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Abklrzungsverzeichnis

-ACE Angiotensin converting enzyme

-ADP Adenosindiphosphat

-Ao.kl.Wurzel Aortenklappen-Wurzel

-ATP Adenosintriphosphat

-AT-1l Angiotensin I

-BSA Bovines Serum Albumin

-CAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

-Ca** Kalzium

-cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat

-CLSM Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

-d Durchmesser

-Da Dalton

-DMSO Dimethylsulfoxid

-ELISA Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay
-HEPES Hydroxy-Ethyl-Piperazin-Ethan-Sulfonsaure
-HF Herzfrequenz

-HlI Herzindex

-HzV Herzzeitvolumen

-IA Immunadsorption

-Ig Immunglobulin

-IL Interleukin

-IP3 Inositoltriphosphat

-ISFC International Society and Federation of Cardiology
-K muskulare Wandspannung

-LVEDD linksventrikularer-enddiastolischer Diameter
-LVEF linksventrikulare Ejektionsfraktion

-LVESD linksventrikularer-endsystolischer Diameter
-M mol/|

-MWCO molecular weigth cut off

-NYHA New York Heart Assoziation

-P Ventrikelinnendruck



-PCr

-rfu

-RIA
-RNA
-RVOT
-SERCA
-SR

-SV
-TNF
-WHO

Phosphokreatinin
Ventrikelradius

relative fluorescence units
Radio-Immuno-Sorbent-Assay
Ribonukleinsaure
rechtsventrikularer Ausfluf3trakt
sarkoendoplasmatische Retikulum-Ca®**-ATPase
Sarkoplasmatisches Retikulum
Schlagvolumen
Tumornekrosefaktor

World Health Organisation
Versuchspuffer
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4. Einleitung

4.1. Dilatative Kardiomyopathie

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) gehort zu den kardiovaskularen Erkrankungen
und steht im Blickpunkt der vorliegenden Arbeit. Es handelt sich um eine Erkrankung
des Myokards, die sich in einer kardialen Dysfunktion als Folge einer progressiven
Abnahme der kontraktilen Funktion und einer Dilatation des linken oder beider Ventrikel
manifestiert. Der Begriff der Kardiomyopathie war ehemals beschrankt auf eine
atiologisch nicht erklarbare Herzmuskelerkrankung (= idiopathische Kardiomyopathie)
und wurde von Herzmuskelerkrankungen mit bekannter Atiologie differenziert
(WHO/ISFC-Report, 1980). Nach der neuen WHO/ISFC-Klassifikation (Richardson et
al., 1996) umfaldt der Begriff der Kardiomyopathie auch spezifische Kardiomyopathien,
die nach atiologisch-pathogenetischen Gesichtspunkten definiert werden. Diese
spezifischen Kardiomyopathien zeigen sich klinisch meist unter dem Bild der DCM. Die
Gruppe der spezifischen Kardiomyopathien umfalt neben den familiaren bzw.
genetisch determinierten Kardiomyopathien die ischdmischen Kardiomyopathien, die
valvuldren Kardiomyopathien, die hypertensiven Kardiomyopathien, die alkohol- bzw.
medikamentds-toxischen Kardiomyopathien, die im Verlauf einer endokrinen
Erkrankung auftretenden Kardiomyopathien sowie die virusinduzierten und
immunologisch bedingten Kardiomyopathien, welche sich unter dem Bild einer
inflammatorischen Kardiomyopathie manifestieren (Richardson et al., 1996).

Die Inzidenz der DCM liegt in den westlichen Industrielandern bei 5-8 Neuerkrankungen
pro 100.000 Einwohner im Jahr. Die Pravalenz betragt 36,5 Patienten pro 100.000
Einwohner, wobei bevorzugt Manner betroffen sind (Manner:Frauen 2-4:1) (Bagge et
al., 1984; Codd et al., 1989). In ca. 70% der Falle liegt das Manifestationsalter zwischen
20-50 Jahren (De Maria et al., 1993).

4.2. Pathogenese der DCM

Bei einigen Patienten entsteht die DCM auf dem Boden einer antikardialen
Autoreaktivitdt. Dabei |0st eine mikrobielle Infektion zunachst eine antimikrobielle
Immunantwort aus, die humorale und zellulare Effektormechanismen hervorruft. Hierbei
kann es zum einen direkt durch die lytische Virusaktivitat, zum anderen auch durch die

antivirale Immunantwort zu Entzindung und Myozytolyse kommen. Molekulares
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Mimikry kann dann im Verlauf der Infektion eine kardialen Autoreaktivitat hervorrufen
(Maisch et al., 1993; Schwimmbeck et al., 1993). Es spricht vieles daflr, dal3 diese
antikardiale Autoreaktivitat fir die Entwicklung der chronischen Myokarditis und fur den
Ubergang von der akuten Phase der Virusmyokarditis zur DCM verantwortlich sein
konnte (Das et al., 1985). Der Ubergang von der akuten Myokarditis in eine dem Bild
der DCM gleichenden Herzinsuffizienz ist in Tierversuchen bewiesen worden
(Matsumori et Kawai, 1982).
Der Nachweis gebundener Immunglobuline vom IgG-, IgM- und IgA-Typ sowie
Komplementfixation am Sarkolemm, am interstitiellen Bindegewebe und am
GefalRendothel in Myokardbiopsien bei einem Teil der DCM-Patienten spricht fir die
Annahme einer sekundaren Immunpathogenese (Maisch et al., 1993). Die meisten der
in der Biopsie vorhandenen Antikorper sind auch als zirkulierende Antikorper
nachweisbar (Maisch et al.,, 1993). Bei DCM-Patienten wurden bislang Stérungen
sowohl der humoralen als auch der zellularen Immunitat beschrieben, welche eine
entscheidende Rolle bei der Pathogenese sowie der Progression der Erkrankung
spielen (Maisch et al., 1983). In diesem Zusammenhang konnte bereits eine Vielzahl
von Antikérpern gegen unterschiedliche kardiale Strukturen beschrieben werden. So
fand man Autoantikérper gegen:
» G-Protein-gekoppelte Rezeptoren wie den [3;-adrenergen Rezeptor (Wallukat et
Wollenberger, 1987; Limas et al., 1989) sowie den muskarinergen Rezeptor (Fu et
al., 1993)
« den Kalziumkanal (Schultheiss et al., 1988 Kihl et al., 1991)
« den ADP/ATP-Carrier (Schulze et al., 1989, 1990)
* kontraktile Proteine wie Myosin (Caforio et al., 1992), Aktin (Latif et al., 1991),
Tropomyosin (Latif et al., 1991)
» mitochondriale Proteine wie den Adenin Nukleotid Translokator (Schultheiss et
Bolte, 1985), M7 Antigen (Klein et al., 1984), E,-Untereinheit des
Ketoséduredehydrogenase-Komplexes (Ansari et al., 1994)
« Hitzeschockproteine (Latif et al., 1991)
* Epitope der extrazellularen Matrix wie Laminin (Wolff et al., 1989)
Die funktionelle Bedeutung dieser Antikdrper ist noch nicht vollstandig geklart. Zum
einen konnten die Antikdrper als inflammatorische Reaktion auf den Zelluntergang

gebildet werden und muften dann als Epiphdnomen gewertet werden. Zum anderen
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besteht die Moglichkeit, dal3 die Antikdrper mit der Induktion des Krankheitsprozesses
bzw. der Induktion einer myokardialen Dysfunktion assoziiert sind (Limas et al., 1997).
Da in einer Studie gezeigt wurde, dal3 die Pravalenz von Autoantikdrpern im Verlauf der
DCM-Erkrankung abnimmt, liegt die Vermutung nahe, dafR die Bildung von
Autoantikdrpern ein frilhes Ereignis in der Entwicklung der Erkrankung ist (Caforio et al.,
1997).

Matsui et al. (1997) immunisierten Kaninchen mit synthetischen antigenen Peptiden
korrespondierend zu den Epitopen des [-Rezeptors oder des muskarinergen
Rezeptors. Induziert durch die Autoantikdrperbildung entwickelten die Tiere
strukturellen Veranderungen der kardialen Strukturen, wie sie bei der DCM vorhanden
sind. In Mausen lalt sich ebenfalls durch Immunisierung mit gereinigtem,
herzspezifischen SR-Ca?*-ATPase-Antigen von Kaninchen eine Kardiomyopathie
induzieren (Sharaf et al., 1994). Diese Untersuchungen unterstiitzen die These, dal3
Autoantikdrper bei der Initiation der DCM eine Rolle spielen.

Zusammenfassend laf3t sich sagen, dal3 Beobachtungen in-vitro, am Tiermodell sowie
an Patienten mit DCM darauf hindeuten, dal3 den zellularen Immunreaktionen und auch
der Bildung von Autoantikérpern méglicherweise eine pathophysiologische Bedeutung
bei der Initiation und der Entwicklung der DCM zukommen kénnte.

Allerdings ist es bereits seit langem bekannt, dal3 auch genetische Faktoren eine
wichtige Rolle bei der Pathogenese der DCM spielen (Mestroni et al., 1990).
Familienanamnesen sowie systematische Untersuchungen von Familienmitgliedern der
DCM-Patienten mittels klinischer, elektrokardiographischer und echokardiographischer
Untersuchungen zeigten bei 20-35% der Félle Hinweise auf eine familidre Haufung
(Michels et al., 1992). Neben klinischen und diagnostischen Untersuchungen konnte
mittels Immunfluoreszenz, welche das Vorhandensein von kardialen Antikérpern bei
58% der DCM-Patienten und bei 20% von symptomfreien Familienangehoérigen

nachwies, eine familiare Haufung bestatigt werden (Caforio et al., 1994).

4.3. Klinik der DCM

Die klinischen und hamodynamischen Befunde bei der DCM weisen in Abhangigkeit
von dem Ausmal’ der Einschrankung der linksventrikularen Ejektionsfraktion eine grof3e
Variationsbreite auf. Bei einer nur gering reduzierten Verminderung der LVEF kdnnen
die Patienten asymptomatisch sein und pathologische hamodynamische Befunde

weitgehend fehlen. Diese Patienten weisen oft nur eine geringe linksventrikulare
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Dilatation auf, die Fullungsdricke und das Herzminutenvolumen liegen im Normbereich.
Im Gegensatz dazu konnen symptomatische Patienten klinisch  eine
belastungsabhangige Dyspnoe, korperliche Schwéache, Angina pectoris sowie einen
erhohten zentralen Venendruck mit Stauungsleber und Odemen aufweisen. Die
klinische Stadieneinteilung erfolgt dabei anhand der NYHA-Klassifikation. Zu den
morphologischen und ha&modynamischen Veranderungen zahlen eine betrachtliche
links- und rechtsventrikulare Dilatation mit erhéhten enddiastolischen und
endsystolischen Ventrikelvolumina, deutlich erhdohten Fullungsdricken sowie eine
relative Mitral- oder Trikuspidalklappeninsuffizienz. Folge dieser Veranderungen ist ein
reduziertes Herzminutenvolumen (Johnson et Palacios, 1982). Rhythmusstdrungen
treten mit zunehmender Einschrankung der Ejektionsfraktion gehauft auf und gehen mit

der Gefahr des plotzlichen Herztodes einher (lwata et al., 2001).

4.4. Pathophysiologie der Herzinsuffizienz bei DCM

Das terminale Stadium der DCM entspricht einer chronischen Herzinsuffizienz.
Herzinsuffizienz ist definiert als eine hamodynamische Situation, bei der das Herz nicht
in der Lage ist, ein ausreichendes Blutangebot in die Peripherie zu pumpen (Mittmann
et al., 1998; Pieske et al., 1998). Die Ursachen der Herzinsuffizienz sind vielfaltig. Nach
der EPICAL-Studie (Zannad et al., 1999) ist die DCM nach der koronaren
Herzerkrankung heutzutage die zweithaufigste Ursache. Verantwortlich fur die
eingeschrankte Pumpleistung des Herzens sind verschiedene Faktoren. So kénnen
Verdnderungen in der Zusammensetzung und Funktion der kontraktilen Proteine,
Stérungen  der  Kalziumhomdostase, der  Signaltransduktion  oder des
Energiestoffwechsels zu einer eingeschrankten Herzarbeit fuhren (Schmidt et Thews,
1995). Zum einen laRt sich das herabgesetzte Herzminutenvolumen durch eine
verminderte Anzahl an funktionsfahigen Kardiomyozyten und einer reduzierten
Kontraktilitat der verbliebenen Zellen erklaren (Anversa et al., 1990). Eine Abnahme des
Myosingehaltes um 20% wurde am insuffizienten Herzen beschrieben und kann als
mdgliche Ursache fir die Einschrankung der Kontraktilitat in Betracht gezogen werden.
AulBerdem konnte gezeigt werden, dal3 die Anzahl der Aktin-Myosin-
Querbruckeninteraktionen pro Zeiteinheit verringert ist (Hasenfuss et al., 1992).

Zum anderen kann eine Stérung der Kalziumhomoostase Ursache einer

Funktionseinschrankung sein, da die Aktivitat der Myofibrillen von der zytosolischen
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Kalziumkonzentration abhangt. Untersuchungen konnten bereits signifikante
Unterschiede in der Kalziumhomoostase aufweisen. Beuckelmann beschrieb eine
herabgesetzte systolische und eine erhdhte diastolische Kalziumkonzentration, einen
verlangsamten diastolischen Kalziumabfall sowie ein verlangertes Aktionspotential mit
der Folge eines verlangerten Kalziumtransienten (Beuckelmann et al., 1992). Die
Storungen der Kalziumhomdoostase kdnnen mannigfaltige Ursachen haben. Zum einen
kann der initiale Kalziumeinstrom verédndert sein, beispielsweise durch eine verminderte
Expression der L-Typ-Ca**-Kanile (Takahashi et al., 1992). Allerdings wurde in
anderen Studien keine Anderung der Rezeptoren nachgewiesen (Beuckelmann et al.,
1992). Zum anderen kann eine Stérung der elektromechanischen Kopplung eine
eingeschrankte Kontraktion bedingen. Die gestdrte Kopplung zwischen dem aus dem
Extrazellularraum einstromenden ,Trigger-Kalzium* und der Kalziumfreisetzung aus
dem Sarkoplasmatischem Retikulum wurde in experimentell erzeugter Herzinsuffizienz
bei Ratten nachgewiesen (Gomez et al., 1997). Allerdings scheint die Expression des
Ryanodinrezeptors selbst nicht verandert zu sein. Eine verminderte Ruckaufnahme des
freigesetzten Kalziums in das Sarkoplasmatische Retikulum wurde hingegen schon
mehrfach beschrieben (Limas et al., 1987; Schwinger et al., 1995). Die molekulare
Ursache daflr ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Die Konzentration des dafir
verantwortlichen Proteins, die sarko(endo)plasmatische Retikulum Ca®**-ATPase
(SERCA) und dessen Regulators Phospholamban kann erniedrigt (Meyer et al., 1995)
oder unverandert sein (Schwinger et al., 1995). Als Folge der verminderten
Wiederaufnahme kommt es zu der bereits erwdhnten erhtéhten diastolischen
Kalziumkonzentration. Aus der verminderten Kalziummenge im sarkoplasmatischem
Retikulum resultiert die verminderte systolische Kalziumkonzentration, da nicht
genugend Kalziumionen fir den folgenden Kontraktionszyklus zur Verfigung stehen.
Als Kompensationsmechanismus wird vermehrt Kalzium (ber den Na‘/Ca*-
Austauscher in den Extrazellularraum transportiert (Flesch et al., 1996).

