungsergebnisse
wurden mit dem BioEdit-Programm oder der BLAST- Suche in der NCBI-
Datenbank abgeglichen.

2.5 Auswertung immunhistochemischer Farbungen

Die angefarbten CD3-, CD68-; PD1- und PD-L1-positiven Praparate
wurden unter einem Zeiss Standard 25 Lichtmikroskop ausgewertet.
Es wurde die Zellzahl pro 1mm? ausgezahlt, wobei jeweils 3 x 'mm?
zufallig gewahlte Flachen gezahlt wurden. Bei Zellzahlen groRer 200
Zellen/mm? wurde die Zahlung zur Vermeidung von Zahlfehlern und

dadurch bedingten Verfalschungen auf 200 Zellen/mm? beschrankt.
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Fir die Anzahl CD3-positiver T-Zellen sowie CDG68-positiver
Makrophagen wurden ein CD3-Score und ein CD68-Score mit Werten
von O bis 5 vergeben. Ein CD3- beziehungsweise CD68-Score von 0
entspricht hierbei einer Zellzahl von 0-6 Zellen/mm? und wurde somit
allen Praparaten zugeordnet, in denen keine Entzindung sichtbar war.
Der Score 1 bedeutet eine Zellzahl zwischen 7 und 20 Zellen/mm3.
Waren zwischen 21 und 50 Zellen/mm? vorhanden wurde der Score 2
vergeben, bei Zellzahlen zwischen 51 und 100 Zellen/mm? der Score 3.
Zellzahlen zwischen 101 und 200 Zellen/mm? entsprachen einem Score
von 4. Alle Praparate, in denen die Zahlung Uber 200 Zellen/mm?
ergeben hatte und die Zahlung zur Vermeidung von Fehlern nicht

fortgeflhrt wurde, erhielten den Score 5.

FUr die Beurteilung der Expression von PD1 im gesamten Praparat wurde
ein PD1- Score angewandt, welcher Zahlen von 0 bis 3, jeweils in 1er-
Schritten aufsteigend, vergibt. Die Zahl 0 entspricht einem Praparat, in
welchem der Quotient aus PD1- positiven Zellen und CD3-positiven
Zellen unter ein Prozent betrug. Der PD1-Score 1 bedeutet eine
Anfarbung durch PD1-Antikorper von ein bis zehn Prozent der Anzahl
CD3-positiver Zellen. Eine Farbung von Uber 10% und unter 25% aller
CD3-positiven Zellen entsprach einem PD1-Score von 2, eine Anfarbung

von = 25% wurde als PD1- Score 3 gewertet.

Fur die Beurteilung der Expression von PD-L1 im gesamten Praparat
wurde ein Score entwickelt, welcher Zahlen von 0 bis 3, jeweils in 1er-
Schritten aufsteigend, vergibt. Die Zahl 0 entspricht einem Praparat, in
welchem PD-L1 nicht angefarbt werden konnte. Der PD-L1-Score 1
bedeutet eine schwache, nur leicht angedeutete Farbung. Der PD-L1-
Score 2 wurde vergeben, wenn < 25% aller Myozyten eine klare Farbung
zeigten. Farbungen von uber 25% aller Myozyten wurden als PD-L1-

Score 3 gewertet.
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2.6 Klinische Parameter

2.6.1 Erkrankungsdauer

Die Erkrankungsdauer stellt den Zeitraum von Beginn der klinischen
Symptome bis zur Entnahme der Biopsie dar. Im Falle der Patienten
nach Herztransplantation wurde die Erkrankungsdauer mit dem

vergangenen Zeitraum seit Transplantation gleichgesetzt.

2.6.2 Ejektionsfraktion

Die Ejektionsfraktion stellt das pro Herzschlag ausgeworfene
Blutvolumen im Verhaltnis zur Ventrikelfullung am Ende der Diastole in
Prozent dar. Hierbei wurde speziell die linksventrikulare Ejektionsfraktion
(LVEF) gemessen. Als Messverfahren stehen die transthorakale
Echokardiographie, die Magnetresonanztomografie, die
Laevokardiografie sowie die Radionuklid-Ventrikulografie zur Verfugung,
wobei die von den jeweiligen Kliniken gewahlte Methode nicht erfasst
wurde. Der Normbereich der LVEF liegt fir Manner zwischen 52-72%, fur
Frauen zwischen 54-74% sofern diese mit Hilfe einer zweidimensionalen

Echokardiographie ermittelt wurde (Lang et al., 2015).

2.7 Patientenkollektiv
2.7.1 Patienten

Die Studie umfasste Patienten mit den Diagnosen akute lymphozytare
Myokarditis, akute eosinophile Myokarditis, Riesenzellmyokarditis,
chronische  lymphozytare = Myokarditis sowie  Patienten  nach
Herztransplantation mit akuter zellularer Absto3ungsreaktion Grad 2R. In
die Studie wurden nur Patienten eingeschlossen, bei welchen in der
Routinediagnostik eine vollstandige histologische, immunhistochemische
sowie molekularpathologische Untersuchung der jeweiligen

Myokardbiopsien durchgefuhrt wurde.
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2.7.2 Kontroligruppen

Als Kontrollgruppe flr die akuten und chronischen Myokarditis-Patienten
wurden Biopsien von Patienten mit diagnostizierter hypertensiver
Herzerkrankung sowie DCM ohne Entzindung gewahlt. Die
Kontrollgruppe der Patienten mit akuter zellularer AbstoRungsreaktion
Grad 2R bestand aus unauffalligen Biopsien nach Herztransplantation

ohne zellulare AbstolRung entsprechend Grad OR.

2.8 Statistik

Fur die statistische Analyse wurden die Programme SPSS 26 sowie
Microsoft Excel 2010 verwendet. Alle gezeigten Darstellungen wurden mit
Hilfe dieser Programme angefertigt. Das Signifikanzniveau wurde auf 5%
festgelegt. Die PD1-/PD-L1-Expression von Patienten mit akuter
lymphozytarer Myokarditis, akuter eosinophiler Myokarditis,
Riesenzellmyokarditis, chronischer Myokarditis und die PD1-/PD-L1-
Expression der Kontrollgruppe wurde mit einem Kruskal-Wallis-Test
verglichen, fur einen anschliefenden paarweisen Vergleich wurde ein
Mann- Whitney-Test durchgefuhrt. Fur den Vergleich der PD1-/PD-L1-
Expression der Patienten mit akuter zellularer AbstolRungsreaktion Grad
2R und der PD1-/PD-L1- Expression der Kontrollgruppe wurde ein Mann-
Whitney-Test angewandt. Als zweiter Schritt wurde die PD1-Expression
mit der PD-L1-Expression korreliert, um herauszufinden, ob eine erhohte
PD1-Expression mit einer erhohten PD-L1- Expression einhergeht.
Hierfir wurden der Korrelationskoeffizient nach Spearman sowie
Kendall Tau bestimmt. Der Korrelationskoeffizient nach Spearman sagt
aus, wie stark der Zusammenhang zwischen zwei Variablen ist. Er kann
Werte von -1 (maximal negative Korrelation) bis +1 (maximal positive
Korrelation) annehmen. Fir die Beurteilung der Korrelationsstarke von
PD1-Score und PD-L1-Score wurden Spearman-Korrelationskoeffizienten
zwischen 0,0 und < 10,2 als keine Korrelation gewertet. Werte grolder

10,2 und =< 10,5 galten als maRige Korrelation der PD1- Expression mit
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der PD-L1-Expression, +0,5 < x < +0,8 wurde als deutliche Korrelation
gewertet. Alle Werte uber 0,8 galten als starke Korrelation der PD1-
Expression mit der PD-L1-Expression. Kendall Tau macht wie der
Korrelationskoeffizient nach Spearman eine Aussage uber die
Korrelationsstarke der PD1-Expression mit der PD-L1-Expression, seine
Aussagekraft ist in kleinen Stichproben starker, weshalb er stets
mitbestimmt wurde. In einem dritten Schritt wurden der CD3-Score und
der CD68-Score in allen Myokarditiden miteinander korreliert. Ziel war es
herauszufinden, inwiefern hohe Zahlen CD3-positiver Zellen mit erhdhten
Zahlen CD68-positiver Zellen einhergehen. Hierfir wurden der
Korrelationskoeffizient nach Spearman und Kendall Tau verwendet.
Zudem wurden der CD3-Score und der CD68-Score von Patienten mit
Myokarditiden mit einem Kruskal-Wallis-Test verglichen und ein
anschliellender paarweiser Vergleich mit Hilfe eines Mann-Whitney-Tests
durchgefiihrt. Der Zusammenhang zwischen einer hohen Anzahl CD3-
positiver beziehungsweise CD68-positiver Zellen mit dem PD1- und PD-
L1-Score wurde in allen Myokarditiden durch eine Korrelation und durch
die Bestimmung von Spearmans Korrelationskoeffizienten und Kendall
Tau Uberprift. Als vierter Schritt wurde der Zusammenhang zwischen

den folgenden Faktoren und der PD1-/PD-L1-Expression untersucht:
- Alter
- Geschlecht
- Symptomdauer beziehungsweise Zeit nach Transplantation
- Linksventrikulare Ejektionsfraktion
- Viraler Nukleinsaurenachweis im Myokard

Viraler Nukleinsaurenachweis im Blut

Ziel war es herauszufinden, ob die genannten Variablen Geschlecht,
Alter, Symptomdauer beziehungsweise Zeit nach Transplantation, viraler
Nukleinsaure- nachweis im Myokard und viraler Nukleinsaurenachweis im
Blut Einfluss auf die PD1-/PD-L1-Expression haben. Umgekehrt sollte



durch den Zusammenhang zwischen LVEF und PD1-/PD-L1-Expression
eine Aussage Uber die klinische Konsequenz einer erhohten PD1-/PD-L1-
Expression getroffen werden, da eine erniedrigte LVEF mit einer
reduzierten Uberlebenswahrscheinlichkeit einhergeht (Kindermann et al.,
2008). Hierfur wurden fur die Korrelationen der metrischen sowie
ordinalen Variablen Alter, LVEF und Symptomdauer beziehungsweise
Zeit nach Transplantation mit der PD1-/PD-L1-Expression die
Korrelationskoeffizienten nach Spearman sowie Kendall Tau bestimmt.
Fur die Korrelation der nominalen Variablen Geschlecht sowie
Virusnachweis in Myokard und Blut mit der PD1-/PD-L1-Expression
wurden der Kontingenzkoeffizient und Cramer-V bestimmt sowie ein Chi-
Quadrat-Test nach Pearson durchgefuhrt. Cramer-V, Chi-Quadrat und
der Kontingenzkoeffizient treffen Aussagen Uber den Zusammenhang
zwischen den nominalen Daten Geschlecht, viraler
Nukleinsaurenachweis im Myokard und viraler Nukleinsaurenachweis im
Blut und der PD1-/PD-L1-Expression. Im Gegensatz zum
Korrelationskoeffizienten nach Spearman und Kendall Tau kann Cramer-
V nur Werte zwischen 0 und 1 annehmen. Somit gibt Cramer-V nur an,
wie stark ein Zusammenhang ist, kann jedoch keine Aussage Uber die
Richtung des Zusammenhangs machen. Fur die Beurteilung der
Korrelationsstarke der nominalen Variablen Geschlecht, viraler
Nukleinsaure- nachweis im Myokard und viraler Nukleinsaurenachweis im
Blut mit der PD1-/PD-L1- Expression wurden Werte flir Cramer-V unter
0,1 als kein Zusammenhang, zwischen 0,1 und 0,3 als schwacher
Zusammenhang, zwischen 0,3 und 0,5 als mafiger Zusammenhang und
fur Werte groRer 0,5 als starker Zusammenhang gewertet. Im Anschluss
wurden jeweils sieben Imputationen durchgefuhrt und mit dem neuen
imputierten Datensatz eine erneute Korrelation durchgeflhrt. Fur alle

Korrelationen wurde die asymptotische Signifikanz beurteilt.
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3 Ergebnisse

3.1 Zusammensetzung der Stichprobe

Insgesamt wurden 112 Patienten im Alter von zehn bis 81 Jahren in die
Studie eingeschlossen. Die Patienten wiesen sieben verschiedene
Diagnosen auf, welche in Abbildung 1 verdeutlichend dargestellt werden.
Die Anzahl von Patienten mit akuter Myokarditis betrug 40 Personen
(35,71%), hiervon zeigten 15 Patienten (13,39%) eine akute
lymphozytare Myokarditis, 16 Patienten (14,29%) eine akute eosinophile
Myokarditis und neun Patienten (8,04%) eine Riesenzellmyokarditis. 17
Patienten (15,18%) hatten eine abgeheilte, differenzialdiagnostisch
chronische lymphozytare Myokarditis, welche im Folgenden immer als
chronische Myokarditis bezeichnet wird. Die Kontrollgruppe der
Myokarditispatienten bestand aus 21 Personen (18,75%) mit
hypertensiven Herzerkrankungen oder DCM ohne Entzindung. 14
Patienten (12,5%) mit akuter zellularer AbstoRungsreaktion Grad 2R
wurden in die Studie eingeschlossen, die Kontrollgruppe bestand aus 20
Personen (17,86%) mit Zustand nach Herztransplantation, die jedoch

keine AbstoRungsreaktion zeigten.

Diagnose

Makute lymphozytére Myokarditis

M akute eosinophile Myokarditis
Riesenzellmyokarditis
chronische lymphozytare
Myokarditis

M Kontrollgruppe Myokarditis
HTX Grad 2R

-Kontrollgruppe HTX, keine
AbstoRBungsreaktion

[17,86% 13,39%|

12,50%
114,29%

18,04%)

i 3

[15,18%

18,75%

Abbildung 1: Zusammensetzung der Stichprobe
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3.2 Untersuchung bei Patienten mit Myokarditis

3.2.1 Charakteristika des untersuchten Kollektivs - Alter und
Geschlecht

Akute lymphozytare Myokarditis

Innerhalb der Patienten mit akuter lymphozytarer Myokarditis waren neun
Patienten (60%) mannlich, sechs Patientinnen (40%) waren weiblich. Der
Mittelwert des Alters der Patienten mit akuter lymphozytarer Myokarditis
betrug 37,53 Jahre mit einer Standardabweichung von 18,04. Der alteste
Patient mit einer akuten lymphozytaren Myokarditis war 60 Jahre, der
jungste 14 Jahre alt. Der Median des Alters der Patienten mit akuter
lymphozytarer Myokarditis betrug 41 Jahre mit einem Interquartilsabstand

von 39.

Innerhalb der an akuter lymphozytarer Myokarditis erkrankten Patienten
zeigten vier Patienten (26,67%) maximal sieben Tage Symptome, weitere
vier Patienten waren acht bis vierzehn Tage symptomatisch. Ein Patient
(6,67%) mit akuter lymphozytarer Myokarditis war 15 bis 30 Tage lang
symptomatisch. FlUr sechs Patienten (40%) mit akuter lymphozytarer

Myokarditis lagen hierzu keine Daten vor.

Sechs Patienten (40%) mit akuter lymphozytarer Myokarditis hatten eine
LVEF von unter 40%. Funf Patienten (33,33%) mit akuter lymphozytarer
Myokarditis wiesen eine LVEF groer 40% und kleiner 50% auf, fur vier
Patienten (26,67%) lagen hierzu keine Daten vor. Von den Patienten mit
akuter lymphozytarer Myokarditis und einer LVEF kleiner 40% hatte ein
Patient (6,67%) eine LVEF < 20%.

