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1. Einleitung

Die Inzidenz des Plotzlichen Kindstods ist durch Identifikation von Risikofaktoren und durch
Aufklarungskampagnen in den letzten Jahren weltweit stark zuriickgegangen. Dennoch ist der
Pl6tzliche Kindstod in den Industrieldandern auch heute noch die héaufigste Todesursache in der

Postneonatalperiode.

In den vergangenen Jahrzehnten sind viele unterschiedliche Theorien iiber Pathogenese und Atio-
logie dieses Phdnomens untersucht worden, die Ursache ist jedoch nach wie vor ungeklért. Einen
Schwerpunkt bildet dabei die Erforschung von Infektionen als Todesursache, vor allem, weil ein
GrofBteil der Sduglinge in den Tagen vor ihrem Tod Zeichen eines banalen Infektes aufweist;
meist Infektionen der oberen Atemwege. Heute werden auch akute Myokarditiden als mogliche
Todesursache in Féllen des Plotzlichen Kindstods diskutiert und sind auch Gegenstand der vorlie-

genden Arbeit.

Mit konventionell-histologischen und immunhistochemischen Verfahren wird der Frage nachge-
gangen, ob in Fillen des Pl6tzlichen Kindstods eine Myokarditis als Haupttodesursache anzu-
nehmen ist. Neben dem Nachweis typischer zelluldrer Infiltration im Rahmen einer Myokarditis
wird in dieser Arbeit erstmalig auch das Vorkommen myokardialer Apoptose in Fillen des Pl6tz-

lichen Kindstods untersucht.



1.1 Der Plotzliche Kindstod

1.1.1 Begriffsbestimmung

Die Definition des Begriffs Plotzlicher Kindstod — auch ,,Sudden Infant Death Syndrome* bzw.
»SIDS“ — unterliegt in den vergangen Jahrzehnten einem stetigen Prozess mit dem Ziel, eine in-
ternational einheitliche Definition festzulegen. Die national wie international verschiedenen Be-
griffsbestimmungen der letzten Jahrzehnte unterscheiden sich vor allem in ihrer Prizision und der
Anzahl der Ein- bzw. Ausschlusskriterien. Allen ist jedoch gemein, dass sie den unerwarteten Tod

eines Sduglings beschreiben, flir den es keine hinreichend erklarende Ursache gibt.

Im Jahr 1970 verdffentlichte Beckwith in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der zweiten in-
ternationalen Konferenz in Seattle iiber den pldtzlichen Tod von Kindern erstmals eine allge-
meine offizielle Definition. Der Plotzliche Kindstod wird darin definiert als ,.,the sudden death of
any infant or young child, which is unexpected by history, and in which a thorough post-mortem

examination fails to demonstrate an adequate cause of death* (Beckwith, 1970).

Aufgrund dieser sehr allgemeinen, unspezifischen Definition ohne weitere gemeinsame oder aus-
schlieBende Kriterien (Beckwith, 2003; Krous et al., 2004) erfolgte in den folgenden Jahrzehnten
eine stetige Uberarbeitung und Erweiterung der Diagnosekriterien. So setzte 1991 ein Experten-
team des ,,National Institute of Child Health and Human Development” fiir die Diagnose des
Pl6tzlichen Kindstod neben der Obduktion auch die Beriicksichtigung der Krankengeschichte, die
Untersuchung des Sterbeortes sowie die Beschrinkung des Sduglingsalters auf Sduglinge unter
einem Jahr voraus: ,,SIDS is the sudden death of an infant under one year of age, which remains
unexplained after a thorough case investigation, including performance of a complete autopsy,

examination of the death scene, and review of the clinical history* (Willinger et al., 1991).

Heute ist die 2004 in San Diego festgelegte Definition anerkannt, die neben einer einleitenden
allgemeinen Definition eine zusdtzliche Unterteilung in drei weitere Kategorien enthélt. Darin
werden genaue und unterschiedlich weit gefasste Kriterien zu Todesumstinden, Obduktionsmerk-
malen und der Krankengeschichte festgelegt. Die allgemeine Definition lautet: ,,SIDS is defined
as the sudden unexpected death of an infant <1 year of age, with onset of the fatal episode appar-

ently occurring during sleep, that remains unexplained after a thorough investigation, including
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performance of a complete autopsy and review of the circumstances of death and the clinical his-
tory* (Krous et al., 2004). Die drei weiteren Kategorien werden wie folgt unterschieden (zitiert

und iibersetzt nach Krous et al., 2004 bzw. nach Madea und Drexler, 2012):

Kategorie IA:
Klinik: Alter als 21 Tage und jiinger als 9 Monate, unauffillige klinische Vorgeschichte, in-

klusive unauffilligem Schwangerschaftsverlauf (Dauer > 37 Wochen), normales Wachstum
und Entwicklung sowie keine dhnlichen Todesfille unter Geschwistern und nahen Verwand-
ten [...] oder anderen Kindern in der Obhut der gleichen Betreuer.

Todesumstinde: Untersuchung verschiedener Orte, an denen todesursédchliche Vorfille statt-
gefunden haben konnten und Feststellung, dass diese den Tod nicht erkldren. Sichere Schlaf-
umgebung ohne Hinweis auf einen unfallbedingten Tod.

Obduktion: Fehlen potentiell todlicher pathologischer Befunde [...], keine Hinweise auf
Traumata, Missbrauch, Vernachldssigung oder unbeabsichtigte Verletzung [...], negative Er-
gebnisse der toxikologischen, mikrobiologischen, radiologischen und postmortalen biochemi-

schen Untersuchungen sowie der Stoffwechseluntersuchungen.

Kategorie IB:

Alle Fille, die neben der allgemeinen Definition auch die Kriterien der Kategorie IA erfiillen,
auller dass die Untersuchung der verschiedenen Orte, an denen todesurséchliche Vorfille
stattgefunden haben konnten, nicht durchgefiihrt wurde und/oder mehr als eine der folgenden
Untersuchungsmethoden nicht durchgefiihrt wurde: toxikologische, mikrobiologische, radio-

logische, postmortal biochemische oder Stoffwechseluntersuchung.

Kategorie I1:

Alle Fille, die neben der allgemeinen Definition auch die Kriterien der Kategorie IA erfiillen,
auller folgenden Kriterien:

Klinik: Altersspanne auflerhalb Kategorie IA [...], dhnliche Todesfdlle unter Geschwistern
und nahen Verwandten [...] oder anderen Kindern in der Obhut der gleichen Betreuer [...],
neonatale oder perinatale Besonderheiten, die zum Zeitpunkt des Todes nicht mehr bestehen.
Todesumstiinde: Erstickungstod durch mechanische duBere Ursache oder Uberliegen kann

nicht sicher festgelegt werden.
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Obduktion: Vorliegen von gestortem Wachstum und Entwicklung, welches allerdings nicht
als todesursdchlich angesehen wird. Vorliegende entziindliche Verédnderungen oder Abnorma-

litdten sind nicht ausreichend, um als eindeutige Todesursache anerkannt zu werden.

1.1.2 Inzidenz, Risikofaktoren und Pravention

Der Plotzliche Kindstod ist in den Industrieldndern auch heute noch die héufigste Todesursache in
der Postneonatalperiode. Die Inzidenz der SIDS-Fille ist in Deutschland seit 1991 allerdings
stark riickldaufig. Unter Beriicksichtigung des Geburtenriickgangs zeigt sich eine Abnahme der
Sterberate von 1,78/1.000 Lebendgeborenen im Jahr 1991 auf 0,29/1.000 Lebendgeborenen im
Jahr 2009. Folgende eigene Darstellung der verdffentlichten Daten des Statistischen Bundesamtes

zeigt diesen Riickgang eindrucksvoll (Statistisches Bundesamt Deutschland, 2010):

‘ 51D S-Inzidenz —— Sterberate ‘
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Abbildung 1: Inzidenz des Pl6tzlichen Kindstods und Sterberate bezogen auf 1000 Lebendgebo-
rene in Deutschland, 1991-2009
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Malgebliche Ursache fiir diesen starken Riickgang der SIDS-Inzidenz in Deutschland, aber auch
weltweit, war die Identifikation bestimmter Risikofaktoren, die mit einer erhhten Wahrschein-
lichkeit fiir den Pl6tzlichen Kindstod verbunden sind, sowie vor allem die forcierte Veroffentlich-

ung von Kampagnen zur Umsetzung der daraus abgeleiteten protektiven Mallnahmen.

Den grofiten Effekt hatte dabei die Identifizierung der Bauchlage als wichtigster Risikofaktor und
die Empfehlung des Schlafens in Riickenlage, welche 1989 vor allem durch den Pédiater De Jon-
ge in den Niederlande publik gemacht wurde und dann weltweit, unter anderem in Kampagnen
wie die ,,Back to Sleep“-Kampagne in Lindern des British Commonwealth of Nation und den
USA, mit Nachdruck verbreitet wurde (siehe v.a. De Jonge et al., 1989; Dwyer et al., 1995; Mit-
chell et al., 1999; Wennergren, 1997). In einigen Studien konnte zudem gezeigt werden, dass auch
das Schlafen in Seitenlage als Risikofaktor anzusehen ist, vor allem deshalb, weil Séuglinge dar-
aus leicht in die Bauchlage rollen konnen (Fleming et al., 1996; Scragg und Mitchell, 1998). Re-
levant ist dabei, dass Sduglinge erst mit ca. 5-6 Monaten in der Lage sind, ihre Schlafposition

selbst zu dndern (Harrison et al., 1999a).

Weitere Risikofaktoren sowie praventive Maflnahmen sind im Folgenden dargestellt:

e Rauchen der Mutter, insbesondere wihrend der Schwangerschaft, aber auch postpartal, erhoht
das SIDS-Risiko dramatisch (Anderson und Cook, 1997; Blair et al., 1996; Bulterys et al.,
1990; Haglund und Cnattingius, 1990; Malloy et al., 1988; Oyen et al., 1997; Raza et al.,
1999; Schlaud et al., 1996; Schoendorf und Kiely, 1992; Steele und Langworth, 1966). Dabei
steigt das Risiko mit der Anzahl der tiglich gerauchten Zigaretten (Blair et al., 1996; Wisborg
et al., 2000). Auch ein anderweitiger Drogenkonsum der Mutter stellt einen Risikofaktor dar

(Blair et al., 1996; Chavez et al., 1979; Kandall und Gaines, 1991).

e Schlafen im Bett der Eltern, sogenanntes ,,Bed-Sharing*, ist insbesondere bei rauchenden, al-
koholisierten oder drogenabhingigen Elternteilen sowie bei Kindern unter 4 Monaten mit ei-
nem signifikant hoheren Risiko verbunden (Blair et al., 1999; Fleming et al., 1996; Scragg et
al., 1993). Allerdings konnte auch fiir Kinder, die alleine im eigenen Zimmer schlafen, ein er-
hohtes SIDS-Risiko nachgewiesen werden; die Ursache ist dabei noch unklar (Blair et al.,

1999; Tappin et al., 2005). Daher wird empfohlen, dass Sduglinge in den ersten Lebensmona-
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ten im eigenen Bett im elterlichen Schlafzimmer schlafen, sogenanntes ,,Co-Sleeping® (Blair
et al., 1999; Jorch et al., 2003; Tappin et al., 2005). Das gemeinsame Schlafen auf einem Sofa
ist unabhéngig von weiteren Faktoren stark kindstodgefédhrdend und sollte immer vermieden

werden (Blair et al., 1999; Tappin et al., 2005).

Eine Uberhitzung des Siuglings, insbesondere in Bauchlage, konnte als weiterer Risikofaktor
identifiziert werden (Fleming et al., 1996; Gilbert et al., 1992; Kleemann et al., 1996; Mit-
chell et al., 2008; Nelson et al., 1989). Daher wird empfohlen, die Raumtemperatur zwischen
16°C und 18°C zu regulieren (Jorch et al., 2003), sowie auf das Schlafen mit weichen Matrat-
zen, Kissen, Bettdecken, Schaffellen und Ahnlichem im Kindsbett zu verzichten (Hauck et
al., 2003; Mitchell et al., 1996; Scheers et al., 1998; Wilson et al., 1994). Dies natiirlich auch
um die akzidentielle Verlegung der Atemwege zu verhindern. Stattdessen wird das Schlafen in

einem Schlafsack empfohlen (Jorch et al., 2003).

Bestimmte kindseigene Merkmale, die allerdings wenig beeinflussbar sind, stehen ebenfalls
im Zusammenhang mit einem erhohten SIDS-Risiko: Frithgeburtlichkeit (< vollendete 37.
SSW), niedriges Geburtsgewicht (< 2500 g) sowie ménnliches Geschlecht (siehe u.a. Byard
und Krous, 2003; De Jonge et al., 1993; Hoffmann et al., 1988; Mitchell et al., 1997; Oyen et
al., 1997; Rintahaka und Hirvonen, 1986; Steele und Langworth, 1966).

Auch bestimmte miitterliche Faktoren sind mit einem erhdhten Risiko verbunden. Dazu zih-
len unter anderem sozioOkonomische Merkmale wie eine geringe Schulbildung, schlechte
Wohnverhiltnisse und junges Alter der Mutter (Peterson et al., 1982; Rintahaka und Hirvo-
nen, 1986; Steele und Langworth, 1966).

Durch verschiedene Studien als protektiv nachgewiesen und daher heute empfohlen wird so-
wohl das Stillen des Kindes (Ford et al., 1993; Hauck et al., 2003; Vennemann et al., 2009) als
auch das Verwenden eines Schnullers (Fleming et al., 1999; Hauck et al., 2003; Li et al.,
2006; Mitchell et al., 1993; Zotter et al., 2002).

Aufgrund der zeitlichen Ndhe zwischen den ersten von der Stindigen Imptfkomission

(STIKO) empfohlenen Impfungen ab dem 3. Lebensmonat und dem gehauften Auftreten von
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SIDS im zweiten bis vierten Lebensmonat wurde schlieSlich untersucht, ob eine Impfung das
SIDS-Risiko erhoht. In den 1970er Jahren verdffentlichte das Center for Disease Control and
Prevention in Tennessee einen Bericht, in dem ein Zusammenhang zwischen der Tetanus-
Diphterie-Pertussis-Impfung und dem Plotzlichen Kindstod vermutet wurde (Hutcheson,
1979). In spéteren Studien, unter anderem der TOKEN-Studie des Robert-Koch-Instituts,
konnte allerdings nachgewiesen werden, dass es keine Verbindung zwischen dem gehduftem
Auftreten des Plotzlichen Kindstods und den Impfungen gibt. Stattdessen konnte sogar ge-
zeigt werden, dass das SIDS-Risiko bei ungeimpften Sduglingen hoher als bei geimpften
Kindern ist (Essery et al., 1999; Mitchell et al., 1995; Schlaud et al., 2012; siche v.a. Metaana-

lyse von Vennemann et al., 2007).

1.1.3 Infektionen als Todesursache?

Aufgrund von epidemiologischen Auffilligkeiten steht in den letzten Jahren besonders die Erfor-

schung von Infektionen als Todesursache in Féllen des Pl6tzlichen Kindstods im Vordergrund.

So weist zum Beispiel ein GroBteil der Sduglinge in den Tagen vor dem Tod Zeichen eines Infek-
tes der oberen Atemwege auf. In einer Studie von Adelson und Kinney (1956) zeigten 80 von 126
Kindern (63 %) ,,histories of mild illness for 48 hours or less prior to death”. Gilbert et al. (1990)
wiesen sogar fiir 66 von 95 Sauglingen (69 %) Erkéltungssymptome bis zu zwei Wochen vor de-
ren Tod nach. Die Symptome waren jedoch meist unspezifisch und mild, so dass der Tod fiir P&-

diater, die von der SIDS-Gruppe vermehrt aufgesucht worden waren, nicht vorhersehbar war.

Daneben zeigten sich wihrend der Obduktion der verstorbenen Sduglinge regelméfig Anzeichen
eines Infektes, vor allem der oberen und unteren Atemwege, wie zum Beispiel einer Otitis media,
einer Tracheobronchitis sowie Zeichen einer milden Pneumonie (Althoff, 1977, 1986; Aoki,

1994; Coe und Hartmann, 1960; Johnstone und Lawy, 1966; Madea und Drexler, 2012).

Weiterhin ist auffdllig, dass der Kindstod vermehrt in der kalten Jahreszeit vorkommt bei gleich-
zeitig erhohter Inzidenz von Atemwegsinfekten bzw. Grippeerkrankungen (Beal und Porter, 1991;
Carpenter und Gardner, 1982; Douglas et al., 1996, 1998; Guntheroth et al., 1992; Rintahaka und
Hirvonen, 1986).
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Auch die Tatsache, dass der plotzliche Kindstod vor allem zwischen dem 2. und 4. Lebensmonat
auftritt (Byard und Krous, 2003; Goldberg et al., 1986; Rintahaka und Hirvonen, 1986; Steele
und Langworth, 1966), und damit einhergeht mit der Phase, in der die Konzentration der diapla-
zentar libertragenen miitterlichen Immunglobuline (Ig) bei noch bestehender Unreife des kindli-
chen Immunsystems abfillt, kann mit einer erhdhten Infektionsgefahr verbunden werden: ,,Ma-
ternal IgG protects against infection in the early weeks of life so that the risk of infection will rise
as maternal IgG levels falls” (Morris, 1999; sieche auch Raza und Blackwell, 1999). Durch das
Stillen erhilt der Sdugling allerdings zudem einen nichtimmunologischen Schutz vor Infektionen,
z.B. durch Glykoproteine oder Oligosachharide (Peterson et al., 1998), sodass dies als protektiv

empfohlen wird.

In den vergangenen Jahrzehnten wurden daher bereits friih bakterielle Infekte als Ursache fiir den
Pl6tzlichen Kindstod erforscht (Johnstone und Lawy, 1966). Neben dem Nachweis von Staph.
aureus in Blut und Gewebe (Goldwater, 2009) wurden unter anderem Infektionen mit E. coli
(Pearce et al., 1999) oder Helicobacter pylori (Pattison und Marshall, 1997) als mogliche Todes-
ursache diskutiert. Harrison et al. (1999b) wiesen in morgendlichen nasopharyngealen Abstrichen
nach, dass asymptomatische Kinder in Bauchlage eine hohere bakterielle Besiedlung mit Staph.
aureus hatten als in Riickenlage, wobei bei ménnlichen Sduglingen und in Wintermonaten beson-
ders hohe bakterielle Konzentrationen nachgewiesen wurden. Eine Ursache konnte sein, dass die
nasale Temperatur in Bauchlage signifikant hoher ist als in Riickenlage, was die Toxinproduktion

von Staph. aureus begilinstigt (Molony et al., 1999).

Forschungsgegenstand neben bakteriellen Infekten sind aber vor allem Virusinfektionen des Re-
spirationstraktes. Dabei erfolgte der serologische sowie heute meist molekularbiologische Virus-
nachweis insbesondere im Lungengewebe, aber auch in anderen Organen bzw. Geweben wie
Myokard, Speicheldriisen und Blut. Unter anderem wurden Infektionen mit CMV (Cecchi et al.,
1995; Dettmeyer et al., 2006a), Influenzaviren (Zink et al., 1987), Adenoviren (An et al., 1993;
Bajanowski et al., 1996) und RSV (An et al., 1993; Williams et al., 1984) in einem Kollektiv aus
Fillen des Plotzlichen Kindstods (syn. SIDS-Kollektiv) nachgewiesenen. Gleichzeitig konnte ge-
zeigt werden, dass Interleukin 6, ein Akut-Phase-Protein bei entziindlichen Prozessen, in Kinds-
todfillen erhoht ist ,,comparable to those we found in infants dying from infectious diseases like

meningitis and septicaemia® (Vege und Rognum, 2004 sowie Vege et al., 1995). Eine ausfiihrli-



16

che Studieniibersicht zur infektiologischen Hypothese des Kindstodes findet sich in Dettmeyer

(2004), S. 15ff.

Dennoch ergibt sich aus einer viralen oder bakteriellen Infektion alleine noch keine hinreichende
Erklarung fiir den Tod eines Sduglings (Madea, 2009; Williams et al., 1984; Zink et al., 1987).
Eine akute Myokarditis dagegen ist als Ursache plotzlicher Todesfalle, insbesondere auch bei jun-
gen Erwachsenen, bekannt (Basso, et al., 2001; Doolan et al., 2004). Daher liegt die Vermutung
nahe, dass eine Myokarditis urséchlich fiir den Pl6tzlichen Kindstod sein kdnnte, zumal sie meist
viral bedingt ist und klinisch auch asymptomatisch verlaufen bzw. nur mit leichten Erkaltungs-

symptomen einhergehen kann.

In der vorliegenden Arbeit wird daher der Frage nachgegangen, ob eine Myokarditis als Hauptto-
desursache im SIDS-Kollektiv angesehen werden kann. Dazu werden im folgenden Kapitel die
Atiologie, Pathogenese und Diagnostik einer Myokarditis sowie die bisherigen Forschungser-

gebnisse zur Myokarditis im Kindstodfalle ausfiihrlich und gesondert dargestellt.
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1.2 Myokarditis

1.2.1 Histopathologische Definition nach Aretz (= DALLAS-Kriterien)

1987 wurde in Dallas erstmals durch ein Pathologengremium um H. Thomas Aretz festgelegt,
wie eine Myokarditis histopathologisch definiert ist. Diese Definition und ihre Kriterien werden

auch als die ,,DALLAS-Kriterien bezeichnet (Aretz, 1987).

Eine Myokarditis ist demnach histopathologisch definiert als ein ,,process characterized by an in-
flammatory infiltrate of the myocardium with necrosis and/or degeneration of adjacent myocytes
not typical of the ischemic damage associated with coronary artery disease* (Aretz et al., 1987).
Demnach ist eine Myokarditis eine maf3geblich histologisch zu stellende Diagnose, die mit einer

Entziindung und einer Nekrose des Myokards einhergeht, ohne dass eine Ischdmie urséchlich ist.

Nach Aretz et al. (1987) konnen in einer ersten Biopsie zwei Formen unterschieden werden: eine
aktive Myokarditis mit inflammatorischen Infiltraten und Myozytenschiden sowie eine soge-
nannte Borderline-Myokarditis, die durch wenige vereinzelte Infiltrate bzw. durch keine lichtmi-
kroskopisch sichtbaren Myozytenschidden gekennzeichnet ist. Im Verlauf und nur durch eine wei-
tere Biopsie kann eine Myokarditis dann in ,,ongoing* (weiterhin unverénderte Infiltration), ,,re-
solving (abnehmende Infiltration, heilend) und ,,resolved” (abgeheilt, keine Infiltration mehr

sichtbar) unterteilt werden (Aretz et al., 1987).

Infiltrate konnen weiter nach der vorherrschenden Zellart in ,,lymphocytic, eosinophilic, neutro-
philic, giant cell, granulomatous* (Aretz et al., 1987) unterschieden werden. Aulerdem kdnnen
sie nach der Auspriagung der Infiltrate als mild, moderat und schwer sowie nach ihrer Verteilung

als fokal, konfluierend oder diffus beschrieben werden.

Eine virale Myokarditis zeichnet sich vor allem durch lymphozytére Infiltrate aus. Dabei gilt ein
Infiltrat von weniger als fiinf Lymphozyten pro High-Power-Field (=HPF, Gesichtsfeld bei
400facher VergroBerung) als normal (Aretz et al., 1987).
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1.2.2 Atiologie und Symptomatik

Hiufigste Ursache einer Myokarditis sind Virusinfektionen. In friiheren Studien wurden vor al-
lem Enteroviren als Hauptagens identifiziert, wobei insbesondere Coxsackieviren (B1-5) nachge-
wiesen werden konnten (Bowles et al., 1986; Burch et al., 1968; Dettmeyer et al., 2002; Kim et
al., 2001; Kiihl et al., 2005b; Woodruff, 1980). Daneben sind Infektionen mit Adenoviren (Bow-
les et al., 2003), Influenzaviren (Fairley et al., 1996) und Cytomegalieviren beschrieben worden,
letztere insbesondere in Féllen von letaler Myokarditis (Kyto et al., 2005). In den vergangenen
zehn Jahren zeichnet sich ein Erregerwechsel der kardiotropen Viren ab. So weisen verschiedene
Studien eine hohere Privalenz fiir Parvovirus B19 und HHV6 nach als fiir Entero- und Adeno-

viren (Kiihl et al., 2005a, 2005b; Mahrholdt et al., 2006; Pankuweit und Maisch, 2010).

Weitere mogliche Ursachen einer Myokarditis sind bakterielle Infektionen durch Streptokokken,
Mykoplasmen, Borrelien (McAlister et al., 1989) und Chlamydien; Infektionen durch Parasiten
und Pilze; toxische Myokarditiden durch z.B. Medikamente und assoziierte Myokarditiden bei
diversen Autoimmunerkrankungen. Eine detaillierte Ubersicht iiber potentielle Ursachen einer
Myokarditis findet sich u.a. in Dennert et al., 2008; Pankuweit und Maisch, 2010 sowie Strauer et
al., 2001.

Die klinischen Symptome einer Myokarditis sind je nach Virulenz, Art des Erregers und Ausmalf}
der Infektion vielféltig und groBtenteils unspezifisch. Sie reichen von keinen bzw. nur milden
Symptomen bis hin zur schweren Herzinsuftizienz und Tod. Anzeichen einer Myokarditis konnen
grippedhnliche Krankheitszeichen wie Miidigkeit, Fieber oder Myalgien sein, aber auch kardiale
Beschwerden wie Belastungsdyspnoe, Synkopen, Palpitationen, Angina pectoris und neu aufge-
tretene Herzgerdusche (Cooper, 2009; Klein et al., 2000; Mahrholdt et al., 2006; Pankuweit und
Maisch, 2010). In einigen Fillen zeigt sich eine Myokarditis auch mit allen Anzeichen eines aku-
ten Myokardinfarkts, inklusive infarkttypischer EKG-Verdnderungen (Angelini et al., 2000; Kiihl
et al., 2003). Insbesondere der plétzliche Tod durch Herzrhythmusstérungen (Chimenti et al.,
2004; Cooper, 2009; Heusch et al., 1996; Klein et al., 2000) macht eine Myokarditis in Féllen des

Plotzlichen Kindstods als hypothetische Todesursache interessant.
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1.2.3 Pathogenese und Verlauf

In der Erforschung der Pathogenese einer Virusmyokarditis an Tiermodellen konnten drei aufein-

anderfolgende Krankheitsphasen identifiziert werden:

1. Virusreplikation mit direkter Zellschddigung und Zelluntergang des Myokards durch das
Virus oder seine Toxine (McManus et al., 1993).

2. Aktivierung einer Immunreaktion mit verstarkter Aktivierung von Makrophagen, natiirlichen
Killerzellen (NK-Zellen), Antigen-prasentierenden Zellen (APC), proinflammatorischen Cy-
tokinen (Matsumori et al., 1994) sowie vor allem von CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten
(Cooper, 2009; Esfandiarei und McManus, 2008). In dieser Phase, die etwa 2-4 Tage nach
der Virusinfektion beginnt, zeigen sich typische Infiltrate im Myokard (Esfandiarei und Mc-
Manus, 2008). Durch die Immunreaktion, insbesondere durch NK-Zellen, die die virusinfi-
zierten Zellen zerstoren, wird das Myokard in dieser Phase weiter geschiadigt (Dennert et al.,
2008; Esfandiarei und McManus, 2008). Der immunologische Ablauf einer Infektion mit

kardiotropen Viren wird in der folgenden Abbildung dargestellt:
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Abbildung 2: Immunreaktion kardiotroper Infektionen (Noutsias et al., 2002)
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3. Viruselimination und Downregulation der Immunreaktion: In dieser Phase kommt es im bes-
ten Fall zur volligen Viruselimination mit Stopp der Virusreplikation und Beendigung der
Immunreaktion. Dabei kommt es zu Umbauprozessen (,,Remodelling*) des Myokards mit Fi-
brose und Kalzifizierung. Je nach Schweregrad bzw. Ausmal} der Myokardschidigung resul-
tiert daraus in unterschiedlicher Auspragung eine Linksherzinsuftfizienz mit eingeschriankter
Pumpfunktion, Herzrhythmusstérungen, eine Myokardhypertrophie oder eine dilatative Kar-
diomyopathie (DCM). Ist die Viruselimination nicht vollstindig, fithrt dies zu einer chro-
nischen Immunreaktion mit nachweisbaren Infiltraten und Persistenz von Virusgenom mit
massiver Reduktion der Pumpfunktion (Kiihl et al., 2005b) und schneller Entwicklung einer
DCM (Adams et al., 2006; Cooper, 2009; Dennert et al., 2008; Esfandiarei und McManus,
2008; Kandolf et al., 1993; Klingel et al., 1992, 2000; Kiihl et al., 2005a, 2005b; Liu und
Mason, 2001).

Nach ihrem Verlauf konnen Myokarditiden schlielich noch eingeteilt werden in fulminante, sub-

akute, chronisch aktive und chronisch persistierende Myokarditiden:

e Fulminante Myokarditis: Schnelle kardiale Linksherzdekompensation mit u.a. kardiogenem
Schock bis hin zum Tod. Typisch ist ein plotzlicher und heftiger Beginn der Symptomatik
(Lieberman et al., 1993). Meist gute Prognose mit vollstindiger Erholung bei unmittelbarer
Therapieeinleitung, die Ursache fiir die bessere Prognose trotz des heftigen Verlaufs ist noch

unklar (Dennert et al., 2008).

e Subakute Myokarditis: MaBige linksventrikuldre Dysfunktion, geringere histologische Infil-
trate sowie unklarer Beginn der Symptomatik (Liebermann et al., 1993). Die Patienten ent-
wickeln hédufig eine DCM und chronisch persistierende Infektionen. Sie haben eine schlech-

tere Prognose als bei der fulminanten Verlaufsform (McCarthy et al., 2000).

e  Chronische Myokarditis (,,ongoing myocarditis*): Andauernder Nachweis von Infiltraten und
Zellschddigung mit unterschiedlicher Auspragung der linksventrikuldren Dysfunktion. Bei
gleichzeitigem Virusnachweis wird diese Form auch als chronisch persistierende Myokarditis

bezeichnet (Aretz et al., 1987; Esfandiarei und McManus, 2008; Lieberman et al., 1993).
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1.2.4 Diagnoseverfahren und -kriterien

Die Diagnose einer Myokarditis ist aufgrund ihrer unspezifischen Symptome und verschiedener
methodischer Schwierigkeiten nicht einfach zu stellen. Dabei muss zwischen den diagnostischen
Moglichkeiten beim Lebenden oder Verstorbenen unterschieden werden: ,,Fiir den Kliniker ge-
hort die Myokarditis-Diagnose zu den schwierigsten, fiir den Pathologen ist sie bei ausgeprégter
Entziindung leicht, aber sie wird um so problematischer, je geringer die entziindlichen Infiltrate

sind“ (Hort, 1999).

Liegt ein klinischer Verdachtsfall vor, sollte zur Einleitung einer effizienten Therapie und zur Ver-

besserung der jeweiligen Prognose die Diagnose mittels folgender Verfahren gesichert werden:

Nichtinvasive
Diagnostik

diagnostik

Abbildung 3: Ablaufschema Myokarditisdiagnostik, modifiziert nach McManus et al. (2008)
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Nichtinvasive Diagnostik: Im EKG zeigen sich bei einer akuten Myokarditis u.U. ventrikula-
re oder supraventrikuldre Arrhythmien, ST-Strecken-Verdanderungen, AV-Blockierungen, ein
pathologisches ,,Q“ oder Extrasystolen. Im Labor kénnen erhéhte Herzenzyme (Troponin I
und T, LDH, CK-MB, BNP) bzw. erhohte Infektparameter nachgewiesen werden. Pumpfunk-
tions- bzw. Kinetikstorungen sind in der Farbdoppler-Echokardiographie nachweisbar und
eine eventuelle HerzvergroBerung im Thorax-Rontgen. Bereits aufgetretene Myokardschidden
konnen zusitzlich mittels kardialem MRT dargestellt und vor allem lokalisiert werden. Die
nuklearmedizinische Untersuchung mittels kardialer Szintigraphie spielt heute nur noch eine
untergeordnete Rolle und wird nicht mehr empfohlen (AWME, 2009; Cooper, 2009; Dennert
et al., 2008; Heusch et al., 1996; Klein et al., 2000; Kiihl et al., 1997; Mahrholdt et al., 2004;
Magnani und Dec, 2006; Pankuweit und Maisch, 2010; Strauer et al., 2001).