Auch Stérungen des beta-adrenergen Signaltranduktionssytem kénnen als Ursache des
insuffizienten Myokards in Frage kommen. Es wurden zwar erhohte
Noradrenalinplasmaspiegel bei den DCM-Patienten beschrieben (Cohn et al., 1984),
jedoch ist die Ansprechbarkeit auf die noradrenerge Stimulation vermindert. Ferner
wurde eine Down-Regulation der Beta-Rezeptorendichte auf den Myozyten beschrieben
(Bristow et al., 1982). Bei Patienten mit DCM ist selektiv nur die Dichte des [3;-

Rezeptors vermindert, wahrend die Zahl der 3,-Rezeptor unverandert ist (Bristow et al.,
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1986). Zusatzlich kommt es zu einem Anstieg des inhibitorischen Guaninnukleotid-
bindenden Proteins (Gj) in der Zellmembran. Die dadurch herabgesetzte
Stimulierbarkeit der Adenylatzyklase bedingt eine Reduktion des zyklischen
Adenosinmonophosphats (CAMP) in den Myozyten. Der verminderte intrazellulare
cAMP-Spiegel bewirkt eine herabgesetzte Phosphorylierung und somit reduzierte
Aktivitat von Funktionsproteinen, was sich in Stérungen der elektromechanischen
Kopplung auf3ert (Feldmann et al., 1987). Somit wird die Herzmuskelzelle zunehmend
von der sympathischen Stimulation abgekoppelt.

Da der Energiehaushalt eine grof3e Bedeutung fur die myokardiale Funktion hat,
konnen Veranderung der energiereichen Phosphatverbindungen zu einer kontraktilen
Dysfunktion filhren. Es ist seit langerem bekannt, dal3 bei Tieren mit einer
Kardiomyopathie unterschiedlicher Genese eine Reduzierung der Energiespeicher
vorliegt (Marckiewicz et al., 1986). Auch fur den Menschen wurde bereits eine
Veranderung des Energiehaushaltes beschrieben. So ist das Verhdltnis von
Phosphokreatinin zu 3-Adenosintriphosphat (PCr/3-ATP) bei DCM-Patienten vermindert
(Hardy et al., 1991).

Zu den morphologisch typischen Veranderungen der DCM gehoért vor allem die das
Krankheitsbild charakterisierende starke Dilatation des linken und teilweise auch
rechten Ventrikels, welche durch eine Schadigung der Herzmuskelfasern und bzw. oder
des bindegewebigen Gerustes des Herzmuskels, des Mesenchyms, verursacht wird.
Wahrend beim gesunden Herzen eine erhdhte Ventrikelfillung (Vorlast) zu einer
verstarkten Kontraktion und somit zu einem gesteigerten Schlagvolumen fihrt, konnte
in Studien gezeigt werden, dal} diese als Frank-Starling-Mechanismus bezeichnete
Beziehung bei Herzinsuffizienz nicht ausreichend funktioniert (Schwinger et al., 1994).
Die Abhangigkeit der entwickelten Kraft von der Vordehnung der Muskelfasern hat
unterschiedliche Ursachen. Der Hauptgrund ist vermutlich die von der Vordehnung
abhangige Aktivierung der kontraktilen Myofibrillen durch Kalziumionen (Fabiato et
Fabiato, 1978; Kentish et al., 1986). In Versuchen konnte eine herabgesetzte
Kalziumsensitivitat der Myofibrillen am insuffizienten Herzen gezeigt werden, wahrend
am gesunden Herzen eine erhdhte Kalziumsensitivitait nach Vordehnung der
Myofibrillen zu beobachten war (Schwinger et al., 1994). In Folge der durch die
Dilatation erhdhte Wandspannung erfordert die Faserverkirzung der Myofibrillen eine
gro3ere Kraftentwicklung. Nach dem Laplace-Gesetz (Schmidt et Thews, 1995) nimmt

die Wandspannung (K=muskulare Wandspannung, tangentiale Spannung, Kraft pro
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Querschnitt der Wand) bei grol3em Ventrikelradius (r) und geringer Wanddicke (d) zu.
Um einen bestimmten Innendruck im Ventrikel (P) zu erreichen, mul3 also bei

vergroflertem Radius eine hohere Kraftentwicklung erzielt werden.

K=P - Laplace-Gesetz

Die erhohte Wandspannung ist vermutlich der Ausloser fur die einsetzende
kompensatorische Hypertrophie des Muskelzellen. Eine vollstandige Kompensation der
Dilatation durch die Hypertrophie wéare erreicht, wenn das Verhaltnis von Myokarddicke
zu Ventrikelradius im Bereich gesunder Ventrikel liegen wirde. Da dieses Ziel vor allem
bei stark dilatierten praktisch nie erreicht wird, geht die DCM meist mit einer
eingeschrénkten Herzleistung einher.

4.5. Prognose und Therapie der DCM

Da die Einjahresmortalitat bei ca. 10%, die Zweijahresmortalitat bei bis zu 35% und die
Zehnjahresuberlebensrate nur bei 30% trotz medikamentdser Therapie liegt, ist die
DCM eine der prognostisch ungunstigsten Erkrankungen tberhaupt (Hofmann et al.,
1988; Di Lenarda et al., 1994). Zur Diagnosestellung werden die Echokardiographie,
welche den Nachweis einer Dilatation des linken und rechten Ventrikels sowie einer
reduzierten linksventrikularen Pumpfunktion erlaubt, und die Herzkatheteruntersuchung,
welche die exakte Beurteilung der hdmodynamischen Parameter wie Schlagvolumen,
Herzindex und enddiastolischer linksventrikularer Druck ermdglicht, herangezogen.
Ferner a3t sich mittels Koronarangiographie eine koronare Herzkrankheit ausschliel3en
und durch eine Endomyokardbiopsie ist die Abgrenzung zur Myokarditis moglich
(Figulla et al., 1992; Sigusch et al., 1998).

Die Therapie der DCM erfolgt zundchst rein symptomatisch. Eine entscheidende
Bedeutung in der konservativen Therapie der Herzinsuffizienz bei der DCM kommt der
korperlichen Schonung oder in schweren Fallen der eingeschrankten Bettruhe zu. Die
symptomatische medikamentdse Therapie der DCM unterscheidet sich ansonsten nicht
von der klassischen medikamentésen Therapie der Herzinsuffizienz, bestehend aus
ACE-Inhibitoren bzw. AT-II-Rezeptorantagonisten, Betablockern und Diuretika.
Mehrfache Studien haben nachgewiesen, dal3 Betablocker glnstige Effekte auf
Ejektionsfraktion und Leistungsfahigkeit des Patienten erzielen (Waagstein, 1995).

Weitere Studien haben gezeigt, dal? Betablocker eine Verbesserung der Mortalitat bei
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Herzinsuffizienz unterschiedlicher Genese bewirken kénnen (Packer et al., 1996). Als
letzte Therapiemdglichkeit der DCM und der sie begleitenden terminalen
Herzinsuffizienz stehen der Einsatz eines Kunstherzens oder die Herztransplatation zur
Verfiigung. So stellt die DCM die haufigste Indikation fir eine Herztransplantation dar
(Manolio et al.,, 1992). Aufgrund der hohen Komplikations- und Mortalitdtsrate im
Rahmen von Herztransplantationen ist das primare Ziel der medikamentdsen Therapie
die Stabilisierung des Patienten. Aul3erdem steht angesichts der begrenzten Anzahl von
Spenderherzen die Herztransplantation nur einem geringen Teil der schwerst
komprimittierten Patienten zur Verfigung. Daher sollte das Ziel der klinischen und
experimentellen Forschung sein, neue, alternative Therapiekonzepte zur Behandlung
der DCM zu entwickeln.

Die kausale Therapie entsteht auf dem Boden des pathophysiologischen Konzeptes,
welches den Ubergang einer viral bedingten Myokarditis in eine autoreaktive
Kardiomyopathie beschreibt. Dabei héngt die Behandlungsform vom Krankheits-
stadium ab. In der Initialphase der Erkrankung, der akuten Virusmyokarditis, durfte je
nach nachgewiesenem Virus eine antivirale oder eine immunmodulatorische Therapie
Erfolg versprechen. Bei Ausschlul3 von viralem Genom im Myokard oder im Stadium
der chronischen autoimmunen Kardiomyopathie kénnten mit einer immunsuppressiven
Therapie positive Erfolge erzielt werden. Allerdings wurde in Studien gezeigt, dal3 eine
immunsuppressive Therapie keine (Parrillo et al., 1989; Mason et al., 1995) bzw. nur
eine geringe Verbesserung (Maisch et al., 1995) der Hamodynamik und der Prognose
bei DCM-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe bewirkt. Die hochdosierte Gabe von
Immunglobulinen bewirkt bei erwachsenen Patienten mit akuter Myokarditis und akuter
DCM (Krankheitssymptome seit weniger als sechs Monaten) eine deutliche
Verbesserung der LVEF sowie der klinischen Beschwerden (McNarama et al., 1997).
Andererseits wurde kdrzlich in einer randomisierten, kontrollierten Studie gezeigt, daf3
es keinen signifikanten Unterschied zwischen intravendser Immunglobulin-Therapie und
Placebogabe beziglich der Verbesserung der Ejektionsfraktion gibt (McNamara et al.,
2001). Eine weitere immunmodulatorische Therapieform ist die Immunadsorption, mit
der sich bei Patienten mit schwersten Formen der DCM und nachgewiesenen
Autoantikdrpern gegen den R3;-Rezeptor hamodynamische Verbesserungen erzielen
lassen (Darffel et al., 1997; Felix et al., 2000).
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4.6. Immunadsorption bei DCM

Bei der Pathogenese verschiedener Autoimmunerkrankungen sind Antikérper von
groBer Bedeutung. Seit Mitte der 70°er-Jahre  werden bei einigen
Autoimmunerkrankungen auch extrakorporale Therapieverfahren wie Plasmapherese
und Immunadsorption eingesetzt, deren Ziel es ist, die pathogenetisch bedeutsamen
Autoantikdrper und Immunkomplexe direkt aus dem Blutkreislauf zu entfernen
(Schneider, 1998). Bei der Plasmapherese wird vom Blut separiertes Plasma durch
geeignete Ersatzl6sungen substituiert. Es wurde gezeigt, dal3 in Abhangigkeit vom
ausgetauschten Plasmavolumen die Anzahl der zirkulierende Autoantikérper und
Immunkomplexe reduziert werden (Schneider, 1998). Bei der Immunadsorption werden
Saulen benutzt, tber welche das Plasma gefiltert wird. Dabei werden die Autoantikdrper
und Immunkomplexe an der Séaule gebunden und zurlickgehalten, die restlichen
Plasmabestandteile konnen dem Patienten weitgehend zurlck infundiert werden. Die
Therapieerfolge dieser extrakorporalen Verfahren héngen in erster Linie davon ab, wie
gro3 die Bedeutung der eliminierten Autoantikdrper und Immunkomplexe fur die
Pathogenese und Progression der Erkrankung sind (Dorffel et al., 1997; Schneider,
1998).

Der Entzug von Antikorpern mittels Immunadsorption wurde schon erfolgreich bei
verschiedenen Autoimmunerkrankungen, wie z. B. dem Goodpasture-Syndrom (Bygren
et al., 1985), dem systemischen Lupus erythematodes (Palmer et al., 1988) oder der
Myasthenia gravis (Shibuya et al.,, 1994) eingesetzt. Bei der DCM wurde die
Immunadsorption erstmals in einer Pilotstudie von Dorffel et al. angewendet (1997). In
dieser Studie wurden neun Patienten mit DCM und schwerer Herzinsuffizienz an funf
aufeinanderfolgenden Tagen immunadsorbiert. Die Patienten wiesen eine LVEF < 25%
auf und standen unter einer stabilen Medikation mit ACE-Hemmern, Digitalis, Diuretika
und Betablockern. Innerhalb von 6 Tagen zeigte sich nach 5 Immunadsorptionsitzungen
eine signifikante Verbesserung der hamodynamischen Parameter sowie der
Herzinsuffizienzsymptomatik. Des Weiteren konnte eine deutliche Reduktion der zum
Monitoring verwendeten [3;-Adrenorezeptor-Autoantikorper sowie eine Abnahme des
IgG-, IgM- und IgA-Gehaltes im Serum der Patienten nachgewiesen werden. Die sich
daran anschlieBende randomisierte Studie von Felix et al. untersuchten die
langerfristigen hamodynamischen Veranderungen der Immunadsorption (2000). Bei
dieser randomisierten Studie wurden 18 DCM-Patienten (NYHA IlI-1V, LVEF <30%, HI

<2,5), die sich wahrend der Studie unter stabiler Medikation befanden, in zwei Gruppen
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geteilt. Eine Gruppe wurde mit Immunadsorptionen und IgG-Substitution behandelt
(IA/IgG-Gruppe), die Kontrollgruppe erhielt nur die konventionale medikamentose
Therapie. Die Patienten der 1A/IgG-Gruppe wurden initial an drei aufeinanderfolgenden
Tagen mit je einer IA-Sitzung pro Tag behandelt. Nach der dritten Sitzung wurden
0,5g/kg polyklonales IgG substituiert. In 1-Monatsabstanden wurden in den folgenden
drei Monaten die IA-Zyklen mit je einer 1A-Sitzung pro Tag an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen wiederholt. Die hdmodynamischen Messungen wurden
mittels einer Swan-Ganz-Thermodilutionskatheter-Untersuchung durchgefiihrt. Bereits
nach dem initialen Immunadsorptionszyklus und der IgG-Substitution kam es zu einer
signifikanten Verbesserung der hamodynamischen Parameter. Der Herzindex stieg von
2,1+ 0,1 auf 2,8 + 0,1 I/min/m2 (p<0,01) und der Schlagvolumenindex von 27,8 + 2,3
auf 36,2 + 2,5 ml/m2 (p<0,01) an (Abbildung 1). Der systemvaskulare Gefallwiderstand
fiel von 1428 + 74 auf 997 + 55 dyne*s*cm™ (p<0,01) ab. Nach drei Monaten blieben die
hamodynamischen Werte stabil bzw. verbesserten sich im letzten Zyklus nochmals
moderat. Parallel zu den objektivierbaren hamodynamischen Verbesserung kam es
auch zu subjektiven Verbesserungen der klinischen Symptome. Des Weiteren zeigten
klinische Untersuchungen eine Verbesserung des Krankheitsstadium nach NYHA.
Echokardiographisch liel3 sich eine Zunahme der linksventrikularen Ejektionsfraktion
nachweisen. Eine Reduktion der Serum-lgG-Konzentration auf 20% sowie des [3;-
Autoantikdrpertiters auf 8% des Ausgangswertes wurden ebenfalls beschrieben. Im
Vergleich zur Immunadsorptionsgruppe veranderte sich die Hamodynamik der
Kontrollgruppe innerhalb der drei Monate nicht. Wie die Ergebnisse dieser Studie
zeigen, erlaubt die Immunadsorption eine Stabilisierung bzw. Verbesserung der
hamodynamischen Parameter bei DCM-Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz. Daher
kann die Immunadsorption als zusatzliches therapeutisches Verfahren bei DCM-

Erkrankungen in Betracht gezogen werden.
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Abbildung 1: Anderung des Herzindex und des Schlagvolumenindex wahrend der

Immunadsoption (Felix et al., 2000)

Felix et al. untersuchten weiterhin, welche Effekte die mittels Immunadsorption
entfernten Antikérper auf isolierte Rattenkardiomyozyten haben. Es wurden elf
Patienten mit DCM sowie das Blut von neun herzgesunden Kontrollprobanden
immunadsorbiert. Das auf diese Weise gewonnene Eluat wurde an isolierten
Rattenkardiomyozyten mittels Konfokaler-Laser-Scanning-Mikroskopie untersucht. Das
Eluat der DCM-Patienten zeigte im Gegensatz zum Eluat der Kontrollgruppe eine
dosisabhangige Reduktion des gemessenen Kalziumtransientens und der Kontraktilitat
(Abbildung 2) (Felix et al., 2002).
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Abbildung 2: Konzentrationsabh&ngige Anderung des Kalziumtransienten und der
Verkirzung (Felix et al., 2002)

Diese kardiodepressive Wirkung konnte an isolierten humanen Myozyten bestatigt
werden. Eine Behandlung mit Protein A konnte diesen Effekt aufheben, wobei nach

Elution der Antikérper vom Protein A der kardiodepressive Effekt erneut feststellbar war.
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Weiterhin ~ wurde  mittels  Immunfluoreszenzuntersuchungen  an  isolierten
Kardiomyozyten das Vorhandensein zirkulierender kardiotroper Antikdrper bei DCM-
Patienten nachgewiesen. Diese Befunde legen die Vermutung nah, dal3 es sich bei den
entzogenen kardiodepressiven Faktoren um die bei der Immunadsorption entfernte
Antikérper handelt.

