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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kardiomyopathien

Kardiomyopathien stellen eine Reihe von Herzmuskelerkrankungen dar, welche
durch die Entwicklung einer terminalen Herzinsuffizienz, schwerer Arrhythmien oder
plotzlichem Herztod zu einem Hauptgrund der kardiovaskularen Mortalitat in der heu-
tigen Zeit gehoren (1,2). Die einzelnen Formen der Kardiomyopathien zeigen eine
grof3e Heterogenitat in ihrer klinischen und morphologischen Erscheinung und kon-
nen entweder auf den Herzmuskel beschréankt oder Teil einer Systemerkrankung
sein. Sowohl verschiedene molekulare und genetische Faktoren, als auch umwelt-
assoziierte und individuelle Aspekte scheinen das komplexe Bild der Kardiomyo-
pathien zu beeinflussen (3).

Die American Heart Association (AHA) legte im Jahr 2006 eine einheitliche, aktuell
gultige Klassifikation dieser Erkrankungsgruppe fest, vertffentlicht durch Maron et al.
(4). In einer friheren Definition der World Health Organisation (WHO) und der Inter-
national Society and Federation of Cardiology sprach man bei Kardiomyopathien
noch von ,spezifischen Herzmuskelerkrankungen unklarer Ursache” (5). In der Klas-
sifikation der AHA werden primére (genetisch, gemischt und erworben) und sekunda-
re Kardiomyopathien (als Folge von Systemerkrankungen) unterschieden, wobei
neue Erkenntnisse der molekularen Genetik und die Bedeutung von Kanalopathien in
der Genese von Kardiomyopathien hier bertcksichtigt wurden. Als grundlegene Defi-
nition wurde formuliert, dass innerhalb der heterogenen Gruppe der Kardiomyo-
pathien eine mechanisch und/oder elektrische Dysfunktion besteht, die nicht aus-
nahmslos zu einer ventrikularen Hypertrophie oder Dilatation fuhrt (6). Nicht bertck-
sichtigt in der aufgefuihrten Klassifikation von Maron et al. (7) (Tabelle 1.1), ist die
ischamische Kardiomyopathie, die in der Regel einer myokardialen Ischamie ge-
schuldet ist. Nicht beachtet wurden Kardiomyopathien, denen ein metastatisches
oder primar tumorgses Geschehen zu Grunde liegt (z.B. infiltrativ wachsende myo-

kardiale oder endokardiale Tumore).
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Priméare genetisch HCM, ARVC/D, LVNC, lonenkanalstérungen (long-QT-
Kardiomyo- Syndrom, Brugada-Syndrom), mitochondriale Myo-
pathien pathien, Erregungsleitungsstérungen (Lenégre-Sydrom)
gemischt DCM, restriktive nicht-hypertrophe Kardiomyopathie
erworben Myokarditis, Tako-Tsubo, peripartal, Tachykardie-
induziert, Kardiomyopathie bei Kindern diabetischer
Mitter
Sekundéare infiltrativ Amyloidose, Morbus Gaucher
Kardiomyo- Speicherkrankheiten | Hamochromatose, Morbus Fabry, Niemann-Pick
pathien toxisch Drogen, Schwermetalle, Chemikalien

endomyokardial

endomyokardiale Fibrosen

inflammatorisch

Sarkoidose

endokrinologisch

Diabetes mellitus, Hyper- und Hypothyreose, Hyperpa-

rathyroidismus, Phdochromozytom, Akromegalie

neuromuskular

Friedreich-Ataxie, Duchenne-Becker, Neurofibromatose

nutritiv

Beriberi, Pallagra, Selen, Kwashiorkor

autoimmun

Syst. Lupus erythematodes, Dermatomyositis, rheu-

matoide Arthritis, Sklerodermie, Polyarteriitis nodosa

Elektrolytstérungen

Chemotherapie- Doxorubicin, Daunorubicin, Cyclophosphamid

induziert

Tabelle 1.1 Einteilung der Kardiomyopathien nach Empfehlung der (AHA)

nach Maron et al. (8), HCM - hypertrophic cardiomyopathy, ARVC/D - arryhthmogenic right ventricular
cardiomyopathies/ dysplasia, LVNC - left ventricular nhoncompaction, DCM - dilatative Kardiomyo-
pathie

2008 veroffentlichte die Arbeitsgruppe fur Myo- und Perikarderkrankungen der Euro-
pean Society of Cardiology (ESC) einen Vorschlag fur eine Klassifikation, in der Kar-
diomyopathien als Myokarderkrankungen mit strukturellen und funktionalen Verande-
rungen des Gewebes definiert wurden. Es sollten das klinische Bild sowie morpholo-
gische und funktionelle Kriterien im Vordergrund stehen. Kardiomyopathien stellen
somit myokardiale Erkrankungen dar, die einen strukturell oder funktionell verander-
ten Herzmuskel in Abwesenheit einer koronaren Herzerkrankung, eines Bluthochdru-
ckes, einer Herzklappen- oder angeborenen Herzerkrankung aufweisen. In dieser
Einteilung wird zwischen familidren und nicht-familiaren Formen unterschieden, um

die genetischen Determinanten bei Kardiomyopathien hervorzuheben (9).
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1.2 Die dilatative Kardiomyopathie

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist die haufigste Form der Kardiomyopathien.
Diese irreversible Veranderung des Myokards ist charakterisiert durch eine Vergro-
Berung des linken oder beider Ventrikel und einer systolischen Dysfunktion mit
normwertiger linksventrikularer Wanddicke sowie dem gleichzeitigen Ausschluss ei-
ner koronaren Herzerkrankung (KHK), von Klappenvitien oder eines Cor hypertensi-
vum (10,11). Die DCM ist einer der haufigsten Griinde fur eine progressive Herzin-
suffizienz und letztlich, neben der koronaren Herzerkrankung, eine der Hauptindikati-
on flr eine Herztransplantation (12). In den Jahren 1982 bis 2008 wurden 45% aller

Herztransplantationen aufgrund einer terminalen DCM vorgenommen (13).

1.2.1 Epidemiologie der dilatativen Kardiomyopathie

Im Jahr 1989 beschrieben Codd et al. eine Pravalenz der DCM von 36,5 Patien-
ten/100.000 Einwohner in den westlichen Industrielandern (14). Neuere Erkenntnisse
lassen eine weitaus hohere Pravalenz vermuten. In der CHARM-Added-Studie von
2003 konnte gezeigt werden, dass eine Herzinsuffizienz mit verminderter linksventri-
kularer Pumpfunktion in 26% der Falle durch eine DCM hervorgerufen wurde (15).
Maron et al. beschrieben spéter eine geschatzte Pravalenz von 1:2500 (16). Zudem
scheinen Manner und Farbige ein 2,5-fach hdoheres Risiko zu haben, an einer DCM
zu erkranken (17).

Die Angaben Uber die jahrliche Mortalitdit der DCM schwanken von 10 bis 50 %
(18,19), wobei in bis zu 28 % der Falle ein pl6tzlicher Herztod berichtet wird (20).
Aber auch Thrombembolien, sowie eine dekompensierte Herzinsuffizienz haben hier
einen erheblichen Anteil. In einer Multicenter-Studie von McNamara et al. (2011)
wurden demographische und klinische Einflisse auf die Entwicklung von akuten
Kardiomyopathien (ROCM) untersucht (21). Hier konnte gezeigt werden, dass Frau-
en, sowie ein niedriger initialer LVEDD (left ventricular enddiastolic diameter) und
eine inflammatorische Genese, im 6-monatigen follow up ein besseres Outcome mit
signifikant hoherer linksventrikuléarer Ejektionsfraktion zeigen. Afroamerikaner, Pati-
enten mit initial hochgradiger Herzinsuffizienz (NYHA 1lIl und IV) sowie hohem

LVEDD hatten eine schlechtere Prognose beziglich Reversibilitat der Kardiomyo-
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pathie und weisen ein kirzeres Tod- oder Transplantationsintervall auf (22). Grundig
et al. identifizierten als negative Pradiktoren neben einer initialen niedrigen links-
ventrikularen Pumpfunktion auch einen LVEDP (left ventricular enddiastolic pressure)
Uber 15 mmHg, das Vorhandensein eines Linksschenkelblockes und ein Alter tber
54 Jahre (23).

1.2.2 Symptome, Diagnostik und Pathophysiologie der dilatativen

Kardiomyopathie

Die Patienten mit DCM weisen klinisch in gut 75% der Falle Symptome einer Herzin-
suffizienz auf, aber auch asymptomatische Krankheitsverlaufe wurden beschrieben
(24,25). Die Klinische Einschatzung einer Herzinsuffizienz erfolgt mit Hilfe der Klassi-
fikation der New York Heart Association (NYHA) (26):

* NYHA | — Herzerkrankung ohne korperliche Limitation, alltagliche korperliche Belastung
verursacht keine inadaquate korperliche Erschdpfung, Rhythmusstérungen, Dyspnoe oder
Angina pectoris

 NYHA Il — Herzerkrankung mit leichter Einschrankung der kérperlichen Leistungsfahigkeit,
keine Beschwerden in Ruhe und bei geringer Anstrengung, starkere kdrperliche Belastung
fuhrt zu korperlicher Erschépfung, Rhythmusstérungen, Dyspnoe oder Angina pectoris

* NYHA lll — Herzerkrankung mit hohergradiger Einschrankung der kdrperlichen Leistungs-
fahigkeit bei gewohnter Tatigkeit, nicht in Ruhe, geringe korperliche Belastung fihrt zu
koérperlicher Erschépfung, Rhythmusstérungen, Dyspnoe oder Angina pectoris

 NYHA IV - Herzerkrankung mit Beschwerden bei allen Aktivitaten und in Ruhe, Bettlage-
rigkeit

Oft bleibt die Erkrankung lange unbemerkt und eine medizinische Erstvorstellung
erfolgt aufgrund einer dekompensierten Herzinsuffizienz (27). Durch die progressive,
vor allem linksventrikulare Dilatation, kommt es schleichend zu einer abnehmenden
kardialen Auswurfleistung und somit zu schnellerer Ermudbarkeit, geringerer Belas-
tungsfahigkeit und Dyspnoe (NYHA I11I-1V). Im fortgeschrittenen Stadium, bei zuneh-
mender Rechtsherzinsuffizienz konnen periphere Odeme und Aszitesbildung hinzu-
kommen. In 20-35% der Falle klagen die Patienten Uber pektangindse Beschwerden
und anhaltende Herzrhythmusstérungen. EKG-Verdnderungen wie Linksschenkel-
blocke kdnnen einsetzen (28,29).
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Um die anatomischen und funktionalen Veranderungen bei DCM-Patienten zu diag-
nostizieren eignet sich die Echokardiographie. Hier kann eine Umformung des linken
Ventrikels von ellipsoid zu kugelféormig bei gleichzeitiger Dilatation beobachtet wer-
den. Im Krankheitsverlauf kann eine Vergré3erung der restlichen drei Herzrdume
folgen (30). Die systolische Dysfunktion bei der DCM mit verminderter linksventrikul&-
rer Ejektionsfraktion (LVEF) kann mit einer abnehmenden Herzmuskelverkirzung
(fractional shortening) einhergehen. Hinzu kdnnen diastolische Fillungsstérungen
mit Klappeninsuffizienzen kommen, die in Folge der Dilatation entstehen, aber auch
kardiale Fibrosen und Hypertrophien treten ein (30,31). In der Tabelle 1.2 sind Ein-

schluss- bzw. Ausschlusskriterien der Diagnose einer DCM aufgefihrt (32,33).

Diagnostische LVEF < 45% und/oder FS < 25%
Kriterien LVEDD > 117% (in Abhangigkeit von Alter und KOF)*
LVESD >55mm

Ausschlusskriterien Systemisch-arterielle Hypertonie: >160/100 mmHg
KHK: >50% Lumeneinengung von Hauptkoronararterien
Chronischer Alkoholabusus: @ > 40g/d; & > 80g/d
Systemerkrankung mit bekannter DCM-Atiologie
Angeborene Herzkrankheit

Cor pulmonale, perikardiale Erkrankungen

Tabelle 1.2 Diagnosekriterien der dilatativen Kardiomyopathie

nach Maron et al, Elliot et al und Henry et. al (34-36), LVEF — linksventrikulare Ejekti-
onsfraktion, LVEDD - linksventrikulérer enddiastolischer Diameter, LVESD - links-
ventrikularer endsystolischer Diameter, FS - fractional shortening (Verkirzung des
Herzens wahrend des Pumpvorganges)

*Korrektur fiir Alter und Kérperoberflache (KOF)=(45,3x(KOF)3-(0,03xAlter)-7,2+12%

Die LVEF korreliert haufig mit dem Befinden der Patienten. Es konnte gezeigt wer-
den, dass bei einer Ejektionsfraktion unter 25% die Mortalitat signifikant zunimmt
(37). Fur eine schlechte Prognose sprechen eine progredient abnehmende rechts-
ventrikulare Funktion sowie eine biventrikulare Dysfunktion (38,39). Als prognosti-
scher Wert dient unter anderem der LVEDD (40). Die linksventrikularen, diastoli-
schen und systolischen Diameter beschreiben das Ausmal der Ventrikeldilatation im
myokardialen Kontraktionszyklus und kénnen somit zur Einschatzung des Schwere-
grades der dilatativen Kardiomyopathie herangezogen werden. McNamara et al.
zeigten, dass bei akuter Kardiomyopathie ein initial niedriger LVEDD, weniger Dilata-
tion des linken Ventrikels und somit ein besseres Outcome hinsichtlich der links-

ventrikularen Pumpfunktion nach 6 Monaten bewirkt (41).
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Nr. Klinisches Szenario Empfehlungs- Evidenz-
grad grad
(I, 1la, b, 1) (A, B, C)
1. neu aufgetretene Herzinsuffizienz von < 2 Wochen, assoziiert I B

mit normal dimensioniertem oder dilatiertem LV und hamody-

namischer Beeintrachtigung

2. neu aufgetretene Herzinsuffizienz von 2 Wochen bis 3 Monate, I B
assoziiert mit dilatiertem LV und neuen ventrikularen Arrhyth-
mien, AV-Block I1° oder IlI° oder kein konservative s Therapie-

ansprechen in 1-2 Wochen

3. Herzinsuffizienz > 3 Monate, assoziiert mit dilatiertem LV und lla C
neuen ventrikularen Arrhythmien, AV-Block 1I° oder 11I° oder

kein konservatives Therapieansprechen in 1 bis 2 Wochen

4. Herzinsuffizienz, assoziiert mit DCM unabhéangig der Dauer, lla C
assoziiert mit mutmafglicher allergischer Reaktion und/oder

Eosinophilie

9. neu aufgetretene Herzinsuffizienz von 2 Wochen bis 3 Monate, lIb B
assoziiert mit dilatiertem LV ohne neue ventrikularen Arrhyth-
mien, AV-Block I1° oder 1lI° mit Ansprechen auf kon servative

Therapie in 1-2 Wochen

10. Herzinsuffizienz > 3 Monate, assoziiert mit dilatiertem LV ohne lb C
neue ventrikulare Arrhythmien, AV-Block 11° oder II'1° mit An-

sprechen auf konservative Therapie in 1-2 Wochen

Tabelle 1.3 Empfehlungen zur Enthnahme von endomyokardialen Biopsien (EMB) in Abhangigkeit des
klinischen Erscheinungsbildes

Auszug, nach Cooper et al.2007 (42)

Empfehlungsgrade :

Klasse |: Evidenzbasierend und allgemeine Ubereinstimmung, dass die Therapie forderlich, nitzlich
und effektiv ist, Klasse Il : Widersprichliche Evidenzlage und/oder Meinungsverschiedenheit der Ex-
perten bzgl. Nutzen und Effektivitat der Therapie oder einer Intervention, Klasse lla : Evidenzlage und
allgemeine Ubereinstimmung tendiert eher zu Niitzlichkeit und Effektivitat der Therapie/lntervention,
Klasse llb : Nutzlichkeit und Effektivitat sind nur wenig evidenzbasierend, Klasse Il : Evidenzbasie-
rend und allgemeine Ubereinstimmung der Experten, dass die Therapie nicht férderlich, niitzlich oder
effektiv ist und in einigen Fallen sogar schéadlich.

Evidenzgrade :

Level A (hoch): durch multiple, randomisierte klinische Studien belegt, Level B (mittel): limitierte An-
zahl von randomisierten Studien und nicht-randomisierten Studien, Level C (niedrig): primar durch
Expertenmeinung

Eine interdisziplindre Arbeitsgruppe der AHA, des American College of Cardiology
sowie der ESC veréffentlichten 2007 eine Empfehlung zur Entnahme von Endomyo-
kardbiopsien (EMB) im Rahmen der Diagnostik von Kardiomyopathien. Diese defi-
niert insgesamt 14 klinische Szenarien, bei denen die EMB eine prognostische, dia-
gnostische und therapeutische Bedeutung hat (43).
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Bei der Entscheidung zur endomyokardialen Biopsieentnahme bei neu aufgetretener
oder bestehender Herzinsuffizienz mit dilatiertem linken Ventrikel oder bereits diag-
nostizierter DCM gelten die oben genannten Empfehlungen und Evidenzgrade. Fri-
he Biopsiestudien zeigten eine hdhere Inzidenz fir eine lymphozytare Myokarditis bei
Patienten mit kurz andauernder, akuten Herzinsuffizienz (< 1 Monat), als bei Patien-
ten mit Uber Monate bis Jahre andauernden Symptomen (44).

Es wurde nachgewiesen, dass eine Mehrproduktion und —sekretion natriuretischer
Peptide wie ANP, BNP (B-Typ-natriuretisches Peptid oder brain natriuretic peptide)
und NT-proBNP (N-terminales Fragment des prohormonellen BNPs) aus dem atria-
len und ventrikularen Myokard herzinsuffizienter Patienten erfolgt. Die Ausschittung
wird durch eine Zunahme der Wandspannung bei erhéhter Druck- und/oder Volu-
menbelastung des Herzens geférdert (45). Ein BNP-Plasmaspiegel von >100 pg/ml
gilt bei akuter Dyspnoe hinreichend als Marker fir eine kardiale Ursache (46). Ishi-
kawa et al. zeigten, dass die Uberlebensrate von DCM-Patienten mit einem BNP-
Spiegel unter 110 pg/ml signifikant héher ist (47). Auch Troponin wird als diagnosti-
scher Parameter bei der DCM genutzt. Nellessen et al. beurteilten Troponin | als
prognostischen Indikator bei Patienten mit Herzinsuffizienz (48). Erhohte langerfristi-
ge Troponin T-Werte gelten als Mal3 fur die Myozytendegeneration bei der DCM und
in Kombination mit erhdhten BNP-Konzentrationen wurden vermehrt kardiale Ereig-
nisse beschrieben (49,50).

Die funktionelle Belastbarkeit bei Herzinsuffizienzpatienten kann mit Hilfe der Spi-
roergometrie untersucht werden, die eine Kombinationsuntersuchung aus Ergometrie
und Lungenfunktionsanalyse darstellt. Es kann eine Aussage Uber die funktionelle
Kapazitat, die Graduierung des Schweregrades funktioneller Beeintrachtigungen,
eine Obijektivierung von Interventionsauswirkungen und eine Uberwachung der
Krankheitsprognose getroffen werden (51). Durch standardisierte Belastungsproto-
kolle lasst sich die Belastungsintensitat steuern, wobei die Sauerstoffaufnahme (VO
in ml/min/kg und in % des Normwertes) und die Kohlenstoffdioxidabgabe (VCO,)
zwei KerngroR3en der Untersuchung darstellen und Hinweise zur kérperlichen Fitness
geben (52-54). Bei korperlicher Belastung (Muskelarbeit) fuhrt der steigende Sauer-
stoffbedarf zu einer Elimination des vermehrt anfallenden Kohlenstoffdioxides tber
eine verstarkte Ventilation. Die maximale Sauerstoffaufnahme (VOzmax) gilt im Rah-
men der Spiroergometrie als Prognosemarker bei chronischer Herzinsuffizienz. Es

konnte gezeigt werden, dass eine VO,max Kleiner 21 ml/min/kg bei Patienten mit KHK
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oder Herzinsuffizienz sowie auch bei Gesunden mit einer erh6hten Mortalitat einher-
geht (55). Mittels der Weber-Klassifikation kann das Herzinsuffizienzstadium durch
die Spiroergometrie eingeteilt werden (Tabelle 1.4) (56). Typisch fir Herzinsuffi-
zienzpatienten ist eine relative Hyperventilation unter Belastung, wobei jedoch durch
eine eingeschrankte maximale Belastbarkeit auch die maximale Ventilation reduziert
ist. Aufgrund dessen resultiert eine hohe Atemreserve mit Erh6hung des funktionel-

len Totraumvolumens (57).

Klasse Schweregrad VO smax (MIMin/kg) VT (M/min)  Climax (/min/m ?)

A Leicht bis keine > 20 > 14 >8
B Leicht bis moderat 16-20 11-14 6-8
C Moderat bis schwer 10-16 8-11 4-6
D Schwer 6-10 5-8 2-4
E Sehr schwer <6 <4 <2

Tabelle 1.4 Weber-Klassifikation der Herzinsuffizienz anhand der Spiroergometrie

nach Weber et al. (58), VOsmax (MI/min/kg) = maximale Sauerstoffaufnahme
wahrend einer Belastung, VT (ml/min) = ventilatorische Schwelle bei Belastung,
Ubergan%) vom aeroben zum gemischt aerob-anaeroben Energiestoffwechsel, ClI
(I/min/m ©) = Herzindex (cardiac index)

1.2.3 Kalziumhomoostase am gesunden und insuffizien  ten Herzen

Es wurde gezeigt, dass bei Herzinsuffizienz eine verminderte Aktivitat der Kalzium-
pumpe des sarkoplasmatischen Retikulums (SERCA) sowie ein insuffizienter Kalzi-
umdubertritt durch eine Dysfunktion der Ryanodinrezeptoren (RYR) zu einer Kontrakti-
litatsstorung beitragen kénnen (59). Ventrikulare Myozyten zeigen bei Herzinsuffi-
zienz eine erhohte Aktivitat des Na‘/Ca?*-Austauschers (NCX) zur Entfernung des
intrazellularen Kalziums, was zu einer insuffizienten Anreicherung von Kalzium im
sarkoplasmatischen Retikulum fuhrt (60,61).

Bei beta-adrenerger Stimulation kommt es am Myozyten G-Protein-vermittelt zu einer
Aktivierung der Adenylatcyclase (AC), woraufhin die Spaltung von Adeno-
sintriphosphat (ATP) in zyklisches Adenosinmonophosphat (62) und zwei Phosphat-
molekile katalysiert wird. Die Phosphorylierung von regulatorischen Proteinen bei
Kardiomyozyten ist von der cAMP-getriggerten Aktivierung der Proteinkinase A
(PKA) abhéangig (63). Nach Aktivierung der Proteinkinase bewirkt diese eine
Phosphorylierung der Kalziumkanale vom L-Typ. Dadurch kommt es zu einem erh6h-
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ten Kalziumeinstrom in die Zelle (Ca?*-Transient) sowie eine erhéhte Kalziumfreigabe
aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (64,65). Diese wird Uber die sarkoplasmati-
sche Ca®-Adenosintriphosphatase (SERCA) durch die Phosphorylierung von
Phospholamban (PL) reguliert, dadurch setzt eine diastolische Relaxation ein (66).
Der kontraktionshemmende Einfluss der SERCA wird Uber die PKA und die
Ca?®*/Calmodulin-abhangige Proteinkinase 2 (PP2) durch Phosphorylierung aufgeho-
ben. Es kommt infolgedessen zu einer Ca®*-Affinitatssteigerung der SERCA und so-
mit zur vermehrten Kalziumaufnahme in das sarkoplasmatische Retikulum (SR) (67).
Wahrend des nachsten Kontraktionszyklus wird Kalzium durch Ryanodinrezeptoren
des SR freigegeben und kann so an regulatorische Proteine der kontraktilen Fila-
mente binden. In der Systole kann somit durch den vermehrten Ca?*-Gehalt im SR
vermehrt Kalzium freigesetzt werden, was eine positive Inotropie bewirkt. Der Tropo-
nin-Komplex als ein regulatorisches Protein beinhaltet das Ca**-bindende Troponin
(TnC), Troponin T (TnT) und den Troponin-Inhibitor (Tnl). Tnl wird auch durch
Phosphorylierung der PKA aktiviert und fiihrt zu einer verminderten Ca?*-Sensitivitat

des Troponin C, wodurch eine Relaxationsbeschleunigung einsetzt (68).
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Abbildung 1.1 Vereinfachtes Schema der Kalziumhomd&ostase im gesunden
Kardiomyozyten

nach (69), AC — Adenylatcyclase, 3 — beta-Adrenorezeptor, Gi — inhibitorisches
G-Protein, Gs — stimulierendes G-Protein, P — Phosphat, ATP — Adenosintri-
phosphat, cAMP — zyklisches Adenosinmonophosphat, PKA — Proteinkinase A,
PLB — Phospholamban, RYR — Ryanodinrezeptor, SERCA — Ca’*- ATPase des
sarkoplasmatischen Retikulums, PP1 — Proteinphosphatase Typ 1, PP2A —
Proteinphosphatase Typ 2
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In Kardiomyozyten des insuffizienten oder hypertrophierten Herzens kommt es zu
einer gesteigerten Expression mit nachfolgend vermehrter Aktivitdt von Proteinphos-
phatasen (z. B. PP1 und PP2A), welche die beschriebenen Proteinphosphorylierun-
gen hemmen oder antagonisieren. Dadurch kommt es zu einer verminderten
Phosphorylierung von Tnl und Phospholamban, was insgesamt zu einer Abnahme
des Kalziumgehaltes im SR sowie des Kalziumtransienten fuhrt und somit negativ
inotrop wirkt (70). Die Abbildung 1.1 stellt die Kalziumhomdostase am gesunden
Kardiomyozyten schematisch dar (71).