Invasive Diagnostik: Nachteil der nichtinvasiven Verfahren ist, dass eine Entziindungsreakti-
on im Myokard nicht nachgewiesen werden kann und eine weitere Differenzierung in Art
und Ursache der Myokarditis somit nicht moglich ist. Daher ist heute, insbesondere in fulmi-
nanten und therapieresistenten Verldufen, die invasive Diagnostik mittels Endomyokardbiop-
sie (EMB) iiber Links- bzw. Rechtsherzkatheter der Goldstandard. Dabei ist es wichtig, aus-
reichend viele Biopsien an verschiedenen Stellen des Myokards zu gewinnen, damit fokale
Infiltrate nicht {ibergangen werden, sog. ,,sampling error. Heute gilt die Entnahme von min-
destens 3-5, besser 8-10 Gewebeproben als Standard, dabei steigt die Sensitivitdt der Metho-
de mit der Anzahl der entnommenen Biopsien (Aretz et al., 1987; Billingham, 1985; Cun-

ningham et al., 2006; Chow et al., 1989; Hauck et al., 1989).

Gewebsdiagnostik: AnschlieBend werden heute die durch eine Endomyokardbiopsie gewon-
nenen Gewebeproben mit verschiedenen histologischen, immunhistochemischen und mole-
kularbiologischen Verfahren untersucht. Dabei gibt es innerhalb der verschiedenen Verfahren
jeweils bestimmte Kriterien bzw. Grenzwerte, die fiir das Vorliegen einer Myokarditis spre-
chen. Da die Ableitung der Myokarditisdiagnose aus Gewebsproben Grundlage der vorlie-

genden Arbeit ist, sollen diese myokarditisdefinierenden Kriterien hier dargestellt werden:

e Konventionell-histologische Verfahren: Die fiir Endomyokardbiopsien geltenden DAL-
LAS-Kriterien von 1987 (siehe Kapitel 1.2.1) sind auch heute noch aktuell; als alleiniges
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Diagnoseverfahren allerdings umstritten. Die Himatoxylin-Eosin (HE) gefarbten Prapara-
te werden auf Anzeichen einer Myokarditis untersucht. Dabei gelten weniger als 5 Lym-

phozyten pro High-Power-Field im Myokard als normal (Aretz et al., 1987). Dieser Wert

wurde durch eine Untersuchung von Foley und Edwards (1988) bestitigt, die an 100 ge-
sunden Herzen die als normal geltende Anzahl an Leukozyten ausgezéhlt haben. Dabei
kamen sie zu dem Ergebnis, dass in 95 % der Proben weniger als 5 Lymphozyten pro
High-Power-Field gefunden wurden. Eine weitere Untersuchung von Edwards et al.

kommt bereits 1982 zu dem Ergebnis, dass das Vorkommen von mehr als 5 Lymphozyten

gemittelt iiber 20 HPF mit der Diagnose einer Myokarditis zu vereinbaren ist. Entschei-

dender Nachteil der konventionell-histologischen Verfahren ist, dass verschiedene Zellar-
ten im HE-Schnitt leicht zu verwechseln sind, so dass zur Beurteilung eine hohe diagnos-
tische Erfahrung notwendig ist (Aretz et al., 1987). Daher gibt es selbst zwischen Exper-
ten eine hohe Interpretationsvarianz, die sog. ,,Interobserver Variability* (Shanes et al.,
1987), so dass die ausgewiesene Inzidenz von Myokarditiden innerhalb eines Studienkol-

lektivs enorm schwanken kann (siehe auch Kapitel 1.2.5).

Immunhistochemische Verfahren: Aufgrund dessen werden heute zusidtzlich immunhisto-
chemische Verfahren angewandt, die es ermoglichen, Oberflichenantigene von Zellen
spezifisch anzufarben, um damit eine schnelle und eindeutige Identifikation verschiedener
Zellarten zu ermoglichen und die entziindliche Reaktion des Myokards nachzuweisen
(Dennert et al., 2008; Dettmeyer, 2004; Dettmeyer et al., 2006b; Forcada et al., 1996;
Klingel et al., 2004; Kiihl et al., 1997; Magnani und Dec, 2006; Maisch et al., 2000; Pan-
kuweit und Maisch, 2010; Strauer et al., 2001).

Fiir Erwachsene gilt heute nach der Definition der World Heart Federation, dass eine aku-
te Myokarditis vorliegt bei >14 Leukozyten/mm?, ,,bestehend aus T-Lymphozyten (CD3)
oder aktivierten T-Lymphozyten (zum Beispiel CD45-R0)* (Maisch et al.; 2000).

Molekularbiologie: SchlieSlich gehort heute der Nachweis bekannter kardiotroper Viren
mittels PCR oder In-Situ-Hybridisierung zum Standard in der Myokarditisdiagnostik. Die
bisherige Virusserologie wird dadurch ersetzt (Dettmeyer, 2004; Dennert et al., 2008;
Klingel et al., 2004; Kiihl et al., 1997; Maisch et al., 2000; Strauer et al., 2001).
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Auch postmortal ist, insbesondere in Fillen eines plotzlichen Todes, die korrekte Diagnosestel-
lung einer Myokarditis auch fiir Hinterbliebene von Bedeutung. Im Unterschied zum Vorgehen
beim Lebenden stehen hier — statt der nichtinvasiven Verfahren und der Endomyokardbiopsie —
vor allem die Beriicksichtigung der individuellen Krankengeschichte sowie eine Obduktion zur
Verfiigung. Letztere dient auch zum Ausschluss von Differentialdiagnosen und Erhebung von
pathologischen makroskopischen Befunden des Myokards. Danach schlief3t sich ebenfalls die Ge-

websdiagnostik an, allerdings steht hier nun die gesamte Fliche des Myokards zur Verfiigung.

Die genannten Grenzwerte in den konventionell-histologischen sowie den immunhistochemi-
schen Verfahren werden auch auf autoptisch gewonnenes Myokard {ibertragen. Fiir Sduglinge

werden allerdings deutlich hohere Zellzahlen pro High-Power-Field als normwertig toleriert:

e Nach der ,,State of the art conference on the stratification of SUDI” werden fiir postmortal

gewonnenes Myokard von Séuglingen ,,<15 lymphocytes (10 HPF, using a 40 objective) in

one section in the absence of myocyte necrosis” (Rognum et al., 2003) als normal angesehen.

Eine Angabe, wie diese Grenzwerte ermittelt wurden, findet sich allerdings nicht.

e Dettmeyer et al. (2004) bzw. Dettmeyer (2004) veroffentlichten ebenfalls nach Zellarten dif-
ferenzierte Grenzwerte fiir eine Myokarditis an autoptisch gewonnenem Myokardgewebe bei
Sduglingen. Diese wurden aus den Ergebnissen einer eigenen Untersuchung zum Nachweis
von myokardialen Infiltrationen innerhalb eines SIDS-Kollektivs abgeleitet. Eine genaue An-
gabe, wie diese Grenzwerte statistisch begriindet wurden, findet sich allerdings nicht, zumal
kein signifikanter Unterschied in der durchschnittlichen Infiltration zwischen SIDS- und Kon-
troll-Kollektiv nachgewiesen wurde (Dettmeyer, 2004). Die folgende Tabelle zeigt das publi-

zierten Grenzwertkonzept:

Myokarditis Leukozyten (LCA) >15/HPF*
Myokarditis T-Lymphozyten (CD45-R0) >10/HPF*
Myokarditisverddchtig T-Lymphozyten (CD45-R0) 5-9/HPF*
Myokarditisverddchtig Makrophagen (CD68) >10/HPF*
*HPF=High-Power-Field, Wert als Durchschnitt von 20 HPF (400fache VergroBerung)

Tabelle 1: Myokarditisgrenzwerte (nach Dettmeyer et al., 2004 sowie Dettmeyer, 2004)
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1.2.5 Myokarditis und Plotzlicher Kindstod

In den vergangenen Jahrzehnten wurde bereits in einigen Studien der Frage nachgegangen, ob
eine Myokarditis im SIDS-Kollektiv als (Haupt-)Todesursache festgestellt werden kann. Die je-
weiligen Untersuchungen unterscheiden sich jedoch stark hinsichtlich der angewandten Diagno-
se- und Auswertungsverfahren, Umfang des Studienkollektivs, Art und Umfang der Kontrollgrup-
pe sowie wesentlich auch in ihren Ergebnissen. Uberwiegend wurden dabei Myokarditis-Inziden-
zen im SIDS-Kollektiv von 0 — 2 % ausgewiesen. Andere Untersuchungen weisen jedoch deutlich
hohere Inzidenzen aus, teilweise bis zu 20 % (Dettmeyer et al., 1999, 2009; Dettmeyer, 2004;
Rambaud et al., 1992; Rasten-Almquist et al., 2002; Shatz et al., 1997).

Einen Uberblick iiber bisherige Studien und ihre Ergebnisse gibt die folgende Tabelle:

Beckwith (1973) 500 SIDS-Fille I 5 1%
DeSa (1985) 3086 Autopsiefille (0-14 Jahre) I 17 0,55 %
Noren et al. (1976) 90 plétzliche Todesfélle < 16Jahre I 15 16,67 %

(davon 79 <1 Jahr) (8 <1 Jahr) (10 % < 1Jahr)

48 Kontrollfille (0-16 Jahre) 2 (beide > 1 Jahr) 4,2 %
Rambaud et al. (1992) 143 SIDS-Fille I 24 16,8 %
Shatz et al. (1997) 35 SIDS-Fille I 7 20 %

18 Kontrollfalle +Blutkultur 0 0%
Dettmeyer et al. (1999) |20 SIDS-Fille I+II 4 20 %
Rasten-Almquist et al. 410 SIDS Fille I (+evtl. IT) 69 16,8 %
(2002) 27 Kontrollfdlle (alle < 1 Jahr) 2 7,4 %
Detttmeyer et al. (2002) [ 60 SIDS-Fille [+II+IIT 4 6,7 %
Dettmeyer (2004) 63 SIDS-Fille [+HIT+HII 10 15,87 %

+9 Verdachtsfille (+ 14,29 %)

11 Kontrollfalle 0 0%
Dettmeyer et al. (2006a) |70 SIDS-Fille I+ 2 2,9 %
Weber et al. (2008) 1516 Autopsiefille (0-18 Jahre) I+ 28 1,8 %

(15 <1 Jahr) (1% <1 Jahr)

Krous et al. (2009) 24 SIDS Falle, 25 Erstickungsfille, II+1IT 0 0%

3 Myokarditisfille
Dettmeyer et al. (2009) | 133 SIDS-Fille [+ 15 11,2%

+38 Verdachtsfille 28,6 %

17 Kontrollfalle (o. Altersangabe) 0 0%

*Diagnoseverfahren: I = konventionell-histologisch II = Immunhistochemie Il = Virusnachweis

Tabelle 2: Studieniibersicht: Myokarditis in Kindstodfallen bzw. im Kindesalter
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In den frithen Studien (bis 1999) wurde die Diagnose einer Myokarditis ausschlieBlich histolo-
gisch gestellt, die Schwankungen der Inzidenzen kénnen in dieser Zeit unter anderem auch mit
der ,Interobserver Variability” erkldrt werden (Shanes et al., 1987). Zudem wurde eine Myo-
karditis, insbesondere in der Zeit vor Festlegung der DALLAS-KTriterien, sehr unterschiedlich de-
finiert, so dass die Ergebnisse nur schwer vergleichbar sind. So diagnostizierten Noren et al.
(1977) eine Myokarditis dann, wenn mindestens ein Infiltrat mit ,,20 inflammatory cells with or
without associated necrosis or fibrosis* vorlag, wihrend Shatz et al. (1997) eine Myokarditis
feststellten, wenn ,,more than two large foci of inflammatory infiltration, along with muscle ne-
crosis and oedema‘ nachgewiesen wurden. Rasten-Almquist et al. (2002) hingegen geniigte be-
reits der Nachweis von mindestens ,,15 inflammatory cells per high power field, associated with

necrosis” zur Diagnosestellung.

Durch die Entdeckung und Anwendung von spezifischen immunhistochemischen und molekular-
biologischen Verfahren konnte die Diagnosestellung einer Myokarditis weiterentwickelt, verein-
facht und prézisiert werden. Mafigeblich in der Erforschung der Myokarditis-Inzidenz im SIDS-
Kollektiv sind dabei die Studien von Dettmeyer et al. (1999-2009). So zeigten sie erstmals, dass
durch Anwendung immunhistochemischer Verfahren weitere Myokarditis-Félle innerhalb eines
SIDS-Kollektivs diagnostiziert werden konnten, die konventionell-histologisch als unauffillig ge-
wertet worden waren (Dettmeyer et al., 1999). Durch das eigen konzipierte Grenzwertkonzept
(siche Kapitel 1.2.4) wurden damit bis zu 40 % eines SIDS-Kollektivs als Myokarditis bzw. als
Myokarditis-verddchtig ausgewiesen (Dettmeyer et al., 2009, Dettmeyer 2004). Durch den Ein-
satz molekularbiologischer Verfahren zur myokardialen Detektion kardiotroper Viren wurde spé-
ter je nach Suchspektrum in bis zu 43,5 % der SIDS-Fille eine virale Infektion nachgewiesen

ohne Erregernachweis im Kontroll-Kollektiv (Dettmeyer et al., 2004, 2006a, 2009).

Diese Ergebnisse stehen allerdings im Widerspruch mit den Ergebnissen jlingerer Studien: So
weisen Weber et al. (2008) ebenfalls unter Anwendung molekularbiologischer bzw. immunhisto-
chemischer Verfahren nur eine sehr geringe Anzahl von Myokarditisfillen im Kindesalter auf,
von 1516 Fillen ergab sich in nur 28 Fillen (1,8 %) der Nachweis einer Myokarditis. Auch Krous
et al. (2009) kommen zu einem &hnlichen Ergebnis: Im Vergleich von 24 SIDS-Féllen mit 25 al-
tersgleichen Erstickungs-Fillen sowie drei Fillen von gesicherter Myokarditis ergibt sich eine

deutlich hohere Infiltration in der Myokarditisgruppe, die beiden anderen Gruppen unterscheiden
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sich in den immunhistochemischen Ergebnissen nicht. Eine milde Infiltration wird dabei als nor-
mal angesehen. Auch Virusgenom konnte nicht nachgewiesen werden, so dass insgesamt in kei-
nem SIDS-Fall eine Myokarditis festgestellt wurde. Die moglichen Ursachen dieser deutlichen
Diskrepanz der Studienergebnisse sind nach Erhebung der eigenen Ergebnisse noch zu diskutie-

ren (siehe Kapitel 5.6.2.1).

1.3 Apoptose

1.3.1 Definition und Vorkommen

Der Begriff Apoptose, von griechisch ,,apoptosis®, beschreibt in der Biologie den Prozess des
,Abfallens* von Blittern eines Baumes im Herbst. Erstmal 1972 {ibertrugen Kerr et al. diesen
Begrift auf das von ihnen entdeckte Phdnomen des programmierten Zelltods in menschlichen
Zellen: ,,The term apoptosis is proposed for a hitherto little recognized mechanism of controlled
cell deletion, which appears to play a complementary but opposite role to mitosis in the regula-

tion of animal cell populations” (Kerr et al., 1972).

Heute weill man, dass Apoptose einen genetisch determinierten Zelluntergang darstellt, der auch
als ,,programmierter Suizid“ einer Zelle bezeichnet wird. Dieser unterliegt einem aktiv energie-
verbrauchenden, sehr komplexen regulatorischen Prozess und findet physiologisch tiglich im

menschlichen Kdrper statt.

Apoptose ist ein essentieller Vorgang u.a. in der Embryogenese, der Himatopoese, der Entwick-
lung des Immunsystems und in der Erhaltung der Gewebshomdostase (Cohen, 1993; Kerr et al.,
1972). Daneben spielt der pathologische Ablauf der Apoptose eine wichtige Bedeutung in der
Entstehung von Erkrankungen, vor allem bei Tumorerkrankungen, Autoimmunerkrankungen und
neurologisch-degenerativen Erkrankungen, aber auch im Verlauf von Erkrankungen wie z.B.
nach einem Myokardinfarkt (Carson und Ribeiro, 1993; Eguchi, 2001; Gschwend, 1996; Kerr et
al., 1972; Mattson, 2000; Saraste et al., 1997). SchlieBlich ist Apoptose auch ein wichtiger Me-

chanismus in der Elimination virusinfizierter Zellen (O’Brien, 1998).
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1.3.2 Merkmale einer apoptotischen Zelle

Eine apoptotische Zelle weist bestimmte charakteristische, v.a. morphologische Merkmale auf,
die im Kontrast mit einer nekrotischen Zelle stehen (siehe vor allem Kerr et al., 1972; aber auch
Cohen, 1993; Gschwend, 1996; Pankuweit et al., 1999; Cruchten und Broeck, 2002). Dieser mor-
phologisch sichtbare Prozess wird in der folgenden Abbildung nach seinem zeitlichen Ablauf

anhand einer apoptotischen Zelle sowie einer nekrotischen Zelle im Vergleich dargestellt:

Apoptosis "Budding” Apoptotic Bodies
{cell shrinks, chromatin condenses) . are phagozytosed;
no inflammation
":\ =5 - ~
14- C i r ” |

& YO
L ST @
Viable ( \
Cell 8/

s i
b =
ot Pyt o
Necrosis NS Cellular and nuclear
(cell swells) Cell becomes leaky, lysis causes inflam-

blebbing mation

Abbildung 4: Ablauf von Apoptose und Nekrose (aus Gewies, 2003 nach Majno und Joris, 1995)

Dabei handelt es sich im Einzelnen um folgende typische Schritte einer apoptotischen Zelle:

e Kondensation des Chromatins und Schrumpfung des Zellkerns

e Fragmentierung der DNA durch Endonukleasen in Fragmente aus je 180 Basenpaaren mit
Freilegung von freien 3’OH-Gruppen (siehe Prinzip des TUNEL-Verfahrens, Kapitel 2.5.1)

e  Schrumpfung des Zellvolumens mit Ausbildung von Membranausstiilpungen (,,Budding®)

e Entstehung von membranumhiillten Apoptosekorperchen, sogenannten ,,apoptotic bodies*

e Phagozytose der apoptotischen Korperchen durch Nachbarzellen oder Makrophagen

e Kein Nachweis einer inflammatorischen Reaktion, keine Freisetzung des Zellinhaltes
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1.3.3 Apoptose und Myokarditis

Myozyten galten lange Zeit als nicht regenerierbar. Beltrami et al. (2001) wiesen allerdings nach,
dass Myozyten nach einem Infarkt sehr wohl mitotisch aktiv sind. Dennoch ist Zellregeneration
im Sinne einer regelhaften Erneuerung der Zellpopulation im Myokard nicht physiologisch. Da-
her ist auch Apoptose im Gegensatz zu vielen anderen Geweben im gesunden Myokard nicht
nachweisbar (Narula et al., 1996), sondern Ausdruck eines pathologischen Prozesses. In verschie-
denen Studien konnten bereits bei Patienten mit Myokardinfarkt, aber auch bei Patienten mit dila-
tativer Kardiomyopathie apoptotische Zellen in relativ geringem Anteil nachgewiesen werden
(Alter et al., 2001; Narula et al., 1996; Olivetti et al, 1997; Pankuweit et al., 1999). Dabei wurde
in den meisten Studien die TUNEL-Methode angewandt, die auch in der vorliegenden Arbeit zum

Nachweis apoptotischer Zellen angewandt wird (siehe Kapitel 2.5).

Da Apoptose auch ein wichtiger Mechanismus zur Elimination virusinfizierter Zellen ist, liegt es
nahe zu vermuten, dass auch bei einer viralen Myokarditis apoptotische Zellen nachgewiesen
werden konnen. In Fillen von aktiver und fataler Myokarditis bei Erwachsenen konnte in einigen
Studien dieser signifikant erhohte Nachweis von apoptotischen Zellen bereits erbracht werden
(Abbate et al., 2009; Alter et al., 2001; Corradi et al., 2004; Kyt6 et al., 2004; Zorc-Pleskovic et
al., 2006). In Tiermodellen korreliert dabei die Rate der apoptotischen Zellen mit der Hohe des
Virustiters im Myokard (Saraste et al., 2003). Dabei liegen die apoptotischen Zellen vor allem in

kleinen Gruppen bzw. Clustern vor (Narula et al., 1996; Zorc-Pleskovic et al., 2006).

Apoptose ist also bereits bekannt als ein ,,common mechanism of myocardial damage in severe
acute human myocarditis” (Kyto et al., 2004) und trdgt nachweislich auch zur Entwicklung eines
progressiven Herzversagens bzw. zur Entstehung einer dilatativen Kardiomyopathie bei (Narula
et al., 1996; Saraste et al., 2003, Zorc-Pleskovic et al., 2006). Aus diesen Erkenntnissen ergibt
sich fiir die vorliegende Arbeit, dass, unter der Annahme einer viralen Myokarditis als Hauptto-
desursache in Fillen des Plotzlichen Kindstods, auch in dem vorliegenden SIDS-Kollektiv erh6h-

te Raten apoptotischer Zellen nachzuweisen sein miissten.
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1.4 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Wie ausfiihrlich dargestellt, gibt es starke epidemiologische Hinweise darauf, dass eine infektio-
logische Ursache fiir den Pl6tzlichen Kindstod anzunehmen ist. Eine Myokarditis mit ihren vielen
symptomatischen Facetten und ihrer vor allem viralen Atiologie wire als hypothetische Todesur-

sache fiir dieses Phdnomen denkbar. Daher ist die primére Fragestellung der vorliegenden Arbeit:

1. Gibt es eine erhohte zelluliire myokardiale Infiltration in Fillen des Plotzlichen Kinds-
tods? Kann daraus auf das Vorliegen einer Myokarditis geschlossen werden, so dass eine

Myokarditis als Haupttodesursache fiir dieses Phinomen anzunehmen ist?

Dazu wurde mit verschiedenen konventionell-histologischen und immunhistochemischen Verfah-
ren an einer reprasentativen Myokardfldche die durchschnittliche zelluldre myokardiale Infiltrati-
on in einem SIDS-Kollektiv und einem Kontroll-Kollektiv ermittelt. In der Literatur werden im-
munhistochemische Grenzwerte fiir das Vorliegen einer Myokarditis sowohl fiir Erwachsene als

auch fiir Sduglinge definiert. Daher wird weiterhin untersucht:

2. Ist die Herleitung und Anwendung der bekannten Grenzwerte fiir eine Myokarditis im
SIDS-Kollektiv iiberhaupt richtig und sinnvoll? Kann ab einer Kkritischen Anzahl von

Entziindungszellen auf das Vorliegen einer letalen Myokarditis geschlossen werden?

AuBlerdem soll in dieser Arbeit erstmals auch das Vorkommen myokardialer Apoptose in Fillen

des Plotzlichen Kindstods mit der Frage untersucht werden:

3. Gibt es im SIDS-Kollektiv erhohte Apoptoseraten als Hinweis, dass eine Myokarditis als

wesentlicher, zum Tode fiihrender Pathomechanismus anzunehmen ist?

SchlieBlich sollen die in der vorliegenden Arbeit angewandten Methoden im Vergleich mit den

gewihlten Methoden bisheriger Studien kritisch diskutiert werden:

4. Sind die gewihlten Methoden zur Diagnostik einer Myokarditis zielfiihrend und sinn-

voll? Was ist bei ihrer Interpretation zu beachten?
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2. Material und Methoden

2.1 Das SIDS-Kollektiv

Untersuchungsschwerpunkt der vorliegenden Dissertation ist das Myokardgewebe des SIDS-Kol-
lektivs des Instituts fiir Rechtsmedizin der Universitit Bonn. Berlicksichtigt wurden 92 SIDS-
Fille der Jahre 1997-2009, die nach der Obduktion, der toxikologischen sowie histologischen Un-
tersuchung im Institut fiir Rechtsmedizin der Universitdit Bonn der Todesursache Plotzlicher

Kindstod zugeordnet wurden.

Angelehnt an die San-Diego-Definition wurden dabei nur diejenigen Félle als SIDS-Félle defi-
niert, bei denen die Verstorbenen jiinger als ein Jahr waren. Eine Ausnahme bilden dennoch zwei
Félle, bei denen die Altersobergrenze von 365 Tagen lediglich um 2 bzw. 6 Tage iiberschritten
wurde. Da im Institut fiir Rechtsmedizin der Universitdt Bonn keine eigene Untersuchung des
Sterbeortes durch die Rechtsmediziner in Féllen des Plotzlichen Kindstod erfolgte, erfiillt das
vorliegende SIDS-Kollektiv in 75 von 92 Fillen die Kriterien der Gruppe IB nach der San-Diego-
Definition. Von den restlichen 17 Fillen sind 14 Fille lediglich altersbedingt der Kategorie II
zuzuordnen sowie 3 Fille aufgrund dhnlicher Todesfélle in der nahen Verwandtschaft (siche Ka-

pitel 1.1.1).

Die folgende Tabelle zeigt das SIDS-Kollektiv, wobei die Daten durch Analyse der Obduk-
tionsprotokolle gewonnen wurden. Es werden insbesondere die in der Literatur immer wieder im
Zusammenhang mit dem Phdnomen Pl6tzlicher Kindstod untersuchten Merkmale Geschlecht,
Herkunft, Alter zum Todeszeitpunkt, Todesmonat, Lage im Bett sowie Besonderheiten in der Vor-
geschichte dargestellt. Die Besonderheiten in der Vorgeschichte enthalten vor allem solche Merk-
male, die in der Literatur mit einer erh6hten Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten des Plotzlichen
Kindstod assoziiert sind (siche Kapitel 1.1.2), wie z.B. Frithgeburtlichkeit, Infekte, SIDS in der

Familie, Rauchen bzw. Drogenabusus der Mutter, aber auch andere Merkmale:
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Todesalter

Todes-

Nr. |G| Herkunft Lage Besonderheiten in der Vorgeschichte
(Tage) monat
1 |(w deutsch 221 Feb |Riicken -
2 |m deutsch 82 Feb | Bauch Erkéltung
3 'm deutsch 125 Nov | Bauch -
4 |m deutsch 233 Dez | Bauch Erkédltung
5 'm deutsch 216 Jan | Bauch Erbrechen
6 |m deutsch 275 Jan | Bauch Erkéltung
7 |m syrisch 226 Mrz | Bauch Erkéltung
8§ m deutsch 209 Apr - Friihgeburt
9 |w deutsch 140 Mai | Bauch Erkédltung
10 | m deutsch 100 Jun - -
11 m deutsch 272 Sep | Seiter. Erkédltung, Asthma
12 |m deutsch 177 Okt | Bauch -
13 |w deutsch 58 Feb | Bauch Mundsoor
14 |w deutsch 146 Mrz | Riicken Magendarminfekt, Impfung
15 |w tiirkisch 30 Mrz | Riicken -
16 |w deutsch 43 Jun | Bauch Erkéltung
17 |m deutsch 221 Jul |Riicken -
18 | m deutsch 211 Aug | Bauch -
19 m deutsch 36 Okt | Bauch Erkéltung, Frithgeburt
20 |w deutsch 142 Feb | Bauch Erkéltung, Impfung
21 m deutsch 67 Feb - Mutter: ehem. Drogenabusus
22 |w deutsch 125 Feb - Erkéltung, Mutter: Heroinabusus
23 (m deutsch 325 Mrz - Erkéltung
24 |m deutsch 91 Apr | Bauch Erkéltung, Impfung
25 |w deutsch 305 Nov - Mutter: Raucherin
26 |m| albanisch 131 Nov | Bauch Erkédltung
27 |m tiirkisch 371 Jan - Erkiltung
28 |m deutsch 292 Jan | Bauch Erkiltung
29 |m deutsch 162 Mai | Bauch | Frithgeburt, Zwilling, Mutter: Depression
30 (w deutsch 68 Jul - Candidainfektion, Impfung
31 |w deutsch 77 Jul Bauch Cousine an SIDS verstorben, Impfung
32 |m| deutsch-togo 43 Sep | Bauch Frithgeburt
33 |m deutsch 58 Nov - Fieber
34 |m deutsch 250 Dez | Bauch Erkédltung, Vitium
35 (m deutsch 80 Dez | Bauch Erkéltung
36 |m deutsch 112 Dez |Riicken Fistel-OP am Hinterkopf vor 4 Wo.
37 |m deutsch 203 Feb - Obere Plexusldhmung
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Todesalter

Todes-

Nr. |G| Herkunft Lage Besonderheiten in der Vorgeschichte
(Tage) monat

38 |w deutsch 52 Apr - Mutter: Raucherin

39 m deutsch 42 Apr - Bekanntes Herzgerdusch

40 m deutsch 76 Mai | Bauch | Erkédltung, Erbrechen, Mutter: Raucherin

41 |w deutsch 7 Mai Seite Mutter: ehem. Heroinabusus

42 |w| persisch/dt. 181 Jun | Riicken Mutter: BTM-Abusus, Raucherin

43 |w deutsch 138 Jul - Erkéltung

44 |w asiatisch 63 Aug | Bauch Trinkschwéche, Dyspnoe

45 |m deutsch 43 Sep - -

46 | m deutsch 82 Sep | Bauch Frithgeburt, Reflux, Eltern: Raucher

47 |w deutsch 60 Nov | Seite Erkéltung

48 | m deutsch 79 Dez - Atemstillstand vor 4 Wochen, Septumdefekt

49 |w deutsch 177 Apr | Bauch -

50 |m deutsch 108 Jun - Gedeihstorung

51 |m deutsch 93 Jun - -

52 'm deutsch 53 Jun | Seiter. Herzgerdusch

53 |m deutsch 244 Okt |Riicken Fieber

54 |m tiirkisch 156 Okt | Riicken Bronchitis

55 |w deutsch 78 Nov | Bauch -

56 |w deutsch 69 Nov | Bauch -

57 |m deutsch 154 Dez | Bauch Frithgeburt, Impfung, Eltern: Raucher

58 | m deutsch 341 Jan |Riicken| Friihgeburt, Amnioninfektionssyndrom

59 |w deutsch 41 Jan - Erkéltung

60 |w deutsch 69 Mrz | Bauch | Mutter: Raucherin; Geschwister: erkaltet

61 |w tiirkisch 59 Apr - Erkéltung, Impfung

62 (m deutsch 123 Apr | Bauch Impfung

63 |w deutsch 55 Sep - Geschwisterkind an Herzfehler verstorben

64 'm deutsch 116 Okt - Cousine an SIDS verstorben, Impfung

65 |m tiirkisch 26 Dez - -

66 | m deutsch 56 Jan | Bauch Erkédltung

67 |w deutsch 367 Feb | Bauch -

68 |w deutsch 39 Mrz - -

69 |w deutsch 226 Jun | Bauch -

70 | m tiirkisch 64 Aug | Bauch | Frithgeburt, Erkdltung, Mutter: Opiatabusus

71 |m deutsch 258 Okt |Riicken -

72 |m deutsch 127 Jan - Erkaltung, Friihgeburt

73 |m deutsch 95 Feb - Frithgeburt, Dystrophie

74 |m deutsch 202 Mrz - -
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Nr. |G| Herkunft Todesalter | Todes- Lage Besonderheiten in der Vorgeschichte
(Tage) monat

75 |m deutsch 111 Aug | Bauch -

76 | m deutsch 13 Sep - -

77 |m deutsch 287 Okt | Seite li. -

78 |w deutsch 16 Feb - Erkéltung

79 |w deutsch 105 Mai | Riicken -

80 | m deutsch 32 Okt | Bauch Erkédltung

81 |m deutsch 255 Okt | Bauch Schlafzeiten bis zu 15 Std. am Stiick

82 |m tiirkisch 156 Mrz | Bauch Impfung

83 |m deutsch 41 Jun | Bauch | Raucherwohnung, Schimmel, Frithgeburt

84 |m deutsch 56 Jul - -

85 |w deutsch 28 Okt |Riicken 1 SIDS-Fall in Familie

86 |m deutsch 78 Okt | Bauch |Zyanoseanfall, Mutter: ehem. Drogenabusus

87 |w deutsch 54 Dez | Bauch -

88 |w tiirkisch 323 Dez Seite -

89 (m russisch 114 Apr | Bauch Erkiltung

90 | m deutsch 24 Okt | Riicken -

91 (m deutsch 14 Dez | Seite li. Raucherwohnung, Zangengeburt

92 |m deutsch 92 Dez | Bauch Erkiltung, Impfung am Vortag

Tabelle 3: Merkmale des Kindstodkollektivs der vorliegenden Arbeit

2.2 Das Kontroll-Kollektiv

Zum Vergleich wurde ein Kontroll-Kollektiv des gleichen Studienzeitraumes untersucht. Dieses
besteht aus 15 altersgleichen Todesfédllen unterschiedlicher Todesursache. Auch hier wurde aus
Griinden der gliicklicherweise nur geringen Anzahl von Todesfdllen in diesem Lebensalter ein

Fall beriicksichtigt, der die Altersgrenze von 365 Tagen um 26 Tagen iiberschreitet.

In der folgenden Tabelle werden die mit dem SIDS-Kollektiv vergleichbaren Merkmale Ge-
schlecht, Herkunft, Alter zum Todeszeitpunkt, Todesmonat sowie als Abgrenzungsmerkmal die
Todesursache dargestellt. Als Todesursache finden sich in diesem Alterskollektiv vor allem nicht
natiirliche Todesursachen. Insbesondere der Hirntod nach Gewalteinwirkung ist mit insgesamt

vier Féllen Haupttodesursache. Weiterhin finden sich Félle von Ertrinken, Erhdngen sowie



35

Rauchgas- und Medikamentenintoxikation. In drei Féllen lagen Infektionen als Todesursache vor

(Fall Nr. 3, Nr. 4 und Nr. 10).