Des Weiteren konnte in dieser Studie ein Zusammenhang zwischen den gemessenen
Veréanderungen von Kalziumtransient und Kontraktilitat der Rattenkardiomyozyten und
den hdmodynamischen Parametern der DCM-Patienten nachgewiesen werden. Das
Eluat von Patienten, die von einer Immunadsorption besonders profitierten, zeigte bei
der Testung an isolierten Rattenkardiomyozyten eine grol3ere Abnahme von
Kalziumtransient und Kontraktilitat als das Eluat von Patienten, die sich
hamodynamisch weniger verbesserten (Abbildung 3). Diese Ergebnisse konnten an
einer groReren Patientenpopulation (n=45) durch Staudt et al. (2004) bestétigt werden.
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Abbildung 3: Korrelation zwischen der Steigerung des Herzindex und dem

kardiodepressiven Effekt auf Kardiomyozyten (Felix et al., 2002)

Der pathophysiologische Mechanismus fur die Antikdrperwirkung ist bisher noch nicht
eindeutig geklart, wobei nach den Ergebnissen einer Studie von Staudt et al. (2002) der
Antikodrper-Subklasse 1gG-3 eine besondere Bedeutung zukommt. Staudt et al. (2001)
konnten ebenfalls zeigen, dall es drei Monate nach Immunadsorption und
nachfolgender IgG-Substitution zu einer Abnahme inflammatorischer Zellen,
insbesondere von Lymphozyten (CD3+, CD4+ und CD8+), im Herzmuskelgewebe von
DCM-Patienten kommt. In der rein medikamentts behandelten Kontrollgruppe konnte

dieser Effekt nicht nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse decken sich mit alteren
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Untersuchungen von Kuhl et al. (1994 und 1995), die Inflammation als einen
pathophysiologischen Mechanismus bei dilatativer Kardiomyopathie nachweisen

konnten.

4.7. Aufgabenstellung

Durch in-vitro-Untersuchungen konnte bereits nachgewiesen werden, dal3 die bei der
DCM beschriebenen und durch die Immunadsorption entfernten Antikorper die Funktion
der Myozyten beeintrachtigen. In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, in
welchem Prozentsatz kardiodepressive Antikorper bei DCM-Patienten vorhanden sind.
Dabei soll die Pravalenz der Antikdrper in Abhangigkeit vom Alter der Patienten, der
Krankheitsdauer, dem Verlauf der Erkrankung sowie der linksventrikularen
Ejektionsfraktion im Vergleich zu einer herzgesunden Kontrollgruppe dargestellt
werden. Aus diesen Uberlegungen heraus wurden Antikérper aus dem Serum von
DCM-Patienten und Kontrollprobanden gewonnen und deren Wirkung an isolierten,
feldstimulierten Rattenkardiomyozyten untersucht. Die verwendete Methodik umfal3te
die Konfokale-Laser-Scanning-Mikroskopie, da diese eine simultane Detektion von
zytosolischer Kalziumkonzentration und Zellverkirzung erlaubt. Zu diesem Zweck
wurden die isolierten Rattenkardiomyozyten mit einem Ca?*-sensitiven Fluoreszenzfarb-
stoff (Fluo-3AM) beladen und die Anderung der kontraktilen Parameter unter

Antikoérpereinflufd untersucht.
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5. MATERIAL UND METHODEN

In der vorliegenden Arbeit wurden Antikdrper aus dem Plasma von Patienten sowie von
Kontrollpersonen extrahiert und an isolierten Rattenkardiomyozyten mittels der
Konfokalen-Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) getestet. Die CLSM erlaubt die
simultane Detektion von Kontraktionsverhalten und Kalziumtransienten an adulten
Myozyten unter verschiedenen Bedingungen. Zu diesem Zweck mussen die isolierten
Zellen durch eine Tragersubstanz auf dem Boden einer Versuchskammer angeheftet
und mit einem Kalziumfarbstoff beladen werden. Im folgenden Kapitel wird auf die dazu

bendtigten Materialien sowie die einzelnen Arbeitsschritte naher eingegangen.

5.1. Material

5.1.1. Puffer, Chemikalien und Wirkstoffe

Die Tabelle 1 enthélt die Zusammensetzung der in dieser Arbeit verwendeten
Pufferldosungen und die Hersteller, von denen die Substanzen bezogen wurden (Merck,
Darmstadt, Germany und Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany). Die Puffer wurden

steril filtriert und im Kidhlschrank bei 4° Celsius gelagert.

Substanzen (mM) |Perfusionspuffer |Versuchspuffer (VP) |Hersteller
NacCl 110 117 Merck
KCI 2,6 2,8 Merck
MgCl2 0,6 Sigma
MgSO4 1,2 Merck
KH2PO4 1,2 1,2 Merck
CaCl2 1,2 Merck
HEPES 25 10 Merck
Glukose 11 20 Merck
eingestellter  pH-{7,4 mit NaOH 7,3 mit NaOH Merck
Wert

Tabelle 1: Zusammensetzung der verwendeten Puffer
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Die Tabelle 2 enthalt eine Ubersicht der verwendeten Chemikalien und Wirkstoffe sowie

deren Hersteller

Substanzen Hersteller

BSA Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany
DMSO Merck, Darmstadt, Germany
Fluo-3-AM Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany
Glycin-HCI 0,2 molar Baxter, Miinchen, Germany
Kollagenase Typ CLS I Worthington, Freehold, NJ, USA
Laminin Harbor Bio-Products, Norwood, MA, USA
Pluronic Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany
Sepharose (Immunadsorber Ig Baxter, Minchen, Germany
Therasorb)

Thiopental (Trapanal®) Byk Gulden, Konstanz, Germany

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Wirkstoffe

5.2. Charakterisierung von DCM-Patienten und Kontrollpatienten

In der vorliegenden Arbeit wurden 100 DCM-Patienten, die eine linksventrikulare
Funktionsstérung (LVEF <50%) aufwiesen und in den Jahren 1999 bis 2004 in der
Charité Berlin bzw. der Klinik fur Innere Medizin B in Greifswald behandelt wurden,
eingeschlossen. Die mittlere Dauer der Erkrankung bei den DCM-Patienten zum
Zeitpunkt der Blutentnahme betrug 3,6 + 2,7 Jahre, der Altersdurchschnitt der Patienten
lag bei 51,9 = 11,1 Jahren. Alle Patienten standen unter einer maximalen
medikamentdsen Therapie mit ACE-Hemmern, Diuretika, Betablockern. Nitraten und
Aldosteronantagonisten.

Der echokardiographisch gemessene linksventrikulare endsystolische Durchmesser
betrug im Mittel 67,8 + 8,7 mm, der linksventrikulare enddiastolische Durchmesser 53,6
+ 10,7 mm und der Durchmesser des linken Vorhof 44,9 £ 7,5 mm, Die gemittelte
linksventrikulare Ejektionsfraktion lag bei 24,1 + 9,8%. Tabelle 3 zeigt

zusammenfassend die mittels Echokardiographie gewonnen Daten.
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Parameter Patientendaten
Linker VH 44,9 £ 7,5 mm
LVEDD 67,8 £8,7 mm
LVESD 53,6 £ 10,7 mm
LVEF 24,1 £ 9,8%
Septumdicke 9,5+1,5mm
Hinterwand 9,4 +1,3mm
Ao.kl.Wurzel 23,1+ 3,5mm
RVOT 32,5+£5,3mm

Tabelle 3: Echokardiographische Parameter bei DCM-Patienten

Als Kontrollgruppe wurde das Plasma von 92 herzgesunden Patienten untersucht. Der
Altersdurchschnitt der Kontrollgruppe lag bei 54,5 + 15,8 Jahren.
Tabelle 4 stellt die ermittelten Charakteristika von DCM-Patienten und Kontrollgruppe

gegenuber.

Charakteristika DCM-Patienten Kontrollen
Gesamtanzahl 100 92
Geschlecht m/w 82/18 67/25

Alter (Jahre) 519+11,1 54,5+ 15,8
Erkrankungsdauer (Jahre) |3,6 £ 2,7

lgG-Konzentration im Eluat|1265,7 1449,65
(mg/dl)

Tabelle 4: Vergleich der Charakteristika von DCM-Patienten und Kontrollgruppe

Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen hinsichtlich der

Alters- und Geschlechterverteilung (p=0,084 bzw. p=0,175)
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5.3. Tiere
Fur die Isolation der Rattenkardiomyozyten werden weibliche Albino-Wistar-Ratten im
Alter von 49-56 Tagen verwendet, die ein Gewicht von 180-200 g aufweisen. Die Tiere

stammen aus der eigenen Zucht des Tierstalls der Charité Berlin.

5.4. Methoden

5.4.1. Gewinnung und Bearbeitung der Antikdrper

5.4.1.1. Isolierung der Antikorper

Um die Antikdrper aus dem Plasma der DCM-Patienten und Kontrollpersonen zu
extrahieren, wurde ein Verfahren in Anlehnung an die in der Klinik durchgefuhrte
Immunadsorption entwickelt (Felix et al., 2002). Das Prinzip der Immunadsorption
beruht auf der Bindung von humanen Immunglobulinen durch an Sepharose-CL-4B
gebundene polyklonale Antikérper, welche aus sensibilisierten Schafen gewonnen
wurden. Die polyklonalen Antikérper richten sich gegen schwere und leichte
Immunglobulinketten und sind in der Lage Immunglobuline aller Subklassen (IgA, 1gG 1-
4, 1gM), sowie Immunglobulinfragmente und Immunkomplexe zu binden.

Zur Versuchsvorbereitung wurde die Sepharose aus den Immunadsorptionssaulen
(Immunadsorber Ig Therasorb; Firma Baxter, Minchen, Germany) in drei Schritten mit
physiologischer Kochsalzlésung gewaschen und der Uberstand mit 300 Umdrehungen
pro Minute abzentrifugiert. Es wurden dann jeweils 4 ml der gewaschenen Sepharose
zusammen mit 12 ml Patientenplasma in ein Falconréhrchen gegeben, welches dann
fur 90 min bei 37° Celsius unter Bewegung inkubiert wurde. In dieser Zeit banden die
Fc-gebundenen Schafsantikorper die im Plasma vorhandenen Immunglobuline.
Anschlie3end wurde die Suspension 1 Minute bei 300 Umdrehungen zentrifugiert und
der Plasmauberstand abpipettiert. Der Sepharoseriickstand wurde mit 5 ml
Kochsalzlésung gewaschen, um nicht gebundene Antikbrper sowie andere
Plasmabestandteile zu entfernen und schliel3lich mit 10 ml Glycin-HCI (pH 2,8) versetzt.
Die Suspension wurde dann fir weitere 60 min bei 37° Celsius unter Bewegung
inkubiert. Dabei wurde die Bindung zwischen den Schafsantikérpern und dem humanen
Immunoglobulinen geldst. Die Suspension wurde erneut zentrifugiert, der Uberstand
abpipettiert und mit 1 ml Trispuffer (pH 7,5) versetzt. Die auf diese Weise gewonnene
Antikorpersuspension wurde folgend als Eluat bezeichnet. Das Eluat stand nun zur
Weiterverarbeitung zur Verfugung.
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5.4.1.2. Aufarbeitung der Antikorper

Das Patienteneluat wurde in zwei Schritten gegen Versuchspuffer dialysiert. Dazu
wurden 10 ml Eluat in einen Dialyseschlauch (Spectra/Por CE(Cellulose Ester)-
Membran; Firma Spectrum Laboratories Inc., Laguna Hills, CA, USA ) mit einem
Molekulargewichtsfilter (MWCO) von 100.000 Da gefullt. Die Dialyse erfolgte zunachst
fur 8 Stunden gegen ein Volumen von 1:100 (Eluat:VP) auf einem Magnetruhrer bei
Raumtemperatur, dann fir weitere 16 Stunden gegen ein Volumen von 1:1000.
Anschliel3end wurde das Eluat zur Komplementinaktivierung fir 30 min im Wasserbad
bei 56° Celsius erwarmt. Abschlie3end wurde die Immunglobulinkonzentration im Eluat
turbidimetrisch (Hitachi 717, Béhringer Mannheim, Germany) bestimmt und das Eluat
mit Versuchspuffer auf eine 1gG-Konzentration von 300 mg/dl verdinnt.

5.4.2. Isolierung von adulten Rattenkardiomyozyten

Die Isolation der ventrikularen Kardiomyozyten von weiblichen adulten Wistar-Ratten
erfolgte mittels einer modifizierten Langendorff-Apparatur, die in &hnlichem Aufbau
bereits von Powell (1980) und Piper (1992) beschrieben wurde (siehe Abbildung 4).
Diese Apparatur diente der Perfusion des Herzens uUber die Aorta und gewéhrleistete
die Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff. Ein parallel geschalteter Heiz-Pump-
Kreislauf ermdglichte eine konstante Umgebungstemperatur von 37° Celsius.

Die Perfusions-/Enzymlésung wurde im oberen Reservoir begast und gelangte tber
eine erwdrmte Sdule zum Herzen. Die Saule erzeugte durch die Hohendifferenz einen
Druck von 90 cm Wassersaule und beugte mittels integrierter Blasenfalle der Gefahr
von Luftembolien wahrend der Perfusion vor. Ein Schraubventil ermdglichte eine
Regulierung des Perfusionsflusses. Im verschlieBbaren Auffangbecher unterhalb des
Herzens, welcher als eine Art ,Klimakammer® wirkt, wurde der Perfusionspuffer

gesammelt und von dort Uber eine Rollerpumpe in das obere Reservoir rezirkuliert.

5.4.2.1. Vorbereitung

Vor Beginn der Isolation wurde das gesamte Langendorff-System zunadchst mit zirka
einem Liter destillierten Wasser, dann mit 50-70 ml Perfusionspuffer gespult und
anschlieBend mit 75 ml Perfusionspuffer geflillt. Die Begasung mit Carbogen (95% O,
5% CO,) begann 30 Minuten vor Versuchsbeginn. Gleichzeitig wurde auch der Heiz-

Pump-Kreislauf eingeschaltet um die Anlage auf 37° Celsius zu erwarmen. Unmittelbar
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vor Beginn der Isolation wurde die bendétigte Kollagenase (16 mg Kollagenase Typ II)
zusammen mit saurefreiem BSA (174 mg) in 20 ml Perfusionspuffer mit 22,5 ul CacCl-
Stammldsung aufgelost.

