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1. EINLEITUNG

1.1. Das Immunsystem

Das Immunsystem ist in der Lage, den Korper vor dem Eindringen korperfremder
organischer  Strukturen und Krankheitserregern zu  schiitzen, eingedrungene
Mikroorganismen zu eliminieren und bei Bedarf infizierte, korpereigene Zellen zu
zerstoren. Dafiir verfiigt es iiber eine angeborene und eine adaptive Abwehrfunktion [1].
Das angeborene Immunsystem besteht zum einem aus den natiirlichen physikalischen
Schranken, die ein Eindringen der pathogenen Keime in den Korper verhindern (Haut mit
Sekreten der Driisen, Schleimhéute) und zum anderen aus Zellen, die an der ersten Abwehr
beteiligt sind. Dazu gehoren die Phagozyten, die iiber Oberflichenrezeptoren bestimmte
Kohlenhydrate der korperfremden Bestandteile erkennen, diese Bestandteile ins Zellinnere
aufnehmen und dort durch lysosomale Enzyme abbauen. Eine weitere Zellart sind die
Natiirlichen Killerzellen (NZ), welche die Lyse von virusinfizierten Zellen zur Aufgabe
haben. Neben den zelluliren Bestandteilen gehoren auch l16sliche Faktoren zum
angeborenen Immunsystem (Serumproteine, Akute Phase Proteine, Zytokine, Enzyme) [2,
3].

Das adaptive Immunsystem besteht ebenfalls aus Zellen (B- und T-Lymphozyten) und
l6slichen Faktoren (Antikorper, Zytokine) die in der Lage sind eine Vielzahl
unterschiedlicher Strukturen individuell zu erkennen. Neben dieser Spezifitit und
Diversitit zeichnet sich das adaptive Immunsystem durch die Anpassung der
Immunantwort an die Art des pathogenen Reizes aus (Adaption), der Auspriagung eines
,Gedidchtnisses und durch die Selbstregulation.

Bei einer Exposition des Korper mit Antigenen (wobei als Antigen alle Strukturen gemeint
sind, gegen die das Immunsystem aktiviert werden kann) und der Uberwindung der ersten
Schutzbarrieren, wie Haut und Schleimhaut des Magens und Darms, gelangen die
Antigene in die peripheren lymphatischen Organe (Lymphknoten, Milz, lymphatische
Organe der Schleimhdute) und werden dort den B- und T-Zellen prisentiert [4]
(Erkennungsphase). Durch die Bindung der Antigene an die Lymphozyten werden diese
aktiviert (Aktivierungsphase). Durch Proliferation und Differenzierung
(Differenzierungsphase) werden entweder zytotoxische Zellen oder Effektormolekiile

(Antikorper, Zytokine) gebildet. In dieser Effektorphase werden die Antigene eliminiert,



was neben den von Lymphozyten sezernierten Molekiilen, auch Zellen (Phagozyten) und

Faktoren der natiirlichen Abwehr miteinbezieht.

1.1.1. Antikorper bei der adaptiven Immunantwort

Das adaptive Immunsystem besitzt die Fihigkeit eine nahezu unbegrenzte Anzahl von
Pathogenen und Fremdstoffen zu erkennen, d. h. es kommt zu einer Wechselwirkung der
korperfremden Molekiile iiber Aminosduren oder Kohlenhydrate mit einem
Rezeptormolekiil, welches eine passende Interaktionsstelle besitzt. Fiir die Erkennung und
Eliminierung der korperfremden Substanzen besitzt das adaptive Immunsystem
verschiedene Strukturen.

T-Lymphozyten (oder T-Zellen), im Thymus gereifte Lymphoblasten, erkennen
Peptidfragmente von intrazelluliren Erregern, wenn sie an die Zelloberflaiche von
sogenannten antigenprisentierenden Zellen (APZ), wie Makrophagen oder dendritischen
Zellen gelangen und dort durch den Haupthistokompatibilititskomplex (major
histocompatibility complex: MHC) prisentiert werden [5]. Zu den T-Zellen zihlen u. a.
zytotoxische T-Zellen, die virusinfizierte Zellen direkt abtdten. Sie werden auch CD8" T-
Zellen genannt, aufgrund des CDS8-Molekiils auf ihrer Oberfliche. Zudem existieren
sogenannte T-Helferzellen (TH), welche das CD4-Molekiil auf ihrer Oberfldche tragen und
aufgeteilt werden konnen in die THI1-Zellen, die iiber eine Aktivierung von Makrophagen
durch das Freisetzen von Botenstoffen (Zytokine) die zelluldre Immunantwort verstirken
konnen und die TH2-Zellen, die u. a. auch eine Rolle bei der Vernichtung extrazelluldrer
Erreger spielen, da sie B-Zellen aktivieren [4]. T-Lymphozyten kontrollieren sich zum
einen iiber die von ihnen produzierten Zytokine in ihrer Aktivitdt gegenseitig, und zum
anderen regulieren sie die Funktion anderer Zellen des Immunsystems [6].

B-Lymphozyten (oder B-Zellen) konnen an ihrer Zelloberfliche direkt Antigene binden,
die zu ihrem Rezeptor passen und iiber eine Aktivierung der freigesetzten Zytokine der T-
Zellen in Antikorper produzierende Plasmazellen oder Gedéchtniszellen differenzieren. Im
Gegensatz zu den T-Zellen, die auf ihrer Oberfliche nur iiber einen T-Zell-Rezeptor
verfiigen, der als Transmembranmolekiil stets an der Oberfldche der Zelle erhalten bleibt,
besitzen B-Lymphozyten viele Rezeptoren der selben Spezifitit, die nach Aktivierung der

Zelle als Immunglobuline sezerniert werden.



Antikorpermolekiile stellen somit die sezernierte Form der B-Zell-Antigenrezeptoren dar
und werden als Reaktion auf ein Antigen in groen Mengen synthetisiert. Sie ermoglichen
eine Bekdmpfung von Krankheitserregern in den extrazelluliren Bereichen (z. B. Blut,
Lymphe) des Korpers. Ein Antikorper besitzt die Form eines Y und ist aus zwei
identischen schweren Ketten (ca. 50-70 kDa) und zwei identischen leichten Ketten (ca.
24 kDa) zusammengesetzt, die iiber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Das
Molekiil besteht aus einer konstanten Region, dem unteren Teil des Y, und einer variablen
Region, die durch die beiden Schenkel des Y dargestellt wird. Der konstante Teil (Fc-
Domine), der nur eine von fiinf biochemisch verschiedenen Formen annehmen kann
(IgG1-4, IgAl1-2, 1gM, IgD, IgE) bestimmt u. a. die Klasse des Antikdrpers und seine
funktionellen Eigenschaften. Die variablen Regionen (Fv-Dominen oder F(ab)-Teile) des
Antikorpers  bilden gemeinsam die  Antigenbindungsstelle und konnen in
unterschiedlichsten Zusammensetzungen auftreten [6] (sieche Abb. 1). Dies ist damit
begriindet, dass die Fv-Dominen der Immunrezeptoren in einzelnen Gensegmenten
verschliisselt sind (V-, D-, J- Gene), die sich erst durch somatische Rekombination zu dem
Exon fiir die vollstindige variable Region zusammensetzen. Die DNA der Keimzellen
enthilt zahlreiche Kopien dieser Gensegmente, von denen in rezeptortragenden
Lymphozyten jedoch nur eine exprimiert wird. Dieser Vorgang lduft nur in somatischen
Zellen ab und wird daher nicht vererbt [4]. Die komplementarititsbestimmende Regionen
(complementarity determining region - CDR) sind die variabelsten Teile der Fv-Doméne
der Rezeptoren und fiir deren Vielfalt verantwortlich. Sie befinden sich an den distalen
Enden der beiden variablen Doménen des Rezeptors. Aus diesem Grund konnen im Korper
ca. 10" verschiedene spezifische Antikérper oder B-Zellrezeptoren existieren [7].

Auf Antigene treffende Lymphozyten unterziehen sich einer klonalen Selektion, d. h. nach
Antigenkontakt teilen sie sich und differenzieren in antigenspezifische Effektorzellen, die
den auslosenden Krankheitserreger eliminieren. Zusétzlich werden durch somatische
Hypermutationen in den Genen fiir die V-Region bei der Reaktion von B-Zellen auf
Antigene eine Vielzahl verschiedener Antikorper gebildet, von denen einige mit erhohter
Affinitdt binden, sodass die Affinitdt der Antikorperreaktion zunimmt [8]. Diese Zellen
werden zu Gedichtniszellen, die bei erneutem Kontakt mit dem gleichen Antigen schneller

und effektiver reagieren konnen.
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Abb. 1: Aufbau eines Ig-Molekiils

1.2. Autoimmunitéit

Das Immunsystem dient dazu, Fremdstoffe, die von auflen in den Korper gelangen, mit
Hilfe von verschiedenen Abwehrmechanismen zu bekidmpfen. Das Immunsystem mufl
daher in der Lage sein, eine effektive Immunreaktion auf potenziell pathogene Antigene zu
produzieren, die korpereigenen Strukturen aber zu ignorieren. Wenn die notigen
Mechanismen gestort werden, kann es zur Entwicklung einer Autoimmunkrankheit
kommen.

Alle Menschen und Wirbeltiere jeden Alters besitzen Autoantikdrper im Blut, die auch als
natiirliche Autoantikorper (NAA) bezeichnet werden. Die NAA besitzen eine kontrollierte
Autoreaktivitit, sodass deren Funktion die Erhaltung der Homoostase des Immunsystems
sein konnte, die einen essentiellen Aspekt des Immunsystems darstellt [9, 10]. Zu den
natiirlichen Autoantikdrpern zidhlen solche, die direkt gegen Oberflichenkomponenten von
alternden Zellen gerichtet sind und durch die eine antikOrperabhingige Phagozytose
eingeleitet wird [11], sowie gegen Regionen von Immunglobulinen und T-Zell-Rezeptoren.
Auch regulatorische Molekiile dienen als Ziel, wie z. B. Zytokine [12]. Natiirliche
Autoantikorper vieler Spezies reagieren mit intrazelluldren Proteinen wie heat-shock

Proteinen, Myosin, Aktin und Tubulin [13].



1.2.1. Autoimmunerkrankungen

Es kommt immer wieder zu Autoimmunreaktionen, die einen pathologischen Verlauf
nehmen konnen, und damit zum Ausldsen einer Autoimmunkrankheit fithren konnen. Die
Mechanismen fiir die Selbst-Toleranz im Organismus sind die negative Selektion und die

Anergie (funktionelle Inaktivierung):

1) Negative Selektion (klonale Deletion):

Wihrend der zufélligen Zusammenlagerung der Gene, die die Antigenrezeptoren der
entstehenden Lymphozyten bilden, werden diese Lymphozyten in den zentralen
lymphoiden Organen wie Thymus und Knochenmark Autoantigenen ausgesetzt. Die
negative Selektion findet bei potentiell autoantigenerkennenden B- und T-Zellen statt.
Dabei werden den T-Zellen Proteine, die im Thymus synthetisiert werden, von APZs, z. B.
dendritischen Zellen prisentiert. Bei den B-Zellen erfolgt die negative Selektion im
Knochenmark, wo das Oberflichen-IgM von unreifen B-Zellen Autoantigene mit hoher
Affinitdt bindet und anschlieBend die Apoptose (programmierter Zelltod) dieser Zellen
eingeleitet wird [14]. Kommt es zu schwachen Interaktionen mit sehr geringer Affinitét
findet eine positive Selektion statt und es kommt zur Aufnahme der Lymphozyten in das

Immunrepertoire.

2) Anergie (funktionelle Inaktivierung):

Es gibt aber einige Autoantigene, die nicht im Thymus oder Knochenmark présentiert
werden, weil sie nur in der Peripherie auftreten. Hier setzt ein weiterer Mechanismus zur
Selbsttoleranz ein, der Anergie genannt wird. Um eine Immunabwehr auszuldsen, muss
zum einen ein Antigen vorhanden sein, das von APZs priésentiert wird, und zum anderen
miissen kostimulierende Signale abgegeben werden, die die klonale Expansion der
Lymphozyten anregen und eine Differenzierung zu Effektor- und Gedichtniszellen
bewirken [15]. Anergie bedeutet, dass eine Antigenerkennung durch Lymphozyten ohne
kostimulierende Signale zu keiner Reaktion der Lymphozyten fiihrt, da korpereigene
Antigene allein weder eine Entziindungsreaktion noch eine Aktivierung von APZs
stimulieren konnen [16]. Manche Selbstantigene induzieren weder zentrale noch periphere

Toleranz, sie werden vom Immunsystem ignoriert. Dies kommt beispielsweise bei



Antigenen vor, die anatomisch gesehen in weiter Entfernung von den immunkompetenten

Lymphozyten vorkommen [17].

Autoimmunerkrankungen besitzen eine hohe klinische Relevanz. Es gibt verschiedenste
bekannte oder vermutete Autoimmunkrankheiten, wobei viele davon sehr hiufig auftreten
wie die Hashimoto’s Thyreoiditis und die Gravesche Krankheit, von denen mehr als 3 %
der adulten Frauen betroffen sind. Andere bekannte Autoimmunerkrankungen sind die
rheumatoide Arthritis, der insulinabhingige Diabetes oder die Multiple Sklerose.
Autoimmunkrankheiten sind oftmals schwer zu diagnostizieren, da der Ausbruch meist
schleichend mit unspezifischen Symptomen beginnt [8].

Autoimmunitdt bekommt eine pathologische Relevanz, wenn die Produktion grofer
Mengen von bestimmten IgM-Antikorpern oder von speziellen IgG-Antikorpern mit hoher
Affinitdt erfolgt. Fiir viele Autoimmunkrankheiten sind autoreaktive B- und T-Zellen
gegen die gleichen Ziel-Autoantigene gerichtet und in manchen Fillen auch gegen die
gleichen immundominanten Epitope [18].

Eine Pradisposition fiir die Entwicklung einer Autoimmunkrankheit scheint genetisch
bedingt zu sein, wobei es mehrere Ausloser fiir einen Krankheitsausbruch geben kann.
Defekte bei der Lymphozyten-Regulation konnen zu Autoimmunerkrankungen fiihren, da
die Mechanismen der Selbsttoleranz nicht redundant sind und daher nicht kompensiert
werden konnen [19]. Auf der genetischen Ebene scheint vor allem ein Zusammenhang mit
den HLA (human leucocyte antigen) -Genen (kodieren die MHC-Molekiile auf den APZs)
zu bestehen [20]. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass Mutationen im Interleukin-
2-Gen zur unkontrollierten Vermehrung von Lymphozyten und damit zu einer
Manifestierung einer Autoimmunitdt fithren [21]. Beispielsweise kommt es durch
Polymorphismen in diesem Gen verstirkt zur Ausbildung des insulinabhingigen Diabetes
mellitus [22].

Weiterhin gibt es die Vermutung, dass Infektionen Initiatoren einer Autoimmunerkrankung
sein konnen, dies vor allem bei genetisch vorbelasteten Personen. Dabei spielt
moglicherweise das sogenannte molekulare Mimikry eine Rolle, wobei Antikorper oder T-
Zellen, die durch eine Infektion gebildet wurden, mit korpereigenen Antigenen
kreuzreagieren [23, 24]. Bei einer Untersuchung von Eichbaum et al. konnte eine
Kreuzreaktivitiat zwischen streptokokkalem M-Protein und dem kardialen Myosin aufgrund
von homologen Sequenzen einiger Aminosduren aufgezeigt werden [25, 26]. Bachmaier et

al. konnten Sequenzhomologien zwischen der schweren Kette des Myosin und einigen



infektiosen Virusagentien sowohl bei der Myokarditis als auch bei der Dilatative
Kardiomyopathie nachweisen [27]. Aber auch Medikamenten-Wirkstoffe, sowie einige
Chemikalien konnen zu einer ausreichenden Veridnderung der Wirtsmolekiile und damit
zur Immunogenitit fiithren.

Die Antikorperentdeckung kann dem Krankheitsbeginn einige Jahre vorangehen. Bei
organspezifischen Autoimmunkrankheiten (z. B. Diabetes, Morbus Basedow), ist der
Zerstorungsprozess groftenteils auf ein Organ beschrinkt, und die Autoantikorper
reagieren mit Autoantigenen, die nur an diesem erkrankten Zielorgan vorkommen. So
werden beispielsweise bei der insulinabhiingigen Diabetes korpereigene Antikorper gegen
die Beta- Zellen der Langerhansinseln im Pankreas gebildet [28].

Neben den bereits zitierten Erkrankungen, die von der Volkswirtschaft immense
Aufwendungen fiir Diagnostik und Therapie erfordern, finden nach Untersuchungen in den
letzten Jahren wahrscheinlich auch im Herzen von Autoimmunantworten ausgeloste

pathogene Prozesse statt.

1.3. Dilatative Kardiomyopathie

Die Dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist durch eine eingeschrinkte systolische Funktion
des Myokards und durch eine Dilatation des linken und rechten Ventrikels gekennzeichnet
(Abb. 2). Nach WHO-KTriterien kann die DCM durch mehrere Ursachen bedingt sein: sie
kann idiopathisch, genetisch, viral, autoimmun und assoziiert mit einer viralen Infektion
verursacht werden [29, 30]. Mit einer Inzidenz von 6 pro 100.000 Einwohner und einer
Priavalenz von 36 pro 100.000 Einwohner ist sie die hdufigste Herzmuskelerkrankung und
stellt neben der koronaren Herzerkrankung die héufigste Indikation fiir eine
Herztransplantation dar. Ménner sind mit einem Verhiltnis von ca. 2:1 stirker betroffen als
Frauen. Ebenso haben afroamerikanische Rassen ein 2,5-fach erhohtes Erkrankungsrisiko

[31].



Abb. 2: Gesundes Herz (A) und dilatiertes Herz (B) nach [32]

1.3.1. Atiologie der DCM

Eine Héaufung von DCM-Fillen innerhalb einer Familie ist nicht selten und es konnte
gezeigt werden, dass 20-30 % der Patienten eine DCM aufgrund genetischer Mutationen
ausbilden. Die autosomal-dominante DCM ist die hiufigste vererbte Form (60-70%) [33]
und kann eine Vielzahl von Genen betreffen, die im Zusammenhang mit der Kontraktion
oder Transduktion der kontraktilen Kraft stehen, z. B. kardiales o-Aktin [34], Desmin,
Phospholamban [35] (siehe Tab. 1). Zu erwéhnen sind hier auch die weitaus hdufigeren
Mutationen in Genen, welche nicht nur den Herzmuskel betreffen, z. B. fiir 3-Myosin [36]
oder Laminin-A/C [37]. Seltener wird die DCM autosomal rezessiv oder X-chromosomal
vererbt [38] (siehe Tab. 1).