Nr. | G Herkunft Todesalter Todesmonat Todesursache
(Tage)
1 | w deutsch 347 Dez Hirnblutung nach Gewalteinwirkung
2 |m deutsch 267 Mai Hirnblutung nach Sturz
3 |w deutsch 294 Jun Meningitis
4 | w | ecuadorianisch 64 Okt Sepsis
5 |m deutsch 158 Jun Hirntod nach Bolusgeschehen
6 | w deutsch 271 Jul Rauchgasintoxikation
7 | m deutsch 294 Feb Rauchgasintoxikation
8 | w deutsch 181 Mrz Hirntod
9 | w deutsch 195 Sep Medikamentenintoxikation
10 | w russisch 230 Jul Sepsis
1 | w deutsch 391 Dez Ertrinken
12 | m deutsch 342 Jan atypisches Erhéngen
13 | m deutsch 50 Mrz Hirnblutung nach Gewalteinwirkung
14 | w italienisch 66 Jun Hirntod nach Gewalteinwirkung
15 | m deutsch 255 Mrz Strangulation

Tabelle 4: Merkmale des Kontroll-Kollektivs der vorliegenden Arbeit

2.3 Entnahme des Myokardgewebes: Probeentnahmestellen & Asservierung

In den 92 Fillen des SIDS-Kollektivs und 15 Féllen des Kontroll-Kollektivs wurde in der Obduk-
tion an standardisierten Stellen Myokardgewebe entnommen, um eine reprasentative Beurteilung
des Myokards zu ermoglichen. Insgesamt sind folgende acht Probeentnahmestellen (PES) als
Standard im Institut fiir Rechtsmedizin der Universitdt Bonn definiert, wie bereits in fritheren Pu-
blikationen des Instituts zu diesem Thema gezeigt wurde (Dettmeyer et al., 1999, 2009; Dettmey-
er 2004; Madea, 2009).

A | Herzkammerwand rechts, basisnah Vorderwand linke Herzkammer, basisnah

E
B | Herzkammerwand rechts, spitzennah | F | Vorderwand linke Herzkammer, spitzennah
C | Septum interventrikulare, basisnah G | Hinterwand linke Herzkammer, basisnah
D H

Septum interventrikulare, spitzennah Hinterwand linke Herzkammer, spitzennah

Tabelle 5: Myokardiale Probeentnahmestellen wahrend der Obduktion
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Das Myokardgewebe wurde unmittelbar nach der Entnahme, getrennt fiir jede der acht Probeent-
nahmestellen A-H, in neutralem phosphat-gepuffertem Formaldehyd fixiert, entwissert und an-
schlieend in Kapseln — wie unten abgebildet — in Paraffin eingebettet. Dabei haben die Kapseln
eine Fldche von 3,3 cm x 2,7 cm. Die entnommenen Myokardproben sind unterschiedlich gro8,

1m Durchschnitt haben sie eine Flache von etwa 1 x 1cm bzw. 100 mm?.

Die folgende Abbildung zeigt exemplarisch fiir den SIDS-Fall Nr. 90 aus dem Jahr 2009 das ge-
samte entnommene Myokardgewebe, geordnet nach den Probeentnahmestellen A-H zur Verdeut-

lichung der Groenverhiltnisse bzw. Flache des untersuchten Gewebes:
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Abbildung 5: Entnommenes Gewebe pro Fall, Probeentnahmestellen A-H, Fall Nr. 90

2.4 Konventionelle und immunhistochemische Farbemethoden

Die gewonnenen Myokardproben wurden im Institut fiir Rechtsmedizin der Universitdt Bonn im
Anschluss an die Obduktion routinemafig durch das histologische Labor des Instituts mit den

unten aufgefiihrten konventionellen und immunhistochemischen Methoden gefarbt.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde grof3tenteils auf das bereits geféarbte, vorhandene Material
zurlickgegriffen. In den Fillen, in denen die Originalfarbungen nicht mehr ausreichend beurteil-
bar waren, wurden aus dem noch asservierten Myokardgewebe Nachfarbungen durch das histolo-

gische Labor angefertigt.
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Folgende Farbemethoden wurden angewandt:

e Himatoxylin-Eosin-Fiarbung (HE): Routineverfahren zur Ubersicht. Saure Elemente wer-
den durch das Hdmatoxylin blau geférbt (u.a. Zellkerne), basische Elemente durch das Eosin

rot bzw. rosa (u.a. Zytoplasma).

e LCA (Leucocyte Common Antigen = CD45 Antigen): Das CD45 Antigen ist ein membran-
stindiges Glycoprotein, das auer von Erythrozyten und Proerythroblasten von nahezu allen
hdmatopoetischen Zellen exprimiert wird, einschlieBlich T-Lymphozyten und Makrophagen
(Scheid und Triglia, 1979). Antikorper: Anti-Human CD45, Abcam, monoklonal, Klon MEM-
28.

e (D68 (Makrophagen): Das Glycoprotein CD68 wird von Makrophagen und Monozyten auf
der Zelloberflache exprimiert (Micklem et al., 1989). Antikorper: Anti-Human CD68, Dako,
monoklonal, PG-M1.

e (CD45-R0 (T-Lymphoyzten): Diese Isoform von CD45 Antigen ist ein spezifisches Oberfli-
chenantigen von T-Lymphozyten (Smith et al., 1986). Antikérper: Anti-Human CD45-RO0,
Dako, monoklonal, Klon UCHLI.

Auf eine weitergehende detaillierte Beschreibung der einzelnen Farbemethoden wird wegen der

weiten Verbreitung verzichtet.

In der HE-Farbung lagen in allen 92 SIDS-Féllen und in allen 15 Kontroll-Fallen jeweils samtli-
che 8 Probeentnahmestellen zur Begutachtung vollstindig vor. Auch in den immunhistochemi-
schen Verfahren ist eine ausreichend reprisentative Aussage iiber die zelluldre Infiltration des ge-
samten Myokards moglich, da durch ergéinzende Nachfiarbungen aus asserviertem Material ein

Minimum von vier der insgesamt acht Probeentnahmestellen pro Fall vorlag.
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2.5 Die TUNEL-Methode

2.5.1 Prinzip

Mit der TUNEL-Methode — terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labe-
ling — kénnen apoptotische Zellen auch im Friihstadium des programmierten Zelltodes nachge-

wiesen werden.

Das Prinzip der TUNEL-Methode beruht darauf, dass im Rahmen der Apoptose in der betrof-
fenen Zelle die DNA durch Endonukleasen spezifisch fragmentiert wird, so dass freie 3’-OH-En-
den entstehen. An diese kann mit Hilfe des Enzyms Terminale Desoxynucleotidyl-Transferase
(TdT) die Addition von Nukleotidtriphosphaten (dUTP) katalysiert werden. Dieses Polymer wie-
derum kann lichtmikroskopisch durch Markierung mit Farbstoffen sichtbar gemacht werden. Eine

ausfiihrliche Darstellung zeigen die Erstbeschreiber dieser Methode (Gavrieli et al., 1992).

2.5.2 Durchfiithrung und Firbeprotokoll

Die TUNEL-Methode an nichtvitalen Kardiomyozyten wird im Folgenden ausfiihrlich darge-
stellt, da sie bislang nicht zu den Standardmethoden im Nachweis einer Myokarditis gehort und
im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmalig an nichtvitalem Myokardgewebe in Fillen des
Plotzlichen Kindstods angewandt wurde. Zentrale Fragestellung war, ob im Kindstodkollektiv

vermehrt apoptotische Myozyten nachgewiesen werden konnen.

Zur Durchfiihrung der TUNEL-Methode wurden von sédmtlichen Fillen des SIDS-Kollektivs und
des Kontroll-Kollektivs aus allen noch vorhandenen in Paraffin eingebetteten Myokardblocken
am Mikrotom neue Schnitte angefertigt, auf einen Objekttrager aufgezogen und fiir mindestens
24 Stunden bei 37°C inkubiert. Insgesamt lag noch Myokard von 88 der 92 SIDS-Fille vor. Diese
zugeschnittenen Myokardproben wurden danach eigenstindig mit dem ,,CardioTACS In Situ
Apoptosis Detection Kit* der Fa. Trevigen/R&D Systems, Cat.#TA5353 unter Verwendung des
nachfolgenden Protokolls gefarbt.
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Angewandtes Fiarbeprotokoll der TUNEL-Methode:

10.
11.

12.

13.

14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

Entparaffinieren in Xylol, 25 min.

Rehydrieren in Ethanol in absteigender Alkoholreihe: = 2 x 100 %igem, 2 x 96 %igem,

2 x 70%igem und 50 %igem Ethanol, jeweils 2 min.

Waschen in Aqua dest. DNase-free, 2 x 2 min.

Waschen in PBS-Puffer (100 ml 10X PBS auf 900 ml Aqua dest. DNase-free), 10 min.
Permeabilisieren mit 50 pl Proteinase K Working Solution pro Slide (1 pl Proteinase K auf
50 ul Aqua dest. DNase-free) bei Raumtemperatur, 30 min.

Waschen in Aqua dest. DNase-free, 2 x 2 min.

Herstellung der Positivkontrolle: 1 Slide mit 50 pl TACS-Nuclease Mix (1 ul TACS-
Nuclease mit 50 ul TACS-Nuclease-Buffer) inkubieren bei 37°C, 15 min.

Waschen der Positivkontrolle in Aqua dest. DNase-free, 2 x 2 min.

Block der endogenen Peroxidase mit 5 ml H,O, in 45 ml Methylalkohol, 5 min.

Waschen in Aqua dest. DNase-free, 1 x 1 min.

Spiilen in 50 ml Labeling Buffer (5 ml 10X TdT Labeling Buffer auf 45 ml Aqua dest.
DNase-free), 5 min.

Enzym-Reaktion: 50 ul Labeling-Reaction Mix pro Slide (1 pul TdT dNTP Mix, 1 pl 50X
Mn**, 1 pl TdT Enzym, 50 ul Labeling Buffer), Inkubation bei 37°C, 60 min.

Stopp der Reaktion in TdT Stop Buffer (5 ml 10X Stopp Buffer auf 45 ml Aqua dest. DNa-
se-free), 5 min.

Waschen in PBS-Puffer, 2 x 5 min.

Féarbung mit Streptavidin-HRP-Working Solution 50 pl pro Slide (1ul Streptavidin-HRP
auf 800 pl Blue Streptavidin-HRP Diluent), 10 min.

Waschen in PBS-Puffer, 2 x 5 min.

Féarben mit TACS Blue Label, 50 ul pro Slide, 2 min.

Waschen in Aqua dest., 2 x 5 min.

Farben mit Kernechtrot, 2-3 min.

Waschen in Aqua dest., 2 min.

Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe (sieche Punkt 2), jeweils 2 min.

Kléren in Xylol, 2 x 5 min.

Eindecken mit Corbit-Balsam
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Aufgrund der hohen Empfindlichkeit der verwendeten Enzyme wurden einerseits die tiefgekiihl-
ten Enzyme erst wihrend der Farbung kurz vor der jeweiligen Verwendung aufgetaut (Pro-
tokollschritt Nr. 5, Nr. 7, Nr. 12), um die Enzymlosungen herzustellen, andererseits wurde bei
jeder Fiarbung eine Positivkontrolle durchgefiihrt, um falsch negative Ergebnisse durch Enzymde-
fekte auszuschlieBen. Im seltenen Fall einer negativen Positivkontrolle wurde die Féarbung wie-
derholt, unter Annahme eines Enzymdefektes oder Férbefehlers. AuBBerdem wurde in jedem

Durchlauf eine Negativkontrolle mitgefiihrt.

Zusitzlich wurde bis zum Abschluss der enzymatischen Reaktionen (Protokollschritt Nr. 13) aus-
schlieBlich Aqua dest. DNase-free verwendet, um eine artifizielle Spaltung der Kardiomyozyten-

DNA im Firbeablauf und folglich die Produktion von falsch positiven Ergebnissen zu vermeiden.

AnschlieBend wurden die Farbungen innerhalb der nidchsten 24-72 Stunden lichtmikroskopisch
auf apoptotische Zellen untersucht, um ein zeitabhiangiges Verblassen der Farbung und damit die

Erhebung von falsch negativen Ergebnissen zu verhindern.
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3. Auswertung

Die mikroskopische Auswertung der gefirbten Myokardproben wurde mit einem Olympus BX40
Lichtmikroskop durchgefiihrt. Die Bildaufhahmen wurden in Zusammenarbeit mit einer weiteren
Doktorandin des Instituts fiir Rechtsmedizin der Universitdt Bonn mit einer Olympus DP 10 Mi-
kroskop-Digitalkamera angefertigt und anschlieBend mit PhotoScape 3.5 bearbeitet. Von jedem
Fall wurden Ubersichtsaufnahmen in 100facher und Detailaufnahmen in 400facher VergroBerung

angefertigt, in ausgewéhlten Fillen auch in 200facher bzw. 1000facher VergroBerung.

3.1 Auswertung der Himatoxylin-Eosin Firbung (HE)

Die HE-gefarbten Schnitte wurden entsprechend der DALLAS-Kriterien auf Myozytolyse, Ne-
krosen, lymphomonozytire Infiltrate und Odeme untersucht. Dabei wurde jeweils das gesamte
Priparat in 100facher und 400facher VergroBBerung mikroskopisch durchgesehen, um keine Ent-
ziindungs-Foci zu libersehen. Das folgende Bild zeigt einen Myokarditis-Fall im SIDS-Kollektiv

(Fall Nr. 4) mit allen histologischen Anforderungen einer Myokarditis: Neben wenigen intakten

Odemen im Bereich der Hinterwand linke Herzkammer, basisnah (G)
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3.2 Auswertung der Immunhistochemie und der TUNEL-Methode
3.2.1 Zahlmethode in Quadratmillimeter

3.2.1.1 Motivation

In der konventionell-histologischen Diagnostik erfolgt die Begutachtung und die Auszdhlung des
Myokardgewebes typischerweise in High-Power-Fields. Ein High-Power-Field ist definiert als
der in 400facher Vergroferung mikroskopisch sichtbare Préparatanteil. Auch in den bisherigen
Studien zur Myokarditis in Fallen des Plotzlichen Kindstods wurde die quantitative Auswertung
stets in High-Power-Fields durchgefiihrt (siche Kapitel 1.2.5). Auch die publizierten Grenzwerte
fiir Erwachsenen- und Sauglingsmyokard (siehe Kapitel 1.2.4) beziehen sich meist auf diese mi-

kroskopische Grofe.

Nachteile dieser Auszdhlung sind allerdings, dass der sichtbare Pridparatanteil vom benutzten
Mikroskop bzw. dessen Sehfeldzahl abhingig ist und die Ergebnisse verschiedener Studien somit
nicht exakt miteinander verglichen werden konnen. Auflerdem wird nur ein sehr kleiner Priparat-
anteil ausgewertet, eine Ubersicht iiber das gesamte Priparat wird bei der strikt zufilligen Aus-

wahl der High-Power-Fields nicht erreicht.

Heute ist es daher zunehmend {iiblich, Zellzahlen pro mm? Gewebe anzugeben. Dies zeigt sich un-
ter anderem in der Definition der World Heart Federation (WHF), die eine akute Myokarditis ei-

nes Erwachsenen ab einer Infiltration von > 14 Leukozyten/mm? definiert. (Maisch et al., 2000).

Daher wurden in der vorliegenden Arbeit sowohl zur Auswertung der immunhistochemischen
Farbungen (LCA, CD68, CD45-R0) als auch der TUNEL-Methode nicht High-Power-Fields,

sondern einzelne Quadratmillimeter ausgezéhlt.
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3.2.1.2 Durchfiihrung der Auszihlung

Zur Auszdhlung der Immunhistochemie und des TUNEL-Verfahrens wurde ein speziell angefer-
tigtes Raster vor das Okular gelegt, dessen Flache exakt 1 mm? entspricht. Zur einfacheren Aus-
zéhlung ist der Quadratmillimeter noch unterteilt in die Quadrate A-C. Dabei musste die Auswer-
tung aufgrund der mikroskopischen Abbildungsfliche zwingend in 100facher Vergro3erung erfol-

gen. Das folgende Bild zeigt den Blick durch das Mikroskop ohne aufliegendes Préiparat:

Abbildung 7: Blick durch das Mikroskop. Die Rasterflache (aufgeteilt in die Quadrate A bis C)
entspricht exakt 1 mm?.

Die jeweilig spezifisch angefdrbten Zellen wurden in jeder Probeentnahmestelle (A-H) an 10 zu-
fallig ausgewihlten Stellen mianderformig quantitativ ausgezdhlt. Dies entspricht 10 mm? ausge-
zéhltem Myokardgewebe pro Probeentnahmestelle. Insgesamt konnte so je nach Vollstandigkeit
der Probeentnahmestellen (A-H) zwischen 40 und 80 mm? Myokardgewebe pro Fall und pro Fér-
bung untersucht werden. Zusétzlich wurden die TUNEL-Préparate im Anschluss an die zuféllige
Auswahl und Auszéhlung noch einmal komplett mikroskopiert, um eine typische Anordnung

apoptotischer Zellen in fokalen Clustern nicht zu iibersehen.
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3.2.1.3 Statistische Auswertung der Zihlergebnisse

Die Auswertung und graphische Darstellung der mathematisch-statistischen Ergebnisse erfolgte

mit GrapPad Prism5.

Zur Berechnung der durchschnittlichen Infiltration pro Fall wurde fiir jede Farbung aus den zehn
ausgezdhlten Quadratmillimetern pro Probeentnahmestelle zunichst die durchschnittliche Infiltra-
tion fiir diese als Mittelwert gebildet. Daraus wurde unter Beriicksichtigung der Ergebnisse aller
(maximal acht) Probeentnahmestellen eines Falles die durchschnittliche Infiltration pro Fall be-
rechnet, mathematisch repriasentiert durch den Mittelwert pro Fall. SchlieBlich bilden in den Kol-
lektiven die einzelnen Mittelwerte pro Fall dann die Grundlage fiir die Berechnung des Kollektiv-

Gesamtmittelwertes fiir die jeweilige immunhistochemische Farbung (siehe Kapitel 4.3.1).

Die statistische Signifikanzpriifung der Zahlergebnisse in beiden Kollektiven wurde auf Basis der
Mittelwerte pro Fall durchgefiihrt (siche Kapitel 4.3.5 und 4.4.7). Dazu wurde ein nicht-parame-
trischer Test fiir zwei unabhéngige Stichproben nach Mann-Whitney-Wilcoxon durchgefiihrt. Die
errechnete zweiseitige asymptomatische Signifikanz wird dargestellt als p-Wert. Das Signifi-

kanzniveau wird auf 5 % festgelegt (p < 0,05).

3.2.1.4 Berechnung eines Umrechnungsfaktors

Die Ergebnisse dieser Zahlmethode in Quadratmillimetern werden in der vorliegenden Arbeit
zum einen mit bisherigen Studienergebnissen sowie mit einer zeitgleichen, noch nicht publizier-
ten Dissertation im Institut der Rechtsmedizin Bonn von Oswald (2013) ausfiihrlich verglichen
(siche Kapitel 5.6.2.1). Dazu war es notwendig, die Fliche eines High-Power-Fields fiir das ver-
wendete Mikroskop Olympus BX 40 (Sehfeldzahl 22mm) zu berechnen, um einen Umrechnungs-

faktor zwischen den Mafleinheiten High-Power-Field und Quadratmillimeter zu ermitteln.

Die Anleitung zur Berechnung erfolgte in Riicksprache mit der Firma Olympus (Email von Herrn
Behrendt, 26.08.2009). Mit Hilfe der Formel zur Berechnung der Kreisfliche wurde die Ab-
bildungsflache in 400facher Vergroferung berechnet. Dabei entspricht die Sehfeldzahl eines Mi-

kroskops dem Durchmesser eines Kreises in 10facher Vergroferung:
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e Kreisformel: Fliache (A)=1m x d*/4

e Sehfeldzahl = Durchmesser (d) des Kreises bei ler Objektiv (10er Vergroferung)
=22 mm

e Durchmesser (d) fiir 10 er Objektiv (100fache VergrofSerung): 2,2 mm

e Durchmesser (d) fiir 40 er Objektiv (400fache VergroBerung): 0,55 mm

e Fliache (400fache VergroBerung) A == x (0,55 mm)*4 =0, 2376 mm?

Folglich miissen, um 1 mm? Gewebe in der 100fachen Vergréferung auszuzihlen, insgesamt 4,21
High-Power-Fields mit je einer Fliche von 0,2375 mm? in der 400fachen Vergroferung ausge-
zéahlt werden. Kiinftig wird daher zum Studienvergleich der Umrechnungsfaktor 4,21 angewen-

det. Dieser ist allerdings abhéngig von der Sehfeldzahl des verwendeten Mikroskops.

Da wichtige Vergleichsstudien, insbesondere die Untersuchungen von Dettmeyer et al. (1999),
Dettmeyer (2004) sowie die laufende Dissertation von Oswald (2013), im Institut fiir Rechtsme-
dizin der Universitit Bonn an einem Mikroskop mit der gleichen Sehfeldzahl durchgefiihrt wur-
den, sind diese Ergebnisse exakt und direkt vergleichbar. Lediglich bei Krous et al. (2009) erge-
ben sich moglicherweise geringe Abweichungen, da die in dieser Studie verwendete Sehfeldzahl

nicht bekannt ist (siehe Kapitel 5.6.2.1).

3.2.1.5 GrofBlenvergleich neue Ziahlmethode mit bisherigen Zihlmethoden

Im folgenden Bild wird zunéchst die untersuchte Fliche des durchschnittlich in der Obduktion
pro Probeentnahmestelle entnommenen Gewebes (A) — mit einer Fldche von etwa 100 mm? — mit
der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Flache pro Probeentnahmestelle von 10 mm? (B) ver-
glichen. Weiterhin wird einerseits ein Vergleich gezogen mit der durchschnittlich in einer Endo-
myokardbiopsie untersuchten Myokardfliche von 1 mm? pro Stanze (C) (u.a. Baandrup und Ol-
sen, 1981; siehe auch Kapitel 5.3) sowie andererseits mit der untersuchten Fliche in friiheren
Studien (D) zum Thema Myokarditis und Plotzlicher Kindstod (u.a. Dettmeyer 2004; Krous et
al., 2009). In diesen Studien wurden in jedem SIDS-Fall insgesamt 20 High-Power-Fields ausge-
zahlt, was einer Fliache von etwa 4,75 mm? pro Herz, aber lediglich 2,5 High-Power-Fields, also

0,59 mm? pro Probeentnahmestelle entspricht.
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10 mm?

C
1 mm? D

. 0,59 mm?

Abbildung 8: Untersuchte Myokardflache im Vergleich mit der durchschnittlich verfiigbaren Fla-
che pro Probeentnahmestelle. Obduktionsbild Fall Nr. 90, Septum interventrikulare, spitzennah
(D), Mal3stab 10:1

Anhand dieser Abbildung wird deutlich, dass allein durch die Steigerung der untersuchten Flache
pro Herz in der angewandten Methode (B), ndmlich um den Faktor 17 im Vergleich zu den bishe-

rigen Methoden (D), eine deutlich hohere Représentativitdt der Ergebnisse erzielt wird.

3.3 Mikroskopische Darstellung der Immunhistochemie

Die folgenden Bilder zeigen einen Uberblick iiber die mikroskopische Darstellung der einzelnen
Zellen in den verschiedenen Farbemethoden. In den immunhistochemischen Fiarbungen stellen
sich die Kerne der Lymphozyten, Leukozyten und Makrophagen rot, die Kerne der Kardiomyo-

zyten blau dar:
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LCA (Leucocyte Common Antigen = CD45 Antigen):
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Abbildung 9: LCA x 1000, Fall Nr. 60, Septum interventrikulare, spitzennah (D)
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Abbildung 10: CD68 x 400, Fall Nr. 45, Vorderwand linke Herzkammer, spitzennah (F)
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CD45R0 (T-Lymphovzten):

s

-

Abbildung 11: CD45-R0 x 1000, Fall Nr. 73, Vorderwand linke Herzkammer, basisnah (E)

3.4 Mikroskopische Darstellung der TUNEL-Methode

Apoptotische Zellkerne farben sich in der TUNEL-Methode je nach Alter des Myokardgewebes
blau bis schwarz, die Kerne der intakten Kardiomyozyten sind blass-rosa. Optimale Ergebnisse
werden vor allem dann erreicht, wenn die Farbung zeitnah an die Materialgewinnung durchge-
fiihrt wird. Im vorliegenden Kollektiv war dies im Zeitraum der Erstellung der vorliegenden Ar-
beit nur flir das Jahr 2009 moglich. Die lichtmikroskopische Darstellung der TUNEL-Methode
soll durch das folgende Beispielbild verdeutlicht werden. Das erste Bild zeigt eine Positivkontrol-
le, bei der durch die Spaltung der DNA mittels spezifischer Nukleasen (s. Protokollschritt Nr. 7,

Kapitel 2.5.2) nahezu alle Myozytenkerne dieses Praparates blau-schwarz angeféarbt wurden:
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Abbildung 12: TUNEL x 400, Fall Nr. 79, Positivkontrolle. In der reguliren TUNEL-Farbung
stellt sich der Fall Nr. 79 als insgesamt unauftallig dar.

Das folgende Bild zeigt einen TUNEL-positiven Fall in 1000facher Vergroferung
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Abbildung 13: TUNEL x 1000, Fall Nr. 89, Vorderwand linke Herzkammer, basisnah (E)
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4. Ergebnisse
4.1 Ergebnisse der Obduktionsprotokolle

4.1.1 SIDS-Inzidenz

Im vorliegenden SIDS-Kollektiv zeigt sich — wie auch im bundesdeutschen Durchschnitt (Statis-

tisches Bundesamt Deutschland, 2010) — ein deutlicher Riickgang der Inzidenz des Plétzlichen

Kindstods im Einzugsgebiet des Instituts fiir Rechtsmedizin der Universitét Bonn.

Insgesamt wurden in der vorliegenden Arbeit 92 SIDS-Fille untersucht, beginnend im Januar

1997 bis einschlieBlich Dezember 2009. Im Durchschnitt wurden in diesem Gesamtzeitraum 7,08

+ 2,40 Fille pro Jahr registriert. Dieser Jahresdurchschnitt wird allerdings seit 2004 nicht mehr

erreicht bzw. mit nur noch vier Féllen im Jahr 2009 sogar deutlich unterschritten.

14

12

10

Anzahl SIDS-Fille pro Jahr

7
6 6
| |III |III |III |III |||I |||I |III |III |III | |III |III |

1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

Abbildung 14: SIDS-Félle 1997-2009 im Institut fiir Rechtsmedizin der Universitit Bonn
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4.1.2 SIDS-Fille und ihre monatliche Verteilung

In Hinsicht auf die Verteilung der SIDS-Fille innerhalb eines Jahres zeigt sich auch in diesem
Kollektiv, dass es mit 60,87 % eine leichte Haufung von SIDS-Fillen in der kalten Jahreszeit
(Oktober bis Mirz) gibt (siehe Kapitel 1.1.3).

Der Oktober ist dabei mit zwolf Fillen (13,04 % aller Fille) der Monat mit der hochsten Anzahl
von SIDS-Fillen im Jahr, gefolgt von Dezember mit elf und Februar mit je zehn Todesfillen. Al-
lerdings kann aufgrund der vorliegenden Daten der Plétzliche Kindstod nicht als ein alleiniges
Phénomen der kalten Jahreszeit angesehen werden, da in der warmen Jahreszeit mit insgesamt
39,13 % der Fille zwar ein leichter, aber kein signifikanter Unterschied zu verzeichnen ist. Fak-
tisch wird im April und Juni mit je acht Féllen die durchschnittliche Anzahl von 7,67 + 2,46 Fél-
len pro Monat sogar {iberschritten. Dennoch ist auch die auffallend niedrige Anzahl von nur 4

SIDS-Féllen im Monat August zu erwahnen.
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Abbildung 15: SIDS-Fille der Jahre 1997-2009 und ihre monatliche Verteilung
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4.1.3 Korperlage zum Todeszeitpunkt im SIDS-Kollektiv

Im untersuchten SIDS-Kollektiv wird im Obduktionsprotokoll fiir die Mehrzahl der Fille als
Korperlage zum Zeitpunkt des Auffindens im Kinderbett die Bauchlage angegeben.

Im Ganzen wurden von 92 Gesamtfillen 43 Sduglinge (47 %) in Bauchlage, 13 Sauglinge (14 %)
in Riickenlage sowie 7 Sduglinge in Seitenlage (8 %) leblos vorgefunden. Allerdings fehlen in-
nerhalb des Studienkollektivs bei insgesamt 29 Todesféllen (31 %) Angaben zur Auffindeposition

bzw. es konnten keine Angaben dazu gemacht werden.
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Abbildung 16: Korperlage der Sduglinge bei Auffindung
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4.1.4 Geschlechterverteilung

Wie auch in zahlreichen Studien (siche Kapitel 1.1.2) beschrieben, zeigt sich fiir das SIDS-Kol-
lektiv des Instituts fiir Rechtsmedizin der Universitidt Bonn in den Jahren 1997-2009, dass mann-

liche Sauglinge hdufiger vom Plotzlichen Kindstod betroffen ist.

So sind insgesamt 65,22 % aller im vorliegenden SIDS-Kollektiv verstorbenen Séuglinge ménnli-
chen Geschlechts. Fiir das Kontroll-Kollektiv ergibt sich eine inverse Darstellung: Von insgesamt

fliinfzehn Séduglingen sind neun weiblichen und nur sechs ménnlichen Geschlechts.

SIDS-Kollektiv Kontroll-Kollektiv

absolut relativ (%) absolut relativ (%)

Mainnlich 65,22 %

Weiblich 34,78 %
Gesamt 92 100 % 15 100 %

Tabelle 6: Geschlechterverteilung innerhalb des SIDS-Kollektivs und des Kontroll-Kollektivs

4.1.5 Nationalitit

Entsprechend der Bevolkerungsstruktur in Deutschland haben 80 der 92 verstorbenen Séduglinge
(87 %) die deutsche Staatsangehorigkeit, darunter sind in zwei Fillen gemischte Nationalitdten

vorhanden (deutsch-togolesisch und deutsch-persisch).

Als zweitstirkste Nation, ebenfalls analog zur Bevolkerungsstruktur in Deutschland, besitzen
acht Sduglinge die tiirkische Staatsangehdrigkeit, was einem prozentualen Anteil von 8,7 % ent-
spricht. Daneben gibt es noch je einen Sdugling mit albanischer, syrischer, russischer sowie nicht

naher bezeichneter asiatischer Nationalitét.

Von den insgesamt 15 Fillen des Kontroll-Kollektivs besitzen 13 Séduglinge die deutsche, ein

Saugling die italienische sowie ein Sdugling die ecuadorianische Staatsangehorigkeit.
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4.1.6 Siauglingsalter zum Todeszeitpunkt im SIDS-Kollektiv

Im betrachteten Studienkollektiv von 92 SIDS-Fillen liegt das mittlere Todesalter bei 129,79 Ta-

gen mit einer Standardabweichung von + 92,71 Tagen.

Sowohl fiir weibliche als auch méannliche Sduglinge liegt das Maximum der Todesfélle im zwei-
ten Lebensmonat. Damit entsprechen bereits allein die 19 Todesfélle im zweiten Lebensmonat ca.
einem Flinftel aller SIDS-Fille. Mit steigendem Alter der Sduglinge nimmt dann die Anzahl der
Todesfdlle deutlich ab, so dass im Alter von elf bzw. zwolf Monaten nur noch je drei Kindstodfal-
le innerhalb des Studienzeitraums von 13 Jahren zu verzeichnen waren. Die genaue monatliche

Verteilung der SIDS-Fille ist in der folgenden Abbildung nach Geschlecht getrennt aufgefiihrt:
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Die Kumulation der relativen Anteile der nach Alter beim Todeseintritt sortierten SIDS-Félle in
der folgenden Abbildung zeigt, dass bereits nach Ablauf des vierten Lebensmonats mehr als die
Hilfte aller SIDS-Félle aufgetreten sind (56,52 % aller Fille) bzw. nach Ablauf des sechsten Le-
bensmonats mehr als 2/3 aller Falle (72,83 %):
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Abbildung 18: Alter der Sauglinge des SIDS-Kollektivs zum Todeszeitpunkt, relative Haufigkeit
(lila) und Summenhéufigkeit (blau)

4.1.7 Weitere Besonderheiten des Studienkollektivs

Die Auswertung der in Kapitel 2.1 im SIDS-Kollektiv aufgefiihrten weiteren Besonderheiten vor
dem Tod der Sduglinge ergab, dass 32 von 92 Kindern vor ihrem Tod laut Obduktionsprotokoll
eine teilweise fieberhafte Erkéltung hatten. Dies sind immerhin 34,78 % aller verstorbenen Kin-

der. In den restlichen Fillen fehlen die Angaben bzw. waren die Kinder augenscheinlich gesund.

