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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Bei der peripartalen Kardiomyopathie handelt e& sim eine potentiell lebensbedrohliche
Erkrankung junger Frauen, die im letzten Monat Selnwangerschaft oder bis zu 6 Monate
postpartal auftritt. Das klinische Bild préasentisith als Herzinsuffizienz unterschiedlichen
Schweregrades. Die betroffenen Frauen sind haufiger einen langeren Zeitraum asymp-
tomatisch bzw. oligosymptomatisch, bis das vorliegeKrankheitsbild erkannt wird. Daraus
erwéachst eine grol3e Herausforderung sowohl fir &yogen als auch Kardiologen, um mit
geeigneten diagnostischen Methoden die notwendigjezéitige Diagnose und konsekutiv
eine Therapieeinleitung zu ermdglichen. Ein Pathgdrarismus der peripartalen Kardiomyo-
pathie, die Spaltung von Prolaktin in dessen 16-kKsgment, konnte in den letzten Jahren
weitgehend aufgeklart werden. Das 16-kDa Prolakérursacht schwere Endothelschéaden,
wobei dem oxidativen Stress eine wichtige ursabbli@edeutung zukommt. Auf dieser
Grundlage konnte gezeigt werden, dass mittels Booiptin, einem Inhibitor der Prolaktin-

sekretion, das Krankheitsgeschehen beeinflusstemekdnn. Die Prognose der peripartalen
Kardiomyopathie ist in weniger entwickelten Landenit einer Mortalitat bis zu 50% un-

glnstig.

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Bedeutworgsogenannten Mikropartikeln, die von
Zellmembranen durch Zellaktivierung oder Zellungerg freigesetzt werden, in der Diagno-
sestellung der peripartalen Kardiomyopathie zuwegedn. Mikropartikel sind Zellmembran-
fragmente in einer Grof3e von 0,1 -1 pum und konnétels) Durchflusszytometrie und ada-
guater Antikdrpermarkierung qualitativ und quanitarfasst werden. Die Patienten wurden
am Universitatsklinikum des Saarlandes, der Medizlren Hochschule Hannover sowie dem
Chris Hani Baragwanath Hospital in JohannesburgBika akquiriert. Die Patientinnen mit
peripartaler Kardiomyopathie wurden mit gleichgikm gesunden postpartalen Frauen, ge-
sunden schwangeren Frauen, gesunden nicht-schveangexuen und Patienten mit ischami-
scher Kardiomyopathie, Patienten mit stabiler karen Herzerkrankung sowie deren alters-
aquivalenten gesunden Kontrollen verglichen. Esnkdmachgewiesen werden, dass Patien-
tinnen mit peripartaler Kardiomyopathie eine statch signifikant erhdhte Anzahl von Mi-
kropartikeln im peripheren Blut aufweisen. Diesraesowohl die endothelialen als auch die

thrombozytaren Mikropartikel. Patientinnen mit nfaster Herzinsuffizienz, die unter additi-



Zusammenfassung

ver medikamentdser Therapie mit Bromocriptin rekengiert werden konnten, wiesen eine
signifikant erniedrigte Anzahl der Mikropartikel faiDie Ergebnisse kdnnten eine Abgren-
zung von Patientinnen mit peripartaler Kardiomybpavon weiteren Formen der Herzinsuf-
fizienz ermdoglichen.

Daraus ist ersichtlich, dass sich die BestimmurdyDefinition der Mikropartikel im periphe-
ren Blut von Patientinnen mit peripartaler Kardiapsgthie als wertvoll fur die Diagnose der
Erkrankung erweisen kann. Weiteren Studien blesbta@behalten, Aussagen zur Sensitivitat
und Spezifitat der Methode zur Erkennung der petapen Kardiomyopathie zu treffen.
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1.2 Abstract

Circulating microparticles as indicator of peripartum cardiomyopathy

Peripartum cardiomyopathy is a potentially lifegatening disease affecting women during
the last month of pregnancy or up to 6 months o&im. It presents itself as heart failure of
varying severity. The affected women are often gggmatic or mildly symptomatic for a
longer period until the present disease is recaghiA great challenge arises for gynaecolo-
gists as well as cardiologists in order to allow &ppropriate diagnostic methods with the
necessary early assignment of the disease andp&wi@ options. One underlying
pathomechanism for the development of peripartundieayopathy - the cleavage of
prolactin in its 16-kDa fragment - could be widaicidated. 16-kDa prolactin as well as
oxidative stress cause severe endothelial damagehi® basis, it could be shown that the
disease can be controlled by bromocriptine appiinatan inhibitor of prolactin secretion.

There is a poor prognosis in less developed castith mortality up to 50%.

The aim of the present study was to characterieevalidity of microparticles in the diagnosis
of peripartum cardiomyopathy. Microparticles ard ogembrane fragments released due to
processes of cell activation or cell death in & £ 0.1 -1 pum. They can be detected in
quality and quantity by flow cytometry and adequatetibody labeling. Patients were
acquired at Saarland University Medical Center (@aty), Hannover Medical School (Ger-
many) and Chris Hani Baragwanath Hospital in Jobaharg (South Africa). Patients with
peripartum cardiomyopathy were suitable comparedage-matched healthy postpartum
women, healthy pregnant women, healthy non-pregnamien and patients with ischemic
cardiomyopathy, patients with stable coronary grthsease and their age-equivalent healthy
controls. It could be determined that patients widripartum cardiomyopathy showed a
statistically significant increased number of certeicroparticles in the peripheral blood.
This affected both endothelial and platelet micrapies. Patients who have been treated with
additional bromocriptine exhibited a significantgcreased number of the microparticles. A
demarcation of patients with peripartum cardiomybpacould be done in contrast to other
forms of heart failure.

It becomes apparent that the determination anchitiefi of microparticles in peripheral
blood of patients with peripartum cardiomyopathg aaluable for the diagnosis of this dis-
ease. It is left to further studies to make stategmen the sensitivity and specificity of the
method for determining of micropatrticles.
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2 Einleitung

2.1 Zur Bedeutung der Mikropartikel

Die als Mikropartikel (MP) bezeichneten Teilchenrden 1967 erstmals durch Peter Wolf als
.platelet dust” (thrombozytarer Staub) beschrieféfolf, 1967). Die GrolRe dieser Partikel
wurde mit 0,02 - 0,05 um angegeben. Seitdem wedieTeilchen Mikropartikel genannt.
Im Rahmen der molekularbiologischen Charakterisignwurde festgestellt, dass der ,platelet
dust” vorwiegend aus Phospholipiden besteht une pasitive Korrelation zur Plattchenfak-
tor 3-Aktivitat aufweist. Die prokoagulatorischemg&nschaften der MP wurden zu diesem
Zeitpunkt im Wesentlichen definiert. Gleichwohl werden MP eine antigene Bedeutung
zugeordnet, die den vitalen Thrombozyten entspribieser Publikation wurde in den fol-

genden Jahren relativ wenig Aufmerksamkeit gesdhenk

Die erste klinisch relevante Zuordnung der MP gtimlzum Krankheitsbild der ideopathi-
schen thrombozytopenischen Purpura (Kbtal, 1975). Es folgten zahlreiche Publikationen
zur Bedeutung der MP hinsichtlich der prokoaguktiEigenschaften, der Vermittlung von
inflammatorischen  Prozessen sowie zur Bedeutung dEndothelschédigung
(Andriantsitohainaet al, 2012; Diamanet al, 2004; Horstmaret al, 2004b; Yonget al,
2012). In den letzten Jahren wurde zunehmend agndstischen Wertigkeit und prognosti-
schen Bedeutung der MP, insbesondere im Rahmendearkreislauferkrankungen, berich-
tet. So konnte bei Patienfemit koronarer Herzkrankheit eine erhéhte AnzahM# nach-
gewiesen werden (Bernal-Mizrackt al, 2003; Mallatet al, 2000). In einer Subgruppenana-
lyse wiesen Patienten mit akutem Koronarsyndrora girederum signifikant erhohte Anzahl
an MP gegentuber Patienten mit stabiler Angina pecéuf. Ebenso konnte in einer weiteren
Analyse eine Korrelation zwischen dem koronarangiplgischen Befund und MP aufgezeigt
werden (Bernal-Mizrachet al, 2004). Die Beriicksichtigung endothelialer Protmaellen
oder endothelial generierter MP als serologischarker einer bestehenden endothelialen
Dysfunktion konnte eine prognostische Aussage Heiigukunftiger kardiovaskularer Er-
eignisse stitzen (Leet al, 2012; Nozakiet al, 2009; Nozakiet al, 2010; Sinninget al,
2011; Werneket al, 2005).

! Der Begriff ,Patienten* umfasst sowohl mannlictie auch weibliche Personen.
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Grundsatzlich konnen alle zirkulierenden Blutzellerd Endothelialzellen diese membrand-
sen Fragmente als MP in einer Grof3e < 1 um freasgtidorstmaret al, 2004b). In der Lite-
ratur werden MP als Partikel von 0,1 - 1 um besdfan (Diamanét al, 2004; Leroyeet al,
2010). Inwieweit in der Zukunft eine Abgrenzung gehien kleinen<0,5 um) und grof3en
(< 1 um) MP von Bedeutung ist, kann zurzeit nidigeschatzt werden (Nadaatal, 2013).
Die Abgrenzung gegeniber anderen im Blut zirkufiden kleinen Partikeln wie Exosomen
(40 - 100 nm) und apoptotischen Koérperchen (bisd prfolgt primér aufgrund der Grol3e
der MP (Distleret al, 2005; Heijneret al, 1999; Mause und Weber, 2010). Es bleibt zu be-
achten, dass die Grol3e der MP allein keine sicAbggenzung erlaubt. Von den Exosomen
lassen sich die MP unter anderem durch spezifisaherflachenproteine sowie eine hohe
Annexin V-Bindungskapazitat differenzieren (Maused WVeber, 2010). Annexin V erfasst
Phosphatidylserin und ist somit ein sensitiver Markir apoptotische Zellen bzw. deren

Fragmente.

Der tberwiegende Anteil der im Blut nachweisbarel gt thrombozytaren Ursprungs, ge-
folgt von endothelialen, granulozytdren und erytlgtaren MP (Diamantet al, 2004;
Redman und Sargent, 2008). Signifikante Differeniceden MP-Fraktionen wurden an ge-
sunden Kontrollgruppen und an Patienten gefundeanyon verschiedenen Erkrankungen,
unter anderem mit erhdhtem thromboembolischem wardidwvaskularem Risiko, betroffen
sind (Diamantt al, 2004; Nomuraet al, 2008; Nozaket al, 2010; Root al, 2010; Yong

et al, 2012). Die Stimulation zur Bildung und Freisetguder MP beruht auf verschiedenen
physiologischen und pathophysiologischen Bedingnndea die Mikropartikel sowohl beim
Gesunden als auch Kranken in die Regulation volngpditysiologischen bzw. biochemischen
Prozessen eingreifen. Die bedeutsame pathophysolegWirksamkeit der thrombozytéren
Mikropartikel (PMP) konnte am Beispiel des Scoth&ypms eindrucksvoll nachgewiesen
werden. Bei diesem Krankheitsbild haben die Thramgten die Fahigkeit verloren, MP zu
bilden. Die zur Aktivierung fuhrende Signalkaskaaenmt nicht zur Wirkung, wodurch die
Blutgerinnung beeintrachtigt wird. Dies untersth¢idie Bedeutung der MP in grundlegenden
physiologischen Prozessen, wobei die BlutgerinnGegenstand zahlreicher Publikationen
wurde (Simset al, 1989; Totiet al, 1996; Weiss und Lages, 1997; Zwathl, 2004).

Der Mechanismus der MP-Freisetzung ist nicht vadig aufgeklart. Der Prozess zur Bil-
dung der MP ist Uberwiegend abhangig von der Zurmaties zytosolischen Calciums als Er-
gebnis intrazellularer Signalstimulation sowie darfiihrung von extrazellularem Calcium
(Horstmanet al, 2004b; Wiedmeet al, 1990). In der ruhenden Zelle sind die Phosphadipi
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asymmetrisch verteilt. Neutral geladene Phosplasgipivie Phosphatidylcholin und Sphin-
gomyelin, sind hauptsachlich in der aul3eren Mengmiaicht angereichert. Die negativ gela-
denen Phospholipide, Phosphatidylserin und Phosjytethanolamin, sind fast ausschliel3-
lich in der inneren Membranschicht lokalisiert (Baher, 1972; Hugett al, 2005). Diese
spezifische asymmetrische Verteilung der Lipideenmalb der Lipid-Doppelschicht der be-
troffenen Zellen wird durch verschiedene Enzymetiadirert und aufrechterhalten. Dies sind
fur Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamine espezifische Flippase (Amino-
phospholipid-Translokase), eine nach innen gerielPaimpe (Daleke und Lyles, 2000). Das
Enzym Floppase ist eine nach aul3en gerichtete Piim@holin- und Aminophospholipide,
wéahrend das Enzym Scramblase eine unspezifischeettieiung der Lipide innerhalb der
Membran zulésst (Daleke und Lyles, 2000). Der melalare Calciumanstieg geht mit einer
Veranderung des Transmembrangradienten einheridmti Zusammen mit einer Zellaktivie-
rung, auch in Form von Apoptose, zur Inhibition dewyms Flippase. Gleichzeitig werden
die Enzyme Floppase und Scramblase aktiviert (Zwaall, 2004). Hieraus resultiert, dass
oben genanntes Gleichgewicht der asymmetrischenlvierausammensetzung nicht langer
aufrechterhalten werden kann. Es kommt zu einer &tailung der Phospholipide in der
Zellmembran, die dazu fihrt, dass vermehrt Phogpfis¢rin und Phosphatidylethanolamin
auf der AuRRenseite der Zelle zu finden sind. Di€eerflachenexprimierung von Phosphati-
dylserin folgt die MP-Freisetzung (Huget al, 2005; Zwaalet al, 2004). Vorausgehend ist
im Falle der Aktivierung ein Anstieg des intrazydbschen Calciums, wodurch verschiedene
zytosolische Enzyme einschlie3lich Calpain, eingst@nproteinase, aktiviert werden. Die-
sem Prozess wiederum folgt die Spaltung zytoskeésttFilamente, unter anderem Aktin
(Piccin et al, 2007). Im Rahmen der Apoptose ist die MP-Fornmgreiner anderen Signa-
kaskade unterworfen (VanWijt al, 2003).

Die Bildung und Freisetzung von MP sind in versdeige physiologische Prozesse einge-
bunden. Im Rahmen der Apoptose, dem programmietéditod, handelt es sich um einen
Prozess, bei dem ineffiziente und Uberzahlige Aeflas dem Organismus entfernt werden.
Die Apoptose ist durch die Aufhebung der Phosplblfsymmetrie der Plasmamembran,
die Fragmentierung der DNA und die Freisetzung #tyigeher Korperchen charakterisiert
(Jimenezet al, 2003; Mause und Weber, 2010; VanWakal, 2003). MP werden in der fri-
hen Phase der Apoptose gebildet und haben eineantlieeen Einfluss auf die interzellulare
Kommunikation abhangig von der Ursprungszelle uewh @dur Formierung fihrenden Stimu-
lus (Curtiset al, 2009; Distleret al, 2005; Mallatet al, 1999; Mause und Weber, 2010).
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Unabhangig von diesen physiologischen ProzessedewdvlP auch unter weniger kontrol-
lierten Bedingungen gebildet. Dies betrifft neksotie Zellen mit Verlust der Integritat der
Zellmembran sowie mechanische Destruktion mit Zeletzung (Mause und Weber, 2010).
Auch bei weiteren pathophysiologischen Zustandenhiypoxie und oxidativem Stress wer-
den Aktivierungsprozesse initiiert, auf deren Gilaged die MP-Bildung erfolgt (Jeanneteau
et al, 2012).

Den MP werden entsprechend der Herkunft divergoepathophysiologische Funktionen
zugeordnet. Letztlich kontrolliert die Ursprungdedalie Anzahl und den Inhalt der MP und
damit deren pathophysiologische Wirkungen (Burreeral, 2009; Diamantet al, 2004;
Distler et al, 2005). Die Bildung der MP ist ein differenzierterozess, dessen Steuerung
komplexen Prozessen unter Einbeziehung von zyswdwn Proteinen, Transmembran-
proteinen und Protein-Lipid-Interaktion unterliggtugel et al, 2005; Piccinet al, 2007).
Die Verteilung von Oberflachenmolekilen auf den MPvom Zelltypus abhangig. In der
Regel ist die Antigendeterminierung der MP zur Wrggszelle aquivalent. Die thrombozyta-
ren MP exprimieren vordergrindig Glykoprotein GgibD42b), Thrombozyten-Endothel-
Adhasionsmolekile wie PECAM-1 (CD31) und Aktiviegsmarker wie P-Selektin (CD62P).
Endothelzellen exprimieren unter anderem CD31, @B dand CD62E. Die Gesamtheit der
Mikropartikel sind Trager von Antigenen, Antikorpersowie zahlreichen Transmittern
(Horstman und Ahn, 1999; Horstmahal, 2004Db) .

Die MP sind von komplexer Struktur, wobei eine Ritusipid-Doppelschicht transmembrane
Proteine, Rezeptoren und zytosolische Komponen&nhhbltet bzw. umschliel3t. Die MP
differieren in Grol3e und Dichte entsprechend delelugaren Zusammensetzung. In den MP
konnen sich Enzyme, Transkriptionsfaktoren, mRNA amcroRNA der Ursprungszelle so-
wie weitere biologisch aktive Fragmente befindaa,id den Prozess der endothelialen Funk-
tion, der Koagulation, der Inflammation und der Aoggnese aktiv eingreifen (Dignat-
George und Boulanger, 2011; Horstmainal, 2004b; Hugelet al, 2005; Leroyeret al,
2010). So konnte gezeigt werden, dass microRNA-dfotheliale Zellreparaturmechanis-
men initiieren kann (Janseat al, 2013). Insofern kommt den MP eine entscheidersigeB-
tung in der Pathogenese verschiedener inflammatmisund thrombotischer Prozesse zu.
Durch die weitgehende Aufklarung der Wirkungsmedraen der MP ist die Wissenschatft
zunehmend in der Lage, fundamentale Prozesse dmtligl-assoziierten Erkrankungen auf-
zuklaren und einer therapeutischen Interventiorufillmen (Bernal-Mizrachet al, 2004;
Biasucciet al, 2012; Leroyeet al, 2010; Sinninget al, 2011).
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Die sich im Blutkreislauf befindenden MP sind irr dexge, lokale wie auch periphere Wir-
kungen zu entfalten. Den MP werden in Abhangigkeih der Ursprungszelle und dem
zugrunde liegenden Stimulus verschiedene Funktianegeordnet (Jimeneet al, 2003;
Mause und Weber, 2010).

Zahlreiche Entziindungsparameter, die auch als Media wirken, sind im Serum als 16sli-
che Substanzen definiert und bestimmt worden, obwi®se teilweise an die Oberflachen
der MP gebunden sind (u. a. P-Selektin, E-Selekitsue factor, von Willebrand Faktor).
Durch diese differente Lokalisation kann auch difelivitat am Zielorgan beeinflusst wer-
den (Horstmaret al, 2004b).

Als Methoden zur Identifizierung der MP werden bevgt die Durchflusszytometrie und
ELISA eingesetzt (Lacroiet al, 2010; Osumet al, 2001). Mit Hilfe von Antikbrpermarkie-

rungen kénnen die MP ihrer Ursprungszelle zugedraieeden, wobei die quantitative Erfas-
sung nur mittels Durchflusszytometrie moglich Bte Methoden zur Bestimmung von MP

sind bislang weder national noch international déadisiert.

Wie bereits erwahnt, sind die MP bei zahlreichekr&rkungen von klinischer Relevanz. So
werden unter anderem der Myokardinfarkt, die korertderzkrankheit, der Schlaganfall, die
Niereninsuffizienz und thrombembolische Ereignidsech einen massiven Anstieg von MP
begleitet, wobei zwischen der Initialisierung desatkheitsprozesses und dem Verlauf ein
signifikanter Zusammenhang beschrieben wird. In R#thogenese oben genannter Erkran-
kungen sind insbesondere thrombozytare und endahéiP beteiligt, indem die oben ge-
nannten Krankheitsprozesse aktiviert werden (Baedaet al, 2007; Burnieret al, 2009;
George, 2008; VanWijkt al, 2003).

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, die MPdig Diagnostik, den Verlauf und die
Prognose differenter kardialer Erkrankungen in Feines Biomarkers nutzbar zu machen,

wobei die peripartale Kardiomyopathie im Fokus Betrachtung lag.
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2.2 Zur Klinischen Bedeutung der peripartalen Kardiopathie

Das Auftreten einer Herzinsuffizienz in der Phase Buerperiums ist bereits in der Mitte des
19. Jahrhundert durch Ritchie beobachtet wordeicliiei, 1849) 1937 erfolgte eine erste
Publikation unter dem Titel ,Ideopathic myocardikgeneration associated with pregnancy
and especially the puerperium” (Gouley, 1937),idider Zeitschrift ,The American Journal
of the Medical Sciences" veroffentlicht wurde. Bagriff der peripartalen Kardiomyopathie
(PPCM) wurde 1961 durch Seftel und Susser gep&ejtdl und Susser, 1961). Das Krank-
heitsbild der peripartalen Kardiomyopathie fandler Folgezeit eine zunehmende Aufmerk-

samkeit.

Die PPCM ist ein Krankheitshild mit einer sehr hegenen klinischen Prasentation und dif-
ferenten geographischen Verteilung (Bachelier-Walehal, 2013; Capriola, 2013; Sliwet

al., 2010b). Die Inzidenz der PPCM wird mit 1:318®bkendgeburten in den USA
(Mielniczuk et al, 2006), 1 : 1000 in Sudafrika (Des&tial, 1995), 1 : 299 in Haiti (Fett

al., 2005b) und 1: 100 in Zaria/Nigeria (Fillmore uRdrry, 1977) angegeben. Fir Europa
gibt es keine exakten Zahlen. Ausgehend von emedénz der PPCM von circa 1 : 3500 bis
1: 1400 Geburten ergibt dies eine Haufigkeit vanzo ca. 300 Patientinnen/Jahr in Deutsch-
land - wovon wiederum 10% von einer schweren Hsrifiizienz betroffen sind. Es besteht
die Annahme, dass eine wesentlich héhere Erkrargcategvorliegt (Hilfiker-Kleineret al,
2008a).

