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1  Einleitung

1.1 Die dilatative Kardiomyopathie (DCM)

Die DCM ist eine Erkrankung des Herzmuskels, deren Pravalenz auf 1:2.500 geschéatzt
wird. Die Prognose ist schlecht: Die DCM ist der dritthdufigste Grund fir eine

Herzinsuffizienz und der haufigste Grund fiir eine Herztransplantation (%).

1.1.1 Definition der dilatativen Kardiomyopathie (DCM)

Die Kardiomyopathien wurden seit 1995 nach dem Report der World Health
Organisation (WHO) klassifiziert und definiert (%). 2006 wurde diese Definition in dem
Bericht der American Heart Association reformiert (‘). Eine erneute Aktualisierung
erfolgte in dem Report der European Society of Cardiology (ESC) von 2008, auf den
sich diese Arbeit bezieht (3).

Die ESC definierte die Kardiomyopathie in dem genannten Report als eine myokardiale
Stérung mit struktureller und funktionaler Schadigung des Herzens bei Abwesenheit von
koronarer Herzkrankheit, arterieller Hypertonie, Herzklappenerkrankungen oder
angeborenen Herzfehlern in einem Ausmal3, das die Schadigung bedingen kdnnte. Die
Unterscheidung zwischen primarer Kardiomyopathie (das Herz ist das einzige oder
vorwiegend betroffene Organ) und sekundarer Kardiomyopathie (kardiale Beteiligung ist
nur Teil der systemischen Erkrankung) wurde in dieser neuen Klassifikation
aufgegeben, da sowohl viele als ,priméar“ klassifizierte Kardiomyopathien mit
bedeutenden extra-kardialen Manifestationen einhergehen kénnen, als auch viele als

,sekundar“ deklarierte Kardiomyopathien vorwiegend das Herz betreffen kénnen (°).

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist durch Dilatation und linksventrikulare
systolische Dysfunktion bei Fehlen von pathologischen Fillungsbedingungen
(Hypertension, Klappenerkrankungen) oder koronarer Herzkrankheit charakterisiert.
Eine Beteiligung des rechten Ventrikels ist mdglich, jedoch nicht notwendig fur die

Diagnose (°).



1.1.2 Pathogenese der dilatativen Kardiomyopathie (DCM)

Die Einteilung der DCM erfolgt gemaR der ESC nach der Atiologie in die familiare
(hereditére) und nicht-familiare Form (3). Die Atiopathogenese der nicht-familidren DCM
ist vielfaltig, z.B. konnen toxische, endokrine, virale oder autoimmune Prozesse,
gegebenenfalls in Kombination, beteiligt sein (3*). Es wird vermutet, dass insbesondere

die virale Myokarditis eine wesentliche Rolle in der Entwicklung der DCM spielt. (°°).

Die mdgliche Entwicklung einer DCM aus einer viralen Myokarditis ist Gegenstand
vieler Studien. Es konnte bei 67,4% der Endomyokardbiopsien eines
Patientenkollektives mit DCM virales Genom mittels PCR detektiert werden, wobei die
haufigsten Viren Parvovirus B19 waren, gefolgt vom humanen Herpes Virus 6. In keiner
der Endomyokardbiopsien wurde jedoch eine Myokarditis entsprechend der Dallas-
Kriterien diagnostiziert (). In einer anderen Studie wurde in 19 von 74
Endomyokardbiopsien von Patienten mit Herzinsuffizienz unklarer Genese und
dilatierten Herzhohlen eine Myokarditis nachgewiesen (%). Die Pravalenz einer
Myokarditis bei der DCM wird in der Literatur insgesamt sehr unterschiedlich
angegeben, was unter anderem auf abweichende Beurteilungen der Proben durch

verschiedene Untersucher zurtickgefiihrt wird (°).

Die hohe Pravalenz von viralem Genom in den Endomyokardbiopsien (*) weist darauf
hin, dass eine virale Infektion des Myokards oder die virale Persistenz nach Abheilung
der akuten Myokarditis, eventuell auch in Kombination, an der Pathogenese der DCM

beteiligt sein kbnnten.

