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2. Einleitung

2.1 PIlo6tzlicher Kindstod - Sudden infant death syndrome - SIDS

2.1.1 Definition

Der plotzliche Kindstod wurde 1969 anlasslich der Second International Conference on
Causes of Sudden Death in Infants in Seattle als ein ,plotzlicher Tod eines Sauglings oder
Kleinkindes, welcher in Bezug auf die Vorgeschichte unerwartet ist und bei dem eine
grundliche Obduktion keinen hinreichenden Hinweis fur die Todesursache liefert®,
definiert (Beckwith, 2003). Diese Definition wurde absichtlich so allgemein gefasst und
auch in den darauffolgenden Jahren bis zum Jahr 1989 nicht angepasst, obwohl bereits
viele Studien zu diesem Thema durchgefiihrt wurden (Krous et al., 2004). 1989 stellte das
National Institute of Child Health and Human Development (NICHD) erneut ein Gremium
aus Pathologen, Klinikern und Forschern zusammen, um die Definition zu verfeinern und
insbesondere die Berichterstattung von Forschungsergebnissen zu verbessern
(Beckwith, 2003). Diese definierten den plétzlichen Kindstod als ,einen pldtzlichen Tod
eines Sauglings, welches jiunger als ein Jahr ist und der trotz griindlicher Untersuchung
des Falles, inklusive des Fundortes, einer kompletten Obduktion sowie der Vorgeschichte,
ungeklart bleibt“ (Beckwith, 2003).

Im Jahr 1992 wurde durch eine Arbeitsgruppe, bestehend aus J.B. Beckwith und weiteren
Experten, eine strengere Definition mit Unterteilung der Falle in 2 Gruppen, ,typisch® und
.2atypisch® entwickelt. Beckwith schlug dabei jedoch eine weniger bewertende
Formulierung vor und bezeichnete sie als Kategorie | und Il. Zusétzlich wurde noch eine
dritte Kategorie eingefiuhrt, die ausschlie3lich fur Entwicklungslander, religiose Gruppen
oder wirtschaftliche Lagen, in denen eine Obduktion nicht durchgefuhrt werden kann,
gedacht ist. Sie dient der Erhebung statistischer Daten flr diese Situationen und soll auf
Félle angewendet werden, auf die die allgemeinen Kriterien fir SIDS zu treffen, eine
Obduktion jedoch nicht durchgefiihrt wurde. Sie sollte jedoch in den meisten entwickelten
Gesellschaften nicht als eine Alternative zur Obduktion akzeptiert werden. In den
folgenden Jahren wurde diese Definition verfeinert und schlief3lich auf einem Kongress in

San Diego 2004 die folgende allgemeine Definition festgelegt (Krous et al., 2004):



,o1DS ist definiert als der plotzliche und unerwartete Tod eines Sauglings junger als ein

Jahr, der wahrend des Schlafes eintritt und nach grindlicher Untersuchung des Falles,

einschlief3lich einer vollstandigen Obduktion, Untersuchung der Todesumstéande und der

Vorgeschichte, ungeklart bleibt.”

Die bereits von Beckwith vorgeschlagene Kategorisierung wurde wie folgt umgesetzt:

Kategorie la: 0.g. Definition und zusatzlich folgende Kriterien

Alter zwischen 3 Wochen und 9 Monaten;

unauffallige klinische Vorgeschichte einschlie3lich Schwangerschaftsdauer (Gesta-
tionsalter = 37. Schwangerschaftswoche);

normales Wachstum und Entwicklung;

keine ahnlichen Todesumstande bei Zwillingen, nahen Verwandten oder anderen
Sauglingen aus der Obhut des/der selben Pflegers/Pflegerin;

Fundort hinreichend auf Begebenheiten hin untersucht, die einen Tod beginstigen
oder bedingen, aber, falls vorhanden, keine Erklarung fur den Tod liefern;
Schlafumgebung unauffallig, insbesondere keine Hinweise fur einen versehentlichen
Tod;

in der Autopsie keine potentiell todesursachlichen Pathologien; geringe entziindliche
Infiltrate im Respirationstrakt, aber akzeptabel; intrathorakale petechiale Einblutungen
als unterstitzende aber nicht obligatorische Befunde;

keine Hinweise fur ungeklarten leichten oder schweren Stress von Thymus, Nieren
und anderen Organen oder Geweben;

vollstandige toxikologische oder mikrobiologische, metabolische, radiologische Unter-
suchungen inklusive Glaskorperflissigkeit ohne pathologische Befunde.

Kategorie Ib: wie Kategorie la, aber

unvollstandige Dokumentation, insbesondere des Fundortes;
und / oder fehlende Untersuchung einer der folgenden Analysen: Toxikologie, Mikro-
biologie, Radiologie, Untersuchung der Glaskorperflissigkeit oder metabolische

Untersuchungen.

Kategorie Il: erflllt Kategorie |, aber mindestens eines der folgenden Kriterien fehlt
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aulRerhalb der Altersspanne der Kategorie | (3 Wochen bis neun Monate) bis zum
ersten Geburtstag;

ahnliche Todesfalle bei Zwillingen, nahen Verwandten oder anderen Sauglingen aus
der Obhut des/der selben Pflegers/Pflegerin, die keinen Verdacht einer Kindstétung
oder angeborene Fehlbildungen hegen;

Zustande aus der Neonatal- oder Perinatalperiode waren bis zum Todeszeitpunkt
behoben;

mechanische Asphyxie oder Ersticken verursacht durch Bedeckung ist nicht mit
Sicherheit festzustellen;

unnatirliches Wachstum oder andere Auffalligkeiten haben nicht zum Tod
beigetragen;

deutliche entzindliche Veranderungen oder andere Aufféalligkeiten sind keine

eindeutige Todesursache.

Nicht klassifizierter plétzlicher Kindstod: Erfullen weder Kategorie | noch Il, aber

alternative Ursachen fur einen natirlichen oder unnatirlichen Todesumstand kénnen
nicht eindeutig gefunden werden, einschliel3lich Félle bei denen keine Obduktion
erfolgte;

auch Sauglinge, die in einer entsprechenden Situation aufgefunden und reanimiert
werden, jedoch spater versterben, sollten bei Erflllen der o.g. Kriterien in eine der

Kategorien zugeordnet werden (near missed SIDS).

2.1.2 Epidemiologie

Seit der Erforschung des Plotzlichen Kindstod gibt es folgende Ubereinstimmende

epidemiologischen Daten:

Dank der Aufklarungskampagnen tber die Risikofaktoren lasst sich insgesamt ein
Ruckgang der Inzidenz verzeichnen (Wennergern et al., 1997) (Abb. 1).

Die Sauglinge versterben vor allem in den feuchten und kalten Herbst- und
Wintermonaten (Bajanowski und Kleemann, 2002; Carpenter und Gardner, 1982;
Douglas et al., 1996, 1998; Hoffmann, 1988; Guntheroth et al., 1992; Rintahaka und
Hirvonen, 1986; Scheers et al., 1998).
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e Es gibt einen Sterblichkeitsgipfel zwischen dem 2. und 4. Lebensmonat (Bajanowski
und Kleemann 2002; Goldberg et al., 1986; Mitchell et al., 1999; Hoffmann et al.,

1988; Rintahaka und Hirvonen, 1986).

e Es sind haufiger mannliche Sauglinge beroffen als weibliche (Bajanowski und

Kleemann 2002; Mitchell et al., 1999; Rintahaka und Hirvonen, 1986).
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Abb. 1: Statistisches Bundesamt: Inzidenz des Plotzlichen Kindstodes von

und Anteil an Lebendgeburten

2.1.3 Risikofaktoren

1991-2009

Durch zahlreiche Studien konnten in den vergangenen Jahrzehnten Risikofaktoren

herausgearbeitet werden, die unter anderem zu der ,Back to sleep campaign“ Anfang der

90er Jahre fihrten. Hierzu zahlen:

e Nikotinabusus wéahrend der Schwangerschaft sowie nach der Geburt im Umfeld des
Sauglings (Malloy et al., 1988; Blair et al., 1996; Bulterys et al., 1990; Haglund et al.,
1990; Mitchell et al., 1995; Raza et al., 1999; Schoendorf und Kiely, 1992; Schlaud et

al., 1996; Wisborg et al., 2000),

e Lagerung des Kindes auf dem Bauch (Dwyer et al., 1995; Mitchell et al., 1999a,
1999b; Hauck et al., 2003; De Jonge et al., 1989, 1993; Haglund et al., 1990),
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e Stillverzicht (Vennemann et al., 2009; Hauck et al., 2003; Ford et al., 1993; Zotter et
al., 2002)

e geringes Geburtsgewicht sowie Frihgeburtlichkeit (Byard und Krous, 2003;
Hoffmann et al., 1988; Hauck et al., 1988; Steele et al., 1966),

e Sauglinge jungerer Mutter haufiger betroffen (Peterson et al., 1982; Rintahaka und
Hirvonen, 1986).

Das sogenannte ,bed sharing” wird in vielen Studien ebenfalls als ein Risikofaktor fir
SIDS diskutiert. Es zeigten sich jedoch Co-Abhangigkeiten mit anderen Risikofaktoren
(Nikotinabusus, ethnische Zugehdorigkeit, Stillverzicht etc.), sodass dies fur sich allein
genommen die Wahrscheinlichkeit fir SIDS nicht erhdht. Allgemein wird jedoch davon
abgeraten, dass der Saugling in den ersten Lebensmonaten mit den Eltern im selben Bett
schlaft (Scragg et al., 1993, 1998; Fleming et al., 1996; Jorsch et al., 2003; Mitchell, 1997,
Hauck et al., 2003; Jorch et al., 2003; Oyen et al., 1997; Tappin et al., 2005; Steele et al.,
1966). Ein signifikant erhdohtes Risiko fiir ein versehentliches Bedecken des Kindes, v. a.
des Gesichtes, beim ,bed sharing“ konnte nicht nachgewiesen werden (Mitchell et al.,
2008; Wilson et al., 1994).

2.1.4 Ursachen

In der Literatur finden sich zahlreiche Theorien beziglich der Ursache fir den plétzlichen
Kindstod. Uber die Bestimmung von Gemeinsamkeiten, die die Falle beziiglich Todes-
umstande, Anamnese etc. aufwiesen, kristallisierten sich mit der Zeit die oben genannten
Risikofaktoren heraus. Des Weiteren zeigten sich Ubereinstimmungen in den korperlichen
Zustanden der betroffenen Sauglinge zum Todeszeitpunkt (z. B. schweil3nasse Haut und
Kopfhaare, Infekt oder stattgehabter Infekt), wodurch die Hypothese einer infektio-
logischen Pathogenese als Ursache gekraftigt wird (Madea, 2009; Bajanowski et al.,
2002; Dettmeyer, 2004a). Insbesondere eine virusbedingte, subklinisch verlaufende
Myokarditis wird als Ursache in diesem Zusammenhang diskutiert (Madea, 2009; Madea
und Drexler, 2012; Forcada et al., 1996). So konnten Klingel et al. (2000) anhand von
Enteroviren zeigen, dass post infectionem bereits eine Schadigung der Myozyten

aufgetreten ist, bevor sich Entziindungszellen nachweisen lassen.
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Haufig wurden die Sauglinge mit Bedeckung des Gesichtes aufgefunden, sodass eine
Hypoxamie durch versehentliches Ersticken ebenfalls als Todesursache in Erwagung
gezogen wurde (Bajanowski et al., 2002; Sheers et al., 1998). Insbesondere ab den 70er
Jahren wurde die Apnoe Theorie verfolgt und fuhrte dazu, dass die Sauglinge ein
Monitoring erhielten um abnormale Atemmuster zu identifizieren (Bajanowski et al., 2007).
Untersuchungen hierzu gab es durch Rognum et al. (1988), die signifikant erhéhte
Hypoxanthin-Level in Glaskorperflissigkeit von SIDS-Féllen nachwiesen und daher
vermuteten, dass SIDS kein pl6tzliches Ereignis sei, sondern diesem eine langere Periode
von Atemstorungen und Hypoxie vorausgeht. Diese Hypothese erwies sich allerdings als
haltlos (Madea et al., 1994). Nelson et al. (1989) postulierten, dass Hyperthermie, u.a.
durch Bettwasche, Raumtemperatur und Schlafkleidung bedingt, bei einem Teil der als
SIDS-klassifizierten Falle, todesurséachlich ist. Gilbert et al. (1992) postulierten in ihrer
Studie, dass das Zusammenspiel aus dicker, fester Schlafkleidung und Bauchlage sowie
aus viraler Infektion und dicker Schlafkleidung mit einem erhdhten Risiko fur SIDS
einhergeht. Auch Kleemann et al. (1996) fanden in ihren Untersuchungen einen signi-
fikanten Zusammenhang zwischen schweilinassem Kopf, nasser Kleidung und Bett-
wasche als Zeichen von Hyperthermie und einem erhdhten Risiko flr den plétzlichen
Kindstod.

1972 formulierte Wedgewood die sogenannte ,triple risk hypothesis®. Sie nimmt das
Zusammenspiel von ,generellen Faktoren, die die Wahrscheinlichkeit eines Todes egal
welcher Ursache erhdhen (z. B. Geschlecht, Rasse, Armut, Frihgeburt, etc.), alters-
spezifische Risiken, die mit dem Entwicklungsstand des Sauglings zusammenhangen und
auslosende Faktoren (wie z. B. Schlafposition, Infektion, etc.) an“ (Guntheroth et al.,
2002). In Anlehnung daran formulierten Filiano und Kinney (1994) die bekannteste ,triple
risk hypothesis®. Demnach liegt dem Tod eines Sauglings SIDS zu Grunde, wenn ,er oder
sie sich erstens in einer vulnerablen Phase befindet, zweitens eine kritische Entwicklungs-
periode in der Himostaseregulierung vorliegt und drittens exogene Stressoren auftreten”
(Filiano und Kinney, 1994). Hier wird der Tod des Sauglings somit &hnlich wie bei Rognum
et al. (2003) nicht als unerwartet, im Vergleich zur Definition nach Krous et al. (2004),
bewertet (Guntheroth et al., 2002).
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In anderen Untersuchungen wird betont, dass sich das Immunsystem in den ersten
Monaten nach der Geburt in einer ,vulnerablen® Phase befindet und somit anfalliger fur

aulRere Einwirkungen ist (Vege et al., 2004).
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2.2 Myokarditis

2.2.1 Definition und Einteilung

Die Myokarditis wurde im Jahr 2012 in der Bundesrepublik Deutschland laut statistischem
Bundesamt insgesamt 219 mal als Todesursache mit den ICD-Nummern 140.0, 140.1,
140.8, 140.9, 151.4, 101.0 und 109.0 angegeben (Ergebnisse der Todesursachenstatistik fur
Deutschland 2012, Statistisches Bundesamt). Betrachtet man die Daten der Gesundheits-
berichterstattung des Bundes von 2012, so wurde die Diagnose Myokarditis insgesamt
5383 mal kodiert. Im Vergleich dazu wurde die arterielle Hypertonie (ICD 10 [10.+ - 115.+)
im Jahr 2012 insgesamt 288.305 mal kodiert. Gemessen daran ist die Myokarditis ein
seltenes Erkrankungsbild. Allerdings ist sie die haufigste Ursache fir eine Herzinsuffizienz

bei Menschen junger als 40 Jahren (Pankuweit und Maisch, 2010; Kitulwatte et al., 2010).

Tab. 1: Als Myokarditis verschlisselte Anzahl Todesfélle 2012 in Deutschland

ICD10 Falle
101.2 Akute rheumatische Myokarditis 10
109.0 Rheumatische Myokarditis 5
140  Akute Myokarditis 3797
140.0 Infektiose Myokarditis 966
140.1 Isolierte Myokarditis 204
140. Sonstige akute Myokarditis 1457
140.9 Akute Myokarditis, nicht naher bezeichnet 1170

141  Myokarditis bei anderenorts klassifizierten Krankheiten -
141.0 Myokarditis bei anderenorts klassifizierten bakteriellen Krankheiten -
141.1 Myokarditis bei anderenorts klassifizierten Viruskrankheiten -
141.2 Myokarditis bei sonstigen anderenorts klassifizierten infektiosen -
und parasitaren Krankheiten
141.8 Myokarditis bei sonstigen anderenorts klassifizierten Krankheiten -
I51.4 Myokarditis, nicht nédher bezeichnet 1586

Nach der WHO-Klassifikation aus dem Jahr 1995 gehort die Myokarditis zu den
spezifischen Herzmuskelerkrankungen und ist definiert als eine Schadigung der Herz-

muskelzellen (Kardiomyozyten), welche mit einer variablen Infiltration des interstitiellen
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sowie perivaskularen Bindegewebes mit Entziindungszellen einhergeht. In unterschied-
lichem MalRe kdnnen auch die intramuralen arteriellen und venésen Gefal3e sowie die
Kapillaren und selten auch die epikardialen Koronargefal3e betroffen sein (Strauer et al.,
2001; Kandolf et al., 2011).

Die Diagnose einer Myokarditis wird histologisch anhand der von Aretz et al. (1986) in
den sogenannten DALLAS-Kriterien zusammengefassten Definitionen und Klassifikation
gestellt. Sie ist definiert als eine ,entzindliche Infiltration des Myokards mit Nekrose
und/oder Degeneration von angrenzenden Myozyten, welche untypisch fir eine
ischamische Schadigung, hervorgerufen durch eine koronare Herzerkrankung, ist (Aretz
et al., 1986). Das entziindliche Infiltrat besteht aus einer variablen Anzahl von Leukozyten,
Eosinophilen, Neutrophilen, Makrophagen und Granulozyten und gibt Hinweise auf die
Ursache. Es tritt zumeist fokal, seltener diffus im Myokard auf. Eine Quantifizierung der
Zellen wurde damals nicht empfohlen, wobei Studien bereits eine Infiltration des Myokards
mit bis zu funf Lymphozyten pro high power field als normal ansahen (Edwards et al.,
1982; Foley und Edwards, 1988).