Die Diagnose der PPCM basiert auf vier anerkanptenaren diagnostischen Kriterien. Das
betrifft die Entwicklung einer manifesten Herzinf&zienz im letzten Monat der Schwanger-
schaft bis zu sechs Monaten postpartal, die Abweseriner vorbestehenden Herzerkran-
kung, den Ausschluss einer anderweitigen Ursacheddezinsuffizienz sowie eine systoli-
schen Dysfunktion mit Einschrankung der linksvéati&ren Ejektionsfraktion < 45%,
und/oder eine systolische Verkirzungsfraktion (ES0% mit oder ohne VergroRerung des
linksventrikularen enddiastolischen Durchmessemn{Bkis und Rahimtoola, 1971; Pearson
et al, 2000). Diese Kriterien wurden durch die Europ&atiety of Cardiology Working
Group on peripartum cardiomyopathy 2010 im Wesemin (bernommen, wobei der Zeit-

rahmen des Auftretens der PPCM weniger scharf gineget wurde (Sliwat al, 2010b).

Die Entwicklung der PPCM beruht auf der Basis emeitifaktoriellen Atiologie (Bachelier-
Walentaet al, 2013; Hilfiker-Kleineret al, 2008b). Als Risikofaktoren fur die Entstehung
einer PPCM werden die ethnische Zugehdrigkeit Atikamischen Rasse (Gentmt al,
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2010), kardiovaskulére Risikofaktoren, insbhesondkeearterielle Hypertension (Elkayaet

al., 2005; Gentryet al, 2010; Witlinet al, 1997), Schwangerschaftstoxikose (Demakis und
Rahimtoola, 1971) bzw. Praeklampsie (Elkayatnal, 2005; Witlinet al, 1997), Schwanger-
schaften im spaten reproduktiven Alter (Demakis URahimtoola, 1971), Multiparitat
(Demakis und Rahimtoola, 1971; Gentst al, 2010), Mehrlingsschwangerschaften
(Demakis und Rahimtoola, 1971; Elkayatal, 2005), Einsatz von Tokolytika (Elkayaet

al., 2005; Lamperet al, 1993), Autoimmunreaktionen (Ansat al, 2002), immunmodulie-
rende Faktoren (Midest al, 1990) und genetische Veranlagung (Megteal, 2010; Morales

et al, 2010; van Spaendonck-Zwagsal, 2010) betrachtet. Im Gegensatz dazu steht die Be-
obachtung, dass in 24 - 37% die PPCM bei jungetgiargden ohne Vorerkrankungen auf-
tritt (Elkayamet al, 2005; Fettet al, 2005b). Schon sehr friihzeitig wurde das Auftreten
PPCM im Zusammenhang mit den Laktationsmechanisomah Stressfaktoren gesehen.
Ebenso wurde ein negativer Einfluss einer fortgeéih Laktation auf die Prognose der
PPCM beschrieben (Seftel und Susser, 1961).

Die PPCM entspricht in ihrem klinischen und echdkagraphischen Bild einer dilatativen
Kardiomyopathie (DCM), unterscheidet sich jedoch deeser durch eine rasche Progression
der Herzinsuffizienz, die die Notwendigkeit eineertransplantation erfordern kann bei ei-
ner Mortalitat bis zu 50% (Pearsenal, 2000; Whiteheaét al, 2003).

Die klinische Symptomatik prasentiert sich mannigjalm Vordergrund sind eine allgemei-

ne Abgeschlagenheit und Antriebslosigkeit, Husi2yspnoe in Ruhe und vor allem bei Be-
lastung, Beinddeme, Nykturie, Herzrhythmusstérungew thrombembolische Ereignisse
(Hilfiker-Kleiner et al, 2008a; Sliwaet al, 2010b). Diese Kriterien entsprechen dem Er-
scheinungsbild der klassischen Herzinsuffizienz2 Bbgrenzung gegenuber den typischen
schwangerschaftsassoziierten Beschwerden infolgeplgsiologischen Veranderungen ist
unter Umstanden schwierig. Es bedarf einer besendadufmerksamkeit und Kenntnis des
Krankheitsbildes, um die klinische Symptomatik znzlinen. Die physiologischen hamody-
namischen Veranderungen in der Schwangerschaftggkdnnzeichnet durch die Vermeh-
rung des zirkulierenden Blutvolumens um 40%, einmahme des Herzminutenvolumens
zwischen 30 - 50%, einen Anstieg der Herzfrequenzl0 - 20 /min, eine 10%ige Zunahme
des linksventrikularen enddiastolischen Volumend eme erhohte Gefal3permeabilitat bei
Reduzierung des onkotischen Drucks (Geval, 1997; Hunter und Robson, 1992; Koch,
2008). Des Weiteren besteht wahrend der Schwargdtssowie insbesondere postpartal

eine Hyperkoagulabilitdt mit dem daraus resultideen erhdhten Thromboserisiko (Heit
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al., 2005). Diese physiologischen Veranderungen in Stdrwangerschaft bedingen in der
Regel die relativ spate Zuordnung der klinischemf@pmatik zur Herzinsuffizienz. Weg-

weisend fur die Diagnostik des vorliegenden Kraiitshéddes ist der frihzeitige Einsatz der
Echokardiographie (Hibbaret al, 1999; Sliwaet al, 2010b).

Eine Abgrenzung gegeniber anderweitigen kardial&naBkungen ist im Vorfeld der Diag-
nose PPCM erforderlich, weil die schwangerschaftstggen Volumen- und Druckverande-
rungen im Herzkreislaufsystem praexistierende kdederkrankungen demaskieren kénnen.
Dabei ist zu beachten, dass die Maxima der Drucid Wolumenbelastung um die 30.
Schwangerschaftswoche auftreten (Geval, 1997). Schwangere mit vorbestehenden kardi-
alen Erkrankungen werden dadurch relativ friih spmgitisch im Gegensatz zu Patientinnen
mit PPCM, die ab dem letzten Schwangerschaftsnmaufaitt (Elkayamet al, 2005).

In den letzten Jahren konnten verschiedene Path@nmstnen der PPCM entdeckt und weit-
gehend aufgeklart werden. Es besteht Ubereinstimgmadmss eine systemische angiogeneti-
sche Imbalance zur Entwicklung der PPCM fuhrt onemindest beitragt (Patteet al,
2012). In experimentellen Studien und Tiermodekennte nachgewiesen werden, dass so-
wohl PGC-4L, ein wichtiger Regulator der Angiogenese, sFItd d-kDa Prolaktin als
Supressor von VEGF, STAT3 als Schutzfaktor gegeniibaktiven Sauerstoffspezies als
auch AT;- Autoantikdrper in den molekularen Prozess der Aggiese eingreifen (Clapgt

al., 1993; Hilfiker-Kleineret al, 2007a; Patteret al, 2012; Wallukatet al, 1999). AT-
Autoantikdrper, die durch aktivierte Lymphozyterf der Grundlage inflammatorischer Sti-
muli gebildet werden, greifen in den Prozess déddBildung im Sinne einer Erhdhung di-
rekt ein (LaMarca, 2010). Die Folge ist wiederune &irh6hung des anti-angiogenetischen
Potentials sowie die Vasokonstriktion kleiner Gef§8anget al, 2013). PGC-& induziert
die Expression und Sekretion pro-angiogenetisch&tdfen, vor allem von VEGF. PGGr1
hat als Transkriptionsfaktor auch einen bedeuteritiefluss auf metabolische Prozesse in
verschiedenen Geweben, insbesondere im Herz. sigdrimiert VEGF und wirkt somit an-
ti-angiogenetisch. Schwangere, die mit einer Peimgbkie behaftet sind (Pravalenz 3 - 5%
(VanWijk et al, 2000)) weisen wesentlich hohere sFlt1-Werte imt Bluf (Patteret al,
2012). Das Protein STAT3 reguliert die mitochoni@ri§uperoxiddismutase (MnSOD) und
schitzt das Herz vor reaktiven Sauerstoffspezied rasultierendem oxidativen Stress
(Hilfiker-Kleiner et al, 2007a; Negoroet al, 2001). Eine eingeschrankte Funktion von
STAT3 fuhrt zur Freisetzung der Protease Cathepsaus den Lysosomen, die das normale

Stillhormon 23-kDa Prolaktin in das biologisch &kti anti-angiogene, pro-apoptotische und
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pro-inflammatorische 16-kDa Prolaktin spaltet (Ralchi et al, 1993; Clappet al, 1993;
Corbachoet al, 2002; Hilfiker-Kleineret al, 2008b). Der Pathomechanismus der Initialisie-
rung des Spaltungsprozesses von 23-kDa Prolaktih6zkDa Prolaktin ist weiterhin nicht
umfassend definiert. Ubereinstimmend wird berightietss die Cathepsin D-Aktivitat eine
entscheidende Rolle in der Formierung von 16-kDaaRtin spielt (Corbachet al, 2002;
Hilfiker-Kleiner et al, 2007a; Lkhideret al, 2004). Der prazise Mechanismus der Wirkung
von 16-kDa Prolaktin kann bisher nicht erklart weard16-kDa Prolaktin wirkt spezifisch auf
die Endothelzellen in Form der Reduzierung dereliferation und -migration, blockiert
den Progress der Zellzyklen und induziert eine dral@le Apoptose (Tabruyat al, 2005;
Tabruynet al, 2003), wobei der microRNA-146a eine Schlisselfiomkzugeschrieben wird,
deren Expression wiederum durch 16-kDa Prolakttuamert wird (Halkeinet al, 2013). Die
microRNA besteht aus kurzen, nicht-kodierenden 24 -Nukleotiden langen RNA-
Einzelstréangen, die eine posttranskriptionelle Matlon der Zielgenexpression bewirken. Es
konnte nachgewiesen werden, dass microRNA-146anet@abolische Aktivitat der Kardio-
myozyten reduziert (Halkeiet al, 2013).

Da Prolaktin vor allem wahrend der Schwangersamadt Stillzeit von der Neurohypophyse
freigesetzt wird, sind die peri- und postpartal@$thbesonders pradisponiert fur die Formie-
rung von 16-kDa Prolaktin (Martiet al, 1980). Das N-terminale 16-kDa Prolaktin beein-
trachtigt die Mikrozirkulation im Myokardgewebe, ki als Vasokonstriktor und erniedrigt
die metabolische Aktivitat und die Kontraktionsighkeit der Kardiomyozyten. Daraus folgt
eine deutlich eingeschrankte Pumpfunktion des Hrzait den klinischen Zeichen einer
PPCM (Corbachet al, 2002; Hilfiker-Kleineret al, 2007a).

Ausgehend von den beschriebenen Pathomechanismatekanter anderem gezeigt werden,
dass Bromocriptin in seiner Eigenschaft als Dopab#rAgonist die Ausschittung von Pro-
laktin inhibiert und somit die pathogenetischengeskthritte in der Ausbildung der PPCM
teilweise zu unterbrechen vermag (Hilfiker-Kleinetr al, 2007a; Hilfiker-Kleineret al,
2007Db; Jahnst al, 2008; Sliwaet al, 2010a).

Die Differenzierung zwischen PPCM, DCM, einer Myokieis-assoziierten Herzinsuffizienz
und anderen Formen der manifesten Herzinsuffizishzn dem beschriebenen Zeitfenster
von fundamentaler Bedeutung, da die frihzeitigeggbasestellung und Therapieeinleitung fur
die Prognose des Krankheitsbildes entscheidendBeilderet al, 2000Db).

Die therapeutischen Ansatzpunkte bei der manifelsterzinsuffizienz sind unabhangig von
der Atiologie im Wesentlichen identisch. Das Medilentenspektrum umfasst unter Beach-
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tung der Kontraindikationen Diuretika (Schleifendiiika), Betaadrenorezeptorenblocker,
Angiotensin-Modulatoren (ACE-Hemmer, ARezeptorantagonisten), Vasodilatatoren
(Hydralazin, Nitrate), Aldosteronantagonisten soWerzglykoside. Gegebenenfalls kann der
Einsatz von Antiarryhthmika und Antikoagulantienfoederlich werden (Blauwet und
Cooper, 2011; Stewart, 2012).

Die diagnostische Zuordnung zur PPCM wird auch daddefiniert, dass ein Therapieerfolg
bei additiver Gabe von Bromocriptin, einem Inhibitier Prolaktinsekretion, gesehen werden
kann. In einer Pilotstudie bei Patientinnen mit RPKbnnte nachgewiesen werden, dass un-
ter Bromocriptin-Therapie die 6-Monats-Mortalitéts von 40% auf 10% reduziert werden
konnte (Sliwaet al, 2010a). Des Weiteren konnte nachgewiesen wertbess, diese Therapie
fur die Langzeitprognose von Patientinnen mit PPkdeutsam ist (Hilfiker-Kleineet al,
2007a). In Tiermodellen konnte an PG&Knockout-Mausen gezeigt werden, dass durch die
Gabe von VEGF und Bromocriptin in allen Fallen efasheilung der induzierten PPCM
erreicht wurde (Patteet al, 2012).

Die PPCM ist eine Ausschlussdiagnose, da keinelialridefinierten Kriterien zur Abgren-
zung insbesondere gegentiber DCM und anderen Faterdderzinsuffizienz zur Verfigung
stehen. Lediglich das beschriebene Zeitfenstegimstvichtiger Hinweis, dass es sich um eine
PPCM handeln kann (Sliwet al, 2010b).

Die PPCM zeigt eine Spontanheilungsrate in Abhdmgigvom Schweregrad der Kardio-
myopathie und kann im Einzelfall zur vollstandigeeversibilitat gefuhrt werden (Sliwet
al., 2006a).

Die Aussagen zur Mortalitat bei der PPCM sind algigivom eingeschlossenen Patienten-
kollektiv und Beobachtungszeitraum und divergiesatsprechend in den verschiedenen Stu-
dien zwischen 0 - 50% (Amaet al, 2006; Braret al, 2007; Duraret al, 2008; Elkayamnet
al., 2005; Felkeet al, 2000a; Fetet al, 2005b; Mielniczuket al, 2006; Sliwaet al, 2010b;
Whiteheadet al, 2003; Witlinet al, 1997). Die Prognose fur PPCM-Patientinnen isé&abh
gig von der Normalisierung der Grof3e und Funkti@s tinken Ventrikels (Bitekeet al,
2012; Demakis und Rahimtoola, 1971; Demadtisal, 1971; Sliwaet al, 2006b). In einer
Studie zeigten 13 von 27 Frauen mit PPCM eine gigsende eingeschrankte linksventriku-
lare Funktion. In dieser Gruppe lag die Mortalitéts bei 85% innerhalb von 5 Jahren. Dem
gegeniber standen keine kardial zu assoziierendelestalle bei den Patientinnen, deren
HerzgroR3e sich im Beobachtungszeitraum von durchigbbh 10,7 Jahren normalisierte
(Demakiset al, 1971). In einer prospektiven Studie in Studafmkia 100 Patientinnen ver-
13
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starben 15% und nur 23% erreichten eine normaksventrikulare Funktion nach einer
sechsmonatigen Behandlung (Slietaal, 2006Db).

Die vollstandige kardiale Erholung ist nicht auf 82 Monate limitiert, so dass Spatheilungen
durchaus auftreten kénnen (Biteladral, 2012; Fettet al, 2005b; Sliwaet al, 2006a). Dies
hat insbesondere fir wiederholte Schwangersch8ieleutung, da es bei zahlreichen Patien-
tinnen zum erneuten Auftreten der PPCM kommt, walese Patientinnen eine wesentlich
schlechtere Prognose erfahren (Demakisal, 1971; Elkayamet al, 2001; Witlin et al,
1997). Entscheidend flir die Prognose ist die liekévkuléare Ejektionsfraktion vor Beginn
der Schwangerschaft (Demalesal, 1971; Sliweet al, 2006a; Suttoet al, 1991).
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2.3 Fragestellung der Arbeit

Wegen der grol3en Bedeutung des Krankheitsbildes peéeipartalen Kardiomyopathie
(PPCM) ist die frihzeitige Erkennung von entschedtle Bedeutung fur junge Mutter und

deren Familien aufgrund des oft schweren Verlanfie$Herzinsuffizienz und Todesfolge.

Der kirzlich identifizierte Mechanismus eines 16akProlaktinspaltproduktes erdffnete die
Hypothese, dass durch den verursachten endotimel&dbaden endotheliale Mikropartikel
(MP) einen diagnostischen Zugang zur PPCM UbeBd&immung und Quantifizierung der

MP ermoglichen.

Ziel der vorliegenden Studie war die Bestimmung @uantifizierung von MP inklusive de-
ren zellspezifischer Charakterisierung, um die Béaley der MP als Biomarker fur die Beur-
teilung der PPCM definieren zu kénnen (Waleetal, 2012). Insbesondere war die Frage-
stellung darauf gerichtet, ob ein spezifisches M&#Hur die PPCM existiert und eine siche-
re Abgrenzung zu gesunden postpartalen Frauenndesuschwangeren Frauen, gesunden
nicht-schwangeren Frauen, Patienten mit dilatatbgssr ischamischer Kardiomyopathie, Pa-
tienten mit koronarer Herzkrankheit und einer ergspenden altersdquivalenten herzgesun-

den Population erlaubt.
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

3.1.1 Mikropartikel bei Patientinnen mit peripartaler iKemmyopathie, gesun-
den postpartalen Frauen, gesunden schwangerenniigasinden nicht-
schwangeren Frauen, Patienten mit ischamischeridtaybpathie, Pa-
tienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit undwgelen altersaquiva-
lenten Kontrollen

Patienten wurden durch eine Kooperation an verdehien Klinikstandorten in die Studie

eingeschlossen.

Patientinnen mit peripartaler Kardiomyopathie (PPCBbwie alterskorrelierte gesunde
postpartale Frauen (PPCTR) wurden an der MedizisiscHochschule Hannover einge-
schlossen (Tabelle 3-1). Die Patientinnen mit PPi@Nanden sich zum Zeitpunkt der Auf-
nahme im NYHA-Stadium Il oder IV und wurden enisgnend den Leitlinien behandelt
(McMurray et al., 2012). Die Blutentnahme bei PPGIRIgte < 72 h nach Entbindung.

Ebenso eingeschlossen wurden alterskorreliertengesachwangere Frauen, die zum Zeit-
punkt der Blutentnahme das dritte Trimenon erreichtten (PCTR) und gesunde nicht-
schwangere Frauen (NPCTR). Patienten mit symptsotar ischamischer Kardiomyopathie
(ICM) und den Klinischen Zeichen der kardialen Dekensation wurden ebenso wie Patien-
ten mit stabiler koronarer Herzkrankheit (CAD) edteorrelierten gesunden Kontrollen
(HCTR) gegentibergestellt. Die vorgenannten Grupperden am Universitatsklinikum des

Saarlandes in Homburg in die Studie aufgenommebdllea3-1).

Tabelle 3-1.Patientenkollektiv 1/ 2

Abklrzung Patientengruppe Anzahl
PPCM peripartale Kardiomyopathie n=24
PPCTR gesunde postpartale Frauen n=18
PCTR gesunde schwangere Fraugn n=18
NPCTR gesunde nicht-schwangere Fraigen n=19
ICM ischamische Kardiomyopathig? n=17
CAD stabile koronare Herzkrankhéit? n=20
HCTR gesunde Kontrolle® & n=22
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3.1.2 Mikropartikel bei Patientinnen mit peripartaler idemmyopathie mit und
ohne Bromocriptin-Therapie

Darlber hinaus bestand die Mdglichkeit, Blutplasmoa Patientinnen mit PPCM und diver-
gierenden Therapieoptionen vergleichend zu untbesucHierbei handelte es sich um die
identische Patientinnenpopulation, deren Ergebrigseits verdffentlicht wurden (Sliwet
al., 2010a). Alle Patientinnen dieser Studie wurdenGhris Hani Baragwanath Hospital,
Johannesburg, Stdafrika, eingeschlossen. Die Batien wurden binnen 24 h nach Erstdi-
agnose in die Studie eingeschlossen und mittelspQtenRandomisation auf die beiden Stu-
diengruppen aufgeteilt. Alle Patientinnen erhieltha gleiche Herzinsuffizienz-Therapie in
Form von Furosemid und Enalapril. Die Dosierungdeudem klinischen Bild angepasst. In
der Phase der Besserung wurde zuséatzlich Carvegiliigesetzt. Die 10 Patientinnen, die fur
die Standardtherapie randomisiert wurden (PPCM-BR)CErhielten vorstehend genannte
Therapie. Die andere Studiengruppe erhielt zusétzur vorgenannten Medikation Bromo-
criptin (PPCM-BR) (Tabelle 3-2). Dies wurde zundchseimal taglich zu je 2,5 mg Uber 2
Wochen verabreicht, anschlieRend 2,5 mg taglichviitere 6 Wochen.