Wahrend der akuten Infektion scheint das Herz Uber 2 Mechanismen geschéadigt zu
werden: Zum einen Uber die cytotoxischen Effekte der Viren selbst, zum anderen tber
die Virus-induzierte Immunantwort. Diese Immunantwort richtet sich in erster Linie
gegen das Virus und damit auch gegen die Kardiomyozyten, die als Wirtszellen dienen
und abgetétet werden, wodurch ein betrachtlicher myokardialer Schaden entsteht. Die
Immunantwort richtet sich aber auch gegen primar intrazellulare Zellbestandteile, die im
Zuge der Infektion aus lysierten Kardiomyozyten freigesetzt werden und eine

10;11

Autoimmunitat auslosen kdénnen (7 77). Weiterhin wurden auch Antikorper beschrieben,



die sowohl an Proteine der Myozyten als auch an virale Epitope binden (molekulare
Mimikry) (*413).

Wird das Virus im Laufe der akuten Infektion nicht eliminiert, kann es zur
Viruspersistenz kommen, bei der virale DNA oder RNA nachgewiesen wird, jedoch
keine Myokardinflammation vorliegt (**). Es konnte gezeigt werden, dass diese
Persistenz kardiotroper Viren bei Patienten mit (vorwiegend) abgelaufener Myokarditis
bzw. DCM im Verlauf mit einer Verschlechterung der kardialen Funktion assoziiert ist
(**1%). Die Myokardschadigung, die haufig von einer nur geringen Menge
persistierender Viren verursacht wird, wird vermutlich durch Vorgange wie eine
vermehrte Zytokinexpression im Herzgewebe (*') sowie eine systemische Erhéhung der
Zytokinspiegel (*®), eine lokale chronische Entziindungsreaktion (*), eine Modulation
der =zelluldren Signalkaskaden (*°°) oder eine fortlaufende Triggerung der
Antikdrperproduktion bewirkt. Aber auch nach erfolgreicher Viruselimination kann die
Erkrankung weiterhin progredient verlaufen, z.B. durch eine initial entstandene,
irreversible Schadigung des Myokards, die langsam voranschreitet, oder durch eine
fortbestehende  antikardiale  Autoimmunaktivitait des Organismus (°7). Die
kontinuierliche Schadigung des Myokards konnte auf diese Weise nach der akuten
Infektion sowohl bei Viruspersistenz als auch nach einer Viruseliminierung zu einer
DCM fihren.

1.1.3 Autoantikdrper in der dilatativen Kardiomyopathie (DCM)

Die Immunantwort im Laufe einer Infektion oder im Rahmen einer
Kardiomyozytenschadigung anderer Ursache richtet sich, wie oben beschrieben,
wahrscheinlich auch gegen die freigesetzten kdrpereigenen Zellbestandteile. In vielen
Studien wurde hierbei die besondere Rolle der humoralen Autoimmunitat bei der DCM
betont. Es wurden Autoantikdrper gegen verschiedene Zellproteine identifiziert, z.B. die
schwere Kette des Myosins (%), den B-Adrenorezeptor (%), den M,-Subtyp des
muscarinergen Acetylcholinrezeptors (**) und den ADP-ATP Carrier (*%). Die Bedeutung
der Autoantikorper bei der DCM ist noch nicht vollstdndig aufgeklart. Es wird vermutet,
dass einige Autoantikdrper zur Pathogenese der DCM beitragen, andere kénnen auch
lediglich als Epiphenomen auftreten.



Eine mdgliche pathogenetische Relevanz konnte in vielen Studien durch Erforschung
der Eigenschaften der Antikorper in vitro und in vivo bestarkt werden. Es konnte z.B.
gezeigt werden, dass Antikérper gegen den (B1-Adrenorezeptor, die aus Seren von
Patienten mit DCM mittels Affinitats-Reinigung gewonnen wurden, positiv chronotrop

). In einer anderen Studie wurden

auf isolierte Rattenkardiomyozyten wirken (
Kaninchen mit Peptiden, die in ihrer Sequenz einem Epitop des B1l-Adrenorezeptors
entsprachen, immunisiert. Danach wurden Antikérper gegen diese Peptide in den
Kaninchenseren sowie morphologische Veranderungen der Kaninchenherzen &hnlich

der humanen DCM nachgewiesen (%°).