Im Jahr 2000 kamen erneut Experten, die fihrend auf den Gebieten der Histopathologie
und Virologie waren, in Marburg zusammen, um eine modifizierte Klassifikation der

DALLAS-Kriterien zu erstellen. Maisch et al. (2000) fasste dies wie folgt zusammen:
In der ersten Biopsie erfolgt die Unterteilung in

e akute Myokarditis: Nekrose sowie diffuses, fokales oder konfluierendes Infiltrat mit
= 14 Lymphozyten/mm?2 (T-Lymphozyten und aktivierte T-Lymphozyten, inkl. bis zu
vier Makrophagen), evtl. Fibrose,

e chronische Myokarditis: keine Nekrose aber entzindliches Infiltrat (s. 0.) mit = 14
Lymphozyten/mmz, evtl. Fibrose,

e keine Myokarditis: keine oder weniger als 14 Lymphozyten/mm2,

In der zweiten Biopsie erfolgt die Unterteilung in

e persistierende Myokarditis: Kriterien wie akute oder chronische Myokarditis,
e abheilende Myokarditis: akute Kriterien passend zu einer akuten oder chronischen
Myokarditis, immunhistochemische Befunde spatrlich,

e abgeheilte Myokarditis: keine inflammatorischen Infiltrate mehr nachweisbar.
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2.2.2 Ursachen und Klinik

Als Ursachen finden sich Viren, hierunter klassischer Weise Enteroviren (Coxsackie A und
B, Echoviren) und Adenoviren. Jedoch zeigte sich in den jingeren Jahren eine Zunahme
von EBV, CMV, HHV 6 sowie Parvovirus B19 (Pankuweit und Maisch, 2010; Mahrholdt et
al., 2006; Kuhl et al., 2005a; 2005b) als kardiotrope Viren. Coxsackieviren werden bei
Kindern und Jugendlichen als haufigste Verursacher angesehen (Bowles et al., 1986;
Dettmeyer et al., 2002; Burch et al., 1968; Kuhl et al., 2005b; Esfandiarei et al., 2008; Kim
et al., 2001; Woodruff, 1980). Zu den weiteren viralen Erregern zahlen Influenzaviren
(Fairley et al., 1996; Williams et al., 1984), Mumpsviren, HSV, VZV, HZV, Rételn und RSV.
Bei den seltenen bakteriellen Verursachern finden sich Borrelien, Mykoplasmen,
Streptokokken, Staphylokokken, Chlamydien sowie Tuberkulose. Ebenfalls sehr selten
kommen in Europa Parasiten und Wiurmer, wie Toxoplasma gondii und Tryponasoma

cruzi, sowie Pilze und Hefen in Frage (Pankuweit und Maisch, 2010; Kandolf, 2011).

Neben den infektiossen Myokarditiden gibt es auch autoimmunologische Myokarditiden,
die entweder unmittelbar als Folge einer viralen oder bakteriellen Infektion oder nach einer
gewissen Latenzzeit entstanden sind. Des Weiteren kdnnen sie im Zusammenhang mit
Vaskulitiden und Kollagenosen wie z. B. systemischer Lupus erythematodes oder
Sarkoidose auftreten (Pankuweit und Maisch, 2010; Kandolf, 2011). Auch Medikamente
wie Zytostatika und Anthrazykline sowie Rontgenstrahlen kénnen als Nebenwirkung eine
Myokarditis hervorrufen.

In Europa sowie Nordamerika ist die virale Myokarditis die haufigste entziindliche
Erkrankung des Herzmuskels im Kindesalter (Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaft-
lichen Medizinischen Fachgesellschaften e.V.: S2k Leitlinie padiatrische Kardiologie:
Myokarditis, 2012). Die rheumatische Myokarditis hervorgerufen durch eine Infektion mit
3-hamolysierenden Streptokokken ist hingegen rucklaufig (Kandolf, 2011). Die virale
Myokarditis verlauft nach dem aktuellen Wissenstand in 3 Phasen (Kindermann et al.,
2012):
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1. Akutphase:

Rezeptorvermitteltes Eindringen des Virus in die Myozyten, als Folge Myozytennekrose
und Apoptose mit Prasentation von intrazellularen Antigenen und Aktivierung des

Immunsystems.

2. subakute Phase:

Immunantwort mit Invasion von natirlichen Killerzellen, Makrophagen und T-
Lymphozyten, als Folge Myozytenzerfall durch selektive Elimination der virusbefallenen

Myozyten durch virusspezifische T-Zellen.
3. Ausheilungsphase:

Remodelling und Ausbildung einer Fibrose, bei anhaltender Entziindung durch Virus-

persistenz kommt es zur Ausbildung einer dilatativen Cardiomyopathie.

Nicht selten verlauft die Myokarditis subklinisch und bleibt unerkannt. Die akute
Myokarditis hat bei erhaltener linksventrikularer Pumpfunktion eine gute Prognose und
heilt folgenlos aus. Besteht bereits eine Einschrankung der linksventrikularen Pump-
funktion, so haben auch diese Patienten auf lange Sicht eine gute Prognose, wenn
frihzeitig mit einer aggressiven medikamentdsen Therapie oder Organersatzverfahren
begonnen wird (Kindermann et al., 2012; Kitulwatte et al., 2010).

Das Outcome der Kinder ist nicht schlechter als das der Erwachsenen, wobei sie haufiger

ein fulminantes Erscheinungsbild aufweisen (Cooper, 2009).

Die Symptomatik variiert wie bereits angedeutet von asymptomatisch tiber mild bis hin zu
fulminanten Verlaufen. Zu den Symptomen gehéren Beschwerden, die im Zusammen-
hang mit einem Infekt auftreten (Mudigkeit, Schwachegefiihl, Palpitationen). Insbeson-
dere Neugeborene und Sauglinge zeigen Trinkschwéche, Apathie und/oder Fieber oder
sie fallen mit Zyanosen, Apnoen und vermehrtem Schwitzen auf. Ebenso zeigen die
Betroffenen Tachykardien und Herzrhythmusstérungen bis zu Zeichen einer
Herzinsuffizienz (Herold, 2012; Kitulwatte et al., 2010; Chimenti et al., 2004; Cooper,
2009; Heusch et al., 1996; Klein et al., 2000). Bei Kindern wird davon ausgegangen, dass

je junger das Kind ist, desto wahrscheinlicher handelt es sich um eine intrauterine
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Myokarditis, die sich postnatal als chronische Erkrankung manifestiert. Hier ist vor allem
CMV oder Parvovirus B19 als auslosendes Agens zu nennen. Altere Kinder und
Jugendliche klagen haufig Uber unspezifische respiratorische, gastrointestinale und/oder
thorakale Beschwerden, sowie prakordiale Stiche. Meist geht den Symptomen ein Infekt
voraus. Ebenfalls kénnen neu aufgetretene Herzrhythmusstérungen und AV-Blok-
kierungen Hinweise auf eine Myokarditis sein (Arbeitsgemeinschaft der Wissen-
schaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e.V.: S2k Leitlinie pé&diatrische
Kardiologie: Myokarditis, 2012).

2.2.3 Diagnostik

Die Diagnose einer Myokarditis im Kindes- und Erwachsenenalter ist unter Umstanden
schwierig zu stellen. Zu den diagnostischen Nachweisverfahren zahlen die Echo-
kardiographie, die Zeichen von nur segmentalen Wandkinetikstérungen bis hin zu einer
systolischen und/oder diastolischen Dysfunktion mit oder ohne Dilatation des linken
Ventrikels und erhaltener oder bereits reduzierter Ejektionsfraktion zeigt. Im EKG kdnnen
eine Tachykardie, ventrikulare Extrasystolen, Verdnderungen der Herzachse sowie
Repolarisationsstérungen und Infarktzeichen nachgewiesen werden. Insgesamt ist das
EKG wenig spezifisch und sensitiv (Cooper, 2009). Im Rontgen-Thorax kdnnen Zeichen
der Herzinsuffizienz mit HerzvergréRerung und Zeichen vermehrter Lungenstauung
vorkommen. Die Serumanalyse kann eine Erh6hung der CK/CK-MB sowie des Troponins
zeigen. Bei neu aufgetretenen schweren Herzrhythmusstdrungen, einer erst seit weniger
als zwei Wochen bestehenden Herzinsuffizienz mit oder ohne Ventrikeldilatation und
hamodynamischer Auswirkung sowie bei Verdacht auf eine fulminate Myokarditis wird die
Entnahme von Endomyokardbiopsien empfohlen (Cooper et al., 2007; Ali et al., 1973).
Sie dient zum einen mittels der konventionellen histologischen Untersuchung gemaf den
DALLAS-Kriterien der Diagnosesicherung, zum anderen kann durch sie mit Hilfe von In-
Situ-Hybridisierung und Polymeraseketten-Reaktion eine Erregerdiagnostik erfolgen
(Cunningham et al., 2006). In den vergangenen Jahren hat sich die Immunhistochemie
als zusatzliches Verfahren zum Nachweis eines relevanten inflammatorischen Prozesses
etabliert. Es stehen verschiedene monoklonale Antikérper zur Verfigung, wobei
insbesondere der Nachweis von aktivierten T-Lymphozyten, naturlichen Killerzellen,

Makrophagen sowie einer gesteigerten Expression von MHC-Klasse-II-Molekulen (HLA I
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DR a-Kette) auf der Endotheloberflache, auf antigenprasentierenden Makrophagen und

dendritischen Zellen auf eine Myokarditis schlieRen lassen (Kandolf, 2011).

2.3 Die Rolle von HLA und E-selectin in der Infektiologie

2.31 HLA

HLA steht fur ,Humane Leukozyten Antigen®, weil es zuerst auf den Leukozyten entdeckt
wurde. Sein Genort ist auf dem Chromosom 6 Iokalisiert und wird als ,major
histocompatibility complex® (Haupthistokompatibilitatskomplex, MHC) bezeichnet. Hierbei
handelt es sich um Peptidrezeptoren, von denen es zwei Klassen gibt. MHC-Klasse-I-
Rezeptoren befinden sich auf allen kernhaltigen Zellen und dienen vor allem der
Préasentation von Peptiden mit einer L&nge von 8-10 Aminosauren gegentber CD8+
zytotoxischen T-Zellen, die aus intrazellular abgebauten Proteinen oder viralen Strukturen
stammen. Zu ihnen gehéren HLA-A, -B, -C. MHC-Klasse-lI-Rezeptoren hingegen
befinden sich auf Zellen des Immunsystems, vornehmlich Makrophagen, B-Lymphozyten
sowie dendritischen Zellen, und prasentieren den CDA4+-T-Zellen Antigene aus
extrazellular, durch Phagozytose oder Pinozytose, aufgenommenen Proteinen. Diese
kénnen sowohl koérpereigen sein als auch von Viren, Bakterien oder Medikamenten
stammen. Hierzu zahlen HLA-DR, -DP, -DQ. Diese Aktivierungskaskade, abhéangig
davon, ob ein Protein endogen oder exogen aufgenommen wurde und somit CD4+-oder
CD8+-T-Zellen aktiviert werden, ist nicht immer eindimensional ausgerichtet. Die
dendritischen Zellen kénnen Uber die sogenannte ,Cross-Prasentation® auch exogen
aufgenommene Proteine Uber die Endosomen an MHC-Klasse | prasentieren und CD4+-
T-Zellen aktivieren. Umgekehrt konnen auch endogene Proteine CD8+-T-Zellen

aktivieren (Siegenthaler und Blum, 2006).

Es besteht ein grol3er Polymorphismus der MHC-Molekile auf dem Chromosom 6 und es
wurden bisher mehr als 220 Allele bestimmt. Der Nachweis einer erh6hten Expression
von MHC-Klasse-lI-Molekilen lasst auf eine erhthte Aktivitdt von Entzindungszellen
schlieBen (Strauer et al., 2001; Noutsias et al., 1999). Abhangig von der Grol3e der

Proteine werden unterschiedlich viele Peptide generiert, von denen nur wenige eine
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Affinitat zu den vorhandenen HLA-Molekilen aufweisen und als sogenannte immun-
dominante Peptide bezeichnete werden (Siegenthaler und Blum, 2006). Nur sie fuhren
auch zu einer Immunantwort. So kommt es z. B. durch Bindung von Haptenen, wie
Medikamente oder Metallionen, zu einer Veranderung des ursprunglichen Proteins und
die Proteasen schneiden an anderer Stelle, sodass andere Peptide entstehen. Handelt es
sich dabei um ein auf diese Weise verandertes autologes Protein, besteht gegentber dem
nun prasentierten Antigen keine Toleranz, sodass das Immunsystem es nicht mehr als
eigen erkennt. Dies ist ein Erklarungsmechanismus, weshalb Medikamente eine
Autoreaktivitat auslosen kdnnen (Siegenthaler und Blum, 2006). Eine weitere wichtige
Rolle spielt HLA bei reaktiven Immunprozessen in Folge von Kreuzreaktionen. Ein exogen
aufgenommenes Protein wird prozessiert und tber ein entsprechendes MHC-Klasse-II-
Molekil einer CD4+-T-Zelle prasentiert, die wiederum einen antiinfektiosen Immun-
prozess auslost. Weist nun ein autologes Protein in einem Abschnitt eine sehr hohe
Ahnlichkeit mit einem prozessierten exogenen Peptid auf, kommt es auch hier zur einer

Immunantwort, jedoch falschlicherweise gegen sich selbst (Siegenthaler und Blum, 2006).

2.3.2 E-selectin

Die Selectine, auch als ,leucocyte endothelial cell-cell adhesion molecules (LEC-CAMS)
bezeichnet, gehdren zur Gruppe der Adh&asionsmolekihle und befinden sich auf der
Oberflache von Gewebszellen. Sie interagieren mit der extrazellularen Matrix und anderen
Zellen und erméglichen somit deren Migration und/oder Zelladharenz z. B. fir Leukozyten,
Blutplattchen oder dendritische Zellen. Sie befinden sich auf Blutzellen und ihre komple-
mentaren Liganden sind auf Endothelzellen, Antigen présentierenden Zellen oder im
Gewebe lokalisiert. Einige von ihnen sind zell- oder gewebespezifisch, sodass Uber sie

selektiv Zellen des Immunsystems nachgewiesen werden kdnnen.

Biochemisch sind Selectine transmembranale Glykoproteine mit einer charakteristischen
lectinartigen Struktur. Je nach Ort des Vorkommens werden L(Leukozyten)-Selectine,
E(Endothelzellen)-Selectine und P(Thrombozyten, platelets)-Selectine unterschieden.
Sie binden sialinsaurehaltige Oligosaccharide wie Lewis-X-Antigen (s-Lex) auf
Leukozyten, CD34-Protein und GlyCAM-1. Dadurch erfolgt die Bindung von Leukozyten
an die Endothelzellen. Vertreter der E-selectine sind ELAM-1 und GMP-140, wobei
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ELAM- 1 bei Entziindungsprozessen eine grol3e Rolle spielt. Es wird durch TNF-a und
IL- 1 vermehrt exprimiert und ermdglicht die Bindung von Leukozyten an Endothelzellen,
wodurch das sogenannte ,rolling“ dieser entlang der Endothelzellen initiiert wird (Abb. 2).
Dabei findet eine wechselseitige Interaktion der Leukozytenselectine (CD62-L, LAM-1) mit
den Endothelglykoproteinen (Gly-CAM-1) bzw. der Endothelselectine (CD62 E) mit den
Leukozytenglykoproteinen (s-Lex) statt. Die Endothelzellen bilden daraufhin Chemokine
und proinflammatorische Zytokine, die an ihnen haften bleiben und somit tber Chemokin-
bzw. Zytokinrezeptoren auf Monozyten, Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten
diese an die Endothelzellen binden. Danach exprimieren die Blutzellen vermehrt
Adhasionsmolkihle, sodass es, z. B. Uber das Intergin LFA-1, zu einer festen Bindung
der Leukozyten mit der GefalBwand kommt. Hiernach erfolgt die Diapedese der
Leukozyten mittels Interaktion von Integrinen mit Fibronectin im Bindegewebe oder

Laminin in der GefalBmembran (Siegenthaler und Blum, 2006).

Leukozyten ,rollen* auf der Endothelzelloberflache, weil die selektinvermittelte
Adhasion schwach ist

1 Blutfluss —»

T
Basalmembran

Rollen/Adhdésion Bindung Diapedese Migration

- Chemokine
(IL-8)

Abb. 2: Leukozytenrolling (aus Siegenthaler und Blum, 2006 nach Butcher und Picker,
1996)
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Eine erhohte E-selectin-Expression findet man bei Schadigung des Endothels und akuter
Inflammation, wie sie bei einer Myokarditis vorkommt (Devaux, 1997; Noutsious et al.,
1999).

2.4 Problemstellung

In der Klinischen Myokarditisdiagnostik an Endomyokardbiopsien wird in bestehender
Literatur bislang empfohlen, eine immunhistochemische Quantifizierung anhand von
Leukozyten, T-Lymphozyten und Makrophagen mittels Ausz&hlung von 20 reprasen-
tativen Gesichtsfeldern in starker VergréRerung (meistens HPF) mit anschlieRender
Mittelwertbildung durchzufihren. Bei dem dieser Arbeit zugrundeliegenden Material
handelt es sich um autoptisch gewonnenes Myokardgewebe und die Reprasentanz der
Gesichtsfelder setzt deren zufallige Auswahl voraus. In der Regel liegen 8-10
Probeentnahmestellen pro Sauglingsherz vor. In einer friiheren deutschen Studie wurden
20 Gesichtsfelder pro Sauglingsherz untersucht und somit lediglich 2,5 Gesichtsfelder in
400 facher Vergrof3erung pro PES ausgewertet. Auf die tatsachlich ausgewertete Flache
bezogen bedeutet dies, dass bei einer durchschnittlichen Myokardprobengréf3e von ca.
100 mmz insgesamt nur etwa 0,59 mm? also ca. 0,6 % der Myokardflache ausgewertet
werden. Dies erscheint zu wenig, um eine reprasentative Aussage bezlglich einer
Myokarditis zu treffen, insbesondere da sich der sogenannte ,sampling error stark
auswirkt (Aretz et. al., 1987a). Dieser ist dem haufig fokalen Verteilungsmuster einer
Myokarditis geschuldet und verringert die Wahrscheinlichkeit in den Biopsien den
Entztindungsherd zu finden und somit die Diagnose einer Myokarditis zu stellen (Strauer
et al.,, 2001). In diesem Zusammenhang wird Uberlegt, ob sich durch eine genauere

Auswertung der Myokardproben die Inzidenz der Myokarditis bei SIDS andert.