Innerhalb der Patienten mit akuter lymphozytarer Myokarditis wurde in
acht Patienten (53,33%) Nukleinsaure kardiotroper Erreger im Myokard
nachgewiesen, bei funf positiv getesteten Patienten (33,33%) fand sich
DNA von PVB19, jeweils bei einem Patienten (6,67%) EBV DNA,

Coxsackievirus B1 RNA und DNA von Borrelia afzelii.

In drei Patienten (20%) mit akuter lymphozytarer Myokarditis wurde EBV
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DNA im Blut nachgewiesen, in den Blutproben zweier Patienten (13,33%)
konnte HHV7 DNA nachgewiesen werden. Ein Patient (6,67%) mit akuter
lymphozytarer Myokarditis hatte hCMV DNA im Blut. Von funf Patienten
(33,33%) mit akuter lymphozytarer Myokarditis waren keine Blutproben

vorhanden.

Akute eosinophile Myokarditis

Acht Patienten (50%) mit akuter eosinophiler Myokarditis waren
mannlich, acht Patientinnen weiblich. Der Mittelwert des Alters der
Patienten mit akuter eosinophiler Myokarditis lag bei 48 Jahren mit einer
Standardabweichung von 16,09, der jungste Patient war 22 Jahre, der
alteste Patient 72 Jahre alt. Der Median des Alters der Patienten mit
akuter eosinophiler Myokarditis lag bei 50 Jahren mit einem

Interquartilsabstand von 27,25.

Vier (25%) der an akuter eosinophiler Myokarditis erkrankten Patienten
zeigten maximal sieben Tage, drei Patienten (18,75%) acht bis vierzehn
Tage und ein Patient (6,25%) 15 bis 30 Tage Symptome. Sechs
Patienten (37,5%) mit akuter eosinophiler Myokarditis waren uber 30
Tage symptomatisch, fir zwei Patienten (12,5%) lagen hierzu keine

Daten vor.

Unter den Patienten mit akuter eosinophiler Myokarditis lag die LVEF von
sechs Patienten (37,5%) unter 40%, vier Patienten (25%) hatten eine
LVEF von mindestens 40%, jedoch weniger als 50%. Vier Patienten
(25%) mit akuter eosinophiler Myokarditis hatten eine LVEF von
mindestens 50%, fur zwei Patienten (12,5%) lagen hierzu keine Daten
vor. Vier Patienten (25%) mit akuter eosinophiler Myokarditis hatten eine
LVEF < 20%.

Bei vier Patienten (25%) mit akuter eosinophiler Myokarditis gelang der
Nachweis von EBV DNA im Myokard.

Innerhalb der Patienten mit akuter eosinophiler Myokarditis wurde in den
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Blutproben zweier Patienten (12,5%) EBV DNA, in zwei Patienten EBV
und HHV7 DNA und in einem Patienten (6,25%) EBV und HHV6 DNA
nachgewiesen. Fur drei Patienten (18,75%) mit akuter eosinophiler

Myokarditis waren keine Blutproben vorhanden.

Riesenzellmyokarditis

Von den an Riesenzellmyokarditis erkrankten Patienten waren vier
Patienten (44,44%) mannlich, funf Patientinnen (55,56%) waren weiblich.
Der Mittelwert des Alters der Patienten mit Riesenzellmyokarditis betrug
54,67 Jahre mit einer Standard- abweichung von 12,75, der alteste
Patient war 78 Jahre, der jungste 35 Jahre alt. Der Median des Alters
der Patienten mit Riesenzellmyokarditis betrug 55 Jahre mit einem

Interquartilsabstand von 18,5.

Innerhalb der an Riesenzellmyokarditis erkrankten Patienten zeigte ein
Patient (11,11%) seit maximal sieben Tagen, ein weiterer Patient seit
acht bis vierzehn Tagen Symptome. Finf Patienten (55,56%) zeigten
Uber 30 Tage Symptome, flr zwei Patienten (22,22%) lagen hierzu keine

Daten vor.

Vier Patienten (44,44%) mit Riesenzellmyokarditis hatten ein LVEF von
unter 40%. Bei einem Patienten (11,11%) mit Riesenzellmyokarditis lag
die LVEF bei mindestens 40%, jedoch unter 50%, zwei Patienten
(22,22%) hatten eine LVEF von mindestens 50% und groRer, fur zwei
Patienten (22,22%) lagen hierzu keine Daten vor. Drei Patienten
(33,33%) mit Riesenzellmyokarditis hatten eine LVEF < 20%.

In keinem Patienten mit Riesenzellmyokarditis konnten Nukleinsauren
kardiotroper Erreger im Myokard oder im Blut nachgewiesen werden, von

allen Patienten waren Blutproben vorhanden.
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Chronische lymphozytare Myokarditis

Neun Patienten (52,94%) mit chronischer lymphozytarer Myokarditis
waren mannlich, acht Patientinnen (47,06%) weiblich. Der Mittelwert des
Alters lag bei 48,82 Jahren mit einer Standardabweichung von 15,725.
Der alteste Patient mit chronischer lymphozytarer Myokarditis war 73
Jahre, der jungste 17 Jahre alt, der Median des Alters lag bei 51 Jahren

mit einem Interquartilsabstand von 19,5.

Unter den an chronischer lymphozytarer Myokarditis erkrankten Patienten
hatten neun Patienten (52,94%) Uber einen Monat Symptome, ein Patient
(5,88%) kam mit akuter Dyspnoe, fur die restlichen sieben Patienten

(41,18%) lagen hierzu keine Daten vor.

Neun Patienten (52,94%) mit chronischer lymphozytarer Myokarditis
zeigten eine LVEF von unter 40%. Bei einem Patienten (5,88%) mit
chronischer Myokarditis lag die LVEF bei mindestens 40%, jedoch unter
50%. Zwei Patienten (11,76%) mit chronischer lymphozytarer Myokarditis
hatten eine LVEF von mindestens 50% oder groRer. Fur finf chronische
lymphozytare Myokarditis-Patienten (29,41%) lagen hierzu keine Daten
vor. Unterteilt man die neun Patienten mit chronischer
lymphozytarer Myokarditis und einer LVEF von unter 40% nochmals
genauer, betrug bei funf Patienten (29,41%) die LVEF < 20%.

Bei an chronischer lymphozytarer Myokarditis erkrankten Patienten fand
sich am haufigsten PVB19 DNA, welche im Myokard von drei Patienten
(17,65%) gefunden wurde. Bei einem Patienten (5,88%) mit chronischer
lymphozytarer Myokarditis wurde HHV6 DNA im Myokard nachgewiesen.

Innerhalb der Patienten mit chronischer Myokarditis konnten drei
Nachweise (17,65%) von HHV7 DNA und zwei Nachweise (11,76%) von
EBV DNA im Blut erbracht werden, fur sechs Patienten (35,29%) lagen

keine Blutproben vor.
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Kontrollgruppe

Innerhalb der Kontrollgruppe flr die akuten und chronischen Myokarditis-
Patienten, welche aus Patienten mit hypertensiver Herzerkrankung sowie
DCM ohne Entzindung bestand, waren 14 Patienten (66,67%) mannlich
und sieben Patientinnen (33,33%) weiblich. Der Mittelwert des Alters der
Kontrollgruppe lag bei 61,05 Jahren mit einer Standardabweichung von
14,08, der alteste Patient war 81 Jahre, der jungste 21 Jahre alt. Der
Median des Alters innerhalb der Kontrollgruppe lag bei 66 Jahren mit

einem Interquartilsabstand von 16,5.

In der Kontroligruppe lagen fir sieben Patienten Daten zur Dauer der
Symptome vor. Hierbei gaben vier Patienten (19,05%) der Kontrollgruppe
seit Monaten bestehende Symptome an, ein Patient (4,76%) zeigte seit
ein bis sieben Tagen, ein Patient seit acht bis vierzehn Tagen und ein
Patient seit 15 bis 30 Tagen Symptome. Fur die Ubrigen 14 Patienten der

Kontrollgruppe (66,67%) lagen hierzu keine Daten vor.

In der Kontrollgruppe zeigten 14 Patienten (66,67%) eine LVEF von unter
40%, zwei Patienten (9,52%) lagen bei mindestens 40%, jedoch unter
50%. Bei zwei Patienten (9,52%) der Kontrollgruppe betrug die LVEF
mindestens 50%, fur drei Patienten (14,29%) lagen hierzu keine Daten
vor. Sieben Patienten (33,33%) der Kontrollgruppe hatten eine LVEF <
20%.

In der Kontrollgruppe konnte in zwei Patienten (9,52%) HHV6 DNA und in
einem Patienten (4,76%) PVB19 DNA im Myokard nachgewiesen

werden.

Zwei Patienten (9,52%) der Kontrollgruppe zeigten EBV DNA im Blut, ein
Patient (4,76%) HHV7 DNA. Von 15 Patienten (71,43%) waren keine

Blutproben vorhanden.

Im Myokard wurde demnach am haufigsten PVB19 DNA gefunden. Die
genauen Verteilungen sind in Abbildung 2 dargestellt.
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Anzahl

20 Erreger

Abbildung 2: Nachweis von Nukleinsauren kardiotroper Erreger im

Myokard bei Myokarditispatienten und Kontrollpatienten

Im Blut kam EBV DNA in allen akuten Myokarditiden sowie in der
Kontrollgruppe am haufigsten vor. In den Patienten mit chronischer
Myokarditis dominierte HHV7 DNA im Blut. Die exakten Verteilungen

werden durch Abbildung 3 veranschaulicht.
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Abbildung 3: Nachweis von Nukleinsauren kardiotroper Erreger im

Blut bei Myokarditispatienten und Kontrollpatienten

3.2.2 Expression von CD3, CD68, PD1 und PD-L1 in Myokarditiden

Fur die Einteilung in akute und chronische Myokarditis wurden die CD3-
positiven T- Zellen und die CD68-positiven Makrophagen quantifiziert und
die Auspragung der Infiltration des Myokards mit Hilfe des CD3- sowie
des CD68-Scores eingeteilt. Eine akute Myokarditis lag vor, wenn eine
Zellzahl von Uuber sieben CD3-positiven T-Zellen sowie insgesamt
mindestens 14 Leukozyten pro mm? mit bis zu 4 Makrophagen pro mm?
gezahlt wurden (Caforio et al., 2013). Unter der Fragestellung, ob die
PD1- und PD-L1-Expression im Myokard im Rahmen von verschiedenen
Myokarditistypen Unterschiede aufweist, wurden immunhistochemische
Farbungen durchgefihrt und die PD1- und PD-L1-Expression mit Hilfe
der PD1- und PD-L1-Scores unterteilt.

40



Akute lymphozytare Myokarditis

Insgesamt wurde einem Patienten (6,67%) mit akuter lymphozytarer
Myokarditis der CD3-Score 2 zugeordnet, sechs Patienten (40%)
erhielten den CD3-Score 3, zwei Patienten (13,33%) den CD3-Score 4
und sechs Patienten (40%) den CD3-Score 5. Der Median des CD3-
Scores fur Patienten mit akuter lymphozytarer Myokarditis lag bei 4, der
Interquartilsabstand betrug 2. Zwei Patienten (13,33%) wurde der CD68-
Score 3 zugeordnet, funf Patienten (33,33%) zeigten den Score 4. Acht
Patienten (53,33%) erhielten den CD68-Score 5. Der Median des CD68-
Scores flur Patienten mit akuter lymphozytarer Myokarditis betrug 5 mit
einem Interquartilsabstand von 1. Neun Patienten (60%) mit akuter
lymphozytarer Myokarditis erhielten den PD1-Score 1, finf Patienten
(33,33%) den Score 2, ein Patient (6,67%) erhielt den PD1-Score 3. Im
Median hatten Patienten mit akuter lymphozytarer Myokarditis einen
PD1-Score von 1, der Interquartilsabstand betrug 1. EIf Patienten
(73,33%) mit akuter lymphozytarer Myokarditis zeigten den PD-L1- Score
1, drei Patienten (20%) erhielten den Score 2 und ein Patient (6,67%)
bekam den Score 3 zugeordnet. Der Median des PD-L1-Scores aller
Patienten mit akuter lymphozytarer Myokarditis lag bei 1, der

Interquartilsabstand betrug ebenfalls 1.

Abbildung 4 zeigt beispielhaft histologische Gewebeschnitte einer akuten
lymphozytaren Myokarditis. Abbildung 4a zeigt die Trichrom-Farbung, in
der sich blauliche Fibroseareale zeigen. Die Myozyten erscheinen in der
Trichrom-Farbung rotlich. In Abbildung 4b erkennt man nekrotische
Myozyten und eine deutliche Infiltration des Myokards durch
Immunzellen. Bei diesen infiltrierenden Immunzellen handelt es sich, wie
in Abbildung 4c+d ersichtlich, um dunkelbraun angefarbte CD3- positive
T-Zellen sowie massenhaft CD68-positive Makrophagen. Abbildung 4e
zeigt die Expression von PD1 in zahlreichen Immunzellen, Abbildung 4f
die Expression von PD-L1 in Myozyten, welche bei Betrachtung des

gesamten Praparats einem PD- L1-Score von 2 entspricht.
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Akute eosinophile Myokarditis

Acht Patienten (50%) mit akuter eosinophiler Myokarditis zeigten den
CD3-Score 3, ein Patient (6,25%) den CD3-Score 4, sieben Patienten
(43,75%) den CD3-Score 5. Der Median des CD3-Scores fur Patienten
mit akuter eosinophiler Myokarditis lag bei 3,5, der Interquartilsabstand
betrug 2. Vier Patienten (25%) mit akuter eosinophiler Myokarditis hatten
einen CD68-Score von 4, zwolf Patienten (75%) zeigten den Score 5. Der
Median des CDG68-Scores in allen Patienten mit akuter eosinophiler
Myokarditis war 5, der Interquartilsabstand betrug 0,75. Ein Patient
(6,25%) mit akuter eosinophiler Myokarditis zeigte den PD1-Score 0,
neun Patienten (56,25%) den Score 1 und funf Patienten (31,25%) den
Score 2. Einem Patienten (6,25%) mit akuter eosinophiler Myokarditis
wurde der PD1-Score 3 zugeordnet. Der Median des PD1-Scores aller
Patienten mit akuter eosinophiler Myokarditis betrug 1, der
Interquartilsabstand war ebenfalls 1. Von den Patienten mit akuter
eosinophiler Myokarditis hatten drei Patienten (18,75%) den PD-L1-Score
0 und acht Patienten (50%) den Score 1. Vier Patienten (25%) mit akuter
eosinophiler Myokarditis zeigten den Score 2, ein Patient (6,25%) den
Score 3. Im Median erreichten Patienten mit akuter eosinophiler

Myokarditis einen PD-L1- Score von 1, der Interquartilsabstand betrug 1.