In einem &hnlichen, jedoch erweiterten
Experiment wurde ein eindrucksvoller Hinweis auf die Pathogenitat der anti-f1
Autoantikorper geliefert: Die Antikorper, die von Ratten nach deren Immunisierung mit
B1-Adrenorezeptor-Epitopen gebildet worden sind, wurden gesunden Ratten injiziert.
Die so behandelten Tiere entwickelten daraufhin einen &hnlichen kardiomyopathischen

Phanotyp wie die urspriinglich immunisierten Ratten (*').

Nach Witebsky kann eine Autoimmunkrankheit u.a. als solche definiert werden, wenn
ein Aquivalent der Erkrankung im Tiermodell durch den Transfer von Autoantikdrpern
oder Antigenen initiiert werden kann (*®). Da beide genannten Beweise fiir die DCM

26,27

erbracht wurden (<), kann diese als Autoimmunkrankheit gewertet werden.

1.1.4 Immunadsorption (IA) bei der dilatativen Kardiomyopathie (DCM)

Weitere Hinweise auf die Relevanz der Autoantikoérper liefern die Ergebnisse vieler
Studien, die sich mit der Immunadsorption (IA) befassen. Diese Plasmapherese
eliminiert effektiv. Immunglobuline aus dem Blut (*®). Die Besserung der
kardiovaskularen Funktion der Patienten nach erfolgter IA weist auf den Beitrag der

Autoantikorper zur kardialen Dysfunktion hin (3“3

). Eine weitere Bestéatigung dieser
Hypothese wurde durch eine Studie mit DCM-Patienten erbracht, in der die
Eigenschaften isolierter Antikorper mit der Effektivitat der IA bei den einzelnen
Patienten verglichen wurden. Die aus Serumproben gewonnenen Antikdrper wurden mit
isolierten Rattenkardiomyozyten inkubiert, anschlieRend wurde bei den Patienten eine
IA durchgefihrt. Hier profitierten nur die Patienten von der IA, deren Antikérper einen

32).

depressiven Effekt auf die isolierten Myozyten hatten ( In einer weiteren Studie

korrelierte der kardiodepressive Effekt auf isolierte Rattenkardiomyozyten von



Antikérpern, die bei der IA eliminert wurden, mit der frGthen hamodynamischen
Verbesserung der Patienten (**). Somit scheint die Elimination der Autoantikdrper aus

dem Blut fur den Erfolg der IA zumindest teilweise verantwortlich zu sein.

Im Rahmen der Studien Uber die IA wurde weiterhin ein Zusammenhang zwischen der
effektiven Elimination der Immunglobuline der Klasse 3 aus dem Blut und der kardialen
hamodynamischen Verbesserung durch die IA gezeigt. Es wurde geschlussfolgert, dass
die 1gGs-Fraktion der Autoantikbrper einen besonderen Einfluss auf die kardiale
Schadigung bei der DCM haben kénnte (3°°).

1.2 Autoantikdrper bei den rheumatischen Erkrankung en

Bei den meisten rheumatischen Erkrankungen findet charakteristischerweise eine
humorale Immunantwort statt, bei der Antikérper, die gegen verschiedene intrazellulare
Antigene gerichtet sind, gebildet werden. Zu diesen Erkrankungen zahlen z.B. die
Systemische Sklerose, der systemische Lupus erythematodes (SLE), das Sjogren-
Syndrom, das SHARP-Syndrom und die Polymyositis (PM) / Dermatomyositis (DM)
(**37). Einige Autoantikérper, z.B. Antikorper gegen doppelstrangige DNS (Anti-dsDNS-
AK), antinukledre Antikérper (ANA) und Rheumafaktoren (RF), stellen bei diesen

Krankheiten etablierte diagnostische Parameter dar (*®).

1991 wurde erstmals von Arribas et al. ein vermehrtes Auftreten von Antikdrpern gegen

das Proteasom (Proteasomale Autoantikérper, PA) bei SLE entdeckt (*%).