Neben der in der Literatur grof3tenteils angewendeten Auszéhlung der Myokardproben in
HPFs (400fache Vergrol3erung), erfolgt seit jungerer Zeit die Auszdhlung anhand eines
1 mm?2 grofRen Quadrates in 100facher VergrofRerung. Somit ist die Flache als eine
internationale Einheit definiert und nicht als ein MalR3, wie es das HPF darstellt, welches
Hersteller bedingt unterschiedlich ausfallen kann. Es stellt sich nun die Frage, welche Vor-

und Nachteile beide Zzahlverfahren bieten.
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Bislang ist der Nachweis einer Myokarditis anhand der DALLAS-KTriterien international
noch Stand der Wissenschaft. Eine Beurteilung von Myokardproben anhand dieser
DALLAS-KTriterien ist stark abhéngig vom Untersucher und daher meist sehr erfahrenen
Pathologen und Histologen vorbehalten. Die Etablierung der Immunhistochemie als
alternative Diagnostik, die wesentlich weniger untersucherabhéngig ist, kann daher
bedeutungsvoll sein, weil somit eine breite Anwendung in den wissenschaftlichen
Instituten und eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse untereinander moglich

waren.

Des Weiteren besteht kein allgemein anerkanntes Konzept, anhand dessen die Diagnose
einer Myokarditis an autoptisch gewonnenen Myokardproben mit Hilfe der histologischen
und immunhistochemischen Ergebnisse gestellt werden kann. Insbesondere beschaftigen
sich viele Studien mit der Frage, ob die gefundenen Verédnderungen im Myokard,
abhangig von ihrer Intensitat sowie Verteilungsdichte bzw. H&aufigkeit mit der sie im
Myokardgewebe auftreten, todesursachlich sein kdnnen (Krous et al., 2004; Casali et al.,
2012; Kitulwatte et al., 2010). Daher scheint es notwendig zu sein, weitere Kriterien
hinzuzuziehen, um die Diagnose einer Myokarditis praziser und leichter zu stellen. So
empfehlen Kitulwatte et al. (2010) einen sogenannten ,inflammatory index“ zur
Beurteilung autoptisch gewonnener Myokardproben zu etablieren. Dieser ist definiert als
,Fokus mit inflammatorischen Infiltraten, die mit einer Nekrose von Myozyten einhergeht*.
Damit ist aus Sicht der Autoren die Diagnosestellung nicht mehr schwierig, da auch ein
einzelner Abschnitt des Herzens ausreichend dafiir ist. Ebenso sei diese Methode
weniger anfallig fur den ,sampling error® und die ,interobserver variability“ (die Ergebnisse
einer histologischen und immunhistochemischen Auswertung von Endomyokardproben
differiert von Untersucher zu Untersucher und auch bei einem Untersucher selbst, je nach
»1agesform® (Shanes et al., 1987)).

Nach den WHO-Kriterien gilt bei bioptisch gewonnenem Myokardgewebe Erwachsener
der Nachweis von > 14 Zellen/mm?, bestehend aus T-Lymphozyten und Makrophagen,

sowie einer begleitenden vermehrten Expression von HLA-Klasse-lI-Molekilen, als
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beweisend fir eine Myokarditis (Kandolf et al., 2012). Eine vergleichbare etablierte
Angabe Uber einen inflammatorischen Grenzwert gibt es zurzeit fur Sauglinge und
Kleinstkinder nicht. Eine bisherige Studie hierzu schlagt einen Grenzwert von
> 15 Leukozyten/HPF vor, ab welchem das Vorliegen einer Myokarditis als gesichert gilt
(Dettmeyer, 2004a). Jedoch basiert diese Grenzwertbildung auf einer Mittelwertbildung
der eigenen ermittelten Zellzahlen und es ist daher fraglich, ob dies ausreichend valide

ist.

Eine Mittelwertbildung fuhrt zu einer Korrektur der Ausreil3er, die in einem Kollektiv
vorhanden sind. Nun stellt sich die Frage, inwieweit dies zum einen relevant fur die
Auswertung und damit die Aussagekraft der Ergebnisse und zum anderen, ob eine

Mittelwertbildung, anhand dessen Grenzwerte festgelegt werden, sinnvoll ist.

2.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, anhand des vorliegenden Kollektives von SIDS-Fallen mittels
zweier verschiedener Auszahlmethoden, zum einen die Bedeutung der Immunhisto-
chemie in der Myokarditisdiagnostik beim plotzlichen Kindstod zu diskutieren und damit
auch der Frage nachzugehen, ob durch sie eine erhéhte Myokarditis-Inzidenz bei Fallen
von plétzlichem Kindstod nachgewiesen werden kann, insbesondere im Vergleich zu den
DALLAS-Kriterien. Zum anderen soll die Eignung des Mittelwertes als Entscheidungs-
kriterium fur oder gegen das Vorliegen einer Myokarditis, in Hinblick auf die Festlegung
von Grenzwerten, gepruft werden. In diesem Zusammenhang soll anhand des
untersuchten Kollektivs eine durchschnittliche zellulare Infiltration, die als ,physiologisch®

angenommen werden kann, ermittelt und diskutiert werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Asservation und Fixation in Neutralformalin

Dem Sauglingsherzen wurden standardisiert an acht definierten Stellen Myokardproben
mit einer durchschnittlichen Flache von 100 mm?2 entnommen. Im Folgenden sind die acht

Probeentnahmestellen (PES) aufgelistet:

Tab. 2: Myokadprobeentnahmestellen Sauglingsherz

A | Herzkammerwand rechts, basisnah

Herzkammerwand rechts, spitzennah

Septum interventrikulare, basisnah

Septum interventrikulare, spitzennah

Vorderwand linke Herzkammer, basisnah

Vorderwand linke Herzkammer, spitzennah

Hinterwand linke Herzkammer, basisnah

T O Tim gOoloO

Hinterwand linke Herzkammer, spitzennah

Abb. 3: Uberfuihrung des Herzgewebes der acht PES in die Uni-Kassetten
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Abb. 4: Heraustrennen des Herzgewebes fir die jeweilige PES

In Anbetracht der Gesamtgro3e eines Sauglingsherzens von durchschnittlich 35,79
(Stocker und Dehner, 1992) wird die Entnahme von acht ca. 100 mm?2 grof3en PES als
hinreichend reprasentativ erachtet. Dies verdeutlicht auch die Abb. 4.

Die Myokardproben werden direkt bei der Obduktion gewonnen und in die fur die

Fixierung in Formalin vorgesehenen Behalter (Uni-Kassette) tberfihrt (siehe Abb. 3).

Anschliel3end erfolgt die Inkubation in 3,5 — 3,8 % Formalin Uber 48 Stunden. Nach Ablauf
dieser Zeit werden die Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe von 70 % bis 100 %
entwassert. Dies wird automatisiert von dem Gerét Autotechnicon Shannon Citadel 1000
Ubernommen. Dabei verbleiben die Proben je 1,5 Stunden nacheinander in zwei
Behaltern mit 70 % Alkohol und danach nochmal fur zwei Stunden in 96 % Alkohol und
zuletzt fir je drei Stunden nacheinander in drei verschiedenen Behéltern mit 100 %
Alkohol. Hiernach missen die Proben noch fir insgesamt vier Stunden in drei
verschiedene xylolhaltige Behalter getaucht werden, um dann fir weitere zwei Stunden
und anschlieend 3,5 Stunden in 60 °C warmen Paraplast, dem flissigen Parrafin, zu
liegen. Erst danach erfolgt die Einbettung in Parrafin. Fur die Herstellung der Praparate
fur die Objekttrager werden nun mit dem Microtom HN40 der Firma Leica 3-5 pum dicke
Schichten von dem ausgeharteten Parrafinblock gehobelt und in ein 45 °C warmes
Wasserbad zum Glatten gelegt. Danach werden diese auf die Objekttrager aufgezogen.
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Nun missen die Objekttrager bei 37 °C lber 24 Stunden trocknen und sind danach

mikroskopierfertig.

3.1.2 SIDS-Kollektiv

Es wurde ein Kollektiv von 92 Séauglingen aus den Jahren 1997 bis 2009 aus dem
Einzugsgebiet der Bonner Rechtsmedizin untersucht, das zu grof3en Teilen die Kriterien
der Kategorie 1b nach Krous des plétzlichen Kindstods erfillt (Krous et al., 2004). 19 der
92 Falle mussen der Kategorie 2 nach Krous zugeordnet werden, da sie entweder eine
positive Familienanamnese aufweisen, auf3erhalb der Altersbegrenzung liegen, zum Teil
das Gesicht mit Decken bedeckt war oder sie Frihgeborene waren. Eine kategorische
Auflistung der 92 Falle findet sich im Anhang (Tab. 22).

Kategorie 1b nach Krous (Krous et al., 2004):

e Alter zwischen 21 Tagen und neune Monaten.

e unauffalliger Schwangerschaftsverlauf mit unauffalliger Geburt (Gestationsalter >37
Wochen),

e normales Wachstum und normale Entwicklung,

e kein SIDS in der Familie,

e Tatort nicht hinreichend auf Begebenheiten, die einen Tod beginstigen oder
bedingen, untersucht oder diese nicht hinreichend dokumentiert,

e Schlafumgebung unauffallig, insbesondere keine Hinweise fiir einen versehentlichen
Tod,

e keine potentiellen todesurséchlichen Pathologien in der Autopsie gefunden,

e kein Hinweis fur Traumata, beabsichtigte/unbeabsichtigte Gewalteinwirkung,

e kein Hinweis fur Thymusstress,

e unvollstdndige toxikologische oder mikrobiologische, metabolische, radiologische
Untersuchungen inklusive Glaskorperflissigkeit.
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3.1.3 Kontrollkollektiv

Das altersgleiche Kontrollkollektiv umfasst 15 Sauglinge, die einer eindeutigen
Todesursache zugeordnet werden konnten. Dabei waren vor allem Rauchgasintoxi-
kationen, Tod durch stumpfe Gewalteinwirkung oder Tod durch Ersticken todesursachlich.

Eine genaue Auflistung der Todesursachen findet sich im Anhang (Tabelle 23).

3.2 Methoden
3.2.1 Auswertung Immunhistochemie

3.2.1.1 Auszahlung in high power field

Jede der acht Myokardproben eines Falles wurde fir die Marker LCA, CD68 und CD45-
RO in 20 HPFs quantitativ mit dem Olympus BX 50 ausgezahlt. Dabei wurde das
Gesichtsfeld streng mé&anderformig abgefahren, um eine unabhangige, dem Zufall
Uberlassene, aber dennoch repréasentative Aussage uber die durchschnittliche zellulare
Infiltration treffen zu kénnen. Somit werden insgesamt 160 HPFs pro Farbung und Fall
ausgewertet. Fur die Marker HLA und E-selectin wurde hingegen eine semiquantitative

Auszahlung mit einem vier-stufigen Punkteschema verwendet:

Tab. 3: Graduierung von HLA und E-selectin

keine oder lediglich schwache, diskontinuier-
- +
schwache Féarbung liche Farbung
moderate, aber eindeutige starke vollstandige
++ +++
Farbung Farbung

Auch hier wurden 160 HPFs pro Fall und Farbung ausgezahilt.

3.2.1.2 Auszéhlung in mm?2

Grasmeyer (2014) wertete dasselbe SIDS- und Kontrollkollektiv wie in der vorliegenden
Arbeit aus. Sie verwendete jedoch ein 1 mmz2 grof3es Rechteck und werteten in 100facher
VergroRerung ebenfalls méanderférmig zehn dieser 1 mm?2 grofen Quadrate pro

Probeentnahmestelle aus. Auch sie beurteilte dieselben acht Probenentnahmestellen
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A- H und werteten somit insgesamt 80 mmz pro Farbung und Fall aus. Im Gegensatz zur

vorliegenden Arbeit bezog sie in ihrer Untersuchung HLA und E-selectin nicht mit ein.

3.2.1.3 Vergleich der beiden Zahlmethoden

Um die Zahlergebnisse der tblichen Zahimethoden in HPF mit der in mm2 hinreichend
miteinander vergleichen zu kénnen, musste ein Umrechnungsfaktor ermittelt werden.
Hierzu wurde mittels Sehfeldzahl des Okulars, welches abhangig von dem verwendeten
Mikroskop ist, die Flache eines HPFs ermittelt. Die Berechnung erfolgte fur das
verwendete Mikroskop BX 50 der Firma Olympus in Rucksprache mit Herrn Behrendt
(Email Fa. Olympus, 26.8.2009).

e Sehfeldzahl des Okulars: 22 mm (Durchmesser (d) des Kreises bei 1 er Objektiv
(10fache Vergrol3erung)

e Formel zur Berechnung der Kreisflache: (A) = m x d%/4

e Durchmesser (d) fur 10 er Objektiv (100fache Vergréf3erung): 2,2 mm

e Durchmesser (d) fur 40 er Objektiv (400fache Vergrol3erung): 0,55 mm

e Flache HPF (400fache Vergrof3erung): A= 11 X (0,55 mm)%/4 = 0, 2376 mm?

Hieraus ergab sich ein Umrechnungsfaktor von 4,21. Daraus folgt, es mussten 4,21 HPFs
ausgezahlt werden, um 1 mm? Gewebe zu beurteilen. Die Z&ahlergebnisse wurden

entsprechend mit diesem Faktor multipliziert und der Vergleich graphisch dargestelit.

3.2.2 Auswertung Hamatoxylin-Eosin-Schnitte

Fur die konventionell-histologische Diagnostik wurden die Préaparate in der HE-Farbung
zum Nachweis einer Myokarditis nach den Dallas-Kriterien auf Myozytolyse,
Myozytennekrose, lymphomonozytares Infiltrat und interstitielles Odem untersucht. Alle

Praparate wurden jeweils von drei unabhéangigen Personen begutachtet.
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3.2.3 Immunhistochemische Farbungen

3.2.3.1 Leukozyten Common Antigen (LCA)

Fur den Nachweis des Leukozyten Common Antigens wurde der Isotyp IgG1 des CD45-
Antigens mit der Klonnummer MEM-28 der Firma abcam verwendet.

CD45 gehort zu den CD4*-T-Zellen, einer Familie von glykolysierten Transmembran-
proteinen. Von diesen gibt es mehrere Isoformen, die alle dieselbe intrazellulare Domane
besitzen. Diese weist eine Tyrosinphosphataseaktivitat auf und kommt auf allen
kernhaltigen hamatopoetischen Zellen und deren Vorlaufern vor. Sie spielt eine wichtige
Rolle in der Signaltransduktion, Inhibition und auch in der Regulation von verschiedenen
Immunfunktionen. Durch die Verwendung von CD45 werden sowohl naive CD4*-T-Zellen

als auch Gedéachtniszellen erfasst (Shanafelt et al., 1996)
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Abb. 5: LCA in 1000facher Vergréf3erung
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Abb. 6: LCA in 400facher Vergréf3erung

3.2.3.2 T-Lymphozyten (CD45-R0)

CD45-RO0 ist eine Isoform des Transmembranproteins CD45 und wird hauptsachlich von
aktivierten T-Zellen und Thymozyten exprimiert, wobei vor allem T-Gedachtniszellen
angefarbt werden (Shanafelt et al., 1996; Pulido et al., 1994; Smith et al., 1986). Es wurde
der Anti-Human T-Cell, CD45-R0 des Klons UCHL1 der Firma DAKO verwendet.
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Abb. 8: CD45-R0 in 400facher Vergrol3erung

3.2.3.3 Makrophagen (CD68)

Das CD68 Antigen ist ein glykolysiertes Typl Transmembranprotein aus der Familie der

LAMPs, welches vor allem in den Lysosomen von Makrophagen, Monozyten, Histiozyten,



34

Langerhans-Riesenzellen sowie Kupfer-Zellen und Osteoklasten vorkommt. lhre genaue
Rolle ist bislang noch ungeklart, allerdings sind sie am lysosomalen Transport bzw. an
der Endozytose beteiligt (Falini et al., 1993; Holness und Simmons, 1993; Micklem et al.,
1989).

Es wurde der Antikdrper des Clons PG-M1 der Firma DAKRO verwendet. Dieser reagiert
mit sogenannten plasmazytoiden T-Zellen, die sich aus der Linie der Makrophagen/Mono-

zyten entwickeln, jedoch nicht mit antigenprasentierenden Zellen (Falini et al, 1993)

ik R A S 1
B 4

'a , Wi e
" ‘. s [ ." “ . "
o b 6
1 ) " § i IJIA, i '4

Abb. 9: CD68 in 1000facher VergrofRerung
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Abb. 10: CD68 in 400facher Vergrof3erung

3.2.3.4 Humanes Leukozyten Antigen (HLA)

In dieser Arbeit wurde das Monoclonal Mouse Anti-Human HLA-DR Antigen mit der a-
Kette des Clons TAL 1B5 der Firma DAKO verwendet. Es farbt die Klasse-lI-Molekile an,
die bei durch Viren oder Bakterien verursachten Entziindungsprozessen vermehrt
exprimiert werden.
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Abb. 12: HLA in 400facher Vergrof3erung, moderate Farbung ++
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Abb. 13: HLA in 400facher Vergrof3erung, starke Farbung +++

3.2.3.5 E-selectin (CD62E)

Als E-selectin wurde das humane Antigen CD62E des Clons 14G4 der Firma Monosan
mit der Cat. Nr. MONX10824 verwendet.
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Abb. 14: E-selectin in 400facher Vergrol3erung, schwache Farbung +
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Abb. 16: E-selectin in 100facher VergroR3erung, starke Farbung +++
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3.2.4 Konventionell-histologische Diagnostik (HE-Farbung)

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung ist ein Standardfarbeverfahren, bei dem sich der
naturliche Farbstoff Hamalaun, in seiner basischen Form als Hamatoxylin, mit seinen
positiv geladenen Verbindungen an die negativ geladenen Phosphatgruppen der
Nukleinsauren heftet. Folglich farben sich Zellkerne und Ribosomen intensiv blau an.
Eosin, als synthetischer Stoff, ist positiv geladen und heftet sich an alle negativ geladenen
Molekile. Somit werden Strukturen wie Proteine und Kollage rot angefarbt.

Abb. 17: HE in 400facher Vergrof3erung

3.2.5 Datenauswertung

Die Ergebnisse der Auszahlungen der einzelnen high power fields wurden zunachst auf
Vordrucke eingetragen und anschliel3end in das Kalkulationsprogramm Excel Ubertragen.
Mit diesem erfolgte auch die Auswertung der Daten sowie die Erstellung von Schaubildern
und Tabellen.