5.4.2.2. Organentnahme und Pré&paration

Fir die Versuche wurde das Herz von 49-56 Tage alten, 180-200 g schweren,
weiblichen Albino-Wistar-Ratten aus der Zucht des Tierstalls der Charité isoliert. Die
Ratten wurden mit einer intraperitonealen Injektion von etwa 5-6 ml Thiopental (0,5 g in
20 ml) anasthesiert. Der Bewul3tseinszustand wurde durch Schmerzreize Uberprift. Bei
Reflexlosigkeit wurde der Thorax mit einem medianen Schnitt entlang des Sternums
ertffnet. Das Herz wurde mitsamt des Mediastinums exzidiert und in eine vorbereitete
Petrischale mit 4° Celsius kalter physiologischer Kochsalzldsung uberfuhrt. Diese
Vorgehensweise ermoglichte eine schnelle Absenkung der Stoffwechselaktivitat und
des Sauerstoffverbrauchs.
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Abbildung 4 : Modifizierte Langendorffapparatur nach Powell und Piper

29



Trachea

V. cava ant. dextra

— V. cava ant. sin.

A. subclavia
Truncus anonymous

A. pulmonalis Aortenbogen

V. cava post.

Abbildung 5 : Rattensitus nach Er6ffnung des Thorax

Zunachst kontrahierte das Herz zwar noch kraftig und trieb das Blut aus den Gefalien
und Ventrikeln, nach wenigen Sekunden jedoch wurde die mechanische Aktivitat
eingestellt und das Herz konnte in eine zweite, identisch vorbereitete Petrischale
Uberfuhrt werden. Als erstes wurden die beiden Lungen und eventuell mit
herausgetrennte Anteile von Luft- und Speiserbhre entfernt. Unterhalb des glasig
aussehenden Thymus verlief der Gefal3strang mit zu- und abfliihrenden HerzgefalRen.
Die Aorta liel3 sich freipraparieren, indem man durch lateralen Zug mit zwei Pinzetten
die beiden Thymuslappen entfernte und den Verlauf der Aorta von proximal aus
verfolgte und soweit freilegte, dafd der Aortenbogen und die von ihm abgehenden

Gefal3e gut sichtbar waren.

5.4.2.3. Perfusion des Herzens wéhrend der Isolation

Zunachst wurde die Perfusion der modifizierten Langendorff-Apparatur mit einer
Geschwindigkeit von 1 Tropfen pro Sekunde gestartet, da die Kanilierung der Aorta
unter Flu3 von Nahrstofflosung erfolgen sollte, um die Gefahr von Luftembolien zu
minimieren. Das Lumen der Aorta wurde nun mit zwei Pinzetten gedffnet und die Aorta

Uber die Kanile gezogen. Dabei war die Lage der Kanile (Abbildung 6) von
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entscheidender Bedeutung.
) ) A. subclavia
Sie sollte zwischen dem

Abgang der Koronarien und A. carotis dextra

Kanule

dem ersten Abgang der
Aorta (Truncus anonymous) Tr- anonymous
plaziert sein. Wurde die
Kanule zZu weit
vorgeschoben, bestand die Aorta
Gefahr, dal3 die Koronarien

Abbildung 6: Lage der Perfusionskanule
verlegt wurden oder die fidung g usl u

Aortenklappe penetriert in der Aorta

wurde. Lag die Kanile oberhalb des ersten Abgangs, ging Nahrstofflosung auf diesem
Weg verloren und das Herz wurde nicht ausreichend perfundiert. Nachdem die Kanile
ordnungsgemalf plaziert war, wurde das Herz mit einem Bindfaden ausreichend fixiert
und for 3 Minuten mit reinem Isolationspuffer perfundiert (1 Tropfen pro Sekunde).
Dabei wurden zum einem eventuell noch vorhandene Blutbestandteile entfernt, zum

anderen wurde dadurch eine Senkung des extrazellularen Kalziumgehaltes erreicht.

5.4.2.4. Enzymatische Isolation

Um einzelne Myozyten aus dem Gewebeverband zu isolieren, wurde nach den drei
Minuten die zuvor schon vorbereitete Enzymlésung in das obere Reservoir gegeben,
das System mit Isolationspuffer auf ein Endvolumen von 75 ml aufgeflllt und auf
Rezirkulation umgeschaltet. Wahrend der 27 Minuten langen Rezirkulationsphase war
darauf zu achten, dafl} das Herz eine homogene Farbung aufwies, als Zeichen einer
gleichmafiigen Perfusion.

Am Ende der Rezirkulation wurde das Herz mit 10 ml der Perfusionslésung in eine
Petrischale uberfihrt. Die Vorhofe wurden zunachst mit einer feinen Schere auf
Klappenebene vom Herzen getrennt und die Ventrikel wurden mit Hilfe von zwei
Skalpellen in zirka 1 mm?3 groRe Stiicke geschnitten. Die entstandene Zellsuspension
wurde in den erwarmten Auffangbecher gegeben und zusammen mit der restlichen
Perfusionslésung fur 15 Minuten mit Carbogen begast. Dadurch wurde zum einen die
konstante Sauerstoffversorgung weiterhin gewahrleistet, zum anderen wurde die
Zellsuspension dadurch "aufgewirbelt” und so die enzymatische Isolation mechanisch

unterstitzt. Um die Zellsuspension von groReren Gewebestiicken zu befreien, wurde
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die Lésung nach der enzymatischen Isolation durch ein 2 um Nylonsieb in zwei
Zentrifugenrohrchen filtriert.

Vor der Weiterverarbeitung mufdten die Myozyten von Zellen anderer Herkunft,
beispielsweise Fibroblasten, getrennt werden und in ein kalziumhaltiges Medium
Uberfuhrt werden. Dazu wurde die Zellsuspension in drei Schritten bei jeweils 300
Umdrehungen fur eine Minute zentrifugiert. Die relativ gro3en Myozyten setzten sich
unten ab, der Uberstand konnte abgegossen werden und das (briggebliebene Pellet
wurde in Isolationspuffer mit steigendem Kalziumgehalt resuspendiert. (1. Schritt:
Isolationspuffer mit 200 pmol Ca2*-Gehalt; 2. Schritt: Isolationspuffer mit 500 pmol Ca2*-
Gehalt; 3. Schritt: Versuchspuffer mit 1,2 mmol Ca2'-Gehalt)

5.4.2.5. Zellzdhlung

Zur Beurteilung der Ausbeute wurden die Zellen unter dem Mikroskop mit Hilfe einer
Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer gezahlt (5 unterschiedliche Felder). Dabei wurden
morphologische Kriterien angewendet. Als intakt galten Zellen, die die fir
Kardiomyozyten typische langliche Form sowie Querstreifung aufwiesen und sich
deutlich von den abgerundeten toten Zellen differenzierten. Ermittelt wurde die
Gesamtzellzahl, die Anzahl der intakten Zellen sowie das Verhéltnis beider zueinander.
Durchschnittlich lag die Gesamtzahl der Zellen pro Isolation bei 1,5 Millionen, der Antell
der intakten Kardiomyozyten lag bei 20-35%.

Die Isolationsmethode gewéhrleistete den Erhalt einer so reinen Herzmuskelzellfraktion,
dal3 storende Effekte durch andere Zellen bei der Untersuchung ausgeschlossen

werden konnten.

5.4.2.6. Zellanheftung und Farbung

Um die Zellen unter dem CLSM auf Kontraktionsverhalten und Anderungen im
Kalziumtransienten untersuchen zu konnen, mul3ten sie am Boden einer
Versuchskammer fixiert und mit einem Kalziumfarbstoff beladen werden.

Als Versuchskammer dienten 4-Well-Objekttrager mit Borosilikatbéden der Firma
Nalgene Nunc International Corp., Naperville, IL, USA. Jedes Well besal’3 eine
Grundflache von 1,8 cm? und ein Kammervolumen von 1,5 ml. Im ersten Schritt wurden
die Wells mit 10 pg/cm2 Laminin (Harbor Bio-Products, Norwood, MA, USA) beschichtet

und fir mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im zweiten Schritt
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wurden pro Well zirka 5000 Zellen, aufgenommen in 600 ul Versuchspuffer, zugegeben.
Nach einer "Anheftungszeit" von einer Stunde wurde die Uberstehende Flussigkeit
abgesaugt und durch Farbeldsung ersetzt, welche aus Versuchspuffer mit 0,1% DMSO,
0,025% Pluronic und 5 pM Fluo-3-AM (Acetonmethylester; Sigma, Deisenhofen,
Germany) hergestellt wurde. Die Kammern wurden nun fir 45 Minuten auf einem
Schwenktisch (30/min) im Dunkeln ebenfalls bei Raumtemperatur inkubiert. Bei Fluo-3-
AM  handelte es sich um einen lichtempfindlichen, fluoreszierenden
Kalziumindikatorfarbstoff, der sich fur die Untersuchung des zeitlichen Verlaufes der
intrazellularen Kalziumkonzentration etabliert hatte (Kao et al.,1989). Die veresterte,
lipophile Struktur des Fluo-3-AM ermdglichte dem Farbstoff die Diffusion durch die
Zellmembran in die Zelle. Dort wurde er von intrazellularen Esterasen in zwei polare
Produkte gespalten und dadurch am Wiederaustritt gehindert.

Nach Ablauf der Farbezeit wurde die Uberschissige Farbstofflosung entfernt und die
Wells wurden mit jeweils 600 ml Versuchspuffer aufgeftillt. Nach weiteren 30 Minuten

Inkubation bei Raumtemperatur standen die Zellen fur die Versuche zur Verfigung.

5.4.3. Messung von Kalzium-Transient und Zellverktirzung

5.4.3.1. Das Konfokale-Laser-Scanning-Mikroskop (CLSM)

Das CLSM erlaubte gegenuber der konventionellen Lichtmikroskopie eine
dreidimensionale Schichtung von Zellen und ermdglichte die scharfe Darstellung einer
einzelnen Zellebene, da aul3erhalb des Fokus liegende Strukturen bei der Abbildung
ausgeblendet wurden. Das Prinzip des CLSM ist in Abbildung 7 dargestellt. Das Objekt
in Brennebene des Objektives wurde von einer Punktlichtquelle beleuchtet, wobei durch
einen Eingangssperrfilter die korrekte Wellenlange fur die Beleuchtung des
Fluoreszenzfarbstoffes ausgewahlt werden konnte (Anregung). Der Lichtstrahl traf
zunéchst auf einen dichromatischen Teilerspiegel, welcher nur Licht bis zu einer
bestimmten Wellenldnge passieren lie3 und Wellenlangen oberhalb dieser Grenze
reflektierte. Das fluoreszenzmarkierte Praparat emittierte nun langerwelliges Licht
(Emission), welches durch das Objektiv und den fir diese Wellenlange reflektierenden
dichromatischen Teilerspiegel auf einen Punktlichtdetektor gelenkt wurde. Eine
vorgeschaltete Lochblende ermdglichte, daf? nur das von der Brennebene reflektierte
Licht auf den Detektor fokussiert wurde. Licht aul3erhalb der eingestellten Fokusebene

wurde somit ausgeblendet. Zur Darstellung des Objektes wurde dieses Punkt fur Punkt
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abgetastet und die Emissions-Intensitat jedes Punktes mit einem Photomultipler

gemessen und elektronisch zu einem Bild zusammengesetzt.

Laser

—Lochblende

Teilerspiegel
| — —
h h
Detektor
Objektiv
—"i—
Objekt in Fokusebene Objekt aul3erhalb der Fokusebene

Abbildung 7: Das konfokale Prinzip

In der vorliegenden Arbeit kam ein Odyssey XL Konfokales Laserscan Mikroskop
(Noran Intruments, Middleton, WI, USA) zur Anwendung. Die Zellen wurden mit einem
Nicon Diaphot TDM Mikroskop (Nikon, Tokyo, Japan) und einem 40x
Immersionsodlobjektiv  (plan apo X40, NA 1.0) betrachtet. Die Messung der
kalziumabhangigen Fluoreszenz erfolgte mit einem Argonlaser bei einer
Anregungswellenlange von 488 nm und einer Leistung von 6 mW. Die
Fluoreszenzemission wurde bei Wellenlangen > 515 nm detektiert. Der
Pixeldurchmesser betrug 0,26 pm. Um eine hohe zeitliche Auflosung des
aufgenommenen Kontraktionszyklus der Zelle zu erreichen, wurde das Vollbild der Zelle
(640 x 480 Pixel) in vier Banden geteilt, die eine Grof3e von 626 x 114 aufwiesen und
die Zelle versetzt im 8 ms Abstand aufzeichneten. Dies ermdglichte die Aufnahme einer
Bilderserie mit 120 Bildern pro Sekunde. Das Programm Object-Image, eine erweiterte
Version des Programms NIH-Image (Vischer et al., 1994), nahm so vier Kontraktionen
wahrend vier Sekunden auf. Die Messdaten wurden auf einer Indy-Workstation (Silicon
Graphics, Mt. View, CA, USA) gespeichert und anschlie3end mit einem eigens fur die

Messungen angefertigten Makro des Programms Object-Image ausgewertet.
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5.4.3.2. Versuchsablauf

Die vorbereitete Versuchskammer wurde mit einem zufihrenden und einem
abfihrenden Schlauch versehen, die gegenlaufig in eine Rollerpumpe eingespannt
waren. Dieser Aufbau gewahrleistete, dal3 die Zellen wahrend des Versuches
kontinuierlich und wirbelungsarm bei einer FluRBrate von 2 ml/min mit Versuchspuffer
umspilt wurden und ermoéglichte die Zugabe des zu untersuchenden Materials. Des
Weiteren wurden zwei Elektroden in die Versuchskammer gebracht, die durch
elektrische Stimulation (biphasischer Impuls, Frequenz 1 Hz, Impulsdauer 5 ms,
Spannung 4-8 mV) konstante, gleichférmige Kontraktionen der Zellen auslosten. Die
Messung des Kalziumtransienten und der Verkirzung wurde an je einer Zelle pro
Kammer durchgefiihrt. Der Effekt des Eluates auf den Kalziumtransienten wurde als
relative Anderung der Fluo-3-Fluoreszenz (relative fluorescence units, rfu) registriert.
Nachdem der Objekttréager in den Strahlengang des Mikroskops positioniert und fixiert
wurde, wurden die Zellen zundchst mit Hilfe der konventionellen Lichtmikroskopie
betrachtet und beurteilt. Der frei drehbare Objekttragertisch des Mikroskops
ermoglichte, dal? die Zellen mit der Langsrichtung horizontal im Messfeld zu
positionieren waren. Bei der Auswahl der geeigneten Zellen sollte beachtet werden, dal3
diese zum einen eine mdoglichst rechteckige Form mit geraden Zellrdndern und zum
anderen eine deutliche, fur die Herzmuskelzellen typische Querstreifung aufwiesen.
Ferner sollte die Zellmembran weder Blasen noch Granulationen aufwiesen. Die
durchschnittliche Lange sollte 70-120 um betragen (Spielhagen et al., 2001). Diese
Kriterien wurden mittels Lichtmikroskopie beurteilt. Abbildung 9 zeigt die
lichtmikroskopische Ansicht der isolierten Rattenkardiomyozyten. Dariiber hinaus sollte
die Zelle keine spontanen Kontraktionen zeigen. Unter Stimulation jedoch sollte die
Zelle gleichféormig und gut sichtbar kontrahieren und (ber 120 Sekunden keine
Veranderungen des Kalziumtransienten und der Kontraktilitdt aufweisen. Wurden die
genannten Kriterien erflllt, so war davon auszugehen, daf} die Zelle uber weitere 10
Minuten konstant stimulierbar sein muf3te. Mittels der beschriebenen Isolationsmethode

konnten genigend geeignete Zellen fir die Versuche bereit gestellt werden.
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Abbildung 8: Lichtmikroskopische Ansicht der isolierten Rattenkardiomyozyten in der

VergroRerung 1:800

Die ausgewahlte Zelle wurde dann in den Strahlengang des Lasers gebracht und das
Mikroskop wurde von Licht- auf Lasermikroskopie umgeschaltet. Der Kalziumtransient
(Differenz zwischen dem systolischen und dem diastolischen Kalziumwert) und die
Zellverkirzung der zu untersuchenden Zelle wurden basal sowie nach Superperfusion
des Eluates mittels Messung der Fluo-3-Fluoreszenz-Intensitat bestimmt. Zu diesem
Zweck wurden zunadchst die Basisdaten der Zelle Uber 4 sec (480 Bilder, 4
Kontraktionen) aufgezeichnet. Nach 60 Sekunden wurde die Stabilitat der Zelle erneut
Uberpruft und bei anhaltender Stabilitdt 1,5 ml des zu untersuchenden Eluates
zugefuhrt. Nach weiteren 60 Sekunden sowie nach 300 Sekunden wurde erneut tber 4
sec der Kalziumtransient und die Verklrzung registriert. Das Eluat der Patienten sowie
der Kontrollgruppe wurde bei einer Immunglobulin G Konzentration von 300 mg/dl

untersucht.