Abbildung 5 zeigt eine eosinophile Myokarditis mit einem
gemischtzelligen Infiltrat aus CD3-positiven T-Zellen, Makrophagen und
eosinophilen Granulozyten, welche sich in der Hamatoxylin-Eosin-
Farbung in Abbildung 5b rot darstellen. In Abbildung 5a fallt ein
ausgepragter bindegewebiger Umbau des Myokards auf, Abbildung 5c
und d zeigen die Infiltration durch CD3-positive T-Zellen und viele CD68-
positive Makrophagen. Wie in Abbildung 5e ersichtlich, wird PD1 von
einigen Immunzellen exprimiert, die PD-L1-Expression der Myozyten ist
fokal in Abbildung 5f erkennbar und entspricht bei Betrachtung des

gesamten Praparats dem PD-L1-Score 2.
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Riesenzellmyokarditis

Der CD3-Score 3 wurde einem Patienten (11,11%) mit
Riesenzellmyokarditis zugeordnet, die restlichen acht Patienten (88,89%)
erhielten den CD3-Score 5. Der Median des CD3-Scores lag fur
Patienten mit Riesenzellmyokarditis bei 5, der Interquartilsabstand betrug
0. Zudem zeigten alle Patienten mit Riesenzellmyokarditis den CD68-
Score 5. Der Median des CDG68-Scores betrug in Patienten mit
Riesenzellmyokarditis 5 mit dem Interquartilsabstand 0. Von den
Patienten mit Riesenzellmyokarditis erhielt ein Patient (11,11%) den PD1-
Score 1, sechs Patienten (66,67%) den Score 2 und zwei Patienten
(22,22%) den Score 3. Im Median zeigten Patienten mit
Riesenzellmyokarditis einen PD1-Score von 2, der Interquartilsabstand
betrug 0,5. Drei Patienten (33,33%) mit Riesenzellmyokarditis hatten den
PD-L1-Score 1, funf Patienten (55,56%) den Score 2 und ein Patient
(11,11%) den Score 3. Der Median des PD-L1-Scores aller Patienten mit

Riesenzellmyokarditis lag bei 2, der Interquartilsabstand betrug 1.

In Abbildung 6a+b ist der typische Befund einer Riesenzellmyokarditis mit
lymphozytenreichem Infiltrat sowie mehrkernigen Riesenzellen (Pfeil)
dargestellt. Bei diesen Riesenzellen handelt es sich um mehrkernige
Makrophagen, deren massive Infiltration in Abbildung 6d verdeutlicht
wird. In Abbildung 6c¢c zeigt sich eine ausgepragte Infiltration von CD3-
positiven T-Zellen, allein im dargestellten Bildabschnitt sind tGber 200
braunlich angefarbte Zellen erkennbar. In Abbildung 6e sind die PD1-
exprimierenden Immunzellen braun angefarbt. Die in Abbildung 6f
erkennbare Anfarbung von PD-L1 in Myozyten wirkt im Vergleich zu den
auf Seite 37 und Seite 39 dargestellten akuten lymphozytaren und
eosinophilen Myokarditiden schwacher, jedoch gleichmaliger Uber das
gesamte Praparat verteilt und entspricht unter Zusammenschau des

gesamten Praparats dem PD-L1-Score 2.
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Chronische lymphozytiare Myokarditis

In der Gruppe der Patienten mit chronischer lymphozytarer Myokarditis
zeigten zwolf Patienten (70,59%) den CD3-Score 0, funf Patienten
(29,41%) den CD3-Score 1. Der Median des CD3-Scores in Patienten mit
chronischer lymphozytarer Myokarditis betrug 0, der Interquartilsabstand
1. Funf Patienten (29,41%) mit chronischer lymphozytarer Myokarditis
wurde der CD68- Score 0 zugeordnet, elf Patienten (64,71%) zeigten den
CD68-Score 1 und ein Patient (5,88%) erhielten den CD68-Score 2. Die
Patienten mit chronischer lymphozytarer Myokarditis hatten einen Median
sowie Interquartilsabstand des CD68-Scores von 1. 16 Biopsien
(94,12%) der Patienten mit chronischer lymphozytarer Myokarditis hatten
einen PD1-Score von 0, ein Patient (5,88%) bekam den Score 2. Der
Median sowie der Interquartilsabstand des PD1-Scores von Patienten mit
chronischer lymphozytarer Myokarditis lagen bei 0. Acht Patienten
(47,06%) mit chronischer lymphozytarer Myokarditis hatten den PD- L1-
Score 0, neun Patienten (52,94%) den Score 1. Sowohl der Median als
auch der Interquartilsabstand des PD-L1-Scores bei Patienten mit

chronischer lymphozytarer Myokarditis betrugen 1.

Die in Abbildung 7 dargestellte chronische lymphozytare Myokarditis zeigt
in der Trichrom-Farbung blaulich gefarbte, eher gering ausgepragte
fibrotische Areale und im Vergleich zu den akuten Myokarditiden eine
geringe Infiltration von Immunzellen. Wie in Abbildung 7c ersichtlich wird,
finden sich hierbei jedoch Uber 7 CD3-positive T-Zellen pro mm?,
wodurch die WHF-Klassifikation einer Myokarditis erfullt wird. Zudem
zeigen sich in Abbildung 7d viele infiltrierende CDG68-positive
Makrophagen. In Abbildung 7e+f zeigt sich im Vergleich zu den auf Seite
37, 39 und 41 dargestellten akuten Myokarditiden keine Expression von
PD-L1 in Myozyten sowie nur eine einzelne PD1-positive Immunzelle im

fibrotischen Areal.
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Kontrollgruppe

Die Zahl CD3-positiver T-Zellen sowie CD68-positiver Makrophagen lag
in der aus Patienten mit hypertensiver Herzerkrankung oder DCM ohne
Entzindung bestehenden Kontrollgruppe unterhalb der definierten
Kriterien einer Myokarditis. Alle Patienten wiesen demnach weniger als
14 Leukozyten mit weniger als 7 CD3- positiven T-Zellen pro mm? auf,
alle Patienten der Kontrollgruppe erhielten den CD3- Score 0 (0-6
Zellen/mm?). Sechs Patienten (28,57%) der Kontrollgruppe zeigten den
CD68-Score 0 (0-6 Zellen'mm?), 15 Patienten (71,43%) der
Kontrollgruppe hatten den Score 1 (7-20 Zellen/mm?). Der Median sowie
der Interquartilsabstand des CD68-Scores fir alle Patienten der
Kontrollgruppe betrugen 1. In der Kontrollgruppe hatte die Uberwiegende
Anzahl von 17 Patienten (80,95%) den PD1-Score 0, vier Patienten der
Kontrollgruppe erhielten den Score 2 (19,05%), was einer Anfarbung mit
PD1-Antikdrpern von 11-25% aller CD3-positiven Zellen entsprach. Der
Median sowie der Interquartilsabstand der Kontrollgruppe betrugen 0. Die
Kontrollgruppe bestand aus neun Patienten (42,86%) mit dem PD-L1-
Score 0 und zwdlf Patienten (57,14%) mit dem Score 1. Der Median und
der Interquartilsabstand des PD-L1-Scores in der Kontrollgruppe

betrugen 1.

In  Abbildung 8 ist vergleichend ein Myokardpraparat ohne
Entzindungszeichen dargestelit. Die Myozyten zeigen
Kaliberschwankungen, zudem zeigen sich in der Trichrom-Farbung
blauliche Fibroseareale, was fur eine DCM typisch ist. Die Abwesenheit
von entzindlichem Infiltrat, insbesondere die in Abbildung 8c nicht
darstellbaren CD3-positiven T-Zellen, sprechen gegen die Diagnose einer
Myokarditis, in Abbildung 8d finden sich nur vereinzelt CD68-positive
Makrophagen. In Abbildung 8e und f ist keine Expression von PD1 und
PD-L1 sichtbar, was darauf schliefen lasst, dass PD1 und PD-L1
ausschlieBlich in Zusammenhang mit Entzindungsereignissen im

Myokard exprimiert werden.
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Vergleich der CD3- und CD68- positiven Zellen in Myokarditiden

Der Kruskal-Wallis Test zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen
dem CD3- Score sowie dem CDG68-Score in akuten lymphozytaren
Myokarditiden, akuten eosinophilen  Myokarditiden, chronischen
lymphozytaren = Myokarditiden, Riesenzellmyokarditiden und der
Kontrollgruppe mit jeweils p<0,001. Ein anschlieBender paarweiser
Vergleich zeigte, dass alle akuten Myokarditiden im Vergleich zu
chronischen lymphozytaren Myokarditiden signifikante Unterschiede des
CD3- und CD68-Scores mit jeweils p<0,001 aufwiesen. Zudem zeigten
alle akuten Myokarditiden im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
héhere CD3- und CD68- Scores mit jeweils p<0,001. Es bestanden keine
signifikanten Unterschiede des CD3- sowie des CD68-Scores zwischen
akuten lymphozytdren und akuten eosinophilen Myokarditiden (CD3-
Score: p=0,892, CD68-Score: p=0,247). Auch zwischen akuten
lymphozytaren Myokarditiden und Riesenzellmyokarditiden bestand kein
signifikanter Unterschied des CD3- und CDG68-Scores (CD3-Score:
p=0,055, CD68-Score: p=0,064). Zwischen akuten eosinophilen
Myokarditiden und Riesenzellmyokarditiden konnte kein signifikanter
Unterschied des CD3- und CD68-Scores gezeigt werden (CD3-Score:
p=0,074, CD68-Score: p=0,329). Auch zwischen chronischen
lymphozytaren Myokarditiden und der Kontrollgruppe konnten keine
Unterschiede des CD3- und CD68-Scores gezeigt werden (CD3-Score:
p=0,128, CD68-Score: p=0,862). Die Ergebnisse sind in den Abbildungen
9 und 10 dargestellt.
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Der CD3-Score in allen Patienten mit akuten lymphozytaren, akuten
eosinophilen, chronischen lymphozytaren und Riesenzellmyokarditiden
zeigte eine stark positive, signifikante Korrelation mit dem CD68-Score
(Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,915, p<0,001, Kendall Tau:
0,866, p<0,001). Die Korrelation zwischen CD3- und CD68-Score
bestand auch in den alleinig betrachteten akuten lymphozytaren
Myokarditiden (Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,928, p<0,001,
Kendall Tau: 0,873, p<0,001), akuten eosinophilen Myokarditiden
(Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,562, p=0,023, Kendall Tau:
0,548, p=0,029) sowie in alleinig betrachteten chronischen lymphozytaren
Myokarditiden (Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,502, p=0,04,
Kendall Tau: 0,49, p=045). In Patienten mit Riesenzellmyokarditis war
eine Korrelation der CD3- und CD68-Scores nicht aussagekraftig, da alle

Patienten mit Riesenzellmyokarditis einen CD68-Score von 5 hatten.

Vergleich der PD1-Scores in Myokarditiden

Der Kruskal-Wallis-Test zeigte einen signifikanten Unterschied des PD1-
Scores zwischen akuten und chronischen Myokarditis-Patienten und der
Kontrollgruppe mit einer asymptotischen Signifikanz von p <0,001. Ein
anschlielender paarweiser Vergleich zeigte einen signifikanten
Unterschied des PD1-Scores zwischen Patienten mit akuter
lymphozytarer Myokarditis und Patienten mit Riesenzellmyokarditis
(p=0,035). Zudem bestand ein signifikanter Unterschied der PD1-Scores
zwischen Patienten mit akuter lymphozytarer Myokarditis und Patienten
mit chronischer lymphozytarer Myokarditis (p<0,001). Auch zwischen
Patienten mit akuter lymphozytarer Myokarditis und Patienten der
Kontrollgruppe konnte ein signifikanter Unterschied der PD1-Scores

festgestellt werden (p<0,001).

Es bestand ein signifikanter Unterschied der PD1-Scores zwischen
Patienten mit akuter eosinophiler Myokarditis und Patienten mit

Riesenzellmyokarditis (p=0,023) sowie zwischen Patienten mit akuter
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PD1-Score

eosinophiler Myokarditis und Patienten mit chronischer lymphozytarer
Myokarditis (p<0,001). Zudem fand sich ein signifikanter Unterschied der
PD1-Scores zwischen Patienten mit akuter eosinophiler Myokarditis und

Patienten der Kontrollgruppe (p<0,001).

Zwischen Patienten mit Riesenzellmyokarditis und Patienten mit
chronischer lymphozytarer Myokarditis bestand ein signifikanter
Unterschied der PD1-Scores (p<0,001) und auch zwischen Patienten mit
Riesenzellmyokarditis und Patienten der Kontrollgruppe konnte ein

signifikanter Unterschied festgestellt werden (p<0,001).

Patienten mit chronischer lymphozytarer Myokarditis zeigten im Vergleich
zur Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied des PD1-Scores
(p=0,504) und auch zwischen akuten lymphozytaren und akuten
eosinophilen Myokarditiden konnte kein Unterschied gezeigt werden
(p=770). Die genauen PD1-Scorewerte fir alle Patienten mit Myokarditis

sowie der Kontrollgruppe sind in Abbildung 11 dargestelit.
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Abbildung 11: PD1-Score bei Myokarditispatienten und Kontrollpatienten
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Vergleich der PD-L1-Scores in Myokarditiden

Mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests konnte ein signifikanter Unterschied
des PD-L1- Scores zwischen den Myokarditistypen sowie der
Kontrollgruppe mit einer asymptotischen Signifikanz von p<0,001 gezeigt
werden. Ein anschlieender paarweiser Vergleich zeigte einen
signifikanten Unterschied des PD-L1-Scores zwischen Patienten mit
akuter lymphozytarer Myokarditis und Patienten mit chronischer
lymphozytarer Myokarditis (p=0,002). Zudem bestand ein signifikanter
Unterschied des PD-L1-Scores zwischen Patienten mit akuter

lymphozytarer Myokarditis und Patienten der Kontrollgruppe (p=0,003).

Zwischen Patienten mit akuter eosinophiler Myokarditis und chronischer
lymphozytarer Myokarditis bestand ein signifikanter Unterschied der PD-
L1-Scores (p=0,028), auch zwischen Patienten mit akuter eosinophiler
Myokarditis und Patienten der Kontrollgruppe konnte ein signifikanter

Unterschied gezeigt werden (p=0,029).

Zwischen Patienten mit Riesenzellmyokarditis und Patienten mit
chronischer lymphozytarer Myokarditis bestand ein signifikanter
Unterschied des PD-L1-Scores (p<0,001), ebenso zwischen Patienten
mit Riesenzellmyokarditis und Patienten der Kontrollgruppe (p<0,001).