3.2.6 Statistische Auswertung

Die Rohdaten der Farbungen fiir LCA, CD68 und CD45-R0 wurden tabellarisch in Excel
Uberfuhrt und anschliel3end der Mittelwert der Zellzahlen pro Farbung und Fall bestimmit.
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Hieraus wurde danach der Mittelwert Uber das gesamte Kollektiv pro Farbung erstellt.
Dabei fiel bei Bildung eines Gesamtmittelwertes fir jede Farbung aus den jeweiligen
Mittelwerten pro PES und Farbung auf, dass sich das Ergebnis bei denjenigen Fallen, bei
denen nicht immer alle 160 HPF vorhanden waren, in der zweiten Dezimalstelle
unterschied. In zwei Fallen, bei denen hohe Schwankungen der Zellzahlen von PES zu
PES und auch innerhalb einer PES vorkamen, war der Unterschied sogar in der
Vordezimalstelle auffallig. Insgesamt wurde diese statistisch/methodisch bedingte geringe
Abweichung jedoch als irrelevant eingestuft. Um auch die semiquantitative Auszahlung
auswerten zu konnen, erfolgte die Uberfilhrung in eine numerische Skala nach dem

folgenden Schema:

Tab. 4. Semiquantitative Auszahlung

Grad der Excel-

Expression Darstellung

wenig 1 +
moderat 2 ++
stark 3 +++

Die Signifikanzprifung erfolgte anhand der Mittelwerte pro Fall und Farbung. Mit dem
Statistikprogramm GraphPad Prism 5 sowie mit dem Tool WinStat von Excel 2010 wurde
der U-Test nach Mann und Whitney fur nicht parametrische unabhangige Stichproben

verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1 Allgemein

In dem SIDS-Kollektiv konnten die typischen Risikofaktoren und eine jahreszeitliche
Verteilung, wie sie in bestehender Literatur bereits haufig beschrieben wird, gefunden
werden. In den nachfolgenden Diagrammen werden die Merkmale des SIDS-Kollektives
dargestellt. Im Einzugsgebiet der Bonner Rechtsmedizin ist die SIDS-Inzidenz von 1997
bis 2002 angestiegen, jedoch danach kontinuierlich gefallen (Abb. 18). Dies deckt sich mit
den statistischen Erhebungen des Robert Koch-Instituts und des Statistischen
Bundesamtes, nach denen ebenfalls ein allgemeiner Rickgang der SIDS-Falle in der

Bundesrepublik Deutschland zu verzeichnen ist (Abb. 1, S. 11).

Anzahl SIDS-Falle Bonner Rechtsmedizin (1997 - 2009)
14
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S ’ &
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Abb. 18: Anzahl von SIDS-Fallen der Bonner Rechtsmedizin von 1997-2009

In dem untersuchten Kollektiv verstarb die Mehrzahl der Sduglinge (59 %) in den Herbst-
und Wintermonaten September bis Februar, wohingegen sich in den Sommermonaten

Marz bis August 41 % der Todesfalle ereigneten.
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Abb. 19: links: Monatliche absolute Verteilung; rechts: Jahreszeitliche relative Verteilung
der SIDS-Falle

Betrachtet man das durchschnittliche Alter der Sauglinge zum Todeszeitpunkt, ist

festzustellen, dass mehr als die Halfte (56,5 %) innerhalb der ersten 4 Monate verstarben.

Altersverteilung und Summenhaufigkeit
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Abb. 20: Verteilung des Todesalters in Tagen

Als weiterer Risikofaktor wurde die Lage der Sauglinge beim Auffinden betrachtet. Dabei
gab es in den zur Verfigung stehenden Unterlagen in 39 der 92 Falle keine Angaben.
Dennoch sind 68 % der Sauglinge, bei denen eine Angabe zur Lage beim Auffinden
vorhanden war, in Bauchlage gefunden worden und bestétigen somit die allgemeine

Anerkennung als Risikofaktor (Schlaud et al., 1999; Vennemann et al., 2004).
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Lage beim Auffinden (n=92) Lage beim Auffinden (n=63)

21%

L

= Bauch = Seite = Ricken - keine Angabe = Bauch = Seite Ricken

31%

14%

Abb. 21: Angaben zur relativen Lageverteilung: A: gesamtes SIDS-Kollektiv, B: nur
diejenigen Félle, bei denen eine Angabe zur Lage vorlag

Unter den 92 Sauglingen waren 65,2 % mannlich. Dies spiegelt die in der Literatur
beschriebene Geschlechtsverteilung, mit einer hoheren Auftretenswahrscheinlichkeit fur

Jungen, wieder (Bajanowski et al., 2002).

42 HE

Die 92 SIDS-Falle wurden nach den Dallas-Kriterien auf Myozytolysen, Nekrosen, Odem
und lymphomonozytare Infiltrate untersucht (Aretz et al., 1987). Dabei kann nur in 2 Fallen
(Fall 4 und 10) eine eindeutige Myokarditis gemaf der Dallas-Kriterien nachgewiesen
werden, wobei alle 8 Probeentnahmestellen auffallig sind. Sieben weitere Falle weisen
entweder fokale zellulare Infiltrationen und ein Odem oder nur eines der beiden Kriterien
auf, wobei weder Nekrosen noch Myozytolysen vorhanden sind. Somit ergibt sich fur das
untersuchte Kollektiv eine Myokarditisinzidenz in der konventionellen histologischen

Diagnostik von 2,2 %.

Die Kontrollgruppe wies histologisch ganzlich ein unauffalliges Myokardgewebe auf.
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Tab. 5: Histologische Besonderheiten der neun auffalligen SIDS-Falle

SFI(’I;)"S Histologische Besonderheiten
2 erhohte zellulare Infiltration in A
4 Myokarditis gemafR den Dallas-Kriterien in allen PES
8 Odem, erhohe zellulare Infiltration in C,G,H
9 Odem

10 Myokarditis gemal den Dallas-Kriterien in allen PES
36 erhohte zellulare Infiltration in F

39 erhdhte zellulare Infiltration in E

45 Odem

47 Odem

Abb. 22: Fall 4, HE, G, 100fache VergréRerung: Nachweis eines interstitiellen Odems,
lymphomonozytarer Infiltrate sowie Myozytolysen und Nekrosen
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Abb. 23: Fall 10, HE, G, 400fache VergroR3erung: 6dematdses Interstitium mit dichtem,
Uberwiegend lymphomonozytarem Infiltrat

Abb. 24: Fall 10, HE, A, 400fache VergroéRerung: nekrotische Myokardfasern
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Abb.

Abb. 26: Fall 8, HE, C, 100fache VergroR3erung: starke zellulare Infiltration
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A

Abb. 27: Fall 39, HE, E, 400fache VergroRerung: geringe zellulare Infiltration

4.3 Leukozytenantigen (LCA)

Mit dem Marker LCA werden wie bereits in Kapitel 3.2.3.1 beschrieben, membranstandige
lymphoidale Zellen angefarbt.
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Abb. 28: Beispiel LCA, 1000fache Vergrol3erung

Die Leukozyteninfiltration, vornehmlich Lymphozyten und Makrophagen, weist in dem
gesamten SIDS-Kollektiv (n=92) eine durchschnittliche Zellzahl von 4,54 Leukozyten/HPF

mit einer Standardabweichung von + 4,85 Zellen/HPF auf.

SIDS (n=92)

10,0

Durchschnittliche Zellzall pro HPF

0,0

9,0 -
8,0 -
7,0

6,0

|
max. 35,7

5,0 -

4,0

3,0 4

2,0 4

1,0 -

LCA

SIDS (n=92)

LCA

Mittelwert

Standardabw.

Median

4,54
4,85

3,34

Abb. 29: Ergebnisdarstellung LCA fir das gesamte SIDS-Kollektiv (n=92)
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Betrachtet man die Haufigkeitsverteilung der Mittelwerte, so zeigt sich fir das gesamte
SIDS-Kollektiv, dass 88,0 % der Falle (81) durchschnittlich weniger als zehn Zellen/HPF
aufweisen und ca. 69,6 % (64) weniger als funf Zellen/HPF.

LCA
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Abb. 30: Anzahl der Falle bezogen auf die durchschnittliche Zellzahl pro HPF fur LCA im
gesamten SIDS-Kollektiv (n=92)

Die Verteilung der durchschnittlichen zellularen Infiltration auf die PES zeigt, dass keine
homogene Verteilung, sondern eine fokale Haufung in einzelnen Bereichen des Herzens
vorliegt. Es wurden durchschnittlich mehr Zellzahlen in den PES A und C (Herzkammer-
wand rechts basisnah und Septum interventrikulare basisnah) mit einem Mittelwert von
funf Zellen/HPF gefunden. Diese Schwankungen zeigen sich allerdings bei Bereinigung
des Kollektives um die Myokarditisfalle sowie um alle in HE auffalligen Félle nicht so sehr
(Abb. 34 und 35).
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Abb. 31: Durchschnittliche Zellzahl/HPF (Mittelwert) far LCA fir jede Probeentnahme-
stelle fur SIDS gesamt (n=92)

LCA SIDS ohne Myokarditisfalle
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Probeentnahmestelle

Abb. 32: Durchschnittliche Zellzahl/HPF (Mittelwert) fur LCA fir jede Probeentnahme-
stelle bereinigt um die Myokarditisfalle (n=90)
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Abb. 33: Durchschnittliche Zellzahl/HPF (Mittelwert) far LCA fir jede Probeentnahme-
stelle bereinigt um alle in HE auffalligen Falle (n=83)

Die Datenauswertung der einzelnen Falle ergab zum Teil erhebliche Schwankungen der
Zellzahlen und Mittelwerte innerhalb eines Falles von PES zu PES, sowie innerhalb einer
PES. Diese Schwankungen werden durch die Mittelwertbildung ausgeglichen und bei der
graphischen Darstellung nicht sichtbar. In den folgenden Graphen ist dieses Problem
anhand des Falles 88 dargestellt. Der Mittelwert betragt 12,01 Zellen pro HPF. Durch-
schnittlich werden Mittelwerte von 1,1 Zellen/HPF in Probeentnahmestellen F bis
21,9 Zellen/HPF in Probeentnahmestelle A ermittelt. Dabei weisen die Gesichtsfelder der
Probeentnahmestelle E Zellzahlen von 0- 18 auf. In der Halfte der Probeentnahmestellen
(PES A-D) liegt die durchschnittliche zellulare Infiltration Gber 15 Leukozyten/HPF. In den

anderen vier Probeentnahmestellen werden weniger als sieben Leukozyten/HPF gezahlt.
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Abb. 34: Fall 88 durchschnittliche Zellzahl/HPF fur LCA, Schwankungen unter den Probe-
entnahmestellen
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Abb. 35: Fall 88, PES E: Darstellung der durchschnittlichen Zellzahl/HPF bei Auswertung
von 20 HPFs: Schwankungen innerhalb der PES E: Minimum 0 Zellen/HPF, Maximum
18 Zellen/HPF
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Abb. 36: Fall 88, LCA, E, HPF
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Abb. 37: Fall 88, LCA, E, andere Stelle, HPF

Werden in der Auswertung Fall 4 und 10, welche in der konventionellen Histologie die
Dallas-Kriterien fur eine Myokarditis erfullen, herausgenommen (n=90), ergibt sich ein

Mittelwert von 4,16 + 3,59 Leukozyten/HPF. Werden nur die SIDS-Falle betrachtet, die
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keine Auffalligkeiten in der Histologie aufweisen (siehe Tab. 5) (n=83), so ergibt sich eine

durchschnittliche Infiltration von 3,97 + 3,59 Leukozyten/HPF.
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Abb. 38: Darstellung der

durchschnittlichen Leukozytenzahl

bereinigt um die

Myokarditisfalle 4 und 10 sowie um die weiteren in HE auffalligen Falle (8, 9, 10, 36, 39,

45, 47)

Die Kontrollgruppe weist eine durchschnittliche Leukozyteninfiltration von 1,45 + 1,57
Zellen/HPF auf.
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Abb. 39: Darstellung der durchschnittlichen Leukozytenzahl des Kontrollkollektivs (n=15)
und Vergleich der durchschnittlichen Zellzahl fir SIDS und Kontrollgruppe

Ein statistisch signifikanter Unterschied zum Kontrollkollektiv besteht sowohl bei
Betrachtung des Gesamtkollektiv als auch bei Betrachtung der selektiven Darstellungen
(n=90 und n=83). Es handelt sich jedoch um eine Abweichung von nur drei Leukozy-
ten/HPF bezogen auf das Gesamtkollektiv, 2,7 Lymphozyten/HPF ohne Betrachtung der
Myokarditisfalle und 2,5 Leukozyten/HPF unter Ausschluss aller in HE auffalligen Falle.
Da fir einen unverfalschten Vergleich der Gruppen nur die in der Histologie unauffalligen
SIDS-Falle herangezogen werden kénnen, ergibt sich somit fir diese eine durchschnitt-
liche um 2,5 Zellen/HPF hohere Leukozyteninfiltration als in der Kontrollgruppe. Rein
statistisch ist dies mit einem p=0,001 signifikant, jedoch kdnnen zweieinhalb Zellen nicht
als Kklinisch relevant angesehen werden. Insbesondere, da es keine hinreichenden

Untersuchungen zu Referenzwerten tber eine durchschnittliche Leukozyteninfiltration in
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Sauglingsherzen gibt und auch keine eindeutigen Aussagen zu einer damit

einhergehenden Pathologie getroffen werden (Krous et al., 2004).

Tab. 6: Signifikanzprifung getrennt fur die jeweiligen SIDS-Kollektive mit dem
Kontrollkollektiv mittels Mann-Whitney-U-Test fur nicht parametrische, unverbundene
Stichproben

N Rang- 0] SIDS ohne N Rang- U
SIDS gesamt mittel Myokarditisf. mittel
LCA SIDS 92 58,23 1079 LCA SIDS 90 57,16 1049
LCA Kontrolle 15 28,07 301 LCA Kontrolle 15 28,07 301
Z P Z P
-3,49054 | 0,00048 -3,4249 0,0006
SIDS N Rang- U
bereinigt mittel
LCA SIDS 83 53,45 959
LCA Kontrolle 15 27,67 295
Z P
-3,23151 | 0,00123

4.4 T-Lymphozyten (CD45-R0)

Uber die Anfarbung des membranstandigen Antigens CD45-R0 kénnen Lymphozyten,

hier vornehmlich aktivierte T-Gedachtniszellen, nachgewiesen werden.
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Abb. 40: Beispiel CD45-R0, 1000fache Vergrof3erung

Die Auswertung der zellularen Infiltration von T-Lymphozyten ergibt fir das gesamte
SIDS-Kollektiv (n=92) einen Mittelwert von 1,44 £ 4,33 Zellen pro HPF.

SIDS (n=92)

100 | SIDS (n=92) | CD45R0

9,0 | | max.40.2 Mittelwert 1,44

8,0 Standardabw. 4,33
7,0 1
Median 0,61

6,0 -

5,0
4,0

3,0

2,0

1,0 ~

Durchschnittliche Zellzall pro HPF

0,0 -
CD45R0

Abb. 41: Ergebnis der durchschnittlichen T-Lymphozyteninfiltration im SIDS-Kollektiv
(n=92)
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Die Betrachtung der Haufigkeitsverteilung der Mittelwerte zeigt, dass fir das gesamte
SIDS-Kollektiv 97,8 % der Félle (90) durchschnittlich weniger als 5 Zellen pro HPF
aufweisen und ca. 68,5 % (63) weniger als eine Zelle/HPF (Abb. 42).
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3 4 5

1 2 6 7 8 9 >9

Zellzahl pro HPF

Abb. 42: Haufigkeitsverteilung der Mittelwerte flr das gesamte Kollektiv (n=92)

Bei der Betrachtung der Mittelwerte Uber die einzelnen Probeentnahmestellen liegt fur
CD45-R0 ahnlich wie bei LCA, jedoch deutlich weniger stark ausgepragt, eine tendenziell
fokale Verteilung der Zellen im Herzen vor. Eine durchschnittlich hohere zellulare
Infiltration I&sst sich in den Probeentnahmestellen A (Herzkammer rechts basisnah), C
(Septum interventrikulare basisnah), E (Vorderwand Herzkammer links basisnah) und G
(Hinterwand linke Herzkammer basisnah) nachweisen, wobei keine statistische
Signifikanz besteht (p>0,05) besteht. Die Folgenden Abbildungen (Abb. 43-45) zeigen die
Mittelwerte verteilt Gber die acht Probeentnahmestellen fiir das Gesamtkollektiv und fur
jene unter Ausschluss der Myokarditisfalle (n=90) sowie aller in HE auffalligen Falle

(n=83). Auch hier zeigt sich keine wesentliche Anderung der Tendenz.
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Abb. 43: Durchschnittliche Mittelwerte der Lymphozyten bezogen auf die acht PES fur
das gesamte Kollektiv (n=92)
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Abb. 44: Durchschnittliche Mittelwerte der Lymphozyten bezogen auf die acht PES flr
das um die Myokarditisfalle bereinigte Kollektiv (n=90)
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Abb. 45: Durchschnittliche Mittelwerte der Lymphozyten bezogen auf die acht PES fur
das um alle in HE auffalligen Falle bereinigte Kollektiv (n=83)

Fur diese immunhistochemischen Marker zeigt sich ebenfalls zum Teil eine starke
Schwankung der Zellzahlen von Probeentnahmestelle zu Probeentnahmestelle und
innerhalb einer Probeentnahmestelle. In dem Fall 66 betragt die durchschnittliche Zellzahl
pro HPF 4,37. Betrachtet man jedoch die einzelnen Probeentnahmestellen, so finden sich
Mittelwerte von minimal 1,4 bis maximal 9,9 Zellen/HPF (Abb. 46) mit Zellzahlen von 4- 21
in den einzelnen Gesichtsfeldern (Abb. 47). Die Halfte der Gesichtsfelder weist dartber

hinaus mehr als finf Zellen/HPF auf.
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Abb. 46: Fall 66: Zellzahl/HPF fur die acht PES A-H: deutliche Schwankung von PES zu
PES und innerhalb einer PES
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Abb. 47: Fall 66: durchschnittliche Zellzahl/HPF: Schwankungen innerhalb der PES E mit
einem Minimum von 4 Zellen/HPF und einem Maximum von 21 Zellen