Tabelle 3-2.Patientenkollektiv 2 / 2

Abkurzung Patientengruppe Anzahl
PPCM-BR PPCM mit Bromocriptin-Behandlung n=10
PPCM-BRCTR PPCM ohne Bromocriptin-Behandluiy n=10

3.1.3 Demographische und klinische Daten

Nach vorheriger schriftlicher Einwilligung der Ratten zur Aufnahme in die Studie wurde je
ca. 10 ml peripher-vendses Blut bei allen 158 esnpglssenen Patienten asserviert. Die de-
mographischen sowie klinischen Daten der Studiespi@in sind aus der Tabelle 3-3 bis

Tabelle 3-6 zu ersehen.
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Tabelle 3-3. Klinische und echokardiographische Chakteristika der Patientinnen mit peripar-
taler Kardiomyopathie, gesunden postpartalen Frauengesunden schwangeren Frauen, gesun-
den nicht-schwangeren Frauen, Patienten mit ischarscher Kardiomyopathie, Patienten mit

stabiler koronarer Herzkrankheit und gesunden alteisdquivalenten Kontrollen

PPCM | PPCTR | PCTR | NPCTR | ICM CAD HCTR
(n=24) | (n=18) | (n=18) | (n=19) | (n=17) | (n=20) | (n=22)
Klinische Parameter
Alter (Jahre) £ SD 337 30£7 31+6 30£7 71+8 71+8 71+8
Geschlecht ¢ : Q) 0:24 0:18 0:18 0:19 10:7 12:8 12:10
Echokardiographische
Parameter
LVEDD (mm) n.d. n.d. 41+6 | 42+4 60+3 |50+6 | 535
LVESD (mm) n.d. n.d. 26+4 | 27+3 46+2 |32+9 | 374
IVSD (mm) n.d. n.d. 11+2 11+1 13+2 | 16 +3 15+£2
IVDD (mm) n.d. n.d. 9+1 9+1 11+1 [13+2 | 11#1
LVPWD (mm) n.d. n.d. 10+1 | 10+1 10+1 [ 12+1 | 112
LVPS (mm) n.d. n.d. 12+1 | 12+1 15+2 | 16+5 | 12+5
FS (%) 13+5 n.d. 35%4 35%4 23+3 | 31+3 387
LVEF (%) 2612 | n.d. n.d. n.d. 4016 | 74 £12 83+9
Mitralklappen-
regurgitation (n)
Grad | 6 n.d. 1 1 6 4 3
Grad Il 13 n.d. 0 0 4 2 2
Grad 11l 5 n.d. 0 0 2 0 0
Grad IV 0 n.d. 0 0 0 0 0

+-Werte bezeichnen die Standardabweichung; n, Anpath, keine Daten; LVEDD, linksventrikularer etids-
tolischer Diameter; LVESD, linksventrikularer endwlischer Diameter; IVSD, interventrikularer ensteyi-
scher Diameter; VDD, interventrikularer enddiastoher Diameter; LVPWD, linksventrikulare diastolie
Hinterwanddicke; LVPS, linksventrikulare systoliscHinterwanddicke; FS, Verkirzungsfrakion; LVERK-

ventrikulare Ejektionsfraktion; PPCM, peripartaleardiomyopathie; PPCTR, gesunde postpartale Frauen;
PCTR, gesunde schwangere Frauen; NPCTR, gesurtitesolovangere Frauen; ICM, ischamische Kardiomyo-
pathie; CAD, stabile koronare Herzkrankheit; HCHRsunde Kontrollen.
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Tabelle 3-4.Laborchemische Charakteristika der Patientinnen mi peripartaler Kardiomyopathie, ge-
sunden postpartalen Frauen, gesunden schwangerendtren, gesunden nicht-schwangeren Frauen, Pati-
enten mit ischamischer Kardiomyopathie, Patienten rih stabiler koronarer Herzkrankheit und gesunden
altersadquivalenten Kontrollen

PPCM PPCTR | PCTR | NPCTR | ICM CAD HCTR
(n=24) (n=18) | (n=18) | (n=19) | (n=17) (n=20) | (n=22)

Laborparameter

CK (U/L) 283 +420 00 00 110+14 4619 73+6 ™ t
CK-MB (U/L) 30+10 0+0 0+0 <14 14 +£2 15+2 <14
ASAT (U/L) 120 + 284 0+0 0+0 11+5 56 + 61 40 + 21 2D +
ALAT (U/L) 104 £178 00 00 205 28 +10 43 £ 23 17 5
LDH (U/L) 501 + 453 00 00 120+4% 251 +31 193+ 385 3 1%H2
Kreatinin

1,12+081 | 00 00 1+0 3%5 1+0 1+0
(mg/dl)
Troponin

0,6+1,0 <0,01 <0,01 <0,01 1,2+0,06 <0,01 ,040
(ng/ml)
NT-proBNP

5860 + 6274 00 0x0 00 12769420 00 n&7769
(pg/ml)
CRP (mg/dl) 46 £ 72 0+0 0+0 4+1 2+19 3+2 4+2
Fibrinogen

19912 00 00 42 +15 519 +17 364 +34 4714
(mg/dl)

*+-Werte bezeichnen die Standardabweichung; n, AngZify Kreatinkinase; CK-MB, Kreatinkinase vom Myo-
kardtyp; ASAT, Aspartat-Transaminase; ALAT, Alaniinansaminase; LDH, Laktatdehydrogenase;
NT-pro-BNP, N-terminales natriuretisches Peptid BjpCRP, C-reaktives Protein; PPCM, peripartaledi@r
myopathie; PPCTR, gesunde postpartale Frauen; PGads®inde schwangere Frauen; NPCTR, gesunde nicht-
schwangere Frauen; ICM, ischamische Kardiomyopa@#d, stabile koronare Herzkrankheit; HCTR, gesaind
Kontrollen.
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Tabelle 3-5.Klinische und echokardiographische Charakteristika der Patientinnen mit peripartaler
Kardiomyopathie

PPCM-BR PPCM-BRCTR
(n=10) (n=10)
Klinische Parameter
Alter (Jahre) + SD 246 28 +10
Geschlecht @ ?) 0:10 0:10
Echokardiographische
Parameter
LVEDD (mm) 55+ 10 59+5
LVESD (mm) 46 +9 52+6
IVSD (mm) n.d. n.d.
IVDD (mm) n.d. n.d.
LVPWD (mm) n.d. n.d.
LVPS (mm) n.d. n.d.
FS (%) n.d. n.d.
LVEF (%) 27+8 26+8
Mitralklappen-
regurgitation (n)
Grad | 1 2
Grad Il 7 7
Grad 11l 2 1
Grad IV 0 0

+-Werte bezeichnen die Standardabweichung; n, Anpath, keine Daten; LVEDD, linksventrikuléarer etids-
tolischer Diameter; LVESD, linksventrikularer endwlischer Diameter; IVSD, interventrikularer ensteyi-
scher Diameter; VDD, interventrikularer enddiastoher Diameter; LVPWD, linksventrikulare diastolie
Hinterwanddicke; LVPS, linksventrikulare systoliscHinterwanddicke; FS, Verkirzungsfrakion; LVERK-
ventrikulare Ejektionsfraktion; PPCM-BRCTR, perifde Kardiomyopathie unter Standard-Herzinsuffizien
therapie; PPCM-BR, additive Bromocriptin-Therapie.
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Tabelle 3-6.Laborchemische Charakteristika der Patientinnen mi peripartaler Kardiomyopathie

PPCM-BR PPCM-BRCTR
(n=10) (n=10)
Laborparameter
CK (U/L) n.d. n.d.
CK-MB (U/L) n.d. n.d.
ASAT (U/L) 31+12 50 + 27
ALAT (U/L) 44 + 56 57 +27
LDH (U/L) n.d. n.d.
Kreatinin (mg/dl) 0,710 06+1,1
Troponin (ng/ml) 08+1,0 0,7+0,6
NT-proBNP (pg/ml) | 10310 + 16986 8992 + 10644
CRP (mg/dl) 22 +37 18 +20
Fibrinogen (mg/dl) n.d. n.d.
Prolaktin (ng/L) 51+71 56 + 50

+-Werte bezeichnen die Standardabweichung; n, Anpadh, keine Daten; CK, Kreatinkinase; CK-MB, l&re
tinkinase vom Myokardtyp; ASAT, Aspartat-Transansiea ALAT, Alanin-Transaminase; LDH, Laktatde-
hydrogenase; NT-pro-BNP, N-terminales natriuregschPeptid Typ B; CRP, C-reaktives Protein;
PPCM-BRCTR, peripartale Kardiomyopathie unter StadeHerzinsuffizienztherapie; PPCM-BR, additive
Bromocriptin-Therapie.
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3.2 Ethik-Komitee

Ein positives Votum des zustandigen Ethik-Komiteas vor Studienbeginn vorliegend. Der
Eintrag wurde als ,Homburger Herzinsuffizienzregist22/09“ registriert.
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3.3 Gerate und Hilfsmittel

Tabelle 3-7.Gerate und Hilfsmittel

Bezeichnung

Hersteller

Autoklav Tuttnauer Systec 3850 EL

Tuttnauer EurBpe , Breda, Niederlande

Computer inklusive Zubehor
Power Mac G4
Laptop Sony VAIO

Apple, Kalifornien (USA)

Sony Europe Limited, Berlin

Durchflusszytometer BD FACSCalibur™

BD Bioscienddsjdelberg

Eismaschine

ZIEGRA Eismaschinen GmbH, Isernhagen

Gefrierschrénke
-20°C, Liebherr Profi Line

-80°C, Thermo Scientific HERAfreeze

Liebherr-International Deutschland GmbH, Bib
rach an der Riss

Heraeus Holding GmbH, Hanau

e-

Kihlschrank Liebherr Economy

Liebherr-Internatiobalutschland GmbH, Bibe|
rach an der Riss

Magnetruhrer RCT

Jahnke & Kunkel GmbH & Co. KG, IRA a-
bortechnik, Staufen im Breisgau

pH-mV-Meter, pH 526

WTW, Weilheim

Pipetten Eppendorf Research®
0,5-10 pl
10-100 pl
100-1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg

Pipettierhilfe pipetus®

Hirschmann Laborgerate Gn&bBo. KG,
Eberstadt

Vortex VF2

Jahnke & Kunkel GmbH & Co. KG, IKA® La-
bortechnik, Staufen im Breisgau

Waagen Acculab
ALC-Series 0.0001 g Analytical Balances
VICON, VIC-Series 0.01 g Precision Balanc

Sartorius AG, Gottingen
eSartorius AG, Gottingen

Warmeschrank Heraeus® Function line

Thermo Fisbam8fic Inc., Waltham (USA)

Zentrifugen
Megafuge 1.0
Megafuge 1.0R
Sigma Laborzentrifuge 1K15

Thermo Electron Corporation, Osterode am H¢

SIGMA Laborzentrifugen GmbH, Osterode am
Harz

Heraeus instruments GmbH, Osterode am Har

Az

23



Material und Methoden

3.4 Reagenzien und Chemikalien

Tabelle 3-8.Reagenzien und Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

Calciumchloriddihydrat (CaGF 2 H,O)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

di-Natriumhydrogenphosphat (MPOy)

Merck KGaA, Darmstadt

Flachendesinfektionsmittel antifect®

Schiilke & M&mbH, Norderstedt

Kaliumchlorid zur Analyse EMSURE® (KCI)

Merck KGa®armstadt

Kaliumdihydrogenphosphat zur Analyse
EMSURE® ISO (KHPQOy)

Merck KGaA, Darmstadt

Kaliumhydroxid (KOH)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Kanhe

N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N"-2-
ethansulfonséaure, HEPES analytical grade

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Natriumchlorid (NacCl)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Ksmlihe

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck KGaA, Darmstadt

Wasser vollentsalzt und destilliert (Aqua dest.

BBaun Melsungen AG, Melsungen

3.5 Beads

Tabelle 3-9.Beads

Bezeichnung

Hersteller

Latex Beads, mean patrticle size 3,0um

Sigma-Alddbemie GmbH, Taufkirchen

BD Calibrite™
BD Calibrite 3 Beads
BD Calibrite APC Beads

BD Biosciences, Heidelberg
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3.6 Marker-Proteine und Fluorochrom-Markierung

Tabelle 3-10.Marker-Proteine und Fluorochrom-Markierung

S,

D

Marker-Protein Erfasster Zelltypus Spezies Bezugaaglle
CD144 spezifisch fir Endothelzellen Kaninchen | Acris Antibod-
- VE-Cadherin (vascular en- (Adhasionsmolekiil) ies, Herford
dothelial cadherin)
CD62E spezifisch fur aktivierte Endo- | Maus R&D Systems,
= E-Selektin, endothelial leu- thelzellen Minneapolis

_ (USA)
kocyte adhesion molecule-1
(ELAM-1)
CD31 insbesondere endotheliale ZellenMaus BD Biosciences
= platelet endothelial cell ad- 3::3th2;er;;3§£]6”’ Monozyter Heidelberg
hesion molecule-1 (PECAM-
1)
CD42b Thrombozyten und Mega- Maus BD Biosciences
= GP-Ib alpha karyozyten Heidelberg
CD62P aktivierte Thrombozyten Maus BD Bioscience
= P-Selektin, platelet activa- Heidelberg
tion-dependent granule, extef-
nal membrane protein
(PADGEM)
CD45 Leukozyten Maus BD Bioscience;s
= Leucocyte Common Antigen Heidelberg
CD14 insbesondere Monozyten, auch Maus BD Biosciences

interfollikulare Makrophagen,
retikulare dentritische Zellen un
Langerhans-Zellen

Heidelberg

Annexin V

erfasst Phosphatidylserin, ein
sensitiver Marker fur apoptoti-
sche Zellen

rekombinant

BD Biosciences,
Heidelberg

Tabelle 3-11.Fluorochrom-Markierung

Fluorochrom

Marker-Protein

FITC (Fluoresceinisothiocyaniat

CD62E, CD14, CD62P, CD144

PE (Phycoerythrin)

CD31, CD42b, CD45

APC (Allophycocyanin)

Annexin V
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3.7 Verbrauchsmittel

Tabelle 3-12 Verbrauchsmittel

Bezeichnung

Hersteller

BD FACSFlow™
BD FACS Flow Sheath Fluid

BD Biosciences, Heidelberg

BD FACS™
BD FACS Clean Solution
BD FACS Rinse Solution

BD Biosciences, Heidelberg

BD Falcon™
Conical Tubes Screw Caps, 50 ml
Conical Tubes, 15 ml
Round-Bottom Tube, 5 ml

BD Biosciences, Heidelberg

Einmalspritzen Injekt®, 20 ml

B. Braun Melsunge® AMelsungen

Eis

Aus eigener Produktion

Eppendorf Safe-Lock GefaRe™, 1,5 ml

Eppendorf A@mnHurg

Handschuhe Peha-soft®, satin, S-M-L

Paul Hartma@n Aeidenheim

Mefkolben, 50 ml, 100 ml

VWR International GmbH rinatadt

Parafilm “M”® Laboratory Wrapping Film

Pechiney Plastic PackggChicago (USA)

Pipettenspitzen
10 pl
100 pl, 1000 pl

SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Prazisionswischtiicher KIMTECH Science

Kimberly Rl&mbH, Koblenz

Rotilabo®-Spritzenfilter, CME, 0,22 um

Carl Roth G+ Co. KG, Karlsruhe

safePICO Aspirator

Radiometer GmbH, Willich

Safety-Multifly®-Set, ,Butterfly*

SARSTEDT AG & Cq.Numbrecht

Serologische Pipetten, 10 ml

SARSTEDT AG & Co., Nisecht

S-Monovette®
Kalium-EDTA
Natrium-Citrat
Plasma bzw. Plasma-Gel (Lithium-Heparin)

Serum bzw. Serum-Gel

SARSTEDT AG & Co., Numbrecht

Softasept® N, Hautdesinfektion

B. Braun Melsungés AMelsungen

steriCLIN®, Klebeband

Vereinigte PapierwarenfabmikémbH, Feucht-
wangen

Transferpipetten, 3 ml

SARSTEDT AG & Co., Numbrech
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3.8 LOosungen

Tabelle 3-13.Lésungen

LOsung Zusammensetzung
Substanz Menge
Binding Buffer
10fach konzentriert
Hepes 1,19¢g
Aqua dest. 35 ml
pH 7,4 mit NaOH einstellen
NaCl 4,091 g
CaCh* 2 H,0O 0,183 g
Aqua dest. auf 50 ml auffillen

steril filtrieren,
Aufbewahrung bei 4°C|.

Phosphate buffered saline (PBS

1fach konzentriert

NacCl 8,09
KClI 029
KH,PO, 0,24 g
NaHPO, 1,44 ¢
Aqua dest. 900 ml

auf 1000 ml mit Aqua dest. auffille

Aufbewahrung bei Raumtemperatl

pH 7.2 mit KOH einstellen),

anschlieRend autoklavieren,
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3.9 Computer-Software

Tabelle 3-14.Computer-Software

Bezeichnung Anbieter

Cellguest™ Pro 3.5 BD Biosciences, Heidelberg

Klinikinformationssystem SAP Deutschland AG & Co. KG, Walldorf

SAP R/3 IS-H/i.s.h.med

Microsoft® Office Excel 2003 Microsoft CorporatioRedmond, Washington
(USA)

Microsoft® Office PowerPoint® 2003 Microsoft Cor@bion, Redmond, Washington
(USA)

Microsoft® Office Word 2003 Microsoft CorporatioRedmond, Washington
(USA)

Microsoft® Windows 7, Paint Microsoft CorporatidRedmond, Washington
(USA)

SigmaPlot 10.0 Systat Software Inc. (SSI), San,Jakfornien
(USA)

SigmaStat 3.5 Systat Software Inc. (SSI), San Xaéprnien
(USA)

3.10 Statistische Auswertung

Die angegebenen Daten wurden als Mittelwert + Stedfdhler des Mittelwertes (SEM) an-
gegeben. Kontinuierliche Variablen wurden auf Ndwuedeilung mittels Kolmogorov-
Smirnov-Test und vergleichend mittels einer zweialkllen Varianzanalyse (two-way-
ANOVA [=analysis of variance]) getestet, gefolgt von einemarweisen Bonferroni Post-
Hoc-Test. Die Varianzhomogenitat wurde mittels lievd est Gberprift. Statistische Signifi-
kanz wurde fur p < 0,05 angenommen. Annahmen vambllverteilung und Varianzhomo-
genitat wurden von der Statistiksoftware Sigma§éegdrift. Die Normalverteilung der Para-
meter (NT-proBNP, CRP) wurde mit dem Kolmogorov-8rav-Test geprift. Beide Parame-
ter zeigten Normalverteilung, weshalb diese alséMitert + SD angegeben wurden. Statis-
tische Analysen wurden unter Verwendung der So#wBigmasStat, Version 3.5 durchge-

fuhrt. Alle Datenanalysen wurden verblindet durdiige.
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3.11 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich une éfethode zur Analyse von Einzelzellen
bzw. Einzelpartikeln in Suspensionen auf der Gragélihrer Fluoreszenz- und Streulicht-

eigenschaften.

In der vorliegenden Dissertation wird die Durchimgometrie wiederholt als FACS be-
zeichnet. FACS steht fir ,fluorescence activatetl serting”, ist jedoch eine geschiitzte
Handelsmarke des Gerateherstellers Becton Dickin®ééihrend bei der herkdmmlichen
Durchflusszytometrie lediglich die Zelleigenschaft@nalysiert werden, kbnnen beim FACS
dartiber hinaus die Zellen anhand ihrer Eigenschaftetiert und gegebenenfalls auch wie-
dergewonnen werden. Die im Rahmen dieser Versublesorirchgefihrten Messungen er-

folgten an einem BD FACSCalibur™ in seiner Eigemdthls Durchflusszytometer.

3.11.1Funktionsweise

Das Durchflusszytometer besteht aus einem SysterRmlbeneingabe, dem optischen Sys-
tem mit Lichtquellen und Detektorsystem sowie el@emputer-basierten Datenverarbeitung.

Das Funktionsprinzip der FACS-Analyse basiert aeif zeitgleichen Messung der Fluores-
zenz- und Streulichteigenschaften von Zellsuspeesipdie zusatzlich mit ein oder mehreren
Fluorochromen versetzt sein kdnnen. Es wird errmstigliBestandteile einer Suspension ent-

sprechend ihrer Gro3e, Granularitat und Fluoresgamschaften zu erfassen.

Die zu analysierende Suspension wird beim Ansaagsndem Probenrdhrchen in die Mess-
einheit von einer laminar stromenden Tragerflissigkvie beispielsweise BD FACS Flow
Sheath Fluid, erfasst. Durch den Fluss der Trégssikeit vereinzeln die Zellen und werden
auf diese Weise perlschnurartig an einem Lasereigefihrt. Dieses in Abbildung 3-1 dar-

gestellte Prinzip wird als hydrodynamische Fokussig bezeichnet.

Der Uberdruck, mit dem die Flussigkeit durch diattapillare eingesaugt wird, kann zwi-
schen einer niedrigen (12/min), mittleren (35uL/min) und hohen Geschwindigkeit
(60 uL/min) reguliert werden. Um eine mdglichst schaffiennung der MP im schnellen
Flassigkeitsstrom zu erreichen, wurde fur die Magsuer Mikropartikel eine niedrige

Durchflussgeschwindigkeit gewahlt.
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Abbildung 3-1. Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung

Durch den Fluss der Tragerflussigkeit vereinzeln di aus dem Probenréhrchen angesaugten Zellen und
werden auf diese Weise perlschnurartig an einem Las vorbeigefihrt.

Modifiziert nach Képpler (Képpler, 2005)

Als Lichtquelle dienen ein blauer Argon-lonen-Lag&missionswellenlang@ = 488 nm)
sowie der in diesem Versuchsaufbau ebenfalls vedatenrote Diodenlaser (Emissionswel-
lenlange = 635 nm). Der ausgehende Lichtstrahl wird durafisén gebiindelt und fokus-
siert. Die Messung der Lichtstreuung wird durch Biehtungsanderung des anregenden
Lichtes ermdglicht - abhangig von Zellgré3e, Mennisteuktur und intrazellularen Bestand-
teilen. Das BD FACSCalibur™ hat zwei Streulicht-&8ld¢bren und unterscheidet hierbei zwi-
schen Vorwarts- uns Seitwartsstreulicht. Vorwanssicht (FSC = forward scatter) ent-
spricht dem einfallenden Lichtstrahl in einem Wihken O - 10°; der Winkel korreliert posi-
tiv mit der GréRRe des untersuchten Partikels. Setsstreulicht (SSC = side scatter) wird im
90° - Winkel des einfallenden Lichtstrahls deteitfieler Winkel korreliert positiv mit der
Granularitat des untersuchten Partikels.

Im gleichen Analyseverfahren kdnnen parallel weitBartikeleigenschaften mittels Fluores-

zenzmessung erfasst werden. Hierzu muss die eolsprge Suspension zuvor mittels Fluo-
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reszenzfarbstoffen angefarbt worden sein. Diesedeverproteinvermittelt an spezifische
Oberflachenmolekile des korrespondierenden Pastig@bunden. Eine Korrelation mehrerer
Partikeleigenschaften ist durch simultane ErfassiorgFluoreszenzcharakteristika bei diver-
gierenden Fluorochromen mdoglich. Das BD FACSCaliburat vier Fluoreszenz-Detektoren
und unterscheidet zwischen grinen, gelben, oramgené roten Regionen im Farbspektrum
(Abbildung 3-2).

as8/10 @ 530/30

FL2 \
585/42

s

/\
7A_

- 670LP
-' ° ' .—' -
488/10 FSC Diode

Abbildung 3-2. Prinzip der Durchflusszytometrie

Als Lichtquelle dienen ein blauer Argon-lonen-Laser(Emisssionswellenlange=488nm) sowie ein roter

Diodenlaser (=635 nm). Der ausgehende Lichtstrahl wird durch Lirsen gebiindelt und fokussiert. De-
tektion des Vorwartsstreulichts (FSC) erfolgt Uber FSC-Diode, des Seitwartsstreulichts mittels SSC-
Detektor. Fluoreszenzen werden mittels der Detekt@n fur Fluoreszenzen (FL) erfasst. FL1 erfasst
FITC-Fluoreszenzen (Bandbreitenfilter 530 nm), FL2PE/PI -Fluoreszenzen (Bandbreitenfilter 585 nm)

und FL3 PerCP-Fluoreszenzen (Bandbreitenfilter > 6@ nm) des blauen Lasers. FL4 erfasst APC-
Fluoreszenzen (Bandbreitenfilter 661 nm), zugrundéegt der rote Laser.