Oftmals basiert die DCM auch auf einer Myokarditis, die initial hdufig durch eine
Virusinfektion ausgelost wird. Nach dieser Theorie sind DCM und Myokarditis
unterschiedliche Stadien der gleichen myokardialen Grunderkrankung [39]. Durch in-situ-
Hybridisierung und PCR konnte bei einer Vielzahl der DCM-Patienten eine Virusinfektion
im Myokard nachgewiesen werden, allerdings schwanken die Angaben zu DCM-Patienten
mit einer Viruspersistenz im Myokard betrichtlich. Frither wurde hauptidchlich
Enteroviren, besonders Coxsackievirus B3 (CVB3) grofle Bedeutung in der Pathogenese
der DCM zugemessen [40]. Auch konnte gezeigt werden, dass eine Infektion von BALB/c
— Méusen mit CVB3 zu einer Myokarditis und im spéteren Stadium zu einer chronischen
Autoimmunreaktion fiihrt [41]. In den letzten Jahren wurden hauptsidchlich Parvovirus

B19, Humanes Herpesvirus 6 und Eppsteinbar-Virus nachgewiesen [42, 43].
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Protein Lokalisation Funktion
Autosomal-dominanter Erbgang
3-Myosin (schwere Kette) Sarkomer Muskelkontraktion
Laminin A/C Zellkernmembran Genexpression, Zellkernstabilitit
Troponin T Sarkomer Muskelkontraktion
a-Aktin 2 Z-Scheibe Interaktion mit Titin und Aktin
o-Myosin (schwere Kette) Sarkomer Muskelkontraktion
o-Tropomyosin Sarkomer Muskelkontraktion
ATP-sensitiver S .
Kaliumkanal Zellmembran Reg. Untereinheit des Kir6.2
kardiales oi-Aktin Sarkomer Muskelkontraktion
kardialer Na'-Kanal 5A Zellmembran o-Untereinheit des Navl1.5
Aufbau, Anordnung von
Cypher/ZASP Zytoskellett Membranproteinen
d-Sarkoglykan Sarkomer Transduktion der kontraktilen Kraft
Desmin Sarkomer Transduktion der kontraktilen Kraft
Eye absent homolog 4 Zellkern Transkriptionsfaktor fiir Myogenese
Metavinkulin Zell-Zell-Kontakt Verankerung von F-Aktin an der
Plasmamembran
Muskel LIM Protein Z-Scheibe Spannungssensor
Myosin b1nd(ejndes Protein Sarkomer Muskelkontraktion
Phospholamban Sarkopl. Retikulum Kalziumhomdoostase
Telethonin/Titin-cap Z-Scheibe Sarkomer-Aufbau
Titin Sarkomer Funktion als elastisches Element
Troponin C Sarkomer Muskelkontraktion
Autosomal-rezessiver-Erbgang
Desmoplakin Desmosom Zell-Zell-Verbindung
Troponin I Sarkomer Muskelkontraktion
X-chromosomaler-dominanter-Erbgang
Dystrophin Zytoskelett Kraftiibertragung
Tafazzin Mitochondrien unbekannt

Tab. 1: Mutationen, die mit DCM assoziiert werden; geordnet nach Héufigkeit; nach [35]

Zahlreiche Befunde weisen daraufhin, dass bei DCM-Patienten Storungen der humoralen
(Antikorper) und zellvermittelten (T-Zellen) Immunitét vorliegen. Dies konnte durch die
Detektion von spezifischen Autoantikérpern, gerichtet gegen kardiale Antigene (siehe
nichstes Kapitel), sowie durch die Aktivierung der zellularen Immunantwort mit Bildung
von zytotoxischen T-Lymphozyten aufgrund von inflammatorischen Prozessen gezeigt
werden [44-48]. Ausgehend von dieser Tatsache wird die DCM in der Literatur auch als
Autoimmunkrankheit angesehen. Da es sich bei der DCM um ein sehr heterogenes

Krankheitsbild handelt, sind bei den meisten Patienten hochstwahrscheinlich mehrere

Ursachen fiir den Krankheitsbeginn und den Verlauf der Erkrankung zu finden.



1.3.2. Spezifische Autoantikorper gegen kardiale Proteine

Die pathophysiologische Relevanz der Autoantikorper in der DCM ist derzeit noch nicht
vollstindig geklart. Es gibt Hinweise, dass Autoantikdrper Verdnderungen im Myokard
initiieren, die zu einer DCM fiihren. Auflerdem konnen Autoantikorper durch Interaktion
mit Zellbestandteilen den myokardialen Metabolismus und die Myokardkontraktilitéit
beeintrichtigen. Diese Ergebnisse weisen auf eine aktive Rolle der Autoantikorper in der
Pathogenese hin, was gleichzeitig bedeutet, dass sie vermutlich nicht nur Epiphinomene
oder Marker eines zugrundeliegenden Autoimmunprozesses reprasentieren.

Es konnten einige Autoantikorper gegen kardiale zelluldre Proteine identifiziert werden
(zur Ubersicht siehe Tab. 2), wobei nihere Untersuchungen an Autoantikorpern erfolgten,
die gegen G-Protein gekoppelte Rezeptoren wie den beta-1-adrenergen Rezeptor [49, 50]
und muskarinergen Rezeptor (M2) gerichtet sind [51]. Ungeféhr 35 % der DCM-Patienten
besitzen Antikorper gegen den M2-Rezeptor [51]. Fiir den beta-1-Rezeptor variieren die
Angaben zwischen 30-90 %. Bei 57 % der untersuchten Patienten wurden Antikorper
gegen beide Rezeptoren nachgewiesen. AuBlerdem wurden Antikdrper gegen
Membranbestandteile und gegen mitochondriale Proteine, z. B. gegen den ADP/ATP-
Carrier der inneren mitochondrialen Membran nachgewiesen [52, 53]. Die Autoantikdrper
gegen den ADP/ATP-Carrier konnen z. B. zu einer Stérung des Myokardmetabolismus
und des Energiehaushaltes fithren. Zusitzlich fand man Autoantikdrper gegen Myosin
light-chain-1, kardiale-oi- und B-Myosin heavy-chain-Isoformen, Tropomyosin und heat-
shock Proteine [54, 55]. Es konnte gezeigt werden, dass durch einen Transfer von
peripheren Leukozyten aus dem Blut von DCM-Patienten auf Méause eine Myokarditis bei
den Tieren ausgelost wird [56]. Dariiber hinaus wurde durch Injektion von Antikorpern
gegen o-Myosin bei Méusen eine Myokarditis bzw. eine DCM ausgelost [57, 58]. Zudem
konnte verdeutlicht werden, dass durch eine aktive Immunisierung bei Kaninchen gegen
Epitope des muskarinergen Rezeptors [59] und des beta-1-Rezeptors bei Ratten [60]
funktionelle und morphologische Verdnderungen &hnlich der DCM induziert werden
konnen. So fiihrt eine Immunisierung von Kaninchen mit Peptiden des beta-1-Rezeptors
zur Entwicklung einer DCM [61]. AuBerdem wurde nachgewiesen, dass kardiotrope
Antikorper die Herzfunktion negativ beeinflussen konnen. So konnte gezeigt werden, dass
die Immunisierung von Tieren mit Antikdrpern gegen den ADP/ATP-Carrier zu einer

Storung des kardialen Energiemetabolismus fiihrt [62]. Gleichzeitig wurde nachgewiesen,
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dass die explantierten Herzen dieser Tiere eine deutliche Verschlechterung der
himodynamischen Parameter aufwiesen. Die Autoantikdrper gegen den ADP/ATP-Carrier,
die mit dem Kalziumkanal kreuzreagieren, konnen ferner iiber einen vermehrten
Kalziumeinwirtsstrom zytotoxische Effekte vermitteln [63]. Aktuell konnte gezeigt
werden, dass BALB/c-Miduse die den immunregulatorischen PD-1 Rezeptor nicht
exprimieren eine DCM entwickeln. Als wesentlichen Pathomechanismus in diesem
Tiermodell konnte die Bildung von Antikorpern gegen kardiales Troponin I nachgewiesen
werden [64, 65]. Alle diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Autoantikdrper eine

entscheidende Rolle bei der DCM spielen.

Autoantikorper | Referenz

Oberflichenproteine/Oberflichenrezeptoren

Beta-1-adrenerger-Rezeptor [66]
muskarinerger Rezeptor [51]
Troponin I [65]
Laminin [67]

Sarkolemmale Proteine

Myosin [55]
Aktin [54]
Tropomyosin [54]
Troponin | [65]
Mitochondriale Proteine
ADP/ATP-Carrier [68]
NADH-Dehydrogenase [69]
Ubiquinol-Cytochrom-C Reduktase [69]
heat-shock-Proteine
hsp 70 [70]
hsp 60 [70]
hsc 70 [70]

Tab. 2 Ubersicht der bekannten Antikorper bei Dilatativer Kardiomyopathie

1.3.3. Therapie der DCM

Die DCM wird medikamentds durch Hemmung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems mit ACE-Hemmern, des sympathischen Nervensystems mit Betablockern, sowie
mit Diuretika und Digitalis therapiert, wobei es trotzdem noch zu einer
Einjahresmortalitiitsrate von 5-10 % kommt [71, 72]. Hiufig ist eine Herztransplantation

die einzige therapeutische MaBnahme fiir diese Patienten. Da die Anzahl der
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Spenderherzen begrenzt ist, werden alternative Therapiekonzepte fiir die Behandlung der
DCM gesucht. Auf Grundlage der These, dass durch eine Virusinfektion und dadurch
ausgeloste Myokarditis [73] eine DCM induziert werden kann, wird iiber eine mogliche
anti-inflammatorische Therapie (Prednisolon, INF-B) diskutiert. Parrillo et al. konnten
zeigen, dass bei DCM-Patienten mit bestehender Myokarditis eine Verbesserung der LVEF
und der kardiopulmonalen Belastbarkeit durch eine tédgliche Einnahme von Prednisolon
erreicht wird im Gegensatz zur Kontrollgruppe und DCM-Patienten ohne Myokarditis
[74]. Gegenteiliges konnte von Mason et. al gezeigt werden, wo die Therapie mit
Prednisolon keine Verbesserung der LVEF erzielen konnte [75]. Auch durch die
Behandlung mit intravends verabreichten Immunglobulinen gelang die Beeinflussung der
autoreaktiven Prozesse und es resultierte eine gesteigerte Herzfunktion [76-78]. In einer
grofBeren Multicenter-Studie konnten diese Ergebnisse jedoch nicht bestétigt werden [79].

Ein weiteres vielversprechendes Verfahren zur Modulation des Immunsystems ist die
Immunadsorptionsbehandlung. Sie gehort zu den extrakorporalen Therapiemalnahmen,

wobei versucht wird, die pathogenen Substanzen aus dem Blutkreislauf zu entfernen.

1.3.3.1. Immunadsorptions- und 1gG-Substitutionstherapie

Mittels des extrakorporalen Immunadsorptionsverfahrens ist es moglich, Immunglobuline
aus dem Blut zu entfernen. Dabei wird Plasma von den anderen Blutbestandteilen getrennt
und mit einer physiologischen Natriumchlorid-Losung iiber spezielle Adsorbersdulen
geleitet, um dann wieder mit den Blutbestandteilen vereinigt zu werden. Dieses Verfahren
wurde auch schon erfolgreich bei anderen Autoimmunerkrankungen wie der endokrinen
Ophthalmopathie [80], der Typ 1 Diabetes [81] oder bei dem systemischen Lupus
erythematosus (SLE) angewendet [82].

Das Séulenbett der Adsorber besteht aus Sepharose, woran Antikorper fiir spezifische
Anwendungen oder Protein-A, welches humanes IgG aller Subklassen mit
unterschiedlicher Affinitit bindet, gekoppelt werden kann. Da IgG der Subklasse 3 mit
Protein-A Sepharose nicht so effektiv aus dem Blut entfernt wird [6], hidngt die
Eliminierung von der Gesamtkonzentration des IgG im Blut ab. FEine ldngere
Immunadsorptionsdauer fiihrt zu einer verbesserten IgG3-Eliminierung, da dann die
GesamtantikOrperkonzentration im Blut niedriger ist [83]. Parallel zu den
himodynamischen Verbesserungen stieg bei den meisten Patienten auch die

linksventrikuldre Auswurffraktion, d. h. es konnte allgemein eine Stabilisierung der

14



myokardialen Funktion erzielt werden, sowie eine Reduktion der Inflammation im
Myokardgewebe [84]. Es konnte auch gezeigt werden, dass Antikorper gegen den beta-1-
Rezeptor wihrend der Immunadsorption aus dem Plasma der Patienten eliminiert werden
[85]. Allgemein kam es zu frithen und anhaltenden himodynamischen Fortschritten, was
durch einen Anstieg des Herzindexes veranschaulicht wird [86, 87].

Zusitzlich zur Verringerung der Entziindungszellen nach der Immunadsorptionstherapie
erfolgt auch eine Abnahme in der Expression von HLA-Genen. Diese Antigene spielen
eine wichtige Rolle in der Regulation der Immunantwort, weil den T-Zellen Peptide von
HLA-Klasse-II Antigenen préasentiert werden konnen. Es ist auch bekannt, dass die
Anfilligkeit, an DCM zu erkranken u. a. mit spezifischen HLA-Allelen zusammenhingt
[88].

Allerdings sind noch nicht alle Mechanismen, die die positiven Effekte der

Immunadsorptionstherapie auslosen, erforscht.

1.3.4. Rolle des IgG3 bei der autoimmunen DCM

Kardiale Antikorper gehoren der IgG-Fraktion an. Es gibt vier IgG-Subklassen (IgG1, 2, 3,
4), die sich immunologisch und funktionell unterscheiden. Antikorper, die
Effektorfunktionen auslosen und vornehmlich immunregulatorisch aktiv sind, sind IgG1
und IgG3 [89]. Die Komplementaktivierung wird am effektivsten durch den IgG3-Subtyp
gesteuert, sowie in geringerem Ausmal}l auch durch IgGl. Zudem fungieren die IgG3-
Antikorper auch besser als Mediatoren zur viralen Neutralisation und
antikorperabhingigen zellularen Zytotoxizitit als IgGl Antikorper [90]. Die
Plasmakonzentration des IgG3 ist deutlich geringer als die des IgG1 (IgG3: ca. 1 mg/ml,
IgG1: ca. 9 mg/ml). Weiterhin hebt sich das IgG3-Molekiil von den Molekiilen der anderen
Subklassen durch die liangere Region (hinge-Region) zwischen dem Fc-Teil und dem
F(ab),-Fragment ab.

Staudt et al. konnten durch eine Vergleichsstudie die Rolle des IgG3 bei der DCM
hervorheben. =~ Es  wurden  zwei  verschiedene = Adsorbersdulen  bei  der
Immunadsorptionstherapie verwendet, wobei eine Sdule mit Protein-A bestiickt war, das
eine hohe Affinitit zu IgGl, 2, 4 besitzt und eine zweite Sdule mit an die Sepahrose
gekoppelte Antikorper mit einer guten Affinitidt zu allen IgG-Subklassen (IgG1, 2, 3 und
4). Nach Entfernung der Immunglobuline aller Subklassen mit der anti-IgG-Séule konnte
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gezeigt werden, das unter anderem eine anhaltende hdamodynamische Verbesserung sowie
eine Steigerung der linksventrikuldren Auswurffraktion erzielt werden konnte, im
Gegensatz zu der Verwendung der unspezifischen Protein-A Sidule [91].

Die Rolle des IgG3 wurde auch durch Untersuchungen von Warraich et al. hervorgehoben.
Mittels ELISA wurde die Hiufigkeit und Reaktivitit von Autoantikorpern gegen Myosin
fiir IgM und IgG-Subtypen bei verschiedenen Herzkrankheiten evaluiert. Dabei konnte ein

erhohter Level von IgG3-Antikopern bei DCM-Patienten festgestellt werden [92, 93].
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2. Fragestellung

Die Rolle von Autoantikorpern bei der Dilatativen Kardiomyopathie (DCM) wird
kontrovers diskutiert. Neben einer Entwicklung der DCM auf Grundlage einer
Virusinfektion mit nachfolgender Myokarditis und Genese von Antikérpern mit kardialen
Zielepitopen, wird auch die aktive Rolle der Antikorper in der Pathogenese der Krankheit
durch zahlreiche tierexperimentelle Ansdtze unterstiitzt. Im Spannungsfeld dieser
Diskussion soll in der vorliegenden Arbeit die Pridvalenz von Antikorper mit kardialen
Zielepitopen, detektiert durch das Auslosen funktioneller Effekte auf isolierten
Rattenkardiomyozyten, sowie der Mechanismus der Bindung dieser Antikorper untersucht
werden. Weiterhin soll versucht werden, die so erzielten Ergebnisse mit den
therapeutischen ~ Effekten = der  Entfernung der  Antikdrper, durch  die

Immunadsorptionstherapie, zu korrelieren.
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3. Material und Methoden

3.1. Funktionelle Versuche an isolierten Rattenkardiomyozyten

Es wurde eine Anzeige zur Organ- und Gewebeentnahme beim Veterindr- und
Lebensmitteliiberwachungsamt Mecklenburg—Vorpommern (Aktenzeichen: LVL M-
V/TSD/7221.3-2.3-012/04; LVL M-V/TSD/722.13-2.3-003/05 und LALLF M-
V/TSD/7221.3-2.3-030/05) vorgenommen.

3.1.1. Zellisolation

Weiblichen Wistar-Ratten (180-200g) des Stamms HsdHan™ (Harlan, Borchen) wurden
mit 375 ug/kg Korpergewicht Trapanal (Altana, Konstanz) anisthesiert, die Herzen
entnommen, an einer Langendorff-Anlage aufgehangen und mit modifiziertem Krebs-
Henseleit-Puffer (110 mM NaCl, 2,6 mM KCl, 1,2 mM MgSOQOy, 1,2 mM KH,PO,, 11 mM
Glucose, 25 mM HEPES, pH = 7.4; alle Chemikalien von Merck, Darmstadt) gespiilt. Fiir
die Zellisolation wurde dem Puffer 360 mg/l (333 U/mg) Collagenase Typ II
(Worthington, Lakewood, USA) und 33 uM CaCl, zugefiigt. Dieser Isolationspuffer
perfundierte das Herz fiir 25 min mit einem konstanten Druck von 65 mmHg, einer
Temperatur von 37°C und fortwihrender Begasung mit Carbogen (95 % CO,/5 % Oy).
AnschlieBend wurde das Herz von der Anlage genommen, manuell zerkleinert und im
gleichen Puffer fiir weitere 10 min mit Begasung dispersiert. Die Zellsuspension wurde
dann durch einen Filter mit einer PorengroBe von 200 uM gegeben um unverdaute
Gewebeteile zu entfernen. Die isolierten Kardiomyozyten wurden zweimal mit
enzymfreiem Puffer gewaschen und dabei die Konzentration des CaCl, schrittweise auf
200 uM und dann 500 uM erhoht. Zum Schluss wurden die Zellen in einem Puffer
(nachfolgend bezeichnet als Versuchspuffer) mit 117 mM NaCl, 2,8 mM KCl, 0,6 mM
MgCl,, 1,2 mM KH;POy, 1,2 mM CaCl,, 20 mM Glucose, 10 mM HEPES, pH = 7,3
aufgenommen, auf zuvor mit 10 pg/ml Laminin (Sigma-Aldrich, Seelze) beschichteten 4-
Kammer-Deckglidser (Nunc, Roskilde, Dianemark) in der erforderlichen Dichte ausgesét

und zum Adherieren fiir mindestens 1 h bei 4°C aufbewabhrt.
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3.1.2. Messung der Kontraktion und der Ca’*-Ratio

Die adherenten Kardiomyozyten wurden fiir 10 min mit 5 pM des Ca’*-sensitiven
Farbstoffes Fura-2-AM (Sigma-Aldrich, Seelze) bei RT unter Schwenken geférbt.
Anschliefend wurden die Zellen mit einer Elektrode stimuliert (1 Hz, 12 V) und mit einer
Kamera und Detektionssystem (IonOptix, Milton, USA) die Kontraktion aufgezeichnet.
Simultan wurde die Fluoreszenz der Zellen bei 340 und 380 nm gemessen (IonOptix,
Milton, USA). Der Quotient aus der Fluoreszenz dieser beiden Wellenlidngen ergibt die
Ca2+—Ratio, welche sich wihrend des Kontraktionszyklus der Zelle verindert. Die 4-
Kammer-Deckglidser mit den Kardiomyozyten konnte mit Puffer {iberspiilt werden um die
Elektrolytversorgung der Zellen aufrechtzuerhalten. Gleichzeitig ermoglichte dieser
Aufbau die zu untersuchenden Substanzen (aufgearbeitetes Patientenserum, Antikorper
etc.) auf die Zellen zu geben und den Einfluss auf die Kontraktilitit und die Ca**-Ratio

nach gewiinschter Zeit aufzuzeichnen.
3.1.3. Aufarbeitung des Patientenplasma und der Antikorper

Fir die Versuche zur Untersuchung der Pridvalenz kardiotroper Antikorper bei DCM-
Patienten wurde das Plasma aus dem Blut der Patienten durch Zentrifugation (2583 g,
10 min, RT) gewonnen. Wenn das Plasma nicht sofort fiir Versuche verwendet wurde,
wurde es zur Lagerung bei —80°C eingefroren. Die Gewinnung der Immunglobuline
erfolgte mittels Affinititschromatographie durch Uberleiten des Plasmas iiber anti-IgG-
Sepharose (Fresenius, Bad Homburg) mit Hilfe von Einweg-Chromatographie-Siulen
(Econo-Pac) (Biorad, Miinchen). Die Eluierung der gebundenen Immunglobuline erfolgte
durch Spiilen mit 0,2 M Glycine-HCI, pH = 2,8. Der pH-Wert des gewonnen Eluats wurde
sofort mit 1 M Tris-HCI (pH = 8,0) neutralisiert um eine Denaturierung zu vermeiden. Fiir
die Untersuchung des Einflusses der Imnmunglobuline auf die Zellen wurde das gewonnen
Eluat gegen den Versuchspuffer fiir 28 h bei 4°C mit einem Dialyseschlauch der
Porengrofle 100 000 Da (Roth, Karlsruhe) dialysiert. AnschlieBend wurde das Eluat fiir
30 min bei 57°C inkubiert um eventuell vorhanden Komplementfaktoren zu denaturieren.