‘Diastole .

_ Systdle )

Abbildung 9: Aufzeichnung der Fluo-3-Fluoreszenz der Zelle mittels CLSM
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Abbildung 9 zeigt die Fluoreszenz-Intensitat der Zelle in der Diastole und in der Systole,
wie sie mittels Konfokaler-Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) aufgezeichnet wurde. In
der Systole war neben der Zellverkirzung eine erhohte Fluoreszenz-Intensitat zu
erkennen. Die Veranderungen dieser beiden Parameter durch Superperfusion der
Rattenkardiomyozyten mit dem Eluat wurden prozentual zu den entsprechenden
Basalwerten berechnet. Eine Originalregistrierung des Kalziumtransienten einer

Einzelzelle ist in Abbildung 10 dargestellt.

45,00
40,00 i
35,00
30,00
25,00
20,00 -
15,00 A
10,00 A
5,00
0,00

rfu

a b c d
Abbildung 10: Originalregistrierung des Eluateffektes; dargestellt ist der
Kalziumtransient einer Zelle, gemessen in relativen Fluoreszenz-
einheiten (rfu)
a) Messung der Basalwerte
b) Uberpriifung der Zellstabilitat nach 60 Sekunden
c) Messung des Effektes des Eluates nach 120 Sekunden

d) Kontrollmessung des Eluateffektes nach 360 Sekunden

Zwischen den einzelnen Messungen wurde der Laser zum Schutz der Zelle entkoppelt.
Bei dieser Registrierung handelte es sich um das Eluat eines DCM-Patienten, der

Kalziumtransient sank hierbei um 18%.
5.4.3.3. Auswertung der aufgezeichneten Messung

Die Auswertung der abgespeicherten Messungen wurden an einem Apple Macintosh®

G3 (Apple Computer, Cupertino, CA, USA) mit dem Programm Object-Image 1.62
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ausgewertet. Dazu lud das Programm zunachst die Bilder mit den aufgezeichneten
Kontraktionszyklen. Die Pixel eines Einzelbildes wurden folgend in y-Richtung
linearisiert. Die linearisierten Bilder eines vom Benutzer definierten Zyklus (meist 120
Bilder) wurden dann zu einen Profilbild zusammen gesetzt. Eventuelle Ausreil3er
wurden vom Programm eliminiert, so dal3 man ein geglattetes Bild des
Kontraktionszyklus erhielt. Vorhandene Unscharfen wurden aus dem Profilbild
extrahiert. Aus dieser Bearbeitung resultierte eine scharfe Darstellung des
Kontraktionsablaufes der Zelle. Die Intensitatswerte der Fluoreszenz jedes Bildes
wurden in vertikaler Richtung summiert. Dabei entstand ein Profilbild, das die
Veranderungen der Kalziumverteilung darstellte. Dartber hinaus bestimmte das
Programm die Zellgrenzen und erstellte eine Linie, welche die Zellverkirzung
reprasentierte. Die Kardialpunkte der Kontraktion (Maximum, Minimum, 50% der
Verkirzung bzw. Relaxation) wurden bestimmt, die Werte der verschiedenen Zyklen
berechnet und als Mittelwert angegeben. Daraus berechnete das Programm
verschiedene Parameter, wobei flr unsere Auswertung vor allem der diastolische und
systolische Kalziumwert, der Kalziumtransient (alles in rfu) sowie die absolute
Zellverkirzung (im um) von Bedeutung waren. In Abbildung 11 st der

Auswertungsprozel3 einer Zellkontraktion dargestellt.
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Abbildung 11: Ablauf des Auswertungsprozesses eines Kontraktionszyklus einer Zelle

mit dem Programm Object-Image 1.62 (Bramlage et al., 2001)



5.5. Statistische Auswertung

Alle Daten sind, wenn nicht anders vermerkt, als Mittelwert und Standardabweichung
angegeben. Alle Versuche mit isolierten Antikbrpern wurden mindestens drei Mal
unabhangig voneinander, d.h. aus 3 verschiedenen Proben wiederholt. Im Rahmen der
Subgruppenanalyse erfolgte die Einteilung der DCM-Patienten anhand des
Medianwertes. Fir die Auswertung wurde die Statistik-Software SPSS verwendet. Die
Signifikanztestung erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test, alle Werte von p < 0,05

wurden als signifikant gewertet.
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6. ERGEBNISSE

6.1. Effekte des Eluates

Die Isolation der Rattenkardiomyozyten erbrachte im Mittel eine Zellausbeute von
1,5*10° Zellen pro Herz. Der Anteil der fiir die Messung geeigneten Zellen lag im
Durchschnitt bei 20-35%. Die Rattenkardiomyozyten erreichten basal eine
Kontraktionsamplitude von 7,8 = 2,1%. Der basale zytosolische Kalziumgehalt,
gemessen als Fluo-3-Fluoreszenzwert (rfu), stieg unter Ruhebedingungen im Mittel von
diastolisch 40,7 + 10,1 auf systolisch 81,6 + 28,6 an. Als Kalziumtransient wird
nachfolgend die relative Anderung zwischen dem systolischen und diastolischen rfu-
Wert bezeichnet.

Unter Eluateinwirkung nahm der Kalziumtransient im Verlauf der Messung in der DCM-
Gruppe um 11,1 £ 15,3%, in der Kontrollgruppe um 1,2 + 5,4% ab (Tabelle 5, Abbildung
12). Der Vergleich beider Gruppen zeigte einen statistisch signifikanten Unterschied
(p<0,001). Die Abnahme des Kalziumtransienten war auf eine Anderung des
systolischen Kalziumgehaltes zurlckzufiihren, da der diastolische Kalziumgehalt
sowohl bei den DCM-Patienten, als auch in der Kontrollgruppe nur geringfiigig anstieg
(Zunahme um 1,3 £ 2,4% bei den DCM-Patienten, um 1,5 = 1,8% in der Kontrollgruppe;
p=0,912). Die Kontraktilitit nahm bei den DCM-Patienten um 21,0 = 17,5%, bei den
Kontrollen um 4,2 £ 8,5% ab (p<0,001).

DCM-Patienten Kontrollen

Anzahl 100 92
Kalziumtransient 88,9+15,3 98,8+5,4
Kontraktilitat 79,0+17,5 95,8+8,5

Tabelle 5: Relative Anderung des Kalziumtransienten und der Kontraktilitat in % nach
Superperfusion mit Eluat bei DCM-Patienten und Kontrollen (p<0,001)

Ein kardiodepressiver Effekt lag vor, wenn sowohl der Kalziumtransient als auch die

Kontraktilitaét nach Superperfusion mit dem Eluat um mindestens 10% abnahm (Staudt
et al., 2004).
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Abbildung 12: Vergleich des Kalziumtransienten und der Kontraktilitat von DCM-
Patienten und Kontrollgruppe nach Eluatzugabe (p<0,001)

Der Effekt des Eluates stellte sich innerhalb einer Minute nach Superperfusion ein und
erreichte anschlielend ein stabiles Niveau. 44 DCM-Patienten wiesen eine
kardiodepressive Reduktion des Kalziumtransienten sowie der Kontraktilitét auf.

In der Kontrollgruppe zeigte sich im Gegensatz dazu bei nur vier Patienten ein
kardiodepressiver Einfluf3 auf Kalziumtransienten und Kontraktilitat.

Bei den DCM-Patienten zeigte sich somit in 44% der Féalle ein kardiodepressiver Effekt
auf den Kalziumtransienten und die Kontraktilitat. In der Kontrollgruppe lie3 sich im
Vergleich dazu lediglich in 4% der Falle ein kardiodepressiver Effekt nachweisen.

Die prozentuale Verteilung des kardiodepressiven Effektes auf Kalziumtransient und
Kontraktilitat beider Gruppen ist in der Abbildung 13 graphisch dargestellt.



Anteil des kardiodepressiven Effektes bei den Anteil des kardiodepressiven Effektes bei den
DCM-Patienten Kontrollen

4%

44% mkardiodepressiv V mkardiodepressiv
56% m kein Effekt mkein Effekt

96%

Abbildung 13: Vergleich des Auftretens eines kardiodepressiven Effektes des Eluates
auf den Kalziumtransienten und die Kontraktilitat bei DCM-Patienten und

Kontrollen (prozentualer Anteil der Gesamtzahl) (p<0,001)

Zwischen den DCM-Patienten und Kontrollen besteht ein statistisch signifikanter

Unterschied beztiglich der Eluatwirkung auf Kalziumtransient und Kontraktilitat.

6.2. Vergleich der einzelnen Subgruppen bei den DCM-Patienten
6.2.1. Einflul? des Geschlechts der DCM-Patienten auf den kardiodepressiven
Effekt

Die Gesamtzahl der DCM-Patienten wurde entsprechend ihres Geschlechts in zwei
Gruppen unterteilt. Dabei sollte die Wirkung des Eluates auf den Kalziumtransienten
sowie auf die Kontraktilitat beider Gruppen gegenuber gestellt werden. Bei den 82
mannlichen Patienten nahm der Kalziumtransient unter Eluat-Einfluf3 um 10,8 + 15,5%,
die Kontraktilitdit um 20,6 = 17,0% ab. Insgesamt wiesen 33 mannliche Patienten einen
kardiodepressiven Effekt auf den Kalziumtransienten und die Kontraktilitdt auf. Im
Gegensatz dazu nahm der Kalziumtransient bei den 18 untersuchten Frauen um 12,4 +
15,5% ab, die Kontraktilitat um 22,8 £ 19,3%. Insgesamt wurde ein kardiodepressiver
Effekt auf Kalziumtransient und Kontraktilitaét bei 11 DCM-Patientinnen gemessen. In

den Abbildungen 14 und 15 werden die Ergebnisse graphisch veranschaulicht.
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Abbildung 14: Vergleich des Kalziumtransienten (p=0,176) und der Kontraktilitat
(p=0,588) bei den DCM-Patienten und DCM-Patientinnen
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Abbildung 15: Prozentualer Anteil eines kardiodepressiven Effektes auf den

Kalziumtransienten und die Kontraktilitdt bei DCM-Patienten und —

Patientinnen

Der Vergleich beider Gruppen zeigt keinen signifikanten Unterschied fir die Wirkung

des Eluates auf den Kalziumtransienten sowie die Kontraktilitat.
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6.2.2. Einflul3 des Alters der DCM-Patienten auf den kardiodepressiven Effekt

Das Alter der DCM-Patienten variierte zwischen 19 und 77 Jahren, der Median lag bei
54 Jahren. Er diente zur Einteilung der DCM-Patienten in zwei Altersgruppen, um den
Einfluld des Alters auf die Veranderung des Kalziumtransienten sowie die Kontraktilitat
naher zu untersuchen. Bei den DCM-Patienten, die junger als 54 Jahre sind, nahm der
Kalziumtransient im Mittel um 13,0 + 17,7%, die Kontraktilitdt um 21,6 + 20,3% ab. 25
Patienten dieser Gruppe wiesen einen kardiodepressiven Effekt auf den Kalzium-
transienten und die Kontraktilitat. Im Gegensatz dazu nahm der Kalziumtransient bei
den DCM-Patienten, die 54 Jahre oder alter sind, um 9,2 + 12,3% ab, die Kontraktilitat
sank um 20,5 £ 14,2%. In dieser Gruppe zeigten 19 Patienten einen kardiodepressiven

Effekt auf den Kalziumtransienten und die Kontraktilitat (Abbildung 16 und 17).
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Abbildung 16: Einflu des Eluates auf den Kalziumtransienten (p=0,576) sowie auf die

Kontraktilitat (p=0,465) bei DCM-Patienten, die jiunger als 54 Jahre bzw.
54 Jahre und élter sind
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Anteil des kardiodepressiven Effektes bei den DCM- Anteil des kardiodepressiven Effektes bei den
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Abbildung 17: Verteilung der kardiodepressiven Effekte auf den Kalziumtransienten und
die Kontraktilitéat in Abhangigkeit vom Alter der DCM-Patienten

Bei der Verteilung der kardiodepressiven Effekte auf den Kalziumtransienten und die
Kontraktilitat konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen beiden

Altersgruppen ermittelt werden.

6.2.3. Einflu® der Krankheitsdauer auf den kardiodepressiven Effekt

Die Krankheitsdauer der DCM-Patienten zum Zeitpunkt der Untersuchung lag zwischen
null und 13 Jahren. Die durchschnittliche Erkrankungsdauer lag bei 3,6 + 2,7 Jahren,
der Median betrug drei Jahre und diente als Richtwert zur Einteilung der DCM-Patienten
in zwei Gruppen. Bei DCM-Patienten mit einer Erkrankungsdauer von weniger als drei
Jahren nahm der Kalziumtransient um 12,9 + 18,6%, die Kontraktilitat um 22,1 + 21,8%
ab. Im Vergleich dazu nahm bei DCM-Patienten mit einer Erkrankungsdauer von drei
oder mehr Jahren der Kalziumtransient um 9,7 + 11,6%, die Kontraktilitat um 20,0 +
12,3% ab. Abbildung 18 stellt den Eluat-Einflu3 auf Kalziumtransient und Kontraktilitat
in beiden Gruppen gegeniber.
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Abbildung 18: Vergleich des Kalziumtransienten (p=0,803) und der Kontraktilitat
(p=0,629) bei DCM-Patienten mit einer Erkrankungsdauer unter drei
Jahre sowie von drei Jahren und langer

Von den 47 DCM-Patienten mit einer Erkrankungsdauer unter drei Jahren zeigten 23
Patienten einen Kkardiodepressiven Effekt auf den Kalziumtransienten und die
Kontraktilitat. 53 DCM-Patienten waren bereits drei Jahre oder langer erkrankt. Bei 21
von ihnen wurde ein kardiodepressiver Effekt auf den Kalziumtransienten und die
Kontraktilitdt beobachtet. Abbildung 19 stellt die prozentuale Verteilung des
kardiodepressiven Effektes beider Gruppen gegeniber.
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Abbildung 19: Prozentualer Anteil der kardiodepressiven Effekte auf den Kalzium-

transienten und die Kontraktilitdt in  Abhéngigkeit von der

Erkrankungsdauer
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Der Vergleich beider DCM-Patientengruppen hinsichtlich der Krankheitsdauer ergab
keinen statistisch signifikanten Unterschied fur das Auftreten eines kardiodepressiven
Effektes bei der Testung des Eluates an Rattenkardiomyozyten.