Als weitere SIDS-assoziierte Risikofaktoren lagen laut Obduktionsprotokoll in elf Fillen Frithge-
burten vor. Neun Kinder stammten aus Raucherfamilien, in sechs Fillen wurde ein miitterlicher

Drogenabusus vor bzw. wihrend der Schwangerschaft beschrieben. In drei Familien gab es be-
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reits einen Kindstodfall, davon waren in zwei Féllen jeweils die Cousinen der verstorbenen Kin-

der betroffen, in einem Fall wurden keine weiteren Angaben gemacht.

Weiterhin wurden in einigen Féllen anamnestische Besonderheiten genannt, die zwar nicht mit
einem erhohten SIDS-Risiko einhergehen, aber durchaus von Interesse sind. Dazu zédhlen Vitien,
Zyanoseanfille in der Vorgeschichte, Schimmelbefall der Wohnung, miitterliche Depression, an

einem Herzfehler verstorbene Geschwisterkinder, Dystrophie, Reflux und Trinkschwéche.

Wegen der zeitlichen Néhe zwischen den empfohlenen Impfterminen und dem Haufigkeitsgipfel
des Plotzlichen Kindstods im zweiten bis vierten Lebensmonats, wird auch im vorliegenden
SIDS-Kollektiv in elf Féllen eine Impfung in unmittelbarer Ndhe zum Todeszeitpunkt angegeben.
Impfungen stellen wie bereits beschrieben nach aktueller Studienlage allerdings keinen Risiko-
faktor dar, sondern gelten sogar als protektiv, da sie nachweislich das Risiko des Pl&tzlichen

Kindstods reduzieren (siche Studien dazu in Kapitel 1.1.2).

4.2 Ergebnisse der konventionell-histologischen Fiarbung (HE)

In der Himatoxylin-Eosin-Farbung (HE) lagen fiir beide Kollektive simtliche Schnitte aller acht
Probeentnahmestellen vor. Daher wurde mit dieser Methode im Vergleich zu den immunhistoche-
mischen Methoden und zur TUNEL-Methode in allen Féllen der Querschnitt des gesamten ent-
nommenen Myokards untersucht und damit die insgesamt grofite Fliche an Myokardgewebe aus-
gewertet. Es war mit diesem Verfahren also mdglich, tiber 100 % des entnommenen Gewebes ei-

ne Aussage iiber das histologische Vorliegen einer Myokarditis zu machen.

Die nach der HE-Methode gefirbten Préparate wurden lichtmikroskopisch gemaf3 den DALLAS-
Kriterien auf das Vorliegen einer Myozytolyse, Nekrose, eines interstitiellen Odems sowie auf
lymphomonozytére Infiltration untersucht. Dabei weisen 83 der 92 SIDS-Fille (90 %) und alle
Kontroll-Félle unauffilliges Myokardgewebe auf. Fiir diese Félle kann konventionell-histolo-
gisch das Vorliegen einer Myokarditis ausgeschlossen werden. In zwei SIDS-Fillen konnte aller-
dings eine Myokarditis im Sinne der DALLAS-KTriterien mit histologischen Auffélligkeiten in al-
len acht Probeentnahmestellen eindeutig nachgewiesen werden (Fall Nr. 4 und 10), wie die fol-

genden Bilder deutlich zeigen:
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Abbildung 20: HE x 00, Fall Nr. 4, Myokardiis mit Myytlse, Nes, Inltrten und
Odemen, Hinterwand linke Herzkammer, basisnah (G)
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terwand linke Herzkammer, basisnah (G)

Fall Nr. 10 zeigt ebenfalls simtliche Merkmale einer Myokarditis in schwécherer Auspriagung:

Abbildung 22: HE x 200, Fall Nr. 10, Hinterwand linke Herzkammer, spitzennah (H)
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Abbildung 24: HE x 400, Fall Nr. 10, Vorderwand linke Herzkammer, basisnah (E)
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In einem weiteren Fall konnten fokal begrenzt sowohl Odeme als auch erhdhte zelluldre Infiltra-
tion in drei der acht Probeentnahmestellen nachgewiesen werden (Fall Nr. 8). Allerdings wurde
das Vorliegen einer klassischen Myokarditis nach den DALLAS-Kriterien zunichst verneint, da
es sich im konventionellen Schnitt lediglich um fokale Infiltrate ohne das Vorkommen von Ne-
krose handelt. Es sei jedoch an dieser Stelle bereits vorweggenommen, dass eine Diskussion liber
diesen besonderen Fall nach Auswertung der immunhistochemischen und TUNEL-Ergebnisse zu

fiihren sein wird (sieche Kapitel 4.5.1).

Abbildung 25: HE x 200, Fall Nr. 8, Hinterwand linke Herzkammer, spitzennah (H)

Drei weitere Félle zeigen, wie im vorherigen Fall, fokal zellulére Infiltrate, allerdings nur in einer
einzigen Probeentnahmestelle ohne Nekrose, Odem oder Myozytolyse und erfiillen damit eben-
falls nicht die Kriterien einer Myokarditis (Fall Nr. 2, 36 und 39). Die folgenden Bilder zeigen
diese Infiltrate fiir den Fall Nr. 2 und Nr. 36:
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Abbildung 26: HE x 400, Fall Nr. 36, Fokale Infiltration, Vorderwand linke Herzkammer, spit-
zennah (F)

B RV AR N RN X B

Abbildung 27: HE x 400, Fall Nr. 2, Fokale Infiltration, Herzkammerwand rechts, basisnah (A)
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SchlieBlich weisen drei Fille (Fall Nr. 9, 45 und 47) lediglich interstitielle Odeme ohne Infiltrate,
Nekrose oder Myozytolyse auf. Exemplarisch dafiir ist hier ein Bild des Falls Nr. 9 dargestellt.

— = T — == 7 29

—

Abbildung 28: HE x 200, Fall Nr. 9, Myokardiale Odeme ohne Infiltration oder Nekrose, Septum
interventrikulare, spitzennah (D)

AbschlieBend sind noch einmal die histologischen Auftélligkeiten im SIDS-Kollektiv dargestellt.
Dabei sind nach alleiniger Auswertung dieser Methode zwei Fille aus dem SIDS-Kollektiv
falschlicherweise der Todesursache Plotzlicher Kindstod zugeordnet worden, da bei einer so aus-

gepréagten Infiltration und Nekrose eine Myokarditis als Todesursache festgestellt werden kann.

2 erhohte zellulére Infiltration nur in A

4 Myokarditis in A-H

8 Odem, erhohte zelluldre Infiltration in C, G, H
9 Odem

10 Myokarditis in A-H

36 erhohte zelluldre Infiltration nur in F

39 erhohte zelluldre Infiltration nur in E

45 Odem

47 Odem

Tabelle 7: SIDS-Félle mit Auffalligkeiten in der konventionellen Auswertung nach DALLAS



63

4.3 Ergebnisse der Immunhistochemie

Die konventionelle HE-Férbung und Auswertung nach den DALLAS-Kriterien hat den Nachteil,
dass verschiedene Zellarten nicht einfach erkannt bzw. auch von Experten sehr unterschiedlich
interpretiert werden (,,Interobserver Variability, Shanes et al., 1987). Aus diesem Grund werden
heute zusitzlich immunhistochemische Verfahren standardmifBig in der Myokarditisdiagnostik
angewandt, so dass auch geringe sowie friihzeitige Infiltrate eindeutig identifiziert und dargestellt

werden konnen (zur Myokarditisdiagnostik siche Kapitel 1.2.4).

Zentrale Frage der angewandten immunhistochemischen Farbungen mit Darstellung verschiede-
ner Zellarten ist, ob im SIDS-Kollektiv eine erhdhte zelluldre Infiltration nachgewiesen und dar-
aus auf das Vorliegen einer Myokarditis geschlossen werden kann, sodass eine Myokarditis als

Haupttodesursache in Fillen des Plotzlichen Kindstods anzunehmen ist.

4.3.1 Durchschnittliche Infiltration: Ergebnisiibersicht aller Firbungen

Zur Auswertung der immunhistochemischen Farbungen wurde unter Beriicksichtigung der Aus-
zéhlergebnisse aller Probeentnahmestellen eines Falles die durchschnittliche Infiltration pro Fall

berechnet (Mittelwert pro Fall, siche Kapitel 3.2.1.3).

Die folgende Boxplot-Darstellung der drei immunhistochemischen Féarbungen LCA (Leuko-
zyten), CD68 (Makrophagen) und CD45-R0O (T-Lymphozyten) zeigt die durchschnittliche Infil-
tration pro Fall in beiden Kollektiven. Dabei bilden in den Kollektiven die einzelnen Mittelwerte
pro Fall die Grundlage fiir die Berechnung des Gesamtmittelwertes. In der vorliegenden Arbeit ist
ein Boxplot folgendermalBien definiert: Die Box entspricht den mittleren 50 % der erhobenen Da-
ten (25. bis 75. Perzentile). Der Median wird als horizontale Linie, der Gesamtmittelwert als

Pluszeichen dargestellt. Die Whisker zeigen Minimum und Maximum der erhobenen Daten an.

Es wird deutlich, dass nach Auszdhlung aller Myokardgewebestellen fiir das SIDS-Kollektiv ho-
here Zellzahlen pro Quadratmillimeter fiir Leukozyten (LCA) und T-Lymphozyten (CD45-R0)
ausgewiesen werden als im Kontroll-Kollektiv. Makrophagen (CD68) zeigen in beiden Kollekti-

ven eine anndhernd gleiche Verteilung:



64

807 801
701 70]
2 601 = 601
Z 1 .4
PR ]
= 507 = 501
= 71 e i
3 2
Z 40- = 407
L 5
- ] $ 1
£ £ 3]
3 ] 3 20-
N N 32
10- 1 10] L L
T ] +
0 N I . | G . . !—__—!
LCA CD68  CD45-R0 LCA CD68  CD45-R0
SIDS-Kollektiv Kontroll-Kollektiv

Abbildung 29: Boxplot, Mittelwerte pro Fall, sortiert nach Kollektiv und Farbung

Die starke Abweichung der Whisker zeigt aber auch, dass es vor allem im SIDS-Kollektiv in der
Leukozyten und T-Lymphozyten-Farbung vereinzelt Fille mit sehr hoher Anzahl von inflammato-
rischen Zellen gibt. Dazu zéhlt vor allem der in der HE-Farbung nachgewiesene Myokarditis-Fall
Nr. 4. Dieser ist in beiden genannten Farbungen mit Abstand der zellreichste Fall. Der andere
konventionell nachgewiesene Myokarditis-Fall (Nr. 10 des SIDS-Kollektivs) zeigt immunhisto-
chemisch keine erhohte Infiltration fiir Leukozyten und Makrophagen, allerdings gegeniiber dem

Mittelwert fiir T-Lymphozyten etwa 2-fach hohere T-Lymphozyten mit 10,34/mm?.
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Stellt man das SIDS-Kollektiv korrigiert dar, d.h. ohne die beiden HE-Myokarditis-Fille, so
nimmt die Spannbreite der Whisker und damit die maximal erreichte Zellzahl deutlich ab. Medi-
an und Mittelwert des Gesamtkollektivs bleiben allerdings nahezu unveréndert. Auch die Darstel-
lung ohne die weiteren sieben SIDS-Fille, die in der konventionellen Auswertung nach DALLAS
zwar nicht simtliche Kriterien einer Myokarditis erfiillten, aber an einzelnen Probeentnahmestel-
len verschiedene Auftilligkeiten zeigten (siehe Tabelle 7, Kapitel 4.2), zeigt einen Abfall der In-
filtrationsspannbreite. Der Einfluss auf die durchschnittliche Infiltration in Form einer Verénde-

rung des Mittelwertes oder des Medians ist allerdings ebenfalls nur gering:
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[ SIDS-Kollektiv Gesamt (N=92)

[ SIDS-Kollektivohne Myokarditisfélle (N=90)
701 [ SIDS-Kollektiv ohne auffillige HE-Fille (N=83)
[J Kontroll-Kollektiv(N=15)
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Abbildung 30: Immunhistochemische Ergebnisse fiir das gesamte SIDS-Kollektiv (lila), unter
Ausschluss der beiden HE-Myokarditis-Félle (2, blau) bzw. aller konventionell auffalligen SIDS-
Fille (3, gelb) sowie fiir das Kontroll-Kollektiv (K, griin)

Eine detaillierte Darstellung der Ergebnisse, getrennt nach den verschiedenen Férbungen, erfolgt

in den nachfolgenden Kapiteln.
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43.2 LCA

Im SIDS-Kollektiv werden durchschnittlich 15,69 + 12,13 Leukozyten/mm? und im Kontroll-
Kollektiv 6,79 + 10,34 Leukozyten/mm?* nachgewiesen. Die Leukozytenanzahl pro Quadratmilli-

meter ist damit im SIDS-Kollektiv mehr als doppelt so hoch wie im Kontroll-Kollektiv.

SIDS- SIDS-Kollektiv SIDS-Kollektiv Kontroll-
Kollektiv | ohne Myokarditis- | ohne auffillige Kollektiv
Gesamt Félle HE-Fille

Anzahl der Fille 92 90 83 15
Minimum* 0,575 0,575 0,575 0,075
25 % Perzentile* 6,2 6,02 5,36 0,61
Median* 13,96 13,94 13,09 4,37
75 % Perzentile* 21,56 21,47 20,45 8,52
Maximum* 64,30 52,60 52,60 41,88
Mittelwert* 15,69 15,17 14,61 6,79
Standardabweichung (SD)* 12,13 11,12 11,09 10,34

Tabelle 8: Ergebnisse der LCA-Farbung (*Leukozyten/mm?)

Allerdings handelt es sich in beiden Kollektiven um sehr niedrige Zellzahlen pro Quadratmilli-
meter. Verdeutlicht wird diese Tatsache, wenn man die Einheit ,,Leukozyten pro Quadratmil-
limeter in die bisher iiblichen ,,High-Power-Fields* umrechnet (siche Kapitel 3.2.1.4). Unter
Verwendung des Umrechnungsfaktors 4,21 entsprechen die durchschnittlichen 15,69 Leukozy-
ten/mm? in 100-facher VergroBerung lediglich 3,73 Leukozyten pro HPF in 400-facher Vergrof3e-
rung und liegen damit weit unter den publizierten Grenzwerten (siche Kapitel 1.2.4). Legt man
den von Dettmeyer et al. (2004) veroffentlichten, noch zu diskutierenden Grenzwert fiir eine My-
okarditis an autoptischen Gewebe im Sauglingsmyokard von fiinfzehn Leukozyten pro High-
Power-Field zu Grunde — dies entspricht umgerechnet 63,15 Leukozyten pro Quadratmillimeter —
so ist in der Immunhistochemie nur der bereits identifizierte Myokarditis-Fall Nr.4 mit 64,30

Leukozyten pro Quadratmillimeter als Myokarditis zu definieren.

Die folgenden Bilder einer Probeentnahmestelle mit einer Infiltration von 15 Leukozyten/mm?
zeigen beispielhaft, dass es sich tatsdchlich um eine sehr geringe Infiltration handelt. Es werden
lediglich interstitielle Leukozyten beriicksichtigt. Es liegt nahe, dass bei dieser Infiltration nicht

von einer letalen Dysfunktion des Myokards ausgegangen werden kann.
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Abbildung 31: LCA x 200, Fall Nr. 60, vereinzelte interstitielle Leukozyten (rot) im Myokard,
Herzkammerwand rechts, basisnah (A)
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Es wurde bereits gezeigt, dass es in der Leukozytenfarbung innerhalb der Kollektive von Fall zu
Fall erhebliche Schwankungen beziiglich der nachgewiesenen Infiltration gibt. Dabei variieren
die Mittelwerte im SIDS-Kollektiv zwischen minimal 0,575 Leukoztyen/mm? und maximal 64,30
Leukozyten/mm? pro Fall. Letztere maximale Infiltration zeigt sich im Myokarditis-Fall Nr. 4 und
entspricht einer etwa 4-fachen Erhohung im Vergleich zum Gesamtmittelwert des SIDS-Kollek-
tivs. Im Kontroll-Kollektiv liegt das Maximum bei 41,88 Leukozyten/mm?. Dieser Maximalwert
kann dem Kontroll-Fall Nr. 14 zugeordnet worden, wobei als Todesursache in der Obduktion ein

Schidel-Hirn-Trauma nach zweizeitiger groberer dullerer Gewalteinwirkung festgestellt wurde.

Die folgende Abbildung zeigt, wie stark die Leukozytenzahl pro Fall innerhalb beider Kollektive

schwankt, Félle gleicher Zellzahlen werden dabei zusammengefasst.
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Abbildung 33: Verteilung der durchschnittlichen Leukozyten pro mm? in beiden Kollektiven

In 53,26 % aller SIDS-Félle wird eine niedrigere Leukozytenanzahl pro Fall nachgewiesen als der

Gesamtmittelwert und nur in zwei Fallen das Dreifache bzw. mehr erreicht.
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Zusammenfassend bleibt daher festzuhalten, dass die durchschnittliche Leukozyteninfiltration in
beiden Kollektiven sehr gering ist, aber zum Teil von Fall zu Fall erheblich schwankt. Massive

Infiltrate werden allerdings nur in einzelnen Féllen bzw. im Myokarditis-Fall beobachtet.

4.3.3 CD68

Fiir die Makrophagen-Féarbung (CD68) zeigt sich, dass die Unterschiede zwischen beiden Kollek-
tiven, was sowohl die Mittelwerte als auch die Spannweite der Verteilung betrifft, minimal sind.

So werden im SIDS-Kollektiv im Schnitt 1,89 & 2,39 Makrophagen pro Quadratmillimeter gefun-

den, im Kontroll-Kollektiv sind es 1,49 + 2,52 Makrophagen. Eine Ubersicht der Ergebnisse zeigt
die folgende Tabelle:

SIDS- SIDS-Kollektiv SIDS-Kollektiv Kontroll-
Kollektiv | ohne Myokarditis- | ohne auffillige Kollektiv
Gesamt Fille HE-Fille
Anzahl der Fille 92 90 83 15
Minimum* 0,0 0,0 0,0 0,17
25 % Perzentile* 0,42 0,41 0,37 0,35
Median* 0,98 0,93 0,88 0,56
75 % Perzentile* 2,44 2,43 2,36 1,38
Maximum* 10,89 10,89 10,98 9,88
Mittelwert* 1,89 1,87 1,80 1,49
Standardabweichung (SD)* 2,39 2,41 2,35 2,52

Tabelle 9: Ergebnisse der CD68-Féarbung (*Makrophagen/mm?)

Auch in dieser Farbung gibt es nur vereinzelt sehr zellreiche Félle. So konnen nur in zwei Fillen
mehr als 10 Makrophagen pro Quadratmillimeter ausgewiesen werden (Fall Nr. 32 und 74). Letz-
terer weist mit einer Infiltration von 10,89 Makrophagen/mm? die maximale Infiltration im SIDS-
Kollektiv auf; dies entspricht mehr als dem 5-fachen des Mittelwertes in diesem Kollektiv. Im
einem weiteren Fall (Nr. 66) liegt die durchschnittliche Infiltration bei 9,98 Makrophagen/mm?,
hier wird anamnestisch eine dem Tod vorausgehende Erkéltung angegeben. Die anderen Fille
sind beziiglich Infektionen in ihrer Vorgeschichte unauftfallig. Konventionell-histologisch und in
den anderen immunhistochemischen Féarbungen sind die genannten Fille unauffillig, und auch
ohne Nachweis von apoptotischen Zellen. Lediglich der Fall Nr. 32 weist auch in der LCA-Fér-

bung im Schnitt Leukozyten in zweifacher Hohe des Mittelwertes aus.
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Im Kontroll-Kollektiv gibt es ebenfalls einen Ausreifler, den Fall Nr. 10. Dieser erreicht mit 9,88
Makrophagen/mm? mehr als das 6,6-fache des Mittelwertes im Kontroll-Kollektiv. Todesursache
war eine Sepsis. In der folgenden Abbildung wird die Spannbreite der Infiltration in beiden Kol-

lektiven noch einmal dargestellt, dabei werden Félle gleicher Zellzahlen zusammengefasst.
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Abbildung 34: Verteilung der durchschnittlichen Makrophagen pro mm? in beiden Kollektiven

Nur aufgrund dieser isolierten Infiltration mit Makrophagen in einzelnen Fillen kann aber nicht
auf das Vorliegen einer Myokarditis geschlossen werden. Im Gegenteil, in den beiden HE-Myo-
karditis-Féllen werden mit 4,32 Makrophagen/mm? im Fall Nr. 4 und 2,4 Makrophagen/mm? im
Fall Nr. 10 nur sehr geringe Zellzahlen nachgewiesen. Dies ist besonders im Myokarditis-Fall Nr.

4 interessant, da dieser in den anderen immunhistochemischen Verfahren jeweils die Maximal-

werte aufwelist.
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Analog zur Leukozytenfiarbung ist es an dieser Stelle auBerdem entscheidend zu verdeutlichen,
dass es sich bei den maximal gezdhlten 10 Makrophagen pro Quadratmillimeter um sehr geringe
Zellzahlen handelt. Zum Vergleich sind dies umgerechnet nur 2,375 Makrophagen pro High-
Power-Field. Damit wird der von Dettmeyer et al. (2004) als ,,Myokarditis verddchtig® geltende
Wert von zehn oder mehr Makrophagen pro HPF — umgerechnet 42,1 Makrophagen pro Quadrat-
millimeter — in diesem Kollektiv in keinem Fall, in keiner einzelnen Probeentnahmestelle und

auch nicht in einem einzelnen Quadratmillimeter erreicht.

Es stellt sich daher Frage, ob ein Grenzwert fiir Makrophagen iiberhaupt valide ist. Aullerdem
muss aufgrund der geringen Zellzahlen, aber auch aufgrund der Tatsache, dass in den Myokardi-
tis-Fdllen kaum Makrophagen nachzuweisen waren, diskutiert werden, ob diese Farbung als

»Suchmethode™ fiir eine Myokarditis iiberhaupt sinnvoll ist und welche Aussagekraft sie hat.

4.3.4 CD45-R0

Als letzte immunhistochemische Methode wurden T-Lymphozyten spezifisch angefarbt. Dabei
konnen im SIDS-Kollektiv mit 5,7 £ 10,09 T-Lymphozyten/mm? etwa doppelt so viele Zellen

nachgewiesen werden wie im Kontroll-Kollektiv mit 2,32 + 2,59 T-Lymphozyten/mm?.

N DB SIDS-Kollektiv SIDS-Kollektiv Kontroll-
Kollektiv | ohne Myokarditis- ohne auffillige Kollektiv
Gesamt Fille HE-Fille
Anzahl der Fille 92 90 83 15
Minimum* 0,0 0,0 0,0 0,05
25 % Perzentile* 0,56 0,53 0,48 0,50
Median* 2,44 2,39 2,39 1,30
75 % Perzentile* 7,18 6,81 6,31 3,20
Maximum* 75,80 45,05 45,05 10,01
Mittelwert* 5,70 4,87 4,81 2,32
Standardabweichung (SD)* 10,09 6,92 7,03 2,59

Tabelle 10: Ergebnisse der CD45-R0-Farbung (*T-Lymphoyzten/mm?)

Vereinzelt gibt es auch in dieser Farbung vor allem im SIDS-Kollektiv erhebliche Schwankungen
der durchschnittlichen Infiltration. Dabei variieren die mittleren Zellzahlen pro Fall zwischen mi-

nimal 0 und 75,80 T-Lymphozyten/mm? maximal. Dieser Maximalwert, mit einer etwa 13-fachen
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Erhohung der Infiltration pro Quadratmillimeter gegeniiber dem SIDS-Gesamtmittelwert, kann
auch dem Myokarditis Fall Nr. 4 zugeordnet werden. Besonders hervorzuheben ist die Abnahme
der maximalen Infiltration von 75,80 Zellen/'mm? auf 45,05 Zellen/'mm?, wenn dieser Fall nicht
beriicksichtigt wird (siche Abbildung 30, Kapitel 4.3.1). Es werden also in diesem Fall ca. 30 T-
Lymphozyten pro Quadratmillimeter mehr nachgewiesen, als in dem Fall mit der zweithdchsten
Infiltration. Die genaue Verteilung der Infiltration mit T-Lymphozyten in beiden Kollektiven zeigt

sich in der folgenden Abbildung, Fille gleicher Infiltration sind dabei zusammengefasst:

60
B SIDS-Kollektiv N=92
B Kontroll-Kollektiv N=15
50
40
30

Anzahl der Félle mit gleicher Infiltration

T T \.. T T \n T T T T T \..—\

<5 <10 <15 <20 <25 <30 <35 <40 <45 <50 <55 <60 <65 <70 <75 <80
Durchschnittliche Lymphozyten pro Quadratmillimeter

Abbildung 35: Verteilung der durchschnittlichen T-Lymphozyten pro mm? in beiden Kollektiven

Letztlich handelt es sich auch in den meisten Féllen der T-Lymphozytenfarbung um sehr niedrige
Zellzahlen pro Quadratmillimeter. So entsprechen die mittleren 5,7 T-Lymphozyten pro Quadrat-
millimeter lediglich 1,35 T-Lymphozyten pro HPF und liegen damit ebenfalls weit unter den von
Dettmeyer et al. (2004) publizierten Grenzwerten fiir eine Myokarditis von mehr als zehn T-Lym-

phozyten pro HPF. Auch die als verdichtig geltenden 5 T-Lymphozyten pro HPF werden deutlich
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unterschritten (sieche Kapitel 1.2.4). Insgesamt wiren nach diesem Grenzwertkonzept im SIDS-
Kollektiv zwei Fille als Myokarditis zu definieren, Fall Nr. 4 und Fall Nr. 75, sowie ein Fall als
Myokarditis-verdéachtig (Fall Nr. 63). Im Fall Nr. 75 gelingt zwar auch ein erhdhter Nachweis von
Leukozyten (52,60/mm?), ansonsten ist fiir diesen Fall sowie fiir Fall Nr. 63 sowohl die Kran-

kengeschichte als auch die weitere Diagnostik unauftillig (siche Kapitel 4.5.2).

An dieser Stelle stellt sich insgesamt die Frage, ob eine grenzwertiiberschreitende Infiltration in
einer oder zwei immunhistochemischen Férbungen wie im Fall Nr. 75 ausreicht, um die Diagnose
einer Myokarditis zu stellen bzw. ob die immunhistochemische Fiarbung alleine als Entschei-
dungsmerkmal fiir eine Myokarditis tiberhaupt geeignet ist, oder ob die Diagnose nur in Zusam-
menschau verschiedener Untersuchungsmethoden gestellt werden kann. Alternativ muss hinter-
fragt werden, ob das Grenzwertkonzept zur Identifikation einer Myokarditis valide ist (siche Ka-

pitel 5.6.2.2).

4.3.5 Statistische Signifikanz der immunhistochemischen Ergebnisse

In den bisherigen Ergebnissen wurden im SIDS-Kollektiv hohere Zellzahlen fiir Leukozyten
(LCA) und T-Lymphozyten (CD45-R0) nachgewiesen als im Kontroll-Kollektiv. Daher wird im
Folgenden gepriift, ob dieser Unterschied auch statistisch signifikant ist. Die folgende Tabelle

stellt die p-Werte fiir die immunhistochemischen Farbungen dar:

LCA

p-Wert 0,0004 0,0005 0,0009
Unterschied signifikant? ja ja ja

CD68

p-Wert 0,2416 0,2738 0,3588
Unterschied signifikant? nein nein nein

CD45-R0

p-Wert 0,2507 0,3008 0,346

Unterschied signifikant? nein nein nein

Tabelle 11: Signifikanzpriifung des Studienkollektivs fiir die immunhistochemischen Fiarbungen
nach Mann-Whitney-Wilcoxon
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Ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen beiden Kollektiven, unter Annahme eines Sig-
nifikanzniveaus von 5 %, ergibt sich nur fiir die Leukozytenfdarbung, die Ergebnisse der Makro-
phagen- und T-Lymphozytenfarbung sind nicht signifikant verschieden. Die Unterschiede zwi-
schen beiden Kollektiven bleiben auch unter Ausschluss der HE-Myokarditis-Fille bzw. aller in
der HE-Farbung auffilligen SIDS-Fille konstant. Der Nachweis des signifikanten Unterschiedes
in der Leukozytenfarbung fiihrt aufgrund der bereits beschriebenen niedrigen Gesamtinfiltration
(sieche Kapitel 4.3.2) zu der Frage, ob der mathematisch beschriebene Unterschied zwischen den
beiden Kollektiven auch tatséchlich klinisch relevant ist bzw. ob daraus tatsdchlich auf eine er-
hohte Myokarditis-Inzidenz im SIDS-Kollektiv geschlossen werden kann (siche ausfiihrliche
Diskussion dazu in Kapitel 5.6.2).

4.3.6 Lokalisation der Infiltrate im Myokard

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass es zwar vereinzelt zellreiche Félle gibt, insgesamt
ist die Infiltration in beiden Kollektiven aber gering. In der bisherigen Darstellung als durch-
schnittlich berechnete Infiltration pro Fall, bleibt jedoch unberiicksichtigt, dass in der Berechnung
dieses fallbezogenen Mittelwertes stark infiltrierte Regionen des Myokards durch andere nicht

infiltrierte Regionen des Myokards maskiert werden konnen.

Daher wird im Folgenden untersucht, ob zelluldre myokardiale Infiltrate an einer der acht stan-
dardisierten Probeentnahmestellen bevorzugt nachzuweisen sind. Dazu wird die durchschnittliche
Infiltration der einzelnen Probeentnahmestellen A-H getrennt fiir die drei Farbemethoden unter-

sucht.
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Abbildung 36: Durchschnittliche Infiltration getrennt nach Fiarbung und Probeentnahmestellen

(A-H) im SIDS-Kollektiv

Es zeigt sich, dass es im SIDS-Kollektiv fiir keine der drei angefarbten Entziindungszellen eine

bevorzugte Lokalisation im Myokard gibt. Uber alle Probeentnahmestellen hinweg findet sich ei-

ne relative Gleichverteilung von Infiltraten. Mediane und Mittelwerte bleiben nahezu gleich. Ein-

zelne Ausreifler konnen hier v.a. dem Myokarditis-Fall Nr. 4 zugeordnet werden.

Auch fiir das Kontroll-Kollektiv findet sich keine bevorzugte Lokalisation von Infiltraten:
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4.3.7 Infiltration in einzelnen Fallen und Probeentnahmestellen

Bei Betrachtung der einzelnen Fille, losgeldst von der Darstellung des Gesamtkollektivs, fillt in
einigen Fillen auf, dass es massive Schwankungen der Infiltrationen von Leukozyten, Makropha-
gen und T-Lymphozyten innerhalb eines Falles gibt. Dabei zeigen sich nicht nur massive Schwan-
kungen der Zellzahlen von Probeentnahmestelle zu Probeentnahmestelle, sondern auch innerhalb

der ausgezdhlten Quadratmillimeter einer einzigen Probeentnahmestelle.

Diese Tatsache soll anhand des nachfolgenden Beispielsfalles (Fall Nr. 76) illustriert werden. In
diesem Fall ohne anamnestische Besonderheiten liegt eine deutliche Ungleichverteilung der Leu-
kozyten im Myokard vor. Diese variieren zwischen 0 bis 81 Leukozyten/mm?. Der Mittelwert
iiber alle acht Probeentnahmestellen betrdgt allerdings nur 13 Leukozyten/'mm? (3,4 Leukozy-
ten/HPF). Daher wire eine Myokarditis nach den publizierten Grenzwerten sowohl fiir Erwach-
sene als auch fiir Sduglinge auszuschlieBen (Aretz et al., 1987; Dettmeyer et al., 2004; Edwards et
al., 1982; Maisch et al., 2000). Die folgende Abbildung zeigt die durchschnittliche Infiltration der
acht Probeentnahmestellen sowie zusétzlich die Infiltration in den zehn ausgezihlten Quadratmil-

limetern der auffilligen Probeentnahmestelle C (Septum interventrikulare, basisnah):
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Abbildung 38: Fall Nr. 76, leukozytire Infiltration der Probeentnahmestellen A-H sowie der ein-
zelnen Quadratmillimeter in der Probeentnahmestelle (C), Septum interventrikulare, basisnah
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Auch die folgenden Bilder aus diesem Fall zeigen eindrucksvoll, wie unterschiedlich das mikro-
skopische Bild mit durchschnittlich nur 13 Zellen pro Quadratmillimeter sein kann. Beide Bilder
zeigen die auffillige Probeentnahmestelle C (Septum interventriculare, basisnah) in der LCA-
Farbung. Im ersten Bild ist eine normale bis minimal leicht erhdhte Infiltration nachweisbar. Im
zweiten Bild zeigt sich eine massive fokale Infiltration von Leukozyten, so dass das Vorliegen
einer fokalen myokardialen Dysfunktion moglich scheint. Auch in der Lymphozytenfarbung wer-
den auffillige Ergebnisse in dieser Probeentnahmestelle erreicht. Die konventionell-histologische
und die TUNEL-Methode zeigen allerdings unauffallige Ergebnisse, insbesondere auch fiir die

Probeentnahmestelle C.
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Abbildung 39 und 40: Fall Nr. 76, LCA x 400, unterschiedlich stark ausgeprégte leukozytére In-
filtration im Bereich des Septums interventrikulare, basisnah (C)

Dieser Fall wirft die Frage auf, ob der in friiheren Studien verwendete Mittelwert pro Fall — als
mathematischer Représentant flir die durchschnittliche Infiltration des Herzens mit Entziindungs-
zellen — iiberhaupt dazu geeignet ist, eine Aussage iiber das Vorkommen und die tatsdchliche Ver-
teilung von Infiltraten im Myokard zu machen. Daraus ergibt sich aber auch, dass die Eignung

des Mittelwertes als Entscheidungskriterium fiir das Vorliegen einer Myokarditis, wie bisher {ib-
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lich, fraglich ist und ob das Festlegen eines Grenzwertes, basierend auf diesem Mittelwert pro

Fall, valide sein kann (siehe dazu Kapitel 5.6.2.4).