Bezlglich des PD-L1-Scores konnte kein Unterschied zwischen
Patienten mit chronischer lymphozytarer Myokarditis und Patienten der
Kontrollgruppe gezeigt werden (p=0,839). Auch zwischen akuten
lymphozytaren und akuten eosinophilen Myokarditiden konnte kein
Unterschied der PD-L1-Scores gezeigt werden (p=0,654). Die PD-L1-
Scores von akuten lymphozytaren Myokarditiden unterschieden sich nicht
signifikant von den PD-L1-Scores der Riesenzellmyokarditiden und auch
die PD-L1- Scores von akuten eosinophilen Myokarditiden zeigten keine
signifikanten Unterschiede zZu den PD-L1-Scores von
Riesenzellmyokarditiden. Abbildung 12 zeigt die genauen PD-L1-

Scorewerte aller Patienten mit Myokarditis sowie der Kontrollgruppe.
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Abbildung 12: PD-L1-Score bei Myokarditispatienten und

Kontrollpatienten

Korrelation von PD1-Score und PD-L1-Score bei Patienten mit Myokarditis

Betrachtete man alle Patienten mit akuten und chronischen
Myokarditiden sowie die Kontrollgruppe zusammen, so konnte eine
signifikante Korrelation zwischen PD1- und PD-L1-Score gezeigt werden
(p<0,001). Auch in Patienten mit akuten lymphozytaren und akuten
eosinophilen Myokarditiden bestand eine signifikante Korrelation
zwischen PD1- und PD-L1-Score. Bei ausschliellicher Betrachtung der
Patienten mit Riesenzellmyokarditis, chronischer Ilymphozytarer
Myokarditis und Patienten der Kontrollgruppe =zeigte sich keine
signifikante Korrelation zwischen PD1- und PD-L1-Score. Die Daten sind
in Tabelle 4 und Abbildung 13 dargestellt.
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Tabelle 4: Korrelation von PD1- und PD-L1-Score in Myokarditiden

Korrelation von Korrelations- | p Kendall | p Bedeutung

PD1-und PD-L1- koeffizient Tau

Score nach

Spearman

In allen Patienten 0,505 <0,001 | 0,463 <0,001 | Deutlich positive

mit Myokarditis und Korrelation,

allen Patienten der statistisch

Kontrollgruppe signifikant

In akuten 0,522 0,046 | 0,513 0,044 | Deutlich positive

lymphozytaren Korrelation,

Myokarditiden statistisch
signifikant

In akuten 0,708 0,002 | 0,676 0,003 | Deutlich positive

eosinophilen Korrelation,

Myokarditiden statistisch
signifikant

In Riesenzell- 0,100 0,798 | 0,093 0,777 | Keine Korrelation,

myokarditiden nicht signifikant

In chronischen -0,265 0,304 |-0,265 0,289 | MaRig negative

lymphozytaren Korrelation, nicht

Myokarditiden signifikant

In der -0,315 0,164 |-0,315 0,159 | MaRig negative

Kontrollgruppe

Korrelation, nicht

signifikant
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PD-L1-Score

PD1-Score
Abbildung 13: Korrelation von PD1- und PD-L1-Score bei

Myokarditispatienten und Kontrollpatienten

Korrelation von CD3-/CD68-Score und PD1/PD-L1-Score in Myokarditiden

Der PD1-Score zeigte eine deutlich signifikante Korrelation mit dem CD3-
Score in akuten und chronischen lymphozytaren, eosinophilen und
Riesenzellmyokarditiden (Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,716,
p<0,001, Kendall Tau: 0,647, p<0,001).

In allen Patienten mit akuten Myokarditiden und chronischer
lymphozytarer Myokarditis zeigte sich eine deutlich positive, signifikante
Korrelation  zwischen PD1- Score und dem CD68-Score
(Korrelationskoeffizient nach Spearman: 0,746, p<0,001, Kendall Tau:
0,676, p<0,001).

Der PD-L1-Score korrelierte in allen gemeinsam betrachteten Patienten
mit akuten Myokarditiden und chronischer lymphozytarer Myokarditis
deutlich positiv. mit dem CD3-Score (Korrelationskoeffizient nach
Spearman: 0,658, p<0,001, Kendall Tau: 0,582, p<0,001).
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Es bestand eine deutlich positive, signifikante Korrelation zwischen PD-
L1-Score und dem CDG68-Score in allen untersuchten akuten und
chronischen Myokarditiden (Korrelationskoeffizient nach Spearman:
0,542, p<0,001, Kendall Tau: 0,485, p<0,001).

3.2.3 Einflussfaktoren auf den PD1-Score bei Patienten mit Myokarditis

Tabelle 5 zeigt die Einflussfaktorenanalyse auf den PD1-Score. Hierbei
wurde der Kontingenzkoeffizient mit KK abgekurzt. Die p-Werte beziehen
sich auf den links davon stehenden Wert, im Falle von Cramer-V und Chi?
bezieht sich der rechts von Chi* gelegene p-Wert sowohl auf Cramer-V

als auch auf Chi?, da diese stets identisch waren.

3.2.3.1. Einflussfaktoren auf den PD1-Score bei Patienten mit
akuten und chronischen Myokarditiden und der Kontrollgruppe
Es zeigte sich eine signifikante, mallig negative Korrelation zwischen
PD1-Score und der Dauer der Symptome, welche sich jedoch im
imputierten Datensatz nicht mehr zeigen lie. Fir die Variablen Alter,
Geschlecht, viraler Nukleinsaurenachweis im Myokard sowie im Blut und
LVEF konnten auch nach Imputation keine signifikanten Korrelationen

gezeigt werden.
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Tabelle 5: Einflussfaktoren auf akute und chronische Myokarditiden

und die Kontrollgruppe - PD1-Score

Parameter N | Korrelations- | p Kendall | p Bedeutung
koeffizient Tau
nach
Spearman
Alter 78 | -0.127 0,267 | -0,087 | 0,324 | Keine Korrelation, nicht
signifikant
LVEF 62 | 0,009 0,947 | 0,008 0,946 | Keine Korrelation, nicht
signifikant
Symptomdauer | 47 | -0,427 0,003 | -0,390 | 0,003 | MaRig negative
Korrelation, statistisch
signifikant
Parameter | N | KK p CramerV | Chi? | p Bedeutung
Geschlecht | 78 | 0,087 | 0,899 | 0,087 0,590 | 0,899 | Kein
Zusammenhang,
nicht signifikant
Virale 78 10,102 | 0,848 | 0,102 0,804 | 0,848 | Schwacher
Nuklein- Zusammenhang,
saure im nicht signifikant
Myokard
Virale 49 | 0,307 | 0,165 | 0,322 5,096 | 0,165 | MaRiger
Nuklein- Zusammenhang,
saure im nicht signifikant
Blut
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3.2.3.2. Einflussfaktoren auf den PD1-Score bei Patienten mit akuter

lymphozytarer Myokarditis, akuter eosinophiler Myokarditis
und Riesenzellmyokarditis

Sowohl im Originaldatensatz als auch im imputierten Datensatz zeigten

die fur sich betrachteten akuten lymphozytaren Myokarditiden, akuten

eosinophilen Myokarditiden und die Riesenzellmyokarditiden keine

signifikante Korrelation zwischen PD1-Score und den Parametern Alter,

Geschlecht, viraler Nukleinsaurenachweis im Myokard sowie im Blut,

LVEF und Symptomdauer.

3.2.3.3. Einflussfaktoren auf den PD1-Score bei Patienten mit
chronischer lymphozytarer Myokarditis
In chronischen Iymphozytaren Myokarditiden bestanden sowohl im
Originaldatensatz als auch im imputierten Datensatz keine signifikanten
Korrelationen zwischen dem PD1-Score und den Parametern Alter,
Geschlecht, viraler Nukleinsaurenachweis im Myokard sowie im Blut und
LVEF. Die Symptomdauer zeigte im Originaldatensatz eine negative
Korrelation mit dem PD1-Score (Korrelationskoeffizient nach Spearman=-
1,0, p<0,001), welche jedoch im imputierten Datensatz nicht mehr gezeigt

werden konnte.

3.2.4. Einflussfaktoren auf den PD-L1-Score bei Patienten mit

Myokarditis

3.2.4.1. Einflussfaktoren auf den PD-L1-Score bei Patienten mit

akuten und chronischen Myokarditiden und der
Kontrollgruppe

Weder im Originaldatensatz noch nach Imputation zeigten sich

signifikante Korrelationen zwischen PD-L1-Score und den Parametern

Alter, Geschlecht, Dauer der Symptome, viraler Nukleinsaurenachweis im

Myokard sowie im Blut und LVEF. Tabelle 6 veranschaulicht die Daten

(der p-Wert war fur Chi? und Cramer-V identisch).
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3.2.4.2. Einflussfaktoren auf den PD-L1-Score bei Patienten mit akuter
lymphozytarer Myokarditis, akuter eosinophiler Myokarditis

und Riesenzellmyokarditis

Die Korrelation von PD-L1-Score und dem Parameter Alter zeigte in
akuten lymphozytaren Myokarditiden eine signifikante, deutlich positive
Korrelation (Korrelationskoeffizient nach Spearman=0,574, p=0,025,
Kendall Tau = 0,493, p=0,027). Alle weiteren Korrelationen des PD-L1-
Scores mit den Parametern Geschlecht, viraler Nukleinsaurenachweis im
Myokard sowie im Blut, Symptomdauer und LVEF erbrachten in
Patienten mit akuter lymphozytarer = Myokarditis weder im

Originaldatensatz noch im imputierten Datensatz signifikante Ergebnisse.

In Patienten mit akuter eosinophiler Myokarditis verfehlte die Korrelation
zwischen PD-L1-Score und dem Parameter viraler Nukleinsaurenachweis
im Myokard knapp das Signifikanzniveau (KK=0,555 p=0,068, Cramer-
V=0,667, Chi*=7,111, p=0,068). Die Korrelationen zwischen PD-L1-Score
und den Parametern Alter, Geschlecht, viraler Nukleinsaurenachweis im
Blut, LVEF und Symptomdauer waren fir Patienten mit akuter
eosinophiler Myokarditis weder im Originaldatensatz noch im imputierten

Datensatz signifikant.

Sowohl im Originaldatensatz als auch im imputierten Datensatz zeigten
die fur sich betrachteten Riesenzellmyokarditiden keine signifikante
Korrelation zwischen PD-L1- Score und den Parametern Alter,
Geschlecht, viraler Nukleinsaurenachweis im Myokard sowie im Blut,

LVEF und Symptomdauer.

3.2.4.3. Einflussfaktoren auf den PD-L1-Score bei Patienten mit
chronischer lymphozytarer Myokarditis

In Patienten mit chronischer lymphozytarer Myokarditis bestand ein

signifikanter Zusammenhang zwischen PD-L1-Score und Geschlecht

(KK=0,547, p=0,007, Cramer-V=0,653, Chi*=7,244, p=0,007). Zwischen

PD-L1-Score und den Parametern Alter, viralem Nukleinsdurenachweis

62



im Myokard sowie im Blut, LVEF und Symptomdauer bestanden im

Originaldatensatz und im imputierten

Datensatz flr

lymphozytare Myokarditiden keine signifikanten Korrelationen.

chronische

Tabelle 6: Einflussfaktoren auf akute und chronische Myokarditiden

und die Kontrollgruppe - PD-L1-Score

Parameter N | Korrelations- | p Kendall | p Bedeutung
koeffizient Tau
nach
Spearman
Alter 78 | -0,009 0,937 | -0,006 | 0,943 | Keine Korrelation,
nicht signifikant
LVEF 62 | 0,108 0,403 | -0,097 | 0,401 | Keine Korrelation,
nicht signifikant
Symptomdauer | 47 | -0,154 0,301 | -0,138 | 0,291 | Keine Korrelation,
nicht signifikant
Parameter N KK p CramerV | Chi? p Bedeutung
Geschlecht 78 10,238 | 0,198 | 0,245 4,671 0,198 | Schwacher
Zusammenhang,
nicht signifikant
Virale 78 10,109 | 0,817 | 0,109 0,934 0,817 | Schwacher
Nuklein- Zusammenhang,
saure im nicht signifikant
Myokard
Virale 49 | 0,207 | 0,535 | 0,211 2,185 0,535 | Schwacher
Nuklein- Zusammenhang,
saure im Blut nicht signifikant
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3.3. Untersuchung bei Patienten nach Herztransplantation
3.3.1. Charakteristika des untersuchten Kollektivs - Alter und
Geschlecht
Akute zellulare AbstoRungsreaktion Grad 2R

Unter den Patienten mit akuter zellularer AbstoRungsreaktion Grad 2R
waren neun mannliche Patienten (64,29%) und funf weibliche
Patientinnen (35,71%), das mittlere Alter des Kollektivs lag bei 25,5
Jahren mit einer Standardabweichung von 16,89. Der Median aller
Patienten mit akuter zellularer AbstoRungsreaktion Grad 2R lag bei 18
Jahren, der Interquartilsabstand betrug 13,25. Der alteste Patient mit
akuter zellularer AbstoRungsreaktion Grad 2R war 65 Jahre, der jlingste
14 Jahre alt.

Insgesamt waren sechs der Patienten (42,86%) mit akuter zellularer
AbstoRungsreaktion Grad 2R weniger als ein Jahr transplantiert, bei
sechs Patienten (42,86%) lag die Herztransplantation mindestens ein
Jahr, jedoch weniger als funf Jahre zurtick. Bei zwei Patienten (14,29%)
mit akuter zellularer AbstoRungsreaktion Grad 2R lag die
Herztransplantation mindestens flinf, jedoch weniger als zehn Jahre

zuruck.

Bei funf Patienten (35,71%) mit akuter zellulérer Abstolungsreaktion
Grad 2R wurde eine LVEF von mindestens 50% angegeben. In einem
Patienten (7,14%) mit akuter zellularer AbstoRungsreaktion Grad 2R lag
die LVEF Uber 40% aber unter 50%.In finf Patienten (35,71%) mit akuter
zellularer AbstoBungsreaktion Grad 2R lag die LVEF unter 40%, wovon
drei Patienten (21,43%) eine LVEF von < 20% hatten. Von den restlichen
drei Patienten (21,43%) mit akuter zellularer AbstoRungsreaktion Grad

2R lagen diesbezuglich keine Messwerte vor.

In sechs Patienten (42,86%) mit akuter zellularer AbstoRungsreaktion
Grad 2R konnte ein positiver Nachweis viraler Nukleinsauren im Myokard
erbracht werden, wobei in funf Fallen (35,71%) EBV DNA und in einem
Fall (7,14%) HHV6 DNA nachgewiesen wurde.
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Ebenfalls bei sechs Patienten (42,86%) mit akuter zellularer
AbstolRungsreaktion Grad 2R fand sich virale Nukleinsaure im Blut, in drei
Fallen (21,43%) wurden keine Blutproben Ubersandt. Bei den Patienten
mit akuter zellularer Abstoungsreaktion Grad 2R konnte in vier
Patienten (28,57%) EBV DNA, in einem Patienten (7,14%) EBV und
HHV7 DNA und in einem weiteren Patienten HHV6 und HHV7 DNA im

Blut nachgewiesen werden.

Kontrollgruppe

Innerhalb  der  Kontrollgruppe, welche aus Patienten nach
Herztransplantation ohne akute zellulare Absto3ung entsprechend Grad
OR bestand, waren 13 Patienten (65%) mannlich und sieben (35%)
weiblich, der Mittelwert des Alters lag bei 43,65 Jahren mit einer
Standardabweichung von 20,54 Jahren. Der Median des Alters der
Kontrollgruppe war 52, der Interquartilsabstand betrug 33,25. Der alteste

Patient der Kontrollgruppe war 72 Jahre, der jungste zehn Jahre alt.

Drei Patienten (15%) der Kontrollgruppe waren weniger als ein Jahr
transplantiert, bei ebenfalls drei Patienten lag die Herztransplantation
mindestens ein Jahr, jedoch weniger als funf Jahre zurick. Bei flnf
Patienten (25%) der Kontrollgruppe lag die Transplantation funf bis
maximal zehn Jahre zurlck, weitere zwei Patienten (10%) hatten ihr
Transplantat seit Uber zehn aber unter 15 Jahren. Bei drei Patienten
(15%) lag die Transplantation uber 15 Jahre zuruck, in vier Fallen waren

keine Daten Uber den Transplantationszeitpunkt verfigbar.
Fur alle Patienten der Kontrollgruppe lagen keine Daten zur LVEF vor.