6.2.4. Einflul3 der LVEF der DCM-Patienten auf den kardiodepressiven
Effekt

Als weiterer Parameter zur klinischen Charakterisierung der Patienten wurde die
echokardiographisch ermittelte linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF) verwendet.
Der Median diente erneut zur Einteilung in zwei Patientengruppen aus jeweils 50 DCM-
Patienten, die LVEF betrug < 22 % bzw. > 22%. In der ersten Gruppe (LVEF < 22%)
nahm der Kalziumtransient unter Eluat-Einflud um 9,9 + 13,3%, die Kontraktilitat um
19,6 £ 16,2% ab. Dem gegentiber steht eine Abnahme des Kalziumtransienten um 13,8
+ 17,0% sowie der Kontraktilitdt um 23,6 £ 18,5% in der zweiten Patientengruppe
(LVEF > 22%). Abbildung 20 stellt den Kalziumtransienten und die Kontraktilitat unter
Eluat-Einflu® in beiden Gruppen gegenuber.
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Abbildung 20: Einflul3 des Eluates auf den Kalziumtransienten (p=0,380) sowie auf die
Kontraktilitat (p=0,762) der DCM-Patienten, die eine LVEF < 22% bzw.

> 22% aufwiesen
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In der Patientengruppe mit einer LVEF < 22% zeigte das Eluat von 19 Patienten einen
kardiodepressiven Effekt auf den Kalziumtransienten und die Kontraktilitdt. In der
anderen Gruppe mit einer LVEF > 22% lie3 sich in 25 Fallen ein kardiodepressiver
Effekt auf den Kalziumtransienten und die Kontraktilitat beobachten. In Abbildung 21 ist
prozentuale Verteilung der kardiodepressiven Effekte des Eluates auf

Kalziumtransienten und Kontraktilitat in Abh&angigkeit von der LVEF dargestellt.

Anteil des kardiodepressiven Effektes bei DCM- Anteil des kardiodepressiven Effektes bei DCM-
Patienten mit einer LVEF < 22% Patienten mit einer LVEF >22%
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Abbildung 21: Eluateffekte auf den Kalziumtransienten und die Kontraktilitat bei DCM-
Patienten mit einer LVEF < 22% bzw. > 22%

Die Untersuchungen zeigten, dal’ kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
den beiden DCM-Subgruppen besteht. Die Hohe der aktuellen LVEF scheint somit nicht
mit dem Vorkommen eines kardiodepressiven Antikdrpers in Zusammenhang zu

stehen.
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6.2.5. Einflu des LVEF-Verlaufes wahrend des letzten Jahres

Bei 83 der insgesamt 100 untersuchten DCM-Patienten war es anhand von vorherigen
echokardiographischen Untersuchungsergebnissen mdglich, den Verlauf der LVEF
innerhalb des letzten Jahres zu ermitteln. Dabei wurden die DCM-Patienten in zwei
Subgruppen unterteilt, wobei der einen Gruppe die Patienten zugeteilt wurden, deren
LVEF-Wert im Vergleich zur Voruntersuchung konstant geblieben bzw. sich verbessert
hatte (positiver LVEF-Verlauf), wahrend sich die andere Gruppe aus Patienten
zusammensetzte, deren LVEF sich verschlechtert hat (negativer LVEF-Verlauf). Durch
Gegenuberstellung beider Subgruppen sollte untersucht werden, ob der zeitliche
Verlauf der LVEF einen Einflul3 auf die Wirkung des Eluates hat.

Bei den 42 DCM-Patienten mit positivem LVEF-Verlauf nahm der Kalziumtransient im
Mittel um 8,0 = 13,5% und die Kontraktilitét um 16,4 =+ 15,0% ab. Im Gegensatz dazu
verringerte sich der Kalziumtransient bei den 41 DCM-Patienten mit negativem LVEF-
Verlauf um 15,7 = 15,3% und die Kontraktilitat um 26,5 + 16,8%. Abbildung 22 stellt die
unter Eluat-Einflu3 gemessenen Werte des Kalziumtransienten und der Kontraktilitat

beider Gruppe gegeniber.
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Abbildung 22: Verteilung des Kalziumtransienten und der Kontraktilitat in Abhangigkeit
vom Verlauf der LVEF innerhalb des letzten Jahres (p<0,001)
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Das Eluat der 42 Patienten mit einem positiven LVEF-Verlauf bewirkte bei 10 Patienten
einen kardiodepressiven Effekt auf den Kalziumtransienten und die Kontraktilitat. Im
Vergleich dazu lief3 sich bei den 41 Patienten mit einem negativen LVEF-Verlauf in 23
Fallen ein kardiodepressiver Effekt auf den Kalziumtransienten und die Kontraktilitat
beobachten. Die Abbildung 23 stellt die prozentuale Verteilung der kardiodepressiven

Effekte gegeniber.
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Abbildung 23: Prozentualer Anteil der kardiodepressiven Effekte auf den
Kalziumtransienten und die Kontraktilitdat in Abhangigkeit von dem
Verlauf der LVEF innerhalb des letzten Jahres (p<0,001)

Beim Vergleich der beiden Subgruppen konnte ein statisch signifikanter Unterschied fir

den EinfluR des Eluates sowohl auf den Kalziumtransienten als auch auf die

Kontraktilitat festgestellt werden.
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/. DISKUSSION

Bei der DCM kommen kardiodepressiv wirkende Antikdrper vor, die durch eine
Immunadsorption aus dem Patientenplasma entfernt werden konnen. Diese Antikdrper
bewirken bei der Testung an isolierten Rattenkardiomyozyten eine Abnahme der
Zellverkirzung und des Kalziumtransienten (Felix et al., 2002).

Das Ziel dieser Arbeit ist zum einen, den prozentualen Anteil funktionell aktiver
Antikorper bei Patienten mit DCM zu ermitteln, zum anderen der Versuch Kklinische
Merkmale zu identifizieren, die mit dem Auftreten kardiodepressiver Antikorper
assoziiert sind. Da die Immunadsorption ein aufwendiges Therapieverfahren ist, wéren
pradiktive Kklinische Parameter wuinschenswert, die eine Aussagen dartber

ermaoglichen, ob ein Patient von der Immunadsorption profitiert oder nicht.

7.1. Kardiotrope Faktoren im Eluat

Die Immunadsorption stellt ein neues Therapieverfahren bei der DCM dar, das durch
den Entzug von Antikdrpern aus dem Patientenplasma zur hamodynamischen und
klinischen Verbesserung der Herzinsuffizienzsymptomatik fuhrt (Dorffel et al., 1997,
Felix et al., 2000; Staudt et al., 2004). In Anlehnung an die in-vivo durchgefihrte
Immunadsorption wurde eine Methode entwickelt, mit der im Labor Antikérper aus dem
Patientenplasma extrahiert werden kdnnen. Das mittels dieser Methode gewonnene
Eluat wurde fur experimentelle Untersuchungen an isolierten Rattenkardiomyozyten
eingesetzt. Schwerpunkt dieser Versuche war es, den Einflu@ des Eluates auf den
zellularen Kalziumstoffwechsel, sprich auf den systolischen und diastolischen
Kalziumgehalt, sowie auf die Kontraktilitdt zu untersuchen. Die Messung dieser
Parameter erfolgte mittels Konfokaler-Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM). Anhand
dieser Versuche konnte erstmals in einer grol3en Patientenpopulation (n=100) gezeigt
werden, dald das Eluat der untersuchten DCM-Patienten einen schnell einsetzenden,
kardiodepressiven Effekt sowohl auf den Kalziumtransienten als auch auf die
Zellverkirzung (n=44) hatte. Die Wirkung auf den Kalziumtransienten wurde durch
Reduktion des systolischen Kalziumgehalt verursacht, der diastolische Kalziumwert
blieb unbeeinflut. Es zeigte sich ein statistisch hoch signifikanter Unterschied
(p<0,001) zu den Eluaten einer Kontrollgruppe (n=92) ohne DCM.
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Die in dieser Arbeit verwendete Methodik wurde bereits mehrfach in &hnlicher Form zur
Isolation von Antikorpern aus dem Plasma von DCM-Patienten verwendet (Dorffel et al.,
1997, Felix et al., 2000 und 2002, Staudt et al., 2001, 2002 und 2004). Staudt et al.
(2004) untersuchten in einer Studie das mittels Immunadsorption gewonnene Eluat von
45 DCM-Patienten an isolierten Rattenkardiomyozyten. Dabei wiesen sie in 64% einen
kardiodepressiven Effekt auf Kalziumtransient und Kontraktilitdt nach. Im Gegensatz
dazu zeigte sich in der vorliegenden Arbeit nur in 44% ein kardiodepressiver Einflul3 auf
beide kontraktilen Parameter. Eine mogliche Ursache fur die Diskrepanz der beiden
Befunde kann in Unterschieden der untersuchten Patientenpopulation liegen. So
untersuchten Staudt et al. Patienten mit deutlich fortgeschrittenerem Krankheitsverlauf
und einer LVEF von < 30%, wahrend in dieser Arbeit auch asymptomatische DCM-
Patienten mit LVEF bis 50% eingeschlossen wurden.

In der Literatur sind bei der DCM vielfaltige Antikorper gegen kardiale Strukturen
beschrieben worden. Diese beeinflussen neben dem Kalziumstoffwechsel der Myozyten
(3:-Rezeptor, muskarinerger Rezeptor, L-Typ-Kalziumkanal) auch direkt die kontraktilen
Proteine (Wallukat et al., 1987; Limas et al., 1989; Fu et al., 1993; Schultheiss et al.,
1988; Caforio et al., 1992; Latif et al., 1991).

Die Immunadsorption bedeutet an sich schon eine spezifische Eliminierung von
Antikdrpern aus dem Patientenplasma. Ein Vergleich der Immunglobulinspiegel im
Patientenplasma vor und nach der Immunadsorption zeigt, da3 der Plasmaspiegel
durch diese Behandlung auf etwa 20% des Ausgangshiveaus fallt (Felix et al., 2002).
In-vivo Untersuchungen zur Ig-Therasorb-Saule zeigen eine Abnahme der IgG-
Konzentration auf ungefahr 3%, der IgA- und IgM-Konzentration auf etwa 30% des
Ausgangwertes (Mdller-Derlich et al., 1993). Es ist allerdings nicht auszuschlie3en, dal3
sich im Eluat nach der Behandlung mit Sepharose (Ig-Therasorb) auch noch weitere
Nichtimmunoglobulin-Faktoren befinden, zumal mittels turbidimetrischer
Proteinbestimmung neben IgG, IgA und IgM auch Albumin und weitere Gesamtproteine
nachgewiesen wurden.

Zur ndheren Charakterisierung der kardiodepressiv wirkenden Faktoren des in dieser
Arbeit verwendeten Eluates wurde eine Dialyse gegen Versuchspuffer zunédchst mit
einer Dialysemembran >100 KD durchgefuhrt. Dadurch konnte zum einen davon
ausgegangen werden, dal3 die kardiodepressiven Faktoren ein Molekulargewicht gréf3er
100 KD haben. Zum anderen konnte dadurch sichergestellt werden, dal3 eventuell bei

der Immunadsorption mitentfernte herzwirksame Pharmaka wie z. B. Amiodaron nicht
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fur die Beeintrachtigung der Kardiomyozyten verantwortlich sind, da diese ein
Molekulargewicht in der Grof3enordnung von etwa 0,1 bis 1 KD besitzen. Dariber
hinaus wurde durch die Dialyse ausgeschlossen, dal3 die kardiodepressiven Effekte
durch Elektrolytverschiebungen zustande kommen, da das Eluat gegen den
Versuchspuffer dialysiert wurde, in dem auch die Kardiomyozyten aufgenommen
wurden.

In einem zweiten Schritt wurde das Eluat fur 30 Minuten auf 56° Celsius erwarmt. Auf
diese Weise wurden die Komplementfaktoren inaktiviert und so sichergestellt, daf3 der
kardiodepressive Effekt nicht Folge einer Zellschadigung durch Aktivierung von
Komplementfaktoren ist.

Es wurde bereits mehrfach nachgewiesen, dal3 Zytokine ebenfalls eine
kardiodepressive Wirkung besitzen. Untersuchungen an spontan schlagenden
Kardiomyozyten zeigten, dal3 die Perfusion dieser Zellen mit Zytokinen (IL-1, IL-2, IL-3,
TNF) zu Arrhythmien und einer Abnahme der Kontraktilitat fihrten (Weisensee et al.,
1993). Yokoyama et al. (1993) konnten ebenfalls nachweisen, dal3 TNF alpha an
isolierten Kardiomyozyten und am intakten Herzen einen negativ inotropen Effekt
bewirkte, welcher durch eine Abnahme des systolischen Kalziumwertes bedingt war.
Dieser Effekt zeigte eine Dosis- und Zeitabhangigkeit. Im Plasma von DCM-Patienten
konnte im Vergleich zu Kontrollprobanden eine erhdhte Zytokinkonzentration gemessen
werden (Matsumori et al., 1994). Felix et al. (2000) untersuchten aufgrund dieser
Ergebnisse die Konzentrationen von verschiedenen Zytokinen im mittels
Immunadsorption gewonnenem Eluat der DCM-Patienten. Dabei zeigte sich jedoch,
dald diese unter der Nachweisgrenze lagen. Somit konnte davon ausgegangen werden,
dal} bei der Immunadsorption keine oder nur in sehr geringem Ausmald Zytokine
entfernt werden. Daraus |3t sich die SchluR3folgerung ziehen, dal3 Zytokine nicht fur
den in dieser Arbeit gemessenen kardiodepressiven Effekt verantwortlich sind.

Felix gelang eine weitere Charakterisierung der Faktoren mit Hilfe von Protein A (Felix
et al., 2002). Protein A bindet relativ spezifisch Immunglobuline der IgG-Klasse aber
auch schwach IgM und IgA (Lindmark et al., 1983). Fir diesen Versuch wurde das bei
der Immunadsorption gewonnene Eluat mit einer 0,5 KD Dialysemembran dialysiert
wurde und mit einer Protein A-S&ule erneut immunadsorbiert. Zum einen wurde der
Protein A-Uberstand an den Kardiomyozyten getestet, zum anderen der von Protein A
gebundene und wieder eluierte Anteil des Eluates. Dabei zeigte sich, daf’ sich die

kardiodepressiv wirkenden Faktoren nur im vom Protein A gebundenen Anteil des
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Eluates befinden, nicht aber im Uberstand. Dies legt die Vermutung nahe, daR es sich
bei den kardiodepressiven Faktoren um zirkulierende Antikérper handelt. Ferner konnte
auf diese Weise auch die Frage geklart werden, ob nicht auch Faktoren <100 KD, die
bei der bisherigen Betrachtung des Eluates aufRer Acht gelassen wurden, fir den
Einflud auf die isolierten Kardiomyozyten verantwortlich gemacht werden kdénnen. Da
sich diese Faktoren nach der Behandlung im Protein A-Uberstand befanden, welcher ja
die Zellen nicht beeinflul3t hat, liegt der Schlufd nahe, dal3 auch Faktoren <100 KD nicht
den beschriebenen kardiodepressiven Effekt bewirken. Da bei dem in dieser Arbeit
verwendeten Verfahren der Eluatgewinnung das Patientenplasma auf ahnliche Art und
Weise und mit den selben Materialien bearbeitet wird wie bei der Immunadsorption in
der Klinik, lassen sich die oben erwahnten Kenntnisse auf die Ergebnisse dieser Arbeit
ubertragen.