Nach BD Biosciences, Heidelberg

FL4
661/16

Fluoreszenzfarbstoffe Uberschneiden sich in klem&ereichen (Abbildung 3-3). Diese Par-
tikel erscheinen im Punktwolkendiagramm spater etigpositiv. Um diese Uberschneidung

zu korrigieren, muss bei jeder Messung eine sogeaakompensation erfolgen. Diese er-
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laubt die Korrektur der spektralen Uberlappungjéilien Fluoreszenzkanal. Die Kompensati-
on wird immer dann erforderlich, sobald mehr alsedrluoreszenz simultan gemessen wer-
den soll. Mittels einer negativen Kontrolle (ungéta Probe) kann die Autofluoreszenz der

Suspension bericksichtigt werden; im Folgenden died als Isotypenkontrolle bezeichnet.
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Abbildung 3-3. Laserexzitation und Fluoreszenzemission der Fluoshrome FITC, PE, APC
Nach BD Biosciences, Heidelberg

Die optischen Signale, die von den im Laserstradindlichen Partikeln reflektiert werden,
werden von einem System aus Spiegeln und Filtetspeechend ihrer Wellenlange erfasst
und mittels Photomultiplier in elektrische Signalmgewandelt. Die Signalverstarkung kann
linear oder logarithmisch erfolgen. Die logarithoie Verstarkung ist geeignet zur Erfassung
schwacher Impulsqualitat und somit insbesonder&ftigulicht von besonders kleinen Parti-
keln, wie den Mikropartikeln (MP). Uber die entsgitende Software (CellQuest™ Pro 3.5)
konnen die elektrischen Signale digital erfassapprsch dargestellt und ausgewertet werden.
Die Ausgabe der Daten erfolgt in Form eines Punikardiagramms, in dem die Vorwarts-
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streuung gegen die Seitwartsstreuung aufgetragesdes in Form eines Histogrammes der

Fluoreszenzintensitat (, B).

Zur taglichen Ein- und Ausschaltroutine sind dieneise des Herstellers zu beachten. Eine
Kalibrierung des FACSCalibur™ mit CaliBRITE™ beasistaglich vorgesehen.

3.11.2Methodisches Vorgehen

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten GrundgEiungen des FACS-Geréates wurden
laborintern in Vorversuchen entwickelt, modifiziertd verifiziert. Im Verlauf der dieser Stu-

die wurden sie nicht verandert.

Die unspezifische Bindung von Antikérpern kann encerfolgten Analysen mit < 7% aller
Mikropartikel angegeben werden. Endotheliale Mikndixel (EMP) wurden in folgende
Subpopulationen  unterteilt:  CD3ID144AnnexinV'-,  CD3I'CD144 AnnexinV-,
CD31'CD42BAnnexinV'- und CD62E-Mikropartikel. CD31 und CD144 gelten beide als
endotheliale Oberflachenmarker; CD144 qilt jedolshdgr endothelspezifischere, CD31 wird
zusatzlich auch von Thrombozyten exprimiert. Dakerde die Kombination aus CD31ind
CD144 als hochst spezifisch beziiglich EMP angesehenERjession konstitutiver Ober-
flachenmarker, wie CD31, ist wahrend apoptotisdhezesse erhoht. Induzierbare Oberfla-
chenmarker, wie CD62E, sind dahingegen wahrendiiakiier Prozesse erhdht (Jimenez et
al., 2003). Um genauer zwischen aktivierten undpsgicschen Prozessen differenzieren zu
konnen, wurde der Quotient von CD62E und CD31 lteret (Jimenez et al., 2003;
Tramontano et al., 2010; Yong et al., 2012). DiedBing von Annexin V und Mikropartikeln
wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Eineits gilt Annexin V als ubiquitares Marker-
Protein der MP (Dey-Hazra et al., 2010), andereysard berichtet, dass lediglich ein kleiner
Anteil an Mikropartikeln tatsachlich Annexin V bietlund als Marker von vorwiegend apop-
totischen MP gilt (Horstman et al., 2004b; Jimeaeal., 2003). Daher erfolgte eine Analyse
zweier verschiedener Subpopulationen: Clu 144 AnnexinV'- und
CD31'CD144 AnnexinV- endothelialer MP. Thrombozytare Mikropartikel (PMwurden
als CD42BAnnexinV'- oder CD62PAnnexinV'- Population identifiziert. CD42b ist als kon-
stitutiver Marker kennzeichnend fur apoptotische RMCD62P als induzierbarer Marker
kennzeichnend fir aktivierte PMP. Mikropartikel keaytaren Ursprungs (LMP) wurden
mittels CDA45 verifiziert, monozytare MikropartikeMMP) mittels CD14. Die Werte wurden
als erfasste Ereignisse angegeben.
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Als GroRenreferenzwert fur die Mikropartikel wurddefinierte Latexpartikel (CAL) einer
durchschnittlichen Grof3e von 3 pum detektiert. Boséhluss des Analyse-Vorganges wurden
stets 26.000 dieser Ereignisse erfasst. Latexghrtikd Mikropartikel wurden mittels Vor-

warts- und Seitwartsstreulicht, wie vorhergehendbbildung 3-3beschrieben, erfasst.

Mikropartikel wurden als detektierte Partikel vorll 81 um Grofl3e definiert und im R1-
Fenster (upper left) nach zusatzlicher Fluoreszamkierung erfasst (A). Die Konzentration
der Mikropartikel wurde im direkten Vergleich miénl detektierten Latexpartikeln ermittelt.
Ereignisse aulRerhalb der R1- und R2-Fenster stéierHintergrundrauschen dar und wurden
in der weiteren Analyse herausgefiltert. In derliegenden Versuchsanordnung wurde fest-
gelegt, dass mindestens 500.000 Gesamtpartikalrdersuchten Suspension erfasst werden
mussen. Unabhangig von der gemessenen GesamtzaRbdiel, die Gber dem hier defi-
nierten Referenzwert lagen, wurde jede Berechnuwngdan Referenzwert bezogen. In
Abbildung 3-4 sind exemplarische PunktwolkendiagramA, C, D) sowie ein Histogramm
der Fluoreszenzintensitat (B) dargestellt, die ianiRen der FACS-Analyse ausgegeben wur-
den.

3.11.3Stabilitat der Mikropartikel

In laborinternen FACS-Analysen zeigte sich eindigtaabsolute Zellzahl / 500.000 Gesamt-
ereignisse sowohl von endothelialen als auch thoaytiren und monozytaren Mikroparti-
keln nach wiederholten Gefrier- und Auftauprozeggex 0,05) (Abbildung 3-5).
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Abbildung 3-4. (A, C, D) Reprasentative FACS Punktwolkendiagramme(B) Histogramm der Fluores-
zenzintensitat

(A, C, D) Mikropartikel wurden aus EDTA-Plasma isoliert und mittels Durchflusszytometrie wie vor-
stehend beschrieben analysiert. Mikropartikel (MP)(grine Punkte) und Kalibrationspartikel (CAL,
calibration beads) (rote Punkte, je 3 um) wurden imVorwarts- und Seitwartsstreulichtverfahren (FSC
bzw. SSC) detektiert (CAL in R1, MP planimetrisch racherfasst in R2) und logarithmisch aufgetragen.
MP sind definiert als Ereignisse einer Gré3e von @,-1 um, dargestellt im Bereich R2 (upper left).

(B) Histogramm der Fluoreszenzintensitat einer untesuchten Suspension. Die Eigenfluoreszenz der Iso-
typenkontrolle (Isotype) sowie die CD31PE-Fluoreszenz eines Probanden sind dargestellt.

(C und D) Reprasentative Punktwolkendiagramme von ©31°Annexin® endothelialen MP im Plasma
einer Patientin mit peripartaler Kardiomyopathie (PPCM) (C) sowie vergleichend einer gesunden
Schwangeren (PCTR) (D).
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Abbildung 3-5. Stabile Anzahl an Mikropartikeln wahrend Gefrier- und Auftauprozessen

Laborinterne FACS-Analysen (unveréffentlicht) zeigen eine stabile absolute Zellzahl / 500.000 Gesamte
eignisse sowohl von endothelialen als auch thrombgAren und monozytaren Mikropartikeln (MP) nach
wiederholten Gefrier- und Auftauprozessen (p < 0,06 Zeitpunkte (t) vor (t0), nach ein (t1), zwei (t2, drei
(t3), vier (t4) bzw. funf (t5) Gefrier- und Auftauzyklen.
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3.12 Probenaufbereitung

Alle klinikintern gewonnenen Blutproben wurden nadkntischem Protokoll im Labor der
Klinik fur Innere Medizin Il des Universitatsklikum des Saarlandes, aufbereitet, um préa-
analytischen Abweichungen vorzubeugen. Die darmalgehde Analyse mittels FACS basier-

te auf dem eigens entwickelten Protokoll.

EDTA-Vollblut (5 - 10 ml) wurde nach Blutentnahmenerhalb 30 min bei 2.400 rpm flr
15 min zentrifugiert, um plattchenreiches Plasmaewinnen. Danach wurde die Probe er-
neut bei 13.000 g fur 2 min bei 4 °C zentrifugienty plattchenarmes Plasma zu erhalten. Im
Anschluss wurden die Proben fraktioniert bei -20f8€ eine Woche eingefroren und an-

schlieBend bei -80 °C bis zur Analyse aufbewahrt.

Am Analysetag erfolgte langsames Auftauen desgbléttarmen Plasmas auf Eis. In jedes
Rundbodenréhrchen, nachfolgend Tube genannt, wizBerl plattchenarmes Plasma pipet-
tiert. AnschlieBend folgte die Zugabe von je zwersehiedenen Antikoérpern (je PE und
FITC), je 2 ul Menge in Tube 2-4. Tube 1 blieb Bistypenkontrolle frei von Antikérpern

(Tabelle 3-15). Eine gute Durchmischung wurde Hsitt®rtexen erreicht.

Tabelle 3-15.Marker-Proteine in Tube 1-5

Tube | Plattchenarmes| Marker-Protein
Plasma

1 25 pl Plasma -

2 25 pul Plasma | 2 ul CD144 FITC
2 ul CD31 PE

3 25 pl Plasma 2 ul CD62E FITC
2 ul CD31 PE

4 25 pl Plasma | 2 ul CD14 FITC
2 ul CD45 PE

5 25 pl Plasma 2 ul CD62P FITC
2 ul CD42b PE

Es folgte die Inkubation im Dunkeln fir 60 min BePC. Nach Ablauf der ersten Inkuba-
tionszeit wurden je 25 pl Binding Buffer sowie j& 211 Annexin V APC zugegeben mit einer
Inkubationszeit von 15 min bei Raumtemperatur. Abeh blieb Tube 1 ohne Proteinzusatz
(Tabelle 3-16). Eine gute Durchmischung wurde nsitt®rtexen erreicht.

37



Material und Methoden

Tabelle 3-16.Marker-Proteine in Tube 1-5 plus Binding Buffer und Annexin V

Tube | Plattchenarmes| Marker-Protein Binding | Marker-Protein
Plasma Buffer

1 25 pl Plasma - 25 ul -

2 25 pl Plasma 2 ul CD144 FIT( 25 ul 2,5 ul Annexin V
2 ul CD31 PE AHC

3 25 pl Plasma 2 ul CD62E FIT{ 25 pl 2,5 pl Annexin V
2 ul CD31 PE APE

4 25 pl Plasma 2 ul CD14 FITC| 25 ul 2,5 ul Annexin V
2 ul CD45 PE APE

5 25 pl Plasma 2 ul CD62P FIT{ 25 pl 2,5 pl Annexin V
2 ul CD42b PE APE

Unmittelbar vor der Messung wurden jedem Tube 30Bipding Buffer sowie 4 ul Latex
Beads zugegeben (Tabelle 3-17). Letztere wurdenbvarittels PBS im Verhdltnis 1 : 95

verdunnt. Eine gute Durchmischung wurde mittelsesan erreicht.

Tabelle 3-17 Marker-Proteine in Tube 1-5 plus Binding Buffer und Annexin V plus Binding Buffer und
Latex Beads

Tube | Plattchenarmes| Marker-Protein | Binding | Marker-Protein Binding | Latex
Plasma Buffer Buffer Beads

1 25 pl Plasma - 25 pl - 300 pl 4 ul
i Beads

2 25 pl Plasma 2 ul CD144 FITC25 ul 2,5 ul Annexin vV | 300 pl 4 ul
2 ul CD31 PE APC Beads

3 25 ul Plasma 2 ul CD62E FITC25 pl 2,5 pl Annexin V | 300 pul 4 ul
2 ul CD31 PE APC Beads

4 25 pl Plasma 2 ul CD14 FITC| 25 ul 2,5 ul Annexin vV | 300 pl 4 ul
2 ul CD45 PE APC Beads

5 25 ul Plasma 2 ul CD62P FITC25 pl 2,5 pl Annexin V | 300 ul 4 ul
2 ul CD42b PE APC giesls

Jeder Versuchsansatz (Tubel-5) wurde binnen 6(hath Fertigstellung der FACS-Analyse
zugefihrt. Die Auswertung der erhobenen Datensétirdgte zu einem beliebigen spateren

Zeitpunkt.
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Einschrankung

Bei den aus Sudafrika erhaltenen Proben (PPCM-BRCNRBRCTR) stand Blutplasma in
geringerer Menge (< 125 pl) zur Verfigung. Dem Yearfigung stehenden Plasma wurden
die Ubrigen Zuséatze in gleichbleibendem Verhélimgegeben. Bei allen Proben musste
mangels einer ausreichenden Menge an Plasma aiatisung von MMP und LMP (Tube

4) verzichtet werden.

39



Ergebnisse

4 Ergebnisse
Die Ausgangsdaten der 158 Studienpatienten sifidlelle 3-3 bis Tabelle 3-6 dargestellt.

Es wurde die Patientengruppe der PPCM den nacimgtehelTabelle 4-1 aufgefiuihrten Grup-
pen gegenubergestellt. Die Kontrollgruppen hattachweislich eine normale linksventriku-
lare Ejektionsfraktion und normale linksventriki@dddiameter.

Tabelle 4-1.Patientenkollektiv 1/ 2

Abklrzung Patientengruppe

PPCM peripartale Kardiomyopathig
PPCTR gesunde postpartale Frauen
PCTR gesunde schwangere Fraugn
NPCTR gesunde nicht-schwangere Fragen
ICM ischamische Kardiomyopathig?
CAD stabile koronare Herzkrankhéit?
HCTR gesunde Kontrolle® &

Die Patientinnengruppe der PPCM mit additiver Bronpiin-Therapie wurde der Gruppe
ohne zusatzliche Bromocriptin-Therapie gegenubéeteéTabelle 4-2).

Tabelle 4-2.Patientenkollektiv 2 / 2

Abkurzung Patientengruppe

PPCM-BR PPCM mit Bromocriptin-Behandlurg
PPCM-BRCTR PPCM ohne Bromocriptin-Behandluiy

FACS-Analysen konnten wie vorstehend beschriebeallen 158 Blutproben durchgefthrt

werden.

4.1 Mikropartikel bei Patientinnen mit peripartaler ideomyopathie,
gesunden postpartalen Frauen, gesunden schwangeseen,
gesunden nicht-schwangeren Frauen, Patienten chi&nsischer
Kardiomyopathie, Patienten mit stabiler koronarerakrankheit
und gesunden altersdquivalenten Kontrollen

Mikropartikel (MP) endothelialen, thrombozytdrendumonozytaren Ursprungs waren bei

Patienten mit PPCM signifikant erhoht im Gegengatallen anderen untersuchten Studien-

gruppen.
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4.1.1 Endotheliale Mikropartikel (EMP)

Die absolute Anzahl der EMP (CD1I34st bei Patientinnen mit PPCM signifikant erhoht
gegenuber PPCTR, PCTR, NPCTR, HCTR und PatientefQii oder CAD (p < 0,001). In
der Schwangerschaft (PCTR) erreichen die EMP eiredNi, das dem von ICM und CAD
entspricht. Dem gegentiber ist die Anzahl der EMPRCTR, PCTR und den HCTR signifi-
kant erniedrigt (Abbildung 4-1).
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Abbildung 4-1. Endotheliale Mikropartikel (MP) bei Patientinnen mit peripartaler Kardiomyopathie
(PPCM). Der PPCM gegenubergestellt sind alterséaquatente gesunde postpartale Frauen (PPCTR), ge-
sunde schwangere Frauen (PCTR), gesunde nicht-schingere Frauen (NPCTR), Patienten mit ischa-
mischer Kardiomyopathie (ICM), Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit (CAD) und deren al-
tersaquivalente gesunde Kontrollen (HCTR).

Endotheliale MP waren bei Patientinnen mit PPCM sigifikant erhéht gegeniiber PPCTR, PCTR,
NPCTR, ICM, CAD und HCTR. EMP bei PCTR waren signifikant erhdht verglichen mit PPCTR,
NPCTR und HCTR. EMP-Level unterschieden sich nichtbei ICM und CAD, waren aber signifikant er-
hoht gegenliiber PPCTR, NPCTR und HCTR.

Signifikanz p < 0,05:(a) PPCM vs. PPCTR, (b) PPCM vs. PCTR, (c) PPCM vs. NPCTR, (d) PPCM vs.
ICM, (e) PPCM vs. CAD, (f) PPCM vs. HCTR, (g) PCTR vs. PPCTR, (h) PCTR vs. NPCTR, (j) PCTR vs.
HCTR, (k) ICM vs. PPCM, (I) ICM vs. PPCTR, (p) ICM vs. PCTR, (q) CAD vs. PPCTR, (r) CAD vs.
PCTR, (s) CAD vs. NPCTR, (t) CAD vs. HCTR.
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Eine Subpopulation der EMP, sowohl positiv fir CB®s auch CD31, zeigte ebenfalls eine
signifikante Erh6hung der EMP bei Patientinnen RtCM, jedoch bei relativ erniedrigter

absoluter Zellzahl pro 500.000 Gesamtereignisse.

Aktivierte EMP (CD62) waren bei Patientinnen mit PPCM signifikant ethégeniiber al-
len anderen untersuchten Gruppen (p < 0,001). P£&idRen ein der ICM &hnliches Niveau.
Sowohl PCTR als auch ICM waren signifikant erhédgentuber PPCTR, NPCTR, CAD und
NPCTR. CAD zeigte sich signifikant erhoht im Veligle zu PPCTR, NPCTR und HCTR
(Abbildung 4-2).
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Abbildung 4-2. Aktivierte endotheliale Mikropartikel (MP) bei Pat ientinnen mit peripartaler Kardio-
myopathie (PPCM). Der PPCM gegeniibergestellt sindl®rsaquivalente gesunde postpartale Frauen
(PPCTR), gesunde schwangere Frauen (PCTR), gesundight-schwangere Frauen (NPCTR), Patienten
mit ischamischer Kardiomyopathie (ICM), Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit (CAD) und
deren altersaquivalente gesunde Kontrollen (HCTR).

Aktivierte endotheliale MP waren bei Patientinnen nit PPCM signifikant erhdht gegeniber PPCTR,
PCTR, NPCTR, ICM, CAD und HCTR. ICM zeigten sich signifikant erhéht im Vergleich zu PPCTR,
NPCTR, CAD und HCTR. MP bei CAD waren signifikant erhéht gegentber PPCTR, NPCTR und
HCTR.

Signifikanz p < 0,05:(a) PPCM vs. PPCTR, (b) PPCM vs. PCTR, (c) PPCM vs. NPCTR, (d) PPCM vs.
ICM, (e) PPCM vs. CAD, (f) PPCM vs. HCTR, (I) ICM vs. PPCTR, (n) ICM vs. NPCTR, (0) ICM vs.
CAD, (p) ICM vs. PCTR, (q) CAD vs. PPCTR, (r) CAD vs. PCTR, (t) CAD vs. HCTR.
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Im Gegensatz dazu zeigten sich apoptotische EMPB{GnexinV') bei Patientinnen mit
PPCM und bei PCTR (p=0,437) erhoht verglichen PRCTR (p <0,001), NPCTR
(p <0,001) und HCTR (p < 0,001). EMP waren bei RRfes Weiteren auch gegenuber ICM
(p =0,031) und CAD (p < 0,034) erhoht, die sicleaddrum signifikant erhdht im Vergleich
zu PPCTR, NPCTR und HCTR erwiesen. Apoptotische akitvierte EMP zeigten sich bei
PCTR ahnlich (Abbildung 4-3).

A
) )
.5 (d) (e)
o 12000 | (0
Q
= (9) (h)
& 10000 - 0]
Q
O
S
S 8000
o (@) ()
3 (M (p)
~ 6000 [
=
©
N
IS 4000
Q
=)
2 2000 | T T
o)
<
(al
> PPCM PPCTR PCTR NPCTR ICM CAD HCTR

Abbildung 4-3. Apoptotische endotheliale Mikropartikel (MP) bei Patientinnen mit peripartaler Kar-
diomyopathie (PPCM). Der PPCM gegenlbergestellt sthaltersdquivalente gesunde postpartale Frauen
(PPCTR), gesunde schwangere Frauen (PCTR), gesundight-schwangere Frauen (NPCTR), Patienten
mit ischamischer Kardiomyopathie (ICM), Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit (CAD) und
deren altersaquivalente gesunde Kontrollen (HCTR).

Apoptotische endotheliale MP waren bei Patientinnemit PPCM signifikant erhéht gegeniiber PPCTR,
NPCTR, ICM, CAD und HCTR. Bei PCTR zeigte sich einesignifikante Erh6hung gegeniiber PPCTR,
NPCTR und NPCTR. ICM und CAD zeigten ein vergleichlares Niveau und eine signifikante Erh6hung
gegeniber PPCTR und HCTR.

Signifikanz p < 0,05: (a) PPCM vs. PPCTR, (c) PPCM vs. NPCTR, (d) PPCM vs. ICM, (e) PPCM vs.
CAD, (f) PPCM vs. HCTR, (g) PCTR vs. PPCTR, (h) PCTR vs. NPCTR , (j) PCTR vs. HCTR, (I) ICM
vs. PPCTR, (p) ICM vs. PCTR, (g) CAD vs. PPCTR (t) CAD vs. HCTR.
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Hieraus ergibt sich, dass die Erhéhung der EMPPlagientinnen mit PPCM am ehesten auf
eine Erhohung der aktivierten EMP zurtckzufiihreth Bas betrifft das CD62E/CD31-

Verhaltnis. Auf diesen Quotienten wird nachsteheimgegangen.