Abb. 48: Fall 66, CD45-R0, D, 100fache Vergrél3erung
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Abb. 49: Fall 66, CD45-R0, D, 400fache Vergrol3erung

Ohne Berucksichtigung der Myokarditisfalle (n=90) werden durchschnittlich 0,99 + 1,35 T-
Lymphozyten/HPF und bei ausschlie3licher Betrachtung aller in HE unaufféalligen SIDS-
Falle (n=83) 1,01 + 1,36 T-Lymphozyten/HPF nachgewiesen (Abb. 50).
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Abb. 50: Darstellung der durchschnittichen T-Lymphozytenzahl bereinigt um die
Myokarditisfalle 4 und 10 sowie die weiteren in HE auffalligen Falle (8, 9, 10, 36, 39, 45,
47)

Das Kontroll-Kollektiv weist eine durchschnittliche lymphozytare Infiltration von 0,40 +
0,47 Zellen/HPF auf (Abb. 51).
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Abb. 51: Darstellung der durchschnittlichen Lymphozytenzahl des Kontrollkollektivs
(n=15) und Vergleich der durchschnittlichen Zellzahl fur SIDS und Kontrollgruppe

Ein statistisch signifikanter Unterschied in der durchschnittlichen zellularen Infiltration
besteht auch fur die Lymphozyten. Jedoch handelt es sich hier ebenfalls bei Betrachtung
des Gesamtkollektives um einen Unterschied von weniger als einer Zelle/HPF. Werden
die Signifikanzen fur das SIDS-Kollektiv ohne die Myokarditisfalle sowie ohne alle in HE
auffalligen SIDS-Falle ermittelt, ist der Unterschied noch geringer. Somit kann analog zu
den Leukozyten, trotz vorhandener statistischer Signifikanz, nicht von einer klinischen
Relevanz gesprochen werden (Tab. 7).
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Tab. 7: Signifikanzprifung getrennt fur die jeweiligen SIDS-Kollektive mit dem Kontroll-
kollektiv

N Rang- 0] SIDS ohne N Rang- U
SIDS gesamt mittel Myokarditisf. mittel
CD45R0 SIDS 92 56,65 934 CD45R0 SIDS 90 55,54 904
CD45R0 15 37,73 446 CD45R0 15 37,73 446
Kontrolle Kontrolle
Z P Z P
-2,191 0,028 -2,098 0,036
SIDS N Rang- U
bereinigt mittel
CD45R0 SIDS 83 52,04 833
CD45R0 15 35,47 412
Kontrolle
Z P
-2,078 0,038
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4.5 Makrophagen (CD68)

Mit Hilfe des membranstandigen Antigen CD68 werden, wie in Kapitel 3.2.3.3 bereits
beschrieben, Makrophagen nachgewiesen.

Abb. 52: Beispiel CD68, 1000fache Vergrof3erung

Fir die Makropagen kann ein Mittelwert fir das gesamte SIDS-Kollektiv (n=92) von 0,73
+ 1,09 Zellen/HPF ermittelt werden (Abb. 53). Rund 77,2 % der 92 SIDS-Félle weisen
Zellzahlen kleiner einer Zelle/HPF auf (Abb. 54).
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Abb. 53: Darstellung der durchschnittlichen Makrophageninfiltration im SIDS-Kollektiv
(n=92)
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Abb. 54: Haufigkeitsverteilung CD68 des gesamten SIDS-Kollektives: 77,2 % weisen eine
oder weniger Zellen/HPF auf

Die durchschnittliche zellulare Infiltration Gber die acht Probeentnahmestellen ist sehr
gleichméfig und zeigte keine Préavalenz einer Herzregion an, auch bei selektiver
Darstellung unter Ausschluss der Myokarditisfalle sowie aller in HE auffalligen Falle (Abb.
55-57). Auch Schwankungen der Zellzahl von PES zu PES sowie innerhalb einer PES
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finden sich nicht so haufig wie bei den zuvor genannten immunhistochemischen Markern
LCA und CD45-RO0.

CD68 SIDS gesamt
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A B C D E F G H

Probeentnahmestelle

Durchschnittliche Zellzahl pro HPF

Abb. 55: Durchschnittliche Zellzahl/HPF des gesamten Kollektivs fir CD68 Uber die acht
PES (n=92)
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Abb. 56: Durchschnittliche Zellzahl/HPF des um die Myokarditisfalle bereinigte Kollektiv
fur CD68 Uber die acht PES (n=90)
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Abb. 57: Durchschnittliche Zellzahl/HPF des um alle in HE auffalligen Falle bereinigte
Kollektiv fur CD68 Uber die acht PES (n=83)

Abb. 58: Fall 39, CD68, A, 100fache VergrofRerung
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Abb. 59: Fall 39,CD68, A, 400fache Vergro3erung

Werden die beiden Myokarditisfalle herausgenommen (n=90), so ergibt sich ein Mittelwert
von 0,68 + 1,03 Makrophagen/HPF und ohne Betrachtung aller in HE aufféalligen Falle
(n=83) von 0,66 + 1,00 Makrophagen/HPF (Abb. 60).
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Abb. 60: Darstellung der durchschnittlichen Makrophageninfiltration bereinigt um die
Myokarditisfalle 4 und 10 sowie die weiteren in HE aufféalligen Falle (8, 9, 10, 36, 39, 45,
47)

In der Kontrollgruppe werden durchschnittich 0,20 = 0,18 Makrophagen/HPF
nachgewiesen (Abb. 61).
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Abb. 61: Darstellung der durchschnittlichen Makrophageninfiltration des Kontrollkollektivs
(n=15) und Vergleich der durchschnittlichen Zellzahl fur SIDS und Kontrollgruppe

Eine statistische Signifikanz lasst sich sowohl fir das gesamte SIDS-Kollektiv als auch
unter Verwerfung der beiden Myokarditisfalle sowie aller in HE auffalligen Félle
berechnen. Jedoch betragt der Unterschied lediglich eine halbe Zelle/HPF und kann somit

als klinisch irrelevant gewertet werden (Tab. 8).
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Tab. 8: Signifikanzprifung getrennt fur die jeweiligen SIDS-Kollektive mit dem Kontroll-
kollektiv

N Rang- 0] SIDS ohne N Rang- U
SIDS gesamt mittel Myokarditisf. mittel
CD68 SIDS 92 56,83 950 CD68 SIDS 90 55,72 920
CD68 15 36,67 430 CD68 15 36,67 430
Kontrolle Kontrolle
Z P z P
-2,334 0,020 -2,245 0,025
SIDS N Rang- U
bereinigt mittel
CD68 SIDS 83 52,12 840
CD68 15 35 405
Kontrolle
Z P
-2,147 0,032
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4.6 Humanes Leukozyten Antigen (HLA)

Mit Hilfe des HLA-DR-Antigens werden MHC-Klasse-lI-Moleklle nachgewiesen.
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Abb. 62: Beispiel HLA, 400fache Vergrol3erung

Fur die Farbung von MHC-Klasse-lI-Molekile standen in dem untersuchten Kollektiv 91
Falle zur Verfigung. In dem gesamten SIDS-Kollektiv (n=91) fand sich eine schwache
Expression der MHC-Klasse-lI-Molekiile. Nach Uberfilhren in die numerische Skala
(siehe Kapitel 3.2.1.1 und 3.2.6.) ergibt sich ein Mittelwert von 0,81 + 0,47 Expressions-
grad/HPF (Abb. 63). Von den 91 SIDS-Féllen weisen 68,1 % (62) keine bis eine
schwache, 30,8 % (28) eine moderate, kein einziger Fall eine starke Expression auf

(Abb. 64). Somit kann keine erhohte HLA-Expression im SIDS-Kollektiv nachgewiesen

werden.
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Abb. 63: Darstellung der ermittelten durchschnittlichen Expression von MHC-Klasse-II-
Molekilen im SIDS-Kollektiv (n=91)
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Abb. 64: Haufigkeitsverteilung der Mittelwerte gemessen an den SIDS-Féllen: 68,1 % der
SIDS-Falle weisen keine bis eine geringe HLA-Expression auf

Die HLA-Expression ist im Herzen anndhernd homogen verteilt ohne Praferenz einer
Probeentnahmestelle (Abb. 65). Dies &ndert sich auch nicht, wenn die Myokarditisfélle

oder alle in HE auffalligen Falle herausgenommen werden (Abb. 66 und 67).
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Abb. 65: HLA-Expression im gesamten SIDS-Kollektiv (n=92) Uber die PES, insgesamt
relativ homogene Verteilung
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Abb. 66: HLA-Expression im um die Myokarditisfalle bereinigte SIDS-Kollektiv (n=90)
Uber die PES, insgesamt relativ homogene Verteilung
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Abb. 67: HLA-Expression im um alle auffalligen Falle bereinigte SIDS-Kollektiv (n=83)
Uber die PES, insgesamt relativ homogene Verteilung

Es zeigt sich auch keine Korrelation zu der Héhe der Zellzahlen von Leukozyten, ebenso
zu denen von Lymphozyten und Makrophagen. Nur in zwei der 91 Falle (Fall 4 und 75)
geht eine geringe bis maflige HLA-Expression mit einer hohen zellularen Infiltration von
Leukozyten und T-Lymphozyten einher (Tab. 9). Fall 4 ist einer der beiden Myokarditisfalle
gemal den DALLAS-Kriterien, der auch eine erhthte Leukozyten- und Lympho-
zytenzahl/HPF aufweist, anamnestisch eine Erkaltung hatte sowie in der Obduktion eine
Mittelohrentziindung und einen schleimigen Atemwegsinfekt aufweist. Fall 75 zeigt
ebenfalls erhéhte Leukozyten- und Lymphozytenzahlen/HPF und in der Obduktion eine

Pneumonie.
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Tab. 9: Darstellung der Félle gefiltert nach HLA-Expression und Leukozyteninfiltration:
Fall 4 und 10: Myokarditis in HE, Korrelation einer erhdhten zellularen Infiltration in HE
sowie immunhistochemisch mit der HLA-Expression; Fall 8: Odem und erhohte zellulare
Infiltration in HE aber keine erhthte zellulare Infiltration in der Immunhistochemie sowie
sehr geringe HLA-Expression

Fall CD68 c|F3;(1)5- LCA HLA E-sel Alle SIDS-Falle mit HLA-
Expression > 1,5
4, 2,28 40,42 35,73 2,34 0,07 (moderate Expression)
10. 3,89 3,29 8,23 1,52 0,00
22. 2,53 0,90 14,69 1,66 0,02
27. 0,39 0,22 4,39 1,52 0,50
53. 0,73 1,28 3,01 1,59 0,11
66. 4,45 4,37 5,21 1,80 0,03
67. 0,27 0,61 0,49 1,53 0,03
72. 0,67 2,03 1,14 1,73 0,21
75. 2,03 9,38 17,09 1,84 0,20
Fall CD68 C%S- LCA HLA E-Sel Alle SIDS-Falle, die in LCA
. 228 10.42 3573 >34 0.07 im Mittel >10 Zellen/HPF
aufweisen
8. 0,27 0,34 11,84 0,49 0,00
22. 2,53 0,90 14,69 1,66 0,02
29. 0,61 0,90 10,18 0,39 0,44
32. 2,01 0,08 10,48 0,36 0,08
50. 2,60 2,89 12,67 0,81 0,09
54. 0,62 1,10 12,86 1,11 0,38
75. 2,03 9,38 17,09 1,84 0,20
84. 0,45 0,56 11,08 1,44 0,02
87. 0,84 1,24 12,14 0,75 0,00
88. 0,76 0,53 12,01 1,28 0,01
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Abb. 69: Fall 88, HLA, PES A, 100fache Vergro3erung, mafRige Expression
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Fall 72, HLA, PES A, 100fache Vergrof3erung, starke Expression

Abb. 70

Ohne Betrachtung der Myokarditisfalle betragt der Mittelwert 0,78 + 0,44 Expressions-

grad/HPF und ohne alle in HE auffalligen Falle 0,80 + 0,48 Expressionsgrad/HPF

(Abb. 71).
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Abb. 71: Ergebnis der semiquantitativen Auswertung fur HLA bereinigt um die Myokar-
ditisfalle sowie die tbrigen in HE auffalligen Félle (8, 9, 10, 36, 39, 45, 47)

Das Kontrollkollektiv weist mit durchschnittlich 0,70 = 0,49 Expressionsgrad/HPF
ebenfalls eine sehr geringe Expression von MHC-II-Klasse-Molektilen auf (Abb. 72).
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Abb. 72: Durchschnittliche Expression von MHC-Klasse-II-Molekulen im Kontrollkollektiv
und Vergleich der durchschnittlichen Expression von MHC-Klasse-lI-Molekilen im
Kontrollkollektiv und gesamten SIDS-Kollektiv

Ein statistischer signifikanter Unterschied besteht nicht (p > 0,05) (Tab. 10).
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Tab. 10: Signifikanzprufung getrennt fur die jeweiligen SIDS-Kollektive mit dem Kontroll-
kollektiv

N Rang- 0] SIDS ohne N Rang- U
SIDS gesamt mittel Myokarditisf. mittel
HLA SIDS 91 54,48 772 HLA SIDS 89 53,36 744
HLA Kontrolle 15 47,53 593 HLA Kontrolle 15 47,4 591
Z P z P
-0,81 0,42 -0,71 0,48
SIDS N Rang- U
bereinigt mittel
HLA SIDS 82 50,10 705
HLA Kontrolle 15 43 525
Z P
0,90 0,37




84

4.7 E-selectin

Das membranstandige Antigen CD62E farbt das Adhasionsmolekil E-selectin der
GefaBwand an. Im Falle einer Expression kommt das angeschnittene Gefald zur
Darstellung wie in der Abbildung 73 dargestellt.

Abb. 73: Beispiel E-selectin, 400fach

Auch fur das Adhéasionsmolekil E-selectin stehen 91 SIDS-Falle zur Verfugung. Die
Beurteilung der Expression erfolgte auf dieselbe Weise wie fir HLA (siehe Kapitel 3.2.3.5
und 3.2.6)

Insgesamt zeigte sich im gesamten Kollektiv eine geringe bis fehlende Expression von
E- selectin. Der ermittelte Mittelwert liegt bei 0,08 + 0,12 Grad der Expression/HPF. Somit
liegt auch fiur E-selectin keine erhdhte Expression im SIDS-Kollektiv analog zu HLA vor
(Abb. 74).
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Abb. 74: Ergebnisdarstellung der durchschnittlichen Expression von E-selectin im SIDS-
Kollektiv (n=91)

Im gesamten Kollektiv findet sich keine bis eine schwache endotheliale Expression. Dabei
weisen 21 Falle (23,1 %) keine und die restlichen 70 Falle nur eine geringe Expression
auf (Abb. 75).
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<=1 <=2 <=3
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Abb. 75: Haufigkeitsverteilung von E-Selectin im gesamten SIDS-Kollektiv (n=91)
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Wird die Verteilung tber die acht Probeentnahmestellen betrachtet, so zeigt sich hier fur
alle drei Kollektive analog zu den MHC-Klasse-II-Molektilen eine homogene Verteilung
(Abb. 76-78). Allerdings weisen funf Falle zum Teil fokal eine maRige bis starke
endotheliale Expression von E-selectin auf (siehe Tab. 11). In wenigen Fallen kann eine
Schwankung innerhalb des Falles nachgewiesen werden mit einer fokalen Haufung

innerhalb einer Probeentnahmestelle (Abb. 79 und 80).
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Abb. 76: Mittelwerte fur E-selectin Uber die acht PES fir das gesamte SIDS-Kollektiv
(n=91)
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Abb. 77: Mittelwerte fur E-selectin Uber die acht PES fir das um alle Myokarditisfalle
bereinigte Kollektiv (n=89)
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Abb. 78: Mittelwerte fur E-selectin Uber die acht PES fur das um alle auffalligen Falle
bereinigte Kollektiv (n=82)

Tab. 11: SIDS-Falle mit mafiger E-selectinexpression

Fal | coes 0 Lca HLA  E-sel
RO
26. 0,07 1,20 3,70 1,15 0,33
27. 0,39 0,22 4,39 1,52 0,50
29. 0,61 090 | 1018 | 039 0,44
54. 0,62 1,10 | 1286 | 1,11 0,38
79. 0,46 1,28 2,94 0,92 0,53
26. 0,07 1,20 3,70 1,15 0,33
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Abb. 79: Fall 79 E-selectin: Mittelwerte pro PES, schwankende Expressionsintensitat von
PES zu PES und innerhalb einer PES, zum Teil auch starke Expression
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Abb. 80: Fall 29 E-selectin: Mittelwerte pro PES, schwankende Expressionsintensitat von
PES zu PES und innerhalb einer PES, zum Teil auch starke Expression (PES F)
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Abb. 81: Fall 50, E-selectin, PES A, 400fache Vergré3erung, moderate Expression

Werden die Ergebnisse um die Myokarditisfélle sowie alle in HE auffalligen Falle bereinigt,
so ergeben sich keine Anderungen (siehe Tab. 12).