1.3 Das Proteasom

Das Proteasom ist ein vorwiegend zytosolisch-lokalisierter, extra-lysosomaler
proteolytischer Komplex, der fir den Grol3teil der Proteindegradation verantwortlich und

malf3geblich an der Entstehung der Mehrheit der MHC-I gebundenen Peptide beteiligt ist

(“>*Y. Es kommt im Zytoplasma und dem Zellkern von allen eukaryoten Zellen vor und

macht ca. 1% der gesamten Zellproteine aus (*).
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1.3.1 Aufbau des Proteasoms

Das 20S Proteasom setzt sich aus 4 lUbereinander gestapelten Ringen zusammen, so
dass ein fassformiger Komplex entsteht. Die Ringe werden von jeweils 7 Untereinheiten
gebildet, wobei die beiden aufReren Ringe aus a- (al-a7) und die beiden inneren Ringe
aus B-Untereinheiten (B1-B7) bestehen (*°) (s. Abb.1). Im Zentrum des Zylinders wird
eine Kammer gebildet, in der die katalytischen Prozesse ablaufen. Die a-Untereinheiten
regulieren den Ein- und Austritt der Substrate. Indem die N-Termini der a-
Untereinheiten in den Eingang zur katalytischen Kammer ragen, versperren sie diese
und ermdéglichen jeglichen Zugang erst nach deren substantieller Umlagerung (*°). Die
Untereinheit a3 (=C9) scheint dabei eine besondere Rolle zu spielen, da die Deletion
des in den Eingang ragenden und jede andere UE berihrenden Endes dieser
Untereinheit eine Offnung zur katalytischen Kammer und damit eine starke Erhohung
der katalytischen Aktivitat des Proteasoms bewirkt (*'). Die beiden inneren B-Ringe

tragen mit den Untereinheiten 31, f2 und B5 die katalytischen Zentren des Proteasoms.

Abb. 1: Aufbau des 20S Proteasoms. Das 20S Proteasom setzt sich aus jeweils 2 a- und
zwei B-Ringen zu einem zylinderformigen Komplex zusammen. Im Zentrum des Zylinders

befindet sich das katalytische Zentrum, welches von den Untereinheiten 1, 2 und 35 gebildet

wird und somit vom Zytosol abgeschirmt ist. Abb. nach Rechsteiner, 2005 (*).

Das 26S Proteasom setzt sich aus dem 20S Proteasom und zwei regulatorischen
Komplexen, 19S Regulatoren genannt, zusammen. Die beiden 19S Regulatoren

assoziieren mit den a-Ringen und bedecken somit beide Seiten des 20S Proteasoms.

11



Sie sind fur die Aktivierung des 20S Proteasoms, das Entfalten der zu degradierenden

41,47

Proteine und die Spezifitdt der Proteolyse verantwortlich (*~*"). Ebenfalls an die a-Ringe

bindet der Proteasom-Aktivator PA28. Dieser Komplex steigert den Substratumsatz des

Proteasoms durch Erleichterung des Substratein- und -austritts (*°).

1.3.2 Funktionen des Proteasoms

Die Proteindegradation in eukaryoten Zellen erfolgt zum Grof3teil durch das Proteasom,
wobei die Mehrzahl der Proteine vor der Einschleusung durch eine Polyubiquitin-Kette

markiert wird. Das Proteasom baut beschadigte oder fehlgefaltete Proteine ebenso ab

40,50

wie wichtige regulatorische Proteine (z.B. Cycline) ("™°°). Des Weiteren aktiviert das

Proteasom einen Teil der Transkriptionsfaktoren, z.B. NFkB, Uber deren Generation aus
den jeweiligen Vorlauferproteinen (°!). Das Proteasom ist somit an vielfaltigen zellularen
Vorgangen wie der Proteinhomdostase, dem Zellzyklus, dem Zellwachstum und der

40;43;52

Apoptose regulierend beteiligt ( ). Die groRe Mehrheit der Peptide, die als

Liganden fir den MHC-I Rezeptor dienen, wird ebenfalls durch das Proteasom

generiert, so dass es auRerdem eine wichtige Rolle im Immunsystem einnimmt (*443°3).