Eine weitere Subpopulation der EMP (CD3D144 AnnexinV) zeigte keine Veranderung

in der Haufigkeit des Auftretens.
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4.1.2 Thrombozytare Mikropartikel (PMP)

Die thrombozytaren Mikropartikel (CD62@D42b AnnexinV') sind bei Patientinnen mit
PPCM im Vergleich zu allen anderen Gruppen (PPCRICPR, PCTR, NPCTR, HCTR,
CAD, ICM) signifikant erhoht (p < 0,001) (Abbildurz4).
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Abbildung 4-4. Thrombozytare Mikropartikel (MP) bei Patientinnen mit peripartaler Kardiomyo-
pathie (PPCM). Der PPCM gegenibergestellt sind altedquivalente gesunde postpartale Frauen
(PPCTR), gesunde schwangere Frauen (PCTR), gesundight-schwangere Frauen (NPCTR), Patienten
mit ischamischer Kardiomyopathie (ICM), Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit (CAD) und
deren altersaquivalente gesunde Kontrollen (HCTR).

Thrombozytdare MP waren bei Patientinnen mit PPCM sgnifikant erhdht gegentiber PPCTR, PCTR,
NPCTR, ICM, CAD und HCTR. Bei PCTR und ICM zeigte sch eine signifikante Erhéhung gegeniiber
PPCTR, NPCTR, CAD und HCTR. HCTR waren signifikant erhéht im Vergleich zu PCTR.

Signifikanz p < 0,05:(a) PPCM vs. PPCTR, (b) PPCM vs. PCTR, (c) PPCM vs. NPCTR, (d) PPCM vs.
ICM, (e) PPCM vs. CAD, (f) PPCM vs. HCTR, (g) PCTR vs. PPCTR, (h) PCTR vs. NPCTR, (i) PCTR vs.
CAD , (j) PCTR vs. HCTR, () ICM vs. PPCTR, (n) ICM vs. NPCTR, (0) ICM vs. CAD, (p) ICM vs.
PCTR, (u) HCTR vs. PCTR.
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Aktivierte PMP waren in den PPCM signifikant erhéarglichen mit PPCTR (p < 0,001),
PCTR (p<0,016), NPCTR (p<0,001), ICM (p<0JOCAD (p<0,001) und HCTR
(p < 0,001) (Abbildung 4-5).
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Abbildung 4-5. Aktivierte thrombozytare Mikropartikel (MP) bei Pa tientinnen mit peripartaler Kar-
diomyopathie (PPCM). Der PPCM gegenilbergestellt sthaltersdquivalente gesunde postpartale Frauen
(PPCTR), gesunde schwangere Frauen (PCTR), gesundight-schwangere Frauen (NPCTR), Patienten
mit ischamischer Kardiomyopathie (ICM), Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit (CAD) und
deren altersaquivalente gesunde Kontrollen (HCTR).

Aktivierte thrombozytdre MP waren bei Patientinnen mit PPCM signifikant erhéht gegentber PPCTR,
PCTR, NPCTR, ICM, CAD und HCTR. Bei PCTR und ICM zeigte sich eine signifikante Erhéhung ge-
geniiber PPCTR, NPCTR, CAD und HCTR. HCTR waren sigifikant erhdht im Vergleich zu PCTR.

Signifikanz p < 0,05: (a) PPCMvs. PPCTR, (b) PPCMvs. PCTR, (c) PPCMvs. NPCTR, (d) PPCM vs.
ICM, (e) PPCM vs. CAD, (f) PPCM vs. HCTR, (g) PCTR vs. PPCTR, (h) PCTRvs. NPCTR, (i) PCTR
vs. CAD , (j) PCTR vs. HCTR, (I) ICM vs. PPCTR, (n) ICM vs. NPCTR, (0) ICM vs. CAD, (p) ICM vs.
PCTR, (u) HCTR vs. PCTR.
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Apoptotische PMP waren bei Patientinnen mit PPCyhifkant erhéht im Vergleich mit
PPCTR (p =0,003), mit PCTR (p = 0,004), mit NPC{p~< 0,001), ICM (p < 0,015) und
CAD (p =0,003). Apoptotische PMP waren in PPCMhnhisignifikant erhéht im Vergleich
mit HCTR (p = 0,430). PCTR und ICM erreichen eir@mlich signifikanten Level gegen-
Uber den PPCTR, NPCTR, CAD und HCTR (Abbildung 4-6)
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Abbildung 4-6. Apoptotische thrombozytare Mikropartikel (MP) bei Patientinnen mit peripartaler
Kardiomyopathie (PPCM). Der PPCM gegeniibergestellisind altersédquivalente gesunde postpartale
Frauen (PPCTR), gesunde schwangere Frauen (PCTR)egunde nicht-schwangere Frauen (NPCTR),
Patienten mit ischamischer Kardiomyopathie (ICM), Ratienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit
(CAD) und deren altersdquivalente gesunde Kontrolle (HCTR).

Apoptotische thrombozytare MP waren bei Patientinne mit PPCM signifikant erhéht gegeniber
PPCTR, PCTR, NPCTR, ICM und CAD. ICM zeigten sich $gnifikant erhdht gegeniber PPCTR,
PCTR, NPCTR und CAD. EMP bei HCTR zeigten eine sigifikante Erhéhung gegenuber PCTR,
NPCTR und CAD.

Signifikanz p < 0,05:(a) PPCM vs. PPCTR, (b) PPCM vs. PCTR, (c) PPCM vs. NPCTR, (d) PPCM vs.
ICM, (e) PPCM vs. CAD, (f) PPCM vs. HCTR, (g) PCTR vs. PPCTR, (h) PCTR vs. NPCTR, (i) PCTR vs.
CAD , (j) PCTR vs. HCTR, (k) ICM vs. PPCM, (I) ICM vs. PPCTR, (m) ICM vs. PCTR, (n) ICM vs.
NPCTR, (0) ICM vs. CAD, (p) ICM vs. PCTR, (g) CAD vs. PPCTR, (r) CAD vs. PCTR, (s) CAD vs.
NPCTR, (t) CAD vs. HCTR, (u) HCTR vs. PCTR, (v) HCTR vs. NPCTR, (w) HCTR vs. CAD
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4.1.3 Monozytéare Mikropartikel (MMP)

Monozytare Mikropartikel (CDI#Annexin’) zeigten bei Patientinnen mit PPCM eine signifi-
kante Erh6hung gegeniber allen anderen untersucreppen (p < 0,001). Des Weiteren
waren MMP bei PCTR signifikant im Vergleich zu PREGINPCTR, CAD und HCTR er-
hoht. In ICM war eine signifikante Erh6hung gegestiBPCTR, PCTR, NPCTR, CAD und
HCTR nachweisbar (Abbildung 4-7).
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Abbildung 4-7. Monozytéare Mikropartikel (MP) bei Patientinnen mit peripartaler Kardiomyopathie
(PPCM). Der PPCM gegenubergestellt sind alterséaqualente gesunde postpartale Frauen (PPCTR), ge-
sunde schwangere Frauen (PCTR), gesunde nicht-schmgere Frauen (NPCTR), Patienten mit ischami-
scher Kardiomyopathie (ICM), Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit (CAD) und deren al-
tersaquivalente gesunde Kontrollen (HCTR).

Monozytdre MP waren bei Patientinnen mit PPCM sigriikant erhéht gegeniber PPCTR, PCTR,
NPCTR, ICM, CAD und HCTR. PCTR zeigte eine signifikante Erh6hung gegenliber PPCTR, NPCTR,
CAD und HCTR. Signifikant erhdhte MMP gegentuber ICM waren bei PPCTR, PCTR, NPCTR, CAD
und HCTR nachweisbar.

Signifikanz p < 0,05:(a) PPCM vs. PPCTR, (b) PPCM vs. PCTR, (c) PPCM vs. NPCTR, (d) PPCM vs.
ICM, (e) PPCM vs. CAD, (f) PPCM vs. HCTR, (g) PCTR vs. PPCTR, (h) PCTR vs. NPCTR, (i) PCTR vs.
CAD, (j) PCTR vs. HCTR, (I) ICM vs. PPCTR, (m) ICM vs. PCTR, (n) ICM vs. NPCTR, (0) ICM vs.
CAD, (p) ICM vs. PCTR.
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4.1.4 Leukozytare Mikropartikel (LMP)

Leukozytare Mikropartikel (CD4B\nnexinV") waren bei Patientinnen mit PPCM signifikant
erhoht im Vergleich mit PPCTR (p < 0,001) und CAD<0,001), jedoch nicht signifikant im

Vergleich zu den anderen untersuchten Gruppen. ége@satz dazu waren die LMP in ICM
deutlich erhéht verglichen mit PPCTR, PCTR, NPCTRD und HCTR (Abbildung 4-8).
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Abbildung 4-8. Leukozytare Mikropartikel (MP) bei Patientinnen mit peripartaler Kardiomyopathie
(PPCM). Der PPCM gegenubergestellt sind alterséaquatente gesunde postpartale Frauen (PPCTR), ge-
sunde schwangere Frauen (PCTR), gesunde nicht-schmgere Frauen (NPCTR), Patienten mit ischami-
scher Kardiomyopathie (ICM), Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit (CAD) und deren al-
tersaquivalente gesunde Kontrollen (HCTR).

Leukozytare MP waren bei Patientinnen mit PPCM sigifikant erhdht gegeniiber PPCTR und CAD.
LMP zeigten sich in ICM signifikant erhdht im Vergleich zu PPCTR, PCTR, NPCTR, CAD und HCTR.

Signifikanz p < 0,05:(a) PPCM vs. PPCTR, (e) PPCM vs. CAD, (I) ICM vs. PPCTR, (m) ICM vs. PCTR,
(n) ICM vs. NPCTR, (0) ICM vs. CAD, (p) ICM vs. PCTR.
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4.2 Mikropartikel bei Patientinnen mit peripartaler idammyopathie
mit und ohne Bromocriptin-Therapie

Endotheliale und thrombozytare Mikropartikel

Patientinnen mit PPCM zeigten nach Bromocriptin-&algnifikant riicklaufige EMP vergli-
chen mit PPCM-Patientinnen, die ausschliel3lichStlandard-Herzinsuffizienztherapie erhal-
ten haben (p <0,001). Daruber hinaus waren thrayitboee Mikropartikel signifikant er-

niedrigt bei Patientinnen mit Bromocriptin-Therafpidbildung 4-9).

Die signifikante Abnahme der MP kann anhand derpSpblationen der aktivierten und
apoptotischen MP nachvollzogen werden. Sowohl ety und apoptotische endotheliale
MP als auch aktivierte und apoptotische thrombaeyMP zeigten sich signifikant reduziert
bei PPCM-BR (p < 0,005).
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Abbildung 4-9. Endotheliale und thrombozytéare Mikropartikel (MP) bei Patientinnen mit peripartaler

Kardiomyopathie (PPCM) und divergierender Therapiegtion. Eine Gruppe erhielt ausschlief3lich eine
Standard-Herzinsuffizienztherapie (PPCM-BRCTR), die andere Gruppe zusétzlich Bromocriptin

(PPCM-BR).

Bei PPCM-BR zeigten sich sowohl endotheliale MP (EWN)) als auch thrombozytare MP (PMP) signifikant
erniedrigt (p < 0,005):(x) PPCM-BR vs. PPCM-BRCTR.
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4.3 CD62E/CD31-Quotient

Der CD62E/CD31-Quotient wurde als Indikator eindatiierung (hoher Quotient, > 4) oder
Apoptose (niedriger Quotient, < 0,4) berechnet. Baientinnen mit peripartaler Kardiomyo-
pathie (PPCM, PPCM-BR, PPCM-BRCTR) zeigte sichglenen mit den anderen unter-
suchten Patientengruppen, ein hoherer Quotiertlialseis einer Generierung von endotheli-

alen MP mittels aktivierter Prozesse (Tabelle 4-3).

Tabelle 4-3.CD62E/CD31-Quotient endothelialer Mikropartikel

CD62E/CD31-Quotient + SEM | p-Wertvs. PPCM

PPCM 3,2+0,8 -

PPCTR 1,5+0,2 0,018

PCTR 1,0£0,1 0,002

NPCTR 0,9+0,1 < 0,001

ICM 20+05 0,204

CAD 1,1+0,7 0,026

HCTR 15+0,5 0,033
PPCM-BR 6,1+1,0 0,004
PPCM-BRCTR 29+0,3 0,870

CD62E/CD31-Quotient endothelialer Mikropartikel If&tientinnen mit peripartaler Kardiomyopathie (RBC
altersaquivalenten gesunden postpartalen Fraue@TR), gesunden schwangeren Frauen (PCTR), gesunden
nicht-schwangeren Frauen (NPCTR), Patienten nii@isischer Kardiomyopathie (ICM), Patienten mit geab
koronarer Herzkrankheit (CAD) und altersaquivaleangesunden Kontrollen (HCTR). Ebenso wurden PPCM-
Patienten unter Standard-Herzinsuffizienz-ThergpieRCM-BRCTR) sowie solche mit zusatzlicher Brompcri
tin-Therapie (PPCM-BR) berticksichtigt. DarstelluadStandardabweichung des Mittelwertes (SEM, stahdar
error of the mean). Der p-Wert des Quotienten wigdeils mit PPCM verglichen.
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4.4 Statistikiibersicht

Die statistischen Ergebnisse sind in Tabelleddsdrabelle 4-7zusammengefasst.

Tabelle 4-4. Zellulare Mikropartikel von Patientinnen mit perip artaler Kardiomyopathie, gesunden
postpartalen Frauen und gesunden schwangeren Frauen
PPCM | PPCTR PCTR
m * m * p-Wert X- m + p-Wert X-
SEM | SEM VS. faches | SEM Vs. faches
PPCM | £ SEM PPCM | £+ SEM
EMP
CD144/AnnexinV* 62957 | 5184 | <0,001 12,1 20300 | <0,001 3,1
+ 8746 | £456 +19,2 | £5760 +15
CD144/CD31/AnnexinV" | 34946 | 2589 | <0,001 13,5 17173 | <0,001 2,0
+ 3009 |zx270 +11,1 | £2047 +1,6
CD31'/Annexin V* 10455 | 1827 | <0,001 57+ 8720 0,437 1,2
+1968 | £148 10,2 + 861 +1,7
CD62E 31946 | 2719 | 0,002 11,8 8840 <0,001 3,6
+4733 | +212 +22,3 | £1669 +28
PMP
CD62P/CD42/AnnexinV' | 19861 | 2730 | <0,001 7,2 9600 <0,001 2,1
+2142 | £320 +6,6 + 1442 +15
CD62P 14952 | 818 <0,001 18,3 6966 0,016 2,1
+1515 [ +70 +21,6 | +3448 +0/4
CD42b/AnnexinV* 4942 2181 | 0,003 2,3 433 0,004 3,5
+1553 | £736 +21 +312 +49
MMP
CD14'/AnnexinV* 15321 | 2461 | <0,001 6,2 6297 <0,001 2,4
+2751 | £236 +11,6 |+1520 +1,8
LMP
CD45'/AnnexinV* 5211 3360 | <0,001 1,6 5159 0,986 1,0
+2447 | £613 +3,9 + 644 +3,8

Dargestellt sind jeweils die durchschnittliche Zahll pro 500.000 Gesamtereignisse unter Berlclkgioidg der
Standardabweichung sowie p-Weggt PPCM und die x-fache Erhéhung der Zellzahl der MR@ter Berlick-
sichtigung der Standardabweichung.

MP, Mikropartikel; EMP, endotheliale MikropartikePMP, thrombozytare Mikropartikel; MMP, monozytare
Mikropartikel; LMP, leukozytare Mikropartikel; m, Melwert; SEM, Standardabweichung; PPCM, periparta

Kardiomyopathie; PPCTR, gesunde postpartale FraR€MR, gesunde schwangere Frauen.
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Tabelle 4-5. Zellulare Mikropartikel von Patientinnen mit perip artaler Kardiomyopathie, gesunden
nicht-schwangeren Frauen und Patienten mit ischamcher Kardiomyopathie

PPCM NPCTR ICM
m+ m + p-Wert X- m + p-Wert X-
SEM SEM VS. faches | SEM VS. faches
PPCM | + SEM PPCM | + SEM
EMP
CD144/AnnexinV" 62957 | 3963 + | <0,001 | 15,9 16216 | <0,001 | 3,8
+ 8746 | 428 +20,4 | +£1926 +45
CD144/CD31'/AnnexinV 34946 2916 + | <0,001 | 12,0 12093 | <0,001 2,9
+ 3009 | 159 +18,9 | +1098 +24
CD31/Annexin V' 10455 1438 + | <0,001 | 7,2 5291 + | 0,031 1,9
+ 1968 | 326 +4,6 853 +1,7
CD62F 31946 1317 + | <0,001 | 24,3 10448 | 0,002 3,0
+ 4733 | 212 +223 | +£2234 +20
PMP
CD62P/CD42b/AnnexinV' | 19861 3372+ | <0,001| 5,9 9285 + | <0,001 2,1
+ 2142 | 1229 +1,7 426 +5,0
CD62P 14952 1974 + | <0,001 | 7,6 6405 + | <0,001 2,3
+ 1515 | 905 +1,6 542 +2,7
CD42B/AnnexinV* 4942 1752 + | <0,001 | 2,8 3443 + | 0,015 2,8
+ 1553 | 265 +2,7 835 +1,9
MMP
CD14'/AnnexinV* 15321 | 3121+ | <0,001 | 3,3 7668 £ | <0,001 | 2,0
+2751 | 181 +15,1 | 751 + 3,7
LMP
CD45/AnnexinV' 5211 4557 + | 0,617 1,1 8528 + | 0,011 0,6
+ 2447 | 766 +3,1 383 +6,3

Dargestellt sind jeweils die durchschnittliche Zahll pro 500.000 Gesamtereignisse unter Berlclkgioidg der
Standardabweichung sowie p-West PPCM und die x-fache Erhéhung der Zellzahl der MR@ter Berlick-
sichtigung der Standardabweichung.

MP, Mikropartikel; EMP, endotheliale MikropartikeBMP, thrombozytare Mikropartikel;, MMP, monozytare
Mikropartikel; LMP, leukozytére Mikropartikel; m, Melwert; SEM, Standardabweichung; PPCM, periparta
Kardiomyopathie; NPCTR, gesunde nicht-schwangeaedir; ICM, ischdmische Kardiomyopathie.
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Tabelle 4-6.Zellulare Mikropartikel von Patientinnen mit perip artaler Kardiomyopathie, Patienten mit
stabiler koronarer Herzkrankheit und gesunden Kontrollen

PPCM CAD HCTR
m + m + p-Wert X- m + p-Wert X-
SEM SEM VS. faches | SEM VS. faches
PPCM | + SEM PPCM | + SEM
EMP
CD144/AnnexinV" 62957 | 7127 | <0,001 | 8,8 1072 | <0,001 58,7
+ 8746 | +427 + 20,7 + 679 +12,9
CD144/CD31'/AnnexinV 34946 7067 <0,001 | 4,9 1688 | <0,001 20,7
+ 3009 | +622 +4.8 + 991 +3,0
CD31/Annexin V' 10455 4775 0,034 4.3 1114 | <0,001 18,3
+1968 | +1799 +0,8 + 674 +2,2
CD62F 31946 4319 <0,001 | 7,3 1572 | <0,001 20,3
+4733 | +1632 +29 + 963 +49
PMP
CD62P/CD42b/AnnexinV' | 19861 2134 <0,001 | 9,3 3804 | <0,001 52
+2142 | +480 +44 + 775 +2,7
CD62P 14952 1177 <0,001 | 2,7 2866 | <0,001 5,2
+1515 | +170 + 8,9 + 352 +43
CD42B/AnnexinV* 4942 1699 0,003 2,9 4440 | 0,43 1,1
+1553 | +13 +11,6 | +897 +1,7
MMP
CD14'/AnnexinV* 15321 | 3183 |<0,001 | 4,8 4278 | <0,001 3,6
+2751 | +759 + 3,6 + 941 +29
LMP
CD45/AnnexinV* 5211 3017 |<0,012 | 1,7 4062 | 0,231 1,2
+ 2447 | + 358 +6,8 + 981 +24

Dargestellt sind jeweils die durchschnittliche Zahll pro 500.000 Gesamtereignisse unter Berlclkgioidg der
Standardabweichung sowie p-West PPCM und die x-fache Erhéhung der Zellzahl der MR@ter Berlick-
sichtigung der Standardabweichung.

MP, Mikropartikel; EMP, endotheliale MikropartikeBMP, thrombozytare Mikropartikel;, MMP, monozytare
Mikropartikel; LMP, leukozytére Mikropartikel; m, Melwert; SEM, Standardabweichung; PPCM, periparta

Kardiomyopathie; CAD, stabile koronare HerzkrankhdiCTR, gesunde Kontrollen.
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Tabelle 4-7.Zellulare Mikropartikel von Patientinnen mit perip artaler Kardiomyopathie

PPCM PPCM-BR PPCM-BRCTR
m + m + p-Wert X- m + p-Wert X-
SEM SEM VS. faches | SEM VS. faches
PPCM | + SEM PPCM | £+ SEM
EMP
CD144/AnnexinV* 62957 5241 <0,001 | 12,0 63951 | 0,137 1,0
+ 8746 | £ 742 +11,8 | +8769 +0,9
CD144/CD31'/AnnexinV 34946 4059 <0,001 | 8,6 39842 | 0,802 0,9
+3009 | +17 +3,0 + 3143 +0,9
CD31/Annexin V' 10455 918 <0,001 | 22,3 10088 | 0,802 1,8
+1968 | +86 +17,5 | +944 +0,1
CD62F 31946 5750 <0,001 | 3,6 28656 | 0,638 1,2
+ 4733 | £ 2083 £23 |+1933 +0,3
PMP
CD62P/CD42b/AnnexinV' | 19861 4023 <0,001 | 4,9 17992 | 0,076 1,1
+2142 | +£1398 +15 + 2295 +0,9
CD62P 14952 1880 <0,001 | 8,0 14084 | 0,26 1,1
+ 1515 | +£218 +6,9 + 1812 +0,8
CD42B/AnnexinV* 4942 843 <0,001 | 5,9 4946 0,993 1,0
+ 1553 | £290 +53 + 790 +1,19
MMP
CD14'/AnnexinV* 15321 | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
+ 2751
LMP
CD45/AnnexinV* 5211 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
+ 2447

Dargestellt sind jeweils die durchschnittliche Zahll pro 500.000 Gesamtereignisse unter Berlclkgioid der
Standardabweichung sowie p-Weggt PPCM und die x-fache Erhéhung der Zellzahl der MR@ter Berlick-
sichtigung der Standardabweichung.