Zusammenfassend |43t sich nach diesen Untersuchungen annehmen, dal3 die
beschriebenen kardiodepressiven Faktoren ein Molekulargewicht von >100 KD haben
mussen, sich durch Sepharose bzw. Protein A binden lassen und demnach
wahrscheinlich Immunglobuline sind. Diese Immunglobuline wirken nach den
Ergebnissen dieser Arbeit wahrscheinlich Gber mehrere unterschiedliche Angriffspunkte
kardiodepressiv auf adulte Kardiomyozyten der Ratte. Im folgenden Abschnitt soll auf
bisher beschriebene Wirkmechanismen von Antikdrpern bei DCM néher eingegangen

werden.

7.2. Kardiotrope Antikorper bei Dilatativer Kardiomyopathie

Die DCM st eine Erkrankung des Herzmuskels, die durch eine eingeschrankte
Kontraktilitdt und eine Dilatation des linken und eventuell auch rechten Ventrikels
gekennzeichnet ist (Richardson et al., 1996). Als Ursache der Erkrankung werden
verschiedene pathogenetische Faktoren diskutiert (Richardson et al., 1996). Da bereits
eine Vielzahl von zirkulierenden Antikdrpern, die sich gegen kardiale Proteine richten,
im Serum von DCM-Patienten beschrieben wurden, liegt der Verdacht nahe, dal3 bei
der Pathogenese der DCM autoimmune Reaktionen eine wesentliche Rolle spielen
konnten. Allerdings ist bislang die genaue pathophysiologische Rolle dieser
kardiotropen Antikérper noch nicht geklart. Zum einen kdnnen sie als inflammatorische
Reaktion auf den Zelluntergang gebildet werden und miften somit als Epiph&dnomen

betrachtet werden. Zum anderen besteht die Mdglichkeit, daf3 die Antikdrper eine aktive
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Rolle bei der Initiation oder Progression der Erkrankung spielen. Diese Annahme wird
durch Untersuchungen bestatigt, welche die Entwicklung einer DCM nach Induktion
kardiotroper Antikérper zeigten. Matsui et al. (1997) injizierten synthetische Peptide, die
mit der Aminosauresequenz der zweiten extrazellularen Schleife des 3;-Adrenoceptors
bzw. des my-muskarinergen Rezeptors korrespondieren, in Kaninchen. Im Serum der
immunisierten Kaninchen konnten im Verlauf der Studie erhdhte Antikorpertiter
bestimmt werden. Parallel dazu konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe eine Dilatation
der Ventrikel nachgewiesen werden. Funktionelle Untersuchungen belegten bereits die
Wirkung kardiotroper Antikorper auf Kardiomyozyten. So zeigten [3;-Autoantikorper
einen positiv chronotropen Effekt auf neonatale Rattenkardiomyozytenkulturen, welcher
durch Zugabe von Betablockern antagonisierbar war (Wallukat et Wollenberger, 1987).
Diese R-Autoantikdrper sind gegen Epitope der ersten und zweiten extrazellularen
Schleife des RR;-Adrenoceptors gerichtet (Wallukat et al., 1995) und bewirken den [3-
adrenergen agonistischen Effekt Uber die [3-Adrenoceptor-Adenylatzyklase-Protein A-
Kaskade (Wallukat et al., 1996). Die Literaturangaben Uber die Préavalenz dieser
Autoantikorper variieren je nach Bestimmungsmethode von 31 bis 95% bei DCM-
Patienten und von 0 bis 16% bei gesunden Kontrollprobanden. Limas et al. (1989)
konnten mittels RIA bei 40% der DCM-Patienten den R-Antikdrper nachweisen,
Magnusson et al. (1990) ermittelten eine Préavalenz des [-Antikdrpers bei 31%.
Wallukat et al. (1991) wiesen den 3-Antikdrper bei 95% der DCM-Patienten durch die
funktionelle Testung an neonatalen Rattenmyozytenkulturen nach. Neben aktivierenden
Effekten auf den R-adrenergen Rezeptor wurde auch ein hemmender Einflul3
beschrieben (Limas et al., 1990). Eine weitere Studie untersuchte, ob diese bislang nur
an synthetischen Rezeptorpeptiden beschriebenen Effekte auch an nativen humanen 3-
adrenergen Rezeptoren auftreten. 51% der untersuchten Patienten wiesen 3-Antikérper
auf, die gegen synthetische Rezeptoren gerichtet sind, jedoch nur 26% erkannten
native Rezeptorproteine, die in der Zellmembran lokalisiert waren und bewirkten so
einen Anstieg der cAMP-Konzentration (Jahns et al.,1999). Des Weiteren wurde in
dieser Studie ein Zusammenhang zwischen der Préavalenz des R-Antikorpers und der
klinischen Symptomatik nachgewiesen. Patienten, die diesen Antikdrper besalden,
hatten eine schlechtere linksventrikulare Ejektionsfraktion sowie einen geringeren
Herzindex als diejenigen, bei denen kein [3-Antikbrper nachweisbar war. In einer
weiteren Versuchsreihe immunisierten Jahns et al. (2004) Ratten gegen extrazellulare

Bestandteile des kardialen [3;-adrenegen Rezeptors. Zunéchst bildeten die Ratten
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Antikdrper gegen diesen Rezeptor, im weiteren Verlauf entwickelten die Tiere eine
linksventrikulare Dilatation und Dysfunktion mit dem Phanotyp einer dilatativen
Kardiomyopathie. Als weiterer Hinweis, daf3 [3;-adrenerge Antikorper in der Vermittlung
dieses Effektes ursachlich beteiligt waren, diente die Beobachtung, dal3 es nach
Isolierung der Antikérper aus erkrankten Tieren und nachfolgender Injektion in gesunde
Tiere erneut zur Entwicklung einer dilatativen Kardiomyopathie kam (Jahns et al.,
2004).

Bei Patienten mit DCM konnte durch Entfernung von Immunglobulinen mittels
Immunadsorption eine deutliche Besserung der klinischen Parameter dokumentiert
werden (Felix et al. 2000, Staudt et al. 2004). Die gewonnenen Eluate zeigten einen
deutlichen und mit den Ergebnissen dieser Arbeit vergleichbaren kardiodepressiven
Effekt auf adulte Kardiomyozyten der Ratte. Somit kdnnten 3;-Autoantikorper im Eluat
eine Rolle bei dem Auftreten der kardiodepressiven Effekte spielen. Um den méglichen
EinfluR bei unseren Versuchen néher zu untersuchen, wurde in Vorversuchen das
mittels Immunadsorption gewonnene Eluat von neun Patienten, die einen
kardiodepressiven Effekt aufwiesen, unter Anwesenheit von Metoprolol getestet. Es
zeigte sich jedoch keine zusatzliche Modulation des kardiodepressiven Effektes durch
Metoprolol (Felix et al., 2000). Daher erscheint die Beteiligung von 3;-Autoantikdrper an
den akuten kardiodepressiven Effekten des Eluates wenig wahrscheinlich.

Ein weiterer Autoantikdrper, der die Funktion von Kardiomyozyten beeinfluf3t, ist der von
Fu et al. (1993) bei der DCM beschriebene muskarinerge Antikérper. 38% der von ihm
untersuchten DCM-Patienten wiesen im Serum Autoantikérper auf, die gegen die zweite
extrazellulare Schleife des humanen muskarinergen Acetylcholinrezeptor gerichtet
waren. Bei Versuchen an der Membran eines Rattenventrikels bewirkte der Antikdrper
eine  Abnahme der maximalen Bindungsstellen sowie eine Zunahme der
Radioligandenbindung. Dieser Effekt liel3 sich blocken, in dem die Membran zuvor mit
Atropin inkubiert wurde, wohingegen eine Prainkubation mit Carbachol keinen Einfluf3
auf den Wirkmechanismus des Antikérpers hatte. Ferner zeigte die Studie, dal3 ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von muskarinergen und
von [B-Antikbrpern bei DCM-Patienten besteht. Untersuchungen an Kkultivierten
neonatalen Rattenkardiomyozyten ergaben, dal3 der my-Antikdrper analog zu dem
muskarinergen Rezeptoragonisten Carbachol einen negativ chronotropen Effekt
aufwies. Allerdings unterschieden sich die Wirkungen des Antikorpers und des

Carbachols dahingehend, daf3 der Antikorper im Vergleich zum Agonisten Carbachol zu
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keiner Desensibilisierung flihrte. Die negativ chronotrope Wirkung des my-Antikorper
war nicht auswaschbar, liel3 sich aber durch Atropin wieder aufheben (Wallukat et al.,
1999). In weiteren Studien konnte gezeigt werden, daf3 der my-Antikbrper nach Bindung
an den myokardialen muskarinergen Rezeptor Uber eine Erhéhung des cGMP eine
Abnahme der Kontraktilitat bewirkte (Paaerez-Leiros et al., 1990) sowie zu einer
Reduktion des systolischen Ventrikeldruckes fuhrte (Wang et al.,, 1996). In
Vorversuchen zu dieser Arbeit zeigte Spielhagen (2001) bei 10 Patienten, deren Eluate
einen deutlich kardiodepressiven Effekt aufwiesen, daf3 sich die Wirkung durch Zugabe
von Atropin teilweise antagonisieren lie3. Dies lalt vermuten, dall beim
kardiodepressiven Effekt des Eluates der DCM-Patienten die Beteiligung muskarinerger
Rezeptoren eine Rolle spielt.

Ein weiterer Autoantikorper, der die Kardiomyozyten funktionell beeintrachtigt, ist gegen
das ADP/ATP-Translokatorprotein an der inneren Mitochondrienmembran gerichtet und
wurde von Schultheiss et al. 1988 erstmals beschrieben. Sie konnten zeigen, daf3
dieser Autoantikdrper mit dem myokardialen L-Typ Kalziumkanal in der Zellmembran
kreuzreagiert. Mittels indirekter Immunfluoreszenz konnte nachgewiesen werden, daf3
der Anti-ADP/ATP-Carrier Antikérper an der Zelloberflache von isolierten
Kardiomyozyten bindet (Kuhl et al., 1991). Die funktionelle Testung dieser Antikdrper an
isolierten stimulierten Kardiomyozyten ergab, dal3 unmittelbar nach Zugabe des
Antikorpers in einer Verdinnung von 1:500 ein Anstieg der Kontraktionsgeschwindigkeit
sowie ein vermehrtes Auftreten von Arrhythmien zu beobachten war. Nach einigen
Minuten kam es zur Blasenbildung wund Granulation der Zellen, die
Kontraktionsgeschwindigkeit sank kontinuierlich ab und die Zellen gingen zugrunde.
Dieser akute zytotoxische Effekt ereignete sich innerhalb von 15 bis 30 Minuten nach
Zugabe der Antikérper. In weiteren Untersuchungen konnte ein erhdhter Kalziuminflux
Uber den L-Typ Kalziumkanal nachgewiesen werden, dies wurde als Beeinflussung des
Offnungsmechanismus durch die Autoantikérper gedeutet. Die fiir diese Versuche
eingesetzten Immunglobuline wurden mittels Protein A-Sepharose aus dem
Patientenplasma eliminiert, ein Verfahren, das mit der Immunadsorption vergleichbar
ist. Allerdings konnte bei unseren Versuchen eine Abnahme des Kalziuminflux
gemessen werden. Rein theoretisch kann ein den Kalziumkanal blockender Faktor
unsere Ergebnisse demnach besser erklaren als der oben erwédhnte
.Kalziumkanaloffner* von Kuhl et al. (1991), da es selbst bei den Eluaten mit isoliert

kardiodepressivem Effekt auf die Kontraktilitstt zu keiner Zunahme des
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Kalziumtransienten kam. Es ist daher davon auszugehen, daf3 der von uns
beschriebene Effekt nicht durch den ADP/ATP-Autoantikdrper bedingt ist.

Die Kalzium-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums (SR-Ca?*-ATPase) spielt eine
bedeutende Rolle in der Kalziumhomdostase des Kardiomyozyten. Dieses Enzym ist
daflr verantwortlich, dal3 nach Ende der Kontraktion das freigesetzte Kalzium wieder in
die Speichervesikel des sarkoplasmatischen Retikulums aufgenommen wird. In der
Annahme, daf3 eine Stérung des Kalziumhaushaltes als pathobiochemischer Faktor bei
der Kardiomyopathie von Bedeutung ist, untersuchten Sharaf et al. (1994), ob es einen
Zusammenhang zwischen der Hemmung des sarkoplasmatischen Kalziumtransportes
und der Entstehung dieser Erkrankung gibt. Die Versuche zeigten, da} bei Mausen
nach Immunisierung mit dem kardialen SR-Ca**-ATPase-Antigen vom Kaninchen sowie
durch peritoneale Injektion von Hybridzellen, welche monoklonale Antikérper gegen die
SR-Ca?**-ATPase produzieren, die Entwicklung einer Kardiomyopathie nachzuweisen
war. Nach Sharaf et al. (1994) steht die SR-Ca**-ATPase (ber das T-Tubulus-System
indirekt in Kontakt mit dem Extrazellularraum, so dal3 Einflisse extrazellularer
Antikorper auf die intrazellulare Regulation des Kalziumhaushaltes nicht
auszuschlieRen sind. Eine Inhibition der SR-Ca**-ATPase fiihrt zu einer verlangerten
Kontraktion, eine Stimulation bedingt durch eine gesteigerte Aufnahme des Kalzium in
die Speichervesikel zwar eine schnellere Relaxation, die eigentliche Kontraktionsstarke
jedoch wird nicht beeinflut. Daher kdnnen beide Wirkmechanismen die von uns
gesehenen Effekte des Eluates auf das intrazellulare Kalzium bzw. den
Kalziumtransienten nicht hinreichend erklaren.

Ein weiterer Alterationsmechanismus, der die Funktion des Myokard beeintrachtigt, ist
die zytotoxische Serumaktivitat. Einige der kreuzreagierenden, gegen das Sarkolemm
gerichteten Antikérper bei der Myokarditis weisen eine Zytotoxitat auf (Drude et al.,
1991). Diese Antikorper bewirken eine Abnahme der Kontraktionsfahigkeit der
Kardiomyozyten. Da allerdings diese Wirkung nur in Gegenwart von Komplement
einsetzt, kdnnen derartige Antikorper aufgrund der Komplementinaktivierung durch das
Erwarmen des Eluates nicht fir den von uns beschriebenen Effekt verantwortlich sein.
SchlieBlich ist auch eine intrazellulare Wirkung von Antikdrpern nicht vodllig
auszuschliel3en. Da aber anzunehmen ist, dal3 die Endozytose von Antikdrpern und das
Erreichen ihrer intrazellularen Zielstruktur einige Zeit beansprucht, ist dieser
Interventionsmechanismus aufgrund des sehr schnellen Wirkungseintritts des Eluates in

der vorliegenden Arbeit eher unwahrscheinlich. Auf der anderen Seite zeigte sich bei
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den Ergebnissen dieser Arbeit eine starkere Beeinflussung der Kontraktilitdt gegentber
dem Kalziumtransienten, so daf} ein Wirkmechanismus auf der Ebene der kontraktilen
Proteine dennoch in Betracht gezogen werden mulf3.

Im Prinzip mul® davon ausgegangen werden, daf3 das Patientenkollektiv der DCM eine
sehr unterschiedliche Zusammensetzung von verschiedenen Antikérpern aufweist, die
maoglicherweise in ihrem Zusammenspiel fur die beschriebenen kardiodepressiven
Effekte verantwortlich sind.