In der Kontrollgruppe konnte im Myokard von sieben Patienten (35%)
virale Nukleinsaure nachgewiesen werden. EBV DNA wurde in der
Kontrollgruppe im Myokard von funf Patienten nachgewiesen, in zwei
dieser Falle (10%) wurde zusatzlich PVB19 DNA, in einem Fall (5%)
zusatzlich HHV6 DNA nachgewiesen. Ein weiterer Patient der
Kontrollgruppe wies HHV6 DNA im Myokard auf, ein Patient PVB19 und
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HHV7 DNA.

Sechs Patientenblutproben (30%) der Kontrollgruppe wiesen virale
Nukleinsaure auf, in zwolf Fallen (60%) waren keine Blutproben
vorhanden. In der Kontrollgruppe wurde in allen Patienten mit positivem
DNA Nachweis im Blut EBV DNA identifiziert, wobei jeweils in einem
Patienten (5%) zusatzlich PVB19 DNA, HHV7 DNA und in einem
Patienten alle drei genannten viralen Nukleinsduren nachgewiesen

wurden.

Die haufigste im Myokard nachweisbare Nukleinsdure war somit in
beiden Gruppen EBV, die Ergebnisse sind in Abbildung 14

veranschaulichend dargestellit.

Erreger
14 HEBY
EBV + HHV6
MEBV + PVB19
12 PVB19 + HHV7
HHV6
kein Nachweis
10 .kardiotroper Erreger
<
S 8
cC
<
6
4
2
0

HTX Grad 2R Kontrollgruppe HTX Grad OR

Abbildung 14: Nachweis von Nukleinsauren kardiotroper Erreger

im Myokard bei Patienten nach Herztransplantation

Die Verteilungen der viralen Nukleinsauren im Blut sind in Abbildung 15

dargestellt, das vorherrschende Virus war EBV.
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Anzahl

Erreger
12 HEBY
EBV + HHV7
BMEBVY + PVB19
10 EBV + PVB19 +
HHV7
HHV6 + HHV7
8 keine Blutprobe
vorhanden
kein Nachweis
6 kardiotroper Erreger
4
2 I
0 HTX Grad 2R Kontrollgruppe HTX Grad OR

Abbildung 15: Nachweis von Nukleinsauren kardiotroper Erreger im

Blut bei Patienten nach Herztransplantation

3.3.2. Expression von PD1 und PD-L1 im Myokard bei Patienten
nach Herztransplantation

Es wurden immunhistochemische Farbungen durchgefihrt, um die PD1-

und PD-L1- Expression im Myokard im Rahmen von akuten zellularen

AbstoRungsreaktionen Grad 2R mit der Expression von PD1 und PD-L1

in Herztransplantaten ohne Abstol3ungsreaktion zu vergleichen. Die PD1-

und PD-L1-Expression wurde mit Hilfe des PD1- und PD-L1-Scores

quantifiziert.

Akute zellulare AbstoRBungsreaktion Grad 2R

Einem Patienten (7,14%) mit akuter zellularer Absto3ungsreaktion Grad
2R wurde der PD1-Score 1 zugeordnet, acht Patienten (57,15%) wurden
mit dem Score 2 eingestuft. Funf Patienten (35,71%) mit akuter zellularer
AbstoBungsreaktion Grad 2R erhielten den PD1-Score 3. Der Median

des PD1-Scores der Patienten mit akuter zellularer AbstoRungsreaktion
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Grad 2R war 2, der Interquartilsabstand betrug 1.

Funf Patienten (35,71%) mit akuter zellularer AbstoRungsreaktion Grad
2R zeigten einen PD-L1-Score von 0, neun Patienten (64,29%) zeigten
den Score 1. Der Median des PD-L1-Scores fir Patienten mit akuter
zellularer Abstollungsreaktion Grad 2R lag bei 1, der Interquartilsabstand

betrug 1.

Abbildung 16a zeigt blaulich angefarbte fibrotische Areale mit deutlicher
Infiltration  zahlreicher Immunzellen sowie zahlreiche nekrotische
Myozyten. Die infiltrierenden Zellen liegen, wie in Abbildung 16b
ersichtlich, meist herdférmig vor, entsprechend einer AbstolRungsreaktion
Grad 2R. Die immunhistochemischen Bilder 16c+d+e zeigen sehr viele
braun gefarbte CD3-positive T-Zellen, CD68-positive Makrophagen sowie
eine deutliche Anfarbung von PD1 in Immunzellen. In Abbildung 16f ist
eine schwache Anfarbung von PD-L1 in Myozyten ersichtlich,

entsprechend dem PD-L1- Score 1.
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a) Masson-Trichrom b) Hamatoxylin-Eosin

e SN

e) PD1+ Zellen f) PD-L1+ Zellen

Abbildung 16: Akute zellulare AbstoRBungsreaktion Grad 2R;

Originalvergroferung x 200
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Kontrollgruppe
In der Kontrollgruppe hatten 19 Patienten (95%) den PD1-Score 0, ein

Patient (5%) hatte den PD1-Score 3. Der Median sowie der
Interquartilsabstand des PD1-Scores der Kontrollgruppe betrugen 0. Der

Mann-Whitney-U-Test zeigte einen signifikanten Unterschied des PD1-
Scores zwischen Patienten mit akuter zellularer AbstoRungsreaktion
Grad 2R und der Kontrollgruppe mit p<0,001. Die genauen PD1-
Scorewerte fur alle Patienten mit Herztransplantat sind in Abbildung 17
dargestellt. Innerhalb der Kontrollgruppe erhielten alle 20 Patienten den
PD-L1-Score 0.

Im Vergleich zu Abbildung 16 zeigt das in Abbildung 18a+b auf der
Ubernachsten Seite dargestellte Praparat eines Patienten der
Kontrollgruppe keine Entziindungszeichen, keine Myozytennekrosen und
einen geringeren Grad der Fibrosierung. Auch die
immunhistochemischen Farbungen in Abbildung 18c-f zeigen keine
infiltrierenden  Immunzellen, weder PD1 noch PD-L1 konnten
immunhistochemisch nachgewiesen werden. Ein transplantiertes Herz
ohne akute AbstoRungsreaktion zeigt somit im Vergleich zu einer akuten
zellularen AbstoRungsreaktion Grad 2R keine Expression von PD1 und
PD-L1.
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PD1-Score

HTX Grad 2R Kontrollgruppe HTX Grad OR

Abbildung 17: PD1-Score bei Patienten mit akuter
AbstoRungsreaktion Grad 2R und Kontrollpatienten

zellularer
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Abbildung 18: Biopsie nach Herztransplantation ohne
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PD-L1-Score

Der Vergleich der PD-L1-Scores der Patienten mit akuter zellularer
AbstolRungsreaktion Grad 2R und der Patienten der Kontroligruppe mit
Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests ergab einen signifikanten Unterschied
mit p=0,001. Die genauen PD-L1-Scorewerte fur alle Patienten mit

Herztransplantat sind in Abbildung 19 dargestelit.

HTX Grad 2R Kontrollgruppe HTX Grad OR

Abbildung 19: PD-L1-Score bei Patienten mit akuter zellularer
AbstoBungs- reaktion Grad 2R und Kontrollpatienten

Korrelation von PD1- und PD-L1-Score bei Patienten nach Herztransplantation

Betrachtet man alle Patienten mit Herztransplantation konnte eine
signifikante deutlich positive Korrelation zwischen PD1- und PD-L1-Score
mit p<0,001 gezeigt werden. Bei ausschliel3licher Auswertung der
Patienten mit akuter zellularer AbstoRungsreaktion Grad 2R zeigte sich
keine signifikante Korrelation fir den PD1- und den PD-L1-Score. Eine
Korrelation von PD1- und PD-L1-Score in ausschlieBlich Patienten der
Kontrollgruppe war nicht aussagekraftig, da der PD-L1-Score eine

Konstante darstellte. Tabelle 7 und Abbildung 20 zeigen die Ergebnisse.
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Tabelle 7: Korrelation von PD1-

Patienten nach Herztransplantation

und PD-L1-Score bei

Korrelation von PD1- | Korrelations- p Kendall | p Bedeutung
und PD-L1-Score koeffizient nach Tau
Spearman
In Patienten mit 0,707 <0,001 | 0,669 <0,001 | Deutlich
akuter zellularer positive
AbstolRungsreaktion Korrelation,
Grad 2R und statistisch
Patienten ohne signifikant
AbstolRungsreaktion
In Patienten mit 0,506 0,054 | 0,482 0,058 | Deutlich
akuter zellularer positive
AbstolRungsreaktion Korrelation,
Grad 2R nicht
signifikant
3 0000
o2 orm oo
£ 4 :
0 SR
1
PD-L1-Score

Abbildung 20: Korrelation von PD1- und PD-L1-Score bei Patienten mit

akuter zellularer AbstoBungsreaktion Grad 2R und Kontrollpatienten
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3.3.3. Einflussfaktoren auf den PD1-Score bei Patienten nach
Herztransplantation
Es zeigte sich eine signifikante, maRig negative Korrelation zwischen
PD1-Score und dem Alter der Patienten. Zudem bestand eine
signifikante, malig negative Korrelation zwischen dem PD1-Score und
der vergangenen Zeit nach Transplantation. Zwischen dem PD1-Score
und den Variablen Geschlecht, viralem Nukleinsdurenachweis im
Myokard und im Blut sowie LVEF konnten keine signifikanten
Korrelationen gefunden werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8

dargestellt (der p-Wert war fur Chi? und Cramer-V identisch).

Tabelle 8: Einflussfaktoren auf Patienten nach Herztransplantation -
PD1-Score

Parameter | N | Korrelations- | p Kendall | p Bedeutung
koeffizient Tau
nach
Spearman
Alter 34 | -0,392 0,022 | -0,305 | 0,027 | MaRig negative
Korrelation, statistisch
signifikant
LVEF 11 | -0,177 0,603 | -0,152 0,609 | Keine Korrelation, nicht
signifikant
Zeit nach 30 | -0,477 0,008 | -0,395 0,013 | MaRig negative
HTX Korrelation, statistisch
signifikant
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Parameter N | KK p CramerV | Chi? p Bedeutung
Geschlecht |34 | 0,131 | 0,898 | 0,132 0,593 | 0,898 | Schwacher
Zusammenhang,
nicht signifikant
Virale 34 10,168 | 0,804 | 0,170 0,988 | 0,804 | Schwacher
Nuklein- Zusammenhang,
saure im nicht signifikant
Myokard
Virale 19 10,404 | 0,294 | 0,442 3,713 | 0,294 | MaRiger
Nuklein- Zusammenhang,
saure im nicht signifikant
Blut

Die erneute Korrelation des PD1-Scores mit imputiertem Datensatz mit
den Parametern LVEF und viralem Nukleinsdurenachweis im Blut ergab
keine signifikanten Ergebnisse. Zwischen dem PD1-Score und dem
Parameter Zeit nach Transplantation konnte auch im imputierten
Datensatz eine signifikante Korrelation gezeigt werden
(Korrelationskoeffizient nach Spearman=-0,491, p=0,005, Kendall Tau=
0,407, p=0,023).

Fur die allein betrachteten Patienten mit akuter zellularer
AbstoRungsreaktion Grad 2R konnten keine signifikanten Korrelationen
des PD1-Scores zu den getesteten Parametern Alter, Geschlecht, LVEF,
viralem Nukleinsaurenachweis im Myokard sowie im Blut und Zeit nach
Transplantation gefunden werden, auch die erneute Korrelation mit
imputiertem Datensatz ergab bei allen getesteten Parametern keine
signifikanten Ergebnisse.
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3.3.4. Einflussfaktoren auf den PD-L1-Score bei Patienten nach
Herztransplantation

Bei den gemeinsam betrachteten Patienten mit akuter zellularer
AbstolRungsreaktion Grad 2R und OR konnte kein Zusammenhang
zwischen dem PD-L1-Score und den Parametern Alter, LVEF, viraler
Nukleinsaurenachweis im Myokard sowie im Blut und Geschlecht
nachgewiesen werden. Die Korrelation zwischen PD-L1-Score und
vergangener Zeit nach Transplantation verfehlte das Signifikanzniveau
knapp. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 auf der folgenden Seite
dargestellt (der p-Wert war flr Chi? und Cramer-V identisch). Die erneute
Korrelation des PD-L1-Scores mit den Parametern LVEF und viralem
Nukleinsaurenachweis im Blut ergab auch im imputierten Datensatz keine
signifikanten Ergebnisse. Im imputierten Datensatz zeigte sich jedoch
eine signifikante, maRig negative Korrelation zwischen dem PD- L1-Score
und der vergangenen Zeit nach Transplantation (Korrelationskoeffizient
nach Spearman=-0,370, p=0,04, Kendall Tau=-0,336, p=0,065).

Fur Patienten mit akuter zellularer Absto3ungsreaktion Grad 2R konnten
sowohl mit den Originaldaten als auch mit imputiertem Datensatz keine
signifikanten Zusammenhange zwischen den getesteten Parametern
Alter, Geschlecht, Zeit nach Transplantation, LVEF, viraler
Nukleinsaurenachweis im Myokard sowie im Blut und dem PD-L1-Score

identifiziert werden.
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Tabelle 9: Einflussfaktoren auf Patienten nach Herztransplantation

- PD-L1- Score
Parameter N | Korrelations- | p Kendall | p Bedeutung
koeffizient Tau
nach
Spearman
Alter 34 | -0,190 0,281 -0,159 | 0,274 | Keine Korrelation,
nicht signifikant
LVEF 11 | 0,396 0,227 0,383 0,210 | MaRig positive
Korrelation, nicht
signifikant
Zeit nach 30 | -0,361 0,05 -0,328 | 0,052 | MaRig negative
HTX Korrelation, nicht
signifikant
Parameter N KK p CramerV | Chi? p Bedeutung
Geschlecht 34 0,114 | 0,503 | 0,115 0,449 | 0,503 | Schwacher
Zusammenhang,
nicht signifikant
Virale 34 | 0,076 | 0,655 | 0,077 0,200 | 0,655 | Kein
Nuklein- Zusammenhang,
saure im nicht signifikant
Myokard
Virale 19 [0,012 | 0,960 | 0,012 0,003 | 0,960 | Kein
Nuklein- Zusammenhang,
saure im Blut nicht signifikant
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4. Diskussion
4.1. Expression von PD1 und PD-L1 in Patienten mit Myokarditiden
und in Patienten nach Herztransplantation

Es konnte gezeigt werden, dass die PD1- und PD-L1-Expression in allen
akuten Myokarditistypen im Vergleich zu chronischen lymphozytaren
Myokarditiden und zur Kontrollgruppe signifikant erhoht waren. Die
erhohte Expression von PD1 und PD-L1 in akuten Myokarditiden konnte
Folge der Entzindung und des Versuchs des Myokards sein, die teils
Uberschieliende Immunantwort zu drosseln. Studien zu PD1- negativen
Mausen, welche alle gravierendere Myokarditiden entwickelten als PD1-
positive Versuchstiere, sprechen fur die negativ immunmodulierende
Rolle des PD1- PD-L1-Signalwegs (Tarrio et al., 2012, Wang et al.,
2010b). Vergleichbares konnte auch flr PD-L1-negative Versuchstiere
gezeigt werden (Lucas et al., 2008). Eine Erhéhung der PD1- und PD-L1-
Expression wurde bislang nicht in menschlichen Myokarditispraparaten
untersucht. Studien an Ratten konnten eine erhdhte PD1- und PD-L1-
Expression im Myokard nach ischamischen Ereignissen mit Reperfusion
zeigen, was nahelegt, dass Entzindungsmediatoren, welche beim
Zelluntergang freigesetzt werden, uber parakrine
Verteilungsmechanismen Einfluss auf die PD1- und PD-L1-Expression
nehmen (Baban et al., 2015). Welche Zytokine hierbei involviert sind, ist
noch nicht abschlie3end geklart, ein starker Einfluss von Interferonen auf
die Expression von PD-L1, insbesondere von Interferon-y, sowie ein
geringerer Einfluss auf die PD-L2-Expression scheint wahrscheinlich
(Garcia-Diaz et al., 2017). Interferon-y-defekte Mause zeigten in Studien
trotz Myokarditis keine erhdhte PD-L1-Expression (Grabie et al., 2007).