Die Bestimmung der IgG-Konzentration erfolgte im Zentrallabor der Klinischen Chemie
der Universitidt Greifswald. Fiir die Untersuchung zur Privalenz kardiotroper Antikorper

wurden die gewonnenen IgG-Fraktionen der DCM-Patienten, Kontrollpersonen und
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Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen in einer Konzentration von 0,3 g/l auf die
Zellen gegeben und die Veridnderung der Kontraktion und der Ca’*-Ratio nach 2 min
gemessen.

Fiir die Untersuchungen zum Mechanismus der Bindung der Antikorper an die
Kardiomyozyten wurden die wie zuvor beschrieben gewonnene IgG-Fraktion aus dem
Plasma der Firma Biogenes (Berlin) zur Verfiigung gestellt. Die Abspaltung des Fc-Teils
und die Gewinnung der F(ab),-Fragmente erfolgte dort durch enzymatische Spaltung mit
Pepsin und anschlieBender chromatographischer Aufreinigung. Nach der Dialyse gegen
den Versuchspuffer wurden die F(ab),-Fragmente in einer Konzentration von 200 pg/ml
tiber die Zellen gegeben. Die Untersuchungen zur Blockade der Antigenbindungsstelle
durch die F(ab),-Fragmente wurden mit einer Vorinkubation der Zellen fiir 30 min bei RT
und einer Konzentration von 56 pg/ml durchgefiihrt.

Die eingesetzten Fc-Fragmente bei den Versuchen zur Untersuchung des Mechanismus der
Bindung der Antikorper an die Kardiomyozyten wurden kommerziell erworben
(Calbiochem, Darmstadt) und in einer Konzentration von 30 pg/ml fiir 30 min bei RT mit
den Zellen inkubiert. Der in diesem Zusammenhang genutzte anti-human-F(ab),-
Antikorper (Sigma-Aldrich, Seelze) wurde ebenfalls gegen den Versuchspuffer dialysiert
und dann mit einer Konzentration von 30 pg/ml auf die Zellen gegeben.

Die Antikorper gegen den Fc\Rezeptor II (Ziege-anti-CD32 (R-16), Santa Cruz,
Heidelberg) und der Kontrollantikdrper Ziege-anti-CD45 (N-19) (Santa Cruz, Heidelberg)
wurden ebenfalls dialysiert und dann in der angegebenen Konzentration auf die Zellen
gegeben. Die Spaltung des anti-CD32 Antikorpers und die Gewinnung der F(ab),-
Fragmente dieses Antikorpers erfolgt mit Hilfe des ,,F(ab),-Preparation-Kits* (Pierce,
Rockford, USA) und wurde nach Vorschrift durchgefiihrt. Die eingesetzten Inhibitoren 4-
Amino-5-(4-chorophenyl)-7-(t-butyl) pyrazolo [3,4-d] pyrimidin (PP2) (Alexis, Lausen,
Schweiz) und der syk-Kinasen-Inhibitor (Portola, San Francisco, USA) wurden in einer

Konzentration von 2 uM eingesetzt und die Zellen 30 min bei RT vorinkubiert.
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3.2. Immunfluoreszenz an isolierten Zellen

3.2.1. Rattenkardiomyozyten

Die isolierten adulten Rattenkardiomyozyten wurden auf Deckgldschen in 6-well-Platten
ausgesidt und adherierten fiir mindestens 1 h bei 4°C. AnschlieBend wurden die nicht
adherenten Zellen durch Spiilen mit PBS (120 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,4 mM KH,POy,,
0,4 mM Na,HPO,, pH = 7,4; alle Chemikalien Merck, Darmstadt) entfernt und die
adherenten Zellen anschliefend mit 4 % Paraformaldehyd-Losung (Merck, Darmstadt) in
PBS fiir 10 min bei RT fixiert. AnschlieBend wurde 3 mal fiir 5 min mit PBS gewaschen.
Die Blockierung erfolgt mit 3 % Rinderserum-Albumin (BSA) (PAA, Pasching,
Osterreich) fiir 15 min bei RT. Nach erneutem Waschen (3 x 5 min) mit PBS/0,05 %
Tween20 (Roth, Karlsruhe) wurden die Zellen auf den Deckglischen mit 100 ul der
Antikorper (alle Santa Cruz, Heidelberg) in einer Konzentration von 4 pg/ml (verdiinnt mit
3% BSA in PBYS) iiberschichtet in einer feuchten Kammer fiir 2 h bei RT inkubiert. Der mit
Rhodamin konjugierte Rind-anti-Ziege Sekundérantikorper wurde nach erneutem
dreimaligem Waschen fiir 45 min in einer Verdiinnung von 1:400 auf die Zellen gegeben.
Nach dem Waschen der Zellen erfolgte eine Gegenfirbung mit 4’,6-Diamidino-2-
phenyindole, dilactate (DAPI) (Sigma-Aldrich, Seelze) zur Darstellung des Zellkerns fiir
2 min in einer Konzentration von 1 pug/ml in PBS. Die Deckglischen wurden dann mit
Mounting Medium (Sigma-Aldrich, Seelze) auf Objekttrigern befestigt und nach der
Polymerisation im Fluoreszenzmikroskop (Leica, Wetzlar) bei 570 nm betrachtet. Die

Bildaufnahmen erfolgten mit der AxioVison Software (Leica, Wetzlar).

3.2.2. Leukozyten

Es wurde ein Blutaustrich auf Objekttragern mit Vollblut aus der Ratte oder menschlichem
Blut gemacht und nach Antrocknung durch Tauchen in kaltes Aceton (Sigma-Aldrich,
Seelze) fixiert. Der gewiinschte Teil des Blutausstrichs wurde mit einem Fettstift umrandet
und anschlieBend die Immunfluoreszenzfarbung mit dem identischen Protokoll,

beschrieben fiir die isolierten Rattenkardiomyozyten, durchgefiihrt.
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3.2.3. Humane Kardiomyozyten

3.2.3.1. Isolation humaner Kardiomyozyten aus Biopsien

Humane Kardiomyozyten wurden aus Biopsien, entnommen dem rechten Ventrikel,
gewonnen. Die Biopsien wurden sofort nach Entnahme in eisgekiihltem Puffer (120 mM
NaCl, 54 mM KCI, 0,5 mM MgSO4, 20 mM Glucose, 10 mM HEPES, 6 mM NTA,
pH = 7; alle Chemikalien Merck, Darmstadt) zur Weiterverarbeitung ins Labor iiberfiihrt.
Die enzymatische Isolation der Zellen aus den Biopsien erfolgt in einem 2 ml Gefdll in
einem Wasserbad (35°C) unter stidndiger Begasung des o. g. Puffers unter Zusatz von
50 uM CaCl, (Merck, Darmstadt) und 1 % BSA (PAA, Pausching, Osterreich). Durch
Inkubation mit 4 U/ml Protease Type XXIV (Sigma-Aldrich, Seelze) fiir 15 min,
nachfolgender Inkubation mit 1 mg/ml Collagenase-A (Worthington, Lakewood, USA)
und 0,5 mg/ml Hyaluronidase (Sigma-Aldrich, Seelze) fiir 20 min und abschliefender
Inkubation mit 1 mg/ml Collagenase-A wurden die Kardiomyozyten schrittweise aus dem
Gewebeverband gelost. Die jeweils verbrauchte Enzymlosung wurde als Uberstand nach
Zentrifugation (240 g, 4 min) entfernt. AbschlieBend wurde das Zellpellet mit dem Puffer
ohne Zusatz von Enzymen gewaschen und durch einen Filter (Porengréfe 200 uM)

gegeben.

3.2.3.2. Immunfluoreszenzfdrbung mit isolierten humanen Kardiomyozyten

Um die wenigen humanen Kardiomyozyten nicht durch zu schwache Adherenz oder
Waschschritte zu verlieren, wurden alle Schritte des Protokolls fiir die
Immunfluoreszenzfiarbung (analog der Férbung isolierter Rattenkardiomyozyten) in
Suspension durchgefiihrt. Das Zellpellet wurde mit den jeweiligen Puffern und
Antikorperlosungen in einem 1,5 ml Gefid3 auf dem Schiittler bei RT inkubiert und zum
Wechseln der Puffer fiir 4 min bei 240 g zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt
wurde das Zellpellet in Mounting Medium aufgenommen, auf einen Objekttriger gebracht

und mit einem Deckkglidschen abgedeckt.
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3.3. Elektronenmikroskopie

Biopsien von Rattenherzen oder humanen Herzen wurden mit 1 % Glutaraldehyd (Sigma-
Aldrich, Seelze) und 4 % Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt, BRD) in 100 mM
Cacodylatpuffer (Serva, Heidelberg) (pH = 7,4) fiir 2 h bei Raumtemperatur fixiert.
Anschlieend wurden die Proben iiber Nacht bei 4°C gelagert. Die Proben wurde danach
fiir 15 min mit Glycin-Tris gepufferter NaCl-Losung (50 mM Glycin (Merck, Darmstadt),
10 mM Tris-HCl (MP Biomedicals, Illkirch, Frankreich) (pH 8,0), 150 mM NaCl (Merck,
Darmstadt)) inkubiert, 5 min mit Tris gepufferter NaCl-Losung gewaschen und dann mit
25 % Polyvinylpyrrolidon und 1,6 M Saccharose (beides Merck, Darmstadt) infiltriert.
Anschlieend wurden die Proben auf einen Probenhalter gebracht, in fliissigem Stickstoff
eingefroren und mit einem Diamantmesser bei -100°C mittels Ultramikrotom (Ultracut
S/FCS Kryoultramikrotom, Zeiss, Gottingen) geschnitten. Die aufgetauten ultradiinnen
Schnitte wurden auf ein mit Formvar-Kohlefilm beschichtetes Kupfernetzchen
aufgenommen und dann mit den Schnitten nach unten fiir 3 x 5 min auf jeweils einen
Tropfen mit Tris gepufferter NaCl-Losung, fiir 15 min auf Glycin-Tris gepufferter NaCl-
Losung, fiir 15 min auf 5 % Serum im Inkubationspuffer (1 % Milchpulver, 0,1 %
Tween20 (beides Roth, Karlsruhe) in Tris gepufferter NaCl-Losung), fiir 1 h auf 20 pg/ml
primédren Antikorper (Santa Cruz, Heidelberg), fiir 6 x 2 min auf Inkubationspuffer und fiir
1 h auf Kaninchen-anti-Ziege-Antikorper markiert mit 10-nm-Goldpartikeln (1:25
verdiinnt mit Inkubationspuffer, Sigma-Aldrich, Seelze) aufgelegt. Nach dem Waschen mit
Inkubationspuffer und Postfixierung mit 2 % Glutaraldehyd (Merck, Darmstadt) in
Phosphat gepufferter NaCl-Losung (pH 7,3) wurden die Schnitte mit 2 % Methylzellulose
und 0,3 % Uranylacetat (Merck, Darmstadt) stabilisiert. Danach wurden die Proben an
einem Transmissionselektronenmikroskop (Leo 906, Zeiss, Gottingen) bei 80 kV

mikroskopiert.

3.4. Westernblot

Die Isolation der Proteine aus isolierten Rattenkardiomyozyten und der in Stickstoff im
Morser zerkleinerten humanen Biopsien erfolgte mit Hilfe des RIPA-Lyse-Puffers (Santa
Cruz, Heidelberg) unter Zusatz von jeweils 10 pul/ml 200 mM Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMDF) (Sigma-Aldrich, Seelze), 200 mM Sodiumorthovanadate (Sigma-Aldrich, Seelze)
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und Protease Inhibitor (Sigma-Aldrich, Seelze). Nach einer Inkubation von 15 min auf Eis
und Durchmischung wurde die Suspension fiir 15 min bei 9000 g und 4°C zentrifugiert.
Die Konzentration der Proteine im Uberstand wurde mittels BCA-Assay (Pierce, Rockford,
USA) nach Vorschrift ermittelt und die Extinktion bei 562 nm photometrisch bestimmt.
Die lysierten Proteine wurden 1:1 mit Laemli-Puffer (Santa Cruz, Heidelberg) gemischt,
bei 95°C fiir 5 min im Wasserbad inkubiert und bis zur Verarbeitung bei —20°C gelagert.
Fiir die Gelelektrophorese (Biorad, Miinchen) wurden 10 % Gele gegossen und bei 100 V
die Proteinauftrennung durchgefiihrt. Fiir die Detektion der Proteingroe wurde ein
vorgefarbter Marker von Invitrogen (Karlsruhe) aufgetragen.

Die Ubertragung der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran erfolgte in einem
Blotsystem der Firma Biorad (Miinchen) bei 100 V fiir 90 min. Nach Blockierung der
Membran fiir 1 h mit 5 % Milchpulver (Roth, Karlsruhe)/3 % BSA (PAA, Pausching,
Osterreich) in TBS (136 mM NaCl (Merck, Darmstadt) 20 mM Tris (MP Biomedicals,
Mlkirch, Frankreich) pH = 7,6) und dreimaligem Waschen mit TBS/0,1 % Tween20 fiir
10 min wurde die Membran mit dem Primirantikorper Ziege-anti-CD32 (Santa Cruz,
Heidelberg) iiber Nacht bei 4°C in einer Konzentration von 1 pug/ml (verdiinnt mit 5 %
BSA/0,1 % Tween20) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir 10 min in TBS/0,1 %
Tween20 und Inkubation des Sekunddrantikorpers (Rind-anti-Ziege-HRP, Santa Cruz,
Heidelberg) erfolgte eine Detektion mittels Lumineszenz-Detektionskit (Pierce, Rockland,

USA). Die Zusammensetzung der Puffer und Losungen ist im Folgenden aufgelistet:

Trenngel: 8,2 ml dest. H,0
6,6 ml Bis-Tris-Losung (Serva, Heidelberg)
Sml 1,5M Tris-HCI (pH = 8,8) (MP Biomedicals, Illkirch, Frankreich)
200 ul SDS-Losung (10 %) (Roth, Karlsruhe)
100 ul APS-Losung (10%) (Roth, Karlsruhe)
10 ul  TEMED (Roth, Karlsruhe)

Sammelgel: 4,1 ml dest. H,0
3,3 ml Bis-Tris-Losung (Serva, Heidelberg)
2,5 ml 0,5 M Tris-HCI (pH = 6,8) (MP Biomedicals, Illkirch, Frankreich)
100 ul SDS-Losung (10 %) (Roth, Karlsruhe)
50 ul  APS-Losung (Roth, Karlsruhe)
10 ul  TEMED (Roth, Karlsruhe)
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Elektrophorese-Puffer (pH = 8,3): 19 mM Tris (MP Biomedicals, Illkirch, Frankreich)
190 mM Glycine (Merck, Darmstadt)
3,5 mM SDS (Roth, Karlsruhe)

Transfer-Puffer (pH = 8,3): 25 mM Tris (MP Biomedicals, IlIkirch, Frankreich)
190 mM Glycine (Merck, Darmstadt)

3.5. PCR

Die Isolation der DNA aus EDTA-Blut der Patienen erfolgte mit dem ,,QiaAmp blood kit*
(Qiagen, Hilden) nach Vorschrift. Die Polymerase Kettenreaktion zur Identifikation der
Allele fiir den FcyRezeptor Ila-R/H131 Genpolymorphismus erfolgt mit spezifischen
Primern in Anlehnung an ein Protokoll von Carlsson et al. [94].

Mit einer ersten Amplifiktation mit 100 nM der Primer P52 und P63 wurde ein 1000 bp
groBBes Fragment des Intron 4 aus 100 ng DNA amplifiziert. Als interne Kontrolle wurde
die Amplifikation von einem 440 bp Fragment des C-reaktiven Proteins (CRP) mitgefiihrt.
Hierfiir wurden 20 nM der beiden Primer CRP-I (Forward) und CRP-II (Reverse) dem
Reaktionsansatz zugesetzt. 100 ng der Amplifikationsprodukte wurden dann in einer
zweiten PCR mit den spezifischen Primern fiir die Genotypen P5G (fiir Fc,Rezeptor Ila-
R131) oder P4A (fiir Fc\Rezeptor Ila-H131) zusammen mit dem Primer P13 (Reverse)
eingesetzt (jeweils 100 nM). Zur internen Kontrolle wurden wiederum die Sequenz fiir
CRP amplifiziert. Alle Primer wurden von Metabion (Martinsried) synthetisiert
(Primersequenzen siehe Tab. 3). Die PCR’s wurden mit dem Kit ,,illustraTM puReTaq
Ready-To-Go PCR Beads* (Amersham Bioscience, Uppsala, Schweden) durchgefiihrt. Die
gewihlten Amplifikationszyklen sind im Folgenden aufgefiihrt:

PCR 1:
1 Zyklus 95°C 5 min, 55°C 5 min, 72°C 5 min
35 Zyklen 95°C 1 min, 55°C 1 min, 72°C 2 min
1 Zyklus 72°C 10 min

PCR 2:
1 x 95°C 5 min
30 Zyklen 95°C 15 s, 58°C 30's, 72°C 30 s
1 Zyklus 72°C 10 min
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Primer Sequenz

P52 5’-GAA GAG CTG CCC ATG CTG

P63 5’-CAA GCC TCT GGT CAA GGT C

P13 5’-CTA GCA GCT CAC CAC TCC TC

P5G 5’-GAA AAT CCC AGA AAT TTT TCC G

P4A 5’-GAA AAT CCC AGA AAT TTT TCC A

CRP-I1 FOR 5’-CCA GCC TCT CTC ATG CTT TTG GCC
AGA CAG

CRP-II REV 5’-GGG TCG AGG ACA GTT CCG TGT AGA
AGT GGA

Tab. 3: Primersequenzen

Jeweils 5 pl der PCR-Produkte wurden dann auf ein 2,0 % Agarose-Gel (Lonza, Rockland,
USA) aufgetragen und mit Ethidiumbromid gefirbt.

3.6. Patienten

Alle Patienten wurden iiber die Verwendung ihrer Daten aufgekldrt und eine schriftliche
Einwilligung eingeholt. Eine Zustimmung der Ethikkommission der Universitit

Greifswald liegt vor.

3.6.1. Echokardiographie und Messung der kardiopulmonalen

Belastbarkeit

Die echokardiographische Untersuchung der Patienten erfolgte vor Immunadsorption, 3
Monate und 6 Monate nach Therapie. Die Bestimmung der linksventrikuldren
Ejektionsfraktion (LVEF) und des linksventrikuldren diastolischen Diameters (LVED)
erfolgte mittels transthorakaler Echokardiographie unter Verwendung eines General
Electric Vivid 3 Echokardiographie-Systems mit einer 5 MHz-Sektor-Scanner-Sonde. Es
wurden jeweils zwei M- und B-Mode-Aufnahmen aus parasternaler und apikaler Sicht (2-
bzw. 4-Kammer-Blick) angefertigt; die Bestimmung des LVED erfolgte im M-Mode Bild
anhand von 3 gemittelten Messungen. Die Bestimmung der LVEF erfolgte anhand des B-
Mode-Bildes der apikalen Achse unter Mittelung von 3 Messungen. Die Auswertung
erfolgte entsprechend der ,,Guidelines of the American Society of Echocardiography‘
durch einen erfahrenen und entsprechend zertifizierten Untersucher post-hoc, der beziiglich

der Behandlung der Patienten verblindet war.



Die Bestimmung der kardiopulmonalen Funktion erfolgte mittels Fahrrad-Spiroergometrie
und der Online-Analyse der in- und exspiratorischen Gase sowie des EKG. Die Patienten
wurden angehalten, sich bis zu ihrem subjektiven Leistungsmaximum zu belasten. Es
erfolgte zunichst eine ,,run-in“-Phase iiber 2 Minuten; die Leistung wurde anschliessend
stufenweise mit je 20 W alle 2 Minuten gesteigert. Nach Abbruch folgte eine insgesamt 4-
miniitige Erholungsphase. Registriert wurden die maximale erreichte Leistung, die

maximale Sauerstoffaufnahme sowie die maximale Herzfrequenz.