Eine ndhere Klassifizierung der beteiligten Autoantikérpern gelang Staudt et al. (2002).
In einer Studie wurden neun DCM-Patienten, bei denen eine Immunadsorption mit
Protein A durchgefihrt wurde, mit neun weiteren Patienten verglichen, bei denen die
Therapie mittels anti-IgG erfolgte. Die Behandlung erfolgte in beiden Gruppen vier mal
in einen Abstand von je einem Monat mit anschlieRender Gabe von IgG. Protein A
bindet bevorzugt an das Fc-Fragment von humanem IgG-1, -2 und —4, hat aber eine
niedrige Affinitdt zu 1gG-3. Im Gegensatz dazu hat das anti-IgG eine hohe Affinitat zu
allen 1gG-Subklassen. In beiden Gruppen zeigte sich zwar eine Reduktion des Gesamt-
IgGs um uber 80%, eine Abnahme des IgG-3 sowie des [3;-Rezeptor-Autoantikdrpers
war jedoch nur in der anti-lgG Gruppe nachweisbar. Wahrend der ersten
Immunadsorption wurde das Eluat, welches die eliminierten Antikdrper enthalt,
gesammelt, weiter verarbeitet und im Vergleich zum Eluat von gesunden Patienten an
isolierten Rattenkardiomyozyten getestet. Das Eluat der anti-lgG Gruppe bewirkte eine
Abnahme des Kalziumtransienten sowie eine Abnahme der Zellverkiirzung. In einem
weiteren Schritt wurde das Eluat der anti-lgG Gruppe mit einer spezifischen anti-IgG-3-
Saule immunadsorbiert. Die Wirkung des dadurch gewonnenen Eluates wurde ebenfalls
an Rattenkardiomyozyten untersucht. Dabei zeigte sich, daf® das Eluat der anti-IgG-3
Gruppe nach dem Entfernen des IgG-3 mittels spezifischer Immunadsorptionsséulen
nicht mehr kardiodepressiv auf die Rattenkardiomyozyten wirkte. Ein kardiodepressiver
Effekt lie3 sich jedoch fir das 1gG-3 haltige Eluat der spezifischen anti-lgG-3-Saule
nachweisen. Diese Untersuchungen fihren zu dem Schluf3, daf3 die Antikdrper der IgG-
3 Subklasse von grof3er Bedeutung in der Entwicklung einer kardialen Dysfunktion bei
DCM-Patienten sind.

Die Ergebnisse klinischer und experimenteller Untersuchungen sprechen fir einen
Zusammenhang zwischen Myokarditis und DCM. Daher ist anzunehmen, dal3
inflammatorische Zellen in die Pathogenese der DCM involviert sind und eine

bedeutende Rolle in der Progression der kardialen Dysfunktion spielen. Um zu klaren,
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ob die Immunadsorption mit anschlieender Immunglobulingabe EinfluR auf die
inflammatorischen Prozesse am Myokard hat, untersuchten Staudt et al. (2001) 25
Patienten naher. 12 Patienten wurden ergédnzend zur medikamentdsen Therapie mit
Immunadsorption und anschlieBender IgG-Gabe tber 3 Monate behandelt. Vor und
nach der Immunadsorption wurden Biopsien aus dem rechten Ventrikel entnommen,
ebenso im Abstand von 3 Monaten bei den 13 Kontrollpatienten. Die Immunadsorption
mit anschlieRender IgG-Gabe reduzierte die Anzahl der CD3, CD4 und CD8 positiven
Lymphozyten sowie LCA (leukocyte common antigen) positiven Zellen im Myokard.
Darlber hinaus wurden HLA Il Antigene, welche von groRRer Bedeutung flur die
Regulation der Immunreaktion sind, vermindert exprimiert. In der Kontrollgruppe blieb
sowohl die Anzahl der immunopositiven Zellen als auch die Expression von HLA Il
Antigenen unverandert. Diese Ergebnisse erlauben die Schluf3folgerung, daf} die
Immunadsorption mit erganzender Immunglobulingabe die inflammatorischen

Reaktionen im Myokard der DCM-Patienten mindern.

7.3. Vergleich von Kardiodepressivitat und klinischen Befunden

Wie in den vorausgegangenen Abschnitten dargelegt wurde, scheinen Autoantikdrper
insbesondere der Subgruppe 1gG-3 eine bedeutende Rolle in der Entwicklung bzw. der
fortschreitenden funktionellen Beeintrachtigung der Herzfunktion bei DCM zu spielen.
Da in mehreren Studien eine deutliche klinische und hdmodynamische Besserung bei
DCM-Patienten nach Immunadsorption beschrieben wurde (Felix et al., 2000 und 2002,
Staudt et al., 2004), liegt die Vermutung nahe, dal3 es sich bei den nachweisbaren
Autoantikorpern nicht um ein Epiphdnomen im Rahmen einer Entziindungsreaktion
handelt, sondern um eine pathophysiologische Ursache der eingeschrankten
myokardialen Funktion. Der von Felix bzw. Staudt et al. gemessene kardiodepressive
Effekt des mittels Immunadsorption gewonnenen Eluates ist mit der Wirkung des
Eluates der DCM-Patienten in dieser Arbeit vergleichbar.

Da die Immunadsorption ein aufwendiges und kostenintensives Therapieverfahren ist,
war eine weitere Zielsetzung der vorliegenden Arbeit pradiktive klinische Merkmale zu
identifizieren, die mit dem Auftreten kardiodepressiver Antikdrper assoziiert sind, um so
eine Aussagen darUber zu ermoéglichen, ob ein Patient von der Immunadsorption
profitiert oder nicht. Um diese Frage zu klaren wurde eine Subgruppenanalyse der
DCM-Patienten durchgefuhrt.

61



Bei der Gegenuberstellung der beiden Geschlechtsgruppen konnte bei 40% der
mannlichen DCM-Patienten ein kardiodepressiver Effekt auf den Kalziumtransienten
sowie auf die Zellverkirzung nachgewiesen werden. Der Anteil auf Kalziumtransient
und Kontraktilitat kardiodepressiv wirkender Eluate bei den weiblichen DCM-
Patientinnen lag bei 61%. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen Geschlecht und dem kardiodepressiven Effekte des Eluates auf die
Rattenkardiomyozyten. Allerdings waren unter den 100 untersuchten DCM-Patienten
nur 18 Frauen, bedingt durch die Tatsache, dal3 diese Erkrankung eine hdhere Inzidenz
beim mannlichen Geschlecht aufweist (Bagge et al., 1984; Codd et al., 1989). Um flr
das Gesamtkollektiv der DCM-Patienten reprasentative Aussagen Uber das Auftreten
des kardiodepressiven Effektes bei beiden Geschlechtern treffen zu kdnnen, sollten die
Versuche an einer grolBere Patientenanzahl erneut evaluiert werden, zumal
geschlechtsspezifische Unterschiede in der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz
bekannt sind (Wenger, 2002).

Die von uns untersuchten DCM-Patienten waren zwischen 19 und 77 Jahre alt, der
Altersdurchschnitt lag bei 51,9+11,1 Jahren. Die Unterteilung der Patienten in zwei zu
vergleichende Subgruppen erfolgte mittels dem Medianwert, welcher 54 Jahre betrug.
Dabei zeigte sich, dalR das Alter der DCM-Patienten keinen statistisch signifikanten
Einflud auf das Auftreten eines kardiodepressiven Effektes in der untersuchten
Population hatte.

Da in einer Studie gezeigt wurde, dal3 die Pravalenz von Autoantikdrpern im Verlauf der
DCM-Erkrankung abnimmt, [&Rt sich vermuten, dal3 die Bildung von Autoantikérpern ein
frhes Ereignis in der Entwicklung der Erkrankung ist (Caforio et al., 1997). Daher liegt
der Schlu? nahe, dal} die Erkrankungsdauer eine wesentliche Bedeutung fur das
Auftreten des kardiodepressiven Effektes haben muf3. Um diese Vermutung zu
untersuchen, wurden die DCM-Patienten, die eine mittlere Erkrankungsdauer von
3,6£2,7 Jahren haben, anhand des Medianwertes von drei Jahren in zwei Gruppen
unterteilt. Der Vergleich dieser beiden Subgruppen zeigte jedoch, dal’ kein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen dem kardiodepressiven Effekt und der
Erkrankungsdauer besteht.

Jahns et al. zeigten 1999, daf} spezifische Antikdrper gegen den (3;-Rezeptor haufiger
bei DCM-Patienten mit eingeschréankter linksventrikularen Ejektionsfraktion vorkommen.
Aufgrund dieser Aspekte laR3t sich nun vermuten, dald eine Korrelation zwischen der
LVEF des DCM-Patienten und dem kardiodepressiven Effekt des Eluates besteht. Um
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dieser Vermutung nachzugehen, wurden die DCM-Patienten anhand des
Meridianwertes der LVEF von 22% in zwei Gruppen unterteilt und diese miteinander
verglichen. Unsere Versuche zeigten jedoch, daf3 die linksventrikulare Ejektionsfraktion
zum Zeitpunkt der Untersuchung keinen EinfluR auf die Wirkung des Eluates hatte, da
der kardiodepressive Effekt in dhnlichen prozentualen Anteilen bei Patienten mit einer
Austreibungsfraktion von <22% nachzuweisen ist wie bei Patienten mit einer
Austreibungsfraktion von >22%. Betrachtet man hingegen den Verlauf der
linksventrikularen Ejektionsfraktion innerhalb des letzten Erkrankungsjahres, so war bei
DCM-Patienten, deren Austreibungsfraktion sich im Vergleich zum Vorbefund
verbessert hat bzw. unverandert geblieben ist, ein kardiodepressiven Effekt auf den
Kalziumtransienten und die Kontraktilitat in 24% nachweisen. Das Eluat der DCM-
Patienten, bei denen sich die Austreibungsfraktion progredient verschlechtert hat, zeigte
jedoch in 56% einen kardiodepressiven Effekt auf den Kalziumtransienten sowie die
Kontraktilitat. Dieser statistisch signifikante Unterschied laRt den Schluf3 zu, dal’ ein
Zusammenhang zwischen dem Verlauf der linksventrikularen Ejektionsfraktion und dem
Auftreten von Autoantikbrpern besteht. DCM-Patienten, bei denen sich die
Austreibungsfraktion innerhalb des letzten Jahres verringert hat, haben parallel zu
dieser progredienten Verschlechterung eine erhdhte Anzahl an Autoantikdrper im
Plasma. Diese Autoantikorper wiederum lassen sich im Eluat nachweisen und bewirken
einen kardiodepressiven Effekt an isolierten Rattenkardiomyozyten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen somit erstmals einen Zusammenhang zwischen der
hamodynamischen Verschlechterung bei Patienten mit DCM und der Pravalenz von
kardiodepressiven Autoantikdrpern. Der genaue Alterationsmechanismus mufd jedoch
noch in weiteren Studien geklart werden. Sollte sich in gréf3eren klinischen Studien die
Vermutung bestatigen, dal3 ein Zusammenhang zwischen Eluatwirkung und klinischer
Verbesserung bei Patienten nach Immunadsorption besteht, kénnte sich das in dieser
Arbeit verwendete Verfahren als Voruntersuchung etablieren, um zu untersuchen, ob

ein Patient von der sehr kostenaufwendigen Immunadsorption profitiert oder nicht.
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8. Zusammenfassung

Die dilatative Kardiomyopathie ist eine Erkrankung des Myokards, die sich in einer
kardialen Dysfunktion als Folge einer progressiven Abnahme der kontraktilen Funktion
und einer Dilatation des linken oder beider Ventrikel manifestiert. Diese Erkrankung
kann verschiedene Ursachen haben und ist vermutlich die Erscheinung eines
multifaktoriellen Prozesses. Da bereits eine Vielzahl von Antikérpern gegen
unterschiedliche kardiale Strukturen beschrieben wurden, spricht vieles fur eine
autoimmune Pathogenese. Der Entzug von Antikdrpern aus dem Patientenplasma
mittels Immunadsorption fuhrt nachweislich zur Verbesserung der Hamodynamik bei
den DCM-Patienten. Untersuchungen mittels Konfokaler-Laser-Scanning-Mikroskopie
zeigten, dall die bei der Immunadsorption entfernten Antikorper einen
kardiodepressiven Effekt auf isolierte Rattenkardiomyozyten haben.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals an einer grol3eren Patientenpopulation
(n=100) untersucht, in welchem Prozentsatz diese kardiodepressiven Antikorper bei
den DCM-Patienten vorkommen. Ferner wurde die Pravalenz der Antikdrper in
Abhangigkeit vom Alter und Geschlecht der Patienten, der Krankheitsdauer, dem
Verlauf der Erkrankung sowie der linksventrikularen Ejektionsfraktion untersucht.

Aus diesen Uberlegungen heraus wurden Antikérper aus dem Plasma von 100 DCM-
Patienten sowie von 92 herzgesunden Kontrollpatienten extrahiert und deren Wirkung
an isolierten Rattenkardiomyozyten untersucht. Die Kardiomyozyten wurden hierzu
feldstimuliert und der intrazellulare Kalziumtransient sowie die systolische
Zellverkiirzung mittels Beladung eines Ca*-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes und
Konfokaler-Laser-Scanning-Mikroskopie gemessen, wobei die Anderung dieser
Parameter bei Superperfusion mit den Antikorpern untersucht wurden.

Ein kardiodepressiver Effekt des Eluates auf den Kalziumtransienten und die
Kontraktilitat liel3 sich bei 44% der DCM-Patienten nachweisen. In der Kontrollgruppe
war dieser Effekt nur bei 4% mefl3bar. Es konnte gezeigt werden, dal? weder das Alter
oder das Geschlecht der DCM-Patienten noch die Erkrankungsdauer oder die aktuelle
LVEF einen EinfluR auf die Pravalenz der kardiodepressiven Antikdrper haben. Der
Verlauf der Erkrankung, gemessen in der Anderung der LVEF innerhalb des letzten
Jahres, war jedoch mit dem Auftreten der kardiodepressiven Antikdrper assoziiert.

Diejenigen DCM-Patienten, deren LVEF sich innerhalb des letzten Jahres
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verschlechtert hat, wiesen zu 56% einen kardiodepressiven Effekt auf den
Kalziumtransienten und die Kontraktilitdt auf. Dem gegenuber stehen die Patienten,
deren LVEF unverdndert geblieben ist bzw. sich verbessert hat. Bei diesen Patienten
konnte der Effekt nur bei 24% beschrieben werden.

Diese Arbeit konnte somit erstmals in einer groReren Population von DCM-Patienten
eine hohe Pravalenz kardiodepressiver Antikdrper nachweisen. Weiterhin konnte
erstmalig gezeigt werden, dal3 ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
dem Auftreten eines kardiodepressiven Effektes in unserem Versuchsansatz und einer
Verschlechterung der linksventrikularen Auswurfsfraktion der DCM-Patienten besteht.
Die kardiodepressiven Antikérper scheinen somit nicht nur in der Entstehung sondern
auch in der Progression der Erkrankung eine wichtige Rolle zu spielen, in dem sie Uber
unterschiedliche Mechanismen zur Funktionseinschrankung des Herzens fiihren.

Der genaue Zusammenhang zwischen diesen beiden Komponenten sowie die genaue
Zielstruktur der kardiodepressiven Antikdrper konnte von uns nicht vollstandig

aufgeklart werden und sollte daher Ziel weiterer Untersuchungen sein.
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