Bei der Regulation der myokardialen Kontraktilitat spielt die reversible Phosphorylie-
rung eine bedeutende Rolle. Im gesunden Herzmuskel besteht ein Gleichgewicht
zwischen phosphorylierender Proteinkinasen und dephosphorylierender Protein-
phosphatasen (PP). Kirchhefer et al. konnten zeigen, dass transgene Tiere mit einer
Uberexpression des herzmuskelspezifischen Inhibitors der Proteinphosphatase 1
(I2PP1) eine gesteigerte linksventrikulare Funktion entwickeln (72). Ebenfalls wurde
in der gleichen Arbeitsgruppe beobachtet, dass die Hemmung der Proteinphosphata-
seaktivitat durch Uberexpression des 12PP1 zu einer Aufhebung der Herzhypertro-
phie im Tiermodell fuhrt (73). Eine Hemmung der kardialen Proteinphosphatasen
konnte demnach eine Therapiemoglichkeit der Herzinsuffizienz darstellen.

1.2.4 Atiologie der dilatativen Kardiomyopathie

Die dilatative Kardiomyopathie beinhaltet eine hohe Variabilitdt an urséchlichen Ein-
flissen. Fir die Entstehung dieses Krankheitsbildes werden genetische Faktoren,
toxisch-myokardiale Schadigungen, infektiose und autoimmunvermittelte, sowie auch
idiopathische Ursachen vermutet (74,75). Des Weiteren kann eine sekundéare Dilata-
tion der Herzkammern durch spezifische kardiale oder systemische Erkrankungen
entstehen (sekundare Kardiomyopathie). Diese kdnnen zum Beispiel eine Minderper-
fusion des Myokards (ischamisch), eine Hypertension, eine Inflammation (Myokardi-
tis) oder eine metabolische Storung darstellen (76). Oft ist die DCM eine Ausschluss-
diagnose, wenn eine koronare Herzkrankheit, eine Hypertension, ein Klappenfehler
oder ein chronischer Alkoholabusus nicht urséchlich in Betracht gezogen werden

kdnnen.
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1.2.4.1 Genetisch-familiar begriindete Erkrankungsfa lle

Mehrere systematische Studien haben zeigen kdnnen, dass 20 bis 35 % aller DCM-
Falle genetisch bedingt sind und familiar gehauft auftreten (77-79). Bei dem Versuch
die familiare Form (FDC) von anderen Typen der DCM Kklinisch zu unterscheiden,
konnte festgestellt werden, dass bei der FDC die Patienten bei Krankheitsmanifesta-
tion signifikant jinger sind und durchschnittlich eine zunachst hohere LVEF aufwei-
sen als andere DCM-Patienten (80). Von den erkrankten Angehorigen weisen 29 %
zunachst asymptomatische Herzveranderungen auf (81).

Die meisten Genmutationen kommen in den Bereichen des Sarkomers, des Zytoske-
letts oder in lonenkanélen vor und fihren zum Krankheitsbild der DCM (82). In 56 %
der Falle handelt es sich um autosomal-dominante (AD) Erbgange (83). Die Tabelle
1.5 zeigt eine Ubersicht der wichtigsten aktuell bekannten Mutationsloci bei der DCM
(84,85). Olson et al. beschrieben 1998 erstmals ein mutiertes kardiales a-Actin Gen
bei DCM-Patienten (86). Am haufigsten wurden Mutationen im (3-Myosin-Gen detek-
tiert, wobei Betroffene anscheinend oft erst in der 5. Lebensdekade Symptome ent-
wickeln (87). DCM-Patienten, bei denen eine Troponin T-Mutation beschrieben wur-
de, zeigten jedoch schon eine vergleichsweise frihe Manifestation (88).

Ein charakteristisches Merkmal fur die DCM ist die unausgeglichene Kalziumhomo-
ostase, die durch veréanderte intrazellulare systolische und diastolische Kalziuman-
reicherungen in den Myozyten auffallt und mdglicherweise durch Defizite im sar-
koplasmatischen Kalziumaustausch verursacht wird (89). Phospholamban ist ein
physiologischer Inhibitor der ATP-abhangigen Kalziumpumpe, die Kalzium aus dem
Zytosol zuriick ins sarkoplasmatische Retikulum befordert. Phospholamban stellt
somit ein Kalzium-regulierendes Protein und einen primaren Mediator des beta-
adrenergen Effektes dar (90). Haghighi et al. (91) zeigten, dass es bei Mutationen im
Phospholamban-Gen zu einer vermehrten Inhibierung der Kalzium-ATPase, nachfol-
gend zu einer gehemmten Kalzium-Aufnahme ins sarkoplasmatische Retikulum und

somit zu einer kardialen Kontraktilitatsverminderung kommt.
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Protein Funktion
Sarkomerproteine a-Actin Muskelkontraktion
B-Myosin- Muskelkontraktion
Schwerkette
Troponin T Muskelkontraktion
Troponin | Muskelkontraktion
a-Tropomyosin Muskelkontraktion
Z-Scheibe a-Actinin 2 Interaktion mit Titin und Actin
Zytoskelett Dystrophin Kraftiibertragung
0-Sarkoglykan Transduktion kontraktiler Kréafte
Intermediarfilamente Laminin A/C Genexpression
Desmin Transduktion kontraktiler Kréafte
Kalziumhaushalt Phospholamban Regulation der Kalziumhomdostase
Modifizierte Gene B-Adrenorezeptor positive Chrono- und Inotropie

Tabelle 1.5 Auswahl mutierter Genloci und deren Funktion bei der familidaren DCM

Weiterhin  scheinen verschiedene Genpolymorphismen von einzelnen [3-
Adrenozeptorsubtypen die Myokardfunktion beeinflussen. Es wurde gezeigt, dass die
B-adrenerge Signaltransduktion bei DCM-Patienten alteriert ist. Dies hat neben
Grinden wie die Rezeptordownregulation im Zuge erhéhter Katecholaminfreisetzung
oder agonistischer Autoantikérper anscheinend auch genetische Ursachen (92). For-
leo et al. fanden bei rund 190 Patienten aus Suditalien eine signifikante Assoziation
zwischen jeweils einem mutierten Allel der B-1-, B-2-Rezeptoren und der DCM (93).
Podlowski et al. konnten im Jahr 2000 elf verschiedene, durch Mutationen entstan-
dene [B-1-Rezeptorgenotypen beschreiben und stellten fest, dass diese signifikant
haufiger bei DCM-Patienten zu finden waren (94).

1.2.4.2 Einfluss viraler Infektionen und die Entwic  klung von Autoimmunitat

Es konnte gezeigt werden, dass einige Falle dilatativer Kardiomyopathie mit einer
kardialen Virusinfektion assoziiert sind (95-99). Es wird angenommen, das Endbild
einer DCM resultiere aus einem phasenhaften Verlauf, in dem eine primare Virusin-
fektion, gefolgt von einer autoimmunen Reaktion letztlich zu einer myokardialen
Schadigung und Dilatation fuhrt (100,101). Die Entwicklung molekularbiologischer
Techniken wie PCR und in-situ-Hybridisierung ermdglichten es, verschiedene Virus-

genome im Myokard von Myokarditis- und DCM-Patienten zu identifizieren.
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Frihe Studien diskutierten vor allem eine Beteiligung von Enteroviren, wobei speziell
Coxsackie-B-Viren vorherrschend in Endomyokardbiopsien nachgewiesen wurden
(102,103). Es konnte nachgewiesen werden, dass Coxsackie- und Adenoviren einen
gemeinsamen Rezeptor nutzen (coxsackie-adenovirus-receptor, CAR), der bei adul-
ten Kardiomyozyten physiologisch nicht exprimiert, jedoch bei DCM und chronischer
Myokarditis auf dem Kardiomyozytensarkolemm induziert wird (104-106). Auf3erdem
wurde ein Co-Rezeptor (CDss) nachgewiesen (107,108). Beide Rezeptoren konnten
eine Coxsackie-B3-Virus-Infektion (CVB3) bewirken, welche durch einen direkten
zytopathischen oder immunmodulatorischen Effekt zu Apoptose fuhrten (109,110). Li
et al. beschrieben eine Hochregulation von CDss in 84 % der untersuchten DCM-
Patienten (111). Es wurde gezeigt, dass eine Induktion von CDss bei 63 % der unter-
suchten DCM-Patienten erfolgte, nicht aber bei anderen, an Kardiomyopathien Er-
krankten (112). Neuere Untersuchungen lassen dem Parvovirus B19 und Humanen
Herpesvirus Typ 6 (HHV6) eine hohe Bedeutung bei der viralen Genese der DCM zu
kommen. In 30 bis 67 % der untersuchten endomyokardialen Biopsien von DCM-
Patienten, konnte ein PVB19-Nachweis mittels PCR erfolgen (113,114). Kihl et al.
zeigten, dass die Viruspersistenz bei Patienten, die eine linksventrikulare Dysfunktion
aufwiesen, mit einer progressiven LVEF-Verminderung assoziiert ist (115). Diese
Funktionsverschlechterung scheint auf der myokardialen Schadigung zu basieren,
welche als eine Komponente der Immunantwort auf die Virusinfektion zu verstehen
ist (116).

Es wird angenommen, dass diese postvirale Autoimmunitat auf einem molekularen
Mimikry beruht. Molekulares Mimikry beschreibt das Verbergen von kérperfremden
Oberflachenstrukturen (-molekilen) vor der Immunabwehr des Organismus durch
Ausbildung von ahnlichen Aminosaurestrukturen oder Antigenen (117). Durch ahnli-
che Epitope von pathogenen Viren und kardialen Antigenen kommt es hierbei zu ei-
ner anhaltenden Auto-T-Zell-Aktivierung (118). Die durch Th2-Zellen produzierten
Zytokine unterstitzen B-Lymphozyten, welche im aktivierten Zustand nun nicht nur
gegen virale, sondern auch gegen Myokardantigene kreuzreagierende Antikdrper
produzieren. Maisch et al. konnten nachweisen, dass eine Kreuzreaktion zwischen
Coxsackievirus B3/B4 und Epitopen des kardialen Sarkolemms besteht und dies zu
lytischen Zellprozessen flihrt (119). Es konnte weiterhin ein Antikérper identifiziert
werden, welcher mit dem Bakterium Streptococcus pyogenes, dem Coxsackievirus-

B3 und kardialem Myosin kreuzreagierte (120).
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Es wird angenommen, dass Thl-Zytokine wie TNFa, IL-1 und IFN-y einen zytotoxi-
schen Effekt auf Kardiomyozyten haben und zusatzlich zytotoxische T-Zellen aktivie-
ren, was zu einer direkten Myokardschadigung und zur Induktion von Zelladhasi-
onsmolekilen (CAMs) fuhrt, die eine Inflammation des Gewebes forcieren (121-123).
In einem Maus-Model von Rose und Hill wurde gezeigt, dass die Mehrproduktion an
Zytokinen und zytotoxischen CD8-positiven T-Lymphozyten postviral zu einer Myozy-
tolyse und somit zu einer eingeschrankten Kontraktilitat fihren (124). In mehreren
klinischen Studien wurden exzessiv erhdhte Plasmawerte des Zytokins beobachtet
(125,126). Ebenso wurde eine gesteigerte Expression des TNFa-Rezeptors bei
DCM-Patienten beschrieben (127). An isolierten Rattenherzen wurde gezeigt, dass
Interleukin-1 die kardiale Kontraktilitat hemmt (128). In fortgeschrittenen Stadien der
DCM findet sich eine vermehrte Expression von MHC-Klasse | und Il, sowie VCAM-

1-Molekulen, was auf eine anhaltende Inflammation hindeutet (129).

1.2.4.3 Die Bedeutung von Autoantikérpern

In den letzten Jahren wurden verschiedene unterschiedliche Autoantikérper gegen
intra- und extrazellulare Myokardbestandteile entdeckt. Es wurde festgestellt, dass
bestimmte AutoantikOrper die physiologische Aktivitat der Kardiomyozyten, sowie als
Mediatoren das Immunsystem beeinflussen konnen. In Tabelle 1.6 sind einige der
bekannten Autoantikérper gegen kardiale Strukturen aufgezeigt.

Mittels indirekter Immunfluoreszenz konnten Carforio et al. in 30-40% der untersuch-
ten DCM-Patienten und deren asymptomatischen Verwandten organspezifische Au-
toantikorper der 1gG-Klasse detektieren (130,131). Es gibt Hinweise, dass die Prava-
lenz von Autoantikorpern bei DCM-Patienten im Verlauf trotz Symptomprogredienz
sinkt (132).

Einer der am besten untersuchten autoimmunologischen Mechanismen betrifft das
kardiale Myosin und den kardiotropen Myosin-Autoantikorper (133). Li et al. beo-
bachteten DCM-ahnliche Veranderungen und Apoptose an normalen Rattenherzen
nach der Injektion von aufgereinigtem I1gG Myosin-immunisierter Tiere (134). Nishi-
mura et al. konnten zeigten, das BALB/c Mause, welche eine Defizienz des immun-
modulatorischen Programmed-Death-1-Rezeptor aufwiesen, Antikérper gegen sarko-
lemmale Proteine und das klinische Bild einer dilatativen Kardiomyopathie ausbilde-

ten (135). Spater konnte identifiziert werden, dass diese Antikérper gegen kardiales
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Troponin | (cTnl) gerichtet sind (136). Staudt et al. zeigten an Rattenkardiomyozyten,
dass Antikorper von DCM-Patienten in-vitro die Kontraktilitat und Relaxation des Rat-
tenherzmuskels beeintrachtigen (137). Es wird davon ausgegangen, dass unter an-
derem cTnl-Autoantikdrper die elektrophysiologische Kontraktionsfunktion von Kardi-
omyozyten beeinflussen, da in-vitro-Experimente an BALB/c-M&usen einen erhdhten

Kalziumeinstrom in Zusammenhang mit diesem Antikdrper demonstrierten (138).

Autoantikdrper gegen Referenz

Zytoskelettproteine Myosin Caforio et al., 1992 (139)
Actin Neumann et al., 1990 (140)
Troponin | Shmilovich et al, 2007 (141)
Tropomyosin Latif et al., 1993 (142)
Na-K-ATPase Baba et al., 2002 (143)

Mitochondriale Proteine ATP-ADP-Carrier Schulze et al., 1990 (144)
NADH-DHG Pohiner et al., 1997 (145)
Pyruvat-DHG Pohiner et al., 1997 (146)

Membranproteine/-rezeptoren B-1-Adrenorezeptor Jahns et al., 1999 (147)
muskarin. Rezeptor Fu et al., 1996 (148)

Troponin | Shmilovich et al, 2007 (149)
Kalziumkanal Kuhl et al., 1991 (150)
Hitze-Schock-Proteine Hsp 60, 70 Portig et al., 1997 (151)

Tabelle 1.6 Autoantikérper bei DCM

Na-K-ATPase — Natrium-Kalium-Adenosintriphosphatase, ATP-ADP-Carrier —
Adenosintriphosphat-Adenosindiphosphat-Transporter, NADH-DHG — Nicotinamid-
adenindinukleotid-Dehydrogenase, Pyruvat-DHG - Pyruvat-Dehydrogenase,

Hsp - Hitzeschockprotein

Die Pravalenz von Autoantikbrpern gegen den G-Protein-gekoppelten (-1-
adrenergen Rezeptor bei DCM-Patienten wird auf 33-95 % geschatzt (152-154). Wal-
lukat und Wollenberger zeigten, dass IgG-Fraktionen von DCM-Erkrankten positiv
chronotrope Effekte auf isolierte, neonatale Rattenkardiomyozyten ausibten (155)
und zeigten spater die Bindung der Antikdrper an der ersten oder zweiten extrazellu-
laren Schleife des B-1-Rezeptors (156). Staudt et al. beobachteten eine erhdhte
Apoptoserate bei Rattenkardiomyozyten nach Inkubation mit B1-Adrenozeptor-
Antikérpern und zeigten, dass diese Wirkung Proteinkinase-A-abhéngig ist, da bei
gleichzeitiger Vorinkubation mit einem Proteinkinase-A-Inhibitor keine vermehrte
Apoptose herbeigefiihrt werden konnte (157).

Fu et al. beschrieben Antikérper gegen den muskarinergen M2-Acetylcholinrezeptor
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in 36-38 % der untersuchten DCM-Patienten (158,159). Diese binden an ein Epitop
der zweiten extrazellularen Schleife des G-Protein-Rezeptors und haben einen ago-
nistischen Effekt, welcher sich negativ chronotrop auf neonatale Rattenmyozyten
auswirkte. In einem weiteren Tiermodell an Meerschweinchen, konnten Zhao et al.
die Hemmung des Kalziumeinstroms und Steigerung des Kaliumaustrittes der Zellen
durch diesen Antikdrper nachweisen (160).

Durch Schultheiss et al. wurde an Rattenmyozyten die Kreuzreaktivitat zwischen An-
tikbrpern gegen den ATP-ADP-Carrier und dem Kalziumkanalkomplex beschrieben,
die zu einem massiven transmembranalen Kalziumeinstrom in die Zellen und zu kal-
ziumabhéangigen Zelllysen fuhrt (161,162). Eine chronische Kalziumuberlastung in-
duziert nachweislich eine mechanische Insuffizienz des Herzens und Myozytenapop-
tose (163,164).

In Studien von Staudt et al. konnte gezeigt werden, dass Antikérper der IgG-
Subklasse von DCM-Patienten einen negativ-inotropen Effekt auf Kardiomyozyten
ausuben, indem sie an deren Fcy-Rezeptoren binden. Diese kardiodepressiven Anti-
korper bewirkten an isolierten ventrikularen Rattenkardiomyozyten einen verminder-
ten Kalziumtransienten und eine verringerte Kontraktilitat (165,166). Die gleiche Ar-
beitsgruppe identifizierte insbesondere Antikorper der IgG3-Subklasse mit der héchs-
ten Komplementaktivierung und zytotoxischer Potenz (167). Bei einer Analyse der
Antikdrperklassen konnten Warraich et al. eine Giberdurchschnittlich hohe Anzahl von
IgG3-Antikorpern gegen kardiale a- und [B-Myosin-Schwerkettenproteine finden
(168).

1.3 Therapieformen der dilatativen Kardiomyopathie

1.3.1 Konventionelle Therapieformen

Neben der Immunadsorption als alternative Form der Behandlung von Patienten mit
DCM werden auch medikamentdse Herzinsuffizienztherapien fortgefihrt. Die medi-
kamentdse Therapie der DCM beinhaltet sowohl kausale und symptomatische An-
satze. GroRtenteils orientiert sich diese an den allgemeinen Leitlinien zur Behand-
lung der chronischen Herzinsuffizienz (169). Neben der Therapie mit Angiotensin-
Converting-Enzyme-Hemmern, welche nachweislich Mortalitdt und Herzinsuffizienz-
symptome senken (CONSENSUS- und SOLVD-Studie (170)), gelten vor allem Beta-
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blocker als zielfihrend. Die Therapie mit Carvedilol, einem nicht-selektiven Betablo-
cker mit zusatzlich a-blockierender Wirkung, fihrte zu einer signifikanten Abnahme
von Sterberate und Hospitalisierung von Herzinsuffizienzpatienten um 35 % im Ver-
gleich zur Placebogruppe (COPERNICUS) (171). Daraufhin wird angenommen, dass
eine B-1-Blockade die durch Autoantikdrper induzierte Stimulation der Kardiomyozy-
ten neutralisieren kann (172,173).

Zudem wird im Stadium NYHA 1lI-IV auch eine niedrig dosierte Aldosteronantago-
nistentherapie (Spironolakton) genutzt. Die positiven Effekte von Spironolakton wur-
den erstmals in der RALES-Studie 1999 belegt. Dabei wurde die Sterblichkeitsrate
innerhalb von 36 Monaten um 30 % gesenkt und zudem zeigte sich die Hospitalisie-
rungsrate regredient (174). Zusatzlich ergab die EMPHASIS-Studie 2010 auch einen
prognoseverbessernden Einfluss von Aldosteronantagonisten bei leichter Herzinsuf-
fizienz (NYHA II) (175). Die Anwendung von ACE-Hemmern (und Angiotensin-II-
Rezeptor-Blockern) in Kombination mit Spironolakton kann jedoch, bei Nichtbeach-
tung der Kontraindikationen und Limitierungen (Niereninsuffizienz, Hyperkalidmie,
Maximaldosis), zu schwerwiegenden bis tédlichen Hyperkaliamien fuhren (176,177).
In einer retrospektiven Studie zeigte sich, dass Patienten mit nachgewiesenen kardi-
otropen Autoantikbrpern aber ohne Virusgenom im Myokard signifikant besser auf
eine Immunsuppression ansprachen und Verbesserungen im klinischen und hamo-
dynamischen Bereich entwickelten (178). Nachdem die Assoziation zwischen chroni-
scher Herzinsuffizienz und persistierender Aktivierung der Entziindungszellen er-
kannt wurde, untersuchten Skudicky et al. den Effekt von einem Xanthin (Pentoxifil-
lin) bei DCM-Patienten, welches die Produktion von TNF-a hemmt und Apoptose
vermindert. Es zeigte sich, dass die LVEF nach 6 Monaten signifikant stieg und die
TNF-a-Spiegel reduziert wurden, gleichzeitig wurden alle Patienten auch mit konven-
tionellen Herzinsuffizienzmedikamenten behandelt (179). Ahnliche Resultate zeigten
Deswal et al., die 18 DCM-Erkrankte mit Etanercept, einem spezifischen TNF-a-
Antagonisten, behandelten (180). Allerdings zeigte die RENEWAL (Randomised
EtaNErcept Worldwide evALuation)-Studie (welche die nordamerikanische
RENAISSANCE-Studie und die europaische RECOVER-Studie zusammenfasste)
keine Verbesserung der Morbiditats- und Mortalitatsraten. Im Gegensatz zeigte sich
sogar der Trend einer erhdhten Sterberate in beiden Studien, weshalb die Studie
vorzeitig beendet wurde. Patienten unter 65 Jahren sowie mit nicht-ischamischer

Herzkrankheit zeigten ein verschlechtertes Outcome (181).
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1.3.2 Die Bedeutung der Immunadsorptionstherapie

Um den Einfluss von Autoantikérpern zu untersuchen, wird ein Adsorptionsverfahren
zur Entfernung dieser kardiotropen Antikdrper aus dem Blut an DCM erkrankter Pati-
enten eingesetzt. Dies konnte mittels Immunadsorption (IA) erreicht werden. Das
Prinzip dieser Therapie beinhaltet die unspezifische Apharese von Immunglobulinen
und somit auch pathogener Autoantikorper mittels Plasmaseparation tUber spezielle
Adsorptionssaulen. Hauptsachlich werden hierzu S&ulen genutzt, welche Schafs-
Anti-IgG-Antikoérper, Aminosauren (Phenylalanin, Tryptophan) oder Protein A vom
Bakterium Staphylokokkus aureus auf Sepharose enthalten, wobei bei letzterem nur
Subklassen-unspezifisch Antikdrper entfernt werden kénnen. Diese Therapieform
konnte bereits bei anderen Autoimmunerkrankungen wie dem Guillain-Barré-
Syndrom, Myasthenia gravis und systemischem Lupus erythematodes angewendet
werden (182). Neben der Antikorperelimination werden bei der IA zudem auch im-

munmodulatorische Einflisse beobachtet (183).

1.3.2.1 Einfluss der Immunadsorption auf das humora le und zellulare Immun-

system bei der dilatativen Kardiomyopathie

Wahrend der IA bindet im Falle vom Staphylokokkenprotein A humanes IgG Uber das
Fc-Fragment der Subklassen 1gG1, 2 und 4. Die Subklassen 1gG3, IgM, IgE und IgA
werden an Protein A Uber den Fab-Teil gebunden. Hierbei fanden Kessler et al. her-
aus, dass IgG, welches an Immunkomplexe gebunden ist, eine ungefdhr 300fach
starkere Bindung an Protein A aufweist als freie Antikérper (184).

Wallukat et al. behandelten erstmals 1996 DCM-Patienten mit der IA-Therapie.
Nachdem der Antikdrpertiter sank, verbesserten sich Herzfunktion und Herzinsuffi-
zienzsymptome der Patienten (185). In einer Pilotstudie von Dorffel et al. wurden die
akuten hamodynamischen Verbesserungen durch die 1A an 9 B1-Autoantikbrper-
positiven Patienten (LVEF < 25 %, NYHA IlI-IV, Herzindex < 2,5 I/min/m?) belegt und
die IA als alternative therapeutische Mdglichkeit fur eine hAmodynamische Verbesse-
rung etabliert (186).

Da durch die IA, an drei aufeinander folgenden Tagen, geschatzte 70% des Gesamt-
IgGs unspezifisch entfernt werden kénnen, konnten jedoch die genauen Auswirkun-

gen einzelner Autoantikérper nicht beschrieben werden (187) . Die Gabe von intra-
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vendsem Immunglobulin (IVIG) (188) nach IA wird zum Ausgleich dieses gravieren-
den Immunglobulinverlustes vorgenommen. Zudem konnte gezeigt werden, dass
IVIG B-Lymphozyten direkt beeinflusst, ihre Aktivitat reduziert und Antikérper neutra-
lisiert. Indem die zugefihrten IgG-Molekile an den Fc-Rezeptor der B-Zellen binden,
hemmen sie auch indirekt die Produktion neuer Autoantikorper (189). Letztendlich
moduliert IgG auch die zellulare Immunitat und den Zytokinmetabolismus (190).

Felix et al. konnten in einer kontrollierten follow-up-Studie eine stabile Verbesserung
der hamodynamischen Parameter 3 Monate nach IA belegen (191). Hierbei wurden
der Herzindex (Cl) sowie der Schlagvolumenindex (SVI) gesteigert und der systemi-
sche vaskulare Widerstand (SVR) signifikant reduziert. Muller et al. beobachteten bei
Patienten mit DCM eine echokardiographisch sichtbare Abnahme des enddiastoli-
schen und endsystolischen Diameters und einen relativen Anstieg der LVEF um
69,9% ein Jahr nach IA (192). Staudt et al. zeigten, dass eine einmalige 1A-Therapie
Uber 5 Tage den gleichen positiven, klinischen Langzeiteffekt (follow-up nach 6 Mo-
naten) erzeugt wie monatliche IA-Sitzungen (193). Knebel et al. konnten in einer ret-
rospektiven Analyse eine signifikante Abnahme der Hospitalisierungen und Sterb-
lichkeit bis zu einem Zeitraum von 2,5 Jahren nach IA bei Patienten mit DCM nach-
weisen (194).