3.6.2. Virusinfektion und Inflammation des Myokards

Die histologische Untersuchung der Herzmuskelbiopsien erfolgte am Universitatsklinikum
Tiibingen. Die Untersuchungen zur Inflammation wurden an Paraffinschnitten der
Biopsien durchgefiihrt und die Beurteilung der Inflammation orientierte sich an den
gingigen Kriterien [95]. Eine Leukozyteninfiltration von > 14 Zellen/mm* (CD3*
Lymphozyten und/oder CD68" Makrophagen) galt als MaBstab fiir eine Inflammation.
Zusitzlich wurde die Expression von HLA-Klasse II Molekiilen untersucht.

Das Biopsiematerial wurde weiterhin mittels PCR auf eine Infektion mit folgenden Viren
untersucht: Enteroviren (Coxsackivirus A, Coxsackivirus B, Echoviren), Parvovirus B19
(PVB19), Adenoviren (ADV), Epstein Barr Virus (EBV) und humanes Herpesvirus 6
(HHV6).

3.6.3. Immunadsorptionstherapie

Die Immunadsorptionstherapie ist ein extrakorporales Therapieverfahren, wobei das
Plasma der Patienten iiber eine Protein-A Siule (Fresenius, Bad Homburg) geleitet wird,
das IgG entfernt und eine Riickfithrung des Plasmas erfolgt. Die Behandlung erfolgte an 5
aufeinanderfolgenden Tagen, nach einem optimierten Schema zur Entfernung des IgG der
Subklasse 3 [91]. Nach der letzten Behandlung erfolgte eine Gabe von 0,5 g/kg
polyklonalem IgG (Venimmun (Centeon Pharma, Wien, Osterreich) oder Sandoglobulin

(ZLB Behring, Marburg)) fiir die Wiederherstellung der Plasmalevel.
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3.7. Statistik

Alle Statistiken wurden mit dem Programm SigmaStat berechnet. Es wurde entweder der t-
Test oder der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Fiir die Beurteilung der Ergebnisse fiir
abhédngige Gruppen (vor/nach Therapie) wurde der gepaarte t-Test oder U-Test eingesetzt.
Die Subgruppenanalyse beziiglich Geschlecht, Inflammation/Virusinfektion und der
Aufteilung der Patienten mit negativ inotroper Reaktion und ohne negativ inotrope
Reaktion wurde mit dem Chi-Quadrat-Test durchgefiihrt. Die Diagramme und Tabellen
geben, wenn nicht anders gekennzeichnet den Mittelwert + Standardfehler wieder. Das
Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 angesetzt und entsprechend in den Graphiken und

Tabellen gekennzeichnet.
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4. Ergebnisse

4.1. Pravalenz kardiotroper Antikorper

Fiir die Untersuchung zur Pridvalenz kardiotroper Antikorper wurde die Wirkung der
aufgereinigten IgG-Fraktion von 120 DCM-Patienten, 60 Kontroll-Probanden und 30
Patienten = mit anderen  Autoimmunerkrankungen (Tab. 4) auf isolierte
Rattenkardiomyozyten untersucht. Die Veridnderung der Kontraktilitit und der Ca”*-Ratio
wurde aufgezeichnet und die Wirkung vorhandener Antikorper in der IgG-Fraktion des
Plasmas gemessen.

Es konnte gezeigt werden, dass bei 56,7 % der DCM-Patienten IgG im Plasma zirkuliert,
welches eine negativ inotrope Reaktion bei den Rattenkardiomyozyten auslost. Es konnte
bei keinem Patienten eine postive Inotropie beobachtet werden. Als ,negativ inotrope
Reaktion® wurde die Abnahme der Kontraktion und/oder der Ca’*-Ratio um -9.9 % bzw.
-6,1 % mnach 2 min definiert. Das entspricht dem Mittelwert minus 2
Standardabweichungen der Abnahme der Kontraktilitit/Ca**-Ratio der untersuchten
Kontrollpatienten. Nur 5,0 % des Plasmas von Kontrollprobanden zeigte eine negativ
inotrope Reaktion (p < 0,001 vs. DCM-Patienten). Aus der Gruppe der
Autoimmunpatienten zeigte Plasma von 16,7 % der Patienten eine negativ inotrope

Reaktion (p < 0,05 vs. Kontrolle, p < 0,001 vs. DCM-Patienten) (Abb. 3).

p < 0,001

70,00 -
p < 0,001

60,00 i

50,00 ~

40,00
p < 0,05
30,00

20,00 ~

10,00

% Patienten mit negativ inotroper
Reaktion

0,00 +
Kontrollen AIP-Patienten DCM-Patienten

Abb. 3: Anteil der DCM-Patienten, Kontrollprobanden und Patienten mit
Autoimmunerkrankungen (AIP) mit negativ inotrop wirkendem IgG, isoliert aus Plasma
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n T
Kontroll-Patienten 60
mdnnlich 44 73,3
weiblich 16 26,7
Alter (Jahre) 53,2123
[Patienten mit Autoimmunerkrankungen 30
mdnnlich 10 33,3
weiblich 20 66,7
Alter (Jahre) 60,4 t43
Erkrankung RA 18 60,0
SLE 5 16,7
M.Wegner 2 6,7
Polymyositis 2 6,7
Perichondritis 1 3,3
Kollagenose 1 3.3
Thyreoditis 1 3,3
IDCM-Patienten 120
mdnnlich 92 76,7
weiblich 28 23,3
Alter (Jahre) 50,6+ 1,0
LVEF (%) 32,3+0,7
Krankheitsdauer (Monate) 18,727
Histologie
Virusinfektion 51 42.5
PVBI9 25 49,0
HHV6 14 27,5
PVBI19/HHV6 5 9,8
EBV 4 7,8
EBV/HHV6 2 3,9
HSV-1 1 1,9
Inflammation 75 62,5

Tab. 4: Charakteristik der Kontroll-Patienten, DCM-Patienten und Patienten mit anderen
Autoimmunerkrankungen fiir die Untersuchung der negativ inotropen Wirkung der IgG-
Fraktion; Mittelwert + SEM



4.1.1. Einfluss von Geschlecht, Alter, linksventrikulirer
Ejektionsfraktion, Krankheitsdauer, Virusinfektion und

Inflammation des Herzmuskels

Die Privalenz negativ inotrop wirksamer Antikorper wurde in Bezug auf verschiedene
Subgruppen der DCM-Patienten untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass méannliche DCM-Patienten héufiger negativ inotrope
Antikorper (62,4 %) besitzen und diese eine stirkere Reaktion auslosten (Abnahme der
Kontraktilitit/Ca>*-Ratio: -10,1 £ 0,6 % bzw. -6,7 £ 0,5 %) als bei weiblichen Patienten,
die seltener negativ inotrope Antikorper besitzen (35,7 %; p < 0,05 vs. minnlichen
Patienten), welche im Mittel eine schwichere Reaktion zeigten (Abnahme der
Kontraktilitidt/Ca>*-Ratio: 73 £ 1,0 % bzw. -49 £ 0,6 %; p < 0,05 vs. Reaktion
maéannlicher Patienten) (Abb. 4 und Abb. 5).
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ménnliche DCM-Patienten weibliche DCM-Patienten

M negativ inotrop

O nicht negativ intotrop

Abb 4: Anzahl der Patienten, deren Plasma eine negativ inotrope Reaktion ausloste in
Bezug auf das Geschlecht der Patienten

Der Einfluss des Alters, der linksventrikuldren Ejektionsfraktion und der Krankheitsdauer
zum Zeitpunkt der Plasmagewinnung wurden hinsichtlich der negativ inotropen Reaktion
auf die isolierten Rattenkardiomyozyten untersucht. Hierbei wurden folgende Subgruppen
gebildet: LVEF < 32 %, LVEF > 32%, Krankheitsdauer bis/iiber 12 Monate, Alter < 50
Jahre bzw. Alter > 50 Jahre. Das hierbei gewihlte Alter und die LVEF entspricht dem
Median der Patientengruppe, fiir die Krankheitsdauer dienten Grenzwerte die der

allgemeinen Definition von einer beginnenden DCM entsprechen.
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Abb. 5: Stirke der negativ inotropen Reaktion in Abhingigkeit vom Geschlecht der
Patienten

Es konnte keine Korrelation zum Alter hinsichtlich der Anzahl der Patienten mit einer
negativ inotropen Reaktion ermittelt werden. 57,9 % der Patient jiinger oder gleich 50
Jahre und 55,6 % der Patienten iiber 50 Jahre besaBen kardiotroper Antikorper im Plasma
(Abb. 6). Allerdings zeigte sich ein signifikanter Unterschied in den Subgruppen
hinsichtlich der LVEF und der Krankheitsdauer. Von den Patienten mit einer stark
eingeschrinkten linksventrikuldren Funktion (LVEF < 32%) konnten fiir 47,5 % negativ
inotrop wirksame Antikorper nachgewiesen werden. 66,1 % (p < 0,05) der Patienten mit
einer leichter eingeschrinkten Funktion (LVEF > 32%) besallen negativ inotrop wirksame
Antikorper (Abb. 6). Fiir die Unterteilung der untersuchten Patienten hinsichtlich der
bestehenden Krankheitsdauer zum Zeitpunkt der Plasmagewinnung konnte auch ein
signifikanter Unterschied beobachtet werden. Durch Plasma von Patienten mit einer
kiirzeren Krankheitsdauer (bis 12 Monate) konnte deutlich héufiger, bei 65,8 %, ein
negativ inotroper Effekt bei den isolierten Rattenkardiomyozyten ausgeldst werden, als bei
Patienten mit einer Krankheitsdauer iiber 12 Monaten (40,9 %, p < 0,05) (Abb. 6). Auch
zeigt die Starke der negativ inotropen Reaktion einen signifikanten Unterschied in diesen
beiden Subgruppen. Die Patienten mit einer Krankheitsdauer unter 12 Monaten 16sen im
Mittel eine Abnahme der Kontraktilitit bzw. Ca’*-Ratio um -104 + 0,6 % bzw.
-6,9 + 0,6 % aus. Im Vergleich dazu ist die Abnahme der Kontraktilitidt bzw. Ca**-Ratio

der Patienten mit einem ldngeren Krankheitsverlauf geringer (-7,9 = 0,8 % bzw.

=5,1 20,5 %; p <0,05) (Abb. 7)
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Abb. 6: Einfluss von Alter, LVEF und Krankheitsdauer auf den Anteil der Patienten mit
negativ inotroper Reaktion

Endomyokardbiopsien entnommen zum Zeitpunkt der Plasmagewinnung wurden

hinsichtlich einer Virusinfektion und der Inflammation des Myokardgewebes untersucht.

Es konnte keine Korrelation zwischen den histologischen Befunden und der Anzahl der

Patienten mit einer negativ inotropen Reaktion ermittelt werden. So reagieren 57,3 % der

Patienten mit einer Inflammation negativ inotrop im Vergleich zu 55,6 % der Patienten

ohne erhohte Entziindungsmarker im Herzgewebe. Fiir 52,9 % der Patienten mit einer

Virusinfektion des Herzgewebes konnte eine negativ inotrope Reaktion nachgewiesen

werden und fiir 59,4 % der Patienten, welche keinen positiven Virusbefund hatten (Abb.

8).
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Abb. 7: Abnahme der Kontraktilitit/Ca’*-Ratio durch Uberleitung von Plasma von
Patienten in Abhéngigkeit von der Krankheitsdauer
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Abb. 8: Einfluss einer Inflammation (Myo) und Virusinfektion (Vir) des Herzmuskels auf
die Anzahl der Patienten mit einer negativ inotropen Reaktion



4.1.2. Spezifische Antikorper bei DCM-Patienten

Weiterhin sollte untersucht werden, ob das IgG eines Patienten die negativ inotrope

Wirkung des IgG eines anderen Patienten blockieren kann. Dazu wurden die isolierten

Rattenkardiomyozyten mit aufgereinigtem IgG eines Patienten vorinkubiert (¢ =

300 pg/ml, 30 min, RT) und die Reaktion auf IgG von 3 weiteren Patienten untersucht.

Dieses Experiment wurde in 3 verschiedenen Kombinationen wiederholt. Wie in Tabelle 4

dargestellt, konnte eine Inhibierung der negativ inotrope Reaktion nur bei der Kombination

des IgG eines Patientenpaares (*) erzielt werden.
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Veranderung der

Veranderung der

iibergeleitetes IgG L . - . .
Kontraktiliit nach 2 min Ca™ -Ratio nach 2 min

Vorinkubation Patient 1

Patient 2 -13,5+ 14 % -8,0+0,9 %

Patient 4 -16,8 £2,0 % 97+21,7%

Patient 5 -13,5+0,9 % -9,510,8 %
Vorinkubation Patient 2

Patient 3 -139+0,7 % -8,510,5%

Patient 6 -10,1 £ 1,0 % -8,3+10,6 %

Patient 7 -9,7£0,9 % -11,4£2,0%
Vorinkubation Patient 3

Patient 1 (*) 34104 % -4.8+10,4 %

Patient 8 11,5212 % -6,0+1,3%

Patient 9 -10,0+ 1,8 % 95+11,6%

Tab. 4: Spezifische Antikorper bei einzelnen DCM-Patienten verhindern eine gegenseitige
Inhibierung der negativ inotropen Reaktion



4.2. Bindung kardiotroper Antikorper an isolierte

Rattenkardiomyozyten

Fiir die folgenden Versuche zur Aufklirung des Bindungsmechanismus kardiotroper
Antikorper wurde aufgereinigtes IgG von Patienten genutzt (n = 9) welche in den
vorangegangenen Untersuchungen zur Privalenz (siehe Kapitel 4.1.) eine eindeutig negativ
inotrope Reaktion im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe (n = 9) zeigten (Abb. 9).
Das IgG der DCM-Patienten erzeugte eine Abnahme der Kontraktion der isolierten
Rattenkardiomyozyten um -18,7 = 1,1 %. Durch das aufgereinigte IgG der Kontrollgruppe
konnte keine Verminderung der Kontraktion ausgelost werden (-1,6 = 1,1 %; p < 0,001 vs.
DCM-IgG). Gleichzeitig wurde eine Abnahme der Ca’*-Ratio bei der Inkubation mit
DCM-IgG beobachtet, jedoch nicht fiir IgG von Kontrollpatienten (-13,7 = 1,5 % vs.
-1,2£0,8 %; p <0,001).
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Kontroll-IgG DCM-IgG

Abb. 9: Negativ inotrope Reaktion der IgG-Fraktion von DCM-Patienten in Vergleich zu
einer Kontrollgruppe (+++ p < 0,001 vs Kontroll-IgG)
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4.2.1. Rolle der F(ab),-Fragmente

Die durch Pepsin-Spaltung erzeugten F(ab),-Fragmente der Antikorper wurden in einer
Konzentration von ¢ = 56 ug/ml mit den isolierten Rattenkardiomyzyten inkubiert und ihre
Wirkung auf die Kontraktilitit und die Ca®*-Ratio aufgenommen. Sowohl die F(ab),-
Fragmente der Kontrollgruppe als auch der DCM-Patienten zeigten keinen Einfluss auf die
Kontraktilitat (-3,5 £ 0,6 % bzw. -3,1 = 1,2 %) und auf die Ca**-Ratio (-2,2 £ 0,8 % bzw.
-0,9 £ 1,3 %) (Abb. 10). Eine Vorinkubation der isolierten Rattenkardiomyozyten mit den
F(ab),-Fragmenten der DCM-Patienten (¢ = 56 pg/ml, 30 min, RT) konnte eine Abnahme
der Kontraktion und Ca**-Ratio durch eine anschlieBende Uberleitung des intakten DCM-
IgG verhindern (Abnahme der Kontraktilitdt: -4,1 £ 0,6 %; Abnahme der Ca**-Ratio:
-3,1 £ 0,7 %; p < 0,001 vs. intaktem DCM-IgG). Diese blockierende Wirkung konnte
durch Vorinkubation der Zellen mit F(ab),-Fragmenten, gewonnen aus dem IgG der
Kontrollpatienten, nicht erzielt werden. Durch die Uberleitung von intaktem DCM-IgG
kam es auch nach dieser Vorinkubation zu einer negativ inotropen Reaktion (Abnahme der

Kontraktilitit/Ca**-Ratio: -17,2 + 0,8 % bzw. -13,0 = 0,8 %) (Abb. 10).
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< Kontroll- DCM- Kontroll-F(ab), DCM-F(ab),
)5 | (Fab) Fab),  +DCM-IgG + DCM-IgG

Abb. 10: Wirkung der F(ab), Fragmente von Kontroll- und DCM-Patienten (+++ p < 0,001
vs. intaktem Kontroll-IgG; *** p < 0,001 vs. intaktem DCM-IgG)
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4.2.2. Rolle der Fc-Fragmente

Durch einen weiteren Versuchsaufbau wurde die Beteiligung des Fc-Fragments der
Antikorper am Auslosen einer negativ inotropen Reaktion untersucht. Die isolierten
Rattenkardiomyozyten wurden mit Fc-Fragmenten vorinkubiert (¢ = 30 pg/ml, 30 min,
RT) und anschlieBend die Wirkung des intakten DCM-IgG auf die Kontraktilitit und
Ca’*-Ratio untersucht. Die Vorinkubation mit Fc-Fragmenten blockierte eine negativ
inotrope Reaktion (Abnahme der Kontraktilitit/Ca>*-Ratio: 22+1.4%bzw. -0,6 1,0 %;
p < 0,001 vs. DCM-IgG). Daraus wurde geschlussfolgert, dass sowohl das F(ab),-
Fragment als auch das Fc-Fragment beim Auslosen der negativ inotropen Reaktion
beteiligt sind. Zur Bestitigung dieser Annahme wurde eine Rekonstitution eines intakten
Antikorpers simuliert durch Inkubation mit einem anti-human-IgG-F(ab),-spezifischen
Antikorper nach erfolgter Vorinkubation mit F(ab),-Fragmenten der DCM-Patienten bzw.
Kontrollen. Nur bei Vorinkubation mit den F(ab),-Fragmenten der DCM-Patienten konnte
auf diese Weise eine negativ inotrope Reaktion ausgelost werden (Abnahme der
Kontraktilitit/Ca**-Ratio: -19,5 + 2,3 %; bzw. -13,5 + 2,0 %) (Abb. 11). Die fehlende
Bindung der Kontroll-F(ab),-Fragmente an kardiale Epitope, verhinderte die Auspriagung
der negativen Inotropie durch Rekonstitution des IgG mit dem anti-human-IgG-F(ab),-
spezifischen Antikorper (Abnahme der Kontraktilitit/Ca>*-Ratio: 2,6 £0,6 %; bzw. -
2,510,5 %).
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Kontroll-F(ab), + +++
Fc-Fragment anti-human F(ab), DCM-F(ab), +
25 7 4, DCM-IgG 1gG anti-human F(ab),-IgG

Abb. 11: Einfluss des Fc-Fragmentes auf die negativ inotrope Reaktion der isolierten
Rattenkardiomyozyten (+++ p < 0,001 vs. Kontroll-IgG; *** p < 0,001 vs. DCM-IgG)
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4.2.3. Nachweis des Fc,Rezeptors auf Rattenkardiomyozyten und

humanen Kardiomyozyten

4.2.3.1. Immunfluoreszenz

Da die vorangegangenen Ergebnisse nur durch das Vorhandensein eines Rezeptors fiir den
Fc-Teil der Antikorper erklirt werden konnte, wurde durch Immunfluoreszenz,
Elektronenmikroskopie und mittels Westernblot die Expression des Rezeptors auf den
Rattenkardiomyozyten und humanen Kardiomyozyten untersucht. In Abbildung 12 ist eine
deutliche Bindung des Antikorpers gegen den FcyRezeptor II (CD32) zu erkennen. Kein
Signal ldsst sich fiir den Fc,Rezeptor I (CD64) oder FcyRezeptor III (CD16) detektieren.
Als Negativkontrolle wurde Ziegen-IgG eingesetzt, als Positivkontrolle dienen Leukozyten

aus Rattenblut.

anti-Fc,Rezeptor | anti-Fc,Rezeptor 11 anti-Fc,Rezeptor III

Rattenleukozyt

Ziegen-1gG anti-Fc,Rezeptor 11

Abb. 12: Immunfluoreszenz; Inkubation der Rattenkardiomyozyten bzw Rattenleukozyten
mit AK gegen den Fc,RI, Fc,RII' und Fc,RIII; Positvkontrolle: Rattenleukozyten;
Negativkontrolle: Inkubation mit Ziegen-IgG; reprasentative Bilder von n = 6
Experimenten

Der Nachweis des Fc-Rezeptors mittels Immunfluoreszenz wurde auch an isolierten
humanen Kardiomyozyten durchgefiihrt. Aufgrund des limitierten Materials und der
eindeutigen Befunde bei den Rattenkardiomyozyten wurden hier nur Antikorper gegen die
Subgruppe des Fc,Rezeptors II eingesetzt (anti-FcyRezeptor Ila und anti-Fc,Rezeptor IIb/c)

und als Negativkontrolle Ziegen-IgG. Als Positivkontrolle dienten humane Leukozyten.
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Damit konnte der Fc,Rezeptor Ila auf humanen Kardiomyozyten identifiziert werden (Abb.