1.3.3 Das Immunoproteasom

Die enge Verbindung des Proteasoms mit der Immunabwehr wird bei Betrachtung des
S0 genannten Immunoproteasoms besonders deutlich. Interferon y induziert den Einbau
der Immunountereinheiten B1li (Lmp2), B2i (MECL-1) und B5i (Lmp7) anstatt der
Untereinheiten 1 (Y), B2 (Z) und B5 (X), so dass das Immunoproteasom entsteht (°*
*%). Da dieser Austausch die katalytisch aktiven Untereinheiten betrifft, kann dadurch
der funktionelle Unterschied zwischen den beiden Formen dieser Protease erklart
werden. Das Immunoproteasom generiert mehr Liganden fur den MHC-I Komplex als

das konstitutive Proteasom (°°).

Das Immunoproteasom wurde in Zellen aus priméaren und sekundaren lymphatischen
Organen nachgewiesen, wie dem Thymus, der Milz und Lymphknoten (°**%). Das
konstitutive Proteasom wird aber auch z.B. wahrend der akuten Infektion von M&usen
mit Listeria monocytogenes in der Leber innerhalb von 7 Tagen fast vollstandig durch

das Immunoproteasom ersetzt (*°).
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1.3.4 Das kardiale Proteasom

Neben der schon seit langerem bekannten wichtigen Funktion des Proteasoms im
Immunsystem wurde dessen umfangreiche Beteiligung an der Aufrechterhaltung der
kardialen Funktion und deren Pathologie in den letzten Jahren zunehmend eminent (°-
®4). Zellen wie Kardiomyozyten sind starken mechanischen Kraften ausgesetzt und
daher besonders anfillig fir Proteinschaden (°°). Da defekte Proteine apoptotische
Reaktionskaskaden auslosen und durch Aggregation die Zellen stark schadigen
konnen, missen diese in den Kardiomyozyten schnell und effizient abgebaut werden,
um die kontraktile Funktion der Zellen weiterhin zu gewahrleisten (*°). Da die
Proteindegradation vorrangig uUber das Ubiquitin-Proteasom-System ablauft, hat das
Proteasom eine zentrale Bedeutung fur die Aufrechterhaltung der Funktion der
Kardiomyozyten und somit der Herzfunktion insgesamt. Es bleiben jedoch noch viele
Fragen bezuglich der genauen Zusammenhange ungeklart. So konnte z.B. gezeigt
werden, dass nach myokardialer Ischamie die kardiale kontraktile Funktion durch

Hemmung des Proteasoms verbessert werden kann (**°’

). Diese Beobachtung
widerspricht der bekannten kardioprotektiven Funktion des Proteasoms, so dass
weitere Studien nétig sind, um die pathophysiologischen Zusammenhange besser

erklaren zu kdnnen.

1.4 Proteasomale Autoantikdrper

Die oben beschriebene Entdeckung von Autoantikdrpern gegen das Proteasom ist u.a.
deshalb besonders interessant, da hier Antikérper gegen einen Zellbestandteil gebildet
werden, der sehr eng an die Prasentation von MHC-I gebundenen Peptiden gekoppelt
ist. Damit ist das Proteasom eng mit der Unterscheidung korpereigen - korperfremd
verbunden, welche grundséatzlich die Bildung von Autoantikérpern verhindern sollte.

Nach der Entdeckung proteasomaler Autoantikbrper (PA) bei 35% eines
Patientenkollektivs mit SLE von Arribas et al. 1991 (**) standen diese Antikérper im
Zentrum vieler Studien und konnten bei weiteren Autoimmunkrankheiten nachgewiesen
werden. Feist et al. bestatigten das Vorkommen von PA bei SLE mit einer Pravalenz
von 58% in ihrem Patientenkollektiv und entdeckten zusatzlich PA bei 63% der von
ihnen untersuchten Patienten mit Dermatomyositis (DM) und bei 62% der Patienten mit
Polymyositis (PM). Die genauere Untersuchung der PA im Westernblot nach
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zweidimensionaler SDS-PAGE zeigte, dass die Mehrzahl der PA aus den
Patientenseren gegen die proteasomale Untereinheit a3 (C9) gerichtet war (°®). In einer
weiteren Studie wurden PA bei 39% von Patienten mit primarem Sjégren-Syndrom
detektiert. Auffallig war hier, dass die PA an verschiedene a- und B- Untereinheiten

banden ().