Insgesamt fiihrt dies zwingend zur Frage, wie die immunhistochemischen Ergebnisse sinnvoll
quantifiziert bzw. interpretiert werden kdnnen, insbesondere der Umgang mit fokalen Infiltraten,
die durch unauffilliges umgebendes Myokardgewebe statistisch ,,vernachléssigt* werden, muss

diskutiert werden (siche Kapitel 5.6.2.4).

4.3.8 Infiltration und Lebensalter

Die Tatsache, dass der Plotzliche Kindstod vor allem zwischen dem 2. und 4. Lebensmonat auf-
tritt und in dieser Zeit die Konzentration der diaplazentar iibertragenen miitterlichen Immunglo-
buline im Serum abfillt, kann ein Indiz dafiir sein, dass Infektionen in dieser Zeit Ursache des

Pl6tzlichen Kindstods sind (siehe Kapitel 1.1.3).
Aus diesem Grund wurde untersucht, ob die zelluldre Infiltration im Myokard besonders in die-
sem Alterskollektiv signifikant hoher ist als im gesamten SIDS-Kollektiv, was ein Hinweis darauf

sein konnte, dass eine Myokarditis in diesem Alter die wahrscheinliche Todesursache ist.

In der folgenden Tabelle wird die durchschnittliche Infiltration der jeweiligen immunhistochemi-

schen Féarbemethoden als Mittelwert angegeben, getrennt nach dem Alter der SIDS-Fille:

Anzahl SIDS- Fille 8 19 14 11 9 6 4 7 4 4 3 3

(Lfglx)zyten/mmz 11,26 17,96 [ 12,97 | 15,76 | 16,29 24,43 | 17,67 | 18,29 | 6,06 | 8,68 | 15,05 | 14,94

?é%]l)kégl))hagen/mmz 2,10 | 2,48 | 1,37 | 2,08 | 1,54 | 2,37 | 3,45 | 2,16 |0,76| 0,74 | 0,74 | 1,10

Lymphozyten/mm* | 364 | 573 | 298 | 11,33 | 2,69 | 4,28 | 5,28 |13,53]6,57| 2,96 | 1,05 | 4,34
(CD45-R0)

Tabelle 12: Altersabhingige zelluldre Infiltration im SIDS-Kollektiv

Diese altersabhidngigen Unterschiede der Infiltration innerhalb einer Farbung sind allerdings unter

Annahme eines Signifikanzniveaus von 5 % (p < 0,05) statistisch nicht signifikant im Vergleich
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mit dem Gesamtmittelwert des SIDS-Kollektivs. Dies zeigt, dass besonders in der Altersgruppe
von 2-4 Monaten keine erh6hte myokardiale Infiltration nachgewiesen werden kann. Es findet
sich folglich trotz der beschriebenen Verdnderung des Immunsystems kein Hinweis auf eine er-

hohte Myokarditisinzidenz in dieser Altersgruppe.

4.4 Ergebnisse der TUNEL-Methode

4.4.1 Fille mit Nachweis von apoptotischen Zellen

Die TUNEL-Methode wurde in beiden Kollektiven an dem gesamten, noch in Paraffin einge-
betteten, Myokardgewebe angewandt. Im SIDS-Kollektiv konnte Myokard von 88 der 92 Fille
auf apoptotische Zellen untersucht werden, wobei insgesamt 488 verschiedene Myokardgewebe-
proben angefirbt wurden. Dies entspricht bei maximal acht entnommenen Probeentnahmestellen
pro Fall einer Farbequote von 66,3 % aller in der Obduktion entnommenen Proben. Daher kann
im SIDS-Kollektiv {iber 2/3 des gesamten entnommenen Myokardgewebes eine Aussage iiber das
Vorliegen einer Apoptose getroffen werden. Im Kontroll-Kollektiv konnten insgesamt 99 Prépara-
te aus dem asservierten Myokardgewebe der flinfzehn Kontrollfélle angefertigt werden, so dass

die Farbequote mit 82,5 % hoher ist als im SIDS-Kollektiv.

In den 488 angefiarbten Myokardgewebeproben des SIDS-Kollektivs wurden in 41 Préparaten
(= 8,4 %) TUNEL-positive Zellen nachgewiesen; 91,6 % aller Préparate sind frei von apoptoti-
schen Myozyten. Auch im Kontroll-Kollektiv wurden mit 94,95 % TUNEL-negativen Praparaten
anndhernd gleiche Ergebnisse erzielt. Diese Ergebnisse werden in der folgenden Tabelle noch

einmal zusammengefasst:

SIDS-Kollektiv Kontroll-Kollektiv

Anzahl angefirbter Myokardproben 488 99
— in % aller entnommen Myokardproben 66,30 % 82,50 %
Myokardproben mit TUNEL-positiven Zellen 41 5
—in % aller gefdrbten Myokardproben 8,40 % 5,05 %
Unauffillige Myokardschnitte 447 94
—in % aller gefarbten Myokardproben 91,60 % 94,95 %

Tabelle 13: Anteil TUNEL-positiver und TUNEL-negativer Myokardproben
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Die 41 TUNEL-positiven Priparate des SIDS-Kollektivs konnen abschlieBend genau 21 SIDS-
Féllen zugeordnet werden. Dies bedeutet, dass in 23,86 % der Falle mindestens in einer Probeent-
nahmestelle apoptotische Zellen nachgewiesen wurden. Im Kontroll-Kollektiv kénnen die fiinf
Priparate mit apoptotischen Zellen genau vier Féllen zugeordnet werden, so dass bei einer Ge-

samtzahl von fiinfzehn Fillen sogar 26,67 % aller Falle apoptotische Zellen enthalten:

90 -
B TUNEL-negative Fille
30 - B TUNEL-positive Fille
70 -
60 -
=
= 50 - 76,13%
=
[
=
Z 40
30
20 A
10 - 23,86% 73,33%
0 - 26,67%
SIDS-Kollektiv Kontroll-Kollektiv

Abbildung 41: Anzahl und Anteil TUNEL-positiver und negativer Fille beider Kollektive

Daraus ist bereits jetzt zu schlieBen, dass der Nachweis erhohter Apoptoseraten in Féllen des
Pl6tzlichen Kindstods nicht erbracht werden konnte, da kein signifikanter Unterschied in der An-
zahl der apoptotischen Félle vorliegt. Die Apoptoserate, d.h. der Anteil der Fille mit Nachweis

von apoptotischen Zellen, ist im Kontroll-Kollektiv sogar um 2,81 Prozentpunkte hdher.
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4.4.2 Merkmale der TUNEL-positiven Fille

Das mittlere Alter der Kinder zum Zeitpunkt des Todes liegt im TUNEL-positiven Kollektiv bei
131,05 + 81,34 Tagen und entspricht damit dem durchschnittlichen Alter des gesamten Studien-
kollektivs von 129,79 + 92,71 Tagen.

Vergleicht man die TUNEL-positiven SIDS-Félle mit den Daten der Obduktionsprotokolle (siche
Kapitel 2.1) zeigt sich, dass nur in drei TUNEL-positiven Fillen keine Besonderheiten in der
Vorgeschichte vorlagen (Fall Nr. 3, 87 und 88). In neun der insgesamt 21 TUNEL-positiven Fal-
len, also in 42,86 %, lag vor Todeseintritt eine Erkéltung vor, wobei der Anteil der Erkéaltungsfal-
le im gesamten SIDS-Kollektiv bei 34,78 % liegt. Allerdings finden sich in 23 weiteren SIDS-
Fallen mit Erkéltung keine TUNEL-positiven Zellen. Umgekehrt finden sich also in 28,13 % aller
Erkéltungsfille TUNEL-positive Zellen. In je drei TUNEL-positiven Fillen lag eine Frithgeburt
(Fall Nr. 8, 57 und 83) oder eine Impfung in unmittelbarer Ndhe zum Todestag (Fall Nr. 14, 30
und 57) vor. Jedoch liegen auch hier jeweils in acht Féllen mit den gleichen Merkmalen keine
TUNEL-positiven Zellen vor. Miitterlicher Drogenabusus und Tabakkonsum findet sich in insge-

samt vier TUNEL-positiven Féllen (Fall Nr. 22, 57, 83 und 86).

Als Todesursache der TUNEL-positiven Kontroll-Félle wurde in einem Fall Hirntod nach Ge-
walteinwirkung (Fall Nr. 1), in einem Fall Hirntod nach Sturz (Fall Nr. 2), in einem Fall Strangu-
lation (Fall Nr. 15) und in einem Fall Ertrinken (Fall Nr. 11) festgestellt. Interessanterweise wur-
den in den beiden Fillen, in denen eine Sepsis als Todesursache vorlag (Fall Nr. 4 und Nr. 10)

sowie im Meningitis-Fall (Fall Nr. 3) keine apoptotischen Zellen im Myokard nachgewiesen.

Zusammenfassend zeigt sich also, dass sich die Fille mit apoptotischen Zellen nicht wesentlich
vom Studienkollektiv unterscheiden. Damit konnten keine Merkmale oder Risikofaktoren identi-

fiziert werden, die mit dem Auftreten von apoptotischen Zellen spezifisch assoziiert sind.

4.4.3 Verteilung apoptotischer Zellen im Herzen

In 16 von den insgesamt 25 TUNEL-positiven Féllen finden sich ausschlieBlich in einer Probe-
entnahmestelle TUNEL-positive Zellen, dabei sind diese anndhernd gleich verteilt in allen unter-

suchten Bereichen des Herzens (rechter Ventrikel, Septum interventriculare, linker Ventrikel). Da-
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her kann keine bevorzugte Lokalisation apoptotischer Myozyten im Herzen nachgewiesen wer-
den. Die tlibrigen neun Fille (8 SIDS-Fille und ein 1 Kontroll-Fall) weisen an mehreren Probeent-
nahmestellen im Herzen apoptotische Zellen auf (4 x 2, 1 x 3, 1 x 4 und 3 x 5 TUNEL-positive
PES). Die drei Félle mit 5 auffélligen Probeentnahmestellen sind die SIDS-Félle Nr. 8, 13 und 89
(zur Einordnung der Ergebnisse siehe auch Kapitel 4.5.3). Im Fall Nr. 8 war noch Myokardgewe-
be von sechs Probeentnahmestellen vorhanden. Es ist davon auszugehen, dass auch im nicht mehr
nachzufarbenden Gewebe TUNEL-positive Zellen nachgewiesen werden kdnnen, da sowohl in
der Leukozytenfarbung (LCA) an den fehlenden Stellen (B und H) deutliche Infiltrate vorlagen
als auch in der HE-Féarbung in der fehlenden Probeentnahmestelle H (siehe auch Kapitel 4.5.1).

Eine Ubersicht iiber die Verteilung der TUNEL-positiven Priiparate im Herzen auf die Probeent-

nahmestellen A-H ist im Folgenden dargestellt:
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Abbildung 42: Verteilung der TUNEL-positiven Préparate im SIDS-Kollektiv

Es zeigt sich also, dass alle Bereiche des Herzens von der rechten Herzkammer iiber das Septum
bis zur linken Herzkammer apoptotische Zellen aufweisen, mit leichtem Uberhang der basisnahen

Bereiche des Herzens.
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4.4.4 Verteilung apoptotischer Zellen innerhalb eines Praparats

Kennzeichnend fiir die TUNEL-Férbung ist — im Gegensatz zu den immunhistochemischen Fir-
bungen, wo iiber das gesamte Préparat immer wieder Infiltrate zu finden sind —, dass typischer-
weise nur an einer bestimmten Stelle des Gewebeschnittes TUNEL-positive Zellen vorkommen
(siehe Kapitel 1.3.3). Die lokale Ausbreitung apoptotischer Zellen variiert dann von wenigen ein-
zelnen Zellen bis zu flichendeckenden, mehrere Quadratmillimeter umfassenden Bereichen. Inte-
ressanterweise findet sich regelhaft um diese Stellen herum vollig unauffilliges Myokardgewebe
ohne auch nur eine einzige weitere TUNEL-positive Zelle. Das folgende Bild zeigt dieses typi-

sche Nebeneinander von apoptotischem und intaktem Myokard innerhalb eines Préparates:
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Abbildung 43: TUNEL x 200, Fall Nr. 89, Nebeneinander von Bereichen mit vielen apoptoti-
schen Zellen (schwarz) und intaktem Myokard (Zellkerne rosa), hier rechte Herzkammer, spit-
zennah (B)

Die Tatsache, dass Apoptose im vorliegenden Kollektiv nur in einzelnen, umschriebenen Berei-
chen innerhalb des Myokards vorkommt, wurde fiir das vorliegende Kollektiv im Anschluss an
die Auszéhlung der zehn zufallig, mdanderférmig im Préparat ausgewidhlten mm? zur statistischen
Auswertung durch eine weitere Sichtung der Priparate bestétigt. Dabei wurde jedes Prédparat er-

neut vollstandig mikroskopisch untersucht, um keine TUNEL-positiven Foci im Préparat zu {iber-
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sehen. Tatsdchlich wurde dann in keinem der 488 Praparate auch nur eine weitere TUNEL-positi-
ve Zelle gefunden, die in der zufdlligen Facherung nicht beriicksichtigt worden war. Dies spricht
auch dafiir, dass in der neu angewandten Zahlmethode durch die Ausweitung der untersuchten
Gewebefliche um den Faktor 17 im Vergleich zu den bisherigen Studien eine ausreichend repré-

sentative Flache eines Schnittes untersucht wird (siehe auch Kapitel 3.2.1.5 und 5.3).

4.4.5 Anzahl apoptotischer Myozyten/mm? im Gesamtkollektiv

Die statistische Auswertung erfolgte analog zu der Methode der Immunhistochemie. In jedem
Préparat wurden in je zehn zufillig ausgewéhlten Quadratmillimetern die apoptotischen Zellen
gezdhlt. Daraus wurde dann die mittlere Anzahl apoptotischer Zellen pro Quadratmillimeter fiir
die jeweilige Probeentnahmestelle, fiir den jeweiligen Fall und fiir das Gesamtkollektiv berech-
net. Im Mittel konnten 15,15 + 54,33 TUNEL-Zellen/mm? im SIDS-Kollektiv sowie 7,03 = 16,52
TUNEL-Zellen/mm? im Kontroll-Kollektiv nachgewiesen werden. Damit sind die apoptotischen

Zellenzahlen pro Quadratmillimeter im SIDS-Kollektiv mehr als doppelt so hoch.

Die Darstellung als Boxplot analog zur Darstellung in der Immunhistochemie (siehe Kapitel
4.3.1) ist bei den vorliegenden Auswertungsergebnissen nicht sinnvoll, da im SIDS-Kollektiv so-
wohl Minimum, 25. Perzentile, Median und sogar die 75. Perzentile noch bei ,,null“~-TUNEL-
Zellen/mm? liegen. Erst durch extrem hohe Zellzahlen in den wenigen TUNEL-positiven Prépara-

ten mit maximal 371 Zellen/mm? in SIDS-Fall Nr. 13 ergibt sich der Mittelwert von 15,15

TUNEL-Zellen/mm?. Eine Ubersicht iiber die statistischen Parameter zeigt die folgende Tabelle:

SIDS- SIDS-Kollektiv SIDS-Kollektiv Kontroll-
Kollektiv | ohne Myokarditis- ohne auffillige Kollektiv
Gesamt Fille HE-Fille

Anzahl der Fille 88 86 80 15
Minimum* 0 0 0 0
25 % Perzentile* 0 0 0 0
Median* 0 0 0 0
75 % Perzentile* 0 0 0 3,53
Maximum#* 371 371 371 58,9
Mittelwert* 15,15 15,05 11,45 7,035
Standardabweichung (SD)* 54,33 54,88 45,36 116,52

Tabelle 14: Ergebnisse der TUNEL-Methode (*TUNEL-Zellen/mm?)
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Die Konsequenz dieser Ergebnisse ist, dass der Gesamtmittelwert als Vergleichsparameter nicht
geeignet ist, um eine Aussage lber die tatsdchliche Verteilung von apoptotischen Zellen in beiden
Kollektiven zu machen. Im Gegenteil, im SIDS-Kollektiv weist er durch die einzelnen extremen
Ausreifler eine deutlich zu hohe mittlere Zellzahl pro mm? aus, wéihrend er im Kontroll-Kollektiv
kiinstlich nach unten korrigiert wird: Zum einen sind wesentlich mehr Myokardgewebeproben
des Kontroll-Kollektivs vorhanden (82,5 vs. 66,57 % im SIDS-Kollektiv), zum anderen sind die-
se im Kontroll-Kollektiv auch noch zu einem hoéheren Prozentsatz TUNEL-negativ (94,95 vs.

91,60 %).

Sinnvoller ist es bei diesen Ergebnissen des TUNEL-Kollektivs, den gegeniiber Ausreiflern deut-
lich unempfindlicheren Median beider Kollektive zu vergleichen. Dieser zeigt, dass in beiden
Kollektiven in den ersten 50 % der Fille keine TUNEL-positiven Zellen nachgewiesen werden

konnen.

4.4.6 Anzahl apoptotischer Myozyten/mm? im TUNEL-positiven Préiparat

Wie gezeigt, eignet sich der Mittelwert des Gesamtkollektivs nicht, um eine Aussage liber die tat-
sdchliche Verteilung der TUNEL-positiven Zellen zu machen. Daher ist es gerade fiir diese Fér-
bung mit der typischen Clusteranordnung und den extremen Ausreiflern interessant, sich die An-
zahl der apoptotischen Zellen pro Quadratmillimeter ausschlieBlich in den TUNEL-positiven Pro-

beentnahmestellen unter Ausschluss der TUNEL-negativen Préparate anzuschauen.
Die Anzahl apoptotischer Zellen pro Quadratmillimeter ausschlieBlich in den positiven Probeent-

nahmestellen variiert von 2,10/mm? bis 753,10/mm?. Unter Vernachldssigung der negativen Fille

ergeben sich folgende korrigierte Mittelwerte:

Anzahl Mittelwert Standardabweichung

Préparate (SD)
SIDS-Kollektiv Gesamt 41 187,3* +196,0*
SIDS-Kollektiv ohne Myokarditis-Félle 40 188,2%* +]198,4%*
SIDS-Kollektiv ohne auffilligen HE-Félle 34 158,4% +166,7*
Kontroll-Kollektiv 5 142,7%* +150,4*

Tabelle 15: Statistisches Ergebnis der TUNEL-positiven Praparate (*TUNEL-Zellen/mm?)
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Die folgende Boxplot-Darstellung dieser korrigierten Ergebnisse zeigt, dass sich beide Kollektive

letztlich vor allem durch die Hohe der Ausreif3er unterscheiden.
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Abbildung 44: Boxplot-Darstellung der TUNEL-positiven Préparate im gesamten SIDS-Kollektiv
(1, blau), unter Ausschluss der HE-Myokarditis-Fille (2, gelb), unter Ausschluss aller HE-
auffalligen Fille (3, griin) und fiir das Kontroll-Kollektiv (lila)

Diese Abbildung stellt allerdings noch nicht dar, wie hoch die Anzahl der apoptotischen Myozy-
ten in den einzelnen TUNEL-positiven Praparaten ist. Daher wird in der folgenden Abbildung fiir
beide Kollektive gemeinsam fiir jedes der insgesamt 46 TUNEL-positiven Priparate die Anzahl
der apoptotischen Myozyten dargestellt, sortiert nach Hohe der Zellzahlen pro Quadratmillimeter.
Farblich gesondert hervorgehoben sind zum einen der Mittelwert des jeweiligen Kollektivs und
zum anderen zur Einordnung die Ergebnisse des Myokarditis-Falles Nr. 4 (grau), der Myokardi-

tis-Fall Nr. 10 weist keine apoptotischen Zellen auf.
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Abbildung 45: Mittlere Anzahl apoptotischer Zellen der TUNEL-positiven Probeentnahmestellen,
gemittelt tiber 10 ausgezdhlte Quadratmillimeter pro Probeentnahmestelle.

Der Myokarditis-Fall Nr. 4 liegt mit 154 TUNEL-Zellen/mm? in dem TUNEL-positiven Préparat
(PES E) zwischen den Mittelwerten beider Kollektive. Die weitaus hochsten apoptotischen Zell-
zahlen werden fiir den SIDS-Fall Nr. 8 mit durchschnittlich 753,10 Zellen/mm? (PES D) und 632
Zellen/mm? (PES A) ausgewiesen. Ebenfalls hohe Zellzahlen liegen im SIDS-Fall Nr. 13 mit
552,7 Zellen/mm? (PES A) und 726,30 Zellen/mm? (PES B) vor.

Damit zeigt sich im Vergleich zu den immunhistochemischen Verfahren, dass trotz nahezu identi-
scher Mittelwerte fiir das Gesamtkollektiv in der TUNEL-Farbung und der LCA-Farbung (15,15
TUNEL-Zellen/mm? vs. 15,69 Leukozyten/mm?) eine vollig andere Verteilung der positiven Zel-
len vorliegt. Die Zellzahlen sind, sofern ein Priparat an einer Stelle positiv ist, mit mehreren hun-

dert apoptotischen Zellen/mm?, um ein Vielfaches hoher als in der Immunhistochemie. Die ma-
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ximale Anzahl gefarbter Zellen in einem positiven Prédparat liegt in der TUNEL-Methode bei
753,10 TUNEL-Zellen/mm?.

Da Apoptose typischerweise lokal begrenzt vorkommt und iiber 90 % der Préaparate negativ sind,

ist der Mittelwert der TUNEL-Farbung zu niedrig und sagt nichts iiber die tatsdchliche Vertei-

lung aus. In der Immunhistochemie dagegen, insbesondere in der LCA-Féarbung, finden sich in

nahezu jedem Prédparat Leukozyten. Die Anzahl schwankt zwar auch erheblich von PES zu PES

und von Quadratmillimeter zu Quadratmillimeter, insgesamt sind aber wesentlich weniger Leu-

kozyten/mm? zu finden. Eine massive Infiltration mit weit {iber 100 Leukozyten/mm? findet sich

in keinem Prédparat, die maximale Infiltration in einer PES liegt bei 94,8 Leukozyten/mm? im

Myokarditis-Fall Nr. 4. Auflerdem ist die Verteilung der Infiltrate im Vergleich mit der TUNEL-

Methode deutlich regelméBiger und nicht so typisch auf einen bestimmten Bereich begrenzt.

Das mikroskopische Bild TUNEL-positiver Praparate mit ihren extrem hohen Zellzahlen wird im

Folgenden durch verschiedene Bilder in 200facher und 400facher Vergroferung veranschaulicht:

\

T N\ .,
~

- -
»

Abbildung 46: TUNEL x 200, Fall Nr. 89, Septum interventrikulare, spitzennah (D), méBige
Apoptose, flir das gesamte Praparat wurden durchschnittlich 28,10 Zellen/mm? ausgewiesen.



Apoptose. Im Ganzen wurde fiir das Priparat durchschnittlich 232 Zellen/mm? ausgewiesen, da-
bei schwanken die Zellzahlen der einzelnen mm? zwischen 53 und 591 Zellen/mm?.

o m e "::: "' : ‘-‘ -
Abbildung 48: TUNEL x 400, Fall Nr. 13, Hinterwand linke Herzkammer, basisnah (G)
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4.4.7 Statistische Signifikanz der TUNEL-Ergebnisse

Analog zur statistischen Signifikanzpriifung der immunhistochemischen Verfahren wurden auch
die quantitativen Auszédhlergebnisse des TUNEL-Verfahrens in beiden Kollektiven auf Signifi-

kanzunterschiede untersucht:

Ohne Ohne auffallige

Alle Falle Myokarditis-Fille HE-Falle

TUNEL Gesamtkollektiv

p-Wert 0,9011 0,8528 0,7666

Unterschiede signifikant? nein nein nein

Tabelle 16: Signifikanzpriifung aller Falle auf Basis der Mittelwerte pro Fall

Es zeigt sich, dass es zwischen beiden Kollektiven im TUNEL-Verfahren unter der Annahme ei-
nes Signifikanzniveaus von 5 % keine statistisch signifikanten Unterschiede gibt. Wie schon dar-
gestellt, ist der Mittelwert pro Fall aufgrund der vielen negativen Préparate in dieser Methode al-
lerdings nicht uneingeschrankt als Vergleichskriterium geeignet. Daher wurde in einem zweiten
Schritt nur fiir die TUNEL-positiven Préparate untersucht, ob es zwischen beiden Kollektiven im
Falle des Apoptosenachweises einen statistisch signifikanten Unterschied in der Anzahl der apop-

totischen Zellen gibt:

Ohne Ohne auffillige

Alle Fille Myokarditis-Fiille HE-Fille
TUNEL nur positive Priparate

p-Wert 0,7241 0,7315 0,9832

Unterschiede signifikant? nein nein nein

Tabelle 17: Signifikanzpriifung auf Basis der positiven Priparate in beiden Kollektiven

Letztlich kann also, wie bereits vermutet, in Fillen des Plotzlichen Kindstods keine signifikant
erhohte Apoptoserate im Vergleich zu einem altersgleichen Kontroll-Kollektiv nachgewiesen
werden, die Ergebnisse zwischen beiden Kollektiven bleiben auch unter Ausschluss der HE-Myo-

karditis-Félle bzw. aller in der HE-Farbung auftilligen SIDS-Félle konstant.
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4.5 Vergleich der Ergebnisse aller Methoden

4.5.1 Auffillige SIDS-Fille der HE-Firbung

Die neun SIDS-Fille, die in der konventionellen Farbung auftéllig waren, konnen unterschieden
werden in die zwei Myokarditis-Félle (Fall Nr. 4 und Nr. 10), die in allen Probeentnahmestellen
samtliche Kriterien einer Myokarditis erfiillen sowie in die iibrigen Fille (Fall Nr. 2, Nr. 8, Nr. 9,
Nr. 36, Nr. 39, Nr. 45 und Nr. 47), die nur einzelne Kriterien einer Myokarditis erfiillen bzw. nur
an einzelnen Probeentnahmestellen auffillig waren (siehe Kapitel 4.2). Fiir diese Fille werden die
Ergebnisse der DALLAS-Kriterien im Folgenden mit den Ergebnissen der immunhistochemi-

schen Verfahren und der TUNEL-Methode verglichen.

SIDS-Fille mit isoliertem Odemnachweis (Fall Nr. 9, Nr. 45 und Nr. 47):

In den Féllen Nr. 9 und Nr. 47 finden sich in allen immunhistochemischen Verfahren nur sehr nie-
drige Zellzahlen pro Quadratmillimeter. Allerdings finden sich im Fall Nr. 9 apoptotische Zellen
im Bereich des Septums interventrikulare, spitzennah (siehe nachfolgende Abbildung). In diesem
Fall war das Kind vor seinem Tod an einer Erkéltung erkrankt, ansonsten ist die Vorgeschichte

unauffallig.
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Abbildung 49: Fall Nr. 9, TUNEL x 100, mikroskopischer Myokardausschnitt mit vielen apopto-
tischen Zellen (schwarz) im Bereich des Septums interventrikulare, spitzennah (D)
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Dagegen konnte fiir den Fall Nr. 45 in allen Probeentnahmestellen A-H eine erhohte Infiltration
mit Leukozyten (LCA) nachgewiesen werden, im Schnitt finden sich 36,39 Leukozyten/mm?.
Makrophagen und T-Lymphozyten sind nicht vermehrt und apoptotische Zellen sind gar nicht
nachweisbar. In der Anamnese finden sich keine Hinweise auf eine Infektion. Exemplarisch ist im
folgenden Bild die Infiltration mit Leukozyten dargestellt. Da die Infiltration mit 36,39 Leuko-
zyten/mm? (=8,64 Leukozyten/HPF) zwar erhoht ist, aber zum einen noch deutlich unter den pub-
lizierten Grenzwerten von 15 Leukozyten/HPF liegt (siche Kapitel 1.2.4.) sowie zum anderen
isoliert ist ohne Nachweis von Zelluntergang oder weiteren Infiltraten anderer Zellreihen, ist in

diesem Fall am ehesten nicht von einer Myokarditis als Todesursache auszugehen.

Abbildung 50: LCA x 100, Fall Nr. 45, ubiquitdre leukozytére Infiltration im Myokard, Vorder-
wand linke Herzkammer, spitzennah (F)

SIDS-Fille mit isoliertem Nachweis von Infiltraten (Fall Nr. 2. Nr. 36 und Nr. 39):

In diesen Fillen zeigen sich in der HE-Firbung fokal an einzelnen Stellen zelluldre Infiltrate. Im-
munhistochemisch kann dies weder fiir die in der HE-Féarbung auffilligen noch fiir die iibrigen
Probeentnahmestellen dieser Fille bestitigt werden. Die Zellzahlen pro Quadratmillimeter liegen

in allen drei Farbungen im Bereich der Mittelwerte des Gesamtkollektivs und sind als unauftillig
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zu werten. In der TUNEL-Methode finden sich in keinem Fall apoptotische Zellen. Nur im Fall
Nr. 2 findet sich eine Erkédltung in der Vorgeschichte.

SIDS-Fall Nr. 8

In diesem Fall konnten sowohl Odeme als auch fokale zellulire Infiltrate in drei der acht Probe-
entnahmestellen (C, G und H) nachgewiesen werden. Da keine Nekrose nachweisbar war und in
den tibrigen Probeentnahmestellen keine Auffélligkeiten nach den DALLAS-Kriterien zu finden
waren, wurde die Diagnose einer Myokarditis nach alleiniger Auswertung dieser Methode nicht

gestellt.

In den immunhistochemischen Methoden zeigt dieser Fall in der Leukozytenfarbung (LCA) eine
deutliche Infiltration, wobei Makrophagen- und T-Lymphozytenfairbung unauffillig sind. Die

durchschnittliche Infiltration iiber alle Probeentnahmestellen liegt bei 33,96 Leukozyten/mm?.

Auch in der TUNEL-Firbung gelingt der Nachweis von apoptotischen Zellen und zwar in nahezu
allen vorhandenen Probeentnahmestellen (A, C, D, E und F, siehe Kapitel 4.4.3). Dabei weist
dieser Fall mit durchschnittlich 753,10 Zellen/mm? im spitzennahen Septum interventrikulare (D)
sogar die hochste Zellzahl aller positiven Priparate auf (siche Kapitel 4.4.6). Fiir die Probeent-
nahmestellen B und H war kein asserviertes Myokardgewebe mehr vorhanden, allerdings ist da-
von auszugehen, dass auch an diesen Stellen apoptotische Zellen nachgewiesen werden kdnnen,
da sowohl in der Leukozytenfarbung (LCA) an beiden Stellen deutlich erhdhte Zellzahlen nach-
gewiesen wurden als auch in der HE-Farbung in der Probeentnahmestelle H eine erhohte zellulé-

re Infiltration zu sehen war.