13).

anti-Fc,Rezeptor Ila anti-Fc,Rezeptor IIb/c

Humane Leukozyten

anti-Fcy
Rezeptor I1a Ziegen-IgG

Abb. 13: Immunfluoreszenz; Inkubation der humanen Kardiomyozyten bzw Leukozyten
mit AK gegen den Fc,RIla und Fc,RIIb/c; Positvkontrolle: Leukozyten; Negativkontrolle:
Inkubation mit Ziegen-IgG; représentative Bilder von n = 4 Experimenten

4.2.3.2. Westernblot

Die Expression des FcyRezeptors II ist auch auf Proteinebene im Westernblot
nachgewiesen worden. Zelllysate von isolierten adulten Rattenkardiomyozyten, neonatalen
Rattenkardiomyozyten und menschlichen Biopsien zeigen bei der Immundetektion eine

Bande bei ca. 40 kDa.

1 2 3 4
48.8 —_— 48,8  — $ !
w ! e — |
37,1 — X ! 37’1 — T"‘ a4

Abb. 14: Westernblot zur Detektion des Fc,Rezeptors II; 1 adulte Rattenkardiomyozyten, 2
neonatele Rattenkardiomyozyten, 3 und 4 humane Myokardbiopsie



4.2.3.3.Elektronenmikroskopie

Biopsien des linken Ventrikels von Rattenherzen wurden mit Antikorpern gegen den
FcyRezeptor II und einem anti-Ziege-Sekundirantikdrper mit Goldmarkierung gefirbt. Die
positive Reaktion ist eindeutig in den Randbereichen der Zellen zu erkennen und deutlich
als Clustering und nicht gleichmiBig verteilt (Abb. 15). Als Negativkontrolle wurde an
Stelle des Primérantikorpers Ziegen-IgG eingesetzt. Auch auf humanen Kardiomyozyten
konnte mittels Elektronenmikroskopie die Expression des Fc,Rezeptors Ila nachgewiesen

werden (Abb. 16).

Abb. 15: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Biopsien eines adulten Rattenherzens
geférbt mit anti-Fc,Rezeptor II und goldmarkiertem Sekundérantikorper

Abb. 16: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von einer humanen Biopsie gefdrbt mit
anti-Fc,Rezeptor Ila und goldmarkiertem Sekundérantikorper
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4.2.4. Funktionelle Wirkung des Antikorpers gegen den Fc,Rezeptor I1

Der zur Detektion des Fc\Rezeptors II (CD32) eingesetzte Antikorper (polyklonaler Ziege-
anti-CD32 (R-16)-Antikorper von Santa Cruz Biotechnology) wurde nun auch in Hinblick
auf seine funktionelle Wirkung auf die Rattenkardiomyozyten untersucht. Mit den
getesteten Konzentrationen (4, 6, 10 und 16 ug/ml) konnte eine Dosis-Wirkungsbeziehung
gezeigt werden. Die Kontraktation der Zellen nahm nach 2 min um -5,1 = 3,0 %;
53122 %; -143 £ 1,9 % und -18,3 + 3,4 % imVergleich zur Baseline ab, auch die
Ca?*-Ratio reduziert sich nach 2 min deutlich (-3,8 2,3 %;-69+1,6 %, -13,0x1,8 %,
-15,6 £ 0,5 %) (Abb. 17).

0 T 1
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Abb. 17: Funktionelle Wirkung des polyklonalen Antikorpers gegen den Fc,Rezeptor II
(CD32) auf isolierten Rattenkardiomyozyten

Fiir die weiteren Untersuchungen wurde der Antikorper gegen den Fc,Rezeptor II in einer
Konzentration von 10 pg/ml eingesetzt. Als Kontrolle wurde ein polyklonaler Ziegen-
Antikorper gegen das Leukozyten-Antigen CD45 eingesetzt, was erwartungsgeméall keine
negativ inotrope Reaktion auslosen konnte (Abnahme der Kontraktilitit/Ca**-Ratio:
3,0+ 1,1 % bzw. -2,4+ 1,4 %, p < 0,001 vs. anti-CD32). Zusitzlich zu dem polyklonalen
Ziegen-Antikorper wurde noch fiir einen anderen Antikorper gegen den Fc,Rezeptor II
(polyklonaler Kaninchen-Antikorper anti-CD32 (FL-285), Santa Cruz Biotechnology) ein
funktioneller Effekt auf den isolierten Rattenkardiomyozyten gezeigt (Abnahme der
Kontraktilitit/Ca>*-Ratio: 21,7 £ 2,8 % bzw. -11,1 = 1,0 %). Als Negativkontrolle wurde
hier ein polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen Huntingtin eingesetzt, welcher gegen

ein Antigen im Zytoplasma von Nervenzellen gerichtet ist. Auch dieser Antikorper l6ste
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bei dem funktionellen Test auf Rattenkardiomyozyten keine negativ inotrope Reaktion aus
(Abnahme der Kontraktilitit/Ca>*-Ratio: 5,1 £ 1,4 % bzw 49 £ 1,3 %, p < 0,001 vs.
Kaninchen-anti-CD32) (Abb. 18).
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Abb. 18: Negativ inotrope Reaktion ausgeldste durch Inkubation der isolierten
Rattenkardiomyozyten mit 10 pg/ml anti-CD32-Antikorper und fehlende negativ inotrope
Reaktion bei Applikation der entsprechenden Kontrollantikdrper; ** p < 0,05 vs. Ziege-
anti-CD45; ++ p < 0,05 vs. Kaninchen-anti-Hun

Es wurde anschlieBend iiberpriift, ob die negativ inotrope Wirkung des Ziege-anti-CD32-
Antikorpers durch eine Antigen-Antikorper-Reaktion ausgeldst wird oder ob auch der Fc-
Teil des Antikorpers eine Rolle bei der Reaktion spielt. Dazu wurden mittels
enzymatischer Spaltung durch Pepsin die F(ab),-Teile des Antikorpers gewonnen. Dadurch
konnte erneut eine negativ inotrope Reaktion der Zellen ausgeldst werden, die sich nicht
signifikant von der Reaktion des intakten Antikorpers unterschied (Abnahme der
Kontraktilitit : -9,6 £ 3,7 %; Abnahme der Ca**-Ratio: -7,2 £2,3 %) aber tendenziell etwas
schwicher ausfiel. Die Bindung des Antikorpers als Ligand an den Rezeptor scheint also
auch eine funktionelle Region zu aktivieren. Durch eine Vorinkubation der Zellen mit Fc-
Fragmenten und eine anschlieBende Inkubation mit dem Ziege-anti-CD32 Antikorper
konnte keine negativ inotrope Reaktion ausgelost werden (Abnahme der
Kontraktilitit/Ca>*-Ratio: -0,1 £ 1,5 % bzw. -0,3 = 1,3 %; p < 0,05 vs. anti-CD32
Antikorper ohne Vorinkubation mit Fc-Fragmenten) (Abb. 19). Eine Bindung des

Antikorpers wurde durch das gebundene Fc-Fragment verhindert.
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Abb. 19: Negativ inotrope Reaktion ausgeldst durch F(ab),-Fragmente (10 pug/ml) des anti-
CD32-Antikorper und Inhibierung der Reaktion durch Vorinkubation mit Fc-Fragmenten;
** p < 0,05 vs. anti-CD32-Antikorper

Die Expression des Fc-Rezeptors ist auf anderen Zelltypen (Zellen des Immunsystems)
bekannt und die Signaltransduktion ausgelost durch Aktivierung des Rezeptors untersucht.
Es sollte untersucht werden, ob diese Erkenntnisse auf die Kardiomyozyten zu iibertragen
sind. Der Fc,Rezeptor Ila besitzt ein aktivierendes ITAM-Motiv, welches nach Clustering
durch Ligandenbindung durch src-Kinasen phosphoryliert wird. Die negativ inotrope
Reaktion ausgelost durch die Inkubation der Rattenkardiomyozyten mit dem CD32-
Antikorper, konnte durch den src-Kinasen-Inhibitor PP2 inhibiert werden (Abnahme der
Kontraktilitit: -1,3 £ 2,4 %; Anderung der Ca**-Ratio: 0,1 £ 1,6 % p < 0,05 vs. ohne
Inhibitor). Die Inhibierung der negativ inotropen Reaktion durch PP2 (Abnahme der
Kontraktilitit: -1,4 £ 1,6 %; Abnahme der Ca**-Ratio: 24 + 1,5 %) konnte auch mit
aufgereinigtem IgG von DCM-Patienten erzielt werden, welches zuvor eine deutliche
negativ inotrope Reaktion hervorrief (Abnahme der Kontraktilitit: -14,2 £ 1,9 %;
Abnahme der Ca**-Ratio: -13,0 £ 1,8 %) (Abb. 20).
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Abb. 20: Inhibierung der negativ inotropen Reaktion des anti-CD32-AK und des DCM-
IgGs durch Inkubation der Rattenkardiomyozyten mit 2 uM des src-Kinasen-Inhibitors
PP2

Es ist bekannt, dass durch die Phosphorylierung des ITAM-Motivs in der
zytoplasmatischen Domine des Fc,Rezeptors Ila Tyrosinkinasen der syk-Familie aktiviert
werden. Eine Inhibierung der syk-Kinasen durch spezifische Inhibitoren konnte die negativ

inotrope Reaktion des Antikorpers blockieren (Abb. 21).

0~ —
S
g
-]
E 5
S =
g E - ok B Kontraktilitiit
N
g < -10 - O Ca2+-Ratio
=
L =
g
E
- N N
anti-CD32-AK syk'—Inhlbltor A+ Syk‘-Il‘lhlbl'[OI' B+
anti-CD32-AK anti-CD32-AK
-20 -

Abb. 21: Blockierung der negativ inotropen Reaktion ausgeldst durch den anti-CD32-AK
durch Inkubation der isolierten Rattenkardiomyozyten mit spezifischen syk-Kinase-
Inhibitoren (2 uM)



4.2.5. Fc,Rezeptor lla-Polymorphismus

In den vorhergehenden Experimenten wurde die Rolle des neu entdeckten Fc,Rezeptors Ila
auf Kardiomyozyten bei der Bindung von kardiotropen Antikorpern gezeigt. Die Affinitit
der Bindung von humanem IgG an diesen Rezeptor ist abhingig von einem
Genpolymorphismus fiir die Aminosdure 131 — Arginin (R) oder Histidin (H) - welche
kodominant exprimiert werden. Der FcyRezeptor Ila-HH besitzt eine hohere Affinitét zu
hlgG3 als der Fc,Rezeptor IIa-RR und bindet als einziger Fc,Rezeptor hlgG2. Die
heterozygote Variante besitzt eine intermedidre Affinitit. Es wurde in der vorliegenden
Arbeit die Verteilung der Allele fiir den Rezeptor bei einer Gruppe von DCM-Patienten (n
= 228) mit PCR und dem Einsatz spezifischer Primer untersucht. Abbildung 22 zeigt ein
reprasentatives Bild eines Elektrophorese-Gels. Als vergleichende Kontrollgruppe wurde
eine schon in anderem Zusammenhang veroffentlichte Gruppe gesunder Blutspender
(n =256) [94] herangezogen.

Es konnte gezeigt werden, dass sich die Hiufigkeit der Genotypen in der Gruppe der
DCM-Patienten nicht von der Verteilung in der Kontrollgruppe unterscheidet (p = 0,4)
(Tab. 5).

Patient 3

Patient 2.

CRP (440 bp)

pa—— -— P — -

P5G/P13 P4A/P13 P5G/P13 P4A/P13 P5G/P13 P4A/P13

R/R R/H H/H

Abb. 22: Detektion der Genotypen mittels spezifischer Primer; interne Kontrolle: CRP

DCM-Patienten (n = 228) Kontrollgruppe (n = 256)
n % n %
HH 73 32,0 71 27,7
RH 109 47,8 134 52,4
RR 46 20,2 51 19,9

Tab. 5: Verteilung der Genotypen bei DCM-Patienten und einer gesunden Kontrollgruppe
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4.3. Entfernung

kardiotroper

Antikorper durch

Immunadsorptionstherapie/IgG-Substitution

die

Die Immunadsorptionstherapie als extrakorporale immunmodulatorische Therapie kann

durch Entfernung kardiotroper Antikorper die hidmodynamischen und physiologischen

Parameter von DCM-Patienten verbessern. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden die

Ergebnisse fiir eine groBere Patientengruppe (n = 93) (Tab. 6) iiber einen Zeitraum von 6

Monaten zusammengestellt.
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[Patienten
Méanner
Frauen

Alter in Jahre

BMI in kg/cm’

KHD in Monaten
INYHA (O/I/II/II/IV)
LVEF in %

LVED in mm

Histologie

eine Virusinfektion
'Virusinfektion
PVBI9
HHV6
HHV6/PVBI19
EBV
EBV/HHV6
HSV
kein Befund

Inflammation
ﬁ:eine Inflammation
ein Befund

Medikamente
ACE-Hemmer
AT1-Antagonisten
Betablocker
Digitalis

Diuretika

Anzahl + SEM %
93

68 73,1
25 26,9
51,8+ 1,0

27,6 £0,4

334153

0/0/48/43/2

32,6 +0,8

69,9 £ 0,9

47 57,3
35 42,7
16 45,7
9 25,7
6 17,1
1 2,9
2 5,7
1 2,9
11

49 59,0
34 41,0
10

77 82,8
30 32,3
93 100,0
30 32,3
85 91,4

Tab 6. Patientencharakteristik, Mittelwert £ SEM



48

Die Entfernung der Antikorper durch die Immunadsorptionstherapie konnte die LVEF von
32,6 + 0,8 % auf 37,4 £ 0,9 % nach 3 Monaten (p < 0,001 vs. vor Therapie) und auf
38,4 £ 0,9 % nach 6 Monaten (p < 0,001 vs. vor Therapie) (Abb. 23) verbessern. Auch der
linksventrikuldre diastolische Diameter konnte unter der Therapie verringert werden. Vor
Beginn der Therapie wurde ein LVED von 69,9 £ 0,9 mm gemessen, welcher sich nach
3 Monaten auf 68,2 £ 1,0 mm verringern konnte (p < 0,001 vs. vor IA) und nach

6 Monaten auf 67,4 + 1,0 mm abfiel (p < 0,001 vs. vor IA) (Abb. 24).

40,00

38,00 T

36,00

34,00 A

LVEF in %

32,00 A

30,00 +
LVEF vor IA LVEF nach 3 Mon LVEF nach 6 Mon

Abb. 23: Verbesserung der LVEF nach 3 und 6 Monaten durch die
Immunadsorptionstherapie; ***p < 0,001 vs. vor Therapie
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£ 70,00
E skokesk
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a
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LVED vor IA LVED nach 3 Mon LVED nach 6 Mon

Abb. 24: Abnahme des LVED nach 3 und 6 Monaten durch die Immunadsorptionstherapie,
***p < (0,001 vs. vor Therapie



Weiterhin wurden die Veridnderungen der kardiopulmonalen Belastbarkeit der therapierten
Patienten vor Immunadsorption, 3 und 6 Monate nach Therapie untersucht.

Die Patienten verbesserten ihre absolute, sowie auf das Korpergewicht adaptierte
maximale Belastbarkeit und die maximale Sauerstoffaufnahme. Die maximal erreichte
Herzfrequenz unter Belastung konnte nicht verringert werden, allerdings verbesserte sich
die Sauerstoffaufnahme bei maximaler Herzzfrequenz. In Tabelle 7 sind die Ergebnisse der

spiroergometrischen Untersuchungen zusammengestellt.

p (gepaarter p (gepaarter
vor IA nach 3 U-Test) vs. nach 6 U-Test) vs.
Monaten Monaten
vor TA vor TA
maximale
+ + +
IBelastbarkeit (max. “2’2 * 1257’19 * <0,05 1352’8 1 <0001
Watt) in W ’ ’ ’
maximale
+ + +
Sauerstoffaufnahme 15303+ 1631,7+ < 0,001 16370+ < 0,001
. . 53,6 59,8 60,4
(VO, max) in ml/min|
maximale
Sauerstoffaufnahme
+ + +
Korpergewicht (VO, 1027 19.4% <0,05 19.5% <0,05
. 0,6 0,6 0,7
max/kg) in
ml/min/kg
maximale
+ + +
erzfrequenz (HR) 132,34 13092 n.s. 13302 n.s.
A . 2,6 2,9 2,9
n 1/min
Sauerstoffaufnahme
ei maximaler 11,7+ 129+ 12,5+
Herzfrequenz 0,4 0,5 <005 0,4 <005
(O,/HR) in ml

Tab. 7: Veridnderung der kardiopulmonalen Belastbarkeit unter Immunadsorptionstherapie;
Mittelwerte £ SEM
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4.3.1. Korrelation der Immunadsorptionstherapie mit in-vitro

Untersuchungen zur Privalenz kardiotroper Antikorper

Von einer Subgruppe (n = 79) der mit Immunadsorption behandelten Patienten wurden vor
Therapiebeginn die Effekte des Plasmas auf die isolierten Rattenkardiomyozyten getestet.
Wie in Abb. 25 dargestellt gibt es nach 3 Monaten einen signifikanten Unterschied
zwischen dem Anstieg der LVEF fiir Patienten mit negativ inotropen Antikdrpern vor
Immunadsorptionstherapie (n = 34) (ALVEF +5,9 £ 1,3 %) im Gegensatz zu Patienten,
deren aufgereinigtes Plasma keine negativ inotrope = Wirkung auf den
Rattenkardiomyozyten zeigte (n = 48) (dLVEF +3,9 = 0,6 %, p < 0,05). Dieser
Zusammenhang zeigt sich nach 6 Monaten noch mit einer Tendenz. Der Anstieg der LVEF
lag dann bei Patienten mit einem positiven Nachweis negativ inotroper Antkorper bei

+6,1 + 1,2 % und fiir Patienten ohne negativ inotrope Antikorper bei +5,3 = 0,9 % (n.s.).