Tab. 12: Ergebnis der semiquantitativen Auswertung fur E-selectin bereinigt um die
Myokarditisfalle sowie die tbrigen in HE auffalligen Falle (8, 9, 10, 36, 39, 45, 47)

SIDS (n=89) E-selectin SIDS (n=82) | E-selectin
Mittelwert 0,08 Mittelwert 0,08
Standardabw. 0,11 Standardabw. 0,11
Median 0,04 Median 0,04

Im Kontrollkollektiv findet sich in neun der funfzehn Falle keine Expression von E-selectin
und in den restlichen sechs nur eine sehr schwache, sodass hier ein Mittelwert von 0,04
+ 0,09 Expressionsgrad/HPF ermittelt wird (Abb. 82).
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Abb. 82: Durchschnittliche Expression von E-selectin im Kontrollkollektiv und Vergleich
der durchschnittlichen Expression von E-selctin im Kontrollkollektiv und im gesamten

SIDS-Kollektiv

Im Vergleich beider Kollektive l&sst sich hier erneut eine statistische Signifikanz ermitteln,

aufgrund des so geringen Mittelwertes und fehlender Korrelation zu HLA und den anderen

immunhistochemischen Markern wird dem jedoch ebenfalls keine klinische Relevanz

beigemessen (Tab. 13).
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Tab. 13: Signifikanzprifung getrennt fur die jeweiligen SIDS-Kollektive

N Rang- U SIDS ohne N Rang- U
SIDS gesamt mittel Myokarditisf. mittel
E-sel SIDS 91 56,39 946 E-sel SIDS 89 55,45 930
E-sel Kontrolle 15 35,87 420 E-sel Kontrolle 15 35 405
Z P Z P
-2,412 0,016 -2,456 0,014
SIDS N Rang- U
bereinigt mittel
E-sel SIDS 82 51,87 851
E-sel Kontrolle 15 33,30 380
Z P
-2,379 0,017

4.8 Vergleich der Auszahlmethoden der vorliegenden Arbeit (Methodel) mit der
von Grasmeyer (2014) (Methode2)

In der vorliegenden Arbeit wurden 20 Gesichtsfelder in 400facher VergréRerung pro
Probeentnahmestelle ausgezahlt (Methode 1). In der von Grasmeyer erstellten Disser-
tation 2014 wurde das gleiche SIDS- und Kontrollkollektiv wie fur die vorliegende Arbeit
ausgewertet, jedoch erfolgte die Auszahlung der Objekttrager mittels eines standardi-
sierten 1 mm?2 grol3en Rasters in 100facher VergréRerung (Methode 2) (Grasmeyer,
2014). Dabei wurden zehn 1 mmz2 gro3e Flachen pro Probeentnahmestelle ausgezahlt.
Dies entspricht einer Flache von 80 mm?2 pro Herz. Die Flache eines Gesichtsfeldes des
hier verwendeten Mikroskops betragt ca. 0,24 mm?2 und ergibt somit eine in dieser Arbeit
ausgewertete Gesamtflache von ca. 38,02 mm?2 pro Herz. Hier zeigt sich bereits, dass
mittels der hier verwendeten Auszdhlmethode weniger als die Hélfte der Flache im
Vergleich zur Methode 2 ausgewertet werden. In der Abb. 85 werden die Flachen der

beiden Zahimethoden mit der Flache einer Probeentnahmestelle, der GroRRe einer
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Myokardbiopsie sowie der in einer Arbeit aus Deutschland aus dem Jahr 2004
ausgewerteten Flache (Dettmeyer, 2004) verglichen. Daran wird deutlich, dass die von

Grasmeyer verwendete Auszahlmethode eine reprasentativere Flache auswertet.

B

@

I A Grasmeyer (2014): 10 mm?2
B Methode 1: 4,75mm?2
C Dettmeyer (2004): 0,59 mm?
D Myokardbiopsie: 1 mm?
E 1 HPF 0,2376 mm?2

Abb. 83: Vergleich der ausgezéhlten Flachen der Methode 1, der von Grasmeyer (2014)
sowie der von Dettmeyer (2004) mit der Flache der einzelnen Probeentnahmestelle
(Obduktionsbild Fall 90, PES D) und einer Myokardbiospie im Mal3stab 10:1

Mittels eines Umrechnungsfaktors (siehe Kapitel 3.2.1.3) wurde die mittlere Zellzahl/HPF
der Methode 1 auf 1 mm?2 hochgerechnet und ebenso die Werte von Grasmeyers Arbeit
auf HPF umgerechnet. Es wurden die Ergebnisse der immunhistochemischen Marker
LCA, CD45-R0 und CD68 verglichen (Tab. 14 und Abb. 84).
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Tab. 14: Mittelwerte fur die Farbungen LCA, CD45-R0 und CD68 je Kollektiv und Methode

SIDS- Methode 1 (HPF berechnet auf | Methode 2 (Auszéahlung in mm?)
Kollektiv mm2)
Zellen/mm?2 | 92 Félle 90 Falle 83 Falle 92 Falle 90 Falle 83 Falle
LCA 19,13 + | 17,50 + | 16,73 + | 15,67 + (15,17 + | 16,61 +
20,41 15,12 15,12 12,13 11,22 11,40
CD45-RO | 6,07 +18,23 | 516+5,70 | 4,25+572 |570+10,09 | 487 +6,88 | 4,81 +6,83
CD68 3,09+458 |287+4,33 |278+422 |1,90+239 |187+240 |1,78+2,30
SIDS- Methode 1 (Auszahlung in HPF) Methode 2 (berechnet in HPF)
Kollektiv
Zellen/HPF | 92 Félle 90 Falle 83 Falle 92 Falle 90 Falle 83 Falle
LCA 454+484 |4,16+359 |397+359 |[373+288 |3,60+267 |347+271
CD45-RO | 144+433 |068+1,35 |101+1,36 |1,35+240 |[1,16+1,63 |1,14+1,62
CD68 0,73 1,09 [0,99+1,03 |0,66+1,00 |045+0,57 |0,44+0,57 |0,42+0,55

Der Vergleich ergibt etwas héhere Mittelwerte fir die in HPF ausgezahlte Methode sowohl

bei Hochrechnung der Gesichtsfelder auf 1 mmz2 als auch wenn die Ergebnisse der

Methode 2 auf ein HPF heruntergerechnet werden. Die Werte liegen jedoch im Bereich

der Standardabweichung und der Unterschied ist nicht statistisch signifikant (Tab. 15).



94

7
w I | | |
% 6 max. 40,2 max. 18 max. 35,7 max. 15,3
o ' |
2 s
S o
= 4 A
3 O
2 3
Q
E 24
£ & >
@ 1
e
o
a O T - 1
CD68 CD68 CD45 CD45 LCA LCA
Methode 1 Methode 2 Methode 1 Methode 2 Methode 1 Methode 2
Immunhistochemie

Abb. 84: Vergleich der Mittelwerte beider Auszahimethoden fir die Leukozyten,
Lymphozyten und Makrophagen fiir das gesamte SIDS-Kollektiv (n=92) (zur besseren
Darstellbarkeit wurde die y-Achse auf einen Maximalwert von 7 Zellen/HPF skaliert, der
groRte Wert findet sich fur LCA der Methode 1 (HPF) mit durchschnittlich
40,2 Zellen/HPF).
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Tab. 15: U-Test fiur nicht parametrische unverbundene Stichproben jeweils fur LCA,
CD45-R0O, CD68 an den Methoden 1 und 2 fir das gesamte SIDS-Kollektiv: der
Unterschied ist nicht signifikant (p>0,05)

N Rang- U N Rang- U
mittel mittel
LCA HPF 91 92,2 4203 CD45 RO HPF 91 90,5 4048
Methode 1 Methode 1
LCA HPF 91 90,8 4078 CD45 RO HPF 91 92,5 4233
Methode 2 Methode 2
Z P Z P
0,18 0,86 -0,26 0,79
N Rang- U
mittel
CD68 HPF 91 97,2 4658
Methode 1
CD68 HPF 91 85,8 3623
Methode 2
Z P
1,5 0,1

Es gibt allerdings zehn Falle, bei denen die Differenz der Zellen pro HPF fir die
Leukozyten mehr als drei betragt. Darunter sind funf Falle, die um mehr als finf Zellen
differieren, wobei zwei davon die beiden Myokarditisfalle sind. Fur den Marker CD45R0
gibt es in drei Fallen einen Unterschied von mehr als drei T-Lymphozyten pro HPF. Bei

CD68 sind vier Falle mit einer Abweichung im Mittelwert von mehr als 2 Makropha-
gen/HPF vorhanden (Tab. 16).
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Tab. 16: Darstellung der SIDS-Falle je Farbung, deren Mittelwerte um mehr als drei
Zellen/HPF bei LCA und CD45R0 bzw. mehr als zwei Zellen/HPF bei CD68 zwischen den
beiden Auszahimethoden differieren; Differenz mit positivem Vorzeichen: Mittelwert bei
Methode 1 hoher; Differenz mit negativem Vorzeichen: Mittelwert bei Methode 2 hoher;
grau unterlegt: Fall in HE auffallig (Odem, erhohte zellulare Infiltration, eindeutige

Myokarditis)
LCA Methode 1 | Methode 2 Differenz Methode 1 | Methode 2 Differenz
HPF mm? HPF mm?

SIDS-Fall | Zellen/HPF | Zellen/HPF | Zellen/HPF | Zellen/mm? | Zellen/mm?2 | Zellen/mm?

2 7,50 3,82 3,68 31,57 16,07 15,51

4 35,00 15,27 19,72 147,35 64,30 83,05

10 8,23 3.23 5,00 34,65 13,60 21,05

22 14,69 6,69 8,00 61,84 28,18 33,66

50 12,67 8,22 4,45 53,34 34,61 18,73

53 0,30 3,58 -3,28 1,27 15,06 -13,80

54 12,86 8,03 4,83 54,12 33,81 20,31

75 17,09 12,49 4,60 71,97 52,60 19,37

84 1,08 6,98 -5,90 4,55 29,40 -24,85

87 12,14 6,95 5,19 51,10 29,24 21,86
CD45.R0 Methode 1 | Methode 2 Differenz Methode 1 | Methode 2 Differenz

HPF mm? HPF mm?

SIDS-Fall | Zellen/HPF | Zellen/HPF | Zellen/HPF | Zellen/mm?2 | Zellen/mm?2 | Zellen/mm?

4 40,42 18,01 22,42 170,17 75,80 94,37

36 0,56 3,96 -3,40 2,35 16,67 -14,33

63 3,21 7,93 -4,72 13,50 33,36 -19,87
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Methode 1 | Methode 2 . Methode 1 | Methode 2 '
CD68 Differenz Differenz
HPF mm?2 HPF mm?2
SIDS-Fall | zellen/HPF | Zellen/HPF Zellen/mm? | Zellen/mm?
10 3,80 0,57 3,32 16,38 2,42 13,96
66 4,45 2,37 2,08 18,74 9,99 8,75
74 6,66 2,59 4,08 28,05 10,89 17,16
78 3,77 1,25 2,52 15,87 5,26 10,61

Prift man diese vierzehn Falle auf Signifikanz, so ergibt sich fur sieben Falle eine

statistische Signifikanz mit p<0,05. Darunter sind nur zwei Falle mit einer Differenz von

Uber funf Zellen/HPF (LCA Fall 84 und 87) und diese sind zudem auch nur sehr knapp
signifikant (Tab. 17).
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Tab. 17: Auflistung der SIDS-Félle, die beim Vergleich der Mittelwerte der beiden

Auszahlmethoden einen statistisch signifikanten Unterschied in einer der drei
immunhistochemischen Farbungen aufweisen
Immunhisto- | Methode 1 | Methode 2
. P Wert <
Fall | chemische 0.05 Bewertung
Farbung Mittelwert [Zellen/HPF] '
nicht relevant, da Mittelwert
22 CD45-R0 0,9 0,25 0,0286
<1 Zelle/HPF
Unterschied nicht relevant da <
36 CD45-R0 0,55 2,34 0,007 5 Lymphozyten/HPF  normal,
sogar bei Erwachsenen
Unterschied nicht relevant da
66 CD68 4.45 2,37 0,0379 |2 oder 4 Makrophagen/HPF keine
klinische Relevanz haben
gerade signifikant, Mittelwerte
74 LCA 4,09 2,05 0,0499 |liegen unter 5 Zellen/HPF, keine
klinische Relevanz
hohe Mittelwerte in beiden
74 CD68 6,63 2,59 0,0104
Zahimethoden
nicht relevant , Unterschied 1 oder
78 CD68 3,77 1,25 0,0356 |3 Makrophagen Kklinisch nicht
relevant
hohe Mittelwerte mit Differenz von
84 LCA 11,08 7 0,0499 |>5 Leukozyten/HPF aber nicht
relevant, da gerade signifikant
gerade signifikant, Zellzahl beider
Methoden hoch, bei Methode 1
aber doppelt so hoch; Ursache:
87 LCA 12,13 6,94 0,0499 | , _ )
Flachendifferenz mit Auszahlung
von mehr unauffalligem Gewebe
bei 100facher VergroRRerung
nicht relevant, beide Methoden
87 CD68 0,84 0,36 0,018
Zellzahl <1
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4.9 Darstellung einer maoglichen physiologischen Infiltration von

inflammatorischen Zellen

Zur Darstellung einer mdglichen physiologischen Infiltration von Myokardgewebe mit
inflammatorischen Zellen bei Sauglingen und Kleinstkindern wurden das SIDS- sowie das
Kontrollkollektiv zusammen beurteilt. Die auswertbare Fallzahl wurde um alle Myokardi-
tisfalle, Myokarditis-Verdachtsfalle, immunhistochemisch und in HE auffallige Falle sowie
alle Falle mit einer positiven Infektanamnese bereinigt. Somit standen fur diese
Betrachtung 56 Falle zur Verfiigung. Hier kann eine durchschnittliche zellulare Infiltration
von 3,24 Leukozyten, 0,74 T-Lymphozyten und 0,55 Makrophagen pro HPF mit geringer
Expression von MHC-Klasse-1I-Molekilen sowie E-selectin ermittelt werden (Tab. 18 und
Abb. 85 und 86).

Tab. 18: Mittelwert, Standardabweichung und Median aller immunhistochemischen
Marker fur das bereinigte Kollektiv (n=56)

LCA CD45R0 CD68 HLA E-selectin
Mittelwert 3,24 0,74 0,55 0,74 0,06
Median 2,59 0,49 0,29 0,69 0,02
Standardabw. | 3,15 0,80 0,94 0,41 0,11

Werden die ermittelten durchschnittlichen Zellzahlen des bereinigten Kollektivs (n=56) mit
denen des gesamten SIDS-Kollektivs (n=92) verglichen, so ergibt sich nur fur die
Leukozyten eine statistische Signifikanz. Jedoch ist diese mit einem p von 0,045 sehr
knapp. Betrachtet man die bereinigten SIDS-Kollektive, so ergibt sich kein signifikanter
Unterschied in den durchschnittlichen Zellzahlen aller immunhistochemischen Marker
(Anhang Tab. 24)
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Immunhistochemie

Abb. 85: Vergleich der Ergebnisse der Auswertung des bereinigten Kollektives (n=56) mit
dem gesamten SIDS-Kollektiv (n=92): Mittelwerte der einzelnen immunhistochemischen
Marker
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Abb. 86: Vergleich der Ergebnisse der Auszéahlung von Makrophagen, Lymphozyten und
Leukozyten des gesamten SIDS-Kollektives nach Methode 1 (n=92) und Methode 2
(n=92) mit dem bereinigten Kollektiv (n=56)



4.10 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Untersuchungen dieser Arbeit zusammen-
gefasst und graphisch dargestellt (Abb. 89 und 90). Es wird deutlich, dass die durch-
schnittlichen Zellzahlen fur die Leukozyten, Lymphozyten und Makrophagen zwischen
SIDS-Kollektiv und der Kontrollgruppe sichtbar unterscheiden, jedoch der Unterschied bei

zwei Zellen fur die Leukozyten und von maximal einer Zelle bei den Lymphozyten sehr
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Abb. 87: Zusammenfassende Darstellung der immunhistochemischen Ergebnisse fur
Makrophagen, Lymphozyten und Leukozyten des SIDS-Kollektives und des Kontroll-

kollektives
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Abb. 88: Zusammenfassende Darstellung der immunhistochemischen Ergebnisse fur

HLA und E-Selectin des SIDS-Kollektives und des Kontrollkollektives
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Tab. 19: Zusammenfassung der Ergebnisse der untersuchten Kollektive

Kontroll- bereinigtes
SIDS-Kollektive kollektiv Kollektiv
Zellen/HPF

n=92 n=90 n=83 n=15 n=56

LCA Median 4,54 4,16 3,97 1,45 3,24
Mittelwert 3,34 3,59 3,59 1,10 2,59
Standardabw. 4,86 3,27 3,11 1,57 3,15

CDA45- Median 1,44 0,99 1,01 0,40 0,74
RO Mittelwert 0,61 1,35 1,36 0,28 0,49
Standardabw. 4,33 0,6 0,61 0,47 0,8

CD68 Median 0,73 0,68 0,66 0,20 0,55
Mittelwert 0,36 1,03 1 0,17 0,29
Standardabw. 1,09 0,34 0,36 0,18 0,94

HLA Median 0,81 0,78 0,8 0,70 0,74
Mittelwert 0,75 0,44 0,48 0,64 0,69
Standardabw. 0,46 0,74 0,78 0,49 0,41

E- Median 0,08 0,08 0,08 0,04 0,06
selectin | \ittelwert 0,04 0,11 0,11 0,00 0,02
Standardabw. 0,11 0,04 0,04 0,09 0,11
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5. Diskussion

5.1 GrolRRe des SIDS-Kollektivs

Die erfreuliche sinkende SIDS-Inzidenz in Deutschland und im Raum Bonn bedingt, dass
retrospektive Studien einen grofR3en Zeitraum umfassen missen, um eine hinreichend
hohe Fallzahl aufzuweisen. Die vorliegende Studie umfasst 92 Félle in einem Zeitraum
von 13 Jahren. Mit Blick auf &hnlich strukturierte Untersuchungen zum Thema Myokarditis
beim pl6tzlichen Kindstod wird die Fallzahl als ausreichend eingeschétzt. Die von Krous
et al. (2009) veroffentlichte Studie untersuchte 24 SIDS-Falle von 1991-2005, hatte jedoch
im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit ein ebenso groRes Kontrollkollektiv. Andere
vergleichbare Studien wie zum Beispiel von Rasten-Almquist et al. (2002) untersuchten
437 Kinder, davon 313 Falle von SIDS in einem Zeitraum von 17 Jahren. Dettmeyer
(2004) untersuchte 63 SIDS-Félle, 11 Kontrollféalle und 25 zusatzliche Félle.