Die Bedeutung der B-1-Rezeptor-Antikorper in der DCM konnte durch die Verbesse-
rung der Herzfunktion nach der Entfernung der Antikérper bei Tieren und Menschen
belegt werden (195,196). Jedoch erkannten Staudt et al., dass die hamodynami-
schen Verbesserungen nach IA nicht allein auf die spezifische Entfernung des (B1-
Autoantikdrpers zurtickzufihren sind. Vielmehr profitierten Antikérper-negative DCM-
Patienten in gleicher Form von der Therapie und zeigten ahnliche Anstiege der LVEF
(197). Durch die 1A werden zusatzlich zirkulierende Immunkomplexe entfernt, in ihrer
Struktur modifiziert und somit in ihrer Pathogenitat verandert (198). Braun et al. konn-
ten bei IA-Therapien beim systemischen Lupus erythematodes zeigen, dass C3- und
Clg-gebundene zirkulierende Immunkomplexe entfernt werden (199). Bei Antigen-
oder Antikdrperuberschuss bilden sich I6sliche, zirkulierende Immunkomplexe, wel-
che jeweils aus einem Antigen und einem komplementaren Antikorper bestehen.
Steigt die Menge an Immunkomplexen tber die Phagozytoseleistung an, so kdnnen
sich diese Komplexe an GefaRwanden und Organen ablagern und dort das Komple-
mentsystem aktivieren (200). Es gibt Hinweise, dass die IA nicht nur stabilisierenden

Einfluss auf die HA&modynamik hat, sondern auch die myokardiale Inflammation mo-
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duliert. Nach einem 1A-Zyklus und anschlielRender 1gG-Substitution beobachteten
Staudt et al. einen signifikanten Abfall von Lymphozyten und CD45-positiven Zellen
im Myokard sowie einen Rickgang der HLA-Klasse lI-Antigenexpression (201). Es
wurde beschrieben, dass nach der Immunadsorption mit Protein A an Patienten mit
Lupus erythematodes die Antikdrperentfernung zuné&chst zu einer intermittierenden

Monozytenaktivierung fuhrt, welche jedoch im weiteren Verlauf regredient ist (202).
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2 Fragestellung

Die Fragestellung der vorliegenden Dissertation beinhaltete Untersuchungen des
Effektes kardiotroper Autoantikorper von Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie an
Rattenkardiomyozyten vor und nach Immunadsorption in einem Beobachtungszeit-

raum von einem Jahr.
Folgende Fragen sollten in der vorliegenden Arbeit beantwortet werden:

1. Werden klinische Verbesserungen bei Patienten mit DCM Uuber ein Jahr nach Im-
munad-sorption beobachtet?

2. Gibt es einen Zusammenhang zwischen kardialer Dysfunktion und pathogeneti-

scher Relevanz von negativ inotrop wirkenden Autoantikorpern?

3. Inwiefern wird eine Abnahme des negativ-inotropen Effektes nach Immunadsorpti-
on experimentell an Rattenkardiomyozyten beobachtet? Werden wiederkehrende,
negativ-inotrope Autoantikorpereffekte nach einem Jahr beobachtet? Kann/muss die

Immunadsorption wiederholt werden? Wenn ja, wann?

4. Welche Patientenkollektive profitieren am ehesten von der Immunadsorption?
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3 Materialien und Methoden

Um den Erfolg der Immunadsorptionstherapie (IA) zur Behandlung der dilatativen
Kardiomyopathie zu verifizieren, wurden in der vorliegenden Arbeit in-vitro-
Testungen des Effektes kardiotroper Antikérper zu verschiedenen Zeitpunkten an 18
DCM-Patienten durchgefiihrt. Es wurde jeweils vor Beginn der IA, am 5.Tag der The-
rapie, sowie 3, 6 und 12 Monate nach IA den Patienten Plasma entnommen und die
aufbereiteten 1gG-Fraktionen mit isolierten Rattenkardiomyozyten inkubiert. Die zu
jedem Messzeitpunkt aufgenommenen Werte hinsichtlich Kontraktilitdtsverhalten und
Kalziumtransient der Zellen, wurden mit den Ergebnissen vor der Therapie vergli-

chen.

3.1 Studienkollektiv

Das Patientenkollektiv dieser Arbeit umfasste insgesamt 18 DCM-Erkrankte aus der
Klinik far Innere Medizin B der Universitat Greifswald mit folgenden Kriterien (ange-
lehnt an die Kriterien von Maron et al. bezlglich dilatativer Kardiomyopathie sowie
diagnostischer Richtlinien der Herzinsuffizienz (203,204)).

* Linksventrikulare Dysfunktion (LVEF < 45 %), erhohter LVEDD (> 56 mm),
NYHA 1I-IV nach (205)

* Ausschluss von kardialen Grunderkrankungen wie koronare Herzerkran-
kungen, hochgradigen Klappenvitien, postpartaler Kardiomyopathie, ange-
borenen Herzerkrankungen, Cor pulmonale

» Ausschluss von aktiven Infektionskrankheiten, maligne Zweiterkrankungen,
chronischem Alkoholabusus, Speichererkrankungen

» Ausschluss von kardiogenem Schock

Vor der IA waren alle Patienten auf eine stabile medikamentdse Herzinsuffizienzthe-
rapie nach aktuellen Leitlinien fir mehr als 3 Monate eingestellt (206). Die Immunad-
sorptionstherapie wurde von allen Patienten gut toleriert. Es traten keine mit der

Apharese in Verbindung zu bringenden Komplikationen im Beobachtungszeitraum

22



Materialien und Methoden

auf. Alle Patienten wurden Uber die Therapie schriftlich aufgeklart und gaben ihr Ein-
verstandnis Uber die Verwendung ihres Blutes und ihrer Daten. Eine Zustimmung der
Ethikkommission der Universitat Greifswald lag vor.

Das Patientenserum der DCM-Patienten wurde bei -80 C gelagert. Fur die Untersu-
chung der Antikorpereigenschaften nach 3, 6 und 12 Monaten wurden die Proben
miniadsorbiert und anschlie3end dialysiert. Folgend wurde der IgG-Gehalt der Pro-
ben bestimmt und die Proben bis zu einer Konzentration von 0,33 mg/1000ul IgG mit

Versuchspuffer verdinnt.

3.2 Erhebung der klinischen Parameter

Vor der Immunadsorptionstherapie, am 5.Tag nach IA, sowie 3, 6 und 12 Monate
nach 1A wurden die echokardiographischen Parameter der Patienten erhoben. Um
die linksventrikulare Funktion und kardiale Konfiguration zu beurteilen, wurde sich
hierbei auf die Auswurffraktion (LVEF) nach Simpson und die linksventrikularen Dia-
meter (LVEDD, LVESD) bezogen, welche mittels transthorakaler Echokardiografie
(Vivid 5; GE Healthcare, UK) bestimmt wurden. Hierbei wurden jeweils Bilder im B-
und M-Mode aus apikaler und parasternaler Perspektive angefertigt. Die Parameter
wurden entsprechend aktueller Leitlinien aus je 3 gemittelten Messungen von erfah-
renen, verblindeten Untersuchern berechnet (207).

Zur Feststellung der kardiopulmonalen Belastbarkeit wurden die Patienten einer Spi-
roergometrie unterzogen, wobei eine Belastung bis zum subjektiven Leistungs-
maximum erreicht werden sollte. Die Belastung wurde alle 2 Minuten um 20 Watt bis
zum Abbruch gesteigert und dabei maximale Herzfrequenz, maximale Sauerstoffauf-

nahme, die maximal erreichte Leistung sowie eine EKG-Dokumentation erfasst.

3.3 Erhebung der bioptischen Parameter

Die Endomyokardbiopsien der Patienten wurden vor dem Beginn der IA aus dem
interventrikularen Septum des rechten Ventrikels entnommen und histologisch am
Universitatsklinikum Tdbingen untersucht. Hierbei wurden Inflammationsstatus (Leu-
kozyteninfiltration) und Virusbefall an Paraffinschnitten nach der Dalles-Klassifikation

beurteilt (208). Es galten eine Infiltration von >14 Leukozyten/mm? (CD3* Lymphozy-
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ten und/oder CD68" Makrophagen) als Inflammationskriterium (209,210). Zusétzlich
wurde die vermehrte Expression von MHC-Klasse-lI-Molekilen in  Antigen-
prasentierenden Immunzellen begutachtet. Mittels PCR wurden die Biopsieproben
auf eine Virusinfektion untersucht. Dabei wurde sich auf die Detektion von Enterovi-
ren (Coxsackie A und B), Epstein-Barr-Viren, Adenoviren, humane Herpesviren
(HHV6) und Parvovirus B19 beschréankt.

3.4 Immunadsorptionstherapie

Um Autoantikérper aus dem Blut von DCM-Patienten zu gewinnen, wurde ein modifi-
ziertes Immunadsorptionsverfahren angewendet (211).

Dieses extrakorporale Therapieverfahren wurde einmalig an 5 aufeinander folgenden
Tagen bei den zu untersuchenden DCM-Patienten angewendet, wobei ein optimier-
tes Adsorptionsschema zur Entfernung der IgG-Subklasse 3 angewendet wurde
(212). Hierbei wurde eine Verbindung tber einen zentralvenésen Zugang zum extra-
korporalen Apharesesystem hergestellt. Folgend wurde entnommenes Blut Gber eine
Staphylokokken-Protein A-Saule (Immunosorba®, Fresenius Medical Care AG, Bad
Homburg) geleitet. Darauf folgte die sofortige Rickfihrung des Blutes in den Orga-
nismus. Nach dem letzten Tag wurde den Patienten 0,59/kg/KG polyklonales IgG
(Venimmun N® Centeon Pharma, Osterreich bzw. Sandoglobulin®, CSL Behring,
Marburg) infundiert, um das IgG-Plasmalevel auszugleichen und Infektionen vorzu-

beugen.

3.5 Versuchstiere

Fur die beschriebenen Versuche wurden ventrikulare Kardiomyozyten von adulten
weiblichen Wistar-Ratten (180-200g) (Stamm HsdHan™, Harlan Borchen) genutzt,
welche mittels einer Langendorff-Apparatur aus dem Zellverband isoliert wurden.
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3.6 Isolation der Rattenkardiomyozyten

3.6.1 Vorbereitungen

Die Langendorff-Apparatur wurde tber Nacht mit 70%igem Alkohol gefullt. Vor Be-

ginn der Isolation wurde die Anlage entleert und mit zwei Liter destilliertem Wasser

und anschliel3end mit 50-70 ml Isolationspuffer gespult. Dann wurde die Apparatur

mit 75 ml Isolationspuffer geftllt und eine halbe Stunde bei 37° C mit Carbogen (5%
CO; und 95% O,) begast. Der pH-Wert wurde auf 7,4-7,7 eingestellt. Wahrenddes-

sen wurden 4-Kammer-Deckglaser (Nunc, Roskilde, Danemark) fur die Zellfixierung

und -farbung vorbereitet. Jede Kammer wurde dabei mit 10 pg/ml Laminin (Sigma-

Aldrich, Seelze) beschichtet und anschlieRend eine Stunde im Kuhlschrank gelagert.

Puffer Inhalt Hersteller

Versuchspuffer 117 mM NaCl Roth, Karlsruhe, Germany

(pH=7,3) 2,8 mM KCI Merck, Darmstadt, Germany
0,6 mM MgCl, Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, Germany
1,2,mM KH,PO, Merck, Darmstadt, Germany
1,2 mMCacCl, Merck, Darmstadt, Germany
20 mM Glucose Merck, Darmstadt, Germany
10 mM Hepes Merck, Darmstadt, Germany
(Hydroxyethylpiperazinylethan-
sulfonsaure)

Hepes- 110 mM NacCl Roth, Karlsruhe, Germany

Isolationspuffer 2,6 mM KCI Merck, Darmstadt, Germany

(pH=7,4)

Enzymldsung

1,2 mM MgS04*7H,0
1,2,mM KH,PO,

25 mM Hepes*

11 mM Glucose

20 mg Kollagenase

17 mg BSA

20 ml Hepes-Isolationspuffer
22,5 pyl 100 mM CacCl,

Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany
Merck, Darmstadt, Germany

Merck, Darmstadt, Germany

Worthington, Freehold, USA

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany

Merck, Darmstadt, Germany

Merck, Darmstadt, Germany

Tabelle 3.1 Pufferlésungen und Enzymlésungen
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3.6.2 Organentnahme und Préparation

FiUr jede Versuchsreihe wurden Ratten mit je 375ug/kg KG Trapanal (Altana, Kon-
stanz) mit einer Injektion in den Unterbauch intraperitoneal anasthesiert. Vor der Or-
ganpraparation wurde die Reflexlosigkeit getestet. Es wurde nun das Herz durch ei-
nen medianen Schnitt entlang des Sternums vom Zwerchfell aus prapariert und in
eine Petrischale mit 4C temperierter Natriumclorid I6sung (0,9%ig) Uberfihrt. In der
Kochsalzlésung durften sich keine Eiskristalle befinden, da dies zu einer mechani-
schen Verletzung des Herzens hétte fiihren kdnnen. Es folgte die Freipraparation
des Herzens. Perikard, Osophagus, Trachea und Thymus wurden entnommen und
die Aorta frei gelegt. Das fertig praparierte Rattenherz wurde mit der Aorta an die
Kanule der luftleeren Langendorffapparatur gehangt, indem der Konus vor den Koro-

narien positioniert wurde, um so eine gleichmafige Perfusion zu gewahrleisten.

3.6.3 Enzymperfusion und Isolation

Im folgenden Schritt wurde das Herz 3 Minuten mit modifiziertem Krebs-Henseleit-
(HEPES)-Isolationspuffer perfundiert. Dann wurden fiir die Zellisolation 20 ml einer
Enzymlosung (Kollagenase Typ Il, Worthington, USA, 33uM CacCl,) hinzugefiigt und
alles 25 Minuten rezirkulierend mit einer Geschwindigkeit von 1 Tropfen/Sekunde
perfundiert. Hierbei herrschte in der gesamten Anlage ein konstanter Druck von 65
mmHg, eine fortwdhrende Carbonbegasung (95% Co0,/5% O,) und eine Temperatur
von 37°C, welche durch ein Heizsystem im Bereich d es oberen Reservoirs gewahr-
leistet wurde. Eine integrierte Blasenfalle in der Wendel verhinderte Luftembolien
wéahrend der Perfusion (Abb. 3.1, modifiziert nach Powell und Piper (213,214)). Bei
einer erfolgreichen enzymatischen Losung zeigte sich eine homogene helle Verfar-
bung des gesamten Herzens. Nach Ablauf dieser Zeitspanne wurde das Herz abge-
nommen und in 1 x 1 mm grof3e Stiucke zerteilt. Dabei wurde darauf geachtet, dass
nur die Ventrikelanteile des Herzens fur die weitere Zellisolation genutzt wurden. Es
folgte eine 10-mindtige Zirkulation der zerkleinerten Ventrikelsticken unter Carbo-
genbegasung im unteren Auffangtrichter der Anlage. Durch die mechanischen Ver-
wirbelungen l6sten sich nun die Kardiomyozyten endgultig aus ihrem Zellverband.
Dies wurde deutlich, indem eine zunehmende Trubung des Puffers einsetzte. An-
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schlieBend wurde die Zelllésung durch ein Nylonnetz (200 um Porengrof3e) in 50 ml
Zentrifugenrohrchen filtriert, um Gewebereste zurlick zuhalten. Es folgte eine Zentri-
fugation fiir 2 Minuten bei 43G. Danach wurde der Uberstand verworfen und das un-
ten abgesetzte Zellpellet zunachst mit 200 pmol und danach mit 500 umol CaCl,-
Isolierpuffer suspendiert. Dies geschah als Kalziumangleich an den im weiteren Ver-
lauf genutzten Versuchspuffer.

Carbogen-
— —
Begasung
oberes 1—‘[ T
. N =
Reservoir
A bl Z
Schraubventil 5
- - . Hohe: 90 cm
Wendel mit
Blasenfalle __
B Heiz-Pump-Kreislauf
> A = Ablauf
unteres Z = Zulauf
Reservoir ] —te
bl Z
A \\L
- Rollerpoumpe
—>

Abbildung 3.1 Schematischer Aufbau der Langendorff-Apparatur

CaCly-Isolierpuffer: 200 ymol: 10 ml Isolationspuffer, 20 yl 100mM CacCl,
500 umol: 10 ml Isolationspuffer, 50 yl 100mM CacCl,

3.6.4 Zellzahlung

Die Zellzahlung erfolgte nach der Zentrifugation in Fuchs-Rosenthal-Kammern unter
dem Mikroskop mit einer 10fachen VergroéRerung. Hierbei wurden alle intakten Zellen
mit typischer myokardialer Querstreifung in einer langlichen, viereckigen Form (,rod-
shaped®) gezanhlt. Nicht-intakte Zellen, welche sich als rundlich-granulierte Zellhaufen
ohne Querstreifung darstellen, wurden aul3er Acht gelassen. Durchschnittlich sollten
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sich etwa zwei bis drei Millionen mit einem Anteil von 70-80 % an gesunden Kardio-
myozyten pro Zellisolation gewinnen lassen, um von einer erfolgreichen Isolation
ausgehen zu konnen. Je nach Zellzahl wurde dann das Gemisch mit 10-40 ml Ver-

suchspuffer verdinnt und fur eine Stunde bei 4°C g elagert.

3.6.5 Zellfarbung und Zelladh&sion

Die vorbereiteten, mit Laminin beschichteten 4-Kammer-Deckglaser wurden mit 500
ul des Zell-Puffer-Gemisches befiillt (entspricht ca. 3-5x10* Zellen) und in lichtun-
durchlassigen Behéltern mit feuchtem Papier eine Stunde im Kuhlschrank gelagert
(feuchte Kammer). In dieser Zeit hefteten sich die Kardiomyozyten an den Laminin-
beschichteten Deckplattenboden.

Zum Anfarben der Zellen wurde der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2-AM benutzt. Bei
diesem Farbstoff handelte es sich um einen Acetonmethylester, der durch seine li-
pophile Struktur zellgangig ist und dort intrazellulares Kalzium bindet. Durch zellulare
Esterasen aus dem Zytosol wurde der Farbstoff in-vivo dann in zwei nicht-
membrangangige lipophobe Liganden (Fura-2) gespalten, welche nun nicht mehr
zellgangig waren und somit nach Anregung Fluoreszenz erzeugten. Die Lagerung
erfolgte kalt und lichtgeschitzt. Der Farbstoff wurde im Verhaltnis 1:1000 mit Ver-
suchspuffer verdiinnt.

Die Deckplatten wurden nach der Inkubationszeit dem Kihlschrank entnommen und
der Versuchspuffer wurde vorsichtig aus den Kammern entfernt. Folgend wurden pro
Kammer 500 ul Fluoreszenzfarbstoff hinzugegeben, gefolgt von 10minutiger Inkuba-
tion auf dem Schwenker. Anschliel3end wurde der Farbstoff entfernt, je 500 ul Ver-
suchspuffer in jede Kammer gegeben und diese vorsichtig geschwenkt. Dann wurde
der Uberstehende Versuchspuffer entfernt und durch 500 pl pro Kammer ersetzt. Die

Deckplatten waren nun bereit fur die Messung.
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3.7 Aufarbeitung der Patientenplasmen

Die Aufarbeitung des EDTA-Blutes der DCM-Patienten erfolgte nhach Entnahme zum
Zeitpunkt vor Immunadsorption und an den jeweiligen Kontrollterminen (nach 3, 6, 12
Monaten) in mehreren laborchemischen Schritten.

Nach einer 10-mindtigen Zentrifugation des Blutes bei 3800 Umdrehungen wurde der
Uberstand in Form von Plasma abpipettiert. Zunachst musste aus dem entnomme-
nen Plasma durch eine Apharese (Miniadsorption) ein Eluat aus IgG-Molektlen ge-
wonnen werden, welches dann durch eine in-vitro-Dialyse den Elektrolyt- und pH-
Bedurfnissen der Rattenkardiomyozyten angepasst wurde.

3.7.1 Miniadsorption (in-vitro-Adsorption)

Bei der Miniadsorption handelte es sich um eine IA aus 6 ml Patientenserum. Nach-
dem die Sepharose (PlasmaSelect, Teterow) gut durchmischt wurde, wurden 9 ml in
eine Adsorptionssaule gegeben. AnschlieBend wurde die Sepharose mit dem Filter
auf 6 ml gepresst. Das Uberstehende Konservierungsmittel wurde verworfen. Nun
wurde die dreifache Menge an NaCl-Losung auf die Séaule gegeben. Nachdem die-
ses durchlief, wurde die L6ésung dann verworfen. Dies diente zum Waschen der S&u-
le von Resten an Konservierungsmittel. Nachdem die Waschung durchgelaufen war,
gab man die 6 ml Patientenserum auf den Filter. Nachfolgend wurde das Patienten-
IgG an die Sepharose gebunden und alle restlichen Partikel liefen frei durch die Sau-
le. Anschliel3end wurde die Saule erneut mit 6 ml NaCl gewaschen. Nun wurden 6 ml
Glycin-HCI als erste Fraktion auf die Saule gegeben und verworfen. Das Gleiche ge-
schah mit der zweiten Fraktion Glycin-HCI (erneut 6 ml). Der saure pH-Wert des Gly-
cin-HCls von 2,8 fihrte zu einer Trennung der Bindungen zwischen Schafsantikdrper
und Patienten-lgG. Die dritte Fraktion wurde gesammelt, da sich hier der Haupttell
des von der Sepharose geldsten IgGs befand.
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C— 1 ]
Patientenplasma Glycin-HCI
Filter Filter
Sepharose Sepharose
gebundenes IgG
IgG-Eluat

a. lgG aus dem Plasma bindet an Antikérper in | b. Glycin-HCI fihrt zur Lésung des 1gG
der Sepharose

Abbildung 3.2 Verfahren der Miniadsorption zur IgG-Gewinnung aus Patientenplasma

Das IgG-Eluat wurde mittels TRIS-HCI auf einen pH-Richtwert von 7,2-7,4 eingestellt.
Nachdem die letzte Fraktion Glycin-HCI durchgelaufen war, wurde die Saule aber-
mals mit 10 ml Glycin-HCI und anschlie3end mit 18 ml NaCl gewaschen und stand

so fir die nachste Adsorption bereit.

3.7.2 Dialyse des In-vitro-Eluats

Die Uber die Miniadsorption gewonnene IgG-L6sung des Patienten wurde in einem
folgenden Schritt in zwei Zyklen dialysiert und den physiologischen Elektrolytbedurf-
nissen der Kardiomyozyten angepasst. Zunachst wurden drei Liter Versuchspuffer
hergestellt und auf je ein-Liter-Gefal3e verteilt. Dann wurden drei Abschnitte des Dia-
lyseschlauches (durchlassig bis zu einem Molekulargewicht von 100 000 Dalton) be-
reitgestellt und an einer Seite mit Einmal-Nabelschnurklemmen zusammengehalten.
Nun wurde das IgG-Eluat mit einer Pipette in den Dialyseschlauch gefullt und an-
schlieBend am oberen Ende wiederum mit einer Nabelschnurklemme abgeschlos-
sen. Jetzt wurden die drei GefalRe mit jeweils einem Dialyseschlauch fir acht Stun-

den im Kuihlschrank belassen so dass ein Stoff- und Elektrolytaustausch erfolgen
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konnte. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Schlauche in je drei-Liter-Gefalie umge-
setzt, so dass das Konzentrationsverhaltnis geringer wurde (Verhéaltnis Eluat zu Ver-
suchspuffer ca. 1:1000). Der zweite Dialyseabschnitt dauerte nun 20 Stunden. An-
schlieBend wurden die Proben aus den Schldauchen entnommen und separat 30 Mi-
nuten in einem Wasserbad mit 57T erhitzt. Dies die nte zur Komplementinaktivie-
rung.

Letztlich wurden zur IgG-Bestimmung 300 pl des Eluates in das Zentrallabor der Uni-
versitatsklinik Greifswald geschickt und nach Erhalt des IgG-Wertes wurden die ein-
zelnen Proben zu einer Konzentration von 0,33 mg IgG/ml mit Versuchspuffer ver-
dunnt. Die Proben standen nun bereit, um am Fluoreszenzmikroskop tUber die Rat-

tenkardiomyozyten geleitet zu werden.

3.8 Messung der Zellkontraktion und des Kalzium-Tra  nsienten

3.8.1 Messvorrichtung

Die Messung der Zellkontraktion und des Kalziumtransienten der adharenten Kardi-
omyozyten erfolgte mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop (Leica, DM IRB). Dies
war verbunden mit einer Auflicht-Fluoreszenz-Anlage, einer Kamera (Myocam, lo-
nOptix, Milton, MA, USA) und einem Zellstimulator (Myopacer, lonOptix, Milton, MA,
USA). Durch die Kamera wurden die unter dem Mikroskop eingestellten Zellen auf
einen angeschlossenen Computer Ubertragen. Der Myopacer wurde Uber eine Elekt-
rode mit der zu untersuchenden Deckplattenkammer verbunden und stimuliert. Somit
kontrahierten die Kardiomyozyten mit einer Frequenz von 1 Hz, einer Impulsdauer
von 5 ms und bei einer Spannung von 12 V. Die Darstellung erfolgte in 40-facher
VergroRerung mit Immersionsoél. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 3.3 dargestellt.
Die zytosolische Kalziumkonzentration wurde mittels des Fura-2-AM-Farbstoffes bei
UV-Licht beurteilt. Dieser ,dual-excitation single-emission” Farbstoff besteht, wie be-
reits weiter oben beschrieben, intrazellular aus einer Ca?*-gebundenen und einer
freien Form. Jeweils zwei verschiedene Wellenlangen des eintreffenden UV-Lichtes
regten je eine Form des Farbstoffes an (Ca®*-gebundene Form: 360 nm, freien Form:
380 nm). Fura-2-AM emittiert Fluoreszenzlicht in der Wellenlange von 510 nm. Die
Anderung der zytosolischen Kalziumkonzentration wurde dadurch bestimmt, dass die

Fluoreszenz jeweils bei 360 nm (Fsg0) und 380 nm (F3g0) gemessen wurde, wobei der
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Quotient der gemessenen Werte dieser beiden Wellenlangen die Kalzium-Ratio (Ra-
tio= F3g0/F3g0) der Zelle ergibt. Die fluoreszierenden Lichtstrahlen einer Zellebene

wurden durch eine Lochblende aus den restlichen Brennebenen gefiltert.
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Abbildung 3.3 lonoptix-Fluoreszenzanlage

aus www.ionoptix.com

3.8.2 Messablauf

Die Deckplatte wurde auf dem Mikroskopiertisch mittels Klammern fixiert und die
Elektrode des Myopacers in eine Kammer gesetzt. Uber diese wurde auch durch ein
zu- und ableitendes Schlauchsystem kontinuierlich Versuchspuffer in die Kammer
geleitet, um die Elektrolytversorgung der Zellen zu gewahrleisten. War der stimulie-
rende Myopacer eingeschaltet und das Pumpsystem aktiviert, sollten die Zellen mit
einer Impulsdauer von 5 ms (Frequenz 1 Hz, Spannung 10-12 V) kontrahieren. Dar-
aufhin wurde eine geeignete Zelle mittels des Acquisition-and-Analysis-Programms
von lonOptix im Strahlengang des Mikroskopes horizontal eingestellt. Eine Zelle soll-
te scharf umrandete Zellgrenzen, eine typische Querstreifung und eine rechteckige
Form aufweisen. Des Weiteren sollte sie regelmafiig und stark kontrahieren als auch
nicht von anderen Zellbestanden tUberlagert sein. Die Kontraktilitat sollte dabei ca. 5-
15% der Gesamtzelllange betragen. Die Zellrander wurden mit Markern im Messfeld

fixiert. Diese ,Soft Edge Detection” der Software ermdglichte die Aufzeichnung der
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Kontraktionsamplitude der Zellen. Die Bilder wurden mit der Kamera mit einer Fre-
guenz von 240 Hz aufgenommen und Ubertragen.