8,00
k

6,00 -
S
£ T M negativ
é 4,00 - inotrop
5 O nicht negativ
= 2.00 - inotrop

0,00 - —

dLVEF nach 3 Mon dLVEF nach 6 Mon

Abb. 25: Zusammenhang des Anstiegs der LVEF und der Detektion negativ inotroper
Antikorper im funktionellen Test auf isolierten Rattenkardiomyozyten; * p < 0,05

Analog zu den Untersuchungen der Privalenz kardiotroper Antikorper bei DCM-Patienten,
sollte der Einfluss einer Virusinfektion und/oder Inflammation des Myokards vor Beginn
der Therapie auf den Verlauf der Krankheit unter Immunadsorption untersucht werden.
Wie in Tabelle 8 dargestellt, ergibt sich kein signifikanter Zusammenhang zwischer einer
Virusinfektion oder einer myokardialen Inflammation und der therapeutischen Entfernung
kardiotroper Antikorper. Auch die positive Diagnose beider Parameter (Virusinfektion und

Inflammation) hat keinen Einfluss auf den Anstieg der LVEF unter
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Immunadsorptionstherapie im Vergleich zu einer negativen Diagnose beziiglich

Virusbefund und Inflammation.

dLVEF nach 3 dLVEF nach 6

Monaten in % p (U-Test) Monaten in % p (U-test)
Virus (+) 4,97 0,99 s 6,14 1,35 s
Virus (-) 5,11 £0,98 o 5,84 £ 0,99 o
Inflammation (+) 4,80+ 0,80 s 5,35+0,99 s
Inflammation (-) 544+ 124 o 6,93 +1,32 o
Virus (+) 3,70 + 0,94 4770 + 1,34
Inflammation (+) s s
Virus (-) N + '
Inflammation (-) 427+ 1,37 5,67 1,31

Tab. 8: Korrelation des Anstiegs der LVEF nach 3 und 6 Monaten zu einer Virusinfektion
oder Inflammation, Mittelwerte + SEM

Es ist bekannt, dass Titer von Autoantikérpern im Verlauf einer Autoimmunerkrankung
Schwankungen unterliegen. Auch fiir die funktionellen Versuche mit isolierten
Rattenkardiomyozyten wurde ein tendenzieller Zusammenhang zwischen dem Aufteten
von kardiotropen Antikorpern und der bestehenden Krankheitsdauer festgestellt (siehe
Kapitel 4.1.1.). Fiir die mit Immunadsorption behandelten Patienten kann ebenfalls ein
solcher Zusammenhang gezeigt werden. Patienten mit einer kiirzeren Krankheitsdauer
(6 bis 12 Monate) profitieren stirker von einer Entfernung der Antikorper als Patienten mit
einem schon ldnger andauerndem Krankheitsbild (12 Monate oder lidnger). Die LVEF
steigt fiir Patienten mit einer Krankheitsdauer von 6-12 Monaten von 33,6 + 0,9 % vor
Immunadsorption auf 39,8 + 1,0 % nach 3 Monaten (p < 0,001 vs. vor TA) und
41,7 £ 1,0 % nach 6 Monaten (p < 0,001 vs. vor IA). Der Anstieg der LVEEF fiir Patienten
mit einer Krankheitsdauer tiber 12 Monate ist nach 3 Monaten deutlich geringer: von
31,2 £ 1,3% vor Therapie auf 34,1 + 1,3% nach 3 Monaten und féllt nach 6 Monaten
wieder auf 33,6 £ 1,4 % (Abb. 26). Auch der LVED kann nur fiir Patienten mit einer
kurzen Krankheitsdauer signifikant verringert werden und féllt von 69,1 = 0,9 mm vor
Immunadsorption auf 66,2 £ 1,0 mm nach 3 Monaten und auf 64,9 £ 1,0 mm nach
6 Monaten. Fiir Patienten mit einer lingeren Krankheitsdauer kann der LVED im Verlauf
der Immunadsorption kaum verringert werden, von 71,2 = 1,7 mm vor Therapie auf
71,1 = 1,7 mm nach 3 Monaten und bleibt dann unverindert bei 71,1 *+ 1,8 mm nach

6 Monaten (Abb. 27). Die Differenzen der LVEF und des LVED nach 3 und 6 Monaten



52

sind signifikant unterschiedlich zwischen den Patientengruppen mit kurzer (6 bis 12

Monate) bzw. lingerer Krankheitsdauer (iiber 12 Monate) (Tab. 9).

45,00 -
40,00 -
1S3
= 35,00 ~ - OLVEF vor IA
- T B LVEF nach 3 Mon
=
> 30,00 + M LVEF nach 6 Mon
25,00
20,00
KHD 6 bis 12 Monate KHD iiber 12 Monate

Abb. 26: Anderung der LVEF durch Immunadsorptionstherapie in Abhiingigkeit der zu
Beginn der Therapie bestehenden Krankheitsdauer (KHD)

75,00
E 70,00 -
E ; T OLVED vor IA
5 B LVED nach 3 Mon
=
Z 65.00 - B LVED nach 6 Mon
60,00
KHD 6 bis 12 Monate KHD iiber 12 Monate

Abb. 27: Anderung des LVED durch Immunadsorptionstherapie in Abhingigkeit der zu
Beginn der Therapie bestehenden Krankheitsdauer (KHD)

Krankheitsdauer Krankheitsdauer (U-Test)
6 bis 12 Monate iiber 12 Monate p
LVEF in % dLV%VO’;"Ch 3 +62+0.9 +2.9+0,8 < 0,001
dLVb;S nach 6 +8.1+09 +2.4+09 < 0,001
on
LVED in mm dLVEA?O’;“Ch 3 2.8+07 0,1 +0.8 < 0,001
dLVEA? nach 6 41408 20,1409 < 0,001
on

Tab. 9: Anderung der LVEF und LVED 3 und 6 Monate nach IA-Therapie abhingig von

der Krankheitsdauer zu Therapiebeginn; Mittelwerte £ SEM




Die isolierte Betrachtung der Patienten beziiglich der Krankheitsdauer zu Beginn der
Therapie, birgt die Gefahr, dass sich die Gruppen beziiglich anderer Parameter signifikant
unterscheiden (z. B. eine am Beginn der DCM-Erkrankung stehenden Myokarditis). In
Tabelle 10 ist jedoch gezeigt, dass sich die Patienten beziiglich Alter, Geschlecht,
Virusinfektion, Myokarditis und Medikation nicht unterscheiden. Allerdings waren
Patienten mit ldngerer Krankheitsdauer in den entsprechenden NYHA-Klassen stérker

kompromitiert, was jedoch durchaus dem Verlauf dieser chronischen Krankheit entspricht.

KHD 6 bis 12 Monate KHD iiber 12 Monate p
n % n %
Patienten 55 38
Minner 39 70,9 29 76,3 0,73
Frauen 16 29,1 9 23,7
MW =+ SEM MW + SEM
Alter in Jahren 50,8 £ 1,3 532+1,6 0,25
BMI 28,2+0,6 26,8+ 0,6 0,10
NYHA (O/I/II/III/TV) 0/0/29/26/0 0/0/19/17/2 0,06
KHD in Monaten 6,8+0,2 69,6 + 10,4 < 0,001
LVEF in % vor 1A 33,6 0,9 31,2+ 1,3 0,12
LVED in mm vor IA 69,1 £0,9 722+1,7 0,23
Histologie n Yo n Yo
Virusinfektion 24 45,3 11 37,9 0,68
Myokarditis 31 57,4 18 60,0 0,86
kein Befund 2/1 9

Tab. 10: Patientencharakteristik der Subgruppen nach Krankheitsdauer (KHD) zu Beginn
der IA, Mittelwert + SEM

4.3.2. Einfluss des Fc,Rezeptor lla-Polymorphismus auf den Verlauf

der DCM unter Immunadsorptionstherapie

Von anderen Autoimmunerkrankungen ist bekannt, dass die genetische Disposition
beziiglich des FcyRezeptor Ila-Polymorphismus bei einer immunmodulatorische Therapie
von Bedeutung sein kann. Dieser Zusammenhang soll nun auch fiir DCM-Patienten
untersucht werden. Von 93 Patienten, welche vor Immunadsorpition sowie 3 und 6 Monate
danach untersucht wurden, wurde mittels PCR der Genotyp beziiglich des Fc,Rezeptor Ila
bestimmt.

Die einzelnen Subgruppen zeigten zu Therapiebeginn keine signifikanten Unterschiede der
LVEF (HH: 32,5 + 1,3 %; RH: 33,9 £ 1,0 %; RR: 29,6 £ 1,5 %; p = 0,11) und des LVED
(HH: 69,3 = 1,2 mm; RH: 69,5 = 1,5 mm; RR: 72,4 £ 2,1 mm; p = 0,42). Allerdings

zeigten sich signifikante Unterschiede beim Ansprechen auf die Therapie gemessen an der
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Zunahme der LVEF und Abnahme des LVED nach 3 und 6 Monaten. Patienten, die
homozygot fiir den Rezeptor mit einer geringen Affinitit zu IgG3 sind (RR), profitierten
beziiglich relativer Zunahme der LVEF (+6,8 = 1,5 % nach 3 Monaten bzw. +7,9 = 2.0 %
nach 6 Monaten) und Abnahme des LVED (-4,2 = 1,1 mm nach 3 Monaten bzw.
-5,2 = 1,5 mm nach 6 Monaten) stiarker von der Immunadsorptionstherapie als Patienten,
die den Fc,Rezeptor Ila mit einer hohen (HH) Affinitit zu IgG3 exprimieren. Bei diesen
Patienten zeigte sich eine Zunahme der LVEF um +2,7 + 0,8 % nach 3 Monaten bzw.
+4,7 £ 1,0 % nach 6 Monaten (p < 0,05 vs. Zunahme nach 3 und 6 Monaten fiir RR-
Patienten) und eine Abnahme des LVED um -0,8 £ 1,0 mm nach 3 Monaten bzw.
—-1,2 £ 1,2 mm nach 6 Monaten (p < 0,05 vs. Zunahme nach 3 und 6 Monaten fiir RR-
Patienten). Patienten, die den Rezeptor mit einer intermedidren Affinitdt exprimieren (RH)
liegen auch im Anstieg der LVEF (+5,8 = 1,1 % nach 3 Monaten bzw. +5,8 + 1,1 % nach
6 Monaten) und bei der Abnahme der LVED (-1,5 £ 0,7 mm nach 3 Monaten bzw.
-2,5 + 0,8 mm nach 6 Monaten) zwischen den beiden Patientengruppen mit homozygoter

Expression des Rezeptors (Abb. 28 und Abb. 29).

< 0,05 < 0,05
12,00 ~ P P

10,00

8007 T W HH

6,00 T I —— HRH
ORR

dLVEF in %

4,00 ——

2,00 -

0,00 +
dLVEF nach 3 Mon dLVEF nach 6 Mon

Abb 28: Zunahme der LVEF 3 und 6 Monate nach Immunadsorptionstherapie in
Abhingigkeit des FcyRezeptor Ila-Genotyps
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dLVED nach 3 Mon dLVED nach 6 Mon

Abb. 29: Abnahme des LVED 3 und 6 Monate nach Immunadsorptionstherapie in
Abhingigkeit des FcyRezeptor Ila-Genotyps



5. Diskussion

5.1. Autoantikorper bei Dilatativer Kardiomyopathie

Bei Patienten mit DCM wurden in den letzten Jahren Befunde erhoben, die auf Storungen
der zelluldren und humoralen Immunitit hinweisen. Eine Vielzahl von Antikdrpern gegen
kardiale Strukturen wurde bei DCM-Patienten nachgewiesen [51, 53, 54, 96]. Die
Antikorper konnten als inflammatorische Reaktion auf den Zelluntergang gebildet werden
und damit ein Epiphéanomen darstellen. Es gibt jedoch eine Reihe von Befunden, die dafiir
sprechen, dass kardiotrope Autoantikorper eine aktive Rolle in Pathogenese und
Progression dieser Myokarderkrankung spielen.

In Abhéngigkeit von ihrem Zielantigen konnen Autoantikdrper den Metabolismus und die
Kontraktilitit von Kardiomyozyten beeinflussen, z. B. durch Beeinflussung des beta-
adrenergen Signalwegs, der Inhibierung der Ca’**-ATPasen oder der Ca®*-Kanile am
Sarkoplasmatischen Retikulum. In der vorliegenden Arbeit wurde der direkte, akute
Einfluss der isolierten IgG-Fraktion von DCM-Patiente durch Messung der Kontraktilitét
und Ca**-Ratio von isolierten, stimulierten Rattenkardiomyozyten untersucht. Dabei zeigte
das Plasma von 56,7 % der Patienten einen negativ inotropen Effekt. Durch den genutzten
Versuchsablauf ist es wahrscheinlich, dass hierbei vorwiegend die Wirkung von
Antikorpern gegen Oberflachenantigene der Kardiomyozyten untersucht wurde. Allerdings
wurde beschrieben, dass Antikorper die Zellmembran unter bestimmten Umstinden
durchdringen konnen [62, 97] und durch die hohe Anzahl von Zellverbindungen (gap
Jjunctions) bei Kardiomyozyten konnte es durchaus zu einem Eindringen der Antikorper in
die Zelle kommen.

Antikorper gegen Proteine, die auf der Zelloberflidche lokalisiert sind, wurden bei der
DCM fiir den beta-1-adrenergen Rezeptor [49], den muskarinergen Rezeptor [98, 99],
gegen kardiales Troponin I [65, 100] und gegen KChip2 [101, 102] beschrieben.
Antikorper gegen den beta-1-adrenergen Rezeptor sind bei einer Vielzahl von kardialen
Erkrankungen detektiert worden, z. B. fiir ischdmische Kardiomyopathie (10 % Privalenz)
oder fiir Chagas-Kardiomyopathie (30 % Privalenz) [103]. Fiir die DCM schwanken die
gefundenen Privalenzen in Abhingigkeit zum verwendeten Screening-Verfahren zwischen
26 % [49, 102] und 75 % [66, 104]. Fiir die direkte Wirkung von Antikdrpern gegen den

beta-1-adrenergen Rezeptor auf isolierte adulten Rattenkardiomyozyten [105] und spontan
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schlagenden neonatalen Rattenkardiomyozyten wurde ein positiv inotroper Effekt
beschrieben, vermittelt iiber die Protein-A-Kaskade [106]. Bei der Immunisierung von
Ratten gegen die 2. extrazelluldre Schleife des beta-1 Rezeptors kam es zu einer Zunahme
des linksventrikuldiren Diameters und eine Zunahme der kardialen Dysfunktion. Die
anhaltende Stimulation des beta-adrenergen Rezeptors fiithrt zu einer verringerten
Expression des Rezeptors auf der Oberfliche der Kardiomyozyten. Dadurch wird die
Erregbarkeit der Herzzellen langfristig herabgesetzt und die Leistung des Herzens negativ
beeinflusst [107]. In der hier vorliegenden Arbeit konnten bei der Untersuchung des
Plasmas fiir keinen der DCM-Patienten, Autoimmunpatienten oder Kontrollen ein positiv
inotroper Effekt nachgewiesen werden. Dies steht im Gegensatz zu den verdffentlichten
Zahlen anderer Arbeitsgruppen zur gefundenen Pridvalenz des Antikorpers. Allerdings
wurde dort groftenteils eine Bestimmung der Antikorpertiter im Plasma vorgenommen,
aber keine Auskunft iiber funktionelle Auswirkungen dieser Titer auf z. B. isolierte
Kardiomyozyten gegeben. Zusitzlich wurden fiir die Bestimmungen verschiedene
Antikorper eingesetzt, welche spezifisch die 2. extrazelluldre Schleife erkennen [49] oder
auch fiir die 1. extrazelluldre Schleife ein positives Signal geben [108]. Es gibt Anzeichen,
dass die Privalenz des Antikorpers regionalen Schwankungen unterlegen ist [66, 108]. Die
Arbeiten zur positiv inotropen Wirkung des beta-1-Antikérpers auf isolierten
Kardiomyozyten zeigten die funktionellen Effekte von monoklonalen Maus-beta-1-
Antikorpern [105] oder von beta-1-Antikorpern aus Patientenplasma, welches iiber
spezifische anti-beta-1-Antikorper gekoppelte Sepharose-Sdulen aufgereinigt und somit
aufkonzentriert wurde [109]. Im Gegensatz dazu wurde bei dem Versuchsaufbau in der
vorliegenden Arbeit die gesamte IgG-Fraktion aus dem Patientenplasma untersucht und
man konnte davon ausgehen, dass die Konzentration der sicherlich vorhandenen
Antikorper fiir eine Beobachtung akuter positiv inotroper Effekte nicht hoch genug ist.
Auch konnte eine Uberlagerung der Effekte verschiedener Antikorper die nicht zu
beobachtenden positiv inotropen Effekte erkéren.

Ein Antikorper, welcher mit der dilatativen Kardiomyopathie assoziiert wird und eine
negativ inotrope Reaktion auslost, ist der Antikorper gegen den muskarinergen Rezeptor.
Als erstes von der Gruppe um Fu et al. Beschrieben, kommt es bei Bindung dieses
Antikérpers zu einer Verringerung der intrazelluliren cAMP-Konzentration, der Ca®'-
Einstrom wird verringert und der K'-Ausstrom erhoht [110-112]. Die Wirkung wurde
sowohl fiir isolierte spontan schlagende neonatale Rattenkardiomyozyten [106, 107] als

auch fiir isolierte Meerschweinchenkardiomyozyten [112], Rattenherzen [113] und
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Hiihnerembryos [114] beschrieben. Es wurde auch gezeigt, dass der muskarinerge M2-
Rezeptor-Antikorper in Rattenherzen der Wirkung des beta-Adrenorezeptor-Agonisten
Isoprenalin entgegenwirkt [115]. Mit einer gefundenen Priavalenz von 36-38 % fiir DCM-
Patienten [111] ist dieser negativ inotrop wirkende Antikorper dhnlich hdufig vorhanden
wie der positiv inotrop wirkenden beta-1-Rezeptor-Antikorper und konnte als Gegenspieler
fir die seltene positiv inotrope Wirkung des Patientenplasma in der vorliegenden
Untersuchung verantwortlich sein.

Kardiales Troponin I (cTnl) ist vor allem als Marker fiir ein akutes Koronarsyndrom
bekannt [116]. Nach einem myokardialen Schaden kann Troponin im Blutkreislauf
nachgewiesen werden, wo es normalerweise nicht vorkommt und eignet sich somit zur
Diagnose auch von kleineren kardialen Lisionen. Es ist noch nicht geklart, was das
zirkulierende Protein fiir Langzeiteffekte nach sich ziehen kann. Allerdings konnten in
einem vergleichbaren Prozentsatz von DCM-Patienten (ca. 15 %) Antikorper gegen cTnl
nachgewiesen werden [102, 117]. Die Gruppe um Okazaki und Nishimura konnte zeigen,
dass transgene Miuse defizient fiir den PD-1 Rezeptor eine DCM entwickeln [64]. Es
wurden hohe IgG-Titer gegen ein herzspezifisches 30 kDa grofles Protein gefunden und als
kardiales Troponin I identifiziert. Es konnte anschlieBend bei PD-1 -/- Miausen durch Gabe
monoklonaler anti-cTnl-Antikorper eine DCM induziert werden [65] und erstmals gezeigt
werden, dass Antikorper gegen Troponin I sowohl im Zytoplasma als auch auf der
Zelloberflache binden konnen. Goser et al. konnten durch Immunisierung von Méusen mit
cTnl eine schwere Inflammation, Fibrose, steigende LVED und LVESD zeigen, was fiir
die Immunisierung mit cTnT nicht beobachtet werden konnte [100]. Damit sind Antikdrper
gegen Troponin I ein weiterer Kandidat, welcher bei der Untersuchung des
Patientenplasmas in der vorliegenden Arbeit die Kontraktion der isolierten
Kardiomyozyten beeinflussen konnten. Okazaki et. al zeigten eine Erhohung des Ca®*-
Stroms in isolierten Kardiomyozyten der dilatierten Herzen und erklidren hiermit eine
Ausbildung der DCM durch chronisch erhéhten Ca®*-Einstrom. Allerdings tritt dieser
Effekt erst mit einer Verzogerung von 15 min ein, also nach der Zeitspanne die in der
vorliegenden Arbeit fiir die Beurteilung der Wirkung der Antikorper auf isolierte
Kardiomyozyten zu Grunde gelegt wurde. In einer weiteren Arbeit [117] konnte fiir
neonatale Rattenkardiomyozyten keine Beeinflussung des Ca**-Einstroms nach Zugabe der
cTnl-Antikorper beobachtet werden.