Die hochsten PD1-Scores fanden sich in Riesenzellmyokarditiden, diese
waren im Vergleich zu allen anderen Myokarditistypen sowie zur
Kontrollgruppe signifikant hoher. Auch die PD-L1-Scores waren in
Riesenzellmyokarditiden im Vergleich zu Patienten mit chronischer
lymphozytarer Myokarditis sowie zu Patienten der Kontrollgruppe

signifikant hoher, der Unterschied zu akuten Iymphozytaren und
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eosinophilen Myokarditiden war nicht signifikant. In einem post-mortem
untersuchten  Patienten, welcher nach Ipilimumabgabe eine
steroidrefraktare Riesenzellmyokarditis entwickelte, konnte gezeigt
werden, dass dessen Myokardbiopsien im Vergleich zu Leber- und
Milzbiopsien eine erhdhte PD1- und PD-L1-Expression zeigten (Reuben
et al.,, 2017). Diese Studie verglich zwar nicht die PD1- und PD-L1-
Expression des Patienten mit Riesenzellmyokarditis mit anderen
lymphozytaren Myokarditiden, jedoch zeigen die Ergebnisse, dass die
PD1- und PD-L1-Expression nicht nur in akuten lymphozytaren
Myokarditiden, sondern auch in Riesenzellmyokarditiden erhoht ist.
Yamaguchi et al. beschrieben dagegen in einem Fallbericht einen an
Riesenzellmyokarditis erkrankten Patienten mit nur einem PD1-positiven
Lymphozyten auf 253 CD3-positive Lymphozyten. Im Vergleich zeigte
eine an lymphozytarer Myokarditis erkrankte Patientin 78 PD1-positive
Zellen auf 164 CD3- positive Lymphozyten; die Autoren der Studie
merken jedoch an, dass es sich im beschriebenen Fall um eine seltene
Ausnahme handeln muss (Yamaguchi et al., 2020). Berucksichtigt man
die Hypothese, dass der Korper die PD1- und PD-L1- Expression bei
Myokarditiden  hochreguliert, um  UberschieRende autoimmune
Reaktionen zu dampfen, scheint deren erhdhte Expression in Riesenzell-
myokarditiden auf Grund des klinisch meist fulminanten Verlaufs sinnvoll.
Die Expression von PD1 und PD-L1 war in akuten lymphozytaren und
eosinophilen Myokarditiden im Vergleich zu chronischen lymphozytaren
Myokarditiden und der Kontrollgruppe signifikant erhoht. Zwischen akuten
lymphozytaren und akuten eosinophilen Myokarditiden bestand kein
Unterschied der PD1- und PD-L1- Expression. Bislang liegen noch keine
Studien zur Expression von PD1 und PD-L1 in akuten eosinophilen
Myokarditiden vor, eine erhohte Expression konnte jedoch in
Zusammenhang mit der bei Hypersensitivitatsreaktionen gesteigerten
Zytokin- ausschuttung wie beispielsweise Interferon-y oder Interleukin-4
stehen (Rose, 2011).

Zwischen Patienten mit chronischer lymphozytarer Myokarditis und der
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Kontrollgruppe, bestehend aus Patienten mit hypertensiver
Herzerkrankung und DCM, konnte kein Unterschied der PD1- und PD-L1-
Scores festgestellt werden. Der Korper scheint die erhdhte Expression
von PD1 und PD-L1 nur fur eine gewisse Zeit aufrechterhalten zu
konnen, was auf eine sich verandernde Expression von Zytokinen im
Laufe der Myokarditis zurlckzufihren sein kdnnte. Seko et al. konnten
zeigen, dass die Expression von Interleukin-18, Interleukin-6, TNF-a und
IFN-y innerhalb der ersten Woche nach Coxsackievirus B3 Infektion im
Myokard von Mausen anstieg, Interleukin-2, Interleukin-4 und Interleukin-
10 wurden dagegen erst nach funf bis sieben Tagen exprimiert, als
bereits massive Infiltrate im Myokard vorlagen (Seko et al., 1997).
Zudem zeigten andere Studien, dass Interleukin-13 mafgeblich an der
Progression einer akuten in eine chronische Myokarditis beteiligt ist; eine
Blockade von Interleukin-1B3 fihrte zu einer Reduktion der Entziindung
und verhinderte den Ubergang einer Coxsackievirus B3 induzierten
akuten Myokarditis in eine chronische Myokarditis (Kraft et al., 2019).
Dagegen konnten durch Coxsackievirus B3 ausgeloste akute
Myokarditiden in Mausen, welche sonst ausheilten, durch Gabe von
Interleukin-1 und TNF-a in eine chronische Myokarditis Uberfihrt werden
(Lane et al., 1992). Diese Veranderung der Zytokinausschuttung im
Verlauf einer Myokarditis konnte die PD1- beziehungsweise PD-L1-
Expression herunterregulieren. Eine Verringerung von PD1 war zudem
mit zunehmender Symptomdauer zu beobachten (siehe 4.4). In Kontrast
zu diesen Ergebnissen stehen Erkenntnisse zum Verhalten der PD1-
Expression im Rahmen von chronischen viralen Infektionen; hier konnte
eine erhohte PD1-Expression auf CD4-positiven sowie CD8-positiven T-
Zellen beobachtet werden. Eine Variante von LCMV induzierte in
Mausen chronische Infektionen, welche daraufhin eine starke Expression
von PD1 auf CD4-positiven T-Zellen zeigten, die Expression von PD1 auf
CD8-positiven T-Zellen sank dagegen im Laufe der Erkrankung
(Crawford et al., 2014). Dagegen blieb die Expression von PD1 in CD8-

positiven T-Zellen von Mausen nach einer Infektion mit dieser LCMV
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Variante in anderen Studien erhéht (Barber et al., 2006, Blackburn et al.,
2009). Im Rahmen einer chronischen viralen Infektion zeigte sich zudem
eine erhohte Expression von PD-L1 auf Splenozyten (Barber et al.,
2006). Die erhohte Expression von PD1 und PD-L1 ging mit einer
-Erschopfung“ der T-Zellen einher (Barber et al., 2006, Crawford et al.,
2014, Blackburn et al., 2009). Diese ,exhausted T-cells®, kurz Tex-Zellen,
verlieren mit der Zeit wichtige Funktionen wie die Produktionsfahigkeit
von TNF-a und Interleukin-2, bei hoherer PD1-Expression auch die
Produktionsfahigkeit von Interferon-y (Odorizzi et al., 2015, Wei et al.,
2013). Eine solche T-Zell-Erschépfung konnte durch Blockade von PD-L1
kurzfristig fUr acht bis elf Wochen aufgehoben, jedoch nicht vdllig
unterbunden werden (Barber et al., 2006, Pauken et al., 2016). Auch
PD1-negative Versuchstiere zeigten nach einiger Zeit unter chronischer
viraler Infektion eine T-Zell-Erschopfung, welche vermutlich auf eine
kompensatorische Erhohung von anderen inhibitorisch wirkenden
Proteinen wie Lag-3 oder CD160 zuruckzufuhren ist (Odorizzi et al.,
2015). Vermutlich ist diese beobachtete Herunterregulation des
Immunsystems ein Mechanismus zum Schutz des Korpers vor einer
Uberschieflenden Immunantwort und einer zu starken Zerstoérung
korpereigener Zellen durch die eigene Immunabwehr (Schénrich and
Raftery, 2019). Wahrend Barber et al., Blackburn et al. und Crawford et
al. eine erhohte Expression von PD1 beziehungsweise PD-L1 in
LCMV-induzierten chronischen Infektionen bei Mausen zeigen konnten,
war in der hier prasentierten Arbeit kein Unterschied der PD1-Expression
im Vergleich zur Kontrollgruppe gefunden worden. Eine mdgliche
Erklarung ist, dass in der hier vorliegenden Arbeit nur in gesamt 23,53%
der untersuchten Patienten mit chronischen lymphozytaren Myokarditiden
virale Nukleinsaure im Myokard nachgewiesen werden konnte. Zudem
erfolgte die Quantifizierung der T-Zellen in den Studien von Barber et al.,
Blackburn et al. sowie Crawford et al. mit Hilfe einer Durchflusszytometrie
und nicht durch immunhistochemische Verfahren. In der hier

vorliegenden Arbeit wurde in drei der vier Patienten mit chronischen
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viralen lymphozytaren Myokarditiden PVB19 DNA im Myokard
nachgewiesen, die Kopienzahl lag zwischen 691 und 1128 Kopien pro ug
myokardialer Nukleinsaure. Dies deutet auf eine Viruspersistenz hin,
quantitative PCR-Analysen aktiver PVB19- Infektionen des Herzens
zeigten hohere Kopienzahlen von Uber 10° Kopien pro Mg myokardialer
Nukleinsaure (Klingel et al., 2004, Bock et al., 2010). Die geringe Aktivitat
der Viren in den in dieser Arbeit betrachteten Proben chronisch
lymphozytarer Myokarditiden konnte ein weiterer Grund fur die geringe
Expression von PD1 sein.Bislang liegen keine Studien zur Expression
von PD-L1 bei Myokarditiden vor. AusschlieBlich der auf Seite 71
beschriebene Fallbericht eines Patienten mit steroidrefraktarer
Riesenzellmyokarditis konnte eine erhohte Expression von PD-L1 im
Myokard im Vergleich zu Leber- und Milzbiopsien desselben Patienten

zeigen (Reuben et al., 2017).

Patienten mit akuter zellularer AbstoRungsreaktion Grad 2R wiesen in der
vorliegenden Arbeit im Vergleich zur Kontroligruppe eine signifikant
erhohte PD-L1- Expression auf. Diese Beobachtung stimmt mit
Ergebnissen von Choudhary et al. Uberein, die ebenfalls eine steigende
PD-L1-Expression in Abhangigkeit des Schweregrades von akuten
zellularen AbstoRungsreaktionen beschrieben (Choudhary et al., 2020).
Auch die PD1-Expression war bei Patienten mit akuter zellularer
AbstolRungsreaktion Grad 2R im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
erhoht. Dies wirft die Frage auf, ob die erhdohte PD1- und PD-L1-
Expression eine Art Abwehrreaktion des Korpers darstellt, mit der die
AbstoRungsreaktion vermindert werden soll, oder ob die erhdhte PD1-
und PD-L1-Expression vielmehr die AbstoRungsreaktion erst auslost
oder verstarkt. Studien von d'lzarny et al. zeigten eine hohere
AbstoRBungsrate nach Checkpointinhibitorengabe, was erstere Hypothese
untermauern wiurde, da der PD1-PD-L1-Signalweg wichtig fur die
generelle Akzeptanz des Transplantats zu sein scheint. Bei bereits
begonnener AbstolRungsreaktion scheint der Korper die Expression von

PD1 und PD-L1 noch zusatzlich heraufzuregulieren, vermutlich um die
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AbstoRungsreaktion zu dampfen. Ahnliche Ergebnisse konnten in Studien
an Mausen erbracht werden, welche eine gesteigerte PD-L1-Expression
in AbstoRungsreaktionen zeigten, wobei eine erhdhte T-Zell-Infiltration
nach Gabe von Checkpointinhibitoren beobachtet werden konnte (Kaul et
al., 2015). Die Bedeutung des PD1-PD-L1-Signalwegs in Bezug auf die
Akzeptanz von Herztransplantaten scheint hierbei sehr gro3 zu sein.
Studien an Mausen zeigten, dass Versuchstiere mit Herztransplantaten,
deren HLA nicht mit denen der Versuchstiere selbst Ubereinstimmten,
unter Therapie mit CTLA4- Antikorpern keine AbstoRungsreaktion
zeigten. Injizierte man diesen Mausen jedoch zusatzliche PD-L1-
Antikorper, so entwickelten die Versuchstiere AbstoRungs- reaktionen,
welche ihre mittlere Uberlebenszeit von iber 100 Tagen auf nur 31,5
Tage sinken lie® (Tanaka et al., 2007).

Bei der Auswertung der Daten muss beachtet werden, dass keine
Dokumentationen dartUber vorlagen, ob die in die vorliegende Arbeit
aufgenommenen Patienten zuvor bereits Abstol3ungsreaktionen erlitten,
was jedoch Einfluss auf die PD-L1-Expression haben kdnnte. So besteht
ein Zusammenhang zwischen geringerer endothelialer PD- L1-
Expression und vorangegangener, zwischenzeitlich jedoch wieder

abgeflachter Grad 2R Absto3ung (Bracamonte-Baran et al., 2018).

4.2. Zusammenhang von PD1- und PD-L1-Score bei Patienten mit
Myokarditiden und Patienten nach Herztransplantation
Es bestand eine signifikante Korrelation zwischen dem PD1- und dem
PD-L1-Score bei gemeinsamer Betrachtung aller Patienten mit
Myokarditiden sowie der Kontrollgruppe und bei allen Patienten nach
Herztransplantation. Zudem bestand die Korrelation zwischen PD1- und
PD-L1-Score in den fur sich betrachteten Patienten mit akuter
lymphozytarer Myokarditis und in Patienten mit akuter eosinophiler
Myokarditis. Eine Erhdhung der PD1-Expression geht somit mit einer
Erhéhung der PD-L1-Expression einher, was logisch erscheint, da weder

PD1 noch PD-L1 allein eine Signalkaskade in Gang setzen konnen,

84



sofern man die Interaktion von PD1 und PD-L2 sowie die Hypothese
eines PD1-unabhangigen Mechanismus der PD-L1- Aktivierung von
Wang et al. (2010b) aulRer Acht Iasst. Die fehlende Korrelation von PD1
und PD-L1 bei Patienten mit Riesenzellmyokarditiden sowie bei Patienten
mit akuter zellularer AbstolRungsreaktion Grad 2R ist vermutlich auf die

geringen GruppengroéfRen zurtickzuflhren.