Die folgende Grafik zeigt die Ergebnisse der LCA-Firbung (lila) und der TUNEL-Methode
(blau) fiir diesen Fall, getrennt nach den Probeentnahmestellen A-H. Dabei wird auch grafisch
deutlich, dass dieser Fall in beiden Methoden massiv auffillig ist, mit Zellzahlen, die die jeweili-

gen Mittelwerte deutlich tiberschreiten:



94

80 LCAFall Nr.8
| 900+ TUNEL Fall Nr. 8
850
70+ 8001 __
| 750
60 700
650
o 6007
E 504 g ]
£ g 550
~ E ] T
g 5 s0o]
40+ 3 1 L
450
g L
400
-1 307 350
= ]
= 300
20 2507 Mittelwert nur 4
1 Mittelwert Gesamtkollektiv 200 TUNEL-positive Priparate
@ 150
10 1
100
504 Mittelwert
1 Gesamtkollektiv
0 T T T T T T T T 0 T T T T
A B C D E F G H A B C D E F ¢ =n
Probeentnahmestellen Probeentnahmestellen

Abbildung 51: Fall Nr. 8. Ergebnisse der LCA und der TUNEL-Methode

Die folgenden Bilder zeigen die tatséchliche Auspragung der TUNEL-Farbung dieses Falles:
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Abbildung 52: TUNEL x 100, Fall Nr. 8, Myokard mit vielen apoptotischen Zellen (schwarz) im
Bereich der Vorderwand linke Herzkammer, basisnah (E)
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Abbildung 53: TUNEL x 400, Fall Nr. 8, neben intaktem Myokardgewebe (blass-rosa) auch hier
massenhaft apoptotische Zellen (schwarz) im Bereich der Herzkammerwand rechts, basisnah (A)

Zusammenfassend ist daher unter Berlicksichtigung sdmtlicher Ergebnisse zu diskutieren, ob in
diesem Fall nicht doch von dem Vorliegen einer Myokarditis auszugehen ist, zumal neben Infil-
traten und Odemen in der konventionellen Diagnostik das Vorliegen von Leukozyteninfiltraten
immunhistochemisch bestétigt werden konnte und als weiteres wichtiges Myokarditiskriterium

auch Zelluntergang in Form von Apoptose nachgewiesen wurde.

SIDS-Fille mit Nachweis einer Myokarditis (Fall Nr. 4 und Nr. 10):

Im vorliegenden Kollektiv konnte fiir diese zwei SIDS-Fille eine eindeutige Myokarditis im Sin-
ne der DALLAS-Kriterien mit histologischen Auffilligkeiten in allen acht Probeentnahmestellen

nachgewiesen werden.

Aus den Obduktionsprotokollen (siche Kapitel 2.1) geht hervor, dass im Fall Nr. 4 dem Tod eine
Erkéltung vorausging. Das Kind verstarb im Dezember im Alter von 8 Monaten. Der Fall Nr. 10
zeigt keine Besonderheiten in der Vorgeschichte. Dieses Kind verstarb im Juni im Alter von 4

Monaten.
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Immunhistochemisch bestidtigt sich im Fall Nr. 4 das Vorliegen massivster Infiltrate. Dieser Fall
ist mit Abstand der zellreichste Fall, sowohl was die durchschnittliche Infiltration mit Leukozyten
(64,30 Leukozyten/mm?) als auch mit T-Lymphozyten (75,80 T-Lymphozyten/mm?) betrifft (siche
Kapitel 4.3.2 und Kapitel 4.3.4). Lediglich Makrophagen sind nicht vermehrt nachweisbar.

Die folgenden Bilder von verschiedenen Probeentnahmestellen geben einen Eindruck von der In-
filtration mit T-Lymphozyten und Leukozyten in diesem Fall mit zum Teil nahezu unzéhlbar vie-
len Entziindungszellen pro Quadratmillimeter und bestdtigen zweifelsfrei die Diagnose einer My-

okarditis.

Abbildung 54: CD45-R0 x 100, Fall Nr. 4, massive lymphozytére Infiltration (rote Zellen) im
Bereich des Septums interventrikulare, basisnah (C)
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Abbildung 56: LCA x 400, Fall Nr. 4, ebenfalls deutliche leukozytére Infiltrate (rote Zellen) im
Bereich der Herzkammerwand rechts, spitzennah (B)



98

Fiir den Fall Nr. 10 ergeben sich dagegen vollig unauffillige immunhistochemische Ergebnisse
fiir Leukozyten und Makrophagen, lediglich die T-Lymphozyten sind mit 10,34/mm? (=2,46 T-
Lymphozyten/HPF) gegeniiber dem Mittelwert des Gesamtkollektivs von 5,7 leicht erhoht, aller-
dings ist dieser Wert als normwertig anzusehen (Aretz et al., 1987; Foley und Edwards, 1988,
siche auch Grenzwertdiskussion Kapitel 5.6.2.2).

Die TUNEL-Methode weist ebenfalls nur im Fall Nr. 4 apoptotische Zellen nach:

Abbildung 57: TUNEL x 200, Fall Nr. 4, massive apoptotische Bereiche (schwarze Zellen) im
Bereich der Vorderwand linke Herzkammer, basisnah (E)

Im Fall Nr. 4 kann daher mit Hilfe der TUNEL-Methode mit dem Nachweis des Zelluntergangs
im Myokard ein weiteres Diagnosekriterium einer Myokarditis bestétigt werden. In Fall Nr. 10

jedoch bestitigt sich die konventionell gesicherte Diagnose weder in der Immunhistochemie noch

in der TUNEL-Methode.
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4.5.2 Auffallige SIDS-Fille der Leukozytenfarbung

Von den drei durchgefiihrten immunhistochemischen Verfahren konnte nur fiir die Leukozyten-
farbung (LCA) ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen SIDS-Kollektiv und Kontroll-
Kollektiv nachgewiesen werden. Daher ist es interessant, die einzelnen zellreichen Félle dieser

Methode abschlieBend einmal genauer zu betrachten.

Nimmt man den Mittelwert des SIDS-Gesamtkollektivs fiir Leukozyten von 15,69 Leukozy-
ten/mm? als Grundlage, so sind v.a. die Ausreiller-Félle interessant, die aulerhalb der zwei- bis
dreifachen Standardabweichung dieses Mittelwertes liegen. Insgesamt sind demnach fiinf Félle
als Ausreifler zu bezeichnen. Drei Félle liegen in der zweifachen Standardabweichung, dies sind
die Félle Nr. 29, Nr. 32 und Nr. 88. Lediglich im Fall Nr. 32 zeigen sich zusétzlich erhhte Werte
fiir Makrophagen (10,64 Makrophagen/mm?), die zwar im Vergleich mit dem Kollektiv hoch, al-
lerdings insgesamt sehr niedrig sind (=2,53 Makrophagen/HPF). Die TUNEL-Farbung zeigt nur
im Fall Nr. 88 in zwei Probeentnahmestellen apoptotische Zellen. In der Vorgeschichte und in der
konventionell histologischen Beurteilung sind diese Félle alle unauffillig. Insgesamt stellt sich
die Frage, wie diese Befunde zu interpretieren sind, da die Zellzahlen bei weitem unter den
Grenzwerten liegen, die heute noch als normal gelten (siehe Kapitel 1.2.4) und in der Gesamtbe-
trachtung in diesen Féllen aufgrund der isolierten Leukozyteninfiltrate nicht von einer Myokardi-

tis auszugehen ist.

Zwei weitere Fille allerdings, die innerhalb der dreifachen Standardabweichung liegen, sind an-
ders zu beurteilen: Zum einen der bereits beschriebene Myokarditis-Fall Nr. 4, der mehr als das
Vierfache des Mittelwertes als durchschnittliche Infiltration aufweist und zum anderen der Fall
Nr. 75, dessen Ergebnisse im Folgenden zu diskutieren sind. In diesem Fall wird mit 52,60 Leu-
kozyten/mm? mehr als das Dreifache des Mittelwertes erreicht, aulerdem finden sich auch in der
T-Lymphozytenfarbung deutliche Infiltrate (45,05 T-Lymphozyten/mm?), allerdings ohne Nach-
weis von apoptotischen Zellen oder Besonderheiten in der Vorgeschichte. Auch die konventio-
nelle Diagnostik nach DALLAS ist in diesem Fall unauffillig. Fiir diesen Fall Nr. 75 ist daher das
Vorliegen einer Myokarditis beziehungsweise zumindest der Verdacht auf eine Myokarditis zu

diskutieren. Die folgenden Bilder geben eine Ubersicht iiber die Infiltration in diesem Fall:
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4.5.3 Auffallige TUNEL-Fille im Methodenvergleich

Fir die TUNEL-Methode ergibt sich im Vergleich mit der konventionell-histologischen HE-
Farbung, dass nur in 3 der 21 SIDS-Fille mit Nachweis von apoptotischen Féllen auch Auffillig-
keiten in der HE-Farbung gefunden wurden (Fall Nr. 4, Fall Nr. 8 und Fall Nr. 9). Diese sind be-
reits im Kapitel 4.5.1 ausfiihrlich dargestellt worden. Die anderen auffilligen HE-Fille weisen

keine apoptotischen Zellen auf.

In den immunhistochemischen Verfahren féllt ebenfalls auf, dass die iiberwiegende Mehrzahl der
SIDS-Félle mit Apoptosenachweis, insgesamt 19 von 21 Fille, keine erhdhte Infiltration vor-
weist, dazu zédhlen vor allem auch die beiden Fille Nr. 13 und Nr. 89, in denen jeweils 5 Probe-
entnahmestellen apoptotische Zellen aufwiesen. Fiir den Fall Nr. 89 konnte eine Erkiltung vor
dem Tode festgestellt werden, im Fall Nr. 13 fand sich lediglich Mundsoor als Besonderheit in
der Obduktion. Lediglich im Fall Nr. 4 und Fall Nr. 88 konnten erhohte Werte fiir Leukozyten
nachgewiesen werden. Infiltrate durch Makrophagen sind in keinem Fall nachweisbar, Lympho-

zyteninfiltrate nur im Myokarditis-Fall Nr. 4.

Gleiche Ergebnisse werden im Kontroll-Kollektiv erreicht. Hier sind alle Préparate in der HE-
Féarbung unauftillig, in der TUNEL-Farbung weisen jedoch fiinf Praparate von vier Fillen apop-
totische Zellen auf, die allerdings immunhistologisch ebenfalls unauftillig sind. In den beiden
Sepsis-Féllen (Fall Nr. 4 und Nr. 10) und auch im Meningitis-Fall (Fall Nr. 3) werden keine apop-

totischen Zellen im Myokard nachgewiesen.

Neben der Tatsache, dass es keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den apoptoti-
schen Zellzahlen in beiden Kollektiven gibt, fallt an dieser Stelle zudem auf, dass die Ergebnisse
der TUNEL-Methode vollig unabhéngig von den Ergebnissen der immunhistochemischen oder
konventionellen Diagnostik sind. Lediglich im Myokarditis Fall Nr. 4 und im moglichen Myo-
karditis-Fall Nr. 8 kann die TUNEL-Methode die Ergebnisse der anderen Methoden unterstiitzend
belegen.
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5. Diskussion
5.1 Studienkollektiv

5.1.1 Anzahl der Falle

Untersuchungsgegenstand der vorliegenden Arbeit ist ein aus 92 Fillen bestehendes SIDS-Kol-
lektiv sowie ein 15 Félle umfassendes, altersgleiches Kontroll-Kollektiv des Instituts fiir Rechts-
medizin der Universitdt Bonn aus den Jahren 1997 bis 2009. Alle Sduglinge wurden einer Obduk-
tion, einer toxikologischen sowie einer histologischen und immunhistochemischen Untersuchung

wichtiger Organsysteme, u.a. des Myokards unterzogen.

Die Anzahl der SIDS-Fille ist mit 92 betrachteten Fillen ausreichend grofl im Vergleich mit den
bisherigen Studien zu diesem Thema, insbesondere im Vergleich mit denen nach der Bevolker-
ungsstruktur und -anzahl am ehesten zu vergleichenden Studien aus Deutschland von Dettmeyer

et al. (siehe Tabelle 2, Kapitel 1.2.5).

Das Kontroll-Kollektiv wurde bewusst altersgleich ausgewdhlt, um gleiche physiologische und
anatomische Voraussetzungen des Myokards zu erhalten. Aufgrund des zunehmenden Wachstums
von Myozyten im Alter wird nur bei strukturell und gewichtsméBig altersgleichen Herzen eine
anndhernd gleiche Anzahl von Myokardzellen in einem Quadratmillimeter abgebildet (zur Mor-
phologie der Herzmuskelzellen siehe Adler, 1972; Fleischer et al., 1978; Linzbach, 1956). Diese
Einschriankung fiihrt allerdings dazu, dass das Kontroll-Kollektiv mit nur 15 Féllen sehr klein ist.
Dieser Schwachpunkt eines meist nicht einmal halb so grolen Kontroll-Kollektivs findet sich
auch in anderen, thematisch vergleichbaren Studien wieder (Dettmeyer et al., 2009; Dettmeyer,
2004; Noren et al., 1977; Shatz et al., 1997; Rasten-Almquist et al., 2002). Teilweise fehlt der
Vergleich mit einem Kontroll-Kollektiv ganz (u.a. Dettmeyer et al., 1999).

Die bereits von Madea (2009) gestellte Forderung nach einem mindestens doppelt so groflen
Kontroll-Kollektiv ist allerdings unter alleiniger Berilicksichtigung der Félle des Instituts der
Rechtsmedizin Bonn nicht moglich, da ein altersgleiches Kontroll-Kollektiv naturgeméf gliick-
licherweise sehr klein ist. Ein Losungsansatz fiir weitere Untersuchungen wire moglicherweise

die Errichtung einer Datenbank deutschlandweiter bzw. weltweiter Kontroll-Félle.
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5.1.2 Merkmale des SIDS-Kollektivs

Die inhaltlichen Merkmale dieses Kollektivs wurden durch eine retrospektive Analyse der Ob-
duktionsprotokolle herausgearbeitet. Dabei zeigt sich, dass die verfiigbare Datenmenge iiber die
Todesumstinde, die Auffindesituation, die klinische Anamnese und die Familienanamnese teil-
weise unvollstidndig ist (sieche Tabelle 3, Kapitel 2.1). Ursache dafiir ist vor allem die fehlende di-
rekte und standardisierte Befragung der Eltern durch die Rechtsmediziner zu den bekannten typi-
schen Merkmalen des Plotzlichen Kindstods, weil in Deutschland bzw. im Institut fiir Rechts-
medizin der Universitdt Bonn in aller Regel in Kindstodfdllen keine Besichtigung des Leichen-
fundortes durch die Rechtsmediziner erfolgt. Von einer ergdnzenden, erneuten Befragung der El-
tern wurde aus ethischen Gesichtspunkten Abstand genommen, zumal die Analyse der Todesum-
stande nicht Hauptuntersuchungsgegenstand der vorliegenden Arbeit ist. Die Félle des SIDS-Kol-
lektivs konnen daher nach den San-Diego-Kriterien iiberwiegend der Gruppe IB zugeordnet wer-

den, nur wenige Fille altersbedingt der Kategorie II (siche Kapitel 1.1.1).

Trotz teilweise liickenhafter Angaben zeigt sich durch die Auswertungsergebnisse der Obdukti-
onsprotokolle (siehe Kapitel 4.1), dass das vorliegende Kollektiv als représentativ zu werten ist.
Es finden sich, analog zur Studienlage (siehe Kapitel 1.1.2 sowie 1.1.3), die im Folgenden aufge-

listeten, charakteristischen Merkmale eines Kindstodkollektivs:

e Die Fallzahlen im Institut fiir Rechtsmedizin der Universitdit Bonn zeigen einen starken
Riickgang der Inzidenz des Plotzlichen Kindstods.

e Die Bauchlage wird fiir die Mehrzahl der Séuglinge (47 %) als Korperlage zum Zeitpunkt
des Auffindens im Kinderbett angegeben.

e Minnliche Sduglinge sind etwas hdufiger betroffen.

e Es zeigt sich eine leichte Hiufung der Fille in der kalten Jahreszeit.

e Das Maximum der Todesfille liegt im zweiten Lebensmonat.

e Etwa 1/3 aller Kinder weist im vorliegenden Kollektiv Anzeichen einer Erkdltung auf, die
den Tod nicht hinreichend erkldren kann, aber Hinweise auf eine infektiologische Todesursa-

che geben. Damit liegen diese noch deutlich unter den Ergebnissen von Adelson und Kinney

(1956) sowie von Gilbert et al. (1990) mit betroffenen 2/3 aller Kinder.
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5.2 Myokardgewebe

In jeder Obduktion wurde allen Sduglingen Myokardgewebe an den acht vordefinierten Stellen
entnommen (siche Kapitel 2.3), um eine mdglichst reprisentative Aussage liber das gesamte My-
okard machen zu konnen. Die Sicherstellung der Standardisierung der Probeentnahmestellen wur-

de zudem durch eine hohe Kontinuitit der Obduzenten gewéhrleistet.

Durch eine ziigige Obduktion nach Todeseintritt sowie durch eine unmittelbare Verarbeitung des
Gewebes nach der Entnahme kann eine postmortale Autolyse weitestgehend verhindert werden.
In dem vorliegenden Kollektiv liegt die mittlere Zeitspanne zwischen Todeszeitpunkt und Durch-

fithrung der Obduktion bzw. Verarbeitung der Proben bei 2,1 +1,6 Tagen.

Es wurden in der vorliegenden Arbeit nur die Félle beriicksichtigt, in denen nach einer Nachfar-
bung aus noch vorhandenen, in Paraffin gebetteten Myokardblocken mindestens vier der acht
Probeentnahmestellen in den immunhistochemischen Farbungen vorlagen, so dass mit dieser Me-
thode iiber mindestens 50 % des Myokards eine Aussage beziiglich der Infiltration getroffen wer-
den kann. Diese Liickenhaftigkeit in den immunhistochemischen Farbungen wird jedoch, wie be-
reits beschrieben, dadurch ausgeglichen, dass in der konventionellen Himatoxylin-Eosin-Farbung
fiir alle Félle sdmtliche acht Probeentnahmestellen vorlagen und beurteilt werden konnten. Fiir
die TUNEL-Methode, die im Rahmen dieser Arbeit erstmals an dem vorhandenen S&uglingsmyo-
kard durchgefiihrt wurde, wurde sdmtliches Myokardgewebe verwendet, unabhidngig von der

Vollstidndigkeit der beurteilbaren Probeentnahmestellen pro Fall.

5.3 Myokardfliche

Die Endomyokardbiopsie ist der heutige Goldstandard der Myokarditisdiagnostik beim Lebenden
(siehe Kapitel 1.2.4). Dabei haben die iiber einen Rechts- bzw. Linksherzkatheter gewonnenen,
Gewebestiicke heute je nach Bioptom eine GroBle zwischen 0,5 mm? und 2 mm? (Baandrup und
Olsen, 1981; Cunningham et al., 2006). Bei dlteren Untersuchungen zu diesem Thema muss be-
riicksichtigt werden, dass die ersten Bioptome nach Konno und Sakakibara (1963) mit einer
durchschnittlichen Biopsatfliche von 2-3 mm? noch gréfer waren (Ali et al., 1973; Billingham,

1985; Konno und Sakakibara, 1963).
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Entscheidender Nachteil der Endomyokardbiopsie ist allerdings, dass nur eine begrenzte Anzahl
von Proben des vitalen Herzgewebes gewonnen werden kann. Dies kann durch Abbildung von
unauffilligem Gewebe bei tatsdchlichem Vorliegen einer vor allem fokalen Myokarditis zu
falsch-negativen Befunden fiihren. Es ist daher von besonderer Bedeutung, moglichst viele Biop-
sien an verschiedenen Stellen des Myokards zu nehmen, um diesen ,,sampling error* zu vermei-
den (Aretz et al., 1987; Billingham, 1985). So konnten Hauck et al. (1989) zum Beispiel durch
eine postmortale Untersuchung von histologisch eindeutigen Myokarditisfillen zeigen, dass
durch eine Endomyokardbiopsie nur 17 % der Proben des rechten Ventrikels und 20 % der links-
ventrikuldren Proben Anzeichen einer Myokarditis aufweisen. Daraus ergeben sich zahlreiche
falsch-negative Befunde auch bei hoher Probenanzahl: ,,Even when 10 biopsy specimens per ven-
tricle were evaluated, the frequency of false-negative results was 45 % for the left and 37 % for

the right ventricle* (Hauck et al., 1989).

Demgegeniiber haben die postmortal gewonnenen Myokardproben den naturgeméBen Vorteil,
dass das gesamte Myokardgewebe des Herzens zur Beurteilung zur Verfiigung steht, so dass die

Gefahr des ,,sampling errors* deutlich reduziert ist.

Dieser Flachenvorteil der postmortalen Myokarduntersuchung wurde in den bisherigen Studien
zu Myokarditis und Plétzlicher Kindstod allerdings kaum genutzt. Tatséchlich wurde nur ein
Bruchteil des verfiigbaren Gewebes auf Myokarditiszeichen untersucht und quantitativ ausgewer-
tet. Die thematisch am ehesten vergleichbaren Studien von Krous et al. (2009) sowie von Dett-
meyer et al. (1999-2009) analysieren und quantifizieren in allen Untersuchungen lediglich 20
High-Power-Fields pro Herz. Dabei untersuchten Dettmeyer et al. je 2,5 High-Power-Fields an
den identischen 8 Probeentnahmestellen A-H, wie in der vorliegenden Arbeit, wiahrend Krous et
al. (2009) die 20 High-Power-Fields aus 2-4 verfiigbaren Proben des linken Ventrikels und des

Septums ausgewéhlt haben.

Die Flache eines High-Power-Fields, definiert als mikroskopisch sichtbarer Prdparatanteil in
400facher VergroBerung, ist allerdings abhingig von der Sehfeldzahl des jeweiligen Mikroskops.
Leider wird in den meisten Studien weder die GréBe eines High-Power-Fields noch die Sehfeld-
zahl des Mikroskops angegeben, sodass die untersuchten Myokardfldchen nicht exakt vergleich-

bar sind. Fiir das in der vorliegenden Arbeit verwendete Mikroskop wurde eine Flidche von
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0,2375 mm? fiir ein High-Power-Field berechnet (siche Kapitel 3.2.1.4). Unter Annahme gleicher
Sehfeldzahlen bedeutet dies fiir die oben genannten Studien, dass in diesen lediglich eine Flache
von 4,75 mm? (20 x 0,2375 mm?) pro Herz ausgewertet wurde. Im Vergleich mit der Diagnostik
mittels Endomyokardbiopsie am Lebenden entspricht dies einer untersuchten Flidche von nur ca.
2-4 Biopsien pro Herz mit neueren Bioptomen (s.0.). Damit liegt die untersuchte Myokardflédche
in den genannten postmortalen Studien sogar noch unter den in den DALLAS-Kriterien geforder-

ten 3-5 Biopsien pro Herz fiir Endomyokardbiopsien (Aretz et al., 1987, siche Kapitel 1.2.4).

Es ist offensichtlich, dass diese kleine untersuchte Flache dem ,,sampling error und bei rein zu-
falliger Auswahl der Gesichtsfelder einer hohen falsch-negativen Befundrate unterliegen muss.
Auch eine Aussage iiber die durchschnittliche Infiltration des Herzens bzw. iiber die Verteilung
von Infiltraten innerhalb einer Probeentnahmestelle oder des Herzens kann auf diese Art nicht
erfolgen, zumal auch Krous et al. (2009) keine Aussage iiber die rechtsventrikuldre Infiltration
des Myokards treffen konnen, da sie nur Proben des linken Ventrikels und des Septums bertick-

sichtig haben.

In der vorliegenden Arbeit wird unter Kenntnis dieser Tatsache die untersuchte Myokardfldche
deutlich vergroflert. Die entnommenen Proben sind im vorliegenden Kollektiv unterschiedlich
groB3, allerdings haben sie im Durchschnitt etwa eine Flache von bis zu 100 mm? pro Probe. Da-
bei decken die Proben in der vorliegenden Arbeit beide Ventrikel und das Septum interventrikula-
re ab, im Gegensatz zu einer reinen Rechts- bzw. Linksherzkatheteruntersuchung in der Endomy-
okardbiopsie bzw. zu der Studie von Krous et al. (2009). Es wird pro Herz bis zu 80 mm? Myo-

kardgewebe in jeder Methode ausgewertet.

Es ist offensichtlich, dass durch die Steigerung der untersuchten Flache pro Herz um den Faktor
17 im Vergleich zu den oben genannten Studien eine deutlich hohere Reprasentativitit der Er-
gebnisse erzielt wird. In Analogie zur Endomyokardbiopsie entspricht die untersuchte Flache die-
ser Arbeit etwa 40-80 Biopsien pro Herz, so dass eine Aussage iiber Infiltration und deren Vertei-

lung sicher moglich ist.
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5.4 Zihlmethode

Neben der VergroBerung der Flache wurde gleichzeitig auch eine neue Zahlmethode eingefiihrt.
Dabei wurde das Myokardgewebe statt in High-Power-Fields (400fache Vergroferung) in Qua-
dratmillimetern (100fache Vergroferung) ausgezihlt. Diese Zéhlmethode hat zwar im Vergleich
mit der stirkeren Vergroferung eines High-Power-Fields den Nachteil, dass Zellstrukturen nicht
mit gleicher Prizision erkannt werden und mdglicherweise einzelne Artefakte, insbesondere in
den immunhistochemischen Verfahren, als Zellstrukturen verkannt werden konnen, dennoch kon-
nen Myokardproben mit dieser Methode schnell und sicher beurteilt und ausgezadhlt werden. Zu-
dem ist mit dieser Zdhlmethode die Vergleichbarkeit von Ergebnissen durch die mikroskopunab-

héngige Skalierung gegeben (siehe dazu auch Kapitel 3.2.1.1).

Durch die Abbildung groBerer Myokardareale insgesamt, aber auch auf einen Blick — 1 mm? ent-
spricht 4,21 High-Power-Fields —, erhilt man einen guten Uberblick iiber das Priiparat. Fokale
Infiltrate werden mit deutlich hoherer Wahrscheinlichkeit auch in der zufdlligen Auswahl der
Quadratmillimeter erfasst. Insbesondere in der bisherigen Auswertung in High-Power-Fields fehlt
dieser Uberblick iiber das Priparat. Im Gegenteil, es erscheint nahezu unmdglich, durch eine zu-
fallige Auswahl von nur 2-4 High-Power-Fields mit einer Grof3e von je 0,2375 mm? in einem 100

mm? groflen Préparat ein fokales Infiltrat einzustellen (siehe Kapitel 5.3).

5.5 HE-Methode und DALLAS-Kriterien

Mit den sogenannten DALLAS-Kriterien von 1987 (Aretz et al., 1987, siehe Kapitel 1.2.1) wurde
erstmals eine einheitliche histopathologische Definition fiir eine Myokarditis entwickelt, die auch
heute noch aktuell ist. Diese Definition bezieht sich auf die histologische Auswertung Hamato-
xylin-Eosin gefarbter Myokardpréparate von Erwachsenen, die durch eine Endomyokardbiopsie

am Lebenden gewonnen wurden (Aretz et al., 1987).

Nach alleiniger Auswertung mittels dieser Kriterien konnten im SIDS-Kollektiv zwei Félle als
eindeutige Myokarditis identifiziert werden. In sieben weiteren Fillen lagen zwar einzelne Auf-
falligkeiten vor, die allerdings nicht alle Kriterien einer Myokarditis erfiillten. Eine Myokarditis

ist definiert als ,,a process characterized by an inflammatory infiltrate of the myocardium with
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necrosis and/or degeneration of adjacent myocytes” (Aretz et al., 1987). Das Kontroll-Kollektiv

zeigte keinerlei Auffalligkeiten.

Es lagen fiir alle Félle sdmtliche acht Probeentnahmestellen als HE-gefarbte Schnitte vor, so dass
die groBtmogliche Fliche an Myokard im Vergleich zu den immunhistochemischen Methoden
sowie zur TUNEL-Methode untersucht werden konnte. Eine reprasentative Aussage iiber alle Be-

reiche des Herzens ist daher zuverldssig moglich.

Es kann also davon ausgegangen werden, dass auch fokale Infiltrate mit der HE-Methode abge-
bildet werden, zumal das gesamte Préparat mikroskopisch untersucht wurde. Ein Hauptkritik-
punkt der Auswertung der Endomyokardbiopsie nach den DALLAS-Kriterien, ndmlich der be-
schriebene ,,sampling error* (Aretz et al., 1987; Billingham, 1985; Baughman, 2006), ist fiir diese

Methode in dieser postmortalen Untersuchung damit nahezu auszuschlief3en.

Dennoch sind die DALLAS-Kriterien heute, insbesondere als alleiniges Diagnoseverfahren, auch

aus folgenden anderen Griinden umstritten (Baughman, 2006; Dettmeyer et al., 2006b):

Zunéachst ist ein wichtiger Kritikpunkt, dass die histologische Beurteilung eines HE-Praparates
sehr schwierig ist. Die DALLAS-Kriterien wurden von und fiir Pathologen mit hoher diagnosti-
scher Erfahrung festgelegt (Aretz et al., 1987). Shanes et al. (1987) konnten zeigen, dass es selbst
unter erfahrenen Experten eine hohe ,,Interobserver Variability* der Ergebnisse gibt. Die Analyse
wird zudem durch den Ausschluss wichtiger Differentialdiagnosen im Erwachsenenalter er-
schwert, wie vor allem einem ischdmischen Myokardinfarkt, aber auch hamatologischer Erkran-
kungen wie Lymphome oder Autoimmunerkrankungen (Aretz et al., 1987). Die meisten dieser
Differentialdiagnosen sind in einem SIDS-Kollektiv jedoch zu vernachldssigen, da sie im S&ug-
lingsalter Raritdten sind bzw. postmortal ausgeschlossen werden konnen. Aufgrund der schwieri-
gen Beurteilung konventionell-histologischer Priaparate nach den DALLAS-Kriterien wurden die
in der Arbeit untersuchten Proben bzw. die Ergebnisse durch einen zweiten Begutachter liberpriift

und ggf. korrigiert.

AuBlerdem ist heute die alleinige Analyse von Endomyokardbiopsien mit dieser Methode umstrit-

ten, da bekannt ist, dass zwischen Infektionsbeginn und sichtbaren Infiltraten bzw. Myozyten-
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schidden eine Zeitspanne von 24 Stunden bis 4 Tagen liegen kann, so dass eine Infektion in dieser
Zeit im konventionell-histologischen Préparat noch nicht abgebildet wird (Dettmeyer et al.,
2006b; Esfandiarei und McManus, 2008; Madea und Drexler, 2012; Madea, 2009; McManus et
al., 1993; siehe auch Kapitel 1.2.3). Eine zu friih durchgefiihrte Biopsie liefert daher moglicher-
weise falsch-negative Ergebnisse. Aus diesem Grund werden heute immunhistochemische Ver-
fahren in der Myokarditisdiagnostik eingesetzt, die auch beginnende Infiltrate leicht sichtbar ma-

chen, sowie molekularbiologische Methoden zum Virusnachwesis.

Dennoch diirfen vor allem postmortal in Féllen des Plotzlichen Kindstods unauffallige konven-
tionelle Ergebnisse mit Verweis auf diese ,,diagnostische Liicke* nicht komplett vernachléssigt
werden. Insbesondere in den folgenden Studien wird die Diagnose einer Virusmyokarditis in Fél-
len des Plotzlichen Kindstodes nahezu ausschlieBlich entweder durch molekularbiologischen Vi-
rusnachweis (sieche auch Kapitel 5.7) oder durch leichte immunhistochemische Infiltrate nach-
gewiesen ohne Berlicksichtigung der unauftfilligen konventionellen Ergebnisse: Dettmeyer et al.

1999, 2002, 2004, 2006a, 2009; sieche auch Kapitel 1.2.5.

Es ist jedoch fraglich, ob ein Virusnachweis oder eine beginnende Infiltration ohne konventionell
strukturell sichtbare Verdnderungen todesursiachlich sein kdnnen. Zumal Kariks et al. bereits 1988
zeigen konnten, dass ,,myocardial lesions [...] in every SIDS infant* nachgewiesen werden konn-
ten und auch Virusnachweise nicht pathognomonisch fiir eine Myokarditis sein miissen (u.a. Kin-
dermann et al., 2008). Natiirlich konnen letale Herzrhythmusstérungen in der Phase der ,,diagnos-
tischen Liicke* eine mogliche Folge von Myokarditiden sein (Chimenti et al., 2004; Dettmeyer et
al., 2002; Heusch et al., 1996; Klein et al., 2000). Es ist allerdings zweifelhaft, dass diese auftre-
ten, ohne einen einzigen postmortalen Nachweis von Infiltraten oder Nekrosen im restlichen My-
okard zu zeigen. Bestitigt wird diese Ansicht auch durch eine Untersuchung von Casali et al.
(2012). In dieser wurden untersucht, wo die anamnestischen, makroskopischen und histologi-
schen Unterschiede zwischen einer todesursdchlichen und einer zuféllig postmortal entdeckten
Myokarditis bei anderer Todesursache liegen. Signifikant ausgeprégter sind dabei in der Gruppe,
in der die Myokarditis eindeutig todesursichlich ist, folgende Merkmale: ,,last days personal an-
amnesis positive for suggestive cardiac symptoms, acute pathological findings in the macroscopic
analysis of the heart, pure or mixed neutrophilic infiltration, multiple sites myocite necrosis, mul-

tiple sites interstitial oedema — expecially in the interventricular septum — and presence of peri-
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vascular cuffs® (Casali et al., 2012). Es darf also bezweifelt werden, dass in der iiberwiegenden
Mehrzahl der Fille des Plotzlichen Kindstods der Tod durch Herzrhythmusstérungen verursacht
wird, bedingt durch eine virale Myokarditis, als Rechtfertigung fiir die Vernachldssigung unauf-
falliger konventioneller Ergebnisse. Vor allem auch, weil viele Sduglinge in den Tagen vor ihrem
Tod Anzeichen eines Infektes aufweisen, so dass der Infektionsbeginn bereits ldnger zuriickliegt
und damit die Zeitspanne der ,,diagnostischen Liicke* reduziert wird und damit im Falle einer

Myokarditis Infiltrate nachzuweisen sein miissten.