MP, Mikropartikel; EMP, endotheliale MikropartikeBMP, thrombozytare Mikropartikel;, MMP, monozytare

Mikropartikel; LMP, leukozytare Mikropartikel; m, telwert; SEM, Standardabweichung; n.d., keineedat
PPCM, peripartale Kardiomyopathie; PPCM-BR, PPCkeutandardherzinsuffizienztherapie aus Skwal,
2010a; PPCM-BRCTR, PPCM mit additiver Bromocriptiherapie aus Sliwat al.,2010a.
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5 Diskussion

Mikropartikel (MP) verfiigen Uber das Potential, Bismarker fir die Diagnostik der peripar-

talen Kardiomyopathie (PPCM) geeignet zu sein. iDidieser Studie vorgelegten Daten be-
legen, dass die endothelialen und thrombozytardadgartikel richtungsweisend fur die Er-

kennung der PPCM sein kénnen und gleichzeitig deéadhlichen pathophysiologischen mo-
lekularen Prozess reflektieren. In der vorliegendebeit konnte erstmals gezeigt werden,
dass bei der PPCM endotheliale und thrombozytaresigiftfikant erhéht sind.

MP sind eine heterogene Population von Plasmamersioukturen in einer Grof3e von
0,1 - 1 um, auf deren Oberflache zahlreiche Mokekidrwiegend rezeptorvermittelt getragen
werden, die sowohl fiir die lokale als auch peripheterzellulare Kommunikation und Inter-
aktion eine entscheidende Bedeutung haben. Die éRben aus einer Phospholipiddoppel-
schicht, die zahlreiche zytosolische KomponenteRarm von Enzymen, Transkriptionsfak-
toren, mMRNA, microRNA etc. umschlieRen (Hunétral, 2008; Leroyeret al, 2010). Des
Weiteren tragen MP zahlreiche Oberflachenprotetiie,der Mutterzelle zuzuordnen sind,
unter anderem CD144, CD146 und CD31 fur die MP #relialen Ursprungs (Sinningt al,
2011). In zahlreichen Publikationen konnte eindputichgewiesen werden, dass die MP in
der Regulation inflammatorischer Prozesse, deridning der Koagulation, der Steuerung
vaskularer Funktionen, der Apoptose und im RahnmanZellproliferation und Zelldifferen-
zierung einen wichtigen Beitrag leisten (Horstnedral, 2004b). Die Formation der zirkulie-
renden MP erfolgt auf der Grundlage verschiedeigmaunktionen. In diesem Prozess sind
phosphorylierte Proteine, Proteinkinasen, aktiei©€almodulin, TNFt, Thrombin, Entzln-
dungsproteine, Zytokine und weitere Signalmolekig¢eiligt. Dazu zahlen auch der Scher-
stress und die Hypoxie (Boulangsral, 2007; Distleret al, 2005; Lynch und Ludlam, 2007;
Wiedmer und Sims, 1991). Die p38 mitogen-aktivid?teteinkinase zeigt eine signifikante
und selektive Formation endothelialer MP (Cuetisal, 2009; Morelet al, 2011).

In Abbildung 5-1ist der Pathomechanismus der MP-Bildung exemplamsrgestellt, wobei
gleichzeitig auf die differente Funktion der MP wersen wird. Die MP sind im menschli-
chen Organismus ein Teil des interzellularen lakaled peripheren Steuerungsmechanismus.
Unter pathologischen Bedingungen kommt es zu elaatlichen Zunahme der MP im zirku-
lierenden Blut. In Langzeitstudien bei kardiovaskah Erkrankungen konnte gezeigt werden,

dass Patienten mit konstant erhéhtem zirkulieren@®B1-positiven und Annexin V-
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positiven MP-Serumspiegel eine deutlich héheredeat kardiovaskularer Erkrankungen
aufwiesen (Sinningt al, 2011).

Die MP verschiedener Ursprungszellen unterschesddnin der Signalfunktion. Es gibt zahl-
reiche Hinweise, dass die Anzahl und die Zusamniemsg der MP sowie die spezifische
Funktion von den vorliegenden pathophysiologiscBedingungen abhéngig sind. Bei ver-
schiedenen kardiovaskularen Erkrankungen mit ediziiren Komponenten, beispielsweise
Herzinfarkt und Arteriosklerose, wurde eine ausggf@ Erhoéhung der MP beobachtet
(Bernal-Mizrachiet al, 2004; Burnieret al, 2009; Lynch und Ludlam, 2007; Mallat al,
2000; Sinninget al, 2011). Eine spezifische Zunahme der endotheligPrkonnte auch un-
ter den Bedingungen des Scherstresses beobachtenv@oulangeet al, 2007; Boulanger
et al, 2008) (Abbildung 5-1).

CRP -
Oxidativer Stress =
Oxidiertes LDL N Aktivierung Zirkulierende
[} EPC
Scherstress E> % Apoptose QO QEMP O
Urémische Toxine E O
Zytokine L
u. a.
Endotheliale
NO-Synthese Reparaturmechanismen

Endotheliale Integritat
VS.

Endotheliale Dysfunktion

Abbildung 5-1. Endotheliale Mikropartikel (EMP) als Plasma-Marker der endothelialen Integritat. Die
Freisetzung von EMP kann durch verschiedene Stimulidie auf die Endothelzellen der Gefalwand wir-
ken, getriggert werden. In Abhangigkeit der initiierten Effekte werden Mikropartikel aktivierter oder
apoptotischer Genese freigesetzt. Diese kénnen u. die Stickstoffmonoxid (NO)-Freisetzung bzw. die
endothelialen Reparaturkapazitat mittels Anzahl anendothelialer Progenitorzellen (EPC) beeinflussen.
Die Prozesse kénnen bei reduzierter NO-Freisetzungnd/oder reduzierten Reparaturmechanismen zur
endothelialen Dysfunktion fihren. Diese Kaskade kamim Sinne einescirculus vitiosus unterhalten wer-
den.

Modifiziert nach Boulanger et al., 2008
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Das Auftreten der endothelialen MP (EMP) gilt aisweis fur die endotheliale Dysfunktion
(Horstmanet al, 2004a). Die endothelialen Zellen besitzen wiah#ginktionen im Rahmen
der Aufrechterhaltung der Homéostase und zahlreicheiteren physiologischen Prozessen
im Gefal3. Eine endotheliale Dysfunktion tritt berschiedenen klinischen Erkrankungen auf,
bei denen vermehrte EMP nachgewiesen werden kor{hterch und Ludlam, 2007). Die
endotheliale Dysfunktion ist charakterisiert dureime verminderte Aktivitat der NO-
Synthase und der damit verbundenen Folgeschrites fihrt unter anderem zu vermehrter
Thrombozytenadhasion und Thrombozytenaggregatiaviesheukozytenadhasion auf der
Grundlage einer getriggerten Expression von Admésimlekilen (Bauer und Sotnikova,
2010; Rosen, 2002). Im Vordergrund stehen Erkrag&aorentzindlicher Genese, beispiels-
weise Lupus erythematodes visceralis, Vaskulitisites Koronarsyndrom, Arteriosklerose,
Praeklampsie und weitere Erkrankungen (Brogiaal, 2004; Ferrcet al, 1997; Fileret al,
2003; Gonzalez-Quinteret al, 2003; Sinninget al, 2011).

Ein generelles Merkmal aktivierter endothelialerlei®e sowie der Endothelzellen, die der
Apoptose unterliegen, ist der Verlust der Asymmeettier Membranphospholipidstruktur
(Zwaal und Schroit, 1997). Diesem Mechanismus kaime Schlisselfunktion im Rahmen
der Entstehung von MP zugeordnet werden. Die nasbhaen EMP sind somit ein Spiegel-
bild des vaskularen Entziindungsprozesses und eghégleinen frihzeitigen diagnostischen
Einblick in verschiedene Krankheitsgeschehen. Smtegezeigt werden, dass Patienten mit
einer aktiven systemischen Vaskulitis eine sigaifik hhere Anzahl von E-Selektin-
positiven (CD62E) EMP aufweisen (Brogaet al, 2004). Die aktivierten Endothelzellen, die
EMP bilden, sind durch CD62E charakterisiert im &egatz zu den apoptotischen Endothel-
zellen, deren EMP vordergriindig durch die Marker3CDCD105 oder Annexin V typisiert
sind. Das Verhéltnis von CD62E zu CD31 ermoglidneegenauere Zuordnung zu den im
Krankheitsprozess vorliegenden Mechanismen auEtene der endothelialen Dysfunktion
(Jimenezet al, 2003).

Die Bildung von thrombozytaren MP beruht im Weseh#n auf aktivierten und phosphory-
lierten Kompartments des Thrombozyten und untdrlgiy Steuerung durch Calmodulin,
Myosinleichtkettenkinase und weiteren Calmoduligeieerenden Proteinen. Wiedmer und
Sims berichteten Uber eine zunehmende Formationtmambozytaren MP auf Grundlage
des Phophatase-Inhibitors Vanadate (Wiedmer und,Si991). Die MP-Formation konnte
wiederum inhibiert werden durch den Proteinkinasiimor Sphyngosine, den Myosinleicht-
kettenkinase-Inhibitor ML-7, den Calmodulin-Antaggten W-7 und unter den Bedingungen
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erhohter zytosolischer cAMP-Konzentrationen (Wiedomed Sims, 1991). Daraus ist ersicht-
lich, dass die Herausbildung und Formierung der &tiem komplexen molekularbiologi-
schen Steuerungsprozess unterliegt. PMP-Oberflasinehangereichert mit Membranrezep-
toren fir die Koagulationsfaktoren Va, VI, IX urddhren damit zu einer wesentlichen Sig-
nalverstarkung der Gerinnungskaskade. Die PMP fiilate einer bis 100fach gesteigerten
prokoagulativen Aktivitdt gegentber aktivierten dimbozyten (Sinauridzet al, 2007). Dar-
aus ist abzuleiten, dass die PMP von entscheideBel@eutung fur thrombotische Prozesse
im Rahmen akuter arterieller Verschlisse in arsiterotisch veranderten GefaRen sind
(Mobarrezet al, 2011). Eine erhdhte Anzahl der PMP sind bei \eestenen Erkrankungen
beobachtet worden, darunter die instabile Anginatqis, der akute Myokardinfarkt sowie
zerebrovaskulére Ereignisse. PMP verfiigen UbeiFdlegkeit, auch monozytére Zellen zu
aktivieren, wobei sowohl die inflammatorische algla prokoagulatorische Funktionen der
Monozyten im Rahmen der Interaktion mit dem Endotiie Wirkung kommen (Barrgt al,
1997; Barryet al, 1998). Thrombozytdre MP kdnnen die Expressiorotralialer Marker
humaner Stammzellen modulieren und die Ausschittyprgangiogenetischer und
proinflammatorischer Mediatoren fordern (Distldral, 2005; Kimet al, 2004; Mause und
Weber, 2010). Die bedeutsame pathophysiologisch&sainkeit der PMP konnte am Bei-
spiel des Scott Syndroms eindrucksvoll nachgewiegerden. Bei diesem Krankheitsbild
haben die Thrombozyten die Fahigkeit verloren, Mmbitden. Die zur Aktivierung fihrende
Signalkaskade kommt nicht zur Wirkung, wodurch Blietgerinnung beeintrachtigt wird und
infolgedessen schwere Blutungen auftreten konnens(& al, 1989; Totiet al, 1996; Weiss
und Lages, 1997; Zwaal al, 2004).
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Das klinische Bild der PPCM zeigt neben dem Hautethum der Herzinsuffizienz héaufig

thrombembolische Komplikationen. Das prokoagulatdre Potential pra- und postpartal
wird durch die direkte prokoagulatorische Wirkumegvehl der PMP als auch der EMP weiter
verstarkt. Die hohe Anzahl apoptotischer MP fordket prokoagulatorische Aktivitat insbe-

sondere auf der Ebene der Phosphatidylserin-Express

Im Rahmen der wissenschatftlichen Aufklarung deh&atchanismen zur Herausbildung der
PPCM konnten in den letzten Jahren Fortschritteekraverden (Hilfiker-Kleineret al,
2007a). So wurde von Hilfiker-Kleinaat al. das anti-angiogenetische, pro-apoptotische und
pro-inflammatorische 16-kDa-Protein, das durch@jpaltung von Prolaktin mittels Cathepsin
D und anderer Metalloproteinasen entsteht, alsuisdm fir die Ausbildung der PPCM be-
schrieben (Baldocclet al, 1993; Clappet al, 1993; Corbachet al, 2002) (Abbildung 5-2).
Die auslosenden Ursachen fur den Aktivierungspmodes 16-kDa Prolaktins sind nicht rest-
los verstanden. Es wird vermutet, dass Bedingungiendlem oxidativen Stress entsprechen,
wesentlich fur die Initiierung der Prozesskaskadd gHilfiker-Kleiner et al, 2007a). Ob den
MP in diesem Prozess eine modulierende Rolle zukipnsinnoch nicht ausreichend aufge-
klart. Das betrifft unter anderem auch die Aktitetdder Metalloproteinasen, die in dem Pro-
zess der 16-kDa Prolaktinformierung beteiligt s{rirstmanet al, 2004b; Macotelat al,
2006; Reuweet al, 2010).

Oxidativer Stress—s Cathepsin D—s  23-kDa Prolaktis—e 16-kDa Prolaktin

7N\

Endothelzelle Kardiomyozyt

7\ 1

Apoptose  Aktivierung Beeintrachtigung
des Metabolismus

apoptotische aktivierte
EMP EMP

Zellulare Modulation
u.a. Thrombozyten und Monozyten

Abbildung 5-2. Kaskade der 16-kDa Prolaktinbildung und nachfolgenér Wirkung auf Endothelzelle
und Kardiomyozyt.

EMP, endotheliale Mikropartikel.
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Die Aufklarung der Signalkaskade erfolgte an tramsyn Méausen, denen der Transkriptions-
faktor STAT3 im Herzmuskel fehlt (Hilfiker-Kleinest al, 2007a). Die Expression und Akti-
vierung von STAT3 ist deutlich reduziert in den Etadlien der Herzinsuffizienz der dilatati-
ven und peripartalen Kardiomyopathie (Haghikiaal, 2011; Hilfiker-Kleineret al, 2007a;
Podewskiet al, 2003). Der Transkriptionsfaktor STAT3 ist in dRegulation zahlreicher mo-
lekularer Prozesse einbezogen, das betrifft vemakntioxidative Prozesse, die Angiogenese
und Revaskularisation, die Modulation der Hypettiepsowie metabolische und Energie-
aufrechterhaltende Mechanismen (Hagh#daal, 2011). STAT3 wird durch zahlreiche pro-
inflammatorische Faktoren aktiviert, wobei IL-6 doiert (Zhonget al, 1994). Grundsatz-
lich ist STAT3 ein ubiquitares SteuerungsproteinZéhlreiche zu modulierende molekulare
Prozesse auf der Ebene des ,cardiac remodelinggHiiHa et al, 2011). Bei STAT3-
reduziertem Myokardgewebe folgt ein Mangel an denmoaidativ wirkenden Enzym Man-
gan-Sodium-Dismutase und es kommt somit zur Fmiset der Protease Cathepsin D aus
den Lysosomen, die das zirkulierende Hormon 23-RBdaktin in die 16-kDa Prolaktinform
spaltet. Das 16-kDa Prolaktin hat eine Wirkung @diefendothelialen Zellen und auf die Kar-
diomyozyten (DFG, 2008; Hilfiker-Kleineet al, 2008b). Als Folge tritt eine Aktivierung
oder eine Apoptose endothelialer Zellen ein (HéfidKleiner et al, 2007a; Sliwaet al,
2006a). Dies wiederum fluhrt zur Ausbildung aktiteersowie apoptotischer EMP, die der

Bestimmung mittels Durchflusszytometrie oder andbtethoden zuganglich sind.

Mit grof3er Sicherheit ist anzunehmen, dass die kexepangiogenetische Imbalance die ei-
gentliche Ursache fir die Herausbildung der PPCiMRattenet al, 2012). Es wird davon
ausgegangen, dass dieser Prozess mindestens zVeéutaee Ebenen umfasst. Das betrifft
das anti-angiogenetische zirkulierende Proteinlskias oben beschriebene 16-kDa Prolaktin
sowie die Uberstimulation von AJRezeptoren (Patteet al, 2012; Wallukatet al, 1999).

Eine reduzierte Aktivitat von PGCalsowie STAT3 beginstigen einen Prolaktin-vermigielt
anti-angiogenetischen Effekt (Pattetal, 2012). Aus dem beschriebenen Pathomechanismus

wird ersichtlich, dass sich differente Wege fur @reerapie der PPCM eroffnen.

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen emrdiass das Auftreten der MP im Rah-
men des Krankheitsprozesses der PPCM als eine Bblkge beschriebener Pathomechanis-
men gewertet werden kann. Das beobachtete MP-Ryelidgt, dass die PPCM gegentber
anderen kardialen Erkrankungen in Form von ischémeis Kardiomyopathie oder stabiler
koronarer Herzkrankheit eindeutig zu differenziergn(Abbildung 4-1 bis Abbildung 4-8).
Das Verhéltnis der MP-Oberflachenproteine CD62E/Clii den untersuchten PPCM-
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Patientinnen zeigt, dass der Vorgang der MP-Gemergevermehrt Gber Aktivierungsprozes-
se erfolgt ist. (Tabelle 4-3). Das Auftreten von MPRanderen Kohorten (gesunde postpartale
Frauen, gesunde schwangere Frauen und gesundescivtdngere Frauen) war signifikant
erniedrigt gegentber den PPCM. In der Studie wuetetotheliale MP, thrombozytare MP,
leukozytare MP und monozytare MP definiert und qiiziiv erfasst. Die im Rahmen der
PPCM auftretenden MP sind vordergrindig endotrexliaind thrombozytaren Ursprungs und
reflektieren somit den entzindlichen Prozess, @esedErkrankung charakterisiert. Die Ko-
horte der gesunden schwangeren Frauen (Durchsditatt31+6 Jahre) zeigte eine statistisch
signifikante Erh6hung der apoptotischen EMP gegeni®PCTR, NPCTR und HCTR
(Abbildung 4-3). Eine atiologische Zuordnung dieBesundes ist nicht mdglich. Am ehesten
kann davon ausgegangen werden, dass durch die hellm@d\ktivierung des Kdrpers im
Rahmen der Schwangerschaft ein erhdhter zellukustausch auf der Ebene der Endothel-
zellen stattfindet. Das Krankheitsbild der PPCMgt@ine statistisch signifikante Zunahme
sowohl der aktivierten EMP, der apoptotischen ENHPaaich der aktivierten und apoptoti-
schen PMP gegeniiber den untersuchten Kontrollgruppebildung 4-1 bis Abbildung 4-6).
Ausgenommen davon sind apoptotische EMP in PCTR apuaptotische PMP in HCTR
(Abbildung 4-3 und Abbildung 4-6). Das erklart wghend, dass im Rahmen des Krank-
heitsprozesses der PPCM ein aktivierter Entziingquogsess auf der Ebene des Endothels
bevorzugt im Mikrozirkulationsbereich stattfindBie thrombozytaren MP verfligen Uber die
Eigenschaft der Stimulation endothelialer Zellemedem Pathomechanismus muss auch fir
die Beurteilung des Verlaufs des Krankheitsbildeg evichtige Bedeutung zugewiesen wer-
den. Monozytare und leukozytare MP sind fur diefé@dnzierung der PPCM von anderen
Formen der Herzinsuffizienz nicht geeignet (Abbildu4-7 und Abbildung 4-8). Apoptoti-
sche PMP sind bei den Erkrankungsbildern der ICKEI @QAD gegenlber der altersaquivalen-
ten Kontrollgruppe (Durchschnittsalter 71+8 Jahmight erhéht (Abbildung 4-6). Aktivierte
PMP zeigen bei der Erkrankungsgruppe der ICM eiaesisch gesicherte Erh6hung gegen-
tber PPCTR, NPCTR, CAD und HCTR (Abbildung 4-5)e®kann als Hinweis fur einen
permanenten entzindlichen Prozess im Rahmen derd@hertet werden. Im Zusammen-
hang mit der Tatsache, dass die leukozytdren MRI&eICM gegeniber PPCTR, PCTR,
NPCTR, CAD und HCTR signifikant erhéht sind (Abhilth 4-8), muss des Weiteren davon
ausgegangen werden, dass neben der ischamischepoente, die die Erkrankung klassifi-
ziert, sekundére entzindliche Prozesse initiierdesm, die einer weiteren Abklarung bisher

nicht unterzogen worden sind.
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Der diagnostische Zugang zu der PPCM wird priméchiaas klinische Krankheitsbild und
dessen Komplikationen determiniert. Im Zusammenhaitgden physiologischen Adaptati-
onsmechanismen wahrend der Schwangerschaft, damrtGatd in der postpartalen Phase
besteht eine erhdhte Blutgerinnungsneigung, dieR&iko fur die Ausbildung von thromb-
embolischen Ereignissen darstellt (James, 200%tpBdal zeigen sich vendése Thrombosen
4fach und pulmonale Embolien 15fach erhdht gegenidee Schwangerschaft, wobei das
relative Risiko bei Spatgebarenden deutlich erligthiHeit et al, 2005). Vorbestehende mi-
nimale und physiologisch unbedeutende Mitralingigfizen kénnen sich unter den Bedin-
gungen der Schwangerschaft demaskieren und beEnvicklung und Ausformung der
PPCM mit extremer Vergrof3erung des linken Ventskal einer zusatzlichen bedeutsamen
hamodynamischen Belastung fuihren, die das Schvermdi Krankheit beschleunigen kann.
Infolge der Gefligedilatation des Herzens und dsultierenden Einschrankung der links-
ventrikularen Ejektionsfraktion wird auch die Eetsing vor allem linksventrikularer
Thromben beginstigt. Die Einleitung einer antikdagiuen Therapie sollte im Einzelfall er-
wogen werden (Blauwet und Cooper, 2011).

Die pra- und postpartale klinische Beschwerdesymaptik wird von den erstkonsultierenden
Arzten haufig nicht zielfuhrend eingeordnet. In &agel werden die Patientinnen dem Kar-
diologen erst im Stadium der Herzinsuffizienz IfidulV nach NYHA vorgestellt (Fett al,
2002; Sliwaet al, 2006a). Die verspateten Diagnosestellungen bedimg der Regel nicht
nur eine Verzdgerung der notwendigen intensivenaBdlung, sondern fuhren auch zu einer
direkten vitalen Gefahrdung der Mutter bzw. der V&mhgeren und des Ungeborenen. So
wurde in einer retrospektiven Studie unter andeiiber eine> 1 Woche verzdgerte Diagno-
sestellung der PPCM bei 48% der Patientinnen rhivecwiegenden klinischen unerwiinsch-
ten Ereignissen (Tod, Notwendigkeit von Transplimtaoder Assist-Devices, thrombembo-
lische Zwischenfalle) berichtet (Golaetial, 2009).