Tab. 20: Vergleich von vier Untersuchungen zum Thema Myokarditis beim plétzlichen

Kindstod

Krous, 2009 Dettmeyer, 2004 Oswald, 2014 Grasmeyer, 2014
24 SIDS, 63 SIDS,
Falle 25 Ersticken, 11 Kontrollfalle, 15 ?(%r?tlrgﬁ‘éille 15 ?(%)r?tlrgﬁ;‘:éille
3 Myokarditis 25 Zusatzkollektiv
: 2 Myokardproben 8 Myokardproben | 8 Myokardproben 8 Myokardproben
Material
pro Fall pro Fall pro Fall pro Fall
VergréRRerung HPF HPF HPF 100fach
20 HPF pro Fall, 20 HPF pro Fall, 160 HPF pro Fall, | 80 x 1mmz2 pro Fall,
Form der durchschnittlich durchschnittlich durchschnittlich durchschnittlich 20
Quantifizierung 10 HPF pro 2,5 HPF pro 20 HPF pro HPF pro
Myokardprobe Myokardprobe Myokardprobe Myokardprobe
immunhistoche- LCA, CD45R0, LCA, CD45R0, LCA, CD45R0,
. CD3, CD68 CD68, HLA, CD68, HLA, CD68, HLA,
mische Zellen ; . ;
E- selectin E- selectin E- selectin
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5.2 Anzahl der ausgewerteten Myokardproben

Zur erforderlichen Anzahl von entnommenen Endomyokardbiopsien an vitalem Gewebe,
mit der eine hinreichend reprasentative Untersuchung des Herzens gelingt, gibt es
unterschiedliche Angaben. So empfehlen Baandrup et al. (1982) funf Biopsien im rechten
Ventrikel zu entnehmen, um den sampling error (Aretz et. al., 1987a) so gering wie
mdglich zu halten. Cooper et al. (2007) schlugen vor, von ,mehr als einer Stelle des
rechten Ventrikelseptums finf bis zehn Proben von ein bis zwei mm3 Gr6Re zu
entnehmen®. Dies entsprache einer maximal auswertbaren Myokardgrof3e von 10 mm3
pro Fall. Im Vergleich dazu bieten Untersuchungen von post mortem gewonnenen
Myokardproben die Mdglichkeit, weitaus mehr Gewebe auf entziindliche Infiltrate hin zu
analysieren und somit eine gréf3ere Reprasentanz zu erzielen. Dies ist insbesondere vor
dem Hintergrund von Bedeutung, da die virale Myokarditis h&ufig eine fokale Verteilung
aufweist (Rasten-Almquist et al., 2002; Casali et al., 2012; Dettmeyer et al., 2004). Somit

spielt der sampling error bei Endomyokardbiopsien eine gro3ere Rolle.

Die meisten zur Verfugung stehenden Studien und Ergebnisse zum Thema Myokarditis
untersuchen grof3tenteils Myokardgewebe von Erwachsenen. Dies erschwert die
Vergleichbarkeit mit Myokardgewebe von Sauglingen unter einem Jahr aus der
vorliegenden Arbeit. Es gibt drei Referenzstudien zu Myokarditis bei Sauglingen.
Grasmeyer (2014) untersuchte dasselbe SIDS- und Kontrollkollektiv wie die vorliegende
Arbeit und wertete durchschnittlich 80 mm?2 pro Fall aus (siehe auch Kapitel 3.2.1.2).
Dettmeyer (2004) entnahm analog zur vorliegenden Arbeit bei Sauglingen unter einem
Jahr an acht definierten Stellen Myokardproben und wertete 20 HPFs pro Fall verteilt tber
die acht Probeentnahmestellen aus. Krous et al. (2009) untersuchten durchschnittlich
zwei Proben (linker Ventrikel und Septum interventrikulare) pro Saugling und zé&hlten
jeweils CD-3 Lymphozyten und Makrophagen in 20 kontinuierlichen HPFs aus. Sie
bezogen ebenfalls Myozytolysen in ihre Beurteilung mit ein. Bis auf die Arbeiten von
Dettmeyer und Grasmeyer ist eine genaue Berechnung der ausgewerteten
Myokardflache nicht zweifelsfrei moglich. Eine genaue Nachvollziehbarkeit der Auswahl
der einzelnen Objekttrager sowie der HPFs in ihrer Reprasentanz fiur die

Gesamtauswertung ist ebenfalls nicht mdglich.



105

In der vorliegenden Arbeit wurden 160 HPFs pro Fall ausgewertet. Bei einer maximalen
MyokardprobengrofRe von 100mmz2 entspricht das ca. 5 % des Myokards pro Fall. Dies ist

deutlich mehr Myokardflache als bislang in vorangegangenen Studien untersucht wurde.

5.3 Auszahlmethodik

Die Auswahl der HPF pro Myokardprobe erfolgte zwar zufallig, jedoch gewahrleistet das
maanderformige Abtasten der Probe bei 20 HPFs bereits eine gute Abbildung der Flache.
Sicherlich kénnte durch eine Erh6hung der Anzahl der HPFs pro Probeentnahmestelle
ein unbeabsichtigtes Ubersehen von Zellnestern verringert werden. Allerdings bleiben der
Beginn der maanderférmigen Auszahlung in der PES und die anschlieRende Zahlabfolge
der weiteren HPFs auch dann dem Untersucher tberlassen. Somit kann durchaus bei
Erreichen der geforderten Anzahl an HPFs ein grof3er Teil der PES unbericksichtigt
bleiben. Sinnvoll ware es, die Verteilung der HPFs Uber der Probeentnahmestelle z. B.
durch ein Computerprogramm vornehmen zu lassen. Ahnlich wurde dies bereits von

Nielsen et al. (2014) vorgenommen.

5.4 Vergleich mit der Auszadhlmethode von Grasmeyer (2014)

Durch den Vergleich der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Auszdhlmethode mit der
von Grasmeyer (2014) konnte gezeigt werden, dass beide Verfahren im Mittel fast
identische Ergebnisse liefern, jedoch in der Betrachtung einzelner Félle auch
Abweichungen aufweisen. Ursachen fir diese Unterschiede sind zum einen eine
schlechte Differenzierung der Zellen gegeniber Artefakten, insbesondere bei starker
Expression des Markers in der Probeentnahmestelle. Zum anderen sind die ausgezahlten
Flachen pro Einstellung nicht identisch. Dies wird vor allem an der Abbildung 83 Kapitel
4.8 sichtbar, in der die Verhaltnisse der insgesamt ausgezahlten Myokardflache der
Methoden zur Gesamtflache einer Probeentnahmestelle dargestellt werden. Bei einer
100fachen VergrofRerung ist mehr Myokardgewebe im Gesichtsfeld sichtbar und es wird
somit aufgrund der bereits erwahnten fokalen Anhaufungen durchschnittlich mehr
unauffalliges Myokardgewebe ausgewertet. Die Differenzen in den Mittelwerten treten bei
Fallen auf, die eine hohe zellulare Infiltration aufweisen und somit bei Hochrechnung der
Ergebnisse pro HPF auf 1 mm?2, hohe Zellzahlen an Leukozyten, Makrophagen oder
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Lymphozyten in den drei umliegenden Gesichtsfeldern angenommen werden. Dies ist
jedoch in der Regel nicht der Fall, da haufig eine lokale Infiltration vorliegt, die nur 1-2
Gesichtsfelder umfasst. Somit wird diesen lokalen Infiltrationen bei der Hochrechnung ein
zu grol3er Anteil an der gesamten Probeentnahmestelle zugemessen. Es ist somit nicht
exakt moglich, tber einen Umrechnungsfaktor die Flachen und damit Zellzahlen der
beiden Methoden miteinander zu vergleichen und dariiber eine Aussage uber die
Zahlgenauigkeit zu treffen. Insgesamt, unter Ausschluss aller in HE aufféalligen Falle,
handelt es sich jedoch lediglich um elf von 92 SIDS-Féllen, bei denen die ermittelten
Zellzahlen zwischen beiden Ausz&hlmethoden differieren. Darunter sind nur zwei Félle,
deren Differenz statistisch signifikant ist. Somit stimmen ungefahr 88 % der Mittelwerte
der Félle beider Methoden annéhernd Uberein und es kann die Aussage getroffen werden,
dass die Auszahlung durch die beiden Verfahren valide ist.

Dennoch kann festgestellt werden, dass die Auszéhlung in mmz die bessere Methode ist,
da sie zum einen eine weitgehende Vergleichbarkeit erlaubt und zum anderen bei guter
Farbetechnik die Erkennung der Zellen genauso gut ist. Ein weiterer Vorteil ist, dass mehr
Myokardflache ausgewertet wird und die Wahrscheinlichkeit versehentlich Gbersehener

Zellnester geringer ist.

5.5 Diagnosestellung Myokarditis anhand der DALLAS-Kriterien und

Immunhistochemie

Die Diagnose einer Myokarditis allein anhand der DALLAS-KTriterien zu stellen, wird in der
jungeren Zeit in der Fachwelt zunehmend als nicht ausreichend angesehen. Dies gilt
insbesondere fir die Anwendung an autoptisch gewonnen Myokardproben. So beschreibt
Kitulwatte et al. (2010), dass ,die DALLAS-KTriterien niemals fur post mortem Arbeiten
gedacht waren und demnach ihre alleinige Anwendung zur Diagnosestellung einer
Myokarditis in Obduktionsproben eventuell ungentgend ist®. Die Kritik an den DALLAS-
Kriterien besteht im Wesentlichen darin, dass sie eine starke Abh&ngigkeit von der
Expertise des Untersuchers aufweist und Zusatzinformationen wie Anamnese und Klinik
unbericksichtigt lasst (Baughman, 2006; Shanes et al., 1987; Feldman et al., 2000). Vor
allem die Annahme, den Nachweis einer viralen Myokarditis allein anhand der DALLAS-

Kriterien zu stellen, erscheint vielen Autoren fraglich (Baughmann, 2008; Dettmeyer et al.,
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2002). Die Immunhistochemie hat sich im vergangenen Jahrzehnt als Methodik zum
Nachweis inflammatorischer Zellen bei Myokarditis etabliert. Vor allem bei bioptisch
gewonnen Myokardproben und unmittelbarer Bearbeitung erlaubt sie eine bessere und
einfachere Differenzierung der verschiedenen inflammatorischen Zellen (Kandolf, 2011).

Der Nachweis einer Myokarditis ist vor allem im Fall von Borderline-Myokarditis schwierig,
da sie haufig ein fokales Verteilungsmuster aufzeigt (Rasten-Almquist et al., 2002; Casali
et al., 2012). Auch in der vorliegenden Arbeit zeigt sich in einigen Féllen eine fokale
Anhaufung inflammatorischen Zellen bei sonst eher unauffalligem Myokardgewebe. Zum
Teil zeigt auch nur ein kleiner Teil einer einzelnen PES hohe Zellzahlen. Diese
Schwankungen der zellularen Infiltration von PES zu PES sowie innerhalb einer PES
ergeben im Mittel jedoch fir den jeweiligen Fall eine geringe durchschnittliche Anzahl
inflammatorischen Zellen und bleiben somit unbertcksichtigt. Aufgrund der, in der
Kontrollgruppe ebenfalls vorhandenen, fokalen Zellanhdufungen kann festgestellt
werden, dass eine hohe Anzahl inflammatorischer Zellen in wenigen HPFs sicherlich nicht
zum Tode fuhrt. Weisen jedoch mehrere PES grenzwertlberschreitende Lymphozyten-
zahlen auf, so ist nicht sicher, ob diese letal waren, insbesondere, wenn nur die
Lymphozytenzahlen an sich als alleiniges Entscheidungskriterium herangezogen werden.
Die Bildung eines Mittelwertes Uber die ermittelten Zahlen inflammatorischer Zellen tber
alle PES als Entscheidungskriterium fir oder gegen das Vorliegen einer Myokarditis ist
daher nicht sinnvoll.

Aus den Untersuchungen ergibt sich somit, dass die Immunhistochemie zwar ein
geeignetes diagnostisches Mittel ist, zellulare Infiltrate nachzuweisen, die Diagnose einer
Myokarditis sollte jedoch nicht allein durch sie gestellt werden. Dies deckt sich mit anderen
Untersuchungen. So publizierten Casali et al. (2012) eine Studie, die mittels eines Punkte-
Systems die Unterscheidung zwischen einer letalen Myokarditis und einer zuféllig
nachgewiesenen vereinfachen soll (Tab. 21). Sie untersuchten autoptisch gewonnene
Myokardproben von 32 Fallen (Gruppe A), bei denen in der Obduktion als Nebenbefund
eine Myokarditis bei bekannter anderweitiger Todesursache gefunden wurde, sowie 26
Falle (Gruppe B) mit Myokarditis als alleinige Todesursache. lhre Untersuchungen
schliel3en jedoch nur Erwachsene ein. In dieser Studie bewerteten sie nicht nur die

entzindlichen Infiltrate sondern auch histologische Kriterien wie Myozytolysen,
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interstitielles Odem und Fibrose, perivaskulare Entziindung und Hamorrhagien sowie die
Ausbreitung und Lokalisation der Entzindung. Zusatzlich bezogen sie
Obduktionsbefunde und eine préklinische Anamnese mit ein. Dabei wies die Gruppe B
haufiger isolierte oder kombinierte kardiale Symptome in der Vorgeschichte auf. Des
Weiteren korrelierte in dieser Gruppe die Haufigkeit von anamnestischen Hinweisen flr
eine Myokarditis mit den makroskopischen Befunden in der Autopsie, wahrend dies in
Gruppe A nicht der Fall war. Ab einer Punktzahl von 2 2 liegt eine letale Myokarditis vor
(siehe Tab. 21). In der vorliegenden Arbeit weist ein Fall (Fall 75) immunhistochemisch
gemal den WHO-Kriterien eine Myokarditis auf, ist jedoch sonst in HE sowie in der
Obduktion unauffallig, und kann gemafR dem Puktesystem der Kategorie ,zufallige

Begleitmyokarditis ohne Todesfolge® zugeordnet werden.
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Tab. 21: Punktesystem von Casali et al. (2012)

signifikante Eigenschaften fur Anzahl betroffener
o Punkte
Myokarditis Areale
1 | anamnestisch kardiale Hinweise - 0.5
ohne Erkaltungssymptome
anamnestisch kardiale Hinweise mit - 1
Erkaltungssymptomen
2 | akute Befunde am Herzen bei der - 1
makroskopischen Untersuchung
3 | Myozytennekrose 1 1
2 2
>3 3
4 | Interstitielles Odem 1-2 1
3 1.5
4-5 2
5 | Infiltration von Neutrophilen ohne - 0.5
perivaskulare Zellanhaufung
Infiltration von Neutrophilen mit - 1
perivaskularer Zellanhaufung

5.6 Myokarditis beim plotzlichen Kindstod

Fur die Myokarditisdiagnostik bei Erwachsenen gibt es, wie bereits erwahnt, Grenzwerte,
bei deren Uberschreiten eine Myokarditis als gesichert gilt. Die Anwendung derselben
Grenzwerte zur Myokarditisdiagnostik bei Sauglingen und Kleinstkindern ist nicht
etabliert, da es Studien gibt, die bei Sauglingen und Kleinstkindern per se eine vereinzelte
Infiltration des Herzmuskels mit inflammatorischen Zellen ohne Krankheitswert vermuten
(Krous et al., 2009).

In der vorliegenden Arbeit ergab die Auswertung des SIDS-Kollektives mittels
konventioneller Histologie unter Verwendung der DALLAS-Kriterien eine Myokarditis-
Inzidenz von nur 2,2 % (2 von 92 Fallen) mit Auffalligkeiten in allen gewonnenen PES.
Nur einer dieser beiden Félle weist auch in der Immunhistochemie in allen Markern (T-

Lymphozyten, Leukozyten, Makrophagen, MHC-Klasse-lI-Molektile) stark erhohte
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Zellzahlen auf, die gemalRl der WHO-Kriterien (>14 Zellen/mm?; T-Lymphozyten und
Makrophagen, zusatzlich erhdohte MHC-Klasse-lI-Expression) die Diagnose einer
Myokarditis erlauben (Kindermann et al., 2012). Allerdings ist dieser Grenzwert zum einen
auf Endomyokardbiopsien von Erwachsenen bezogen und zum anderen nicht, wie in
dieser Arbeit, auf HPF bezogen, wodurch die auf einen mm2 hochgerechneten Zahlen
nicht eins zu eins vergleichbar sind (hierzu siehe Kapitel 4.8). Der andere Fall kann mit
ca. 30 Zellen'/mm? (Summe der T-Lymphozyten und Makrophagen hochgerechnet auf
einen mm?2) ebenfalls als Myokarditis gewertet werden, allerdings weist er nur eine geringe
HLA-Expression auf. Somit stimmt in zwei der 92 Falle die immunhistochemische
Auswertung mit den gefundenen histologischen Verdnderungen im Sinne einer
Myokarditis Uberein. Werden nur die immunhistochemischen Ergebnisse betrachtet, so
weisen 14 Falle durchschnittlich mehr als 14 Zellen/mm2 (Summe aus T-Lymphozyten
und Makrophagen) auf. Dies entsprache einer Myokarditis-Inzidenz bei Fallen von SIDS
von 15,2 %. Nur vier dieser Falle erfullen auch das Kriterium einer moderaten HLA-
Klasse-ll-Expression. Funf von ihnen waren zum Zeitpunkt des Todes erkaltet gewesen.
Foley und Edwards (1988) setzten anhand ihrer Ergebnisse einen oberen Wert von 5,0
Lymphozyten/HPF, ab dessen Uberschreiten die Diagnose einer Myokarditis als gesichert
angesehen werden kann. Liegen die Zahlergebnisse jedoch darunter, so missen
zusatzlich lymphozytére Zellnester mit angrenzender Myozytennekrose oder —schadigung
vorliegen. Auch sie bezogen in ihren Untersuchungen hauptséchlich Erwachsene ein. In
der vorliegenden Arbeit weisen nur zwei Falle mehr als funf Lymphozyten/HPF auf und
die Myokarditis-Inzidenz bleibt bei 2,2 %. Es konnte in der vorliegenden Arbeit keine
erhohte Myokarditisinzidenz festgestellt werden (siehe Beckwith, 1973; DeSa, 1985,
Krous et al., 2009; Noren et al., 1977, Weber et al.; 2008)

Ob die Grenzwerte der WHO in der Myokarditisdiagnostik auch auf Sduglinge tbertragen
werden koénnen, konnte auch in dieser Arbeit nicht geklart werden. Allerdings macht das
Festlegen von Grenzwerten bei Sauglingen und Kleinstkindern wie sie z. B. Dettmeyer
(2004a) vorschlug wenig Sinn, insbesondere wenn sie anhand der Mittelwerte der
ermittelten Zellzahlen des untersuchten Kollektivs entstanden sind. Zudem gibt es keine
hinreichenden Untersuchungen mit ausreichend gro3em Studienkollektiv, die die
Verteilung und Intensitat inflammatorischer Zellen im Myokardgewebe von Sauglingen

darstellen und auch keine Referenzwerte, ab denen eine Pathologie vorliegt.
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Andererseits gilt als sicher, dass eine ,milde Inflammation des Myokards, egal ob ein
ursachliches Agens identifiziert wurde oder nicht, nicht zwangsweise letal sein muss.*
(Krous et al., 2009). Um genau einen solchen durchschnittlichen Wert einer nicht letalen
myokardialen Inflammation zu erstellen, wurden in der vorliegenden Arbeit diejenigen
Falle des SIDS- sowie des Kontrollkollektives ausgewertet, die keine histologischen oder
makroskopischen Auffalligkeiten sowie keine Erkaltung in der Vorgeschichte aufwiesen.
In diesem 63 Falle umfassenden, bereinigten Kollektiv ergab sich eine durchschnittliche
lymphozytare Infiltration von 0,75 Zellen/HPF. Das reine Kontrollkollektiv (n=15) weist mit
durchschnittlich 0,4 T-Lymphozyten/HPF eine vergleichbare zellulare Infiltration auf. Im
gesamten SIDS-Kollektiv (n=92) finden sich durchschnittlich 1,44 T-Lymphozyten pro
HPF. Die Unterschiede sind somit gering und statistisch nicht signifikant. Krous et al.
(2009) konnten ebenfalls keinen Unterschied in der Lymphozyteninfiltration zwischen der

Gruppe von SIDS-Fallen und jener mit Erstickungsfallen nachweisen.