In Abbildung 3.4 ist eine Zelle unter dem Inversionsmikroskop und der abgeleitete
Kontraktionszyklus der Aufzeichnungssoftware dargestellt.

Zunachst wurden 10 Kontraktionen als Baselinemessung aufgezeichnet, um festzu-
stellen ob die Zelle eine stabile Kontraktion und einen gleichm&Rigen Kalziumtran-
sienten aufwies. Nun wurde Uber das Schlauchsystem die Patientenprobe (aufgerei-
nigte IgG-Fraktionen) in die Kammer geleitet und danach die Pumpe ausgeschaltet.
Anschlieend wurde die Akutreaktion der Zelle mit weiteren 10 Kontraktionen aufge-
zeichnet. Weiterhin erfolgten Messungen auch nach 2 und 5 Minuten. Die Ergebnis-

se wurden zur spateren Auswertung gespeichert.

Abbildung 3.4 Kontraktionszyklus am isolierten Rattenkardiomyozyten

oben: lichtmikroskopische Sicht auf einen kontrahierenden Rattenkar-
diomyozyten, unten: Aufzeichnung des Kontraktionszyklus mittels
Aquire-Programm (lonoptix)

3.9 Auswertung der Messergebnisse

Die Auswertung der Messungen erfolgte mit einem Analyse-Programm von lonOptix
und Microsoft Excel 2000. Dabei wurde die Zellverkirzung und der Kalziumtransien-

ten ausgewertet. Die Kontraktilitat, als Surrogatparameter der Inotropie, ergab die
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systolische, prozentuale Verdnderung der Zelllange, gemessen an der Gesamtzell-
lange in der Diastole. Der Kalziumtransient beschrieb die Veranderung der Kalzium-
konzentration im Zytosol der Zellen wéhrend Systole und Diastole mit Hilfe der Fura-
Fluoreszenz (Ratio). Pro Patientenprobe erfolgten sechs Messungen (Inotropie und
Kalziumtransient), wobei der jeweilige Mittelwert von 10 Sekunden Baseline, Akut-
wert, 2-Minuten-Wert und 5-Minuten-Wert gebildet wurde. Die Werte nach 2 und 5
Minuten wurden gemittelt und als Zusammenfassung jeder Messung notiert. Dabei
waren die Differenzen von 2- und 5-Minuten-Wert bezlglich der Baseline fur die Be-

wertung des kardiotropen Effektes des IgG-Eluates ausschlaggebend.

3.10 Statistik und Datenverarbeitung

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine experimentelle, retrospektive
Interventionsstudie. Die statistische Auswertung und die graphische Darstellung der
Ergebnisse erfolgten mit den Softwareprogrammen SigmaStat® 3.5 (Systat Soft-
ware, CA, USA), Microsoft Excel 2000® (Microsoft Software) und SPSS Statistics®
(IBM). Signifikanzniveaus abhéngiger Gruppen wurden mit dem gepaarten t-Test (bei
Normalverteilung) oder Wilcoxon-Test (bei fehlender Normalverteilung) berechnet.
Der Vergleich zweier nicht parametrischer Stichproben mit unbekannter Verteilung
erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test. Die Signifikanzniveaus innerhalb der Sub-
gruppen Geschlecht, Medikamente und Vorerkrankungen wurden mit dem Chi-
Quadrat-Test errechnet. Die lineare Korrelation wurde nach Pearson analysiert und
mit dem Programm SigmaPlot® 8.0 (Systat Software, CA, USA) dargestellt. Hierbei
bedeutete der Korrelationskoeffizient r bei Signifikanz eine lineare Korrelation. Werte
gegen +1 zeigen eine positive, Werte gegen -1 eine negative, lineare Korrelation an.
Bei Korrelationen bis 0,5 wird von einer geringen, bei Werten bis 0,2 von einer sehr
geringen Korrelation ausgegangen.

Die graphischen Darstellungen und Tabellen geben bei metrischen, stetigen Daten,
sofern nicht anders gekennzeichnet, den Mittelwert + Standardfehler wieder. Nicht-
stetige Daten wurden bei nominalen Werten als absolute Haufigkeiten oder in Pro-
zent angegeben. Signifikante Unterschiede p<0,05 wurden mit (*) gekennzeichnet.
Bei der hoheren Signifikanz von p<0,005, wurden zwei Sterne (**) verwendet; in der

hdchsten Signifikanz (p<0,001) wurden drei Sterne (***) genutzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientencharakteristik

In der vorliegenden Arbeit wurden 11 Manner und 7 Frauen (n=18) im Alter von 52 +
2,3 Jahren untersucht. Dabei litten diese Patienten zum Zeitpunkt der Beobachtung
im Durchschnitt 31,1 + 6,4 Monate an einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM). Alle
Patienten wiesen Symptome einer chronischen Herzinsuffizienz auf, welche anhand
der NYHA-Klassifikation eingeteilt wurde (I bis 1V) (215). Aus der Tabelle 4.1 sind
zusatzlich Komorbiditaten, sowie Medikamenteneinstellungen und echokardiografi-
sche Daten des Patientenkollektivs zu entnehmen.

Bioptisch gewonnene Informationen hinsichtlich des Virusnachweises im Herzmuskel
ergaben bei insgesamt 13 Patienten (72,2%) vor der Immunadsorption ein positives
Testergebnis. Davon konnten in 7 Fallen (38,9%) Parvovirus B-19 und bei 3 Patien-
ten (16,7 %) Humanes Herpesvirus 6 nachgewiesen werden. 2 Patienten wiesen das
Ebstein-Barr-Virus (11,1%) und einer das Herpes-Simplex-Virus-1 (5,6%) im Myo-
kard auf. Eine Doppelinfektion konnte in keinem Fall nachgewiesen werden.

Eine myokardiale Inflammation konnte vor Immunadsorption bei insgesamt 13 Pati-
enten (72,2%) mittels Endomyokardbiopsien nachgewiesen werden, wobei sich von
diesen, vier als Borderline-Myokarditiden (bis zu 14 Lymphozyten/mm?, keine Myozy-
tolyse) herausstellten. Es galt eine Leukozyteninfiltration von mehr als 14 Zellen/mm?
(CD3*-Lymphozyten und CD68"-Makrophagen) als cut-off (216). In 10 Fallen (55,6%)
konnte man sowohl einen positiven Virus- als auch Inflammationsbefund bestatigen.
Jeweils drei Patienten wiesen entweder einen Virus oder eine Entziindung auf. Bei
zwei Patienten konnte weder eine Entziindung noch eine Viruslast nachgewiesen

werden.
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Parameter

Mittelwert £ SEM (n=18)

Alter (Jahre)

Geschlecht, n (%)
mannlich
weiblich

Krankheitsdauer (Monate)

BMI (kg/cm?)

NYHA-Stadium, n (%)

I
Il
1l
\Y,

Medikamente, n (%)
ACE-Hemmer
Beta-Blocker
Aldosteronantagonist
Diuretika
Digitalis
AT-1-Antagonisten

Nebenerkrankungen, n (%)
Arterielle Hypertonie
KHK
Vorhofflimmern
Mitralklappeninsuffizienz
Aortenklappenvitium
Diabetes mellitus
Dyslipoproteinamie

Echokardiografie
LVEF in %

LVEDD in mm
LVESD in mm

52+2,3

11 (61,1)
7 (38,9)

31,1+6,4
26,6 +0,9

3 (16,7)
4 (22,2)
9 (50)

2 (11,1)

13 (72,2)
14 (77,8)
9 (50)

18 (100)
2 (11,1)
5 (27,8)

7 (38,9)
0

6 (33,3)
3 (16,7)
1 (5,5)
3 (16,7)
4 (22,2)

329+1,6
67,8+1,8
54,1+2,2

Tabelle 4.1 Charakteristika des Patientenkollektivs vor Immunadsorption

Darstellung von Mittelwert + Standardfehler, n entspricht absoluter Patientenanzahl,
DCM - dilatative Kardiomyopathie, BMI in kg/cm? — body mass index, NYHA — New
York Heart Association (Einteilung der Herzinsuffizienzstadien (217)), ACE-

Hemmer — Angiotensin-convertig-encyme-Hemmer, AT-1-Antagonisten

— Angio-

tensin-1-Antagonisten, LVEF in % - linksventrikulare Ejektionsfraktion, LVEDD in
mm — left ventricular enddiastolic diameter, LVESD in mm - left ventricular end-

systolic diameter
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4.2 Messungen von Kontraktilitdt und Kalziumtransi ent vor
Immunadsorption

Anhand des Einflusses der aufgereinigten IgG-Fraktionen auf die Kontraktilitat und
den Ca®*-Transienten von Rattenkardiomyozyten, wurden die Patienten in eine nega-
tiv-inotrope und eine nicht negativ-inotrope Gruppe unterteilt. Die negativ-inotrope
Gruppe beinhaltete 12 Patienten (66,7%), 6 Patienten (33,3%) galten als nicht nega-
tiv-inotrop.

Als negativ-inotrope Wirkung wurde die Abnahme der Kontraktilitét Gber -9,2%, be-
ziehungsweise des Ca?*-Transienten (iber -4,8% fuinf Minuten nach Inkubation mit
dem IgG-Fraktionen im Vergleich zur Ruhekontraktion definiert. Diese Grenzwerte
wurden definiert, indem die Reduktion der Kontraktilitat und des Ca**-Transienten an
Rattenmyozyten durch das Plasma von 18 herzgesunden Patienten gemessen wur-
de (11 mannl./7 weibl., 55 + 4,6 Jahre, ,age- und gender-matched”). Die IgG-
Fraktionen dieser Kontrollpatienten bewirkten keine signifkante Abnahme der Kon-
traktilitat (-1,85 + 3,7%) und des Ca**-Transienten (-0,57 + 2,1%) nach 5 Minuten
Inkubationszeit. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Grenzwerte der negati-
ven Inotropie/Kalziumtransienten resultieren aus der mittleren Reduktion minus zwei
Standardabweichungen dieser Kontrollgruppe.

In der negativ-inotropen Gruppe belief sich vor IA die Kontraktilititsabnahme der Rat-
tenkardiomyozyten nach 5 Minuten auf -13,97 + 1,2 % und der Verlust des Ca*'-
Transienten auf -7,56 + 0,4 %. Wahrend dessen konnten bei den IgG-Fraktionen der
nicht negativ-inotropen Gruppe vor IA keine kardiodepressiven Effekte beschrieben
werden (Inotropie: -6,96 + 1,4 %, Ca**-Transient -4,67 + 0,9 %; p<0,005 vs. negativ
inotrope Gruppe vor 1A) (Abb. 4.1). Wie man aus der Tabelle 4.2 entnehmen kann,
unterschieden sich beide Patientenkollektive nicht signifikant hinsichtlich ihrer klini-

schen Daten.
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Abbildung 4.1 Inotropie und Ca”*-Transient der negativ-inotropen und
nicht negativ-inotropen Gruppe vor Immunadsorption
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Parameter Negativ Nicht-negativ p-Werte
inotrope Gruppe inotrope Gruppe
n=12 n=6

Alter (Jahre) 54,1+3,4 52,8+25 n.s.
Geschlecht, n (%)

Mannlich 6 (50) 5(83,3) n.s.

Weiblich 6 (50) 1(16,7) n.s.
Krankheitsdauer (Monate) 29,5+ 8,6 34,3+9,1 n.s.
BMI (kg/cm?) 26,9+1,3 26,0+1,3 n.s.
NYHA, n (%)

I 2 (16,7) 1(16,7) n.s.

I 3 (25) 1 (16,7) n.s.

1 6 (50) 3 (50) n.s.

\Y, 1(8,3) 1(16,7) n.s.
Medikamente, n (%)

ACE-Hemmer 8 (66,7) 5(83,3) n.s.

Beta-Blocker 8 (66,7) 6 (100) n.s.

CSE-Hemmer 6 (50) 1 (16,6) n.s.

Diuretika 12 (100) 6 (100)

AT1-Antagonisten 3 (25) 2 (33,3) n.s.
Nebenerkrankungen n (%)

Art. Hypertonie 4 (33,3) 3 (50) n.s.

Diabetes mellitus 3 (25) 0 n.s.

Dyslipoproteinamie 2 (16,7) 2 (33,3) n.s.
Echokardiografie

LVEF in % 33,0+£1,7 32,0+£3,9 n.s.

LVEDD in mm 67,0+1,7 69,3+4,1 n.s.

LVESD in mm 52,2+1,7 57,3+5,2 n.s.
Virusinfektion, n(%) 9 (75) 4 (66,7) n.s.
Inflammation, n (%) 10 (83,3) 3 (50) n.s.

Tabelle 4.2 Klinische Parameter beider Patientengruppen im Vergleich vor 1A

Darstellung von Mittelwerten + Standardfehler, n entspricht absoluter Patientenanzahl; n.s.= nicht
signifikant, BMI in kg/cm2 — body mass index, NYHA — New York Heart Association (Einteilung der

Herzinsuffizienzstadien (218)),

ACE-Hemmer

— Angiotensin-convertig-encyme-Hemmer, AT-1-

Antagonisten — Angiotensin-1-Antagonisten, LVEF in % - linksventrikulare Ejektionsfraktion, LVEDD
in mm — left ventricular enddiastolic diameter, LVESD in mm — left ventricular endsystolic diameter
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4.3 Verlauf nach Immunadsorption

4.3.1 Entwicklung klinischer Parameter nach Immunad  sorption

4.3.1.1 Linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF)

Die linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF) entspricht dem Schlagvolumen im Ver-
haltnis zum enddiastolischen Volumen des Herzens und wurde jeweils echokardi-
ografisch bestimmt. Der Normwert der LVEF betragt Gber 55% (DGK-Leitlinien,
(219)). In Abbildung 4.2 ist dargestellt, dass sich die negativ-inotrope (33,0 £ 1,72 %)
hinsichtlich der LVEF zum Zeitpunkt vor 1A nicht wesentlich von der nicht negativ-
inotropen (32,7 £ 3,7 %) Patientengruppe unterschied. Direkt nach Beendigung des
Immunadsorptionszyklus (Tag 5) konnte in beiden Patientenkollektiven ein Anstieg
der linksventrikularen Funktion beobachtet werden. Die negativ-inotrope Gruppe er-
reichte eine durchschnittliche Verbesserung der LVEF auf 37,9 £ 2,9 % (p<0,05 vs.
vor |IA). Der LVEF-Anstieg der nicht negativ-inotropen Patienten belief sich auf nicht
signifikante 34,0 £ 3,1% am Tag 5 nach IA im Vergleich zum Zeitpunkt vor IA.

In der negativ-inotropen Gruppe konnten nach 3 Monaten eine weitere signifikante
Steigerung der LVEF auf 43,0 = 3,0 % (p<0,005 vs. vor IA) feststellen. Nach 6 Mona-
ten zeigte sich die LVEF stabil (42,0 + 3,0 %; p<0,005 vs. vor IA). Nachfolgend konn-
te ein Jahr nach IA ein hoch signifikanter Anstieg der Auswurffraktion auf 50,0 + 2,9
% (p<0,001 vs. vor IA) verzeichnet werden. Dies stellt eine relative Verbesserung
von 53 % im Vergleich zum Ausgangswert vor Immunadsorption dar.

In der nicht negativ-inotropen Gruppe konnten keine signifikanten Veranderungen
der LVEF im Verlauf beobachtet werden (nach 3 Monaten: 32,0 + 3,3 %, nach 6 Mo-
naten: 36,0 + 2,8 %, nach 12 Monaten: 34,8 + 4,0 %).

Die Unterschiede in der LVEF zwischen den beiden Gruppen sind jeweils zum Zeit-
punkt 3 und 12 Monate nach IA signifikant (p<0,05). Ein Jahr nach IA l&sst sich somit
feststellen, dass die negativ-inotrope Gruppe hinsichtlich der linksventrikularen Ejek-
tionsfraktion einen ca. 15%ig hoheren absoluten LVEF-Wert als die Vergleichsgrup-
pe aufweist (50% versus 34,8 %).
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Abbildung 4.2 Entwicklung der linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF) vor und
nach Immunadsorption in der negativ-inotropen und nicht negativ-inotropen Gruppe

Signifikanz einzelner Subgruppen (negativ inotrop und nicht-negativ inotrop) versus.
vor |A: * p<0,05, ** p<0,005, *** p< 0,001, n.s.- nicht signifikant

Signifikanz der Subgruppen untereinander ( ): * p<0,05,** p<0,005,

*** n<0,001, n.s.- nicht signifikant

4.3.1.2 Linksventrikulare Diameter

Der linksventrikulare enddiastolische Durchmesser (LVEDD) gilt als Maf3 der Dilatati-
on der linken Herzkammer. Der Normwert liegt bei 37 bis 56 mm. Ein leichtgradig
dilatierter Ventrikel weist Werte von 56-62 mm auf. Bei 62-70 mm spricht man von
einem mittelgradig, bei > 70 mm von einem hochgradig dilatierten linken Ventrikel.
Der Normwert flr den endsystolischen (LVESD) Durchmesser liegt bei 27 bis 37 mm
(220).

Die Untersuchungen nach einem Jahr ergaben eine nicht signifikante Abnahme des
LVEDD von 3,2 mm in der negativ-inotropen Gruppe (vor IA: 67,0 £ 1,7 mm; nach 12
Monaten: 63,8 £ 2,7 mm) und von 1,2 mm in der nicht negativ-inotropen Gruppe (vor
IA: 69,3 £ 4,1 mm; nach 12 Monaten: 68,2 + 3,3 mm). In der Abnahme des LVESD
war ein signifikanter Rickgang um 5,1 mm von 52,2 + 1,7 mm auf 47,1 + 2,8 mm
(p<0,05 vs. vor 1A) zu messen. In der nicht negativ-inotropen Gruppe hingegen war
nach einem Jahr annahernd der endsystolische Ausgangsdurchmesser mit 57,5 *
3,9 mm (vgl. vor 1A: 57,3 £ 5,1 mm) erreicht (nicht signifikant) (Abb. 4.3 und 4.4).
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Abbildung 4.3 LVEDD im Verlauf

Normwerte: 32-56 mm (-----), leichtgradig dilatiert: 56-62mm, mittelgradig dilatiert:
62-70 mm, hochgradig dilatiert: > 70 mm,

Signifikanz einzelner Subgruppen (negativ inotrop und nicht-negativ inotrop) ver-
sus vor IA: * p<0,05, ** p<0,005, *** p< 0,001, n.s.- nicht signifikant
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Abbildung 4.4 LVESD im Verlauf

Normwerte: 27-37 mm (-----)
Signifikanz einzelner Subgruppen (negativ inotrop und nicht-negativ inotrop) ver-
sus vor IA: * p<0,05, ** p<0,005, *** p< 0,001, n.s.- nicht signifikant
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4.3.1.3 NYHA-Stadium

Als Parameter zur klinischen Beurteilung und Verlaufskontrolle bei Herzinsuffizienz
wird die NYHA-Klassifikation genutzt. In der vorliegenden Arbeit wurde die Belast-
barkeit der Patienten vor IA und im Verlauf anhand dieser Richtlinien eingeschatzt.

In der negativ inotropen Gruppe konnte nach einem durchschnittichen NHYA-Grad
von 2,5 £ 0,3 vor IA, eine Verbesserung auf 1,9 £ 0,2 nach 3 Monaten, 2,0 + 0,2 nach
6 Monaten und nach 12 Monaten 1,8 £+ 0,2 erreicht werden (jeweils p<0,05 vs. vor
IA). Dies entspricht eine klinische Verbesserung des Patientenzustandes von Grad
[I/1Il vor 1A auf Grad I/l 12 Monate nach der Therapie. In der nicht negativ-inotropen
Gruppe lief3en sich &hnliche Ergebnisse erzielen, welche sich jedoch als nicht signifi-
kant heraus stellten. Hier konnte ebenfalls eine kontinuierliche Reduktion der Herzin-
suffizienzsymptome eruiert werden (vor 1A: 2,7 + 0,4, nach 3 Monaten: 2,2 + 0,3,
nach 6 Monaten: 1,8 £ 0,4, nach 12 Monaten: 1,5 £ 0,2, jeweils n.s.). Somit konnte
auch in dieser Gruppe eine Verbesserung von NYHA -l auf I-lIl erreicht werden
(Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5 NYHA-Stadien im Verlauf

Signifikanz einzelner Subgruppen (negativ inotrop und nicht-negativ inotrop) versus
vor |A: * p<0,05, ** p<0,005, *** p< 0,001, n.s.- nicht signifikant

Signifikanz der Subgruppen untereinander ( ):*+ p<0,05, ** p<0,005,

*** n<0,001, n.s.- nicht signifikant
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4.3.1.4 Spiroergometrie

negativ inotrope
Gruppe 3 Monate 6 Monate 12 Monate
vor |1A
i i post 1A post 1A post IA
nicht negativ
inotrope Gruppe
116,7 £ 8,6
max. 99,2 +8,8 119,2 £10,0 * 120,8 £9,5* (ns)
n.s.
Belastbarkeit
) 131+26,4 149 +21,3 134 +22,2
in Watt 121 £22,8
(n.s.) (n.s.) (n.s.)
max. Sauerstoff- 15,51+ 1,0 18,86 +0,9 * 19,26+ 1,0+ | 18,66 + 0,6 (n.S.)
aufnahme
VO [
(VOzma) in 19+3,13 22 +3.8 (n.s.) 23+3.1(n.s.) 21437 (n.s))
ml/min/kg
max. 138,1+11,5 139,2+£10,4 125,7£9,8
. 1275+7,8
Herzfrequenz in (n.s.) (n.s) (n.s.)
1/min
126 +10,2 129 +7,9 (n.s.) 131+13,0(n.s.) | 136+ 10,3 (n.s.)
Sauerstoff- 119+1,4 11,9+1,2
9,6 £0,7 12,7+1,2*
verbrauch pro (n.s.) (n.s.)
Herzschlag
_ 12+15 13+1,8 (n.s.) 14+1,5(n.s.) 13+1,8(n.s.)
(O2/HR) in ml

Tabelle 4.3 Entwicklung der kérperlichen Belastbarkeit im Verlauf

Normwerte: maximale Sauerstoffaufnahme (VO

omax) I ml/min/kg : Manner untrainiert: 35-40

ml, trainiert 80-90 ml, Frauen untrainiert 32-39 ml, trainiert bis 75 ml, maximale Herzfrequenz in

1/min: 200- Lebensalter (Jahre), Sauerstoffverbrauch pro Herzschlag in ml : 4-6 ml in Ruhe,

10-20 ml bei Maximalbelastung (221,222)
Signifikanz einzelner Subgruppen (negativ inotrop und nicht-negativ inotrop) versus vor IA: * p<0,05,
** p<0,005, *** p< 0,001, n.s.- nicht signifikant

Die Spiroergometriedaten (Tab. 4.3) zeigten eine signifikante Verbesserung der kor-
perlichen Belastbarkeit bei Patienten mit negativ inotrop wirkendem Plasma 3 und 6
Monate nach IA. Die maximale Sauerstoffaufnahme (VO.max) als Prognosemarker
der Herzinsuffizienz konnte nach 6 Monaten verbessert werden (p<0,001). Auch die
maximale kdrperliche Belastbarkeit konnte zu diesem Zeitpunkt von 99,2 + 8,8 Watt
(vor IA) auf 120,8 + 9,5 Watt gesteigert werden (p<0,05). Ein Jahr nach IA kam es zu
einer erneuten Verschlechterung der kardiopulmonalen Belastbarkeit in dieser Grup-

pe, wobei aber die niedrigen Ausgangswerte nicht mehr erreicht wurden. In der nicht
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negativ inotropen Gruppe kam es ebenfalls zu einer Verbesserung der kardiopulmo-
nalen Belastbarkeit. Diese Leistungssteigerungen waren jedoch nicht signifikant im

Vergleich zu den gemessenen Ausgangswerten vor IA.

4.3.2 Entwicklung von Inotropie und Kalziumtransien t nach

Immunadsorption

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Beobachtungen von Kontraktilitatsverhal-
ten und Kalziumtransienten an Rattenmyozyten mittels der Fluoreszenzmikroskopie
dargestellt. Hierbei stellen die angegebenen Mittelwerte die durchschnittliche prozen-
tuale Veranderung von Inotropie/Ca?*-Transient nach 5 Minuten Inkubationszeit mit
den IgG-Fraktionen dar.

Um die erfolgreiche Entfernung der kardiotropen AntikGrper mit negativ inotropen
Effekt zu kontrollieren, wurde am 5. Tag des Immunadsorptionszyklus eine erstmali-
ge post-therapeutische in-vitro-Testung von Kontraktilitat und Ca**-Transient vorge-
nommen. Es konnte gezeigt werden, dass die Messungen des Kontraktilitdtsverhal-
tens bei der negativ inotropen Gruppe einen hoch signifikanten akuten Rickgang des
kardiodepressiven Effektes von -13,97 + 1,2 % auf -4,43 £ 0,8 % (p<0,001 vs. vor |1A)
aufwiesen. Dies stellt eine prozentuale Verbesserung von 67,4 + 6,5 % dar. Korrelie-
rend hierzu verringerte sich der Ca®*-Transient signifikant von -7,56 + 0,4 % auf -1,84
+ 0,8 % (p<0,001 vs. vor IA). Nachdem bereits vor 1A bei der nicht negativ-inotropen
Gruppe kein eindeutiger kardiodepressiver Effekt der IgG-Fraktionen ermittelt werden
konnte, kam es nach dem 5. Therapietag zu einer nicht signifikanten Zunahme der
Inotropie bei signifikanter Ca?*-Transient-Veranderung (p<0,05) (Abbildung 4.6).