4.3. Zusammenhang des CD3-Scores und des CD68-Scores mit
dem PD1- und PD-L1-Score

Die Anzahl CD3- und CD68-positiver Immunzellen korrelierte in akuten
lymphozytaren und eosinophilen Myokarditiden, Riesenzellmyokarditiden
und chronischen lymphozytaren Myokarditiden miteinander. Es konnten
keine signifikanten Unterschiede des CD3- und CD68-Scores in akuten
lymphozytaren, akuten eosinophilen und Riesenzellmyokarditiden
festgestellt werden. Dies lasst darauf schlielen, dass CD3-positive T-
Zellen und CD68-positive Makrophagen in allen akuten Myokarditiden in
ahnlichem Verhaltnis das Myokard infiltrieren. Studien zu genauen
Verhaltnissen von Immunzellen im Infiltrat  verschiedener
Myokarditistypen liegen bislang nicht vor. Prognostisch gehen erhohte
Zahlen CD3- positiver T-Zellen nicht mit einer schlechteren klinischen
Prognose einher, erhdhte Zahlen CD68-positiver Makrophagen in nicht
naher definierten inflammatorischen Kardiomyopathien sind dagegen
prognostisch fur Herztransplantation und Implantation eines ventrikularen
Unterstitzungssystems sowie Herztod und Uberlebten pldtzlichen
Herzstillstand (Michel and Ohlow, 2018).

Die Zahl CD3-positiver T-Zellen in Myokarditiden zeigte in der
vorliegenden Arbeit eine deutlich positive Korrelation zum PD1- und PD-
L1-Score, die Zahl CD68- positiver Makrophagen korrelierte ebenfalls
deutlich positiv mit dem PD1- und dem PD-L1-Score. Je starker die
Inflammation, desto mehr PD1- und PD-L1 wird folglich exprimiert. Die
Expression von PD1 und PD-L1 wird Uber Zytokine gesteuert, vor allem

IFN-y ist fur die PD-L1-Expression von Bedeutung (Garcia-Diaz et al.,
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2017). Mause mit defektem IFN-y zeigten keine erhohte PD-L1-
Expression bei Myokarditiden (Grabie et al., 2007). Zudem geht eine
Erhéhung von IFN-y mit erhdhter Infiltration von Immunzellen im Myokard
einher, IFN-y ist somit gleichermalden fur die Infiltration von Immunzellen
als auch fur die Expression von PD-L1 verantwortlich (Grabie et al.,
2007). In Biopsien von Patienten mit chronischer Trypanosoma cruzi
Infektion konnte eine erhohte IFN-y-Expression nachgewiesen werden
und auch durch IFN-y induzierte Genprodukte wie HLA waren erhoht
(Cunha-Neto et al., 2005, Abel et al., 2001). Zudem wurden in T-Zellen,
welche aus Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz isolierten wurden,
erhohte Spiegel von fur IFN-y-codierender mRNA nachgewiesen
(Yndestad et al., 2003). IFN-y scheint jedoch eine protektive Funktion im
Myokard zu haben, so zeigten IFN-y-defekte Mause erhdhte Spiegel von
Interleukin-13  und Interleukin-4 und entwickelten chronische
Myokarditiden, Perikarditiden und DCM nach Infektion mit Coxsackievirus
B3 (Fairweather et al., 2004).

4.4. Einflussfaktoren auf die PD1- und PD-L1-Expression bei
Myokarditiden und Patienten nach Herztransplantation
Im Originaldatensatz bestand eine signifikante maRig negative
Korrelation zwischen der Symptomdauer und dem PD1-Score in
gemeinsam betrachteten Patienten mit Myokarditis und Patienten der
Kontrollgruppe. Diese Korrelation zwischen der Symptomdauer und dem
PD1-Score konnte auch in ausschlieRlich Patienten mit chronischer
lymphozytarer Myokarditis gezeigt werden. Beide Korrelationen waren
jedoch im imputierten Datensatz nicht signifikant. Mit zunehmender
Dauer der Symptome sank demnach die PD1-Expression, was mit
Studienergebnissen von Barber et al. in Bezug auf akute Infektionen
Ubereinstimmt. Im Mausmodell konnte nach Infektion mit LCMV
(Armstrong) anfanglich eine Erhéhung der PD1-Expression auf CD8-
positiven T-Zellen beobachtet werden, welche jedoch schnell vom Korper

herunterreguliert wurde. Hierbei wurde die PD1-Expression mit Hilfe einer
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Durchflusszytometrie bestimmt. Bei chronischen Infektionen war dagegen
keine Erniedrigung der PD1-Expression zu beobachten, es wurde eine
konstant erhohte PD1-Expression festgestellt und auch die PD-L1-
Expression war auf Splenozyten erhoht (Barber et al., 2006). Je langer
die Symptome von Patienten mit akuten Myokarditiden anhalten, desto
mehr scheint der PD1-PD-L1-Signalweg flr den Korper als Regulator der
Uberschieflenden Immunantwort an Bedeutung zu verlieren. Auch
Patienten nach Herztransplantation zeigten eine negative Korrelation
zwischen der vergangenen Zeit nach Transplantation und dem PD1-
Score. Die Korrelation von PD-L1-Score und der vergangenen Zeit nach
Transplantation verfehlte das Signifikanzniveau nur knapp, mit
imputiertem Datensatz zeigte sich eine malig negative signifikante
Korrelation. Je langer ein Patient ein Spenderherz hatte, desto geringer
war demnach die Expression von PD1 und PD-L1. Bei
Checkpointinhibitorengabe wird wiederum die Wahrscheinlichkeit einer
AbstoBung mit zunehmender Zeit nach Transplantation geringer
(d'lzarny-Gargas et al., 2020). Dies legt die Vermutung nahe, dass der
PD1-PD-L1-Signalweg mit zunehmender Zeit nach Transplantation an
Wichtigkeit fur die Akzeptanz des Transplantats verliert und der Koérper
daher die Expression von PD1 und PD-L1 herabfahrt.

In akuten lymphozytaren Myokarditiden konnte zwischen dem Alter der
Patienten und dem PD-L1-Score eine malig negative Korrelation gezeigt
werden. Der Korper scheint die uUberschielende Immunantwort mit
steigendem Alter entweder weniger stark Uber den PD1-PD-L1-
Signalweg zu drosseln oder eine Interaktion von PD1 und PD-L1 flhrt mit
steigendem Alter zu einer starkeren intrazelluldaren Reaktion, wodurch
weniger Bindungen zwischen PD1 und seinem Rezeptor fur dieselbe
intrazellulare Wirkung bendtigt werden. Studien zur Wirksamkeit von
Checkpointinhibitoren in der Tumortherapie zeigen, dass die Wirksamkeit
der Checkpointinhibitoren mit steigendem Alter zunimmt, was die grolde
Relevanz des PD1-PD-L1-Signalwegs auch im Alter deutlich macht
(Kugel et al., 2018). Weshalb altere Patienten nach Herztransplantation
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eine geringe Expression von PD1 zeigten, kann nicht abschlief’end
geklart werden, vergleichbare Studien liegen nicht vor. Ein Vergleich des
Alters der Patienten mit akuter zellularer Absto3ungsreaktion Grad 2R
und der Patienten der Kontrollgruppe mit AbstoRungsreaktion Grad OR
zeigte jedoch einen signifikanten Unterschied mit deutlich alteren
Patienten in der Kontrollgruppe, was die negative Korrelation des PD1-
Scores mit dem Alter bedingen kdnnte. Es bestand keine signifikante
Korrelation des Alters mit dem PD1-Score bei Patienten mit akuter
zellularer Abstoldungsreaktion Grad 2R, was vermutlich auf die geringe

Anzahl an Patienten zurtickzuflhren ist.

In Patienten mit chronischen lymphozytaren Myokarditiden bestand ein
signifikanter Zusammenhang zwischen PD-L1-Score und dem
Geschlecht der Patienten, wobei Frauen hdéhere PD-L1-Scores zeigten
als Manner. Im Allgemeinen ist die Datenlage zum Zusammenhang
zwischen PD-L1-Expression und Geschlecht sehr gering, die Forschung
konzentriert sich vor allem auf Malignome, welche auf
Checkpointinhibitoren-Therapie ansprechen. Die Gabe von 173-Estradiol
erhohte die PD-L1-Expression auf Endometrium- und
Mammakarzinomzellen, wobei die PD-L1- mRNA-Transkription nicht
erhoht war, vielmehr wurde der Abbau der PD-L1-mRNA verringert (Yang
et al, 2017). Dagegen konnten hohere PD-L1-Expressionen in
mannlichen Patienten mit Adenokarzinomen der Lunge gezeigt werden
(Chen et al., 2019). Studien an Mausen, die keinen funktionsfahigen 173-
Estradiol-Rezeptor ausbilden konnten zeigten, dass diese auch eine
geringere PD1-Expression aufwiesen als die Kontrollgruppe, zudem stieg
die intrazellulare PD1-Expression nach Gabe von Estradiol im Wildtyp an
(Polanczyk et al., 2007). Im Menschen konnten hormonbedingte
Expressionsunterschiede von PD1 auf CD4-positiven T- Zellen
nachgewiesen werden, postmenopausale Frauen wiesen im Vergleich zu
pramenopausalen Frauen und alteren Manner eine verringerte PD1-
Expression in Blutzellen auf (Reitsema et al., 2019). Inwiefern hormonelle

Faktoren wie beispielsweise Kontrazeptivaeinnahme oder Menopause
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Einfluss auf die untersuchten Patientinnen hatten wurde nicht erfasst, die
Altersverteilung war in mannlichen und weiblichen Patienten jedoch
vergleichbar, was eine Uber das Alter hinweg gemittelte hormonbedingt
hohere Expression von PD-L1 in weiblichen Patientinnen annehmen

|asst.

Es konnten keine Zusammenhange zwischen PD1- oder PD-L1-Score
und den Variablen LVEF, viraler Nukleinsaurenachweis im Myokard und
im Blut gezeigt werden. Eine Hochregulation der Expression von PD1
durch verschiedene Viren konnte jedoch in einigen Studien beobachtet
werden. Beispielsweise war die PD1- Expression auf spezifischen CD8-
positiven T-Zellen in den ersten Tagen nach HSV-1-Infektion im
Mausmodell erhéht (Channappanavar et al., 2012). Sowohl bei Patienten
mit AbstoRungsreaktion Grad 2R als auch bei Patienten der
Kontrollgruppe mit AbstoRungsreaktion Grad OR wurde die DNA von EBV
am haufigsten im Myokard nachgewiesen, bislang wurden jedoch keine
Studien zum Zusammenhang der Expression von PD1 und PD-L1 und
dem Nachweis von EBV DNA in Myokarditiden durchgefuhrt. Jedoch
konnte in Untersuchungen an Biopsien von an Morbus Hodgkin
erkrankten Patienten kein Zusammenhang zwischen dem Nachweis von
EBV DNA und der Expression von PD1 gefunden werden (Paydas et al.,
2015). Ein Zusammenhang zwischen einer EBV-Infektion und der PD-L1-
Expression konnte dagegen in Reed-Sternberg-Zellen sowie in
Magenkarzinomen gezeigt werden (Boger et al., 2016, Ozturk et al.,
2020). Das von EBV exprimierte Membranprotein LMP1 kann Uber den
AP1-Signalweg sowie uber JAK-STAT die Promotoraktivitat des PD-L1-
codierenden Gens aktivieren (Green et al., 2012). Aus welchem
Grund die Expression von PD-L1 in EBV-infizierten Zellen erhoht ist, ist
nicht abschlieRend geklart. Es ware denkbar, dass das Virus die erhdhte
Expression als Schutzmechanismus nutzt, damit CD8-positive T-Zellen
seine Wirtszelle nicht zerstéren. Studien im Mausmodell konnten zeigen,
dass PD1-defiziente Versuchstiere im Vergleich zur Kontrollgruppe nach

Adenovirusinfektion eine schnellere Virusclearance, jedoch auch
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schwerere Hepatitiden zeigten (lwai et al., 2003). Die erhdhte Expression
von PD-L1 und Interaktion mit PD1 scheint somit die infizierte Zelle selbst
davor zu schutzen, von CD8-positiven T-Zellen erkannt und durch die
Ausschuttung von Granzym und Perforin in die Apoptose getrieben zu
werden und beugt dadurch einer zu starken Entzindungsreaktion vor
(Schoénrich and Raftery, 2019).

Da sich aus den Korrelationsanalysen flr Patienten mit akuter zellularer
AbstoRungsreaktion Grad 2R keine Zusammenhange zwischen den
Variablen Alter, Geschlecht, LVEF, vergangener Zeit nach
Transplantation und Virusnachweis im Myokard sowie im Blut ableiten
lieRen, bleibt die Frage, ob dies auf Licken der Scores oder auf
statistische Grunde zurlckzufiuhren ist. Vor allem die geringe
Patientenzahl scheint hierbei relevant zu sein. Zwar wurde mit Hilfe der
sieben zuvor durchgefihrten Imputationen versucht, Datenllicken zu
schlieRen, die Gesamtzahl von 14 Patienten war jedoch trotz allem
gering. Aus diesem Grund ist die Aussage, dass keine signifikanten
Einflussfaktoren auf die PD1- und PD-L1-Expression bei akuten
zellularen AbstoRungsreaktionen Grad 2R identifiziert werden konnten

unter Vorbehalt zu bewerten.

4.5. Klinische Bedeutung der PD1- und PD-L1-Expression in
Myokarditiden und AbstoBungsreaktionen

Die LVEF ist ein wichtiger Pradiktor fur ein schlechteres “Outcome” bei
Erwachsenen mit Myokarditiden, Herzinsuffizienz und bei an Myokarditis
erkrankten Kindern (Curtis et al., 2003, Rodriguez-Gonzalez et al., 2019,
Kindermann et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit wurden die Patienten
anhand ihrer gemessenen Werte der LVEF in drei Gruppen eingeteilt:
Gruppe eins zeigte eine LVEF von mindestens 50%, Gruppe zwei
mindestens 40% aber weniger als 50% und Gruppe drei unter 40%.
Zwischen dem PD1- beziehungsweise dem PD-L1-Score und der