5.7 Interpretation HLA und E-selectin

Eine vermehrte Expression von MHC-Klasse-II-Molekilen und E-selectinen konnte in
dem SIDS-Kollektiv nicht nachgewiesen werden. Es zeigte sich nur in zwei Fallen eine
Korrelation der Starke der Expression zur Hohe der Zellzahlen von T-Lymphozyten und
Leukozyten (siehe Tab. 9). In den anderen 6 Féllen, die eine erhdhte Lymphozyten-
infiltration aufweisen, ist die Expression gering. Devaux et al. (1997) konnten ebenfalls in
ihrer Untersuchung keine Expression von E-selectinen im Myokard bei chronischen
inflammatorischen Prozessen nachweisen. lhre Begrindung beruht auf den Unter-
suchungsergebnissen von Scholz et al. (1999), welche anhand von Interleukin-1-beta-
stimulierten Zellen aus Umbilicalvenen zeigten, dass E-selectin seine hochste Aktivitat
nach 2-4 Stunden zeigt. Tritt der Tod erst spater ein, kann der Nachweis einer vermehrten
Expression bei autoptisch gewonnenen Myokardproben nicht mehr eindeutig erbracht
werden. Auch Seko et al. (1990) konnten keine erhthte MHC-Klasse-II-Expression bei

virusassoziierten Myokarditiden nachweisen.



112

6. Zusammenfassung

Der plotzliche Kindstod ist weiterhin ein Phanomen, dessen Ursache bislang immer noch
weitgehend ungeklart ist und als Ausschlussdiagnose gestellt wird. Die vielen Theorien,
die wiederum Anreiz fur weitere Forschungen waren und somit neue Erklarungsansatze
lieferten, zeigen, dass bislang keine Ubergreifende Akzeptanz in der Fachwelt fur die eine
oder andere These vorliegt. Dies treibt die Forschung auf diesem Gebiet weiter voran und
erklart, warum es immer noch interessant und lohnenswert ist, sich mit der Thematik zu

befassen.

Im Laufe der Zeit hat jedoch die ,triple risk hypothese® als ein Erklarungsmodel an
Bedeutung gewonnen. Dabei spielen Infektionen eine entscheidende Rolle, sodass auch
eine Myokarditis als mogliche Ursache in Erwagung gezogen werden kann. Insbeson-
dere, da sie die haufigste Ursache flr einen plétzlichen Tod bei jungen Menschen darstellt
(Kitulwatte et al., 2010).

In dieser Arbeit sollten zum einen mittels immunhistochemischer Quantifizierung von
interstitiellen inflammatorischen Zellen die Myokarditis-Inzidenz in einem SIDS-Kollektiv
ermittelt und zum anderen zwei Auszahlmethoden miteinander verglichen werden. Des
Weiteren galt es zu prifen, ob allein durch die Immunhistochemie oder die konventionelle
Diagnostik mittels DALLAS-KTriterien die Diagnose einer Myokarditis gestellt werden kann.
Ergdnzend wurde dabei diskutiert, ob Grenzwerte der inflammatorischen Zellen als

Entscheidungskriterium sinnvoll sind.

Es wurde ein Kollektiv von 92 SIDS Fallen sowie ein altersgleiches Kontrollkollektiv von
15 Sauglingstodesfallen untersucht. Die konventionell-histologische Untersuchung
erfolgte mittels HE-Farbung und wurde nach den DALLAS-Kriterien ausgewertet. Fur die
Quantifizierung interstitieller Leukozyten, T-Lymphozyten und Makrophagen wurden die
Marker LCA, CD45R0 und CD68 verwendet. Daruber hinaus erfolgte eine semi-
guantitative Auszahlung einer HLA- und E-selectin-Expression. Es lag jeweils Myokard-
gewebe von acht definierten Stellen im Herzen (A-H) vor, welche jeweils in 20 HPFs
guantifiziert wurden. Daneben wurden die Zahlergebnisse von Grasmeyer (2014) mit den
Ergebnissen der in dieser Arbeit verwendeten Auszahlmethode verglichen. Bei
Grasmeyer (2014) erfolgte die quantitative Auszahlung mit Hilfe eines 1 mmz2 grol3en
Rechteckes bei 100facher Vergréf3erung an zehn Loci pro Probeentnahmestelle.
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In dem SIDS-Kollektiv konnte keine erhdhte Myokarditis-Inzidenz gefunden werden. Die
durchschnittlichen Zellzahlen waren zwar fur die Lymphozyten, Leukozyten und
Makrophagen statistisch signifikant héher als in der Kontrollgruppe, jedoch bestand der
Unterschied in nur einer bis zweieinhalb Zellen/HPF und kann somit als klinisch irrelevant
betrachtet werden. Ebenso zeigte sich keine erhéhte HLA- und E-selectinexpression,
insbesondere kann keine einheitliche Korrelation der Expression zur Hohe der
immunhistochemischen Zellen nachgewiesen werden. Der Vergleich mit den Zellzahlen
einer moglichen ,physiologischen® Infiltration von inflammatorischen Zellen zeigt, dass
das untersuchte SIDS-Kollektiv ohne die beiden gesicherten Myokarditisfalle fast

identische Zellzahlen/HPF aufweist.

Die Verwendung des Mittelwertes als Mal3stab fur die Diagnosestellung wird als nicht
sinnvoll erachtet, da gezeigt werden konnte, dass haufig fokale Entziindungsnester
vorliegen, bei sonst eher unauffalligem Myokard, die in ihrer Pathogenitat nicht
bericksichtigt werden und somit und auch nicht geklart werden kénnen. Demzufolge ist
die Bildung eines Grenzwertes fir die immunhistochemischen Zellen als alleiniges
Entscheidungskriterium gegen oder fir das Vorliegen einer Myokarditis ebenfalls nicht
sinnvoll. Die Immunhistochemie ist geeignet, aufgrund der geringeren Interobserver-
variabilitdt, zellulare Infiltrate zu quantifizieren, jedoch sollte die Diagnose einer
Myokarditis nicht durch sie allein gestellt werden. Hier ist die Kombination aus Hohe der
zellularen Infiltration mit den histologischen Veranderungen sowie die Beriicksichtigung
der Anamnese, wie sie z. B. Casali et al. (2012) vorschlagt, eine praktikablere Lésung.
Um reprasentative Grenzwerte flr Sauglinge zu ermitteln, sollte ein vielfach groReres

Studienkollektiv untersucht werden.
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7. Anhang, Tabellen- und Abbildungsverzeichnis

7.1 Anhang

Tab. 22: SIDS-Kollektiv mit Darstellung einiger Merkmale

SIDS | Alter in Geschlecht| Nationalitat Besonderheiten
Fall Tagen
1. 221 weiblich deutsch keine
2. 82 mannlich deutsch Erkaltung
3. 125 mannlich turkisch keine
. Erbrochenes im Bett, von Decke
4. 233 mannlich deutsch bedeckt, Erkaltung
5 216 mannlich deutsch  |&M Vortag erbrochen, von Decke
bedeckt
6. 275 mannlich deutsch  |vON Decke be_:deckt, Erkaltung, nach
Geburt Infektion
7. 226 mannlich syrisch Speichel vor dem Mund, Erkaltung
8. 209 mannlich deutsch Frihgeburt
9. 140 weiblich deutsch Erkaltung, Rotavirus gehabt
10. 100 mannlich deutsch keine
R von Decke bedeckt, Erbrochenes im
1. 212 mannlich deutsch Mund, Erkéltung, Bronchialasthma
12. 177 mannlich deutsch  |von Decke bedeckt
13. 58 weiblich deutsch Mund im Kopfkissen, Nasenbluten
. Magen-Darm-Grippe gehabt, vor
14. 146 weiblich deutsch 2 Wochen 5-fach-Impfung erhalten
15. 30 weiblich deutsch keine
. Gesicht im Kissen, Erkaltung, Mutter
16. 43 weiblich deutsch wahrend Schwangerschaft geraucht
17. 291 méannlich deutsch ausge_hellte Blndehautentzijndung,
spastische Bronchitis
18. 211 mannlich deutsch von Decke bedeckt
10. 36 mannlich deutsch Gesicht im Kissen, Friihgeborenes,

Erkaltung
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20.

142

weiblich

deutsch

vor 4 Wochen 6-fach-Impfung,

Frihgeborenes
21 67 mannlich deutsch Multter in dgr V_ergangenhelt
drogenabhangig gewesen
. plétzliche Zyanose, Mutter
22. 125 weiblich deutsch drogenabhéngig und Hep. A,B,C positiv
23. 325 mannlich deutsch Erbrochenes im Bett, fiebrige Erkaltung
24. 91 mannlich deutsch  |vor 2 Wochen Impfung, Erkaltung
. braunlich-schwarze Antragungen im
25. 305 weiblich deutsch Gesicht, Mutter Nikotinabusus
wassrig-schwarzlich erbrochen, wenige
26. 131 mannlich albanisch Tage zuvor stationare Behandlung
aufgrund eines Infekts der oberen
Atemwege
27 371 mannlich tiirkisch W_ass_rlg-schwarzllch erbrochen, fibrigen
Virusinfekt durchgemacht
o8, 292 mannlich deutsch  |VON De_cke bedeckt, verschleimte
Bronchien
von Decke bedeckt, Zwillingsgeborenes,
29. 162 mannlich deutsch Frihgeburt mit Atemnotsyndrom,
Zustand nach Schadel-Hirn-Trauma
30. 68 weiblich deutsch  |vor 4 Tagen 6-fach-Impfung
SIDS in der Familie (Kind der Schwester
31. 77 weiblich deutsch  |der Mutter), vor 2 Wochen Impfung
erhalten
N intensivmedizinische Behandlung, nach
32. 43 mannlich | deutsch-togo |45 Tagen Hirntod festgestellt
33. 58 mannlich deutsch Fieber gehabt
N Kopf teilweise von Decke bedeckt,
34. 250 mannlich deutsch feuchte Kleidung, Erkaltung
35. 80 mannlich deutsch  |vor 14 Tagen Erkéltung gehabt
36. 112 mannlich deutsch Erbrochenes im Bett
réchelnde Atmung, blau-graue
37. 203 mannlich deutsch Gesichtsfarbe, Bakteriennachweis im
Liquor und Blut
blauliche Gesichtsfarbe, Nasenbluten,
38. 52 weiblich deutsch Mutter hat wéhrend der

Schwangerschaft geraucht




116

39.

42

mannlich

deutsch

nicht behandlungsduirftige

Herzgerausche
40. 76 mannlich deutsch  |adip6ser Saugling, Erkaltung
41. 7 weiblich | deutsch |Mutterin der Vergangenheit
drogenabhangig gewesen
. persisch- |Kopf unter Decke, Spucktuchzipfel im
42. 181 weiblich deutsch Mund, Mutter stattgehbater BTM-Abusus
43. 138 weiblich deutsch near missed SIDS
44. 63 weiblich asiatisch Sekretpfqtze neben dem Gesicht,
gelegentlich Luftnot
45. 43 mannlich deutsch keine
46. 82 mannlich deutsch  |schaumiges Sekret vor der Nase
47 60 weiblich deutsch im E_rbrochenen_ gelegen, vor 3 Wochen
fiebriger Infekt, immer noch Husten
N Blut im Erbrochen, bereits einmal
48. 79 mannlich deutsch Atemstillstand gehabt
49, 177 weiblich deutsch reichlich Erbrochenes, Decke Uber dem
Kopf
Gedeihstorung, plétzlich Husten,
50. 108 mannlich deutsch Dyspnoe, Erbrechen und sofortige
Leblosigkeit
51. 93 mannlich deutsch Erbrochenes im Bett
52. 53 mannlich deutsch Herzgerdusch
53 244 mannlich deutsch |V Betto_lgcke bedeckt, Reanimation
durchgeflhrt
54. 156 mannlich turkisch Bronchitis
Vorstellung am Todestag im
. Krankenhaus wegen Unruhe und
55. 8 weiblich deutsch starkem Schreien, keine Auffalligkeiten
gefunden
56. 69 weiblich deutsch  |von Decke bedeckt
57 154 méannlich deutsch Erbro_chenes im Bett, Frihgeborenes,
Nikotinabusus der Eltern
58. 341 mannlich deutsch Erbrc_Jch_enes m Bett,
Amnioninfektionssyndrom
59. 41 weiblich deutsch leichte Erkaltung
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durchgeschwitzt, Geschwisterkind

60. 69 weiblich deutsch erkaltet gewesen
6L | s | weblion | tarkseh | 6 fach impfung
62. 123 mannlich deutsch |6-fach-Impfung erhalten
63. 55 weiblich deutsch  [keine
64. | 116 | mannich | deussch |VOreiner Woche G-fach-mpfung, SIDS-
65. 26 mannlich turkisch keine
6. |86 | mamnich | deursch | oo R eiohie Erkaung
67. 365 weiblich deutsch  |durchgeschwitzt
68. 39 weiblich deutsch  (keine
69. 226 weiblich deutsch  (keine
0. | ea | mamich | tarkseh |0 thaeborens
71. 258 mannlich deutsch Daunendecke Uber Kopf
blassblaulich, Seit 3-4 Wochen
72. 127 mannlich deutsch Erkaltung, Frihgeborenes, immer wieder
Schweil3ausbriiche
73. 95 mannlich deutsch  |Fruhgeborenes
7a. | 202 | mannich | dewsch |5 g Goe Himodes.
75. 111 mannlich deutsch  [keine
76. 13 mannlich deutsch \t/)eegosrggin in den Armen der Mutter
77. 287 mannlich deutsch  [keine
78. 16 weiblich deutsch Erkaltung gehabt
79. 105 weiblich deutsch  |von Decke bedeckt
80. 32 mannlich deutsch Blut im Mund, stark verschwitzt
81. 255 mannlich deutsch lange Schlafdauer
von Decke bedeckt, vor 2 Monaten
82. 165 mannlich turkisch Pneumonie, vor kurzer Zeit Impfung

erhalten
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Erbrochenes im Bett, starker

83. 4l mannlich deutsch Nikotinkonsum in der Wohnung
84. 56 mannlich deutsch keine
85. 28 weiblich deutsch SIDS-Fall in Familie, Friihgeburt
Kind habe in den letzten Wochen stark
T geschwitzt, Zyanoseanfalle beim
86. 8 mannlich deutsch Schreien klinisch bestatigt, Mutter
drogenabhangig gewesen
87. 54 weiblich deutsch Kopf von Kissen bedeckt
88. 323 weiblich turkisch Erbrochenes im Bett
89. 114 mannlich deutsch  |weil3liche Flussigkeit in der Nase
90. o4 mannlich deutsch schaumig rotliche Flussigkeit aus Nase
ausgetreten
N rétlich schaumiges Blut an Nase und
91. 14 mannlich deutsch Mund
92 92 mannlich deutsch &M Vortag die U4 mit zwei Impfungen,

hatte etwas Schnupfen

Tab. 23: Altersgleiche Kontrollfalle (n= 15), Todesursachen

SFI;)”S Arlégei: Geschlecht| Nationalitat Besonderheiten
1. 347 weiblich deutsch  [Hirnblutung
2. 267 mannlich deutsch Hirnblutung
3. 294 weiblich deutsch Meningitis
4. 64 weiblich ecuadoria. |Sepsis
5. 158 mannlich deutsch  [Hirntod
6. 271 weiblich deutsch Rauchgasintoxikation
7. 294 mannlich deutsch Rauchgasintoxikation
8. 181 weiblich deutsch Hirntod
9. 195 weiblich deutsch | Medikamentenintoxikation
10. 230 weiblich russisch | Sepsis
11. 391 weiblich deutsch Ertrinken
12. 342 mannlich deutsch |atypisches Erhdngen
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13. 50 mannlich deutsch  [Hirnblutung
14. 66 weiblich italienisch | Schadelhirntrauma
15. 255 mannlich deutsch  |Strangulation

Tab. 24: Signifikanzprifung der verschiedenen Kollektive (SIDS gesamt, SIDS ohne
Myokarditisfalle, SIDS ohne alle in HE auffalligen Falle, SIDS Methode 2) mit dem
bereinigten Kollektiv (n=56)

LCA CD45R0 CD68 HLA E-selectin

SIDS gesamt
vs. bereinigtes
Kollektiv
(n=56)

p= 0,045 p=0,33 p=0,58 p=0,58 p=0,09

SIDS ohne
Myokarditis
(n=90) vs.
bereinigtes
Kollektiv
(n=56)

p= 0,06 p=0,44 p=0,73 p=0,73 0,08

SIDS ohne
auffallige Falle
(n=83) vs.
bereinigtes
Kollektiv
(n=56)

P=0,14 p=0,43 p=0,87 p=0,50 p=0,11

SIDS gesamt
Methode 2
(n=92) vs.
bereinigtes

Kollektiv
(n=56)

p=0,05 p=0,33 p=0,58 p=0,58 p=0,10
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