Unter dem Gesichtspunkt der Epidemiologie ist deenKheitsbild der PPCM flur geographi-
sche Raume, wie beispielsweise Haiti, von enormeofogischer Bedeutung. Das besonders
haufige Vorkommen der PPCM in der schwarzen Bevdlkg - unter afrikanisch-stdmmigen
Amerikanerinnen zeigte sich ein 15,7fach erhéhtistk® (Gentryet al, 2010) - besitzt unter
dem Gesichtspunkt der hoheren allgemeinen Frudtehisziffer eine zuséatzliche Gewich-
tung. Aus der Erkenntnis, dass Mehrfachgebéarenddiliaere Mtter bzw. Schwangere haufi-
ger an der PPCM erkranken und dass bei schwarzameifrrdas Erkrankungsbild einen

schwereren Verlauf zeigt, ist diesem Patientinnéekiiv aus klinischer Sicht eine besondere
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Aufmerksamkeit zu widmen (Golaret al, 2013; Modiet al, 2009). Weitere Faktoren dirf-
ten im kulturellen Brauchtum und der begrenztenffdarkeit von adaquater Nahrung fir
Sauglinge und Kleinkinder zu suchen sein (Fetrcl, 1998). Die Stillperiode erstreckt sich
in den afrikanischen Landern in 92% Uber 5 Monlch 12 Monaten werden noch 77% der
Kinder gestillt (Seftel und Susser, 1961).

Die Patientinnen, die in der vorliegenden Studiegeschlossen worden sind, zeigten das
klassische Erkrankungsbild der PPCM. Aktuell liedemne Untersuchungen vor, wie das
Krankheitsbild in der Ubergangsphase im Gegensatklassischen Auspragung differenziert
werden kann. Das bisher vorhandene Methodenspektnarirkennung der PPCM (Schwan-
gerschaft, klinisches Beschwerdebild, EKG, Echokaphie, (hs-)CRP, NT-proBNP) ist
weiterhin uneingeschrankt gultig. Die peripartalar#iomyopathie (PPCM) entspricht dem
klinischen Bild einer dilatativen Kardiomyopathi@@M). Die entscheidende Differenzierung
im Klinischen Krankheitsbild beruht auf einer vogagangenen Schwangerschaft und der
raschen Progredienz, sodass diese Erkrankung mlbesleniger Tage zum Exitus letalis fuh-
ren kann. In den vorliegenden Publikationen zur&rkung der PPCM werden unterschiedli-
che Erfahrungen zum Verlauf mitgeteilt, die eineiffedenten Krankengut entsprechen. Ab-
hangig von Patientinnenkollektiv und Untersuchuegsaum wird unterschiedlich Uber die
Mortalitatsrate der PPCM berichtet. Ames al. beschreiben keine Todesfélle Uber einen
durchschnittlichen Beobachtungszeitraum von 43 NeEmawvobei eine Herztransplantations-
rate von 10% erforderlich wurde (Ames al, 2006). Duraret al. berichten im Gegensatz zu
Amoset al. Uber eine Mortalitatsrate von 30% Uber 47 MonBlerénet al, 2008). Felkeet

al. beziffern die 8,6-Jahres-Mortalitatsrate auf 7%IKer et al, 2000b), Fetet al. beschrei-
ben eine 5-Jahres-Mortalitatsrate von 15,3% (€etl, 2005b). Die PPCM ist ein weltweit
verbreitetes Krankheitsbild mit unterschiedlichezographischer Haufigkeit (Sliwat al,
2010b). Fir die europaische Union liegen keinepeathenden Publikationen vor, wobei das
Auftreten der Erkrankung beispielsweise in Deutsetildeutlich unterschatzt wird (Hilfiker-
Kleiner et al, 2008a). Insgesamt zeigt die PPCM gegenuber amdeieannten Formen der
Herzinsuffizienz, insbesondere der DCM und ICM gliaistig eine glinstigere Prognose , wo-
bei darauf hinzuweisen ist, dass diese positivgelirisse nur unter der Voraussetzung opti-
maler medizinischer Betreuung erreicht werden kar(frelkeret al, 2000b) (Abbildung 5-3,
Studiendaten - Vereinigte Staaten von Amerika).
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Abbildung 5-3. Adjustierte Uberlebenszeitanalyse nach Kaplan-Meirevon 1230 Patienten bezogen auf
die Atiologie der Kardiomyopathie. Die giinstigste langzeitprognose bestand bei Patientinnen mit peri-
partaler Kardiomyopathie, die unginstigste Prognoseviesen infiltrative myokardiale Krankheiten und
solche mit HIV-Assoziation auf.

Nach Felkeret al., 2000a.

Ubereinstimmend von verschiedenen ArbeitsgruppediésEchokardiographie nicht nur fur
die Absicherung der Diagnose, sondern auch fur\@etauf und die Prognose der Erkran-
kung besonders wertvoll. So konnte gezeigt werdass Patienten mit einer linksventrikula-
ren enddiastolischen GroRe (LVESD) von <55 mm wntker linksventrikularen Ejekti-
onsfraktion (LVEF) von > 27% zu einer komplettemidchen Erholung tendieren (Duran
al., 2008). Der Anteil der Patientinnen mit PPCM, déch 6 Monaten eine linksventrikulare
Ejektionsfraktion von > 50 % erreichen, ist detilicbher gegeniber einer weiblichen und
mannlichen Kontrollgruppe mit Herzinsuffizienz aneleGenese (Coopeat al, 2012). Die
Ursache fur die differenten Prognosen oben genaRatentengruppen ist offensichtlich auf
die zugrunde liegenden Pathomechanismen zurtckarfiiBei der Ausbildung der PPCM

kommt es letztlich zu einer Limitierung des 16-kP@laktin-bildenden Prozesses.

Aus Langsschnittuntersuchungen ist bekannt, dasbkl@ufigkeit des Auftretens der PPCM in
den Folgeschwangerschaften erhoht ist. Der Antsl\Wiederauftretens der PPCM ist direkt
abhangig von der zum Eintritt der Graviditat vorthanen Ejektionsfraktion (EF) (Demakis
und Rahimtoola, 1971; Fe#t al, 2010). Bei einer EF von < 55% entwickelten 46,8é6

Patientinnen erneut eine PPCM, bei einer EF > 5%%emwes lediglich 17% der Patientinnen
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(Fettet al, 2010). Das bedeutet, dass bei dieser Patiengmappe keine Ausheilung erfolgte

und offensichtlich die Stimulierung des Pathomedrans zur Ausbildung der Erkrankung

erneut zur Entfaltung kam. Slinet al. konnten 2004 zeigen, dass sich die linksventrieula

Ejektionsfraktion bei allen PPCM-Patientinnen waltereiner erneuten Schwangerschaft
deutlich verschlechterte. Weiterfihrende Untersagen, die die héhere Erkrankungshaufig-
keit unter den vorgenannten Bedingungen erklaremtehn, sind bisher nicht publiziert wor-

den.

Als einen weiteren prognostischen Indikator hah siie QRS-Zeit im Elektrokardiogramm
(EKG) bewahrt. Die Verlangerung der QRS-Zeit Ub20 ins ist als unabhangiger Faktor fur
die Mortalitat und den pl6tzlichen Herztod in eirggoRen Gruppe von Patienten mit einer
ischamischen oder nicht-ischamischen Herzinsuffzignerkannt (Duraet al, 2008; luliano

et al, 2002). 96% der Patientinnen mit PPCM weisen afféliges 12-Kanal-EKG auf, wo-
bei T-Wellen-, P-Wellen-, QRS-Komplex-Veranderungmwie Achsenabweichungen vor-
dergriindig sind. Des Weiteren sind Sinusfrequeriterhgen meist nachweisbar (Demadis
al., 1971; Tibazarwat al, 2012). Der pl6tzliche Herztod ist bis zu 50% diig Mortalitat in
der Erkrankungsgruppe der PPCM verantwortlich (Dwetal, 2008). Die elektrische Insta-
bilitat ist auf unterschiedliche elektrophysioladie Mechanismen im Myokardgewebe zu-
rackzufihren. Die grofRe Haufigkeit des plotzlichdarztodes bei der PPCM-Erkrankung
weist darauf hin, dass molekulare Mechanismen auttbene der Myokardzellen durch den
Entziindungsprozess gestort sind. Dem 16-kDa Prolaktd neben der Bedeutung fir die
MP-Bildung unter anderem eine microRNA-vermittéltérkung auf Kardiomyozyten zuge-
schrieben (Halkeirt al, 2013). Es wird vermutet, dass die kontraktileat&ne direkt nega-
tiv beeinflusst werden (Hilfiker-Kleineet al, 2007a). Zu dem molekularen Pathomechanis-
mus gibt es zurzeit keine Erkenntnisse; es wirdglmth Gber ein Forschungsprojekt der
Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) zu diesdédPnatik berichtet (DFG, 2008). Die
im Rahmen der Herzinsuffizienz auftretende ausggprd/erminderung der kontraktilen
Funktion des Myokards als Ausdrucksform der redtene Ejektionsfraktion fuhrt zu einer
HerzvergroRerung insbesondere des linken Ventriketsder Grundlage der Frank-Starling-
Mechanismen. Die notwendige Abgrenzung zur PPCMlauf der Grundlage der Bestim-
mung der MP richtungsweisend erfolgen. Unter Eirddemg serologischer Marker, insbe-
sondere der CRP- und der hs-CRP-Aktivitdt, dem KIBpIP, dem Fas/Apo-1 ist das Krank-
heitsbild der PPCM gegeniiber gesunden Kontrollgnesizbar (Forsteet al, 2008; Huang
et al, 2012; Sliwaet al, 2006b; Sliwaet al, 2000). Die friihzeitige Bestimmung des atrialen
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natriuretischen Hormons (ANP) ist sehr hilfreichr fdie richtungsweisende Diagnostik
(Adesanyeet al, 1991). Die im Rahmen der normalen Schwangersehdiitetenden physio-

logischen Veranderungen, insbesondere die Hypeanielafihren unter Einbeziehung der
gleichzeitig stattfindenden hormonellen Umstellumgau zahlreichen klinisch differenten
Beschwerdebildern, die jedoch in der Regel zu dpét wirklich vorliegenden Krankheitsbild

der PPCM zugeordnet werden. Die verzogerte diagob&t Zuordnung begtinstigt die Her-
ausbildung schwererer Verlaufsformen, die damit ZUeil die unglnstige Prognose der
PPCM bedingen.

Die Atiologie der Erkrankung ist auf der molekulargbene nicht vollstandig aufgeklart. Es
ist jedoch davon auszugehen, dass weitere unbek&aktoren den Schweregrad der Erkran-
kung und die Prognose modulieren. In einer Pubbkaton Fidzianskat al. wurden mittels
elektronenmikroskopischer Diagnostik ultrastrukberé/erdnderungen im Kapillarbereich
und den Endothelzellen nachgewiesen (Fidziamtka, 2010). Dies kann als ein deutlicher
Hinweis auf den beschriebenen Pathomechanismuktdieba Prolaktin-Wirkung verstanden
werden. Die von Fidziansket al. beobachtete starke Schadigung kleinster Gefalid duwr-
menverschluss, Endothelzell-Remodeling, apoptatiseleranderungen mit dem Auftreten
von Mastzellen und Praadipozyten stimmt mit derkD@ Prolaktin-Wirkung tberein. Im
direkten Vergleich mit Biopsien anderer Patientahmanifester Herzinsuffizienz (2 Patien-
ten mit Myokarditis, 1 Patient mit DCM) konnten skeVerdnderungen nicht beobachtet wer-
den (Fidzianskat al, 2010). Obwohl die Fallbeschreibung nicht représ@nist, figen sich

die beobachteten ultrastrukturellen Veranderungeatas Krankheitsbild ein.

Auf der Grundlage der Erkenntnisse zur Entwickldieg PPCM wurde der Einsatz von Bro-
mocriptin, einem Inhibitor der Prolaktin-Sekretionntersucht. Der Einsatz von Bromocriptin
zeigte im Tiermodell sowie in klinischen Studienr RPCM einen eindeutigen therapeuti-
schen Nutzen (Hilfiker-Kleineet al, 2007a; Sliwaet al, 2010a). Es konnte nachgewiesen
werden, dass sich unter der Therapie mit Bromaaripei manifest erkrankten PPCM-
Patientinnen der klinische Zustand deutlich besg&tiwaet al, 2010a) (Abbildung 5-4).
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PPCM-BR PPCM-BRCTR
zum nach 6-monatiger zum nach 6-monatiger
Ausgangszeitpunkt Therapie Ausgangszeitpunkt Therapie
(n=10) (n=9) (n=10) (n=6)
n (%) n (%) n (%) n (%)
NYHA
I 0 9 (100) 0 0
I 5 (50) 0 5 (50) 3 (50)
/v 5 (50) 0 5 (50) 3 (50)

Abbildung 5-4. Vergleich der funktionellen Klassifikation NYHA bei PPCM-BR und PPCM-BRCTR
zum Ausgangszeitpunkt und nach 6 Monaten unter diwgierender Therapie. Die niedrigere Anzahl an
Patientinnen nach 6-monatiger Therapie begriindet sh durch Todesfalle.

PPCM-BRCTR, peripartale Kardiomyopathie mit Standard-Herzinsuffizienztherapie; PPCM-BR, addi-
tive Bromocriptin-Therapie; n, Anzahl der Patientinnen; NYHA, New York Heart Association.

Modifiziert nach Sliwa et al., 2010a

In der vorliegenden Studie konnte weiterhin gezeigtden, dass die mit Bromocriptin be-
handelten PPCM-Patientinnen (PPCM-BR) signifikamtiegrigte EMP aufweisen im Ver-
gleich mit Patientinnen ohne additive Bromocriptinerapie (PPCM-BRCTR) (Abbildung
4-9). Bei dem untersuchten Patientinnenkollektid aieren Kontrollgruppe handelte es sich
um das identische Patientinnenkollektiv der Pulldkavon Sliwaet al, 2010. Daraus kann
geschlussfolgert werden, dass der im KrankheitsleldPPCM vermutete pathophysiologisch
entscheidende Prozess der Endothelschadigung @l6rkBa Prolaktin mittels einer Interven-
tion mit Bromocriptin limitiert oder auch unterbiten werden kann. Weiterfihrende Unter-
suchungen sind erforderlich, um die qualitative goentitative Wirksamkeit von Bromocrip-

tin in diesem Prozess zu definieren.

Die massive Abnahme der EMP und PMP im peripheren ach Bromocriptin-Therapie
geht konform mit der deutlichen Verbesserung dessdhen Zustandes der Patientinnen mit
Bromocriptin-Therapie (Abbildung 4-9). Dies wirdsimesondere durch die Verbesserung der
linksventrikularen Funktion (LVEF) bestatigt (Sliveaal, 2010a) (Abbildung 5-5).
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Abbildung 5-5. Linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF) bei PPC M-BR und PPCM-BRCTR zum
Ausgangszeitpunkt und nach 6 Monaten unter divergiender Therapie. Die Sterne reprasentieren die
LVEF von Verstorbenen zum Ausgangszeitpunkt.

PPCM-BRCTR, peripartale Kardiomyopathie mit Standard-Herzinsuffizienztherapie; PPCM-BR, addi-
tive Bromocriptin-Therapie.

Modifiziert nach Sliwa et al., 2010a

Aus dieser Pilotstudie von Slinet al. wird ersichtlich, dass das Prolaktin fur die Esltsing
der PPCM von zentraler Bedeutung ist und Bromaecripliesen Pathomechanismus zu
supprimieren vermag. Dies kann als weiterer Hinvi@gisdie Richtigkeit der oben beschrie-
benen Signalkaskade gewertet werden. 2013 wurdeassein moglicher Zusammenhang
zwischen Prolaktinerhéhung und Herzinsuffizienzeard Genese beschrieben (Landbetrg
al., 2011, Parissiet al, 2013). Die gewonnenen Daten belegen auch, dasBRICM gegen-
Uber anderen, im peripartalen Zeitraum auftreteriblgmen der symptomatischen Herzinsuf-
fizienz, abgegrenzt werden kann. In unveroffenteohlaborinternen Untersuchungen konnte
nachgewiesen werden, dass die PPCM von der DCMane statistisch signifikante Diffe-
renz der EMP, insbesondere der Subgruppen akgviartd apoptotischer EMP, sicher diffe-
renziert werden kann (Abbildung 5-@&benso sind die PMP bei der DCM gegenuber der
PPCM signifikant erhoht (Abbildung 5-7).

69



Diskussion

’gu

2 1 80000 -

2

©

g

S

3 | 60000 - B EMP gesamt
R B apoptotische EMP
=] [0 aktivierte EMP
Qo

8 | 40000

=

©

N

N | 20000

g

=

[}

8

< 0 L

o

= PPCM DCM ICM

Abbildung 5-6. Endotheliale Mikropartikel (MP) bei Patientinnen mit peripartaler Kardiomyopathie
(PPCM), Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie (DCM) und Patienten mit ischamischer Kardiomyo-
pathie (ICM). In der Abbildung sind zum einen die Gesamtzahl an endothelialen MP dargestellt sowie
zum anderen die Subpopulationen der aktivierten undapoptotischen endothelialen MP.

Sowohl die Gesamtzahl an endothelialen Mikropartiken (EMP) als auch die Subgruppe der aktivierten
EMP zeigten sich in PPCM signifikant erhéht gegeniér DCM und ICM. Bei DCM lieRen sich im Ver-
gleich zur ICM eine signifikant héhere Anzahl an EMP gesamt und apoptotischen EMP nachweisen. Auch
gegeniiber PPCM zeigte die DCM signifikant mehr apaptische EMP.
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Abbildung 5-7. Thrombozytare Mikropartikel (MP) bei Patientinnen mit peripartaler Kardiomyo-
pathie (PPCM), Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie (DCM) und Patienten mit ischamischer
Kardiomyopathie (ICM). In der Abbildung sind zum einen die Gesamtzahl an PMP dargestellt sowie
zum anderen die Subpopulationen der aktivierten undapoptotischen thrombozytaren MP.

Sowohl die Gesamtzahl an thrombozytaren Mikropartikeln (PMP) als auch die Subgruppe der aktivier-
ten PMP zeigten sich in DCM signifikant erhéht gegetiber PPCM und ICM.
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In der vorliegenden Studie war es nicht moéglichtigpéinnen mit peripartaler Kardiomyo-
pathie (PPCM) vor und nach Bromocriptin-Therapie¢ dar Frage der Haufigkeit von EMP
und PMP zu untersuchen, da entsprechendes Untersgsrhaterial nicht vorlag. Dieser
intra-individuelle Vergleich ist notwendig, um dredieser Studie gewonnenen Daten abzusi-
chern. Trotz dieser Einschrankung kann davon aasggmn werden, dass die gewonnenen
Ergebnisse richtungsweisend fur die frihzeitigeeBriung der PPCM sind. Gleichzeitig re-
flektiert das Ergebnis den Nutzen einer therapelgs Intervention mit dem Wirkstoff Bro-

mocriptin.

Prolaktin, vorwiegend ein Hormon der Neurohypophysed im letzten Monat der Schwan-
gerschaft sowie postpartal vermehrt sezerniert. @igsiologische Wirkung von Prolaktin
besteht in der Initiierung und Steuerung der LadatProlaktin ist ein Polypeptidhormon,
das in drei Unterformen im menschlichen BIgt ) nachgewiesen werden kann (Corbacho
et al, 2002). Die monometrische Form mit einem Molekgdavicht von 23-kDa ist entschei-
dend fir die Steuerung der physiologischen Prozé&3seProlaktinspiegel erhdht sich wah-
rend der Schwangerschaft sowohl im maternalenuwab &etalen Blut stetig. In der Amnion-
flissigkeit werden beispielsweise bis 100fach erdWerte gegeniber dem muitterlichen
Blut gemessen (Tysoet al, 1972). In fortgeschrittenen Schwangerschaftsstadst das
16-kDa Prolaktin als Spaltprodukt des 23-kDa Printsknachweisbar und erreicht kurz vor
der Geburt seinen Hohepunkt (Sindtaal, 1985). Das 16-kDa Prolaktin wirkt nicht Gber die
bekannten kardialen Prolaktin-Rezeptoren (Clappl, 1993; Hilfiker-Kleineret al, 2008b;
Neville et al, 2002). Der Serumspiegel von Prolaktin bei Paitieein mit PPCM ist um das
3fache gegeniber einer altersaquivalenten peripartéontroligruppe erhoht (Forstet al,
2008). Patientinnen, die keine Verbesserung desskhen Status 6 Monate nach Auftreten
des Krankheitsbildes aufwiesen, zeigten weiterimere pathologisch erhéhten Prolaktinspie-
gel im Gegensatz zu den Patientinnen, bei denéndsc Prolaktinspiegel und die klinische
Symptomatik normalisierten (Forstet al, 2008). 16-kDa Prolaktin verfugt Uber eine eigen-
standige proinflammatorische Aktivitat (Corbaatioal, 2002; Hilfiker-Kleineret al, 2007a;
Tabruynet al, 2005).

Wie bereits ausgefuhrt, hat Prolaktin eine Schliissktion in der Ausbildung der PPCM. Es
lag daher nahe, die Prolaktinsekretion auf derlaagem bekannten Therapiegrundlage mit
Bromocriptin zu unterdriicken. Bromocriptin (2-Broralpha-Ergotryptin), ein Dopamin-D2-
Agonist, ist zur medikamentdsen Therapie seit dertralim um 1980 zur Unterbrechung der

Laktation zugelassen (Stewart, 2012). Bromocriptirkt auf prasynaptische dopaminerge
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Rezeptoren, wodurch die neuronale Norepinephrits€tzung erniedrigt wird (Frances al,
1983; Ziegleret al, 1979). Die reduzierte Norepinephrin-Freisetzuedibgt eine adaquate
Blutdrucksenkung auf der Basis eines reduziertenplper-vaskularen Widerstandes. Eine
Aldosteron-antagonistische Wirkung und Herunterliegung von AT-Rezeptoren unterstit-
zen dieses Phanomen. Diese positiven Effekte authdmodynamischen Parameter durch
eine Bromocriptin-Therapie wurden bereits vor UB@rJahren beobachtet, noch bevor ACE-
Hemmer und Beta-Rezeptorenblocker in die TherapidHgrzinsuffizienz eingefiihrt worden
sind (Franciset al, 1983). Aufgrund dieser Auswirkungen auf das sgthigche Nervensys-
tem und die Hamodynamik kann Bromocriptin ein Natbe der Therapie der PPCM zuge-
schrieben werden (Hilfiker-Kleineat al, 2007b). Bromocriptin hat ebenso Einfluss auf zahl
reiche metabolische Parameter. Das betrifft ingh#s@ den Zucker- und Fettstoffwechsel
(Kok et al, 2006).