Eine weitere Zielstruktur gegen die bei Patienten mit Herzkrankheiten Antikorper

gefunden werden konnten ist das Myosin. Analysen mit Westernblot-Verfahren und
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ELISA-Assays konnten im Serum von DCM-Patienten Antikdrper gegen die
herzspezifische Isoform o-MHC (Myosin heavy chain) und auch gegen die unspezifische
B-Isoform nachweisen [54, 55, 118, 119]. Die Rolle dieser Antikorper in der Pathogenese
der Krankheit wird durch tierexperimentelle Myokarditis-Modelle unterstiitzt, wo eine
Immunisierung mit Antikorpern gegen Myosin zur Ausbildung einer Myokarditis mit
Infiltration von T-Lymphozyten und Makrophagen und auch zur Ausbildung einer DCM
fiihrt [120-122]. Es konnte festgestellt werden, dass bei den auftretenden Antikérpern die
Subklassen unterschiedlich hédufig vorkommen [93]. Ein erhohtes Auftreten von
Antikorpern der Subklasse 1gG3 konnte nur fiir DCM-Patienten gemessen werden. Fiir
andere chronische Herzerkrankungen waren die Titer fiir [gG2 erhoht. Es scheint also eine
spezifische immunologische Reaktion bei DCM-Patienten im Vergleich zu anderen
Herzkrankheiten zu geben. Es konnte auch gezeigt werden, dass ein erhohtes Vorkommen
von Antikorper gegen Myosin der Subklasse 3 bei noch symptomfreien Verwandten von
DCM-Patienten die Entwicklung einer DCM begiinstigt [123-125]. Kiirzlich wurde nun
gezeigt, dass die Kontraktilitdt von isolierten Rattenkardiomyozyten durch Inkubation mit
aus Patientserum gewonnenen Antikorpern negativ beeinflusst wird [126]. Es konnte zwar
keine Internalisierung der Antikorper in die Zellen beobachtet werden, allerdings konnte
durch eine indirekte Reaktion mit einem Protein an der Zelloberfliche eine Signalkaskade
ausgelost werden.

Ein weiterer Antikorper, der bei Patienten mit DCM in hohem Prozentsatz gefunden
werden konnte (52-95 %) [52, 68, 127] ist gegen den ADP/ATP-Carrier der inneren
mitochondrialen =~ Membran von Kardiomyozyten gerichtet. Es konnte mit
elektronenmikroskopischen Aufnahmen gezeigt werden, dass die Antikorper in die Zellen
eindringen und intrazelluldr an die Antigenstruktur binden. Allerdings erfordert dieser
Prozess eine Zeitspanne von 15-20 Minuten [128]. Diese Antikorper konnen aber auch
eine Untereinheit des Kalzium-Kanals auf der Zelloberfliche erkennen und dessen
Offnungmechanismus beeinflussen [63]. Ein dadurch erhohter Kalziumeinstrom fiihrt zu
erhohter Apoptoserate in isolierten Kardiomyozyten [129]. Wenn dieser Antikdrper im
Serum der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patienten enthalten ist, wire eine eher
positiv inotrope Reaktion zu erwarten. Allerdings wurden von Chen et al. die erhohte freie
Kalziumkonzentration beschrieben [129], was nicht direkt mit unseren Ergebnissen
verglichen werden kann, da in dieser Dissertation eine Verdnderung der Ratio zwischen
gebundenem und freiem Kalzium wihrend eines Kontraktionszyklus nach Zugabe der

Antikorper gemessen wurde.
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Ein weiterer lonenkanal, welcher direkt durch Autoantikdrper bei der DCM als Zielantigen
bekannt ist, ist die sarkolemmale Na/K-ATPase [130]. Es sind allerdings keine
Auswirkungen auf isolierte Kardiomyozyten oder die Moglichkeit einer indirekten
Beeinflussung iiber eine Kreuzreaktion mit Oberldchenproteinen auf Myozyten bekannt.
Die diskutierten Antikorper sind zu groem Anteil spezifisch fiir DCM-Patienten oder
zusitzlich fiir Patienten anderer Herzerkrankungen. In der vorliegenden Arbeit wurde auch
eine Patientengruppe mit bekannten Autoimmunerkrankungen ohne Schidigung des
Herzens auf das Vorkommen kardiotroper Antikorper getestet. Leider war eine
Ubereinstimmung der Gruppen fiir Geschlecht und Alter nicht méglich, da die zur
Verfiigung stehenden Patientengruppe die typische Epidemiologie der Krankheiten
widerspiegelt und diese bei rheumatischer Arthritis, SLE. usw. unterschiedlich gegeniiber
der DCM ist. Es gibt Antikorper, die sowohl fiir DCM-Patienten als auch fiir Patienten der
in dieser Untersuchung eingeschlossenen Autoimmunerkrankungen beschrieben sind. Dazu
gehoren Antikorper gegen Stressproteine wie heat-shock-Proteine (hsp 70, hsc 70 und hsp
60) [70, 131-136]. Diese Antikorper sind in der Entwicklung hoch konserviert und zeigen
homologe Sequenzen zur schweren Kette des myokardialen Myosin, zum
Acetylcholinrezeptor, zu DNA-bindenden Proteinen und zu Thyroglobulinen [137]. Damit
konnte erklirt werden, weshalb das aus dem Plasma der Autoimmunpatienten isolierte IgG
teilweise eine kardiotrope Wirkung zeigt.

Das Screening des Plasmas der DCM-Patienten auf negativ inotrope Antikorper sollte in
der vorliegenden Arbeit mit Parametern (Alter, Geschlecht, LVEF, Virusinfektion,
Myokarditis, Krankheitsdauer) korreliert werden. Es gibt zahlreiche Hinweise, dass die
Entwicklung einer Autoimmunreaktion gegen herzspezifische Antigene iiber eine
Virusinfektion, gefolgt von einer inflammatorischen Kardiomyopathie mit Freisetzung von
intrazelluldren Zielstrukturen und Prisentation dieser durch antigenpridsentierenden Zellen
verlaufen kann [138-140]. Man konnte daher erwarten, dass ein Zusammenhang gefunden
werden kann zwischen dem Auftreten kardiotroper Antikorper und einer Inflammation
oder Virusinfektion. Allerdings konnte fiir das hier untersuchte Patientenkollektiv kein
signifikanter Unterschiede in der Haiufigkeit kardiotroper Antikorper und einer
Inflammation bzw. Virusinfektion gefunden werden. Neben der Annahme, dass
Autoantikorper bei DCM-Patienten ein Folge von einer bestehenden oder iiberstandenen
Myokarditis sind, gibt es Hinweise das Antikorper eine direkte Rolle in der Pathogenese
der DCM spielen. Wie schon erwidhnt gibt es Tiermodelle, wobei eine direkte

Immunisierung der Tiere mit z. B. Myosin [141], der zweiten extrazelluldren Schleife des
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beta-1-Adrenorezeptors [60], c¢Tnl [65] oder des muskarinergen Typ 2
Acetylcholinrezeptors [142] zur Ausbildung einer DCM fiihrte und somit die direkte
Beteiligung der Antikorper in der Pathogenese und Progression der Erkrankung gezeigt
wurde. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass besonders im Anfangsstadium der
Krankheit hohere Titer kardiotroper Antikorper im Serum der Patienten nachzuweisen
sind. Bei den Patienten, die beim Erstellen dieser Arbeit getestet wurden, konnte ein
hoherer Prozentsatz an negativ inotrop wirkendem Patientenplasma fiir Patienten mit einer
Krankheitsdauer bis zu 12 Monaten gezeigt werden. Patienten mit ldngerem
Krankheitsverlauf (> 12 Monate) reagierten seltener negativ inotrop. Dieses Ergebnis fiigt
sich in die Arbeit von Carforio et al. [143] ein. Dort konnte mit Immunfluoreszenz gezeigt
werden, dass die spezifischen Antikorper gegen kardiale Strukturen im Verlauf der
Krankheit abnehmen. Diese Entwicklung ist auch fiir andere Autoimmunerkrankungen wie
z. B. Typ-1 Diabetes [144] bekannt. Es konnte bei Caforio et al. [143] auch gezeigt
werden, dass Patienten mit nachweisbaren Antikorpern nur eine leichte kardiale
Einschrinkung aufwiesen, was die Schlussfolgerung zuldsst, dass kardiale Antikorper bei
DCM ein frither Marker sind und auf den Beginn der Krankheit hinweisen. Dieser
Zusammenhang zeigt sich auch fiir die untersuchten Patienten in dieser Arbeit. Bei einer
gering eingeschrinkten linksventrikulidren Ejektionsfraktion kamen héufiger negativ
inotrop wirksame Antikorper vor als bei Patienten mit einer stark eingeschrinkten LVEF.

Der Zusammenhang zwischen dem Auftreten negativ inotroper Antikorper und der
Krankheitsdauer bzw. LVEF ist bei der isolierten Betrachtung der ménnlichen Patienten
noch stirker ausgeprdgt. Da bei den hier untersuchten Frauen seltener kardiotrope
Antikorper auftraten als bei der maénnlichen Patientengruppe, kann man dariiber
spekulieren, ob bei den eingeschlossenen Frauen moglicherweise keine autoimmune Form
der DCM vorliegt, sondern z. B. unentdeckte genetische Mutationen. Der grofite Teil der
bis jetzt bekannten Mutationen wird allerdings autosomal vererbt und sind somit nicht
geschlechtsspezifisch. Eine Mutationen im Dystrophin-Gen ist eine Form der familidren
DCM, welche durch einen X-chromosomalen Erbgang gekennzeichnet ist [38, 145].
Betroffen sind dadurch junge Minner, was hidufiger erkannt wird als die genetische
Veridnderung bei weiblichen heterozygoten Trédgerinnen des mutierten Gens wo sich die
Krankheit erst zwischen dem 40.-50. Lebensjahr manifestiert [146]. Ein hoher Prozentsatz
der hier eingeschlossenen Frauen besitzt eine myokardiale Entziindung, welche sich aber
nicht auf die Priavalenz kardiotroper Antikorper auszuwirken scheint, iibereinstimmend mit

den Befunden fiir die minnliche Patientengruppe. Geschlechtsspezifische Unterschiede im
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Zusammenhang mit dem Auftreten von kardiovaskuldren Krankheiten und dem Verlauf
dieser Krankheiten sind seit langem bekannt [147]. Epidemiologische Studien zeigen, dass
Miénner und Frauen nach der Menopause ein hoheres Risiko fiir das Auftreten
kardiovaskuldrer Krankheiten haben als primenopausale Frauen. Die kardioprotektive
Wirkung von weiblichen Hormonen, besonders Ostrogen wird daher ausfiihlich untersucht
und diskutiert [148, 149]. Untersuchungen beziiglich verschiedener Formen der
Kardiomyopathie und Mpyokarditis konnten geschlechtsspezifische Unterschiede mit
besserer Prognose fiir weibliche Individuen zeigen: die Beeinflussung der Kontraktilitéit
von Rattenkardiomyozten ménnlicher Tiere durch Alkohol ist stirker ausgeprégt als bei
Zellen weiblicher Tiere [150], méinnliche diabetische Ratten entwickelten eine stidrkere
Glukose-Intoleranz als weibliche Ratten [151]. Ein Zusammenhang mit dilatativer
Kardiomyopathie konnte iiber die unterschiedliche Disposition von Minner und Frauen fiir
eine virale kardiale Infektion hergestellt werden. Es konnte gezeigt werden, dass die
Wahrscheinlichkeit fiir eine durch Coxsackievirus B (CVB)-Infektion ausgeloste
Myokarditis in ménnlichen Méausen hoher ist als fiir weibliche Miause [152]. Zusitzlich
konnte gezeigt werden, dass die Immunantwort nach einer Infektion mit CVB
unterschiedlich verlduft. In minnlichen Méusen resultierte eine betrichtliche Infiltrationen
von TH1-Lymphozyten und CD4" Zellen ins Myokard mit einer Sekretion von INF-y und
IL-2, wogegen weibliche Méduse TH2-Zellen im Myokard akkumulieren [153, 154]. Auch
wenn in der vorliegenden Arbeit keine Infektion mit CVB gefunden wurde, so ist doch
denkbar, dass das geringere Vorkommen kardialer Autoantikorper in weiblichen DCM-
Patienten auf die unterschiedliche Immunantwort nach Infektion oder Myokarditis
zuriickzufiihren ist.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das Screening der IgG-Fraktion aus dem
Plasma von DCM-Patienten beziiglich der kardiotropen Wirkung auf isolierte adulte
Rattenkardiomyozyten fiir die Detektion von Antikorpern gegen kardiale Strukturen
einsetzbar ist. Die gefundenen negativen inotropen Reaktionen sind wahrscheinlich auf
eine Vielzahl verschiedener Antikorper zuriickzufiihren. Die fehlende Korrelation der
Privalenz der Antikorper zu einer Virusinfektion oder einer Inflammation, dafiir aber der
Zusammenhang zu kurzer Krankheitsdauer und leicht eingeschrinkter LVEF stiarkt die

Hypothese, dass Autoantikorper eine Rolle in der Pathogenese der DCM spielen.
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3.2. Bindung von Kkardiotropen Antikorper — der Fc,Rezeptor auf

Kardiomyozyten

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die zuvor diskutierten
Antikorper, die im Serum von DCM-Patienten zirkulieren, nicht nur iiber das F(ab),-
Fragment an das Zielantigen binden, sondern auch das Fc-Fragment eine Rolle spielt. Die
negativ inotrope Reaktion der intakten IgG-Molekiile von DCM-Patienten konnte fiir durch
Pepsin-Spaltung gewonnenen F(ab),-Fragmente nicht mehr beobachtet werden. Die F(ab),-
Fragmente der DCM-Patienten, wie auch Fc-Fragmente hatten aber eine inhibierende
Wirkung und verhinderten eine negativ inotrope Reaktion von intaktem DCM-IgG. Eine
negativ inotrope Reaktion konnte allerdings erneut beobachtet werden, wenn der Fc-Teil
der F(ab);-Fragmente durch einen anti-human-F(ab), spezifischen Antikorper
,wiederhergestellt“ wurde. Diese Erkenntnisse fithrten zu der Annahme, dass auf der
Zelloberflache ein Rezeptor fiir den Fc-Teil der Antikorper exprimiert wird.

Fc-Rezeptoren gehoren zur Familie der Ig-Superfamilie. FcyRezeptoren konnen die Fc-
Teile der Immunglobulinklasse G binden. Der Fc,Rezeptor II (CD32) ist der am meist
verbreitete Fc,Rezeptor und wird von Leukozyten, Monozyten, Plittchen, Langerhans
Zellen, B-Zellen und einigen T-Zell-Arten exprimiert [155]. Es gibt einige histologische
Befunde, die zeigen, dass der Fc,Rezeptor, neben den hidmatologischen und
immunregulatorischen Zellen, auch in verschiedenen Geweben zu finden ist. Im
Zusammenhang mit Multipler Sklerose konnte der Fc,Rezeptor II auf humanen und
murinen Astrozyten [156], hepatischen Sternzellen der Ratte [157], im Gewebe der
Plazenta [158] und Endometrium [159] nachgewiesen werden, wobei sogar eine
Beeinflussung der Expression durch den Zyklus zu beobachten war. Interessante Befunde
gibt es auch fiir die Expression eines Rezeptors fiir IgE — den FceRezeptor I auf glatten
Muskelzellen der Atemwege [160]. Eine Aktivierung iiber IgE, welches bei Asthma in
erhohter Menge im Serum vorliegt, fiithrt zu einer Mobilisierung von freiem Kalzium und
beeinflusst so die Kontraktion der Muskelzellen. Die Expression der Fc-Rezeptoren ist also
durchaus nicht auf Zellen des Immunsystems beschridnkt und nun im Rahmen dieser Arbeit
erstmals auf Kardiomyozyten nachgewiesen worden [161]. Durch Immunfluoreszenz,
Westernblot und Elektronenmikroskopie konnte der Nachweis erbracht werden, dass es
sich um den Fc,Rezeptor Ila (CD32A) handelt. Die Expression des Fc,Rezeptors I (CD64)

und des FcyRezeptors III (CD16) konnte nicht gezeigt werden, allerdings ist nicht
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auszuschlieen, dass die angewandten Methoden in ihrer Senstitivitdt zu gering waren. Da
die Expression des Rezeptors auf Kardiomyozyten von Wildtyp Wistar-Ratten
nachgewiesen wurde und die untersuchten humanen Kardiomyozyten nicht nur von
Patienten mit DCM stammen, kann davon ausgegangen werden, dass die Expression nicht
krankheitsassoziiert, sondern konstitutiv ist. Fiir die Fc,Rezeptoren konnten auf einer
Vielzahl von Zelltypen eine verstirkte Expression durch Zytokine (IFN-y, IL-10, G-CSF)
nachgewiesen werden [162, 163]. Bei den adulten isolierten Rattenkardiomyozyten konnte
eine Inkubation mit INF-y, IL-10 und IL-2 keine erhohte Expression auslosen.

Der humane FcyRezeptor II ist ein 40 kDa groBes Glykoprotein, welcher mit geringer
Affinitdt hIgG1 und hlgG3 in Form von Immunkomplexen bindet [164]. Die Affinitét fiir
die Bindung von IgG2 ist abhingig von einem Genpolymorphismus, der fiir diesen
Rezeptor bekannt ist. Der Rezeptor-Typ mit Arginin (R) als Aminosidure 131, bindet kein
hIgG2 und besitzt eine niedrigere Affinitit zu hIgG3 als der Rezeptor mit Histidin als
Aminosdure 131, welcher auch hlgG2 bindet [165]. Eine Bindung von mehreren
Antikorpern gegen kardiale Strukturen auf der Oberfliche von Kardiomyozyten bzw. eine
rdumliche Anniherung der Antikorper und eine darauf folgende Bildung von Komplexen
ist durchaus denkbar. Diese Antikorperkomplexe wiren dann zusitzlich in der Lage iiber
ithren Fc-Teil den Fc,Rezeptor Ila zu aktivieren. Antikorper der Subklasse IgG3, mit einer
langen Briickenregion am Fc-Teil, konnten dabei eine besondere Rolle spielen um eine
rdaumliche Distanz zu iiberwinden. Die Rolle der Antikorper der Subklasse IgG3 konnte bei
DCM-Patienten fiir Antikdrper gegen Myosin nachgewiesen werden, wo eine erhohte
Haufigkeit dieser Subklasse bei DCM-Patienten im Vergleich zu Patienten mit
ischamischer Kardiomyopathie beobachtet wurde [92]. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass IgG3-Antikorper im Plasma von DCM-Patienten mit einer erniedrigten LVEF
korrelieren und die Prognose fiir den Verlauf der Krankheit verschlechtern [93]. Ein
weiterer Hinweis fiir die Rolle der Subklasse IgG3 ergibt sich durch die
Immunadsorptionstherapie. Die kardiale Funktion der behandelten Patienten wurde nur
verbessert wenn IgG3 aus dem Plasma der Patienten entfernt wurde [83, 91].