In der negativ inotropen Gruppe konnte 3 Monate nach IA eine signifikante Abnahme
des kardiodepressiven Effektes verzeichnet werden. Nach Uberleitung der IgG-
Fraktionen dieser Gruppe reagierten die Rattenkardiomyozyten nun nur noch mit ei-
nem Kontraktilitatsverlust von -7,68 £ 0,9 % (vgl. -13,97 £ 1,2 % vor IA; p<0,001).
Sechs Monate nach IA konnte man zunachst eine weitere, hoch signifikante Abnah-
me der negativ-inotropen Wirkung auf -5,96 + 0,8 % (p<0,001 vs. vor IA) beobachten,
bis nach 12 Monaten eine erneute diskrete Zunahme der Kardiodepressivitat auf -
8,65 £ 0,5 % (p<0,05 vs. vor IA, p<0,05 vs. 6 Mon. post IA) nachweisbar war. Somit

kann man nach einem halben Jahr von einer 57%igen relativen Verbesserung im
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Vergleich zum Inotropieverhalten vor der Therapie sprechen. Nach 12 Monaten be-
lauft sich diese Reaktion noch auf eine Verbesserung von 34% versus vor IA.

In der nicht negativ-inotropen Gruppe wurden keine signifikanten Verbesserungen im
Vergleich zu den Messungen vor IA beobachtet. Hier konnte die gréf3te Veranderung
von -6,96 + 1,4 % zum Zeitpunkt vor IA auf -4,91 £ 0,7 % am Tag 5 verzeichnet wer-
den. Zudem nimmt die negative Inotropie in dieser Gruppe im Beobachtungszeitraum
nach 12 Monaten sogar auf -8,1 = 1,0 zu, dies entspricht einer langerfristigen Kon-

traktilitatsabnahme von 16,4 % im Vergleich zur Reaktion vor IA.
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Abbildung 4.6 Inotropieverhalten beider Gruppen im Verlauf nach 1A

Signifikanz einzelner Subgruppen (negativ inotrop und nicht-negativ inotrop)
versus vor IA: * p<0,05, ** p<0,005, *** p< 0,001, n.s.- nicht signifikant
Signifikanz der Subgruppen untereinander ( ): * p<0,05, ** p<0,005,
*** n<0,001, n.s.- nicht signifikant

Korrelierend zum Inotropieverhalten beider Gruppen wurden die Veranderungen des
Ca?*-Transienten der isolierten Rattenkardiomyozyten in Abbildung 4.7 dokumentiert
(Pearson Korrelationskoeffizient Inotropie/Ca®*-Transient: 0,7 (p<0,05). Hier war ein
signifikanter Unterschied in den Ausgangswerten des Ca**-Transienten vor IA beider
Gruppen nachweisbar (vgl. -7,56 = 0,4 % negativ-inotrope vs. -4,67 £ 0,9 % nicht
negativ-inotrope Gruppe; p<0,005). In beiden Gruppen konnte am 5. Tag nach IA der
hochsten Ca®*-Transient nach Uberleitung der IgG-Fraktionen beobachtet werden

(negativ-inotrope Gruppe: -1,84 = 0,8 %, p<0,001 vs. vor IA; nicht negativ-inotrope
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Gruppe: -1,7 £ 0,3 %, p<0,001 vs. vor 1A), jedoch ohne Signifikanz zwischen den Kol-
lektiven (n.s.). Nach 3 und 6 Monaten konnte in der negativ-inotropen Gruppe eine
signifikante Verbesserung im Verhalten des Ca®*-Transienten beziiglich vor IA ge-
messen werden (nach 3 Monaten: -4,32 = 0,8 %, p<0,05 vs. vor IA; nach 6 Monaten:
-3,77 £ 0,6 %, p<0,005 vs. vor IA).
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Abbildung 4.7 Verlauf des Ca**-Transienten beider Gruppen nach 1A

Signifikanz einzelner Subgruppen (negativ inotrop und nicht-negativ inotrop) ver-
sus vor IA: * p<0,05, ** p<0,005, *** p< 0,001, n.s.- nicht signifikant

Signifikanz der Subgruppen untereinander ( ): * p<0,05, ** p<0,005,
*** n<0,001, n.s.- nicht signifikant

In der nicht negativ-inotropen Gruppe wurden nach dieser Zeit jeweils ahnliche Werte
wie vor IA erhoben. Nach 3 Monaten konnte eine erneute Abnahme des Ca*'-
Transienten auf -4,52 +0,8 %, nach 6 Monaten auf -5,87 £ 0,6 % beobachtet werden,
was einen schlechteren Wert darstellt als vor IA. Ein Jahr nach IA wurden in beiden
Patientengruppen ahnliche Entwicklungen des Ca**-Transienten an Kardiomyozyten
wie vor IA beobachtet (negativ-inotrope Gruppe: -5,91 £ 0,6 %, n.s. vs. vor IA; nicht
negativ-inotrope Gruppe: -4,21 + 0,3 %, n.s. vs. vor IA). Auch im Subgruppenver-
gleich (negativ inotrope vs. nicht-negativ inotrope Gruppen) zeigten sich ein Jahr

nach Immunadsorption keine signifikanten Unterschiede.
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4.3.3 Korrelation der linksventrikularen Ejektionsf raktion mit dem
Inotropieverhalten und Kalziumtransienten nach Immu nadsorption

Die Entwicklung der Kontraktilitdt und des Ca**-Transienten zeigte sowohl in der ne-
gativ inotropen als auch in der nicht negativ inotropen Gruppe uber den Beobach-
tungsverlauf eine kontinuierliche Korrelation. Zuvor wurde der direkte Zusammen-
hang zwischen Kontraktilitat und Ca?*-Transienten der Rattenkardiomyozyten gepriift
(Pearson Korrelationskoeffizient = 0,7, p<0,05). In der negativ inotropen Gruppe
konnte bei abnehmendem kardiodepressiven Effekt parallel eine Zunahme der links-
ventrikularen Ejektionsfraktion im Verlauf beobachtet werden (Abb. 4.8).

60 0
(O]
s £
50 | 5
om
+5 53
X 40 E e
= £ 2
L c <
ul c
3 30 ) 1 4 *kk i_ ; %
*% 1 _10 E %
' s 1S
C
20 ’ 54
P <
I 8
10 -15
vor 1A Tag 5 nach nach nach
nach IA 3 Monaten 6 Monaten 12 Monaten
‘ e | \/EF = ® =|nOtropie === Ca2+-Transient

Abbildung 4.8 Entwicklung von LVEF, Kontraktilitit und Ca**-Transienten der nega-
tiv inotropen Gruppe im Verlauf

Signifikanz einzelner Subgruppen versus vor IA: * p<0,05, ** p<0,005, *** p< 0,001,
n.s.- nicht signifikant

Ein Jahr nach erfolgter IA stieg der negativ inotrope Einfluss erneut geringfiigig an
(Inotropie -8,65 + 0,4 %, p<0,05 vs. vor IA, Ca**-Ratio: -5,91 + 0,6 %; n.s. vs. vor IA).
Die linksventrikulare Ejektionsfraktion der Patienten ergab ein Jahr nach IA einen
signifikanten Anstieg von 50,0 + 2,9 % (p<0,005 vs. vor IA).

In der nicht negativ inotropen Gruppe ist die nicht signifikante Veranderung der LVEF
im Beobachtungszeitraum der sich nur schwach verandernden Kardiodepressivitat

gegenubergestellt (Abb. 4.9).
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Abbildung 4.9 Entwicklung von LVEF, Kontraktilitdét und Ca**-Transient der nicht-
negativ inotropen Gruppe im Verlauf

Signifikanz einzelner Subgruppen versus vor IA: * p<0,05, ** p<0,005, *** p< 0,001,
n.s.- nicht signifikant

Die akuten und langerfristigen Effekte der IA auf die linksventrikulare Ejektionsfrakti-
on im Zusammenhang mit der prozentualen Verdnderung von negativer Inotropie
bzw. Ca?*-Transient wurden in den folgenden Abbildungen dargestellt. Die Differenz
der Inotropieabnahme vor IA und den Zeitpunkten 3, 6 und 12 Monate nach IA wurde
jeweils prozentual berechnet. Hinsichtlich der Veranderung der LVEF wurde die rela-
tive prozentuale Steigerung im Vergleich zur Ejektionsfraktion vor IA ermittelt. In die-
se Untersuchung wurden alle DCM-Patienten eingeschlossen (n=18).

Um die Korrelation der Verbesserung von Inotropie, Ca®*-Transient und LVEF zu un-
tersuchen, wurden in den folgenden Abbildungen die Einzelwerte aus den Messun-
gen der 18 Patienten in Scatter Plots dargestellt. Der berechnete Pearson’sche Kor-
relationskoeffizient und die eingefligten Trendlinien lassen auf den Zusammenhang
beider Messdaten schlief3en.

Zunéchst lieR sich beziiglich der Korrelation von Kontraktilitdtsmesswerten und Ca?*-
Transient im Verlauf ein deutlich positiver linearer Zusammenhang feststellen (Daten
nicht gezeigt). Dies ermdglicht Ruckschlisse lber die Zuverlassigkeit der experimen-
tellen Methode. Die Korrelation konnte statistisch mit dem t-Test zur Prifung des
Korrelationskoeffizienten bestétigt werden. Die deutliche relative prozentuale Reduk-
tion der negativen Inotropie von im Mittel 60,2 £ 1,5 % kurz nach der IA an Tag 5
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geht einher mit einer &hnlich starken Verbesserung des Ca**-Transienten (70,7 + 1,9
%, p<0,05 vs. Kontraktilitdt). Vergleichbare Entwicklungen beider Messparameter
konnten nach 3 (Kontraktilitat: 36,0 + 1,5 %, Ca**-Transient: 24,6 + 2,6 %, p=0,064)
und 6 Monaten beobachtet werden (Kontraktilitat: 41,5 + 2,0 %, Ca®'- Transient:
27,2, + 2,3 %, p<0,05 vs. Kontraktilitat). Bei weiterhin bestehender Korrelation wurde
nach einem Jahr sowohl in der Kontraktilitatsmessung (22,5 + 1,49 %), als auch beim
Ca?*- Transient (18,7 + 2,15 %, n.s. vs. Kontraktilitit) eine weniger starke Abnahme
der Kardiodepression gesehen.

Zusatzlich wurde der Zusammenhang von experimentell messbarem Kontraktilitats-
verhalten der isolierten Rattenkardiomyozyten und der klinischen linksventrikularen
Ejektionsfraktion untersucht (Abb. 4.10). Hier konnte eine schwache, negative lineare
Korrelation im Beobachtungsverlauf eines Jahres verzeichnet werden (r= 0,36). Es
zeigte sich im Verlauf eine relative Verbesserung der LVEF im Vergleich zu den
Messungen vor IA (Tag 5: 11,9 £ 1,1 %, nach 3 Mon.: 22,6 £ 1,5 %, nach 6 Mon.:
24,7 + 1,5 %, nach 12 Mon.: 40,2 + 1,7 %). Gleichzeitig konnte eine Abnahme der

negativen Inotropie an Rattenkardiomyozyten gezeigt werden.

120 -

100 -

Baseline

relative Verbesserung der LVEF in % ab

-40 -

relative Verbesserung der Kontraktilitat in % ab Baseline

¢ post3 Mon.
m  post6 Mon.
A postl12 Mon. post 3 Mon: r =0,49

— = |inear (post6 Mon.) R
= = = .Linear gpost12 Mon.) post 6 Mon.: 1 =0,37
Linear (post 3 Mon.) post 12 Mon: r =0,36

Abbildung 4.10 Korrelation von Kontraktilitatsverhalten und LVEF

50



Ergebnisse

Ahnlich verhielt es sich bei der Betrachtung der Korrelation von LVEF und Ca?'-
Transient (Abb. 4.11). Hier konnte initial noch ein mittlerer linearer Zusammenhang
berechnet werden (r= 0,36 nach 3 Monaten). Nach einem Jahr fanden sich keine
Korrelationen mehr. Die steigende LVEF korreliert wenig mit der im Verlauf wieder

abnehmenden prozentualen Verbesserung des Ca?*-Transienten.

120 -

100 +

relative Verbesserung der LVEF in % ab

-40
relative Verbesserung des Ca?*-Transienten in % ab
¢ post3 Mon. Baseline
®  post6 Mon.
A E'OSt 12 Mor:.3 " post 3 Mon.: r = 0,36
inear (pos on. R
— — Linear gpost6 Mon.g post 6 Mon.: r = 0,46
= = = .Linear (post12 Mon.) post 12 Mon.: r = 0,14

Abbildung 4.11 Korrelation von Ca**-Transient und LVEF

4.4 Entwicklung von LVEF, Inotropie und Kalziumtran sienten in
Abhangigkeit von Geschlecht, Alter, Krankheitsdauer und
Biopsiebefunden

4.4.1 Einfluss des Geschlechtes auf linksventrikula  re Ejektionsfraktion,

Inotropie und Kalziumtransient nach Immunadsorption

Es konnte gezeigt werden, dass die IgG-Fraktionen von Mannern vor IA einen nur

diskret starkeren kardiodepressiven Effekt auf die isolierten Rattenkardiomyozyten
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ausubten, als die von weiblichen Patienten (Kontraktilitait Manner: -11,97 + 1,56 %;
Frauen: -11,1 + 2,0 %; n.s.). Jedoch wurde beobachtet, dass mannliche Patienten
kurz nach der IA eine ausgepragtere, signifikante Verbesserung der negativen
Inotropie im Vergleich zum Ausgangswert zeigten (Manner: -66,7%, Frauen: -50,2%).
Die Messunterschiede der Kontraktilitat zwischen beiden Geschlechtern erwiesen
sich zu keinem Zeitpunkt als signifikant.

Ein Jahr nach IA bewirkten IgG-Fraktionen beider Gruppen einen &ahnlichen kardio-
depressiven Effekt (Manner: -8,8 + 0,53 %; Frauen: -7,81 £ 0,71 %) (Abb. 4.12).
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Abbildung 4.12 Vergleich des Inotropieverhaltens beider Geschlechter im Verlauf
nach IA

Signifikanz einzelner Subgruppen versus vor IA: * p<0,05, ** p<0,005, *** p<
0,001, n.s.- nicht signifikant

Signifikanz der Subgruppen untereinander ( ): * p<0,05, ** p<0,005,

*** n<0,001, n.s.- nicht signifikant

Das Verhalten des Ca**-Transienten zeigte korrelierende Ergebnisse. Vor IA wiesen
Méanner einen niedrigeren Ca?*-Transienten (-6,99 + 0,6%) im Vergleich zu Frauen
(-5,97 + 0,9 %, n.s. vs. Manner vor IA) auf. Die Differenzen des Ca®*-Transienten
zwischen beiden Geschlechtern waren nicht signifikant und ergaben nach 12 Mona-
ten ahnliche Messergebnisse (Méanner: -5,16 + 0,4 %, Frauen: -5,62 £ 0,9 %).

Es konnte kein Zusammenhang zwischen Geschlecht und Entwicklung der LVEF
nach IA gefunden werden. Nach 12 Monaten konnte bei den weiblichen Patienten im

Vergleich zu Mannern eine nicht signifikant héhere LVEF gemessen werden (Frauen:
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46,4 £ 5,3 %, p<0,05 vs. vor IA; Manner: 43,4 + 3,7 %, p<0,05 vs. vor I1A) (Abb.4.13).

60 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
50 "
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—&— Frauenn=7 - 4% - Manner n=11

Abbildung 4.13 Entwicklung der LVEF beider Geschlechter im Verlauf nach 1A

Signifikanz einzelner Subgruppen versus vor IA: * p<0,05, ** p<0,005, *** p< 0,001,
Nn.s.- nicht signifikant

Signifikanz der Subgruppen untereinander ( ): * p<0,05, ** p<0,005,

*** n<0,001, n.s.- nicht signifikant

4.4.2 Einfluss des Alters auf linksventrikulare Eje  ktionsfraktion,

Inotropie und Kalziumtransient nach Immunadsorption

Bei der Betrachtung des Inotropieverhaltens und der LVEF im Zusammenhang mit
dem Alter wurden die Subgruppen < 56 Jahre bzw. > 56 Jahre mit Hilfe des Median
vom Kollektiv gebildet. Es konnte festgestellt werden, dass kein signifikanter Unter-
schied bezlglich des Kontraktilitatsverhaltens zwischen den Subgruppen ,Alter < 56
Jahre® und ,> 56 Jahre” vor IA besteht. IgG-Fraktionen jlingerer Patienten (< 56 J.)
erzeugten jedoch am 5. Tag nach IA einen vergleichsweise signifikant hoheren kar-
diodepressiven Effekt an den isolierten Rattenmyozyten als altere Patienten (Abb.
4.14). Altere Patienten zeigten zu diesem Zeitpunkt eine Abnahme der negativen
Inotropie von relativen -75,4 % im Vergleich zu vor IA. Patienten unter 56 Jahren er-

reichten eine Abnahme von -51 % am 5. Tag nach IA.
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Abbildung 4.14 Veranderung der Inotropie in Abhangigkeit vom Alter

Signifikanz einzelner Subgruppen versus vor IA: * p<0,05, ** p<0,005, *** p<
0,001, n.s.- nicht signifikant

Signifikanz der Subgruppen untereinander ( ): * p<0,05, ** p<0,005,

*** n<0,001, n.s.- nicht signifikant

Des Weiteren wurde die Entwicklung der LVEF in Abhangigkeit vom Alter untersucht
(Abb. 4.15). Schon vor Beginn der IA wiesen altere Patienten eine leicht signifikant
hohere LVEF auf als Patienten unter 56 Jahren (> 56 Jahre. 36,3 + 2,7 %, < 56 Jah-
re: 30,7 £ 1,8 %; p=0,096). Diese Differenz konnte auch im weiteren Verlauf beo-
bachtet werden. Ein Jahr nach IA wurde bei den Uber 56jahrigen eine hohere, jedoch
nicht signifikant verschiedene LVEF gemessen (49,7 + 4,7 %; p<0,05 vs. vor IA) als
in der Vergleichsgruppe (41,1 £ 3,6 %; p<0,05 vs. vor IA) (p=0,169).
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Abbildung 4.15 Veranderung der LVEF in Abhangigkeit vom Alter
Signifikanz einzelner Subgruppen versus vor IA: * p<0,05, ** p<0,005, *** p< 0,001,

n.s.- nicht signifikant

Signifikanz der Subgruppen untereinander ( ): * p<0,05, ** p<0,005,

*** n<0,001, n.s.- nicht signifikant

4.4.3 Einfluss der Krankheitsdauer auf linksventrik

fraktion, Inotropie und Kalziumtransient nach Immun

—
0 20 40

Krankheitsdauer in Monaten

60

W negativ-inotrope Gruppe

O nicht negativ-inotrope Gruppe

Abbildung 4.16 Mittlere Krankheitsdauer

zum Zeitpunkt der Immunadsorption

ulare Ejektions-

adsorption

Die mittlere Krankheitsdauer der
Patienten mit negativ-inotropem
Effekt betrug 29,5 = 8,6 Monate
zum Zeitpunkt der IA. Durchschnitt-
lich belief sich die kardiodepressive
Wirkung von IgG-Fraktionen dieser
Patienten auf -13,97 = 1,17 %
(Ca**-Transient: -7,56 + 0,39%).

Die Patienten der nicht negativ-
inotropen Gruppe waren mit 34,3 +
9,1 Monaten (p=0,731 vs. negativ-

inotrope Gruppe) etwa gleich lang

an DCM erkrankt, bevor sie sich der IA unterzogen. Aus dem Plasma gewonnene

IgG-Fraktionen bewirkten keinen kardiodepressiven Effekt (Inotropie: -6,96 + 1,43 %,

Ca?*-Transient: -4,67 + 0,87%) (Abb. 4.16).
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Eine Einteilung der Patienten in zwei Gruppen sollte Unterschiede im Verhalten von
Kontraktilitat und Ca®*-Transient in Abhangigkeit von der Krankheitsdauer aufzeigen.
Dabei wurde als cut-off der Median gewahlt (22,5 Monate Erkrankungsdauer bei
Therapiebeginn mit IA). Patienten mit einer kiirzeren Erkrankungsdauer (< 22,5 Mo-
nate) zeigten vor IA einen hoheren, aber nicht signifikanten kardiodepressiven Effekt
auf die Rattenmyozyten als, jene mit bereits lAnger persistierender DCM (> 22,5 Mo-
nate). Im Beobachtungsverlauf nach IA lie3 sich feststellen, dass es hinsichtlich des
abnehmenden negativ inotropen Einflusses zu keinem wesentlichen Unterschied
zwischen beiden Subgruppen kam. Unabh&ngig von der Krankheitsdauer wird nach
12 Monaten ein anndhernd gleicher kardiotroper Effekt erzielt (Abb. 4.17).

-10 1 n.s. n.s. » NS
_12 i
-14 -

-16 1

n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

-18

Veranderung der Inotropie nach 5 Min. ab Baseline in %

vor IA Tag 5 nach 3 Mo. nach 6 Mo. nach 12 Mo.

W < 22,5 Monate Erkrankungsdauer O > 22,5 Monate Erkrankungsdauer

Abbildung 4.17 Einfluss der mittleren Krankheitsdauer auf die Entwicklung der
Kontraktilitdt nach Immunadsorption

Einteilung der Krankheitsdauer der Patienten nach Median = 22,5 Monate
Signifikanz einzelner Subgruppen versus vor IA: * p<0,05, ** p<0,005, *** p<
0,001, n.s.- nicht signifikant

Signifikanz der Subgruppen untereinander ( ): * p<0,05, ** p<0,005,

*** n<0,001, n.s.- nicht signifikant

In Abbildung 4.18 ist die Entwicklung der LVEF in Abhangigkeit von der Krankheits-
dauer dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einer kurzen Er-
krankungsperiode (< 22,5 Monate) vor IA eine signifikant geringere LVEF aufwiesen,

als die Vergleichsgruppe mit einer Krankheitsdauer tUber 22,5 Monate (29,9 + 2,1 %
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vs. 35,9 £ 2,1 %; p=0,062). Im Zeitraum nach IA relativierten sich diese Differenzen
und die LVEF beider Gruppen entwickelte sich ahnlich. Nach 3 bzw. 6 Monaten
konnte eine Steigerung der LVEF auf 37,7 + 3,5 % bzw. 37,8 £ 3,3 % in der Gruppe
Krankheitsdauer < 22,5 Monate erreicht werden. Die Patienten mit einer langeren
Erkrankungsperiode konnten in diesem Zeitraum eine Steigerung auf 41,3 + 3,7 % (3
Monate) bzw. 42,5 + 3,1 % (6 Monate) verzeichnen. 12 Monate nach IA konnte in der
Gruppe Krankheitsdauer < 22,5 Monate eine signifikante Verbesserung der LVEF
bezlglich der Messergebnisse vor IA erreicht werden. In der Gruppe der langer Er-
krankten stieg die LVEF nicht signifikant an nach IA. Nach 12 Monaten konnte kein
Zusammenhang zwischen Krankheitsdauer und Entwicklung der LVEF festgestellt
werden (< 22,5 Monate: 44,2 + 3,8 %; > 22,5 Monate: 44,4 + 4,3 %; n.s.).
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Abbildung 4.18 Einfluss der mittleren Krankheitsdauer auf die Entwicklung der
LVEF nach Immunadsorption

Signifikanz einzelner Subgruppen versus vor IA: * p<0,05, ** p<0,005, *** p<
0,001, n.s.- nicht signifikant

Signifikanz der Subgruppen untereinander ( ): * p<0,05, ** p<0,005,

*** n<0,001, n.s.- nicht signifikant
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4.4.4 Einfluss von prainterventionellen Biopsiebefu nden auf

linksventrikularer Ejektionsfraktion, Inotropie und Kalziumtransient

Mit Hilfe der Ergebnisse der Endomyokardbiopsien zum Zeitpunkt der Plasmagewin-
nung vor IA und nach 6 Monaten sollte untersucht werden, inwiefern eine Inflamma-
tion oder ein myokardialer Virusnachweis mit der Entwicklung von experimenteller
Inotropie bzw. Ca**-Transient und klinischer LVEF zusammenhangt.

Bei den aufgefihrten Diagrammen ist zu beachten, dass in diesem Fall die Kollektiv-
zahl leicht abweicht, da in der negativ-inotropen Gruppe bei einem und in der nicht
negativ-inotropen Gruppe bei zwei Patienten kein Biopsiebefund nach 6 Monaten

erhoben werden konnte.