Die Einfuhrung der Bromocriptin-Therapie fir diefd@dlung der PPCM hat sich als kausale
Therapie in den bisher vorliegenden Publikationestdtigt (Hilfiker-Kleineret al, 2007a;
Sliwa et al, 2010a). Diese Therapiekonzeption ist bisher niéllen manifester Erkrankun-
gen umgesetzt worden. In nahezu allen Féllen koginke eindeutige Verbesserung der klini-
schen Symptomatik erreicht werden. Patientinnemydin dieser Therapie nachweislich pro-
fitierten, erwiesen nicht in jedem Fall eine konf@eAusheilung in Form der volligen Nor-
malisierung der kontraktilen Funktion als auch Grdferhaltnisse des Herzens (Hilfiker-
Kleiner et al, 2007a; Sliweet al, 2010a). Die Frage, ob ein friherer Einsatz voonBycrip-

tin einen bedeutenden Einfluss auf die PrognoseKdaskheitsbildes aufweisen kann, ist
bisher am Menschen nicht beantwortet worden. Irvémsuchen konnte bei Mausen mit
Knockout fur den herzspezifischen AngiogeneseregulaGC-1. gezeigt werden, dass die
Bomocriptin-Applikation wahrend der Trachtigkeit einer deutlichen Reduktion der Ausbil-
dung der PPCM fiihrte (Pattenal, 2012). Weiterhin muss die Frage beantwortet werde
bei schweren Krankheitsverlaufen von PPCM eingainitbhere Dosis von Bromocriptin von
Vorteil sein kann im Rahmen der Beherrschung degeakkrankheitsbildes. Patientinnen mit
einer bekannten PPCM wurden im Rahmen einer Fdigestgerschaft postpartal prophylak-
tisch mit Bromocriptin therapiert. Unter diesen Begingen kam es trotz 5facher Erh6hung
des Prolaktinspiegels bei Therapiebeginn zu keiegativen Beeintréchtigung der kardialen
Pumpfunktion im Gegensatz zu Nichtbehandelten iditfKleiner et al, 2007a). Ein gene-
reller prophylaktischer Einsatz von Bromocriptini beekannter Vorerkrankung an einer

PPCM kann zurzeit mangels Studiendaten nicht vgriwerden. Einschrankend ist weiterhin
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die Tatsache, dass die U.S. Food and Drug Admatistr (FDA) im Jahr 1994 die Zulassung
von Bromocriptin fur die Indikation der Laktationsibierung fur die Vereinigten Staaten
von Amerika zuriickgezogen hat (Becker-Bruser, 1984)dem Bromocriptin zahlreiche Kili-
nische Komplikationen wie Myokardinfarkt, Schlagalhfund thrombembolische Ereignisse
zugeschrieben worden sind (Hogpal, 1996; Iffy et al, 1996; Ruch und Duhring, 1989; Y-
Hassan und Jernberg, 2011). Unabhangig von diegseclieidung ist zu erwarten, dass in den
nachsten Jahren eine endgiltige Aussage zum e#ekhutzen und der Sicherheit der Bro-
mocriptin-Therapie bei PPCM in den Erst- und Fottp@sngerschaften erfolgen wird. Die
Bromocriptin-Therapie hat wahrend der Frihphase S&mwangerschaft keine negativen
Auswirkungen auf die Kindesentwicklung oder Abarrgezeigt; diese Fragestellung ist an
einem grol3en Patientinnenkollektiv von 1410 schwasry Frauen untersucht worden
(Fachinfo, 2012a). Zum Einsatz von Bromocriptirdar Spatschwangerschatft sind keine va-
liden Daten bekannt. Prolaktin ist im mutterlichedrper sowie fetalen Kreislauf nachweis-
bar, obwohl Prolaktin nicht plazentagangig ist @tpeve, 2007). Es wird in beiden durch die
Plazenta getrennten Individuen unabhangig voneerasghthetisiert. Im Gegensatz dazu ist
Bromocriptin plazentagangig (Fachinfo, 2012a). Dielogische Rolle des Prolaktins in der
fetalen Entwicklung ist nicht abschlie3end gekl&eschrieben werden unter anderem Ein-
flisse auf den Wasser- und Elektrolythaushalt éPolet al, 1989) und die Lungenreifung
(Snyder, 1992). Aus diesen Angaben kann indiregebditet werden, dass der sich Einsatz
von Bromocriptin in der Spatschwangerschaft, bépprtal diagnostizierter PPCM oder als
Prophylaxe bei erneuter Schwangerschaft nach voegasgener PPCM nachteilig fur den
Fetus erweisen kénnte. In einer neueren Publikatiod Uber einen therapeutischen Einsatz
von Cabergolin bei PPCM berichtet, das als stankerlang anhaltender Inhibitor der Prolak-
tin-Ausschuttung wirkt und einen dem Bromocriptergieichbaren Effekt erzielt (de Jomg
al., 2009; Fachinfo, 2012b; Lucreziott al, 2011).

Wahrend der Schwangerschaft kommt es zu einerideei Erhohung des Ostrogenspiegels
gegeniber nicht schwangeren und gesunden Frau&hn(@bal, 2005). Dies fihrt bekann-
terweise ebenfalls zu haufigeren thrombembolisclgrignissen und Komplikationen
(James, 2009). Dem Ostrogen wird jedoch eine kprdiektive Wirkung zugeschrieben, die
im Wesentlichen eine Uberhéhung des Norepinephiggss ausgleicht und die Synthese
von Stickstoffmonoxid (NO) aktiviert (Fukumott al, 2012). Des Weiteren sind G-Protein-
gekoppelte Ostrogenrezptoren in den Prozess delidfaiotektion eingebunden (Deschamps

et al, 2010; Mendelsohn, 2002). Durch den massiven Aldfsd Ostrogenspiegels unmittel-
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bar postpartal wird offensichtlich die kardioprdiek Wirkung des Ostrogens reduziert
(Martin et al, 1980). Im Gegensatz zum Ostrogenspiegel kommtiesnem deutlichen An-
stieg des Prolaktins, das physiologischerweise Awckdder Laktationsphase ist (Martet
al., 1980; Tysoret al, 1972). Das deutlich haufigere Auftreten der PP@dtpartal konnte
auf diese hormonelle Umstellung zurlckzufiihren gqg@tkayam et al, 2005). 93% der
PPCM-Patientinnen erkranken postpartal, davon 85% im ersten Monat bzw. 82% inner-
halb der ersten drei Monate postpartal betroffeeniBkis und Rahimtoola, 1971; Elkayat
al., 2005)(Abbildung 5-8).
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Abbildung 5-8. Diagnosezeitpunkt der peripartalen Kardiomyopathiebei 123 Patientinnen.

Schwarze Balken reprasentieren 23 Patientinnen mftiiher schwangerschaftsassoziierter Kardiomyo-
pathie. Weil3e Balken reprasentieren 100 Patientinmemit klassischer peripartaler Kardiomyopathie.

Modifiziert nach Elkayam et al., 2005

Es ist weniger wahrscheinlich, dass die postpatéiretenden thrombembolischen Erkran-
kungen dem abfallenden Ostrogenspiegel zuzuordimeh ¥ielmehr kann die veranderte
Hamodynamik durch Eintreten der schweren Herzimgafiz unter dem Krankheitsbild der
PPCM und anderer pathophysiologischer Bedingunigeispielsweise der signifikanten Er-
hohung der MP, die Entstehung von thrombembolis@&rergnissen beginstigen. Die mit der
Entbindung stattfindende plotzliche Umkehr des Hamstatus in Form des massiven Prolak-

tinanstiegs bei gleichzeitig massiver Ostrogenenigeng besitzt offensichtlich einen weite-
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ren initiierenden Effekt auf die Ausbildung und Ausgung der PPCM (Martiet al, 1980).
Es wird berichtet, dass ein hoherer Ostrogenspiageliner niedrigeren Anzahl an Spaltpro-
dukten in Form des 16-kDa Prolaktins fuhrt (Toreeral, 1999). Postpartal sind der Pro-
gesteron- und der Ostrogenspiegel reduziert, Piinlagt bei stillenden Frauen gegeniber
nicht-stillenden Frauen deutlich erhéht (Martinal, 1980). In dem Zeitfenster von 72 h nach
der Geburt konnten bei gesunden Frauen (PPCTRg lezimbhten MP-Werte nachgewiesen
werden (Abbildung 4-1 bis Abbildung 4-8). Das zeighss das Auftreten der MP ein sehr
zeitnaher Indikator sowohl physiologischer als apathophysiologischer Prozesse ist. Eine
intervallméRige Bestimmung der MP kodnnte fir dign Erkennung der PPCM von grof3em
Nutzen sein. Aktuell kann keine Aussage getroffesrden, in welchen Zeitabstanden die
Bestimmung der MP erfolgen sollte. Es liegt nalessdbei ersten klinischen Hinweisen fur
eine kardiale Erkrankung postpartal die Diagnogétier eine Bestimmung der MP erfolgen
konnte. Die mit dieser Studie nachgewiesene stBxj@amik der MP in dem peripartalen

Prozess konnte richtungsweisend sein.

Zur Bedeutsamkeit der MP bei der HerausbildungEtkrankung kann mit der vorliegenden
Studie keine abschlieRende Stellung genommen wekterst auch weiterhin unklar, warum
das Erkrankungsbild der PPCM teilweise in einemegmtkurzen Zeitraum zum myokardia-
len Pumpversagen mit der Notwendigkeit eines masbhen Kreislaufunterstiitzungssyste-
mes (,assist device®) bis zur Herztransplantatiohrf. 1% aller Herztransplantationen bzw.
5% der Herztransplantationen bei Frauen sind afPHCM zuriickzufuhren (Rasmusszin
al., 2007). Bis zu 11% der Patientinnen mit PPCM bkiiieiner Herztransplantation (Amos
et al, 2006; Duranet al, 2008; Elkayamet al, 2005; Felkeret al, 2000b; Witlin et al,
1997). Nach erfolgter Transplantation haben Framdrzugrundeliegender PPCM eine zum
Krankheitsbild der idiopathischen dilatativen Kamtyopathie vergleichbare Langzeitprog-
nose. Auch bezuglich einer Transplantatvaskulopatkigten sich keine signifikanten Diffe-

renzen (Rasmussaat al, 2007).

Offensichtlich sind die in dem Prozess der Aushifider PPCM wirkenden Mechanismen in
der Gesamtheit und Beriicksichtigung des betroffedeganismus nicht identisch. Die be-
sondere Herausforderung fir die klinische Medizstbht darin, frihzeitig Hinweise fir die
differenzierte Auspragung des Krankheitsbildes ehaken. Inwieweit méglicherweise die
MP diesbezilglich von Nutzen sein kdnnen, bleibteven Untersuchungen vorbehalten. Ab-
leitend von anderen Erkrankungen, insbesonderemtbembolischer Natur, kann erwartet

werden, dass die MP in der Amplifizierung des Pssee entscheidende Bedeutung haben.
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Dies konnte die beobachteten Differenzen in dercemdigkeit der Ausprdgung des
Krankheitsbildes erklaren. Auf Grundlage der bigfer Erkenntnisse unter Einbeziehung der
Bedeutung der MP erscheint es notwendig, fur daskreitsbild der PPCM eine Risikostra-
tegie zu entwickeln, da sich beispielsweise auftiHazi 16% asymptomatischer PPCM-
Patientinnen eine bedeutsame Beeintrachtigungrdevientrikularen Funktion zeigte (Feit
al., 2005a). Fur die Risikostrategie ist es erfordarlParameter zu definieren, die die Risiko-
patientinnen in einem sehr engen Zeitraum erfak8enen. Aktuell existieren keine Informa-
tionen zur Bedeutung der MP in Bezug auf die Augpng des Schweregrades der PPCM.

Auch diese Fragestellung muss weiteren Untersuamuagrbehalten bleiben.

Das bei der PPCM auftretende myokardiale Schadgpnogl wird weiterhin relativ kontro-
vers diskutiert. Im Rahmen von Myokardbiopsien gglas nicht, ein eindeutiges und wie-
derkehrendes pathologisches histomorphologischeszBibeschreiben (Felket al, 2000a;
Fidzianskaet al, 2010; Fuentes und Sybers, 1988). Unter der Siehprimaren Auslésung
des pathologischen Kaskadenmechanismus erschembggch, dass im Rahmen des umfas-
senden Begriffes des oxidativen Stresses diesaskKegsbild ein heterogenes morphologi-
sches Schadigungsbild aufweist. Das Krankheitsgémeh der PPCM ist im Wesentlichen
durch den Nachweis von Entziindungsparametern gekmtmmet. So konnte gezeigt werden,
dass Interferon-gamma (IFN-signifikant mit der Prognose der PPCM verknugft(Forster
et al, 2008). Wahrend Patientinnen mit kompletter Erhgleinen signifikanten Abfall des
IFN-y-Serumspiegels im Verlauf von 6 Monaten aufwiesangten die weiterhin klinisch
Erkrankten keinen Rickgang des IfFNserumspiegels (Forstet al, 2008). In diesem Zu-
sammenhang erscheint es von wesentlicher Bedeulasg,|FNy reduzierend auf die Papil-
larmuskelkontraktion wirkt und die Beta-Adrenoretmgpn-Aktivitat erniedrigt. Dieser Be-
fund muss Beachtung finden, da eine direkte Kaiielazwischen dem IFN-Serumpiegel

und dem klinischen Krankheitsverlauf existiert.

Die in dieser Studie untersuchten MP wurden keissimwveregrad der Herzinsuffizienz ent-
sprechend der Klassifizierung nach NYHA zugeordhahgzeitstudien im Rahmen der Aus-
heilung der PPCM sowie ihrem Wiederauftreten ingesthwangerschaften sind bisher nicht
erfolgt. Die Herausforderung fir die klinische Roatliagnostik besteht darin, sowohl mani-
fest an der PPCM Erkrankte als auch formal gessetierangere Patientinnen frihzeitig zu
erkennen und zu differenzieren. Wie bereits autggfiiverden die klassischen Zeichen einer
manifesten Herzinsuffizienz von den im Rahmen ddgnw&ngerschaft auftretenden hamody-

namischen Veranderungen Uberlagert. Das fuhrt ¢paufieiner Fehlinterpretation zugunsten
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der schwangerschaftsbedingten Veranderungen. Akkaeln davon ausgegangen werden,
dass nur jene Patientinnen erfasst werden, die escaw der PPCM erkranken und maogli-
cherweise in der Anamnese richtungsweisende kaadialare Erkrankungen benennen.

In diesem Zusammenhang muss darauf verwiesen wetdss die Praeklampsie als ein Risi-
kofaktor flr die Ausbildung der PPCM erkannt wordsin(Bello et al, 2013). Die Pravalenz
betragt 4 - 5% bei Schwangeren (VanWgkal, 2000). Es wird diskutiert, dass die PPCM
und die Praeklampsie auf eine gleiche molekulatkgmysiologische Genese zurtickzufih-
ren sind, indem die Matrixmetalloproteinasen desphioblasten eine erhéhte Aktivitat auf-
weisen und somit die Proteolyse des 23-kDa Praoiskium 16-kDa Prolaktin férdern
(Reuwer et al, 2010). In diesen Prozess sind wahrscheinlich auehtalloproteinasen-
tragende MP einbezogen (Lozito und Tuan, 2012)icGzeitig ist sFlt-1 erhoht (Pattest al,
2012). Die Praeklampsie ist ein bedeutsamer Rigktof fir Schwangere und Ungeborenes.
Die zur Praeklampsie fuhrenden pathophysiologis@whritte beinhalten hypoxische Bedin-
gungen als oxidative Stressfaktoren, die gekopgeltl mit der Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems und der endotheliddgsfunktion. Das Auftreten von sti-
mulierenden AT-Autoantikérpern fuhrt zusatzlich zu einer Freisetg von sFlt-1 und weite-
ren antiangiondsen Botenstoffen (Huleell, 2007). Das 16-kDa Prolaktin spielt offensicht-
lich auch eine bedeutende Rolle in der PathogethesPraeklampsie. In diesem Zusammen-
hang werden wichtige molekulare Regulationsmechagrs beschrieben. Insbesondere die
Herabregulierung der induzierbaren Sauerstoffmahi®yinthase (iNOS) in endothelialen
Zellen, die Inhibierung der endothelialen Urokindddivitat, die Aktivierung des Plasmino-
gen-Aktivator-Inhibitor Typ 1 (PAI-1) und dessengEgssion sind in diesem Prozess vorder-
grundig beteiligt (Leest al, 1998; Leeet al, 2005). Diese molekularen Mechanismen sind
die Eckpfeiler der endothelialen Dysfunktion.

Die Praeklampsie ist ebenfalls eine Folge der émaiaien Dysfunktion und wird tber die
Fragmentierung des Prolaktins initiiert (Parra (Ramirez-Peredo, 2002; VanWit al,
2000). Auf diesen Zusammenhang zur PathogeneseRIeM wurde in der Publikation von
Hilfiker-Kleiner im Jahre 2012 hingewiesen (HilfikKleiner et al, 2012; Leanos-Mirandet
al., 2008). Patientinnen mit Praeklampsie zeigten falisrbis zu 40% eine signifikante dias-
tolische Dysfunktion und verschiedene Auspragungier myokardialen Schéadigung
(Melchiorre et al, 2011). Eine signifikante Zunahme von Mikroparttkebei der Pra-
eklampsie ist in zahlreichen Publikationen belegtden (Loket al, 2007; Marque®t al,
2012; Orozcoeet al, 2008). In der vorliegenden Studie wurde das eagegnlige Krankheits-
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bild der Praeklampsie nicht untersucht, sodassern MP-Profil im direkten Vergleich mit

der PPCM keine Aussage getroffen werden kann. &btblveiteren Untersuchungen vorbe-
halten, ob mittels Mikropartikelprofilen eine friditige Differenzierung beider Erkrankungen
getroffen werden kann, wobei die endotheliale Dykfion als entscheidendes pathogeneti-

sches Kriterium sowohl der PPCM als auch Praekléaraterkannt ist.

Die Erfassung und Quantifizierung der MP sind fie BPCM von bedeutender diagnosti-
scher Wertigkeit, wobei die methodische Standaetdisig Vorraussetzung fir die klinische

Adaptation der Methodik ist.
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6 Methodenkritik

Die in dieser Studie eingeschlossenen Patientepgrupekrutierten sich aus dem Universi-
tatsklinikum des Saarlandes, der Medizinischen Hdghle Hannover sowie dem Chris Hani
Baragwanath Hospital in Johannesburg/Sudafrika. Padientinnen mit schwerer Herzin-
suffizienz wurden in den oben genannten Kliniketeueinheitlichen Kriterien als peripartale
Kardiomyopathie klassifiziert und somit in die Seiéingeschlossen. Fir die Therapiestrate-
gie der Patientinnen mit PPCM wurde kein Studietgkall erstellt. Inwieweit ein differentes
Medikamentenspektrum und die Dosierung der Medikdenen der Therapie der PPCM auf

die Bildung der MP einen Einfluss hat, ist nichtarsucht worden.

Die Blutentnahmen erfolgten nicht standardisieig, Brobenaufbewahrung und -aufbereitung
wurde dem voliegenden Versuchsprotokoll entsprethiemchgefihrt. Die externen Blutpro-
ben wurden auf Trockeneis transportiert und sodahiischen Bedingungen unterzogen. Die
Bestimmung der MP mittels Durchflusszytometrie gyt standardisiert nach einem laborin-
tern entwickelten Arbeitsprotokoll in Homburg. Digwonnenen Messergebnisse bedirfen
einer nachtraglichen planimetrischen Erfassung,sdigiektive minimale Differenzen nicht
ausschlieRen lassen. Interindividuelle Abweichungiad im Ergebnisprotokoll nicht vorhan-
den, da die Messungen und Auswertungen ausscbkhefin der Autorin der vorliegenden
Arbeit durchgefiihrt worden sind. Die vorliegenderddergebnisse der MP sind nicht mit
den Resultaten anderer Studien direkt vergleichdmmnethodische Differenzen sowohl auf
der Ebene der Blutasservierung, der Zentrifugataer, Verwendung differenter fluores-
zierender Oberflachenmarker, der zugesetzten L&uaty auch der spezifischen Geréateein-
stellungen in Abhéngigkeit vom verwendeten Ger@tetyrhanden sind. In den Untersuchun-
gen zur Vorbereitung hat sich gezeigt, dass dieeiiPrelativ stabiles Verhalten im Rahmen
von Gefrier- und Auftauprozessen aufweisen (AblbiglB-5). Geringere quantitative und
qualitative Veranderungen durch den Gefrier- undtadprozess der MP sind entsprechend
von Literaturangaben nicht sicher auszuschlie&ari@ler, 2013; Dey-Hazet al, 2010).
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Schlussfolgerung

7 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Studie konnte erstmals gezegegtlen, dass bei der peripartalen Kardio-
myopathie endotheliale und thrombozytare Mikropattsignifikant erhoht sind. Das Mikro-
partikelprofil bei Patientinnen mit peripartaler ideomyopathie zeigte eine signifikante Dif-
ferenz gegenuber gesunden postpartalen Frauenpdgsischwangeren Frauen, gesunden
nicht-schwangeren Frauen, Patienten mit ischamisiKhediomyopathie, stabiler koronarer
Herzkrankheit und gesunden altersdquivalenten igteitr. Damit erhalten die Mikropartikel

fur die Diagnostik der peripartalen Kardiomyopattiie Wertstellung eines Biomarkers.

Unter Bezugnahme auf die signifikante Erh6hungetelothelialen Mikropartikel kann davon
ausgegangen werden, dass die Induktion der endddmelDysfunktion ein wesentliches
Moment in der Ausbildung der PPCM darstellt. Urgarer Bromocriptin-Therapie trat eine
statistisch signifikante Erniedrigung der Mikropket im peripheren Blut auf und dies in

Ubereinstimmung mit dem verbesserten klinisched Bér Patientinnen.

Es bleibt weiteren Studien vorbehalten, die vodieden Ergebnisse der Mikropartikelbe-
stimmung an einem gréf3eren PatientinnenkollektiBezaug auf die diagnostische Sicherheit
und die Wertigkeit zum Krankheitsverlauf zu valrdie. Wegen der grofR3en klinischen Bedeu-
tung der peripartalen Kardiomyopathie erscheirgiesvoll, unter Einbeziehung der diagnos-
tischen Wertigkeit der Mikropartikel eine Risikasigie fur klinisch symptomatische pra-

und postpartale Frauen zu entwickeln.
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