Der Fc,Rezeptor Ila verfiigt iiber eine zytoplasmatische Doméne mit einem aktivierenden
ITAM-Motiv (Immunoreceptor Tyrosine-Based Activation Motif) und unterscheidet sich
damit von dem Fc,Rezeptor IIb, der iiber eine zytoplasmatische Domine mit einem
inhibierenden Motiv (ITIM) verfiigt. Nur der Fc,Rezeptor II verfiigt iiber das regulierende

Motiv als einen direkten Teil der zytoplasmatischen Doméne. Bei den anderen
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Fc\Rezeptoren ist die aktivierende Region auf assoziierenden Untereinheiten lokalisiert.
Eine Aktivierung der nachgeschalteten Signalkaskade des Fc,Rezeptors II erfolgt iiber eine
Zusammenlagerung mehrerer Fc-Rezeptoren [155, 164, 166] und zwar nur durch die
Bindung von Immunkomplexen. Monomores IgG kann die Kreuzvernetzung und damit die
Aktivierung des Rezeptors inhibieren [167]. Somit ist auch erklédrbar, dass nicht jeder
zirkulierende Antikorper mit seinem Fc-Teil eine Reaktion auf den Kardiomyozyten
auslost, sondern nur eine Ansammlung durch Antikorper gegen kardiale Antigene, wie sie
bei DCM-Patienten nachgewiesen wurden, durch Komplexbildung den Fc-Rezeptor
aktivieren. Der therapeutische Einsatz von hohen Dosen an IgG wurde schon mit
Verbesserung der kardialen Leistung von Gullestad et al. [76] und McNamara et al. [78]
beschrieben. Es ist denkbar, dass hiermit auch Effekte durch eine Inhibierung des kardialen
Fc\Rezeptors Ila erzielt wurden. Eine verblindete Placebo-kontrollierte Studie konnte
dieses Ergebnis nicht bestitigen [77].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Antikorper, welcher zur
Identifizierung des Fc,Rezeptors II auf den Kardiomyozyten zum Einsatz kam, auch einen
funktionellen Effekt hat. Eine Inkubation der isolierten Rattenkardiomyozyten 16ste eine
negativ inotrope Reaktion aus. Daher konnte der Antikorper auch fiir erste Untersuchungen
beziiglich der Signalkaskade, welche durch Aktivierung des Rezeptors ausgelost wird,
eingesetzt werden. Fiir andere Zellen (z. B. Immunzellen) ist bekannt, dass durch
Clustering des Rezeptors das intrazelluldre ITAM-Motiv durch syk-Kinasen phosphoryliert
wird und diese Phosphorylierung dann an Tyrosinkinasen der src-Familie {ibertrdgt [168,
169]. Die Blockierung dieser Kinasen durch Inhibitoren konnte die negativ inotrope
Reaktion der Rattenkardiomyozyten verhindern. Man kann also davon ausgehen, dass die
Initialisierung der Signalkaskade in den Rattenkardiomyozyten mit den von anderen
Zelltypen bekannten Reaktionen beginnt. Da es sich bei dem Fc,Rezeptor Ila um einen als
»aktivierend* beschriebenen Rezeptor handelt, wire auch eine Zunahme der Kontraktilitét
und kontinuierlicher Ca**-Erhhung (ihnlich der Stimulation durch Antikorper gegen den

beta-adrenergen Rezeptor) bei einer langanhaltenden Stimulation denkbar.
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5.3. Korrelation der in-vitro-Ergebnisse mit der Entfernung der

Antikorper durch die Immunadsorptionstherapie

Auch mit einer medikamentosen Behandlung bleibt die Prognose fiir DCM-Patienten
unbefriedigend. Die 5-Jahres Uberlebensrate wurde vor einigen Jahren mit 50 %
angegeben. Hiufig ist eine Implantation eines biventrikuldren Schrittmachers oder eine
Herztransplantation die letzte therapeutische Moglichkeit. Daher ist die Erforschung von
alternativen, auf die Ursachen der Krankheit abzielende Behandlungsmethoden
wiinschenswert. Das gesicherte Auftreten von kardialen Autoantikérpern zumindest bei
einem Teil der DCM-Patienten, hat die Immunadsorptionstherapie zur Entfernung
kardiotroper Antikorper aus dem Patientenplasma in den Fokus geriickt. In einigen
Pilotstudien mit kleinen Patientengruppen konnte gezeigt werden, dass eine Entfernung der
Antikorper mit an Sepharose gekoppeltem Protein-A und eine anschlieBende IgG-
Substitution die hdmodynamischen Parameter der Patienten akut verbessert [86]. Der
Vergleich mit konventionell medikamentds therapierten DCM-Patienten konnte zeigen,
dass eine Behandlung mit der Immunadsorption eine verbesserte therapeutische
Moglichkeit darstellt und sich die kardialen Parameter dieser Patientengruppe nach
3 Monaten [170] und auch langfristig tiber 12 Monate [85] postiv entwickeln. Auch wurde
durch eine retrospektive Analyse nach 24 Monaten gezeigt, dass die Uberlebensrate
verbessert und die Hospitalisierung durch eine Immunadsorptionstherapie verringert
werden konnte [171]. Bei den eingeschlossenen Patienten in der Studie von Miiller et al.
[85] wurden iiber den Zeitraum von 12 Monaten nach einer einmaligen Immunadsorption
iiber 5 Tage die Titer der Antikorper gegen den beta-1-Rezeptor bestimmt. Die
Antikorperkonzentration in der Immunadsorptions-Gruppe war signifikant reduziert im
Gegensatz zu den Kontroll-Patienten und es wurde fiir die folgenden 12 Monate kein
erneutes Ansteigen der Titer festgestellt. Fiir andere Autoimmunerkrankungen, wo
Apharese-Systeme zur Entfernung von AntikOrpern eingesetzt werden, kann nur eine
wiederholte Therapie die positiven Effekte aufrechterhalten. Wie assoziiert mit der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, ist das bei der Immunadsorption fiir DCM-
Patienten nicht der Fall. Die Patienten mit nur einem Zyklus der Therapie konnten
vergleichbare Therapieerfolge mit der Patientengruppe mit 4 Zyklen iiber einen Zeitraum

von 6 Monaten erzielen [172].

66



Diese immunmodulatorische Therapie kann auch die myokardiale Inflammation, welcher
eine wesentliche Rolle bei der DCM zugesprochen wird, beeinflussen. Staudt et. al [84]
zeigten einen Riickgang der CD3*, CD4", CD8*, CD45" und HLA-Klasse-II positiven
Zellen in Endomyokardbiospsien nach einer Immunadsorption. Der anhaltende
therapeutische Effekt konnte also durch einen Riickgang der myokardialen Entziindung
nach nur einem Immunadsorptions-Zyklus erklidrbar sein. Diese Hypothese widerspricht
aber den Ergebnissen zu den gemessenen Zytokinen in beiden Therapieschemen. Es konnte
fiir TNFa, IL-18, IL-1Ra, IL-10 und der 16slichen Form des TNF-RI und TNF-RII keine
Veridnderung nach der Therapie gemessen werden. Somit steht ein weiteres Mal die Rolle
einer Inflammtion fiir den Verlauf der Dilatativen Kardiomyopathie zur Diskussion.
Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass die Immunadsorption auch Auswirkungen auf die
myokardiale Genexpression hat. Die Expression von Desmin, welche bei chronischen
Herzkrankheiten erhoht ist, konnte durch die IA verringert werden [173].

Der gezeigte therapeutische Effekt einer Immunadsorptionstherapie konnte im
Zusammenhang mit dieser Arbeit auch fiir eine grofere Patientengruppe bestitigt werden
(n = 93). Die gesteigerte LVEF, der verringerte LVED und die bessere kardiopulmonale
Belastbarkeit (Watt, VOy/kg, O,/HR) zeigen die Wirksamkeit dieser Therapie. Eine
endgiiltige Einschidtzung der Immunadsorptionstherapie kann erst durch eine Placebo
kontrollierte, randomisierte Studie erfolgen. Eine Multicenterstudie mit 22 Zentren in
Deutschland und Europa steht unmittelbar vor ihrem Beginn.

Im Laufe dieser Dissertation konnte zusitzlich bestitigt werden, dass durch die Therapie
negativ inotrop wirkende Antikorper entfernt werden. Die IgG-Fraktion, die durch die
Immunadsorption aus dem Patientenplasma am ersten Tag der Therapie entfernt wurden,
wurde durch Zitratpuffer von der Sidule gewaschen. Das so gewonnene Séuleneluat,
welches die Antikorper der Patienten enthilt, wurde auf seine Wirkung auf isolierte
perfundierte Rattenherzen untersucht. Es konnte in einer Dosis-Wirkungsbeziehung
gezeigt werden, dass dieses Eluat die linksventrikuldre Druckanstiegs- und
abfallgeschwindigkeit, den maximalen linksventrikuldren Druck und den Koronarfluss
negativ beeinflusst. Das gewonnene Eluat von herzgesunden Blutspendern zeigte keine
Wirkung [174].

Fiir die hier untersuchte Patientengruppe wurden Subgruppen nach verschiedenen
Parametern gebildet um den moglichen Effekt einer Behandlung fiir zukiinftige Patienten
abzuschitzen. Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Ansprechen auf

eine Immunadsorptionstherapie und eine bestehende Virusinfektion oder Inflammation vor
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Beginn der Therapie gefunden werden. Dieser Befund deckt sich mit den Daten zur
Untersuchung zur Privalenz kardiotroper Antikorper bei DCM. Auch hier war das
Vorkommen negativ inotroper AntikOrper unabhingig von einer bestehenden
Virusinfektion oder Inflammation. Einen starken Einfluss auf den Therapieerfolg hat die
Krankheitsdauer vor Beginn der Therapie. Es ist in dem untersuchten Patientenkollektiv
eindeutig gezeigt, dass ein Einsatz der Therapie zu Beginn der Krankheit die LVEF stérker
steigern und den LVED effektiver reduzieren kann, als bei einer bereits weit
fortgeschrittenen Krankheit. Auch wenn die exakte Ermittlung des Zeitpunkts des
Krankheitsbeginn retrospektiv schwierig ist, auf das subjektive Empfinden der Patienten
beruht und somit entsprechend ungenaue Zeitrdume diese Korrelation beeinflussen
konnten, ist der Trend {iiberzeugend. Eine friihzeitige Entfernung kardiotroper
Autoantikorper kann den Verlauf der Krankheit zumindest fiir die in der vorliegenden
Arbeit beobachteten 6 Monate nach Therapie verbessern. Entsprechende Ergebnise zur
Abnahme der Antikorpertiter iiber den Verlauf der DCM wurden auch durch
Immunfluoreszenz von Caforio et al. [143] beschrieben. Eine immunhistologische
Untersuchung von de Leeuw et al. [175] bei Patienten mit weit fortgeschrittener DCM
(mittlere Krankheitsdauer 4 Jahre) konnte keine Antikorper gegen kardiale Proteine
detektieren. Im Hinblick auf die Untersuchungen zum Vorkommen von negativ inotropen
Antikorper auf isolierten Rattenkardiomyozyten, bestdtigt sich die Annahme, dass
Autoantikorper bei DCM-Patienten als ein Marker fiir den Beginn der Erkrankung gelten
konnen. Ein Zusammenhang zwischen der Detektion negativ inotroper Antikdrper und
Verbesserung der LVEF und des Herzindexes 3 Monate nach der Therapie wurde von
Staudt et. al [176] fiir eine kleine Patientengruppe bereits gezeigt. Auch fiir die in dieser
Dissertation untersuchte grofere Patientengruppe konnte gezeigt werden, dass Patienten
mit zuvor detektierten kardiodepressiven Antikorpern eine signifikant stdrkere
Verbesserung der LVEF nach 3 Monaten und zumindest im Trend auch noch nach
6 Monaten zeigen.

Kardiotrope Autoantikorper binden iiber ihr F(ab)-Teil an einem spezifischen Antigen.
Eine Bindung iiber den Fc-Teil an den Fc,Rezeptor konnte in dieser Arbeit gezeigt werden.
Der entdeckte FcyRezeptor Ila wird in verschiedenen Isoformen auf humanen Zellen
exprimiert. Eine Punktmutation bestimmt die Aminosdure an Position 131: entweder
Arginin (R131) oder Histidin (H131). Diese Allele werden kodominat exprimiert und es
resultieren somit drei Phinotypen: HH, RH, RR. Da die Punktmutation in der

extrazelluldren IgG-Bindungsdomine liegt, wird hierdurch die Affinitit zu den einzelnen
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IgG-Subklassen beeinflusst. Der Fc,Rezeptor Ila-H131 hat eine hohere Affinitit zu hlgG3
als der FcyRezeptor IIa-R131 und ist der einzige Fc-Rezeptor, welcher hIgG2 bindet. Die
heterozygote Variante liegt beziiglich der Affinitit zwischen den beiden homozygoten
Isotypen [165, 177]. Die unterschiedliche Affinitit zu IgG ist Ausgangspunkt fiir
Untersuchungen des Einfluss des Polymorphismus auf Pathogenese und Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen. Fiir die DCM-Patienten wurde mittels PCR der Phénotyp des
Polymorphismus bestimmt. Die Verteilung der Allele unterscheidet sich nicht signifikant
von einer Kontrollgruppe, welche im Rahmen der Untersuchung einer anderen
Autoimmunerkrankung, der Heparin-induzierten Thrombozytopenie (HIT) gemacht wurde
[94]. Die zum Vergleich herangezogenen Blutspender besitzen den gleichen ethnischen
Hintergrund, wie die von uns untersuchten DCM-Patienten. Es ist bekannt, dass die
Héufigkeit der Allele ethnischen Schwankungen unterliegen, so kommt in asiatischen
Bevolkerungsgruppen die Histidin-Variante hédufiger vor (iiber 50 %) als in kaukasischen
Gruppen [178]. Untersuchungen beziiglich der Hiaufigkeit der auftretenden Allele bei
Patienten mit Autoimmunerkrankungen kommen zu unterschiedlichen Ergebnissen. Das
Risiko fiir eine Erkrankung an Systemischem Lupus erythematoses (SLE) wird sowohl mit
Trigern des F,Rezeptor Ila-R in Verbindung gebracht [179], als auch die Unabhingigkeit
vom Phinotyp des Rezeptors beschrieben [180]. Allerdings wird ein héaufigeres
Vorkommen von klinischen Symptomen und der friithzeitige Ausbruch der Krankheit durch
den Arginin Phénotyp beschrieben [180]. Auch fiir rheumatoide Arthritis [181] konnte ein
Zusammenhang zwischen Schwere der Krankheit und den Trigern der Arginin-Variante
hergestellt werden, als auch fiir das Fortschreiten einer HIV-Infektion [182]. Diese
Beobachtungen werden dem Mechanismus zugeschrieben, dass die Phagozytose von
Autoimmunantikérpern durch den homozygoten Fc,Rezeptor IIa-R131 nicht so effektiv
verlduft, wie bei Zellen, die die Histidin-Variante exprimieren.

Die Auswirkung der unterschiedlichen Affinitit der kardialen Antikdrper von DCM-
Patienten zu den Fc,Rezeptor-Genotypen auf den Erfolg einer Immunadsorptionstherapie
wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht. Die einzelnen Subgruppen zeigten keine
signifikanten Unterschiede der LVEF und des LVED vor Beginn der Therapie. Patienten,
die homozygot fiir den Rezeptor mit einer geringen Affinitit zu IgG sind (RR), profitierten
beziiglich Zunahme der LVEF und Abnahme des LVED stirker von der
Immunadsorptionstherapie als Patienten, die den FcyRezeptor Ila mit einer hoher (HH)

bzw. intermedidrer Affinitit zu IgG (RH) exprimieren. Dieser Effekt ist erklarbar durch die
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kardiale Expression des Rezeptors. Eine Entfernung der Antikorper aus dem Plasma
wihrend der Immunadsorptionstherapie kann nicht zu 100 % erfolgen. So scheint ein
geringer Resttiter von Antikorpern bei Patienten mit einem hochaffinen Rezeptor fiir IgG3
und IgG2 die kardiale Leistung weiter zu beeinflussen. Wenn auf den Kardiomyozyten ein
niedrig affiner Rezeptor exprimiert wird, geniigt die durch die Therapie erreichte
Absenkung der Antikdrperkonzentration im Plasma der Patienten um die kardiale Leistung

langerfristig zu verbessern.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass kardiotrope Antikorper in einem
hohen Prozentsatz bei Patienten mit DCM auftreten. Die Privalenz der Antikorper scheint
unabhingig vom Auftreten einer Virusinfektion und Inflammation sein. Dahingegen spielt
das Stadium der Krankheit eine grofere Rolle. Diese Ergebnisse lassen sich auch auf den
therapeutischen Erfolg bei der Immunadsorptionstherapie iibertragen. Zusétzlich konnte
zum Verstindnis des Bindungsmechanismus kardialer Antikorper durch die Entdeckung
des Fc,Rezeptor Ila auf Kardiomyozyten beigetragen werden. Die Hypothese einer aktiven
Rolle kardialer Antikorper fiir die Pathogenese der Dilatativen Kardiomyopathie wird mit

diesen Erkenntnissen gestiitzt.

70



6. Zusammenfassung

Die Dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist eine hdufige Herzmuskelerkrankung und ist
durch eine eingeschrinkte systolische Pumpfunktion mit Erweiterung des linken, des
rechten oder beider Ventrikel gekennzeichnet. Es sind eine Vielzahl von Ursachen
bekannt, u. a. genetische, infektiose und toxische. Des Weiteren sind eine Vielzahl von
kardiotropen Antikorpern nachgewiesen worden, die bei der Pathogenese der DCM eine
Rolle spielen. In dieser Dissertationsschrift sollten die funktionellen Effekte kardiotroper
Antikorper bei Patienten mit DCM untersucht werden und ein eventuell bestehender
Zusammenhang zwischen der Haufigkeit der AntikOrper mit einer begleitenden
Virusinfektion, Inflammation oder dem Stadium der Krankheit hergestellt werden. Die
Untersuchung des Bindungsmechanismus der Antikorper an kardiale Antigene, bzw.
eventuell beteiligte Rezeptoren auf den Kardiomyozyten war ein weiteres Anliegen der
vorliegenden Arbeit. Die therapeutischen Erfolge einer Entfernung von Antikérpern aus
dem Plasma von DCM-Patienten (Immunadsorption) sollten mit den gewonnenen

Ergebnissen korreliert werden.

Die Wirkung der aufgereinigten IgG-Fraktion aus Plasma von Patienten mit DCM auf
Kontraktilitit und Ca**-Ratio wihrend eines Kontraktionszyklus wurde auf isolierten
Rattenkardiomyozyten getestet. Dabei konnte festgestellt werden, dass das Plasma von
57 % der DCM-Patienten eine negativ inotrope Wirkung auf die isolierten
Rattenkardiomyozyten hat. Die Subgruppenanalysen der untersuchten Patienten ergaben
keine Hinweise auf eine Korrelation der negativen Inotropie mit einer bestehenden
Virusinfektion oder Myokardinflammation. Allerdings konnte bei ménnlichen Patienten,
bei Patienten mit nur leicht reduzierter Pumpfunktion und kiirzerer Krankheitsdauer ein
erhohtes Auftreten negativ inotroper Antikorper festgestellt werden. Durch Pepsin-
Spaltung negativ inotrop wirksamer Antikorper und der Vorinkubation von isolierten
Rattenkardiomyozyten mit F(ab),-Fragmenten und Fc-Fragmenten konnte gezeigt werden,
dass fiir die negativ inotrope Wirkung sowohl die antigenbindenden Strukturen als auch
der Fc-Teil des Antikorpers verantwortlich sind. In diesem Zusammenhang wurde auf
Kardiomyozyten erstmals ein Fc-Rezeptor (FcyRezeptor Ila; CD32A) mittels

Immunfluoreszenz, Westernblot und Elektronenmikroskopie detektiert.
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Die Therapieerfolge der Entfernung der Antikorper aus dem Plasma von Patienten mittels
der Immunadsorptionstherapie konnten mit den in-vitro Untersuchungen korreliert werden.
Patienten mit negativ inotrop wirksamen Antikorpern profitieren stiarker von der Therapie.
Auch der Genotyp des exprimierten Fc-Rezeptors beeinflusst die Verbesserung der
kardialen Parameter der Patienten durch die Therapie. Patienten homozygot fiir Arginin an
der Aminosdure 131 des Proteins besitzen den niedrigaffinen Rezeptor und profitieren
starker von einer Entfernung der Antikorper als Patienten mit dem hochaffinen Histidin-
Genotyp.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass bei einem Teil der DCM-Patienten
kardiodepressive Antikorper im Plasma vorhanden sind, welche sowohl iiber den
antigenbindenden F(ab)-Teil als auch iiber den Fc-Teil die Funktion der Kardiomyozyten
beeinflussen. Die Entfernung dieser Antikorper fiihrt zu einer Besserung der kardialen
Funktion. Die unterschiedliche Affinitét der adsorbierten Antikorper zum Fc,Rezeptor 1la,
welche beeinflusst wird durch den H/R-131 Genpolymorphismus, bestimmt hierbei das

Ansprechen der Patienten auf die Therapie.

Mit der vorliegenden Arbeit ist die aktive Rolle kardiotroper Antikorpern in der
Pathogenese der Dilatativen Kardiomyopathie unterstrichen worden und mit der
Entdeckung des Fc,Rezeptors Ila ein Mechanismus zum Versténdnis der physiologischen

Wirkungsweise der Antikorper mit verschiedensten Zielepitopen aufgezeigt worden.
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fruchtbare Arbeitsbesprechungen und gemeinsame Kongressbesuche geschafft haben, dass
mir die Zeit meiner Promotion in schoner Erinnerung verbleibt: Franziska Wehr, Tobias
Bemmann, David Grossmann, Daniela Lange, Sabine Ciecholewsky, Katrin Darm, Frau
Dr. Elke Hammer, Prof. Dr. U. Voélker, Karina Forster, Thomas Riitz, Katarina Rydell-
Konecke und PD Dr. Thomas Krieg.

Mein Dank gilt vor allem meinen Eltern und meiner Familie fiir die Unterstiitzung

wihrend meines Studiums und meiner Promotion.
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