LVEF konnte sowohl in Patienten mit akuten und chronischen
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Myokarditiden als auch in Patienten mit AbstoRungsreaktion Grad 2R
keine Korrelation gefunden werden, weshalb eine hohe PD1- und PD-L1-
Expression unter diesem Gesichtspunkt keine Aussage Uber das
,Outcome* der Patienten zulasst. Jedoch zeigten sich signifikant erhohte
PD1- und PD-L1-Expressionen in Riesenzellmyokarditiden, welche
unbehandelt nach durchschnittich nur drei Monaten todlich enden
(Kindermann et al., 2012). Die erhdhte Expression von PD1 und PD-L1 in
akuten Myokarditiden und akuten zellularen Abstol3ungsreaktionen Grad
2R legt die Vermutung nahe, dass der Korper uber den PD1-PD-L1-
Signalweg versucht, die Uberschiefende Autoimmunreaktion zu
drosseln. Die Interaktion von PD1 wund PD-L1 inhibiert den
PI3K/Proteinkinase B  Signalweg, Uber welchen mTOR, eine
Serin/Threonin-Kinase, die an den Komplexen mTORC1 und mTORC2
beteiligt ist, aktiviert wird (Boussiotis, 2016, Saxton and Sabatini, 2017).
Bei Blockade von PD1 steigt die Konzentration von mTOR in CD4- und
CD8-positiven T-Zellen (Liu et al., 2020). Im Myokard ist mTOR fiur die
Anpassung des Herzens an eine erhdhte Nachlast wichtig. mTOR-
negative Mause zeigten eine verringerte Hypertrophie des Herzens als
Reaktion auf erhdhte Druckbelastung mit resultierender DCM und
Herzinsuffizienz, welche letal endete (Zhang et al., 2010). Auch die
Deletion von Raptor, einem Bestandteii von mTORC1, flhrte in
Versuchstieren zu DCM und Herzinsuffizienz, was impliziert, dass
mTORC1 fur das Wachstum und die Proliferation von Myozyten im
Erwachsenen von Relevanz ist (Shende et al., 2011, Sciarretta et al.,
2014). Des Weiteren aktiviert mTORC1 das Protein SREBP, welches flr
die Lipidsynthese und den damit verbundenen Aufbau neuer
Zellmembranen wichtig ist. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass
MmTORC1 die Synthese neuer Nukleotide fordert, welche fur die
Replikation bendtigt werden. Somit ist mTORC1 wesentlich an der
Zellteilung und Proliferation beteiligt (Saxton and Sabatini, 2017). Auch
fordert mTOR die Ausdifferenzierung von TH1-, TH2- und TH17-Zellen,
die Deletion von mTOR fuhrt dagegen zur Ausdifferenzierung von
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antiinflammatorisch wirkenden T, (Delgoffe et al., 2009). Versuche an
Ratten konnten zeigen, dass in Versuchstieren mit autoimmunen
Myokarditiden S6K1, ein Substrat von mTOR, starker phosphoryliert war
als in gesunden Versuchstieren (Maeda et al., 2005). Da, wie von Saxton
und Sabatini (2017) sowie Boussiotis (2016) berichtet, mTOR Uber den
PI3K/Proteinkinase B Signalweg aktiviert wird und der PD1-PD-L1-
Signalweg diesen inhibiert, lasst die in der vorliegenden Arbeit
gemessene erhohte Expression von PD1 und PD-L1 vermuten, dass der
Korper der moglicherweise erhohten Aktivitat von mTOR uber den PD1-
PD-L1-Signalweg entgegenzuwirken versucht. Vor allem in
Riesenzellmyokarditiden konnte eine signifikant erhdhte Expression von
PD1 gezeigt werden, moglicherweise ist hier die Inhibition von mTOR
uber den PD1-PD-L1-Signalweg besonders wichtig. Dies legt die
Vermutung nahe, dass eine unterstitzende Behandlung mit mTOR-
Inhibitoren in allen akuten Myokarditiden, insbesondere jedoch in
Riesenzellmyokarditiden, erfolgversprechend sein kdnnte, da daruber der
naturliche Weg des Korpers, die mTOR Aktivitat in akuten Myokarditiden
zu drosseln, unterstitzt werden konnte. Ein Fallbericht eines Patienten,
der nach Herztransplantation wiederholt an einer Riesenzellmyokarditis
erkrankte, konnte zeigen, dass diese mit Kortikosteroiden, Basiliximab,
Tacrolimus, Antithymozytenglobulin und Rituximab nicht therapierbar war,
nach Verwendung von Rapamycin jedoch ausheilte und nicht erneut
auftrat (Patel et al., 2019). Studien an Ratten konnten zeigen, dass eine
Behandlung mit Rapamycin die Phosphorylierung von S6K1 unterdrtickte,
was auf die inhibitorische Wirkung von Rapamycin auf mTORC1
zurlckzufuhren ist. Versuchstiere unter Behandlung mit Rapamycin
zeigten eine geringere Inflammation und einen geringeren Fibrosegrad.
Die gemessenen BNP-Konzentrationen im Blut der Versuchstiere waren
in Versuchstieren mit Rapamycinbehandlung geringer, das Uberleben der
Versuchstiere mit autoimmunen Myokarditiden konnte durch Behandlung
mit Rapamycin verlangert werden (Maeda et al., 2005). Dagegen zeigten

Studien an Mausen mit Uberexpression von mTOR eine verringerte
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Expression von Interleukin-6 und einen geringeren Fibrosegrad sowie
eine verminderte Entzindungsreaktion im Myokard, was die komplexe
und noch nicht vollstéandig verstandene Rolle von mTOR deutlich macht
(Song et al., 2010).

Wahrend fur die Behandlung von akuten Myokarditiden der Einsatz von
Rapamycin vielversprechend erscheint, konnte die vorliegende Arbeit
keine erhohte PD1- und PD-L1-Expression in chronischen lymphozytaren
Myokarditiden zeigen. Dies kénnte darauf hinweisen, dass der PD1-PD-
L1-Signalweg und die dartber bewirkte Inhibition von mTOR in
chronischen Myokarditiden fur die Regulation der Immunantwort weniger
relevant sein konnte, weshalb fur die Behandlung von chronischen
lymphozytaren Myokarditiden anderen immunmodulatorischen
Therapieoptionen, beispielsweise Kortikosteroiden oder Azathioprin, der
Vorrang gegeben werden sollte. Studien von Frustaci et al. konnten
bereits eine positive Wirkung von Glukokortikoiden und Azathioprin auf
den Verlauf von Virus-negativen Myokarditiden zeigen. Patienten mit
akuten lymphozytaren Myokarditiden sowie chronischem Herzversagen
ohne Nachweis von viraler Nukleinsaure im Myokard zeigten nach
Behandlung mit Prednisolon und Azathioprin Uber einen Zeitraum von
gesamt sechs Monaten eine signifikante Erhohung der LVEF, wahrend
die Placebogruppe schlechtere LVEF-Werte zeigte als zu Beginn der
Studie (Frustaci et al., 2009).

In Patienten mit Herztransplantaten betrug die Rate an
AbstoRungsreaktionen Grad 3a oder schwerer in Studien von Keogh et
al. in Patienten unter Behandlung mit Azathioprin 55,8% wahrend
Patienten unter Behandlung mit Rapamycin nur in 33,8% eine
AbstoRungsreaktion Grad 3a oder schwerer zeigten (Keogh et al., 2004).
Studien an Ratten mit Herztransplantat konnten zeigen, dass die
Behandlung mit Rapamycin langfristig zu erhdhten Spiegeln an

Interleukin-4 und Interleukin-10 fuhrte, welche fur die Aktivierung von

93



antiinflammatorischen TH2-Zellen sprechen (Ferraresso et al., 1994). Die
Expression von PD1 und PD-L1 kann zudem als Indikator des
Schweregrads der akuten zelluldaren AbstoRungsreaktion in der
Diagnosestellung verwendet werden. In der vorliegenden Arbeit wurde
eine erhohte Expression von PD1 und PD-L1 in akuten zellularen
AbstoRungsreaktionen Grad 2R gezeigt. Choudhary et al. zeigten, dass
die PD-L1-Expression auch in akuten zelluldaren Abstol3ungsreaktionen
Grad 1R erhdht war, wobei die Expression von PD- L1 in Biopsien mit
akuter zellularer AbstoRungsreaktion Grad 2R hoher war als in Biopsien
mit Grad 1R (Choudhary et al., 2020). Zur Beurteilung des Schweregrads
einer akuten zellularen AbstoRungsreaktion koénnte in Zukunft die

Expression von PD-L1 von Bedeutung sein.
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5. Zusammenfassung

Seit einigen Jahren werden in der Tumortherapie verstarkt
Checkpointinhibitoren eingesetzt, welche die Proteine ,Programmed
cell death protein 1“ (PD1) und ,Programmed cell death 1 ligand 1°
(PD-L1) inhibieren. Im Rahmen dieser Therapien kdnnen jedoch teilweise
letale Myokarditiden auftreten. Bislang ist wenig dartber bekannt, ob und

in welchem Ausmald PD1 und PD-L1 in Myokarditiden exprimiert werden.

In dieser Arbeit wurde die Expression von PD1 und PD-L1 in Relation
zum Ausmald der Infiltration durch CD3-positive T-Zellen und CDG68-
positive Makrophagen in akuten lymphozytaren Myokarditiden, akuten
eosinophilen Myokarditiden, Riesenzell- myokarditiden, chronischen
lymphozytaren Myokarditiden sowie in akuten zellularen
AbstoBungsreaktionen Grad 2R nach Herztransplantation untersucht. Als
Kontroligruppe der Myokarditispatienten wurden Patienten mit
hypertensiver Herzerkrankung und DCM ohne Entzindung untersucht,
die Kontrollgruppe der Patienten mit akuter zellularer Abstof3ungsreaktion
Grad 2R bestand aus Patienten ohne zellulare AbstoRungsreaktion (Grad
OR). Fur die Quantifizierung der PD1- Expression wurde der PD1-Score
entwickelt, der die PD1-Expression auf Immun- zellen ins Verhaltnis zur
Zahl der infiltrierenden CD3-positiven T-Zellen setzt. Der PD1-Score von
0 entspricht einem Préaparat, in welchem der Quotient aus PD1- positiven
Zellen und CD3-positiven Zellen unter 1% lag. Der PD1-Score 1 zeigt
einen Quotienten von 1-10%, der Score 2 einen Quotienten von Uber
10% aber unter 25% und der Score 3 einen Quotienten von 225% an. Fur
die Quantifizierung der PD-L1- Expression wurde der PD-L1-Score
verwendet, der bezuglich der prozentualen Expression von PD-L1 auf
Myozyten im gesamten Praparat die Werte von 0 bis 3 annehmen kann.
Der PD-L1-Score 0 zeigt keine signifikante Expression von PD-L1. Der
PD-L1-Score 1 belegt eine schwache PD-L1 Expression und wenn bis zu
25% aller Myozyten eine klare Farbung zeigten, wurde der PD-L1-Score

2 vergeben, bei mehr als 25% der PD-L1-Score 3. Zudem wurde
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Uberpruft, ob die Faktoren Alter, Geschlecht, LVEF, Virusnachweis im
Myokard und im Blut sowie die Dauer der Erkrankung beziehungsweise
die Dauer nach Transplantation Einfluss auf die Expression von PD1 und
PD-L1 haben.

Die Ergebnisse zeigten einen signifikant erhéhten PD1-Score in akuten
lymphozytaren Myokarditiden (PD1-Score 1: 60%, PD1-Score 2: 33,33%,
PD1-Score 3: 6,67%), akuten eosinophilen Myokarditiden (PD1-Score O:
6,25%, PD1-Score 1: 56,25%, PD1-Score 2: 31,25%, PD1-Score 3:
6,25%) und Riesenzellmyokarditiden (PD1-Score 1: 11,11%, PD1-Score
2: 66,67%, PD1-Score 3: 22,22%) im Vergleich zu chronischen
lymphozytaren Myokarditiden (PD1-Score 0: 94,12%, PD1-Score 2:
5.88%) und zur Kontroligruppe (PD1-Score 0: 80,95%, PD1-Score 2:
19,05%). Zudem konnten signifikant erhdhte PD-L1-Scores in akuten
lymphozytaren Myokarditiden (PD-L1-Score 1: 73,33%, PD-L1-Score
2: 20%, PD-L1-Score 3: 6,67%), akuten eosinophilen Myokarditiden
(PD-L1-Score 0: 18,75%, PD-L1-Score 1: 50%, PD-L1-Score 2: 25%,
PD-L1-Score 3: 6,25%) und Riesenzellmyokarditiden (PD-L1-Score 1:
33,33%, PD-L1-Score 2: 55,56%, PD-L1-Score 3: 11,11%) im
Vergleich zu chronischen lymphozytaren Myokarditiden (PD-L1-Score 0:
47,06%, PD-L1-Score 1: 52,94%) und zur Kontrollgruppe (PD-L1-Score
0: 42,86%, PD-L1- Score 1: 57,14%) gezeigt werden. Chronische
lymphozytare Myokarditiden zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe
keine erhdohten PD1- und PD-L1-Scores. Riesenzellmyokarditiden wiesen
die hochste PD1-Expression auf (Median=2, Interquartilsabstand=0,5).
Patienten mit akuter und chronischer Myokarditis zeigten eine Abnahme
des PD1-Scores bei zunehmender Krankheitsdauer (Kendall Tau=-
0,390, p=0,003). Je alter Patienten mit akuter lymphozytarer Myokarditis
waren, desto hdhere PD-L1-Scores zeigten sie durchschnittlich (Kendall
Tau=0,493, p=0,027). Der PD-L1-Score bei Patienten mit chronischer
lymphozytarer Myokarditis war bei Frauen signifikant hoher als bei
Mannern (Cramer-V=0,653, p=0,007), was auf geschlechtsspezifische,

vermutlich hormonbedingte Unterschiede der PD-L1- Expression
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hinweist.

Patienten mit akuter zellularer AbstoRungsreaktion Grad 2R hatten im
Vergleich zu Patienten ohne Abstoldungsreaktion Grad OR eine deutlich
erhohte PD1-Expression (Grad 2R: PD1-Score 1: 7,14%, PD1-Score
2: 57,15%, PD1-Score 3: 35,71%; Grad OR: PD1-Score 0: 95%, PD1-
Score 3: 5%). Auch die PD-L1-Expression war in Patienten mit akuter
zellularer Abstollungsreaktion Grad 2R im Vergleich zur Kontrollgruppe
erhoht (Grad 2R: PD-L1-Score 0: 35,71%, PD-L1-Score 1: 64,29%; Grad
OR: PD-L1-Score 0: 100%). Bei Patienten mit akuter =zellularer
AbstoRungsreaktion Grad 2R und Patienten ohne
AbstoRungsreaktion Grad OR war der PD1-Score umso kleiner, je langer
die Herztransplantation zurlcklag (Kendall Tau=-0,395, p=0,013). Zudem
nahm der PD1-Score mit steigendem Alter bei allen Patienten mit
akuter zellularer AbstolRungsreaktion ab (Kendall Tau=-0,305, p=0,027).
Die Korrelation der PD-L1-Expression mit der Dauer nach
Herztransplantation war nur im imputierten Datensatz signifikant, die PD-
L1- Expression war umso kleiner, je langer die Transplantation der
Patienten zurtcklag (Spearmanscher Korrelationskoeffizient:-0,370,
p=0,04, Kendall Tau=-0,336, p=0,065).

Aus der Literatur ist bekannt, dass der PD1-PD-L1-Signalweg Uber den
PI3K/Proteinase B Signalweg hemmend auf das Protein mTOR wirkt,
welches an Entzindungsreaktionen im Myokard beteiligt ist und
antiinflammatorische Prozesse inhibieren kann. Es konnte vermutet
werden, dass der Korper durch die verstarkte Expression von PD1 und
PD-L1 in akuten Myokarditiden und AbstoRungsreaktionen Grad 2R die
erhohte Aktivitat von mTOR Udber den PD1-PD-L1-Signalweg zu
inhibieren und so eine UberschieBende Immunantwort gegen
korpereigene Myozyten zu verhindern versucht. Auf Grundlage der
Ergebnisse konnte eine Behandlung von akuten Myokarditiden und
akuten zellularen Abstol3ungsreaktionen Grad 2R mit dem Medikament
Rapamycin sinnvoll erscheinen, da auch Rapamycin Uber den

PI3K/Proteinase B Signalweg mTOR inhibieren kann. Eine Therapie mit
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Rapamycin kénnte die Effekte von PD1/PD-L1 auf die infiltrierenden
Zellen verstarken und die Inflammation im Rahmen von akuten
Myokarditiden und akuten zellularen AbstoRungsreaktionen
herunterregulieren. Zudem konnte die Farbung von PD1 und PD-L1 in
Zukunft bei der Beurteilung des Schweregrads einer akuten zellularen

AbstoRungsreaktion von Bedeutung sein.
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