5.6 Immunhistochemie

5.6.1 Methode

Mit den immunhistochemischen Verfahren gelingt es durch Farbstoffmarkierung von spezifischen
Oberfldchenantigenen sicher und zuverléssig, auch nach kurzer Einarbeitung ,,infiltrierende Zel-
len eindeutig zu identifizieren, phianotypisch zu charakterisieren und zu quantifizieren* (Strauer
et al., 2001). Damit ist nicht nur ,,die Verlaufsbeurteilung sowie die Beurteilung eines moglichen
Therapieerfolgs sehr viel leichter und reproduzierbarer”, sondern auch ,.eine viel exaktere, re-
produzierbarere und sicherere Diagnosefindung moglich (Strauer et al., 2001). Immunhistoche-
mische Methoden sind daher heute Standard in der Myokarditisdiagnostik an Endomyokardbiop-

sien, aber auch in der postmortalen Beurteilung von Myokard (siche Kapitel 1.2.4).

Die Immunhistochemie reduziert die Nachteile der konventionellen Diagnostik deutlich. Einer-
seits konnen myokardiale Infiltrate erkannt werden, andererseits ist durch die eindeutige Identifi-

kation der Zellen die ,,Interobserver Variability* (Shanes et al., 1987) deutlich reduziert.

Nachteilig ist allerdings, dass jede Zellart sowie Nekrose bzw. Apoptose gesondert, also kostenin-
tensiv und zeitaufwindig, gefarbt werden muss. Daher ist aufgrund der Vielzahl der bislang be-
kannten Oberflachenantigenen eine gezielte Auswahl der angewandten Methoden notwendig, ins-
besondere bei dem beschriebenen Materialmangel nach einer Endomyokardbiopsie in vivo (siche
Kapitel 5.3). Postmortal ist der Materialmangel allerdings eher zu vernachlissigen. Da sich eine
virale Myokarditis vor allem durch lymphozytire Infiltrate auszeichnet (Aretz et al., 1987), wur-
de in der vorliegenden Arbeit neben einer Leukozytenfarbung (LCA) und einer Makrophagen-
farbung (CD68), vor allem auch die T-Lymphozytenfarbung (CD45-R0) durchgefiihrt, analog zu
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der Definition der World Heart Federation (Maisch et al., 2000, siche Kapitel 1.2.4) und den we-
sentlichen Studien zum Thema Myokarditis beim Plétzlichen Kindstod (siche Kapitel 1.2.5). Auf
weitere Probleme der Immunhistochemie, insbesondere die Frage einer sinnvollen Quantifizie-

rung und Auswertung, wird in den folgenden Kapiteln noch intensiv eingegangen.

5.6.2 Ergebnisse der Immunhistochemie

Zentrale Frage der in der vorliegenden Arbeit angewandten immunhistochemischen Féarbungen
ist, ob im SIDS-Kollektiv eine erhohte zelluldre Infiltration vorliegt, die eine Myokarditis als

Haupttodesursache in Fillen des Plotzlichen Kindstods wahrscheinlich macht.

Nach Auszdhlung aller Myokardgewebestellen fiir das SIDS-Kollektiv kann eine gegeniiber dem
Kontroll-Kollektiv signifikant erhdhte Infiltration fiir Leukozyten (LCA) nachgewiesen werden
mit 15,69 Leukozyten/mm? im Vergleich zu 6,79 Leukozyten/mm? im Kontrollkollektiv. Fiir die
weiteren Farbemethoden der Makrophagen (CD68) und T-Lymphozyten (CD45-R0) zeigt sich
keine signifikant unterschiedliche zellulédre Infiltration. Eine bevorzugte Lokalisation der Leuko-
zyten, Makrophagen oder T-Lymphozyten an einer der acht Probeentnahmestellen konnte ebenso
wenig nachgewiesen werden wie eine altersabhédngige Infiltration. Auch fiir das immunologisch
bedeutsame Alter von 2-4 Monaten (Morris, 1999; Raza und Blackwell, 1999) ergibt sich kein
Hinweis auf eine vermehrte myokardiale Infiltration im SIDS-Kollektiv (vgl. Kapitel 4.3.6 und
4.3.8).

Wie die signifikant hohere Infiltration mit Leukozyten im SIDS-Kollektiv zu bewerten ist, wird
im Folgenden diskutiert. Dabei stehen folgende Fragen im Vordergrund:
1. Wie sind die Ergebnisse im Vergleich mit den bisherigen Studien einzuordnen?
2. Wie ist die mittlere Zellzahl von 15,69 Leukozyten/mm? in die Diagnosekriterien und
Grenzwertdiskussion einzuordnen (sieche Kapitel 1.2.4)?
3. Bedeutet statistische Signifikanz auch klinische Relevanz?

4. Ist der verwendete Mittelwert als statistischer Vergleichsparameter iiberhaupt geeignet?
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5.6.2.1  Ergebnisse im Studienvergleich

Die quantitativ ermittelten Zellzahlen in der vorliegenden Arbeit fiir die drei immunhistoche-
mischen Methoden konnen mit den verdffentlichten Ergebnissen verschiedener Studien vergli-
chen werden. Die folgende Abbildung gibt zunichst einen kurzen Uberblick iiber die einzelnen
Studienergebnisse. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung der immunhistochemi-
schen Auszdhlung. Da die Ergebnisse jedoch in Zellzahlen pro High-Power-Field angegeben wur-
den, wurden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ebenfalls in Zellzahlen pro HPF umgerech-

net. Ein ausfiihrlicher Vergleich mit diesen Studien findet sich im Anschluss.

14 -

B Leukozyten (LCA) B Makrophagen (CD68) B T-Lymphozyten (CD45-R0/CD3)

12 A 11,57+£10,56

10 A
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44 3.73+2388

| 1,861,834
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T — | ] 0,1320,14

Mittelwert (+=Standardabweichung SD) Zellen pro HPF

Grasmeyer 2013 Oswald 2013 Krous et al. 2009 Dettmeyer 2004* Dettmeyeret al. 1999

Abbildung 61: Ergebnisse der Studien zu myokardialer Infiltration im SIDS-Kollektiv

Zunéchst ist die noch nicht publizierte Dissertation von Frau Elke Sylvia Oswald zu erwihnen. In
dieser Arbeit am Institut fiir Rechtsmedizin der Universitdt Bonn, die parallel zur vorliegenden
Dissertation erstellt wurde, wird das identische SIDS-Kollektiv ebenfalls quantitativ auf Infiltra-
tionen im Myokardgewebe untersucht. Allerdings erfolgt die Auszdhlung statt in Quadratmillime-
ter in High-Power-Fields. Dabei wird die ausgezédhlte Myokardflache im Vergleich zu den bishe-
rigen Studien um den Faktor 8 vergroBert. Das heil3t, statt 20 High-Power-Fields pro Fall werden
20 High-Power-Fields pro Probeentnahmestelle ausgezéhlt. Bei 8 Probeentnahmestellen sind dies

maximal 160 High-Power-Fields pro Fall. Vergleicht man die Ergebnisse dieser Arbeit mit den
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Ergebnissen der vorliegenden Arbeit so zeigt sich, dass die Ergebnisse mit beiden Zdhlmethoden
nahezu gleich sind bzw. sich nicht signifikant unterscheiden. Da sie unabhéngig voneinander am
identischen Schnitt ausgezadhlt wurden, kann so von einer validen Auszdhlung ausgegangen wer-

den.

Auch in der Studie von Krous et al. (2009) werden die Mittelwerte pro High-Power-Field verof-
fentlicht. Diese wurden ebenfalls von zwei unabhidngigen Untersuchern ausgezihlt. Dabei wurden
allerdings keine Leukozyten angefarbt, sondern Makrophagen und T-Lymphozyten (CD3). Auch
ihre Ergebnisse zeigen, dass kaum Makrophagen nachgewiesen werden konnen. Allerdings wer-
den mit 5 Lymphozyten pro High-Power-Field hohere Zellzahlen ermittelt. Kritikpunkte sind
allerdings die geringe Auszéhlfliche von nur 20 High-Power-Fields pro Fall, die Vernachlassi-
gung des rechten Ventrikels sowie eine variable Anzahl von 2-4 ausgezédhlten High-Power-Fields
pro Probeentnahmestelle. AuBlerdem erfolgte die Auswahl der High-Power-Fields nicht wie in der
vorliegenden Arbeit zufillig, sondern durch Vorauswahl benachbarter Felder, die reprasentativ flir

das gesamte Praparat waren (Krous et al., 2009).

AbschlieBend konnen die Ergebnisse noch mit den verdffentlichten Zellzahlen der Habilitation
von Dettmeyer (2004) sowie einer weiteren Studie von Dettmeyer et al. (1999) verglichen wer-
den. Im Vergleich mit der vorliegenden Arbeit und der Arbeit von Oswald (2013) fillt auf, dass
deutlich hohere Zellzahlen pro High-Power-Field angegeben werden bei gleicher zufdlliger Aus-
wahl von Gesichtsfeldern, insbesondere fiir Leukozyten und Makrophagen. Fiir Leukozyten wer-
den 2-3fach hohere Werte pro High-Power-Field, fiir Makrophagen sogar 10-20fach hohere Werte
angegeben. Dies ist verwunderlich, da das Kollektiv beider Studien ebenfalls aus dem Institut fiir
Rechtsmedizin der Universitdt Bonn entnommen wurde und in den Jahren 1997-2001 sogar nahe-
zu identisch mit dem Kollektiv der vorliegenden Arbeit ist. Die Lymphozytenzahlen entsprechen
den Werten, wie sie auch von Krous et al. (2009) angegeben werden. Die Griinde dieser massiv
erhohten Zellzahlen im Vergleich zu den anderen Studienergebnissen sind unklar und werden un-

ter Umstinden durch folgende Uberlegung erklrt:

In der immunhistochemischen Auszdhlung der Myokardschnitte fiel auf, dass weite Fldchen der
Préparate unauftillig sind bzw. sich nur wenige Zellen iiber das gesamte Préparat verteilt finden.

In einigen wenigen Féllen zeigten sich jedoch auch sehr begrenzt fokal vermehrte Zellen (sieche
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Kapitel 4.3.7). Durch Ausweitung der ausgewerteten Myokardfldchen wird also vor allem unauf-
falliges Myokardgewebe abgebildet. Dies kann als Analogie zum ,,sampling error in den Endo-
myokardbiopsien mit iibermaBiger Abbildung unauffilliger Biopsien selbst beim Vorliegen einer
Myokarditis (siehe Kapitel 5.3) gesehen werden. Eigentlich wiirde man daher erwarten, dass in
den Arbeiten von Dettmeyer et al. (1999) und Dettmeyer (2004) durch eine zufdllige Auswahl
von nur 2,5 High-Power-Fields pro Schnitt ebenfalls die unauffilligen, zellarmen Gebiete ver-
mehrt mikroskopiert werden. Daher verwundert es, dass trotz dieser viel geringeren ausgezihlten
Flache entgegen jeder statistischen Wahrscheinlichkeit deutlich mehr Infiltrate nachgewiesen
werden. Es kann nur vermutet werden, dass durch den fehlenden Uberblick zur Einstellung eines
Préparats in 400facher VergrofBerung unbewusst eine Vorauswahl eines zellreichen Areals tliber
eine andere mikroskopische VergroBerungsstufe erfolgt ist, mit faktisch falsch-positiven Befun-

den bzw. zu hoch ausgewiesenen Infiltraten in Form eines ,,umgekehrten sampling errors®.

AbschlieBend kann also festgehalten werden, dass im Studienvergleich in der vorliegenden Arbeit
mit den ausgezédhlten mittleren 15,69 Leukozyten/mm? bzw. umgerechnet 3,73 Leukozyten pro
High-Power-Field deutlich weniger Leukozyten im Myokardgewebe nachgewiesen wurden, den-
noch liegt eine signifikante Erhohung gegeniiber dem Kontroll-Kollektiv vor. Eine Aussage liber
die Einordnung dieser absoluten Zellzahlen kann allerdings nur durch einen Vergleich mit den

geltenden Normwerten bzw. Grenzwerten erfolgen.

5.6.2.2  Ergebnisse im Kontext der Grenzwerte

Es stellt sich also die Frage, wie die Hohe der nachgewiesenen mittleren Zellzahl in die bestehen-

den Diagnosekriterien und in die Grenzwertdiskussion einzuordnen ist.

In einer Endomyokardbiopsie von Erwachsenen gelten bis zu 5 Lymphozyten pro High-Power-
Field (400er VergroBerung) als normal (Aretz et al., 1987; Foley und Edwards, 1988). In den
DALLAS-Kriterien wird allerdings keine Aussage liber Art und Umfang der Quantifizierung ge-
macht, wohingegen Edwards et al. (1982) die Lymphozytenanzahl durch Auswertung und Mittel-
wertberechnung von 20 High-Power-Fields erhalten (siehe Kapitel 1.2.4). Nach diesem Grenz-
wert von 5 Lymphozyten/HPF sind die ermittelten Werte von 3,73 Leukozyten/HPF in der vorlie-

genden Arbeit als normal zu werten, insbesondere wenn man beriicksichtigt, dass in der Leukozy-
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tenfarbung LCA neben Lymphozyten auch alle anderen hdmatopoetischen Zellen auBBer Erythro-
zyten angefarbt werden (Scheid und Triglia, 1979). Neben dieser dlteren Definition gibt es heute
auch einen Grenzwert flir Leukozyten/mm? im Rahmen einer Endomyokardbiospie, dabei gelten
fiir Erwachsene < 14 Leukozyten pro Quadratmillimeter als normal (Maisch et al., 2000). Danach

wiren die 15,69 Leukozyten/mm? des vorliegenden SIDS-Kollektivs als pathologisch anzusehen.

Beide Grenzwerte sind allerdings aus folgenden Griinden nicht auf die vorliegende Untersuchung
zu iibertragen: Erstens handelt es sich um autoptisches Gewebe und nicht um Endomyokardbiop-
sien. Es ist unklar, inwiefern die Quantifizierung auf postmortales Gewebe iibertragen werden
kann, da das gesamte Gewebe beurteilt werden kann und sich daher eine deutlich bessere Mog-
lichkeit bietet, eine Myokarditis auch aufgrund der Verteilung der Infiltrate sowie weiterer quali-
tativer Merkmale zu diagnostizieren. Zweitens handelt es sich um Sauglingsmyokard, fiir das
andere GroBenverhiltnisse vorliegen. Die Anzahl der sichtbaren Myozyten und Kapillaren pro
Quadratmillimeter ist durch das noch geringe Langen- und Breitenwachstum der Myozyten in
diesem Alter deutlich hoher als im Myokard eines Erwachsenen. Drittens gab es bislang keine
Studie, die vergleichend zu der Studie an Erwachsenen von Foley und Edwards (1988) untersucht

hitte, welche Anzahl von Lymphozyten bzw. Leukozyten im Sduglingsalter physiologisch ist.

Letzteres kann implizit aus der vorliegenden Arbeit ermittelt werden. Sduglingsmyokard wird
erstmalig ausreichend umfangreich ausgezahlt in verschiedenen immunhistochemischen Féarbun-
gen. Vernachléssigt man die SIDS-Fille, die in der HE-Farbung aufféllig waren und alle Myokar-
ditis-Fille bzw. zusétzlich noch alle Félle mit anamnestischer Infektion vorm Tod bzw. makro-
skopischer Infektzeichen in der Obduktion, so bleiben 12 Kontroll-Fille und 44 SIDS-Fille {ibrig,

deren durchschnittliche myokardiale Infiltration als physiologisch gewertet werden kann:

Leukozyten | Makrophagen | T-Lymphozyten

(LCA) (CD68) (CD45-R0)
Anzahl Fille (N) 56 56 56
Mittelwert (Zellen pro mm?) 12,98 1,65 4,13
Standardabweichung SD (Zellen pro mm?) 11,66 2,25 5,42
Mittelwert (Zellen pro HPF*) 3,08 0,39 0,98
Standardabweichung (Zellen pro HPF*) 2,77 0,53 1,29

Tabelle 18: Physiologische Infiltration im Séuglingsmyokard (*Umrechnungsfaktor 4,21)
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Die durchschnittliche Infiltration liegt fiir unauffalliges Sauglingsmyokard bei umgerechnet 3,08
Leukozyten, 0,98 T-Lymphozyten und 0,39 Makrophagen pro High-Power-Field. Die grafische
Darstellung als Boxplot analog zu den Ergebnissen der Immunhistochemie zeigt, dass diese als
physiologisch zu betrachteten Zellzahlen, anders als es aufgrund der altersbedingten anderen
GroBenverhiltnisse zu erwarten gewesen wire, noch unterhalb der Grenzen fiir Lymphozyten im

Erwachsenenmyokard nach Edwards et al. (1982) liegen (griine Linie):
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Abbildung 62: Boxplot Darstellung der physiologischen Infiltration fiir Sduglingsmyokard, die
griine Linie entspricht der lymphozytidren Normalinfiltration nach Edwards et al., 1982 sowie
Aretz et al., 1987 fiir Erwachsene.

Insbesondere fiir die Leukozytenfarbung (LCA) ist dies erstaunlich, da in dieser Farbung nicht
nur eine Zellart angefarbt wird, sondern nahezu alle himatopoetischen Zellen. Dazu zéhlen Leu-
kozytenunterarten, wie T-Lymphozyten, Monozyten, eosinophile, basophile und neutrophile Gra-

nulozyten, aber auch Makrophagen.
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An dieser Stelle wird daher auch deutlich, dass die von Maisch et al. 2000 publizierten Gren-
zwerte, bei deren Uberschreiten bei Erwachsenen bereits eine Myokarditis diagnostiziert wird,
selbst fiir Erwachsene deutlich zu niedrig angesetzt sind. Wenn man diese umrechnet in Zellzah-
len pro HPF — 14 Leukozyten entsprechen 3,32 Leukozyten pro HPF —, dann liegt der Grenzwert
fiir eine Myokarditis fiir Leukozyten um fast 2 Zellen pro HPF unterhalb der nur fiir Lymphozy-

ten als normwertig geltenden Zellzahlen.

Analog und in Ubereinstimmung mit der Darstellung fiir das Erwachsenenmyokard nach Ed-
wards et al. (1982) zeigt sich abschlieend fiir die einzelnen Fille, dass in 98,2 % der Fille die
mittlere Infiltration von T-Lymphozyten kleiner als 5 pro High-Power-Field war. Fiir Leukozyten
liegen in 78,6% der Félle die Zellzahlen unter 5 pro High-Power-Field, Makrophagen werden in
92,8 % der Fille praktisch nicht nachgewiesen (< 1 Makrophage/HPF).

Physiologische Infiltration pro HPF
60
B Leukozyten (LCA)
B Makrophagen (CD68)
50 A @ T-Lymphoyzten (CD45-R0)
40 A
\. I =\ \. \.
0-1 1-2 2-3 3-4 4-5 5-6 6-7 7-8 8-9 9-10 10-11
Durchschnittliche Zellzahl pro HPF

Abbildung 63: Physiologische Infiltration fiir jede immunhistochemische Fiarbung, Fille gleicher
Infiltration werden zusammenfasst.
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Obwohl bislang, auller in der vorliegenden Arbeit, keine ausreichend umfangreiche Quantifizie-
rung von Infiltraten im Sduglingsmyokard erfolgte, existieren wie in Kapitel 1.2.4 dargestellt be-
reits Grenzwerte flir das Séuglingsmyokard, die im Falle eines Plotzlichen Kindstods unter Be-

riicksichtigung der alterspezifischen GroBenverhéltnisse als pathologisch anerkannt werden.

Nach der ,,State of the art conference on the stratification of SUDI” werden fiir postmortal ge-
wonnenes Myokard von Sduglingen “<15 lymphocytes (10 HPF, using a 40 objective) in one sec-
tion in the absence of myocyte necrosis” (Rognum et al., 2003) als normal angesehen. Wie dieser
Grenzwert ermittelt wurde, wird allerdings nicht angegeben. AuBBerdem verdffentlichten Dett-
meyer et al. (2004) ebenfalls Grenzwerte fiir eine Myokarditis an autoptisch gewonnenem Myo-
kardgewebe in Fillen des Pl6tzlichen Kindstods: Es gelten mehr als 15 Leukozyten bzw. mehr als
10 Lymphozyten pro High-Power-Field als beweisend fiir eine Myokarditis, ebenfalls als Durch-
schnittswert gemittelt tiber 20 High-Power-Fields pro Herz. Weiterhin gelten mehr als 5 Lympho-
zyten und mehr als 10 Makrophagen als verdédchtig fiir eine Myokarditis. Dabei wurden die
Grenzwerte auf Basis eines Vergleichs mit dem Kontroll-Kollektiv und des untersuchten SIDS-
Kollektivs ermittelt. Dieses Vorgehen ist kritisch zu hinterfragen bzw. nicht sinnvoll, da damit das
Vorliegen von Myokarditis-Féllen innerhalb des SIDS-Kollektivs schon impliziert wird. Bereits
Krous et al. (2009) kritisieren dieses Vorgehen: ,,they created a classification scheme for myocar-
ditis that has not been verified to be clinically relevant and was arbitrarily based on their cell

counts®.

Die Grenzwertbildung fiir eine Myokarditis aufgrund der berechneten Infiltration wére nur dann
sinnvoll, wenn fiir Sduglinge durch eine repréasentative Untersuchung die Infiltration innerhalb ei-
nes Kontroll-Kollektivs mit den Werten eines altersgleichen Myokarditis-Kollektivs verglichen
wiirde. Wenn man zudem beriicksichtigt, dass die ausgewiesenen Zellzahlen von Dettmeyer
(2004) und Dettmeyer et al. (1999) ungewdhnlich hoch sind bzw. einem moglichen ,,umgekehrten
sampling error (siche Kapitel 5.6.2.1) unterliegen, dann sind diese Grenzwerte weder reprasen-

tativ noch valide.
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Trotzdem sollen die Ergebnisse dieser Arbeit noch abschlieBend mit diesen publizierten Grenz-

werten fiir Sduglingsmyokard verglichen werden:

- Leukozyten: Legt man die als pathologisch publizierten 15 Leukozyten/HPF zu Grunde, so lie-
gen die umgerechnet 3,73 Leukozyten/HPF in der vorliegenden Arbeit deutlich darunter und
sind trotz statistischer Signifikanz gegeniiber dem Kontroll-Kollektiv definitiv nicht als patho-
logisch anzusehen. Andererseits entsprechen die 15 Leukozyten/HPF umgerechnet 63,15 Leu-
kozyten/mm? in 100facher Vergroferung. Diese hohe Leukozytenanzahl erreicht dann in der
Tat auch nur der eindeutig als Myokarditis ausgewiesene Fall Nr. 4 mit durchschnittlich 64,30

Leukozyten pro Quadratmillimeter.

- T-Lymphozyten: Die publizierten Grenzwerte von 10 Lymphozyten/HPF (= 42,1 Lymphozy-
ten/mm?) werden nur in zwei Fillen erreicht, die mittlere Lymphozytenanzahl liegt mit 1,35 T-
Lymphozyten/HPF deutlich darunter. Auffillig waren demnach ebenfalls der Myokarditis-Fall
Nr. 4 sowie der Fall Nr. 75, ein weiterer Fall wére als ,,Myokarditis verdachtig® (5-9 Lympho-
zyten/HPF) einzustufen (Fall Nr. 63). Von den beiden letztgenannten Fillen zeigt sich aller-
dings nur im Fall Nr. 75 ein ebenfalls erhdhter Nachweis von Leukozyten bei unauffalliger
Anamnese und unauffalliger weiterer Diagnostik, so dass dieser Fall zumindest als ,,Myokardi-
tis verdachtig®” betrachtet werden kann. Der von Rognum et al. (2003) als normwertig publi-
zierte Grenzwert von 15 Lymphozyten/HPF wird in diesem Kollektiv nur von dem Myokardi-
tis-Fall Nr. 4 iiberschritten.

- Makrophagen: Der als ,,Myokarditis verddchtig” geltende Wert von zehn oder mehr Makro-
phagen pro HPF — umgerechnet 42,1 Makrophagen pro Quadratmillimeter — wird in dem vor-
liegenden Kollektiv in keinem Fall, in keiner einzelnen Probeentnahmestelle und auch nicht in

einem einzelnen Quadratmillimeter erreicht.

Zusammenfassend kann daher festgehalten werden, dass die in der vorliegenden Arbeit ermittelte
Anzahl von 15 Leukozyten/mm? sowohl nach geltenden Grenzwerten fiir Erwachsene an vitalem
Myokardgewebe (Aretz et al., 1987; Foley und Edwards, 1988) als auch nach den publizierten
Grenzwerten fiir unauffalliges Myokard im Kindstod-Kollektiv nicht als pathologisch angesehen
werden kann (Dettmeyer et al., 2004; Rognum et al., 2003). Lediglich der tatsédchliche Myokardi-
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tis-Fall Nr. 4 kann auch als solcher diagnostiziert werden und ein weiterer Fall als ,,Myokarditis
verddchtig® angesehen werden (Fall Nr. 75). Zwei weitere, im SIDS-Kollektiv als Myokarditis
diagnostizierte Fille, werden nach Auswertung aller Methoden durch das immunhistochemische

Grenzwertkonzept nicht erfasst (Fall Nr. 10 und Fall Nr. 8, siehe Kapitel 4.5.1).

Eine hohe Myokarditis-Inzidenz in diesem Kollektiv bestitigt sich unter Anwendung einer repra-
sentativ ausgezdhlten Flache nicht. Maximal 4 von 92 SIDS-Fillen (4,34 %) sind nach Auswer-
tung aller Methoden als Myokarditis zu definieren und félschlicherweise als SIDS-Fille klassifi-
ziert worden. Damit bestétigt sich in der vorliegenden Arbeit ebenfalls eine nur geringe Myokar-
ditis-Inzidenz innerhalb eines SIDS-Kollektivs bzw. im Kindesalter (siche Beckwith, 1973; DeSa,
1985, Krous et al., 2009; Noren et al., 1977, Weber et al.; 2008, siche auch Studieniiberblick in
Kapitel 1.2.5).

Allerdings stehen die Ergebnisse in deutlichem Widerspruch zu den Ergebnissen von Dettmeyer
(2004), der bei gleicher Methodik, teilweise identischem Kollektiv, aber viel geringerer ausge-
werteter Myokardfldche eine weitaus hohere Anzahl von Myokarditiden nach Auswertung nach
dem Grenzwertkonzept im SIDS-Kollektiv angibt. Insgesamt wurden in dem verwendeten Kol-
lektiv 10 Falle als Myokarditis (15,8 % aller Félle) eingestuft und weitere neun als Myokardi-
tisverdachtsfille (14,29 %). In der Studie weisen demnach mehr als 30 % aller Félle des verwen-
deten SIDS-Kollektivs Auffalligkeiten im Sinne myokarditischer Verdnderungen auf (Dettmeyer
2004, S. 73f.). Diese auffallend hohe Inzidenz ist allerdings, wie bereits ausfiihrlich dargestellt,
am chesten auf die beschriebenen methodischen und statistischen Schwichen im Sinne eines
,2umgekehrten sampling errors* und die Ableitung von Grenzwerten aus dem Studienkollektiv

selbst zuriickzufiihren.

5.6.2.3  Statistische Signifikanz versus Klinische Relevanz

Die Einordnung der Zellzahlen in die verschiedenen bestehenden Grenzwertkonzepte fiihrt aller-
dings zu der Frage, wie die Ergebnisse der Signifikanzpriifung zu bewerten sind. Kann trotz der
sehr geringen Zellzahl nur aufgrund des statistischen Signifikanzunterschiedes zwischen SIDS-

und Kontroll-Kollektiv auch von einer klinischen Relevanz ausgegangen werden?
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Bis heute existiert keine Untersuchung, die nachweislich vor allem physiologisch kldren kann, ab
welcher Infiltration des Gewebes eine so schwerwiegende myokardiale Infektion vorliegt, dass
sie als todesursdchlich angesehen wird. Auch Krous et al. (2009) kommen in ihrer Studie zu dem
Ergebnis, dass: ,,neither ours or any of the existing studies succeed in establishing a clinically
verifiable or even minimal level of myocardial inflammation and cardiomyocyte necrosis suffi-

cient to cause sudden infant death®.

Fiir das vorliegende SIDS-Kollektiv mit der signifikanten Erhdhung an Leukozyten ergibt sich
daher abschlieBend, dass bei den nachgewiesenen Zellzahlen fiir Leukozyten, die weit unter den
als normwertig geltenden Werten fiir Erwachsenenmyokard und Sduglingsmyokard liegen, bei
fehlenden altersgleichen Vergleichswerten fiir ein Myokarditis-Kollektiv sowie bei einem derart
kleinen Kontroll-Kollektiv nicht davon ausgegangen werden kann, dass die nachgewiesene in-
flammatorische Reaktion eine klinische, letale Bedeutung hat. Lediglich auf Basis der mathema-
tischen Signifikanz auf das Vorliegen vermehrter Myokarditiden bzw. auf eine im SIDS-Kollektiv
todesursédchliche Infiltration mit Leukozyten zu schlieBen, ist schlichtweg nicht moglich. Ins-

gesamt ist dieser Signifikanzunterschied klinisch also zu vernachléssigen.

5.6.2.4  Mittelwertproblematik

SchlieBlich stellt sich wegen der beschriebenen mangelnden Verifizierung von Grenzwerten und
der mangelnden Verwertbarkeit statistisch signifikanter Ergebnisse die Frage, ob der bisher und in
der vorliegenden Arbeit verwendete Mittelwert als Beurteilungsfaktor eines immunhistochemi-
schen Préparats liberhaupt sinnvoll fiir die Entscheidungsfindung tiber das Vorliegen einer Myo-

karditis ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde die durchschnittliche Infiltration in den immunhistochemischen
Methoden iiber maximal 80 mm? Myokardgewebe pro Fall als Mittelwert berechnet. Dabei fiel in
wenigen Fillen auf, dass es massive Schwankungen der Infiltrationen von Leukozyten, Makro-
phagen und T-Lymphozyten innerhalb eines Falles gib, wobei sich nicht nur massive Schwan-
kungen der Zellzahlen von Probeentnahmestelle zu Probeentnahmestellen zeigen, sondern auch
innerhalb der ausgezéhlten Quadratmillimeter einer einzigen Probeentnahmestelle (siche Darstel-

lung des Falls Nr. 76, Kapitel 4.3.7).



122

Félle wie dieser zeigen, dass der gemittelte Wert pro Fall bei autoptisch gewonnenem Gewebe —
als mathematischer Représentant fiir die durchschnittliche Infiltration des Herzens — nicht dazu
geeignet ist, eine Aussage iiber das Vorkommen und die tatsdchliche Verteilung von Infiltraten im
Myokard zu machen, insbesonders weil gro3e Schwankungen von Probeentnahmestelle zu Probe-
entnahmestelle sowie von mm? zu mm? unberiicksichtigt bleiben. Es kann nicht alleine auf Basis
der gemittelten Infiltration pro Fall auf das Vorliegen einer letalen Myokarditis geschlossen wer-
den. Daher ist die Wahl des Mittelwertes als alleiniges Entscheidungskriterium fiir das Vorliegen

einer Myokarditis an autoptischem Gewebe nicht sinnvoll.

Die Mittelwertbetrachtung fiir eine pathologische Infiltration der wenigen Quadratmillimeter
Myokardgewebe aus einer Endomyokardbiospie kann vor allem deshalb nicht auf autoptisches
Gewebe iibertragen werden, da der fokale Charakter einer Myokarditis durch tiberwiegend unauf-
falliges Myokard vor allem dann maskiert wird, je grofer die zur Verfiigung stehende Myokard-
flache ist. Implizit ergibt sich daraus aber auch zusétzlich, dass das Festlegen eines Grenzwertes,
basierend auf dem Mittelwert pro Fall, als Entscheidungsgrundlage fiir das Vorliegen einer Myo-

karditis nicht valide ist.

Diese Feststellung fiihrt allerdings unweigerlich zu der Frage, wie die immunhistochemischen Er-
gebnisse sinnvoll interpretiert und analysiert werden konnen, wenn es darum geht postmortem in
einem unauffélligen Kollektiv als Hilfsinstrument in der Diagnosestellung einer Myokarditis zu

wirken.