4.4.4.1 Einfluss einer Inflammation auf linksventri ~ kulare Ejektionsfraktion,

Inotropie und Kalziumtransient vor Immunadsorption

Vor IA konnte bei 13 DCM-Patienten (72,2 %) eine Inflammation beobachtet werden.
Dabei wurden im Mittel 22,31 + 2,6 CD68+-Zellen und 2,1 £ 1,7 CD3+-Zellen nach-
gewiesen. Bei den verbleibenden 5 Erkrankten konnte bei durchschnittlichen 10,6 £
1,5 positiven CD68-Zellen und keinem Nachweis von CD3+-Zellen nicht von einer
Entzindung ausgegangen werden. Es zeigte sich, dass ein nachweisbares Inflam-
mationsgeschehen im Myokard zu diesem Zeitpunkt keinen Einfluss auf die links-
ventrikulare Ejektionsfraktion zu haben schien. Die LVEF der Patienten mit Inflamma-
tion (32,6 = 2,7 %) unterschied sich nicht signifikant von derer von Patienten ohne
Inflammation (33,6 = 2,3 %) (p=0,8). Allerdings konnten in der experimentell messba-
ren Inotropie und des Ca**-Transienten zwischen beiden Gruppen signifikante Unter-
schiede beobachtet werden. IgG-Eluat von Patienten mit nachweisbarer Entziindung
hatte einen deutlich kardiodepressiven Effekt auf Rattenkardiomyozyten (-13,1 +
2,1% nach 5min ab Ausgangswert). Hingegen konnte keine eindeutige negative
Inotropie durch das Eluat der Patienten ohne nachweisbares Inflammationsgesche-
hen hervorgerufen werden (-7,88 + 2,2 % nach 5min ab Baseline; p<0,05). Ahnlich
verhielt sich auch der Ca?*-Transient (-7,2 + 2,2 % in der Inflammations-Gruppe, -5,0
+ 1,6 % in der nicht-Inflammations-Gruppe, p<0,05) (Abbildung 4.19).
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LVEF in % bzw. Inotropie- und
Kalziumtransient-Abnahme in %

Inflamm + vor 1A Inflamm - vor IA

B Inotropie Caz2+ B LVEF

Abbildung 4.19 Verhalten von LVEF, Inotropie und Ca”*-Transient in Abhéngig-
keit eines positiven (Inflamm +) oder negativen Inflammationsbefundes (Inflamm -
) vor IA

Signifikanz der Subgruppen untereinander ( ): * p<0,05, ** p<0,005,
** n<0,001, n.s.- nicht signifikant

4.4.4.2 Verlauf von LVEF, Inotropie und Kalziumtran  sient nach Immunadsorp-

tion in Abhangigkeit einer Inflammation

Vor IA konnten keine signifikanten Unterschiede in der LVEF bei Patienten mit und
ohne Inflammationsbefund gefunden werden. Der Verlauf der linksventrikularen Ejek-
tionsfraktion zeigte sich auch nach IA in beiden Subgruppen &hnlich. Ein Jahr nach
IA unterscheidet sich die linksventrikulare Pumpfunktion nicht signifikant (43,2 £ 2,4
% in der Inflammations-positiven-Gruppe vs. 46,8 £ 3,5 % in der Inflammations-
negativen Gruppe, n.s.). Am Tag 5 nach IA zeigten Patienten ohne Inflammations-
zeichen eine nicht signifikant hohere LVEF (41,6 + 3,8 % nach 3 Monaten) als dieje-
nigen mit Inflammation (38,7 £ 3,1 % nach 3 Monaten) (Abbildung 4.20).
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Abbildung 4.20 Verlauf der LVEF nach Immunadsorption in Abhangigkeit eines
positiven (Inflamm+) oder negativen (Inflamm-) Inflammationsbefundes vor IA

Signifikanz der Subgruppen untereinander ( ): * p<0,05, ** p<0,005,
*** n<0,001, n.s.- nicht signifikant

Bezuglich des Verlaufes der Inotropie ist in Abbildung 4.21 der signifikant unter-
schiedliche Ausgangspunkt beider Gruppen deutlich zu erkennen (Inflammations-
positive Gruppe: -13,1 + 1,25% vs. Inflammations-negative Gruppe: -7,9 + 2,2%,
p<0,05). Im Verlauf konnten keine Unterschiede bei der Inotropieentwicklung festge-
stellt werden.

Ahnliche Beobachtungen zeigten sich auch fiir den Ca**-Transienten in Abhangigkeit
der prainterventionellen Inflammation. Nach einem signifikant unterschiedlichen Start
zum Zeitpunkt vor IA (Inflammations-positive Gruppe: -7,2 £ 0,44 % vs. Inflammati-
ons-negative Gruppe: -5,0 = 1,8 %, p<0,05) zeigte sich ein ahnlicher, nicht signifikant

abfallender Verlauf (keine Abbildung).
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Abbildung 4.21 Verlauf der Inotropie nach Immunadsorption in Abhangigkeit
eines positiven (Inflamm+) oder negativen (Inflamm-) Inflammationsbefundes
vor A

Signifikanz der Subgruppen untereinander ( ): * p<0,05, ** p<0,005,
*** n<0,001, n.s.- nicht signifikant

4.4.4.3 Einfluss von Immunkomplexmarkern auf linksv  entrikulare

Ejektionsfraktion, Inotropie und Kalziumtransient v or Immunadsorption

Vor der IA konnten bei 33,3% der DCM-Patienten keine erhdhte Expression von
MHC-I1I festgestellt werden (MHC-1I-Grad 0) (major histocompatibility complex). Ein
Grol3teil der Patienten wies eine mittlere Erhéhung der Immunkomplexe auf (55,6%,
MHC-1I-Grad 1). Nur ein kleiner Anteil konnte als zweitgradig eingestuft werden
(11,1%, MHC-II-Grad 2). Hinsichtlich der LVEF unterscheiden sich die Gruppen nicht
wesentlich voneinander (Grad 0: LVEF 32,6 + 2,4%, Grad 1: LVEF 32,5 + 2,5%,
Grad 2: LVEF 35,5 * 4,0%; n.s.). Es konnten jedoch Zusammenhange zwischen dem
Grad der Expression von MHC-II und des messbaren Inotropieverhaltens aufgezeigt
werden (Abb. 4.22). Demnach kann bei einem MHC-II-Grad 0 von keinem kardio-
depressivem Effekt gesprochen werden (Inotropie: -8,8 + 2,2%, Ca®*-Transient: -4,9
*+ 1,5% nach 5 min. ab Baseline). Der Nachweis eines mafigen (MHC-II-Grad 1) und
starken Autoimmungeschehens (MHC-II-Grad 2) kann dagegen einem negativ-
inotropen Effekt des IgG-Eluates entsprechen (Inotropie: -13,4 + 2,2 %, Ca**- Tran-
sient: -7,5 £ 1,2 % nach 5 min. ab Baseline bei MHC-II-Grad 1; Inotropie: -11,2 + 1,8
%, Ca**- Transient: -6,6 + 1,1 % nach 5 min. ab Baseline bei MHC-II-Grad 2).
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Abbildung 4.22 Verhalten von LVEF, Inotropie und Ca”*-Transient in Abhan-
gigkeit der MHC-I1I-Expression vor IA

4.4.4.4 Verlauf von linksventrikularer Ejektionsfra  ktion, Inotropie und
Kalziumtransient nach Immunadsorption in Abhangigke it von

MHC-1I-Expression

Die linksventrikulare Ejektionsfraktion zeigte einen &hnlichen Verlauf sowohl in der
Gruppe ohne erhdhte Expression des MHC-II, als auch in der MHC-II-Grad-1-
Gruppe. In beiden Subgruppen konnte letztlich nach 12 Monaten eine ahnlich hohe,
signifikante Verbesserung der LVEF verzeichnet werden (Grad 0: 44,8 = 3,9 %,
p<0,05 vs. vor IA; Grad 1: 46,0 = 3,1 %, p<005 vs. vor IA). Lediglich in der Gruppe
mit einer hohen Expression von Immunkomplexen (MHC-1I-Grad 2) konnte im Beo-
bachtungsverlauf und nach 12 Monaten ein nur unwesentlicher, nicht signifikanter
Anstieg der LVEF nachgewiesen werden (36,0 £ 2,9 %, im Vgl. vor 1A: 35,5 + 4,0;
n.s.) (Abb. 4.23). Es scheint in dieser Arbeit Hinweise darauf zu geben, dass ein ho-
her Entzindungsgrad mit einer Beeintrachtigung der LVEF einher geht. Die Ergeb-

nisse der einzelnen Subgruppen im Vergleich fielen nicht signifikant aus.
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Abbildung 4.23 Verlauf der LVEF nach Immunadsorption in Abhangigkeit des
Auspragungsgrades der MHC-II-Expression

Es lie3en sich bezlglich der negativen Inotropie vor IA Unterschiede in Abhangigkeit
der MHC-Klassifizierung feststellen (siehe oben). Diese Differenzen zeigten eine zu-
nehmende Kardiodepressivitat bei hohergradiger MHC-II-Expression. Diese Ergeb-
nisse waren jedoch statistisch nicht signifikant. Im Verlauf wurden keine Unterschie-
de bei der Inotropieentwicklung in Abhangigkeit des MHC-II-Grades beobachtet

(Abb. 4.24). Fir den Ca®*-Transienten ergaben sich analoge Messergebnisse.

Inotropieveranderung ab Basline
nach 5min in %

)
(]
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Abbildung 4.24 Verlauf der Inotropie nach Immunadsorption in Abhangigkeit
des Auspragungsgrades der MHC-II-Expression
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4.4.4.5 Einfluss einer Viruserkrankung auf linksven  trikulare Ejektionsfraktion,

Inotropie und Kalziumtransient vor Immunadsorption

Ein positiver oder negativer Virusbefund im Myokard der untersuchten Patienten hat-
te keinen signifikanten Einfluss auf Inotropie und Ca?*-Transient vor IA. Das Patien-
teneluat der Virus-positiven Gruppe hatte vor IA einen kardiodepressiven Effekt von -
11,9 + 2,4% (Ca**- Transient -6,4 + 1,4% nach 5min. ab Ausgangswert) auf isolierte
Rattenkardiomyozyten. In der Virus-negativen Gruppe beliefen sich diese Ergebnisse
auf -10,9 + 1,7% (Inotropie) bzw. -7,1 + 1,5% (Ca*'-Transient) (n.s.). Die Virus-
positive Gruppe zeigte vor IA eine hohere LVEF (34,5 = 2,6%) als Patienten ohne
Virusnachweis (28,6 + 2,2%). Alle Messunterschiede erwiesen sich jedoch als nicht
signifikant (Abbildung 4.25).
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Abbildung 4.25 Verhalten der experimentellen und klinischen Parameter in Ab-
hangigkeit des positiven (Vir +) oder negativen (Vir -) Virusnachweises vor Im-
munadsorption

Signifikanz einzelner Subgruppen versus vor IA: * p<0,05, ** p<0,005, *** p<
0,001, n.s.- nicht signifikant
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4.4.4.6 Verlauf der linksventrikularen Ejektionsfra  ktion, Inotropie und
Kalziumtransient nach Immunadsorption in Abhangigke it einer

Viruserkrankung

Im Verlauf nach IA konnte kein eindeutiger Zusammenhang der linksventrikularen
Ejektionsfraktion mit einem positiven oder negativen Virusbefund gefunden werden.
Beide Gruppen zeigen einen &hnlichen Verlauf einer LVEF von 45,8 = 3,4 %
(p<0,005 vs. vor IA) in der Virus-positiven und 41,0 = 3,7 % (p<0,05 vs. vor IA) in der
Virus-negativen Gruppe nach einem Jahr (Abb 4.26). Korrelierend zu diesen Ergeb-
nissen konnte in beiden Gruppen ein signifikanter Anstieg der Inotropie festgestellt
werden (Abb. 4.27). Ebenso verhielt sich der Ca**-Transient. Es konnten jedoch kei-
ne statistischen Unterschiede zwischen der Virus-positiven und Virus-negativen
Gruppe beziiglich des Inotropieverlaufes bzw. der Ca**- Transient festgestellt wer-
den. In beiden Gruppen nimmt der Einfluss der negativen Inotropie im Verlauf eines

Jahres stetig wieder zu.
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Abbildung 4.26 Verlauf der LVEF nach Immunadsorption in Abhangigkeit des
Virusbefundes vor Immunadsorption

Signifikanz einzelner Subgruppen versus vor IA: * p<0,05, ** p<0,005,

*** n< 0,001, n.s.- nicht signifikant

Signifikanz der Subgruppen untereinander ( ): * p<0,05, ** p<0,005,
*** n<0,001, n.s.- nicht signifikant
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Abbildung 4.27 Verlauf der Inotropie nach Immunadsorption in Abhangigkeit
des Virusbefundes vor Immunadsorption

Signifikanz einzelner Subgruppen versus vor IA: * p<0,05, ** p<0,005,

*** n< 0,001, n.s.- nicht signifikant

Signifikanz der Subgruppen untereinander ( ): * p<0,05, ** p<0,005,
*** n<0,001, n.s.- nicht signifikant
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5 Diskussion

5.1 Autoimmunitat bei der dilatativen Kardiomyopath e

Die multiple, zum Teil autoimmune Genese der DCM brachte tber Jahre eine Viel-
zahl verschiedenster Therapiestrategien mit sich. Man versuchte unter anderem bei
nachweisbaren Diskrepanzen der zellularen und humoralen Immunitat an dieser Stel-
le wirksam anzugreifen. Zum einen wurde erkannt, dass es zu einer virusinduzierten
Immunantwort kommen kann, welche sich Uber ein molekulares Mimikry gegen kér-
pereigene Myokardproteine richtet und so eine Autoimmunreaktion auslost (223-
225). Es gelang hinsichtlich der humoralen Stérungen, unterschiedliche Auto-
antikorper gegen kardiale Strukturen und deren Pathophysiologie zu beschreiben
(226). Als Ziele dieses Autoimmunprozesses konnten beispielsweise der kardiale (3;-
Rezeptor (227) und der M»-Rezeptor (228), sowie lonenkanale wie der Ca?*-Kanal
(229), aber auch mitochondriale Proteinstrukturen und kontraktile Elemente
(230,231) identifiziert werden. Es wurde beobachtet, dass einige Autoantikdrper ne-
gativ inotrop und somit kardiodepressiv auf isolierte Kardiomyozyten wirkten
(232,233). Durch die Immunadsorption (IA) als invasives Therapieverfahren konnten
unter anderem bereits durch Felix et al. (234) akute und mittelfristig klinische sowie

hamodynamische Fortschritte bei DCM-Patienten beschrieben werden.

Es gelang in der vorliegenden Arbeit eine kleine Patientengruppe von DCM-
Erkrankten (n=18) Uber einen Zeitraum von einem Jahr bezuglich des Effektes der
Immunadsorption auf symptomatische, diagnostische und experimentelle Parameter
zu untersuchen. Hierfir wurde der Einfluss isolierter Autoantikdrper in den IgG-
Fraktionen des Patientenplasmas an feldstimulierten Rattenkardiomyozyten hinsicht-
lich Kontraktilitats- und Ca®*-Transient-Verhalten jeweils vor, am 5. Tag der Interven-
tion, als auch 3 Monate, 6 Monate und 12 Monate nach IA beobachtet.

Ziel der vorliegenden Dissertation ist es, neben der Darstellung von klinischen und
experimentellen Zusammenhangen des Einflusses der Autoantikdrper, den Langzeit-
nutzen dieser Therapieform fur DCM-Patienten und mégliche besonders profitieren-
de Patientencharakteristika zu untersuchen. Zu den genannten Zeitpunkten wurden
die Antikérper aus dem Patientenplasma mittels in-vitro-Adsorption isoliert. Dies ent-

spricht dem Ablauf der eigentlichen Immunadsorption. Das resultierende Eluat wurde
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dann Uber Rattenkardiomyozyten geleitet, welche zuvor mit Hilfe einer modifizierten
Langendorff-Anlage isoliert wurden. In Folge dessen konnten durch Fluoreszenzmik-
roskopie Veranderungen von systolischer Zellverkiirzung (Kontraktilitat) und Ca®*-
Transient (Ratio) der Rattenkardiomyozyten gemessen und somit Rickschlisse auf
die funktionelle Wirkung der Antikorper getroffen werden. Einerseits wird die prozen-
tuale Veranderung des Kontraktilitatsverhaltens zunachst ohne und folgend mit Anti-
korpereluat gemessen. Andererseits kann die Anderung der Kalziumkonzentration
der Kardiomyozyten mittels einem Kalziumindikatorstoffes (Fura-2-AM) beurteilt wer-
den. Es konnen somit die Anderungen der Kalziumkonzentration wahrend des Kon-
traktionszyklus bestimmt werden (235). Diese Methode wurde bei unterschiedlichen
Studien etabliert (236-239).

Es wird davon ausgegangen, dass kardiotrope Autoantikdrper die Zellphysiologie
derart beeinflussen kdnnen, dass es je nach gekoppelter Antigenstruktur zu unter-
schiedlichen pathologischen Auswirkungen innerhalb der Myozyten kommt. Unter
den beobachteten Patienten konnten 66,7 % (n=12) vor der Immunadsorption identi-
fiziert werden, deren IgG-Fraktionen (Antikdrpereluat) bei isolierten Rattenkardiomy-
ozyten eine negativ inotrope Wirkung hatten. Dies beinhaltet definitionsgemal einen
Rickgang der systolischen Zellverkiirzung von mindestens -9,2 % bzw. des Ca*-
Transienten von mehr als -4,8 % nach Kontakt mit dem Antikdrpereluat, wobei dies
dem Kriterium fir einen kardiodepressiven Effekt entspricht. Diese Grenzwerte wur-
den mittels der doppelten Standardabweichung der Untersuchungsergebnisse von
18 gesunden Kontrollpatienten festgelegt. Das IgG-Eluat der anderen DCM-
Patienten (33,3 %, n=6) konnte vor Immunadsorption keinen kardiodepressiven Ein-
fluss auf die Testzellen austiben. Statistisch konnten diese Messergebnisse als hoch

signifikant gewertet werden (p<0,005).

In der vorliegenden Arbeit wurde die experimentelle Untersuchung an Rattenkardio-
myozyten so gewahlt, dass davon ausgegangen werden kann, dass der Einfluss von
kardiotropen Antikérpern gegen Oberflachenantigene der Myozyten beobachtet wur-
de. Innerhalb der grof3en Anzahl von bisher beschriebenen Antikérpern bei der DCM
sind solche, die Antigene der Zelloberflache binden, vor allem Antikérper gegen den
B1-Adrenozeptor, gegen kardiales Troponin | (cTnl) und gegen den muskarinergen

M2-Acetylcholin-Rezeptor (240). Es konnte zwar schon friihzeitig von Schulze et al.
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beschrieben werden, dass nachgewiesene Antikdrper gegen den ADP-ATP-Carrier
bei Myokarditis und DCM-Erkrankten auch ins Zellinnere penetrieren und den Ener-
giemetabolismus beeinflussen kénnen (241), jedoch ist der Mechanismus der Endo-
zytose bei den akut einsetzenden Kontraktilitdtsverdnderungen nach nur geringer
Inkubationszeit in der vorliegenden Arbeit eher unwahrscheinlich.

In Abh&ngigkeit der angewendeten Detektionsmethode durch verschiedene Arbeits-
gruppen schwanken die Pravalenzangaben von kardiotropen Antikdrpern bei DCM-
Patienten. Unter anderem konnen quantitative Nachweismethoden wie Immun-
fluoreszenz, Immunoblot oder ELISA dazu dienen, zirkulierende Autoantikorper
nachzuweisen. Mit Hilfe von Elektrophorese und Western Blot konnten beispielswei-
se bei 46 % der DCM-Patienten kardiotrope IgG-Antikdrper gegen myokardiale Pro-
teine nachgewiesen werden (242). Caforio et al. konnten bei Fallen von familiarer
und nicht-familiarer DCM mittels Immunfluoreszenz spezifische Antikdrper in 60 %
nachweisen (243). Eine weitere Arbeitsgruppe beschreibt einen Nachweis von kardi-
odepressiven Antikérpern bei 63 % der Patienten mittels Immunfluoreszenz, ELISA
oder Immunoblot (244). Der Nachweis von kardiodepressiven Antikérpern vor Im-
munadsorption bei 66,7 % der Patienten in der vorliegenden Arbeit reiht sich somit
trotz der geringeren Fallzahl (n=18) in die etablierten Pravalenzzahlen ein.

Es konnte gezeigt werden, dass kardiale Antikdrper der 1gG-Fraktion angehéren und
hierbei vor allem Antikorper der Klassen IgG1 und 1gG3 immunregulatorische Aktivi-
tat und eine grof3e Bedeutung bei der Induktion von Immunreaktionen haben
(245,246). Staudt et al. zeigten, dass hamodynamische Verbesserungen nach der
Immunadsorption auf die Entfernung von Kkardiotropen Antikérper der 1gG-3-
Subklasse zurtickzufuhren sind (247,248), wobei diese Subklasse eine besonders
effektive Komplementaktivierung bewirkt und es damit zu massiven proinflam-
matorischen Effekten und Zytotoxizitat fuhrt (249). Fur die Komplement- und Immun-
reaktionsaktivierung ist das nicht variable Fc-Fragment der Antikérper durch seine
Bindung an Fc-Rezeptoren immunkompetenter Molekile verantwortlich. Es wurde
herausgefunden, dass auch humane Kardiomyozyten Fc-Rezeptoren exprimieren
konnen (sog. Fcy-Rezeptoren lla) (250). In einem in-vitro-Experiment an isolierten
Rattenkardiomyozyten beobachtete man, dass IgG-Antikérper aus dem Plasma von
11 DCM-Patienten mit inrem F(ab)-Fragment an ihrem kardialen Antigen binden, je-

doch zusatzlich mit ihrem Fc-Fragment an den Fcy-Rezeptor des Kardiomyozyten
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andocken und somit negativ inotrope Effekte ausgeldst werden.

Der B-Adrenorezeptor bietet mit seinen drei extrazellularen Schleifen und dem N-
terminalen Ende vier mdgliche Bindungsorte fur Autoantikdrper ausserhalb der Zell-
membran. Relevante Autoantikorper gegen den 1-Adrenorezeptor sind bei Patien-
ten mit dilatativer Kardiomyopathie gegen die erste oder zweite extrazellulare Schlei-
fe dieses G-Protein-gekoppelten Rezeptors gerichtet und je nach Detektionssystem
in 30-80 % der Patientenseren nachweisbar (251-253). Verschiedene Arbeitsgruppen
konnten zeigen, dass der B1-Autoantikdrper als partieller Agonist fungiert und seinen
positiv-inotropen Wirkmechanismus Uber die Kaskade der Proteinkinase A vermittelt
(254,255). Staudt et al. beschrieben, dass Uber den gleichen Signalweg auch ein
apoptotischer Effekt induziert wird (256). Der positiv chronotrope Einfluss des B1-
Autoantikdrpers ist auch partiell antagonisierbar mit 3-Blockern, was bei der konven-
tionellen Therapie von DCM-Patienten neben den bekannten herzkraftsteigernden
Wirkungen dieser Medikamente von Vorteil zu sein scheint. Die pathologische Rele-
vanz dieses Autoantikoérpers konnte unter anderem in unterschiedlichen Tiermodel-
len nachgewiesen werden. Matsui et al. immunisierten Kaninchen ein Jahr lang aktiv
mit einem Peptid, welches an die zweite extrazellulare Schleife des Rezeptors bin-
den konnte. Im Verlauf wurden &ahnliche histopathologische Myokardveranderungen
nachgewiesen wie bei der DCM (257). Wallukat et al. beobachteten einen positiv
chronotropen Effekt tlber 6 Stunden an kultivierten Rattenkardiomyozyten, die mit 31-
Autoantikdrpern versetzt wurden (258). Durch eine solche chronisch permanente
adrenerge Stimulation in-vivo durch persistierende B1-Autoantikbrper werden eine
progrediente Herzinsuffizienz forciert und durch Modulation der Ca?*-Homdoostase
zusatzlich metabolische und elektrophysiologische Stérungen geschaffen, welche zu
einer Reduktion der Herzfunktion fuhren (259).

In den vorliegenden Untersuchungen wurde bei keinem der Patienten ein positiv
inotroper Effekt auf isolierte Rattenkardiomyozyten beobachtet. Zum einen ist davon
auszugehen, dass eine Uberlagerung des positiv-inotropen Effektes der Bl-Auto-
antikorper durch andere kardiodepressiv wirkende Autoantikdrper im verwendeten
Versuchsablauf moglich ist. Da kardiale Autoantikdrper zur lgG-Fraktion gehdren
(260), ist es denkbar, dass Antikdrper mit unterschiedlichen kardiotropen Wirkme-
chanismen wahrend der Immunadsorption entfernt wurden und ihre Effekte im Expe-

riment an Rattenkardiomyozyten kumulieren. Weiterhin werden auch regionale Un-
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terschiede der Verbreitung von B1-Autoantikbrpern diskutiert. In einer frihen Studie
konnten bei Patienten in der ehemaligen Deutschen Demokratischen Republik in 27
% der Falle Antikorper gegen die erste extrazellulare Schleife des B1-Rezeptors ge-
funden werden, wohingegen DCM-Erkrankte in der sudlichen Bundesrepublik
Deutschland 57 % derartige Autoantikérper aufwiesen (261,262). In der vorliegenden
Arbeit wurde keine explizite ldentifizierung der kardiotropen AntikGrper vorgenom-
men. Es gibt des Weiteren Hinweise, dass eine besonders hohe Inzidenz von B1-
Rezeptorautoantikorpern bei DCM-Patienten detektierbar sind, welche sich im End-
stadium der Erkrankung befinden und eine Form von mechanischer Herzstimulation
(left ventricular assist device, LVAD) bendétigen (263). Mehrere andere Studien be-
schreiben eine enge Beziehung zwischen der Anwesenheit von B1-Autoanti-kdrpern
und ventrikularen Arrhythmien (264,265). Jedoch befand sich keiner der in der vor-
liegenden Arbeit beobachteten DCM-Patienten per definitionem im Finalstadium der
Erkrankung, litt an ventrikularen Herzrhythmusstérungen oder wurde in einer Form

extern kardial stimuliert.

Autoantikorper gegen den muskarinergen M2-Acethylcholinrezeptor wurden bei
DCM-Erkrankten erstmals durch Fu et al. beschrieben. In kultivierten, spontan kont-
rahierenden, neonatalen Rattenkardiomyozyten kam es nach Inkubation mit dem Au-
toantikdrper, welcher aus den DCM-Patientenseren gewonnen wurde, zu einer nega-
tiv-chronotropen, agonistischen Reaktion. Dieser Effekt war mit dem Acethyl-
cholinantagonist Atropin, sowie einem Peptid, welches an die zweite extrazellulare
Schleife dieses G-Protein-gekoppelten Rezeptors bindet, neutralisierbar (266,267).
Ein ahnlicher Effekt konnte bei isolierten Meerschweinchenkardiomyozyten beobach-
tet werden. Hier kam es nach Autoantikérperkontakt zu einer Verschiebung des
Elektrolytgleichgewichts der Zelle (268). Wang et al. beobachteten eindeutige negativ
chronotrope und inotrope Effekte des Autoantikérpers an Ratten in-vivo. Diese Wir-
kung entsprach dem muskarinergen Rezeptoragonisten Carbachol (269). Es ist zu
vermuten, dass auch in den vorliegenden Untersuchungen die Aktivitat dieses Auto-
antikorpers eine hohe Bedeutung hat. Bei einer Detektion des M2-Autoanti-korpers
von 36-50 % der DCM-Erkrankten (270,271) ist unter anderem auch eine Koexistenz
mit dem B1-Rezeptorautoantikorper beschrieben. Wallukat et al. vermuteten einen
moderaten Einfluss des antikorperinduzierten Bl-adrenergen, positiv-chronotropen

Effektes durch den gegensatzlich wirkenden M2-Autoantikérper (272). Demnach ist
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bei den vorliegenden Ergebnissen eine Uberlagerung der kardiodepressiven und

stimulierenden Wirkmechanismen denkbar.

Eine weitere Autoantikérperstruktur, welche an den Kontraktilitadtsverdnderungen der
Rattenkardiomyozyten in der vorliegenden Arbeit beteiligt sein kdnnte, ist gegen kar-
diales Troponin | (cTnl) gerichtet. Es wurden bereits Mutationen in den cTnl-
kodierenden Genen bei familiarer HCM und DCM beschrieben (273,274). Wéahrend
der Diastole bindet cTnl an Aktin und hemmt somit die Interaktion zwischen Aktin
und Myosin. Durch die Verbindung von einstromendem Kalzium und kardialem Tro-
ponin C, wird die Bindung zwischen cTnl und Aktin geldst und eine Kontraktion infol-
ge der Aktin-Myosin-Interaktion wird moéglich (275). Okazaki et al. konnten im Tier-
modell zeigen, dass in den Seren von DCM-Mé&usen, welche defizient waren fir das
programmed cell death 1-Molekul (Pdcdl1-/-), hohe Titer von Autoantikdrper gegen
cTnl nachzuweisen waren. Weiterhin wurde beschrieben, dass eine Injektion von
monoklonalen Antikérpern gegen cTnl eine linksventrikulare Dilatation, sowie eine
Verminderung der kontraktilen Funktion mit einer Ejektionsfraktion von teilweise un-
ter 15% zur Folge hat (276). Diese Erkenntnisse sprechen fir einen funktionellen
Einfluss dieses Antikorpers bei der Genese der DCM. Seit einiger Zeit ist bekannt,
dass dieses herzspezifische Antigen nicht nur als sarkolemmaler Bestandteil fungiert,
sondern auch auf der Oberflache von Kardiomyozyten exprimiert wird. Insbesondere
konnten cTnl-Signale an der Aussenseite der transversalen Tubuli (T-Tubuli) von
Kardiomyozyten nachgewiesen werden, was zu der Annahme fuhrt, dass Anti-cTnl-
Antikdrper einen moglichen Einfluss auf die elektromechanische Funktion der Myozy-
ten haben konnte. T-Tubuli spielen eine zentrale Rolle im Exzitations-
Kontraktionszyklus (277). Landsberger et al. konnten in einer Studie mit 98 DCM-
Erkrankten in 20,4 % der Falle Autoantikdrper gegen cTnl nachweisen (278). Die
Immunisierung von Mausen mit cTnl bewirkte in einer anderen Untersuchung eine
schwere Inflammation, sowie steigende linksventrikuldare Diameter (LVED und
LVESD) (279). Es steht fest, dass durch cTnl der spannungsabhéangige Kalziumein-
strom beeinflusst wird und auch im vorliegenden Fall einen bedeutenden Einfluss auf
die Kontraktilitat der isolierten Myozyten haben kann. Okazaki et al. beschrieben je-
doch eine Anderung des Kalziumstroms nach ca. 15 min (280), wobei in dieser Dis-
sertation bereits nach 5 Minuten die Registrierung des Kalziumtransienten erfolgte.

Im Rahmen der Herzinsuffizienz kommt es auch im Fall der DCM zu einer diastoli-
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schen Funktionsstorung. Diese wird wie die physiologische Kontraktilitat tber die in-
trazellulare Kalziumhomoostase gesteuert und beeinflusst. Es kommt einerseits zu
einer verminderten Ca**-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum wéh-
rend der Systole, andererseits zu einer steigenden Ca**-Konzentration im Zytosol
wahrend der Diastole, wodurch wiederum ein sogenannter calcium-overload ent-
steht. Es wird vermutet, dass dieser in Verbindung mit dem langsamen diastolischen
Kalziumabfalls fur die Relaxationsstorung des Herzens verantwortlich ist (281). Diese
Befunde lassen sich vor allem bei fortgeschrittener Herzinsuffizienz beobachten. In
der vorliegenden Arbeit wurden vorwiegend akut einsetzende Veranderungen der
Kalziumhomoostase in Form von einer Abnahme des Kalziumtransienten nach Anti-
korperkontakt an vitalen nicht-insuffizienten Rattenkardiomyozyten beobachtet. Der
Kalziumstrom der Zelle kann zum einen Uber spannungs-abhangige Kalziumkanéle
(v.a. vom L-Typ), den Natrium/Kalzium-Austauscher (NCX) oder die Kalzium-ATPase
erfolgen. Der Kalzium-Kanal vom L-Typ kann durch einen negativen Ruckkopp-
lungsmechanismus intrazellular gehemmt oder B-adrenerg durch Phosphorylierung
stimuliert werden (282,283), wobei es zum intrazellularen Ca**-Einstrom kommt. Der
sarkolemmale NCX entfernt intrazellulares Kalzium nach extrazellular und wird indi-
rekt Uber die Natrium/Kalium-ATPase moduliert, worauf der therapeutische Erfolg
von Herzglykosiden basiert. Die Kalzium-ATPase wird durch ihr langsames Aus-
schleusen von Kalziumionen zu den Mechanismen der langerfristigen Aufrechterhal-
tung der Kalziumhomoostase gezéahlt und kann bei den vorliegenden Untersuchun-
gen als Antigenstruktur eher vernachlassigt werden. Hierbei ist es vielmehr denkbar,
dass Kalziumkanal-blockierende Substanzen wie entsprechende Autoantikérper die
beobachtete Abnahme des Kalziumtransienten bewirken. Es konnte gezeigt werden,
dass ein reduzierter Kalziumstrom auch durch post-ischamisch freigesetzte negativ
inotrop wirkende Substanzen (wobei viele noch nicht identifiziert sind) méglich ist
(284). Auch Autoantikbrper gegen die Natrium/Kalium-ATPase wurden bei DCM-
Patienten bereits nachgewiesen und flihren Uber den oben beschriebenen chroni-
schen Kalziumoverload durch Hemmung der NCX und somit des Kalziumausstroms
zur Herzinsuffizienz (285).

In unserem Fall sind insbesondere Autoantikdrper gegen den L-Typ-Kalziumkanal
interessant, da es bei einer Blockade akut zum reduzierten Kalziumioneneinstrom in
die Zelle kommen wirde mit nachfolgend negativ inotropem Effekt. Eine friihe Arbeit

von Schultheiss et al. zeigte, dass AutoantikOrper gegen mitochondriale ADP/ATP-
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Carrier eine Kreuzreaktion mit Kalziumkanalen der Zelloberflache aufweisen und
somit den Kalziumtransienten durch reduzierte Kalziumpermeabilitit hemmen. Dies
fuhrte im weiteren zu einem zytotoxischen Effekt (286). Auch dieser Mechanismus ist

in unserem Fall zur Erklarung des abnehmenden Kalziumtransienten denkbar.

Die Erkenntnisse, welche man durch Tiermodelle beziglich des méglichen direkten
Einflusses von Antikérpern bei der Entwicklung einer DCM gewann, implizieren einen
durchaus kausalen Zusammenhang in der Genese. Jane-wit et al. beschrieben zu-
letzt, wie zuvor andere Arbeitsgruppen (287-289), den agonistischen und Apoptose-
induzierenden Pathomechanismus des [B1-Rezeptor-Autoantikérper, welcher bei 7
von 12 Mausen 3 Wochen nach Immunisierung eine fulminante DCM bewirkte (290).
Auch die Injektion von monoklonalen Antikérpern gegen kardiales Troponin | zeigte
ahnliche Effekte im Tierexperiment (291). Geht man anhand von diesen Untersu-
chungen davon aus, dass Autoantikorper bei der Pathogenese der DCM eine signifi-
kante Rolle spielen, so liegt nahe, dass entsprechend hohe Anti-
korperkonzentrationen vor allem zu Beginn der Erkrankung nachweisbar sein sollten.
Caforio et al. fanden mittels indirekter Immunfluoreszenz an 110 Patienten heraus,
dass kardiale Autoantikorpertiter im Verlauf der Erkrankung sinken (Diagnosezeit-
punkt vs. 14 Monate follow-up), es jedoch ungeachtet dessen zu einer deutlichen
Progression der klinischen Symptomatik kommt (292). Diese Hypothese kann zum
Teil auch in der vorliegenden Dissertation bestatigt werden, ohne dass dabei absolu-
te Konzentrationen von AutoantikOrpern bestimmt wurden. Patienten mit einer
Krankheitsdauer von maximal 22 Monaten seit Erstdiagnose zeigten einen starkeren
negativ inotropen Effekt als langer Erkrankte (Uber 22 Monate Krankheitsdauer). Ins-
gesamt konnte in der negativ inotropen Gruppe (n=12) eine kirzere Erkrankungs-
dauer (29,5 = 8,61 Monate) als in der nicht negativ inotrop reagierenden Gruppe
(34,3 £ 9,1 Monate) verzeichnet werden. Diese Angaben kdnnen jedoch nur bedingt
gewertet werden, da einer manifesten dilatativen Kardiomyopathie erwiesenermafien
oft ein symptomfreies Intervall vorausgeht, in dem die Patienten zum Teil diagnos-
tisch noch nicht erfasst werden. Ungeachtet dessen unterstiitzen die Daten der vor-
liegenden Arbeit die Annahme, dass kardiodepressive Antikdrper ein Phanomen der
frihen Krankheitsperiode sind und in der nicht negativ inotropen Gruppe (n=6), wel-
che durchschnittlich langer erkrankt waren, mit der gegenwartigen Methode nicht

mehr nachweisbar waren. Es konnte jedoch nicht festgestellt werden, dass Patienten
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mit kurzerer Erkrankungsdauer mildere Symptome aufweisen, als weniger lang Er-
krankte. Es wurde vielmehr deutlich, dass die LVEF bei einer Krankheitsdauer unter

22 Monaten geringer ausfiel, als bei einer Krankheitsdauer Giber 22 Monate.

5.2 Langzeituntersuchungen nach Immunadsorption

Es konnte bereits bei anderen Autoimmunerkrankungen gezeigt werden, dass zirku-
lierende Antikdrper durch die Immunadsorption aus dem Patientenplasma entfernt
wurden. Erkrankungen wie beispielsweise dem Guillain Barré Syndrom oder der My-
asthenia gravis, bei denen eine Storung des humoralen Immunsystems mit Ausbil-
dung von AutoantikGrpern erwiesen ist, profitieren vom Einsatz der Immunad-
sorption (293,294).

Die Immunadsorption wurde erstmals in einer unkontrollierten Pilotstudie von Wallu-
kat et al. bei DCM-Patienten eingesetzt (295). Dorffel et al. konnten in einer zweiten
Studie bei neun Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz aufgrund einer DCM (LVEF
< 25 %, NYHA -1V, Herzindex < 2,5 I/min/m?) durch eine unspezifische Immunad-
sorption an 5 aufeinanderfolgenden Tagen signifikante, akute hamodynamische Ver-
besserungen sowie einen Anstieg der LVEF beobachten (296). Es wurde eine effek-
tive Reduktion des Gesamt-IgGs als auch des Bl-adrenergen Rezeptorantikdrpers
nachgewiesen. Diese Ergebnisse konnten bei der ersten kontrollierten Studie an 18
DCM-Patienten mit schwerer symptomatischer Herzinsuffizienz (NYHA IlI-IV) von
Felix et al. bestatigt werden (297). Erkrankte mit einer LVEF < 30 % wurden initial
einer dreitdgigen IA-Sitzung unterzogen. Folgend wurde die Therapie in monatlichen
Abstanden 3-malig wiederholt (je 2 Sitzungen) mit jeweils anschlie3ender Substituti-
on von IgG. Im Vergleich zur konservativ medikamentds therapierten Kontrollgruppe
konnte bereits wahrend des ersten Zyklus ein bedeutender Anstieg von LVEF und
Herzindex dokumentiert werden. Die Plasmalevel der B1-Rezeptorautoantikérper

sanken signifikant.

Diese akuten Verbesserungen konnten auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet
werden, wobei jedoch hier insbesondere das in-vitro-Verhalten von Kontraktilitat und
Kalziumtransient im Zusammenhang mit den klinischen Verbesserungen betrachtet
wurde. Ausgehend von einer etwa ahnlichen LVEF vor IA in der negativ inotropen

und nicht negativ inotropen Gruppe kam es bei ersterer zu einem signifikanten An-
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stieg der Pumpfunktion bereits am 5.Tag nach erfolgter Immunadsorption (p<0,05 vs.
vor 1A). Die IgG-Konzentration in dieser Gruppe sank hoch signifikant (p<0,001 vs.
vor IA) wahrend der Immunadsorption. Korrelierend dazu konnte experimentell eine
akute und hoch signifikante Reduktion des kardiodepressiven Effektes der vor 1A
stark negativ-inotropen Gruppe am 5. Tag an isolierten Rattenkardiomyozyten nach-
gewiesen werden, was der sicheren Entfernung kardiodepressiver Antikdrper ent-
spricht. Ebenfalls konnte eine weniger starke Beeinflussung des Ca?*-Transienten so
kurz nach der IA beobachtet werden, was auf eine Stabilisierung der Kalziumhomo-
ostase hinweist. Diese Ergebnisse bestatigen sich auch in einer Studie von Felix et
al. aus dem Jahr 2001, in der mit der gleichen Methode bei DCM-Patienten ein friher
hamodynamischer Benefit nach der Immunadsorption verzeichnet werden konnte
(298). Es konnte sogar eine Korrelation zwischen der hamodynamischen Verbesse-
rung und dem negativ-inotropen Effekt gezeigt werden. Umso héher sich der akute
Benefit eines Patienten nach IA gestaltete, desto starker zeigte sich auch der kardio-
depressive Effekt seines Eluates auf isolierte Zellen. Diese Daten belegen einen Zu-
sammenhang zwischen dem Nachweis zirkulierender kardiotroper Autoantikdrper im

Patienteneluat und der akuten Verbesserung nach IA.

Nachdem die akuten hamodynamischen Verbesserungen nach der Immunadsorption
von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben wurden (299,300) und auch in dieser
Dissertation belegt werden konnten, ist perspektivisch vor allem der Nutzen dieser
Therapieform Uber einen langeren Zeitraum fir einen an DCM erkrankten Patienten
wichtig. In einer oben bereits erwdhnten randomisierten Studie an 18 DCM Patienten
untersuchten bereits Felix et al. auch die prolongierten klinischen und hamodynami-
schen Effekte der Immunadsorption nach 3 Monaten. Dabei konnte in der IA-Gruppe
(9 Patienten, NYHA 1lI-1V, LVEF <30 %) gezeigt werden, dass der Herzindex (cardiac
index, CI) und der Schlagvolumenindex (stroke volume index, SVI) um 30 % signifi-
kant anstiegen, sowie der systemische vaskuldre Widerstand sank. In der Kontroll-
gruppe konnten diese hamodynamischen Veranderungen nicht beobachtet werden
(301). In einer follow-up Studie an 22 Patienten (LVEF <35 %) von Staudt et al. konn-
ten 6 Monate nach Immunadsorption signifikante Verbesserungen der LVEF von bis
zu 9 % absolut erreicht werden. Diese echokardiografisch feststellbare Funktionsver-
besserung des Herzens korrelierte mit einem deutlich geringeren NYHA-

Herzinsuffizienzlevel. Es konnte eine Abnahme dieser symptomatischen Einteilung

76



Diskussion

von 3,1 auf 1,5 nach einem halben Jahr verzeichnet werden. In der gleichen Arbeit
wurde zudem erstmals randomisiert untersucht, ob eine in monatlichen Intervallen
wiederholte Immunadsorption ahnliche akute und prolongierte h&dmodynamische
Verbesserungen bewirkt, wie eine einmalig durchgefiihrte 1A-Therapie. Es konnte
gezeigt werden, dass ein IA-Zyklus linksventrikulare Funktionsverbesserungen
(LVEF, CI, SVI, NYHA) nach 6 Monaten bewirkt, welche vergleichbar sind mit den
Ergebnissen, die man mit monatlich wiederholten Immunadsorptionssitzungen erzielt
(302). Diese Erkenntnisse bedeuteten einen wesentlichen Gewinn in Bezug auf die
Therapiestrategie bei DCM-Patienten. Da es sich hierbei um eine invasive und kos-
tenintensive Therapieform handelt, gilt die Durchfihrung von nur einem IA-Zyklus
sowohl patientenfreundlicher als auch wirtschaftlicher.

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde ein einmaliger IA-Zyklus durchgefuhrt. In der
Gruppe mit zuvor nachgewiesenen kardiodepressiven Antikdrpern (negativ-inotrope
Gruppe) konnte nach 3 Monaten ein Anstieg der LVEF von 33,0 £ 1,7 % auf 43,0
3,0 % (p<0,005 vs. vor IA) verzeichnet werden, welcher nach 6 Monaten persistierte
(42,0 £ 0,3 %, p<0,005 vs. vor IA). Dies entspricht einer &hnlichen absoluten Verbes-
serung der linksventrikularen Auswurffraktion, wie sie Staudt et al. beschreiben konn-
ten (303). Dem gegeniber steht ein moderater, nicht signifikanter Anstieg der LVEF
nach 3 und 6 Monaten in der Gruppe ohne nachweisbare kardiotrope Antikdrper vor
IA (nicht negativ-inotrope Gruppe). Der mangelnde Benefit dieser Gruppe unterstitzt
die Hypothese, dass bei einer DCM ohne zuvor nachgewiesene kardiodepressive
Autoantikdrper, die Durchfihrung der Immunadsorption nur bedingte Verbesserun-
gen mit sich bringt, welche womaglich vielmehr immunmodulatorischer Natur sind. Es
konnte gleichzeitig eine signifikante Abnahme des experimentellen kardiodepressi-
ven Effektes in der zuvor deutlich negativ-inotropen Gruppe nach 3 und 6 Monaten
verzeichnet werden (jeweils p<0,001 vs. vor IA). Dieser prolongierte in-vitro Effekt
der Immunadsorption durch die Entfernung funktionaler Antikdrper spiegelt sich in-
vivo in den oben erwadhnten klinischen Verbesserungen wieder. Es kann davon aus-
gegangen werden, dass der Benefit von DCM-Patienten nach Immunadsorption mit

dem negativ-inotropen Effekt ihres Eluates pratherapeutisch korreliert.
Bei der Kklinischen Klassifikation mittels NYHA-Schema konnten ebenfalls vergleich-

bare Beobachtungen gemacht werden wie in friheren Studien. In der negativ-

inotropen Gruppe wurde hier eine Verbesserung von 2,5 + 0,2 auf 1,9 £ 0,2 nach 3
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Monaten erreicht, wobei sich wiederum ein prolongierter Effekt nach 6 Monaten fest-
stellen lie3. In dieser subjektiven Bewertung konnten auch Patienten ohne nach-
weisbare kardiotrope Antikorper profitieren. In der nicht negativ-inotropen Gruppe
konnten &hnlich geringere NYHA-Level erreicht werden, was sich jedoch womadglich
aufgrund der kleinen Fallzahl (n=6) als nicht signifikant herausstellte. Unabhangig der
entfernten Autoantikérper durch die Immunadsorption konnte gezeigt werden, dass
zusatzlich eine signifikante Reduktion von Herzinsuffizienz-spezifischen Markern wie
nt-BNP und nt-ANP zu verzeichnen ist, wobei ausgeschlossen werden konnte, dass
beide Mediatoren durch den Adsorptionsvorgang entfernt werden (304,305). Die neu-
rohumoralen Mediatoren ANP (atrial natriuretic peptide) und BNP (brain natriuretic
peptide) mit ihren aktiven Peptiden nt-pro-ANP und nt-pro-BNP, sind bei einer links-
ventrikularen Dysfunktion des Herzens erhéht und steigen proportional zur Schwere
der Herzinsuffizienz. Die symptomatischen Verbesserungen beider Patientengrup-
pen, eruierbar mittels der NYHA-Klassifikation, kdnnten unter anderem mit einer Ab-
nahme dieser Parameter in Verbindung mit einem zum Teil auch nur leichten Anstieg
der LVEF (in der nicht-negativ inotropen Gruppe) erklart werden. Des Weiteren zeig-
ten Gullestad et al., dass eine IgG-Substitution positive Effekte bei Patienten mit
Herzinsuffizienz, sowie eine Abnahme des nt-pro-ANPs zur Folge hat (306). Die Rol-

le der IgG-Substitution wird spater noch ausfihrlich diskutiert.

Es gibt Hinweise darauf, dass durch die Entfernung der Antikorper der pathogeneti-
sche Autoimmunprozess durchbrochen wird und es zu einer abnehmenden myokar-
dialen Depression kommt. Man kann womaoglich zuséatzlich von einem Erholungsef-
fekt des Gewebes sprechen, in dem inflammatorische Prozesse und Mediatoren
racklaufig sind. Dieser weitere Aspekt der Immunadsorption umfasst die Immunmo-
dulation und das mogliche Eingreifen in bestehende Autoimmun- und Inflammati-
onsprozesse des Organismus, was zur Forcierung antientztindlicher Prozesse fiihrt
(307). Nachdem einige Publikationen einen Zusammenhang zwischen Myokarditis
und dilatativer Kardiomyopathie beschrieben (308,309), wird die Hypothese disku-
tiert, dass es sich bei der progredienten DCM um einen weiterhin aktiven Immunpro-
zess handelt. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass Infiltrationen mit
Lymphozyten und monoklonalen Zellen, sowie eine erhdhte Expression von HLA-
Antigenen, bei der DCM ein haufiges Phdnomen darstellen (310-312). Hierzu unter-

suchten Staudt et al. die immunhistologischen Veranderungen des myokardialen
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Gewebes nach IA und folgender IgG-Substitution im Vergleich zu einer Kontrollgrup-
pe. Es wurden Biopsien des rechten Ventrikels vor Beginn der Therapie und nach 3
Monaten entnommen. Die Ergebnisse zeigten einen Abfall der Lymphozyteninfiltrati-
on (313) und LCA (leukocyte common antigen)-positiver Zellen, sowie eine Vermin-
derung der HLA-Klasse-lI-Antigenexpression 3 Monate nach IA, was einen signifi-
kantem Rulckgang der Myokardinflammation wiederspiegelt. Gleichzeitig konnte ein
Anstieg der LVEF von 21,3 % auf 27 % beobachtet werden (314). Ahnliche Ergeb-
nisse konnten in dieser Dissertation beobachtet werden. Die Parameter der Leukozy-
teninfiltration, des MHC-Klasse-1I-Grades sowie die CD68- und CD3-positiven Zellen
zeigten sich nach 6 Monaten riucklaufig. Dabei wurden nur vor IA und nach 6 Mona-
ten Myokardbiopsien der Patienten entnommen. Demnach kann keine Aussage Uber
die langerfristige Entwicklung der inflammatorischen Zellinfiltration nach einem Jahr
getroffen werden. Es wurde jedoch die Entwicklung der LVEF in Abhangigkeit vom
pratherapeutischen Biopsiebefund untersucht.

Die Testung des Patienteneluates an isolierten Rattenkardiomyozyten ergab einen
deutlich nachweisbaren kardiodepressiven Effekt bei gleichzeitig positivem Inflamma-
tionsbefund, wohingegen bei Patienten ohne Inflammationsgeschehen keine negati-
ve Inotropie beobachtet werden konnte. Diese Erkenntnis unterstlitzt die Hypothese
der autoreaktiven Genese der DCM. Direkte virale Zytotoxizitat und antivirale Im-
munantwort kdonnen eine Inflammation begilnstigen. Durch Kreuzreaktionen zwi-
schen Virusantigen und korpereigenen Proteinen ist die Entwicklung einer Autoreak-
tivitat gegen myokardiale Strukturen mdoglich, welche von regulatorischen T-Zellen-
und T-Helfer-Zellen gesteuert wird, die letztlich zur Ausbildung von kardiotropen Au-
toantikdrpern fuhrt (315). Es ist mdglich, dass bei persistierender Inflammation eine
hohe Préavalenz kardiodepressiver Antikdrper nachgewiesen werden kann, welche
den erhohten kardiodepressiven Effekt erklaren.

Zum gleichen Zeitpunkt konnte kein Einfluss eines bioptisch gesicherten Inflammati-
onsbefundes auf die LVEF festgestellt werden. Demnach bt IgG-Eluat von DCM-
Patienten mit gleichzeitiger Entziindung einen starkeren kardiodepressiven Effekt
aus als ohne bei jeweils gleicher LVEF. In diesem Fall kdnnte postuliert werden, dass
kardiale Kompensationsmechanismen in-vivo dazu beitragen, dass die effektive
Schlagleistung des Herzens trotz Inflammation noch beibehalten wird, wohingegen
experimentell der negative Einfluss von entziindlichem Plasma auf Myozyten nicht

gepuffert werden kann. Um diesem Mechanismus entgegenzuwirken und tberwie-
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gend den Effekt der Autoantikdrper zu beobachten, wurde zur Komplementinaktivie-
rung eine Hitzephase in die Aufbereitung des Patientenplasmas eingefugt. Demzu-
folge wurden zumindest hitzelabile proinflammatorische Substanzen eliminiert.
Schlussfolgernd kann jedoch bei diesen Daten festgestellt werden, dass ein positiver
Inflammationsbefund in-vivo keinen signifikanten Einfluss auf die préainterventionelle
Schwere der Herzinsuffizienz in dieser kleinen Fallzahl zu haben scheint. Im follow-
up kann der nicht signifikante Trend beobachtet werden, dass Patienten mit préthe-
rapeutisch positivem Inflammationsbefund einen geringen LVEF-Anstieg erreichen
als solche ohne nachweisbares Inflammationsgeschehen.