Zunichst erscheint es sinnvoll, jeden einzelnen Fall fiir sich gesondert zu analysieren und zu in-
terpretieren. Eine Aussage auf Basis aller Fille zu treffen ist sicherlich nicht sinnvoll. Insbeson-
dere der Umgang mit fokalen Infiltraten, die durch unauffilliges umgebendes Myokardgewebe
statistisch in der Mittelwertberechnung ,,vernachléassigt™ werden, muss geklart werden. Krous et
al. (2009) gehen sogar davon aus, dass ein Beurteilungssystem, welches auf quantitativen GroB3en
beruht und gleichzeitig klinische Aussagekraft hat, niemals entwickelt wird: “it is highly unlikely
that a clinically reliable quantitative classification scheme will ever be developed” (Krous et al.,

2009).
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Neuere Ansitze 10sen sich ebenfalls von der rein zufilligen Auswahl einzelner Quadratmillimeter
oder High-Power-Fields fiir postmortales Myokardgewebe und entwickeln Indizes, die sich an
der Anzahl fokaler Inflammationsherde im gesamten Préparat orientieren: ,,We established the
inflammatory index in order to classify the severity of myocarditis, by counting the mean number
of inflammatory foci per section of myocardium* (Kitulwatte et al., 2010). Dafiir ist es sicherlich
erstrebenswert in einer weiteren Untersuchung, die normale Anzahl von fokalen Infiltraten fiir
das Sduglingsmyokard innerhalb eines Myokarditis-Kollektivs in Abgrenzung zu einem umfang-
reichen Kontroll-Kollektiv zu ermitteln. Auch Casali et al. (2012) 16sen sich von der rein quanti-
tativen Beurteilung und schlagen einen multivariablen Score vor zur Diagnostik von letalen bzw.
inzidentiellen Myokarditiden. Dieser setzt sich aus verschiedenen histologischen Befunden (In-
filtrate, Odeme und Nekrosen) und aber auch aus makroskpischen Befunden sowie anamnesti-

schen Angaben kardialer Symptome zusammen.

AbschlieBend ist fiir die Immunhistochemie festzuhalten, dass die Aussagekraft der immunhisto-
chemischen Methoden fiir die Diagnostik der Myokarditis als Todesursache begrenzt ist. Insbe-
sondere als Suchmethode, um in einem unauftilligem Kollektiv die Myokarditis-Inzidenz zu er-
mitteln, ist sie aufgrund der beschriebenen Mingel in der Quantifizierung, fehlender physiologi-
scher Untersuchungen zur Anzahl letaler Infiltrate und der damit verbundenen unklaren Interpre-
tation der Ergebnisse nicht geeignet. Die Ergebnisse der Immunhistochemie konnen und diirfen
nicht unabhéngig von den anamnestischen, konventionell-histologischen und den molekularbio-
logischen Untersuchungen interpretiert werden. Ein isoliert auffalliges Ergebnis der Immunhisto-
chemie darf aufgrund der beschriebenen Unsicherheit in der Quantifizierung und Interpretation
nicht als Myokarditis gewertet werden, vor allem ohne Beriicksichtigung der Myozytennekrose
als wesentliches Merkmal einer letalen Myokarditis (Madea und Drexler, 2012; Casali et al.
2012).

In begriindeten Verdachtsfillen einer Myokarditis eignet sich die immunhistochemische Methode
allerdings gut, um die Diagnose durch Nachweis von deutlichen Infiltraten (siche Fall Nr. 4) zu
bestitigen. Eine Quantifizierung von Infiltraten ist in diesen Féllen allerdings aufgrund des ein-

driicklichen mikroskopischen Bildes nicht notwendig.
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5.7 Molekularbiologie

In der Myokarditisdiagnostik sind heute auch molekularbiologische Untersuchungsverfahren
Standard (siche Kapitel 1.2.4). In der vorliegenden Arbeit wird dieses Verfahren nicht angewandt,
da dies Gegenstand einer eigenen Untersuchung von Drexler et al. (2012a/b) am Institut fiir

Rechtsmedizin der Universitidt Bonn ist.

Diese Untersuchung, bestehend aus 149 SIDS-Fillen und 9 Kontroll-Féllen, kommt zu dem Er-
gebnis, dass in 11,4 % des SIDS-Kollektivs, aber auch in 22,2 % des Kontroll-Kollektives, im
nativen Myokardgewebe Enteroviren nachgewiesen werden konnten. Allerdings findet sich in
den viruspositiven Fillen Virusgenom in gleicher oder hoherer Konzentration auch im Herzblut,
so dass eine Virdmie nach respiratorischer oder gastrointestinaler Infektion als Ursache fiir den
Virusnachweis moglich ist. Im Myokarditis-Fall Nr. 4 gelang kein Virusnachweis, auch die ande-
ren viruspositiven Féllen weisen keine histologischen Anzeichen einer Myokarditis auf (Drexler

et al., 2012a).

Diese Untersuchungsergebnisse stehen im Widerspruch mit diversen bisherigen Studienergebnis-
sen. Eine Studie von Dettmeyer et al. (2004) weist Virusgenom in 43,5 % aller SIDS-Fille (Ente-
roviren, Adenoviren, EBV, Parvorvirus B 19, HHV 6) im Myokardgewebe nach, bei fehlendem
Virusnachweis im Kontroll-Kollektiv. Trotz unauffalliger Immunhistochemie in 2/3 dieser virus-
positiven Féllen und unauffilliger histologischer Diagnostik wird daraus geschlossen, dass es ei-
ne ,,more than doubled incidence of virus-induced myocardial affections in SIDS than originally
assumed® gibt, verglichen mit der Myokarditis-Inzidenz von 16,8 % im SIDS-Kollektiv einer

Studie von Rambaud et al. (1992).

Ein dhnlich hoher myokardialer Virusnachweis wird von Dettmeyer et al. (2009) aufgezeigt. In
dieser Studie gelingt in 28,6 % aller SIDS-Félle der Nachweis von Erregergenom, insbesondere
Enteroviren, aber auch Adenoviren, Parvoviren, EBV und CMV. Das Kontroll-Kollektiv ist eben-
falls ohne Erregernachweis. Immunhistochemisch ergibt sich nach Anwendung der beschriebenen
Grenzwerte (Dettmeyer et al., 2004) fiir 11,2 % der SIDS-Fille eine Myokarditis als Todesursa-
che und weitere 28,6 % werden als myokarditisverdédchtig eingestuft. Eine abschlieende Gegen-

iiberstellung der viruspositiven mit den immunhistochemisch auftilligen Fillen fehlt allerdings.
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Letztlich schlief3t eine Studie von Dettmeyer et al. (2006) aus dem Virusnachweis von CMV in 2
von 70 SIDS-Fillen, der alleinige Nachweis ,,can be regarded as the cause of death in cases of
SIDS*. Histologisch konnte jedoch nur in einem Fall ein minimaler inflammatorischer Fokus

nachgewiesen werden.

Diese gegensitzlichen Ergebnisse der Studien von Dettmeyer und Drexler et al. (2012a/b) fithren
jedoch zu der Frage, ob der alleinige Virusnachweis tatsichlich ausreicht, um auch bei unauffalli-
gen immunhistochemischen und konventionell-histologischen Ergebnissen ohne Nachweis von
Nekrose oder Zelluntergang auf das Vorliegen einer letalen myokardialen Infektion zu schlie3en.
Ist der Virusnachweis im Myokard per se als pathologisch zu werten bzw. pathognomonisch fiir

eine Myokarditis?

Es ist bekannt, dass als kardiotrope Viren insbesondere Enteroviren in Féllen einer viralen Myo-
karditis nachgewiesen werden (Bowles et al., 1986; Burch et al., 1968; Dettmeyer et al., 2002;
Kim et al., 2001; Kiihl et al., 2005a; Woodruff, 1980). Daneben gelang in den letzten Jahren zu-
dem der vermehrte Nachweis von Parvovirus B19 und HHV6 als Ursache von Myokarditiden

(Kiihl et al., 2005a; 2005b; Mahrholdt et al., 2006; Pankuweit und Maisch, 2010).

Fiir Dettmeyer et al. (2004) ergibt sich schon aus dem myokardialen Nachweis von Enteroviren
die Schlussfolgerung: ,,To us, these results lead to the conclusion that the detection of enteroviral
genome within the myocardium is itself a pathologic finding*“. Bereits 1992 zeigten Keeling et al.
allerdings, dass Enteroviren als ,,common enviromental pathogen* angesehen werden kénnen, da
diese nicht nur bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie als Folgeerkrankung einer Myokar-
ditis nachgewiesen werden konnten, sondern in gleichem Maf3e auch in einem Kontroll-Kollektiv.
Zudem konnten Drexler et al. (2012a), Kindermann et al. (2008) als auch Martin et al. (1994) auf-
zeigen, dass ,,no direct correlation between positive histopathology and positive PCR analysis*
(Martin et al., 1994) besteht. Diese Dissonanz zwischen den Methoden kann nach Klingel et al.
(2004) auch darauf zuriickgefiihrt werden, dass ,,a major disadvantage of the PCR technique,
however, is the failure to differentiate between infected cell types, and therefore the detection of
virus in endomyocardial biopsy might reflect accidental amplification of viral sequences in per-

sistently infected blood cells®.
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Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass der alleinige Virusnachweis nicht ausreicht, um die Diagno-
se einer letalen Myokarditis zu stellen, sondern dass die Diagnose einer Myokarditis nur in Ver-
bindung mit histologischen bzw. immunhistochemischen Infiltraten bzw. Nekrose gestellt werden
darf: ,,the detection of viral genomes appears to be of etiopathogenic importance only in the pre-

sence of an immunohistology-proven reactive inflammatory infiltrate” (Kindermann et al. 2008).

5.8 Apoptose

5.8.1 Einordnung der Ergebnisse

Apoptose bezeichnet einen komplex regulierten Zelluntergang, der sowohl in physiologischen als
auch in pathologischen Prozessen im Korper vorkommt (Kerr et al., 1972). Auch in der Elimina-
tion virusinfizierter Zellen spielt Apoptose eine wichtige Funktion (O’Brien, 1998). Speziell im
Rahmen einer aktiven viralen Myokarditis konnten neben Nekrose auch eine signifikante Anzahl
apoptotischer Zellen nachgewiesen werden (Abbate et al., 2009; Alter et al., 2001; Corradi et al.,
2004; Kyto et al., 2004; Zorc-Pleskovic et al., 2006). In Tiermodellen korreliert dabei die Rate
der apoptotischen Zellen mit der Hohe des Virustiters im Myokard (Saraste et al., 2003). Der
Nachweis von Apoptose im Myokard ist auch deshalb bedeutend bzw. als pathologisch zu werten,
weil Apoptose im Gegensatz zu vielen anderen Geweben im vitalen Myokard nicht als physio-

logisch angesehen wird (Narula et al., 1996), (siehe dazu auch Kapitel 1.3).

Da Apoptose ein ,,common mechanism of myocardial damage in severe acute human myocar-
ditis” (Kyto et al., 2004) ist, liegt es nahe zu vermuten, dass, wenn Myokarditis im SIDS-Kollek-
tiv als Haupttodesursache vermutet wird, auch hier signifikant erhohte Apoptoseraten nachzuwie-
sen sind. Diese These konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestitigt werden. Trotz
reprasentativer Farbung von 2/3 des gesamten entnommenen Myokards im SIDS-Kollektiv und
82,5 % des entnommenen Myokards im Kontroll-Kollektiv sowie Mikroskopierung des gesamten
verfiigbaren Myokardschnittes konnten keine erhdhten Apoptoseraten im SIDS-Kollektiv festge-
stellt werden. Im Gegenteil, der Anteil der apoptotischen Félle war im Kontroll-Kollektiv sogar
hoher. Bei iiber 90 % unauffilligen Préparaten ist der Nachweis von apoptotischen Zellen insge-
samt allerdings sehr gering. Dabei zeigt sich auch in Ubereinstimmung mit bisherigen Studiener-
gebnissen, dass apoptotische Zellen fokal in Clustern in Nachbarschaft zu vollig unauftilligem

Myokardgewebe vorliegen (Narula et al., 1996; Zorc-Pleskovic et al., 2006). Die Ausbreitung
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variiert dabei von wenigen einzelnen Zellen bis zu flichendeckenden, mehrere Quadratmillimeter
umfassenden apoptotischen Bereichen. Auch spezifische Merkmale oder Risikofaktoren, die mit
dem Auftreten von apoptotischen Zellen assoziiert werden konnen, bzw. eine bevorzugte Lokali-
sation apoptotischer Zellen im Herzen konnte in dem Studien-Kollektiv nicht identifiziert werden

(siehe Kapitel 4.4.2 und 4.4.3).

Da die Ergebnisse der TUNEL-Methode zudem vdllig unabhingig von den Ergebnissen der im-
munhistochemischen Methoden, der Krankengeschichte oder der konventionellen Diagnostik
sind (siehe Kapitel 4.5.3), kann im Hinblick auf die genannte Untersuchungsthese fiir das vorlie-
gende SIDS-Kollektiv festgehalten werden, dass die apoptotischen Zellen, auBler im Fall Nr. 4
und Fall Nr. 8, nicht durch eine Myokarditis entstanden sind.

5.8.2 Methodenkritik

Die TUNEL-Methode selbst ist nach kurzer Einarbeitung einfach und sicher durchzufiihren. Da-
bei miissen allerdings bestimmte Fehlerquellen beriicksichtigt werden: Vermeidung bzw. Erken-
nung von Enzymdefekten durch zeitnahes Auftauen und Mitfiihren einer Positivkontrolle in je-
dem Fiarbevorgang, Vermeidung von Enzymverwechslung durch Mitfiihren einer Negativkontrol-
le, Verwendung von DNase-freiem Wasser, um eine artifizielle Spaltung der Kardiomyozyten-
DNA im Férbeablauf und folglich die Produktion von falsch-positiven Ergebnissen zu vermeiden

(siehe auch Kapitel 2.5.2).

Folgende praktische Probleme sind wihrend der Durchfithrung und Auswertung aufgefallen: Die
TUNEL-Methode ist durch die Enzymldsungen sehr kostenintensiv, aber auch zeitaufwendig in
der Anfertigung. Aufgrund der Zusammenstellung des Kits und der notwendigen Verarbeitungs-
geschwindigkeit der Enzyme konnten lediglich 8 von insgesamt 587 Myokardproben pro Firbe-
durchlauf von etwa 4,5 Stunden angefdrbt werden. Aullerdem fiel nach den ersten Durchldaufen
auf, dass die Farbungen nach einem Zeitintervall von einigen Wochen verblassen und nur durch
Neufdrbung reproduzierbar sind. Daher wurde streng darauf geachtet, die Schnitte innerhalb von
24-72 Stunden nach Farbung lichtmikroskopisch auf apoptotische Zellen zu untersuchen und aus-
zuzdhlen, um ein zeitabhéngiges Verblassen und damit die Erhebung von falsch-negativen Ergeb-

nissen zu verhindern.
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In der vorliegenden Arbeit wurden die apoptotischen Zellen, analog zur immunhistochemischen
Methode, in Quadratmillimetern gezahlt. Durch die hohe Anzahl von unauffélligen Praparaten bei
gleichzeitig aber sehr hoher Anzahl apoptotischer Zellen pro Quadratmillimeter, ist der Mittel-
wert pro Quadratmillimeter auch in dieser Farbung als Vergleichsparameter ungeeignet. Insbe-
sondere die tatsdchliche Verteilung von apoptotischen Zellen spiegelt sich im Mittelwert nicht
wider. Der Median, aber auch der Vergleich der positiven Préparate zeigt schlieBlich, dass es kei-
ne signifikanten Unterschiede zwischen Anzahl der positiven Félle, Zellzahlverteilung und An-
zahl der apoptotischen Zellen im Vergleich beider Kollektive gibt. Im Myokarditis-Fall Nr. 4
zeigt sich eine eindeutige Apoptose. In diesem, aber auch im Fall Nr. 8, kann die TUNEL-Metho-

de die Ergebnisse der bisherigen Verfahren bestatigen.

Es ist bekannt, dass die TUNEL-Methode zum Nachweis von Apoptose gewissen Einschrankun-
gen unterliegt. Beispielsweise wurde, insbesondere friiher, eine eingeschrinkte Spezifitit kriti-
siert, da unter Umstédnden auch nekrotische Zellen dargestellt werden: ,,[TUNEL] fails to discri-
minate among apoptosis, necrosis, and autolytic cell death* (Grasl-Kraupp et al., 1995). Durch
verbesserte Kenntnisse und Anpassung der Materialaufbereitung und Firbetechnik (Labat-Moleur
et al., 1998; Negoescu et al., 1998) wird die TUNEL-Methode heute allerdings auch zum spezifi-
schen Nachweis von Apoptose akzeptiert, insbesondere wegen ihrer Einfachheit. In dem vorlie-
genden SIDS-Kollektiv mit der Fragestellung nach dem Vorliegen einer Myokarditis wire aller-
dings auch ein etwaiger Nachweis von Nekrose zu vernachlédssigen, da Nekrose ebenfalls ein
Myokarditiskriterium darstellt und weitere Herzerkrankungen, die mit Nekrose einhergehen, wie

z.B. ein Myokardinfarkt, im S&uglingsalter als Rarititen anzusehen sind.

Letztlich kann festgehalten werden, dass die TUNEL-Methode bzw. der Nachweis von Apoptose
zur weiteren Diagnosebestdtigung in begriindeten Verdachtsfillen auf das Vorliegen einer Myo-
karditis sinnvoll ist, wie im Fall Nr. 4. Als Such- und Entscheidungsmethode fiir das Vorliegen
einer Myokarditis in einem unauftélligen Standardkollektiv, wie im vorliegenden SIDS-Kollektiv,
in Kombination mit unauffilligen konventionellen und immunhistochemischen Ergebnissen, ist
sie dagegen ungeeignet, vor allem aufgrund der fehlenden Signifikanz der Ergebnisse und der

kosten- und zeitaufwendigen Anfertigung.
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6. Fazit und Ausblick

Eine akute Myokarditis ist eine mogliche Ursache plotzlicher Todesfille, insbesondere bei jungen
Erwachsenen (Basso, 2001 et al.; Doolan et al., 2004). Diese Tatsache, aber auch starke anam-
nestische und wissenschaftliche Hinweise auf eine infektiologische Ursache des Plotzlichen
Kindstods haben in den letzten Jahrzehnten dazu gefiihrt, dass sich zahlreiche Studien mit der

Frage nach einer Myokarditis als zugrundeliegende Todesursache beschéftigt haben.

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob es eine erhohte Infiltration im SIDS-
Kollektiv gibt, und ob daraus auf das Vorliegen einer meist viralen Myokarditis geschlossen
werden kann, die dann als Haupttodesursache in Fillen des Plotzlichen Kindstods anzuneh-
men ist. Ein reprisentatives SIDS-Kollektiv wurde mit den heute {iblichen Standardmethoden auf
Anzeichen einer Myokarditis untersucht. Im SIDS-Kollektiv wurde eine erhohte Infiltration ge-
geniiber dem Kontroll-Kollektiv nur in der Leukozytenfarbung festgestellt, in allen anderen ange-
wandten Methoden zeigte sich kein Unterschied zum Kontroll-Kollektiv. Es konnte allerdings ge-
zeigt werden, dass dieser statistische Unterschied der Leukozytenfarbung zwischen den Kollek-
tiven bei insgesamt niedrigen Zellzahlen nicht klinisch relevant ist. Nur aufgrund des mathemati-
schen Unterschiedes kann nicht auf das Vorliegen einer Myokarditis geschlossen werden. Vor
allem kann nicht aufgrund fehlender Erkenntnisse {iber das AusmalR einer letalen Infiltration eine

letale Myokarditis als Haupttodesursache festgelegt werden.

Unter Berticksichtigung aller Methoden, konnte abschlieend fiir zwei Fille eine Myokarditis
nach den DALLAS-Kriterien festgestellt werden, zwei weitere Félle sind nach Auswertung aller
angewandten Methoden zumindest als ,,Myokarditis verddchtig® anzusehen. Die Myokarditis-In-
zidenz in dem vorliegenden SIDS-Kollektiv liegt damit bei 2,17 % bis maximal 4,35 %. Damit
zeigt sich ebenfalls, dass eine Myokarditis nicht die Haupttodesursache des Plotzlichen Kindstods
ist und die Inzidenz cher akzidentiell ist (siche auch Beckwith, 1973; DeSa, 1985; Krous et al.,
2009; Noren et al., 1977; Weber et al., 2008). Die hohen Myokarditis-Inzidenzen jlingerer Unter-
suchungen von 15-30 % innerhalb eines SIDS-Kollektivs konnen nicht bestétigt werden (Dett-
meyer et al., 1999; 2004; 2009; Dettmeyer 2004; Rambaud et al., 1992; Rasten-Almquist et al.,
2002; Shatz et al., 1997).
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Weiterhin wurde der Frage nachgegangen, ob die Herleitung und Anwendung der bekannten
Grenzwerte fiir eine Myokarditis im SIDS-Kollektiv richtig und sinnvoll ist, bzw. ob ab ei-
ner kritischen Anzahl von Entziindungszellen auf das Vorliegen einer letalen Myokarditis
geschlossen werden kann. Diese Frage muss abschlieBend eindeutig verneint werden. Erstens
sind die dlteren Grenzwerte weder fiir Sduglinge noch fiir postmortales Gewebe entwickelt wor-
den, so dass die Ubertragung dieser Grenzwerte auf Siuglingsmyokard, insbesondere durch feh-
lende physiologische Kenntnisse einer als normal anzusehenden Infiltration in diesem Alter, un-
klar ist. In der vorliegenden Arbeit konnten erstmals durch eine ausreichend umfangreiche Unter-
suchung der myokardialen Infiltration Zellzahlen ermittelt werden, die als physiologisch fiir ein
unauffalliges Sauglingsmyokard anzusehen sind (siehe Kapitel 5.6.2.2). Zweitens konnte gezeigt
werden, dass die fiir ein SIDS-Kollektiv geltenden Grenzwerte von Entziindungszellen im Myo-
kard nicht nachvollziehbar festgelegt wurden (Rognum et al., 2003) oder auf selbst ermittelten
Grenzwerten ohne statistische Grundlage basieren (Dettmeyer et al. 2004). Letztlich zeigt sich
auch in der Diskussion um die Interpretation der nachgewiesenen signifikanten Erh6hung von
Leukozyten im SIDS-Kollektiv, dass von einem absoluten Wert keine Aussage iiber die klinische
Relevanz getroffen werden kann und dass der bislang verwendete Mittelwert absolut ungeeignet
ist, um eine Aussage liber die tatsdchliche Infiltration zu machen. Besonders starke Schwankun-
gen von Probeentnahmestelle zu Probeentnahmestelle sowie von mm? zu mm? bleiben unberiick-
sichtigt. Die Grenzwertbildung ohne reprisentative Untersuchung eines altersgleichen Myokardi-
tis-Kollektivs und ohne umfangreiche Flachenauswertung ist nicht valide. Es kann nicht alleine
auf Basis der gemittelten Infiltration pro Fall auf das das Vorliegen einer letalen Myokarditis ge-

schlossen werden.

AuBerdem wurde erstmals auch das Vorkommen myokardialer Apoptose in Fillen des Plotzlichen
Kindstods mit der Frage untersucht, ob es im SIDS-Kollektiv erhohte Apoptoseraten gibt, als
Hinweis darauf, dass eine Myokarditis als wesentlicher, zum Tode fithrender Pathomecha-
nismus anzunehmen ist. Auch diese Frage muss eindeutig verneint werden und zeigt in Uber-
einstimmung mit den anderen Methoden, dass die Diagnose Myokarditis fiir das SIDS-Kollektiv
nicht als Haupttodesursache anzunehmen ist. Die Apoptoseraten sind in beiden Kollektiven anné-

hernd gleich bei einem hohen Anteil von unauftfilligen Myokardproben (>90 %).
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SchlieBlich wurde in der vorliegenden Arbeit kritisch diskutiert, ob die gewiihlten Methoden zur

Diagnostik einer Myokarditis zielfithrend und sinnvoll sind.

Zunichst zeigt sich eindrucksvoll, dass durch die neue Zéhlmethode, die einen schnellen und
guten Uberblick iiber das gesamte Priiparat gibt, verbunden mit einer massiven Steigerung der
untersuchten Fldache pro Herz um den Faktor 17 im Vergleich zu den bisherigen postmortalen
Studien eine deutlich hohere Représentativitit der Ergebnisse erzielt wird. Damit wird der post-
mortale Flachenvorteil gegeniiber einer Endomyokardbiopsie besser genutzt und zusitzlich eine

studieniibergreifende Vergleichbarkeit der Ergebnisse erzielt.

Weiterhin kann festgehalten werden, dass die DALLAS-Kriterien postmortal zur Beurteilung
konventioneller Préiparate trotz aller Kritik nicht vernachléssigt oder ignoriert werden diirfen, zu-
mal gezeigt wurde, dass einige Kritikpunkte fiir die postmortale Beurteilung nicht mehr zutreffen
(siehe Kapitel 5.3 und 5.5). Insbesondere in Féllen des Plotzlichen Kindstods kann davon ausge-
gangen werden, dass bei einer letalen Myokarditis auch konventionell-histologisch bereits struk-
turelle Verdnderungen im Sinne einer Myokarditis sichtbar sind und nicht in allen Féllen von ei-

ner ,,diagnostischen Liicke* bzw. einer rhythmogenen Todesursache ausgegangen werden kann.

Die immunhistochemischen Methoden sind Standard in der Myokarditis-Diagnostik und Ver-
laufskontrolle und eignen sich in begriindeten Verdachtsfillen auf das Vorliegen einer Myokar-
ditis gut, um die Diagnose zu bestétigen, insbesondere auch im Rahmen der Endomyokardbiopsie
von lebenden Patienten. Myokardiale Infiltrate kdnnen frither und einfacher diagnostiziert werden
als im konventionellen Priparat. Als Suchmethode fiir das Vorliegen einer Myokarditis in einem
unauffilligen Kollektiv ohne Hinweis auf Myokarditis-Anzeichen stellt sich allerdings die Frage,
wie die immunhistochemischen Ergebnisse sinnvoll interpretiert und analysiert werden kdnnen.
Es konnte gezeigt werden, dass durch die beschriebenen Méngel in der Quantifizierung und der
statistischen Methoden, der Nichtanwendbarkeit von Grenzwerten sowie durch die fehlende
Kenntnis physiologischer Infiltrate, die Interpretation der Ergebnisse unklar ist. Die Aussagekraft
der immunhistochemischen Methoden als Suchmethode in einem unauffilligen Kollektiv ist da-
her begrenzt. Letztlich konnen und diirfen die Ergebnisse der Immunhistochemie nicht unabhén-
gig von den anamnestischen, konventionell-histologischen und den molekularbiologischen Unter-

suchungen interpretiert werden.
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AbschlieBend hat die Durchfiihrung der TUNEL-Methode ebenfalls gezeigt, dass diese zur weite-
ren Diagnosebestidtigung in begriindeten Verdachtsfillen auf das Vorliegen einer Myokarditis
sinnvoll ist. Als Such- und Entscheidungsmethode fiir das Vorliegen einer Myokarditis in einem
unauffilligen Standardkollektiv, wie im vorliegenden SIDS-Kollektiv, ist der sinnvolle Einsatz
fraglich, da sie zu keinem verwertbaren signifikanten Ergebnis fiihrt und sehr kosten- und zeit-

aufwendig ist.

In jedem einzelnen SIDS-Fall ist zu priifen, ob eine den Tod hinreichend erkldrende Todesursache
gefunden werden kann. Eine Myokarditis als Todesursache konnte zwar nicht als Haupttodes-
ursache im vorliegenden Kollektiv diagnostiziert werden, dennoch muss sie in jedem einzelnen
Fall ausgeschlossen werden. Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass es durchaus noch Schwé-
chen und Kritikpunkte in den heute iiblichen Standardmethoden gibt. Es wére empfehlenswert,
anstelle eines Grenzwertkonzeptes in einer weiteren Untersuchung die durchschnittliche Infil-
tration in altersgleichen Myokarditis-Féllen zu ermitteln, um Referenzwerte zu erhalten, auf de-
ren Basis die Einordnung eines einzelnen Falles mdglich ist. Sinnvoll ist dies allerdings nur,
wenn auch die postmortal zur Verfiigung stehende Myokardflache umfangreich ausgewertet wird,
wie zum Beispiel mit der Zéhlmethode in der vorliegenden Arbeit und die Anzahl der Félle aus-
reichend grof ist. Zur Realisierung dieser Referenzwerte wire allerdings eine institutsiibergrei-
fende Kooperation notwendig, um eine représentativ groBe Gruppe Myokarditis-Fillen in diesem

Alter zu erreichen.
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7. Zusammenfassung

Die Erforschung mdglicher Ursachen des Plotzlichen Kindstods ist trotz sinkender Fallzahlen von
grolem wissenschaftlichem Interesse. Aufgrund bestimmter epidemiologischer Auffélligkeiten

wird auch eine infektiologische Todesursache diskutiert, z.B. eine virale Myokarditis.

In dlteren, meist rein histologischen Untersuchungen wurde dabei relativ selten eine Myokarditis
im SIDS-Kollektiv oder bei dlteren verstorbenen Kindern nachgewiesen (0-2%). In jiingeren Stu-
dien werden jedoch teilweise Inzidenzen von mehr als 20% angegeben, vor allem basierend auf
immunhistochemischen und molekularbiologischen Diagnoseverfahren. Diese Diskrepanz wird
allerdings nicht nur durch die gewihlten Methoden, sondern auch durch das Fehlen von standar-
disierten Myokarditis-Kriterien fiir die neueren Verfahren erklért. Teilweise werden immunhisto-
chemische Grenzwerte fiir eine Myokarditis willkiirlich festgelegt oder unauffillige konventio-
nell-histologische Befunde vernachldssigt, teilweise wird der alleinige myokardiale Virusnach-

weis als pathognomonisch fiir eine Myokarditis interpretiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob in Fillen des Plotzlichen Kindstods eine
erhohte zelluldre Infiltration sowie apoptotische Zellen nachzuweisen sind, so dass eine Myokar-
ditis als Haupttodesursache fiir dieses Phanomen anzunehmen ist. Gleichzeitig wurde dabei hin-
terfragt, ob die Anwendung der Standardmethoden fiir die Diagnose einer Myokarditis mit ihren

jeweilig geltenden Kriterien bzw. Grenzwerten auch fiir postmortales Gewebe sinnvoll ist.

Dazu wurde ein repriasentatives SIDS-Kollektiv sowie ein altersgleiches Kontroll-Kollektiv mit
den heute iiblichen Verfahren, d.h. konventionell-histologisch und immunhistochemisch auf Infil-
trate untersucht. Aulerdem wurde mit der TUNEL-Methode erstmals auch das Vorkommen von
apoptotischen Zellen im SIDS-Kollektiv erforscht. Im Vergleich zu den bisherigen postmortalen
Studien in Fillen des Pl6tzlichen Kindstods wurde zudem zum ersten Mal iiberhaupt eine ausrei-

chend grof3e Fliche an Myokard quantitativ und qualitativ ausgewertet.

Aus der umfangreichen Quantifizierung ergeben sich keine klinisch relevanten Unterschiede der
Zellzahlen im Vergleich beider Kollektive. Dabei werden insgesamt niedrige Zellzahlen fiir beide
Kollektive ermittelt mit nur vereinzelten zellreichen Féllen. Auch der Nachweis einer erhdhten A-

poptoserate im SIDS-Kollektiv gelang nicht. Letztlich konnen unter Beriicksichtigung der anam-
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nestischen, konventionell-histologischen und immunhistochemischen Ergebnisse zwei Félle ein-
deutig als Myokarditis und zwei weitere zumindest als Myokarditisverdidchtig betrachtet werden.
Damit liegt die Myokarditis-Inzidenz im SIDS-Kollektiv bei 2,17-4,35 %. Es ergibt sich also kein
Anbhalt dafiir, dass eine Myokarditis einen wesentlichen zum Tode fiihrenden Pathomechanismus

bei als SIDS deklarierten Todesfallen darstellt.

In der Arbeit zeigt sich abschlieBend, dass die klassische konventionell-histologische Diagnose
einer Myokarditis zwar durch die immunhistochemische Qualifizierung und Quantifizierung in-
terstitieller Entzlindungszellen ergédnzt, allerdings nicht ersetzt werden darf. Zum Einen weil be-
kannte Nachteile der klassischen-konventionellen Diagnostik zwar in der Endomyokardbiopsie
gelten, postmortal aber nur eine untergeordnete Rolle spielen. Zum Anderen weil die bislang in
der Literatur empfohlenen immunhistochemischen Myokarditis-Grenzwerte, basierend auf der
mittleren Infiltration pro Fall, nicht valide sind, was dazu fiihrt, dass die Analyse und Interpretati-

on der quantitativen Ergebnisse losgeldst von anderen Methoden willkiirlich bzw. unsicher ist.
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