Weiterhin konnte auch in Abh&angigkeit der erhdohten Expression von Histo-
kompatibilitatskomplexen der Klasse Il (MHC-Il) eine zunehmende negativ inotrope
Wirkung des Patientenplasmas festgestellt werden bei jeweils ahnlicher LVEF. Dem-
nach wurde bei MHC-II-Grad 0 kein kardiodepressiver Effekt, bei Grad 1 und 2 je-
doch ein deutlicher kardiodepressiver Effekt nachgewiesen. Im Verlauf wurde deut-
lich, dass Patienten mit nachweislich starkem Autoimmungeschehen (MHC-II-Grad 2)
vor der Immunadsorption einen weniger starken Anstieg der LVEF im Verlauf erreich-
ten. Autoreaktive T-Zellen erlangen ihre Aktivierung, indem sie an antigene Peptide
der MHC-Molekiile von antigenprasentierenden Zellen binden. Eine Hypothese der
kardialen Autoreaktivitat besagt, dass durch myokardiale Nekrose intrazellulare, kar-
diale Antigene freigesetzt werden, welche durch ihre extrazellulare Lage nun Autoan-
tigene in hoher Konzentration darstellen, die zur T-Zell-Aktivierung fihren. Weiterhin
kénnte ein inflammatorischer Prozess durch Modifizierung kardialer Antigene zur
Prasentation dem Immunsystem unbekannten, sonst verborgenen Peptiden fihren,
wobei bei zuvor nicht stattgehabter Toleranzentwicklung eine Aktivierung des Auto-
immunsystems eintritt. Eine dritte Hypothese beinhaltet eine Induktion der Autoreak-
tivitat durch fremde Antigene, welche durch ein molekulares Mimikry zu einer Aktivie-
rung von autoreaktiven T- und B-Zellen fihren (z.B. Streptokokken der Gruppe A und
kardiales Myosin) (316). Im vorliegenden Fall kénnen eine hohe Rate an MHC-
Molekilen im Biopsiematerial der DCM-Patienten vor allem als Hinweise auf eine
erhohte Nekroserate des Myokards oder persistierende Inflammation gedeutet wer-
den. Der mangelnde Anstieg der LVEF nach IA bei Patienten mit hohem MHC-
Klasse-1l-Grad ist moglicherweise mit der fortgeschrittenen myokardialen Schadigung
zu erklaren, welche eine Funktionsverbesserung aus strukturellen Grinden nicht

mehr zuldsst. Die nachgewiesene verstarkte negative Inotropie des Eluates der Pati-
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enten mit Inflammation korreliert mit der oben genannten Hypothese der hohen Pra-
valenz von Autoantikdrpern und konnte die Entwicklung der LVEF im Verlauf beein-
flussen.

Zusammenfassend kann angenommen werden, dass ein positiver Inflammationsbe-
fund und der Nachweis eines hohergradigen Autoimmungeschehens zum Beginn der
Immunadsorption mit einem deutlichen negativ-inotropen Effekt des Eluates an iso-
lierten Myozyten assoziiert ist. Die funktionelle Herzarbeit ist zu diesem Zeitpunkt
davon nur wenig beeintrachtigt. Vielmehr scheint es Anhalt dafiir zu geben, dass ein
pratherapeutischer Inflammationsnachweis respektive eine hohe MHC-Molekul-
Expression einen frihen Hinweis fur eine schlechtere Prognose hinsichtlich des lan-
gerfristigen Effektes der IA darstellen, da diese Patienten post-interventionell in der
vorliegenden Untersuchung einen geringeren LVEF-Anstieg erreichten. In diesem
Fall kbnnen die kardiodepressiven Antikérper eine myokardiale Schadigung anzeigen

und machen eine Prognoseaussage moglich.

Diese Beobachtungen unterstitzen unter anderem die Hypothese, dass bei einer
myokardialen Inflammation womdglich ein Zusammenhang zwischen dem zellularen
und humoralen Immunsystem besteht. Verschiedene Arbeitsgruppen beschreiben
erhohte Plasmalevel von zirkulierenden Zytokinen und deren Rolle als essentielle
Marker der Immunantwort bei Herzinsuffizienz (317-321). Es konnte gezeigt werden,
dass proinflammatorische Zytokine wie TNFa (Tumornekrosefaktor a) vermehrt frei-
gesetzt werden (322). Yokoyama et al. beschrieben einen konzentrations- und zeit-
abhangigen negativ-inotropen Effekt von TNFa an isolierten Herzzellen. Dieser Me-
chanismus war vollstandig regredient nach Eliminierung des Zytokins und nach Gabe
von anti-TNFa-Antikérpern. Man kam zu dem Schluss, dass TNFa einen verminder-
ten intrazellularen Kalziumgehalt wéhrend der systolischen Zellverkiirzung und somit
Abnormalitaten der Kontraktilitat bewirkt (323). Man kann davon ausgehen, dass Zy-
tokine wie TNFa durch die 1A nicht entfernt werden (324) und somit nach der Autoan-
tikbrperadsorption in-vivo immer noch potenziell kardiotrop wirkende Substanzen zir-
kulieren. Im vorliegenden in-vitro Versuch kann somit der TNFa-Effekt nicht mitein-

bezogen werden.

In der Vergangenheit konnten nur wenige Langzeituntersuchungen an DCM-

Erkrankten, welche mit der IA therapiert wurden, zum n&heren Verstandnis der pro-
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longierten Wirkung dieser modernen Intervention beitragen.

In einer prospektiven Fall-Kontroll-Studie an 34 Patienten mit mittlerer bis fortge-
schrittener Herzinsuffizienz und nachgewiesenen B1-Autoantikbrpern untersuchten
Muller et al. im 1-Jahres-follow-up echokardiografische Parameter, B1-
Autoantikdrperlevel und klinische Aspekte. Die Kontrollgruppe (n=17) wurde konser-
vativ-medikamentds nach den aktuellen Standards der Herzinsuffizienztherapie be-
handelt. Sie konnten zeigen, dass ein Jahr nach IA die LVEF von 22,3 + 3,3% auf
37,9 £ 7,9% anstieg, die linksventrikularen diastolischen Diameter um 14,5 % ab-
nahmen und die subjektive NYHA-Beurteilung signifikant sank (325). In der Kontroll-
gruppe konnten keine ahnlichen Erfolge erreicht werden.

Diese klinischen Ergebnisse kénnen mit der vorliegenden Arbeit weitestgehend bes-
tatigt werden. Zusatzlich konnte jedoch durch die experimentelle Untersuchung der
Funktionalitat moglicher Autoantikorper mittels Immunfluoreszenzmikroskopie eine
Aussage uber langfristige Auswirkungen der IA auf die Kontraktilitdit von Myozyten
getroffen werden. Es gelang somit ein Einblick bezuglich der funktionalen Effekte des
Patientenplasmas von DCM-Erkrankten nach erfolgter IA-Therapie. Neben den wei-
ter oben beschriebenen kurz- und mittelfristigen symptomatischen Verbesserungen
der Patienten zeigte sich nach einem Jahr in der vor IA negativ-inotropen Gruppe ein
hoch signifikanter Anstieg der LVEF auf 50 £ 2,9 %. Dies stellt eine relative Verbes-
serung von 53 % im Vergleich zum Ausgangswert vor Immunadsorption dar (vgl.
33,0 £ 1,7 %). Zusatzlich konnte eine Reduktion der NYHA-Klassifikation von 2,5 +
0,2 vor IA auf 1,8 + 0,17 nach einem Jahr erreicht werden. Hinsichtlich der links-
ventrikularen Durchmesser konnte eine Reduktion des LVEDD von 4,7 % und des
LVESD von 9,8 % nach einem Jahr erreicht werden. Im Vergleich mit den Daten von
Miller et al. fallt auf, dass die Kontrollgruppe ohne Immunadsorption in dieser Arbeit
eine &ahnliche Entwicklung der LV-Diameter zeigt wie die nicht-negativ inotrope
Gruppe in der vorliegenden Arbeit. Beide Gruppen zeigen im Verlauf eine leichte
Verminderung der linksventrikularen Durchmesser, es kommt jedoch nach ca. 12
Monaten zu einer erneuten Dilatation der Ventrikel. Demnach kdnnen in der nicht
negativ-inotropen Gruppe im Verlauf LV-Diameter erhoben werden, welche einem
Patientenkollektiv mit konservativer Therapie ohne IA entsprechen. Die Gruppe, bei
der vor IA keine kardiodepressiven Effekte von Autoantikbrpern nachgewiesen wer-
den konnte, scheint somit in Bezug auf die Dilatation des linken Ventrikels keinen

Benefit zu erlangen. Auch die langerfristige Entwicklung der LVEF in dieser Gruppe
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zeigte keine signifikanten Verbesserungen ein Jahr postinterventionell. Lediglich in
der Entwicklung der NYHA-Levels konnten hier leichte Verbesserungen verzeichnet

werden.

Vom klinisch-diagnostischen Aspekt scheint die IA demnach bei Patienten mit zuvor
nachweisbarem negativ-inotropen Effekt ihres Eluates auf isolierte Rattenkardiomyo-
zyten (und somit potentiell nachgewiesenen kardiotropen Autoantikérpern) einen
deutlichen langerfristigen Erfolg mit sich zu bringen. Es konnten deutliche Steigerun-
gen der linksventrikularen Pumpfraktion in Verbindung mit verringerten und langer-
fristig stabilen linksventrikularen Diametern und letztlich mit einer subjektiv-
symptomatischen Verbesserung der Patienten erreicht werden. Experimentell konnte
in der zuvor kardiodepressiven Gruppe mittelfristig ein Rickgang des negativ-
inotropen Einflusses beobachtet werden (p<0,001 vs. vor IA). Es wurde im Rahmen
dieser Dissertation jedoch beobachtet, dass nach einem Jahr dieser kardiodepressi-
ve Effekt wieder zunimmt (p<0,05 vs. vor IA). Hinsichtlich des Ca?*-Transienten kann
auch hier nach 12 Monaten eine deutliche Verschlechterung im Vergleich zu stabilen
Verbesserungen nach einem halben Jahr beobachtet werden. Es wurden weiterhin
Korrelationsbetrachtungen durchgefiihrt, welche einen kontinuierlichen Zusammen-
hang zwischen der LVEF-Verbesserung und dem experimentellen Kontraktionsver-
halten im Beobachtungszeitraum beweisen. Man kann damit postulieren, dass je h6-
her die relative prozentuale Verbesserung der Pumpfraktion des Herzens im Ver-
gleich vor Immunadsorption ist, desto weniger negativ-inotrope Effekte konnten
durch das Patienteneluat ausgelost werden.

Die wiederkehrenden negativ-inotropen Effekte nach einem Jahr kénnten einen Hin-
weis fur eine frihzeitig detektierte erneute Progredienz der Kardiomyopathie darstel-
len. Wird davon ausgegangen, dass die gefundene, progrediente kardiodepressive
Funktionalitat nach einem Jahr als Spiegelbild erneut auftretender Autoantikrper
fungiert, so ist ein steigender Antikdrpertiter zu diesem Zeitpunkt anzunehmen. Dies
wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Die Arbeitsgruppe um Dorffel
(326) fand jedoch in einer kleinen Studie mit 9 DCM-Patienten, welche Uber einen
Zeitraum von 3 Jahren begleitet und untersucht wurden, heraus, dass eine progre-
diente Verschlechterung der kardiovaskularen Funktion mit steigenden [(1-
Antikorpertitern einhergeht. Diese Untersuchungen bestéatigen die Hypothese der

vorliegenden Arbeit, wobei es denkbar ist, dass es zu einer erneuten Progredienz
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des Autoimmungeschehens mit dem erneuten Auftreten kardiotroper Autoantikdrper
beispielsweise bei Viruspersistenz oder Neuinfektion im Verlauf nach 1A kommen
kann.

Ungeachtet dessen scheinen zum gleichen Zeitpunkt jedoch klinische und diagnosti-
sche Parameter weiterhin stabil oder sogar verbessert zu sein. Es ist denkbar, dass
die experimentell-mikroskopisch nachgewiesenen kontraktilen Defizite 12 Monate
postinterventionell, ausgeldst durch wiederkehrende kardiodepressive Effekte, noch
kein myokardial-funktionales Korrelat mit sich bringen, diese Form der Kompensation
nach einer gewissen Zeitspanne jedoch ricklaufig ist und folgend eine erneute Pro-

gredienz der Herzinsuffizienz symptomatisch wird.

Es gibt derzeit einige wenige Studien, welche den Langzeitbenefit der IA bei DCM-
Patienten beweisen. Knebel et al. (327) untersuchten die Reduktion der Morbiditat
nach 1A an 34 Patienten (LVEF< 35 %, NYHA II-lll) Gber drei Jahre. Es konnte ge-
zeigt werden, dass fur DCM-Erkrankte, welche sich einer Immunadsorption unterzo-
gen, die jahrliche Hospitalisierungszeit bezuglich der Herzinsuffizienz signifikant ge-
senkt werden konnte (17,2 Tage/Jahr vor IA versus 4,3 Tage/Jahr nach IA). Tenden-
ziell konnte mit dieser Arbeit weiterhin nachgewiesen werden, dass die Anzahl der
Krankenhausaufenthalte in Abhangigkeit der Zeitspanne nach IA wieder zunehmen.
Diese These konnte im Vergleich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit be-
deuten, dass eine erneute Progredienz der Herzinsuffzienzsymptomatik respektive
der DCM, mit einem symptomverbesserten Intervall von ein bis drei Jahren nach IA,
erwartet werden kann. Ein friher Hinweis auf eine erneute myokardiale Insuffizienz
konnte mittels in-vitro-Testung des Eluateffektes an isolierten Myozyten erfolgen, wie
in der vorliegenden Arbeit geschehen. Die Schlussfolgerung dieser Untersuchung
wuirde eine Identifizierung derjenigen Patienten bedeuten, welche von der IA profitie-
ren (negativ-inotrope) und bei wiederkehrenden kardiodepressiven Effekten nach
einem bestimmten symptomverbesserten Zeitraum womdglich einem erneuten Im-
munadsorptionszyklus unterzogen werden sollten. Schon Staudt et al. (328) disku-
tierten, dass der Nachweis kardiotroper Antikorper eine pradiktive Bedeutung fur die
Effizienz der IA haben konnte. Gleichbedeutend damit ist der ausbleibende Benefit in
der Gruppe ohne nachgewiesene kardiodepressive Effekte (nicht negativ-inotrope)
ein Hinweis darauf, dass diese Patienten mdglicherweise der IA nicht unterzogen

werden mussten. Es sind jedoch weitere grof3ere Studien nétig, um den prolongier-

84



Diskussion

ten Effekt der 1A und die Pathophysiologie potenziell wiederkehrender Auto-
antikorper zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit kann ein Trend von Abhangig-
keiten beobachtet werden. So konnten zwar keine geschlechtsspezifischen Zusam-
menhange zwischen Inotropie- und LVEF-Verlauf beobachtet werden, jedoch gab es
Hinweise darauf, dass beispielsweise bei alteren Patienten (>56 Jahre) im Verlauf es
zu einer hoheren LVEF kam als bei Jungeren. Ein Grund hierfur kénnten niedrigere
Antikorpertiter im hoheren Stadium der Erkrankung sein (siehe weiter oben disku-
tiert). Diese Ergebnisse waren womdglich auch aufgrund der niedrigen Stichprobe

nicht signifikant und mussen in grof3eren Studien untersucht werden.

Die Ergebnisse dieser Dissertation unterstitzen den aktuellen Kenntnisstand bezlg-
lich des positiven Effektes der IA als additive Therapieform bei DCM-Patienten. Es
konnte gezeigt werden, dass insbesondere bei zuvor nachgewiesenen funktionalen
kardiodepressiven Antikdrpereffekten ein langerfristiger klinischer Benefit zu ver-
zeichnen ist. Experimentell wurden jedoch im follow-up nach einem Jahr wiederkeh-
rende zunehmend negativ inotrope Auswirkungen im Patienteneluat beobachtet. Es
ist bekannt, dass Apharese-Therapien bei anderen Autoimmunerkrankungen mit
nachgewiesener Antikbrpergenese nur durch wiederholten Einsatz Symptomverbes-
sererungen erzielen. Ein Teil des beobachteten Patientenkollektivs in der vorliegen-
den Arbeit zeigte zwar eine tendenziell erneut auftretende Kardiodepressivitat ein
Jahr nach IA-Therapie, konnte jedoch hinsichtlich klinischer und subjektiver Parame-
ter weiterhin steigende Verbesserungen vorweisen. Eine erneute 1A nach ca. einem
Jahr bei diesen Patienten wére denkbar. Muller et al. konnten selbst 12 Monate nach
IA keinen signifikanten Antikdrperanstieg feststellen (329). Der genaue Zeitpunkt ei-
ner I1A-Wiederholung kdnnte individuell festgelegt werden. Die physiologischen Hin-
tergriinde der wiederkehrenden negativen Inotropie kénnten neben potenziell wieder-
auftretenden Antikérpern auch in einem erneuten inflammatorischen Prozess be-
grundet liegen. Es wurde in mehreren Studien bewiesen, dass bei der DCM eine
vermehrte Prasenz immunkompetenter Zellen besteht und die IA diesbezuglich einen
positiven Einfluss hat (330,331). Mit diesem Wissen sind woméglich auch die diskre-
ten, nicht signifikanten und kurzfristigen Verbesserungen der Patientengruppe zu
erklaren, bei der zuvor keine funktionell aktiven Antikdrper nachgewiesen werden
konnten. In diesen Fallen ist der Benefit aufgrund einer positiven Immunmodulation

in Verbindung mit der postinterventionellen intravenésen Immunglobulinsubstitution
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zu diskutieren. Zukunftsweisend ist es wichtig, diejenigen Patienten zu identifizieren,
welche von der IA, beispielsweise bei nachgewiesenen kardiodepressiven Antikor-
pern, langerfristig profitieren. Auch konnte in der vorliegenden Arbeit im Ansatz ge-
zeigt werden, dass im Verlauf keine signifikanten Unterschiede bezuglich der préin-
terventionell nachgewiesenen Viruslast bei LVEF und Inotropie/Ca**-Ratio zu erwar-
ten sind. Es konnten jedoch Hinweise erarbeitet werden, dass ein hoher Grad an
MHC-Expression im Verlauf trotz IA mit einer geringeren LVEF einhergeht. Um dies
zu untersuchen, waren umfangreichere Studien mit einem gro3en Patientenkollektiv
Uber einen langeren Zeitraum notwendig.

Ein anderer diskussionswirdiger Aspekt ist das zum Teil uneinheitliche Therapiepro-
tokoll verschiedener Arbeitsgruppen. Diesbezlglich wird unter anderem die postin-
terventionelle Substitution von intravendsem Immunglobulin (IVIG) (332) diskutiert.
Dies geschieht zur Pravention von Infektionen, welche mdglicherweise aus einem zu
niedrigen zirkulierenden IgG-Level nach Immunadsorption resultieren kénnten. Un-
bestritten ist, dass IVIG das Immunsystem beeinflusst, indem Antikérper neutralisiert
werden und ihre Synthese gehemmt wird durch die Bindung von IVIG an Fc-
Rezeptoren der B-Lymphozyten. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass 1gG die
Produktion inflammatorischer Zytokine tGber Bindung an Fc-Rezeptoren bei einer in-
vitro induzierten Myokarditis hemmen kann (333,334). Weitere antiinflammatorische
Effekte von IgG werden durch die Auswirkungen auf das Komplementsystem vermit-
telt. Es wurden regulierende Einflisse auf die Faktoren C3a, C3b, C4b und C5a be-
schrieben, wodurch es zu einer verminderten Granulozyteninvasion und Préasenz
monozytarer Inflammationszellen kommt (335,336). Es wird kontrovers argumentiert,
inwiefern der klinische und hamodynamische Benefit nach Immunad-sorption allein
auf der Elimination der Autoantikdrper und moglicher Immunmodulation beruht oder
ob die Gabe von IVIG einen bedeutenden Anteil an diesen Verbesserungen leistet.
Placebo-kontrollierte Untersuchungen konnten zeigen, dass hoch dosierte IgG-
Substitutionen positive Auswirkungen bei chronischer Herzinsuffizienz haben (LVEF
< 40 %, NYHA lI-IV). Nach der monatlichen IVIG-Substitution tber ein halbes Jahr
zeigte sich eine signifikante LVEF-Steigerung im Vergleich zur Kontrollgruppe (337).
Um den alleinigen IA-Effekt zu verifizieren, verzichteten Cooper at al. in einer Pilot-
studie an 9 DCM-Patienten auf die IVIG-Gabe nach Immunad-sorption. Sie beobach-
teten eine signifikante Steigerung der Lebensqualitat fir die nachsten 6 Monate, so-

wie einen Anstieg der LVEF von 35 % auf 44 % (338). McNamara et al. konnten in
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einer Placebo-kontrollierten Studie an 62 Patienten zeigen, dass eine hochdosierte
IgG-Substitution (2g/kg KG) keinen signifikanten Therapiebenefit bei der recent-onset
(akuter) DCM mit sich bringt (339). In der vorliegenden Arbeit wurde nach Immunad-
sorption jedoch eine weitaus geringere Dosis an IVIG (0,5 g/kg KG) verabreicht. Es
kann davon ausgegangen werden, dass etwaige positive Auswirkungen des polyklo-
nalen IgG in diesem Fall in die Interpretation der Ergebnisse miteinbezogen, jedoch
anteilig vernachlassigt werden kénnen. Unter Umstanden kdnnen die nicht signifikan-
ten Verbesserungen in der Gruppe ohne funktionale Antikdrper auf diesem immun-
modulatorischen Effekt basieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde nur eine kleine Fallzahl beobachtet. Ergebnisse, bei
denen in dieser Arbeit aufgrund des kleinen Kollektivs Trends gesehen, jedoch keine
signifikanten Aussagen getroffen werden konnten, missen in gré3eren Studien un-
tersucht werden. Die Methode des experimentellen Anteils ergab zuverlassige Er-
gebnisse, ist jedoch stéranfallig hinsichtlich der Messmethode bei Nichteinhaltung
der vorgegebenen zeitlichen Intervalle beispielsweise bei der Zellextraktion und Elua-
therstellung. Die Methode eignet sich nicht fiir eine Screeningmethode aufgrund der
aufwendigen Durchfiihrung. Bezuglich der Erhebung der klinischen Parameter muss
die Abhangigkeit vom Untersucher kritisch diskutiert werden. Hier sind mdglicher
Weise Messfehler mdglich, so dass samtliche Messungen (z.B. Echokardiografie
oder Spiroergomerie) durch einen Untersucher durchgefiihrt werden sollte.

In der vorliegenden Arbeit konnte der Zusammenhang zwischen klinischem Benefit
nach IA und experimenteller Effekte von kardiotropen Autoantikdrpern bei DCM-
Patienten nachgewiesen werden. Es bleibt jedoch unklar, inwiefern Antikoérper eine
direkte pathogenetische Rolle spielen oder humorale Marker eines Autoimmunge-
schehens darstellen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass es auch im Vergleich
mit anderen langfristigen Studien Hinweise zu geben scheint, die eine notwendige
erneute IA nach einem bestimmten symptomverbesserten Zeitintervall denkbar ma-
chen. Hierflur scheinen sich insbesondere Patienten mit deutlichen kardiodepressiven
Wirkungen der Autoantikérper zu eignen, denn diese haben einen signifikant hohe-

ren Gewinn durch die Therapie mittels Immunadsorption.
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6 Zusammenfassung

Bei der DCM fihrt eine ausgepragte Dilatation einer oder beider Herzkammern zu
einer fortschreitenden Herzinsuffizienz, wobei oft nur eine Herztransplantation die
einzige Heilungsoption darstellt. Die Immunadsorption bietet bei der Behandlung der
dilatativen Kardiomyopathie eine Therapieoption, welche neben der konventionellen
medikamentdsen Herzinsuffizienztherapie in der Pathophysiologie dieser Erkrankung
angreift. Kardiotrope Autoantikorper als Folge eines inflammatorischen Autoimmun-
prozesses konnen hierbei effektiv ausgewaschen werden.

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss der Immunadsorption auf die klinische
Entwicklung bei DCM-Patienten Uber ein Jahr, in Abhangigkeit von verschiedenen
Charakteristika untersucht werden. Ausserdem wurde experimentell die Wirkung von
IgG-Fraktionen dieser Patienten auf isolierte Rattenkardiomyozyten vor der Immun-
adsorption und im Verlauf untersucht. Es sollte eine Aussage uUber den Effekt der
Immunadsorption nach einem Jahr, besonders profitierende Patientenkollektive so-
wie die Korrelation von klinischer Entwicklung und messbarem Kontraktions- und
Kalziumtransientverhalten an isolierten Rattenkardiomyozyten getroffen werden. Es
wurden dafur jeweils die IgG-Fraktionen des Plasmas der DCM-Patienten vor der
Immunadsorption, am 5.Tag nach der Intervention sowie im Verlauf nach 3, 6 und 12
Monaten unter einem Fluoreszenzmikroskop Uber isolierte Rattenkardiomyozyten
geleitet. Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten wurde der kardiotrope Effekt eva-
luiert und ausgewertet. Dabei zeigte sich, dass einige Patientenproben einen nega-
tiv-inotropen, andere hingegen keinen Effekt auf das Kontraktionsverhalten der Zel-
len hatten.

Es konnte gezeigt werden, dass vor und nach Immunadsorption eine Korrelation zwi-
schen der klinischen Entwicklung der Patienten und experimentellen Ergebnissen
besteht. Die negative-inotrope Gruppe zeigte im Verlauf deutlichere Verbesserungen
hinsichtlich der linksventrikularen Pumpfunktion (LVEF) und Verminderung der links-
ventrikularen Dilatation. Beide Gruppen profitieren von der Immunadsorption, be-
trachtet man die klinische Einschatzung der Herzinsuffizienz (NYHA-Stadien) und
Spiroergometriedaten. Altere Patienten konnten nach Immunadsorption einen stérke-
ren Anstieg der LVEF verzeichnen als Jungere. Es wurden Hinweise gefunden, dass

eine kurze Krankheitsdauer eine schlechtere LVEF und einen hoheren kardiodepres-
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siven Effekt mit sich bringt. AuRerdem scheint ein initial hoher Inflammationsgrad
(MHC-II-Grad) einen nur geringen LVEF-Anstieg im Verlauf zu bewirken. Es wurden
kein Einfluss des Geschlechtes oder einer Virusinfektion auf den Verlauf klinischer
und experimenteller Parameter nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass eine

erneut zunehmende negative Inotropie nach 12 Monaten beobachtet werden konnte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation belegen den positiven Effekt der Im-
munadsorption auf die klinische Entwicklung von DCM-Patienten vor allem in Form
von verbesserter Herzinsuffizienzsymptomatik sowie gesteigerter linksventrikularer
Pumpfunktion Uber einen Zeitraum von einem Jahr, dies gilt vor allem fir Patienten

mit zuvor negativ-inotrop wirkenden Autoantikérpern.
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