Weitere Erkrankungen, bei denen PA nachgewiesen wurden, sind das Ovarialkarzinom
(%), die Multiple Sklerose ("%™), die Psoriasis-Arthritis (%), der Diabetes mellitus ("®) und

die paraneoplastische cerebellare Degeneration ("%).

Die Bedeutung der PA ist noch weitestgehend ungeklart. Bei SLE und autoimmuner
Myositis (DM und PM) wurde ein Zusammenhang zwischen der Krankheitsaktivitat und
dem Titer der PA beschrieben (). Dies eréffnet die Méglichkeit, PA als diagnostische
Marker zu nutzen, trifft jedoch keine Aussage dartber, ob die PA ein Epiphenomen der
Erkrankungen darstellen oder gegebenenfalls pathogen sind. Einen ersten Hinweis auf
die Funktionalitat der PA erbrachte eine Studie von Brychcy et al., bei welcher der
Einfluss von PA auf die katalytische Aktivitdt des Proteasoms untersucht wurde. Es
wurde gezeigt, dass die PA zwar die proteolytische Aktivitdt des 20S Proteasoms selbst
nicht veranderten, jedoch die Steigerung des Substratumsatzes durch den Proteasom-
Aktivator PA28 effektiv hemmten ("°). Nach diesem viel versprechenden Einstieg in die
Erforschung einer mdoglichen funktionalen Bedeutung der PA sind weiterfihrende
Studien notwendig.
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2  Herleitung der Aufgabenstellung

Neben anderen mdglichen Atiopathogenesen ist die Theorie der Entstehung einer DCM
Uber ein autoimmunes Geschehen in der Literatur etabliert, so dass eine Zuordnung der
DCM zu den Autoimmunkrankheiten moglich ist. Da bei diversen anderen
Autoimmunkrankheiten erhthte Titer von PA gefunden wurden, sollte in dieser Arbeit
geprift werden, ob diese auch bei der DCM gebildet werden. Ein weiterer
Zusammenhang besteht darin, dass die Erkrankungen, bei denen erhéhte PA-Titer
nachgewiesen wurden, grofdteils den systemisch-entziindlichen Erkrankungen
(systemic inflammatory diseases, SID) zuzuordnen sind. Diesen ist eine haufige
kardiale Beteiligung gemein, die sich u.a. als Myokarditis oder Kardiomyopathie
manifestieren kann (*"). Eine Verbindung zwischen der DCM und PA ist demnach

maoglich.

Um diese Verbindung zu prifen, wurde das Vorkommen von PA in einem Kollektiv von
90 DCM-Patienten und 90 gesunden Kontrollprobanden untersucht. Zur besseren
Einordnung der Rolle der PA sollten deren proteinbiochemische Eigenschaften, z.B. in
Bezug auf die praferentiell erkannte Untereinheit des 20S Proteasoms, untersucht
werden. Da sich diese Untereinheiten bezlglich ihres molekularen Gewichts und
isoelektrischen Punkts unterscheiden, bietet sich die Verwendung von ein- und

zweidimensionalen SDS-PAGEs mit anschlieRender Immunodetektion an.

In der Literatur finden sich Hinweise auf einen pathogenetischen Beitrag von
Autoantikdrpern an der Initiation oder Aufrechterhaltung der DCM. Um Hinweise auf die
Entstehung der PA und deren Bedeutung bei der DCM zu erhalten, sollte das Auftreten
der PA im Zusammenhang mit klinischen Parametern zur Beurteilung der kardialen

Funktion und den Ergebnissen von Endomyokardbiopsien betrachtet werden.

Die 90 in die Studie eingeschlossenen Patienten wurden einer Immunadsorptions- (I1A)
Therapie unterzogen, so dass der Einfluss der IA auf die PA und die Klinischen
Parameter der Patienten untersucht werden konnte. Aul3erdem sollte analysiert werden,
ob sich der PA-Titer als pradiktiver Wert dazu eignet, den Benefit von einer 1A fur den
Patienten im Voraus abzuschatzen, um dieses Therapieverfahren gezielter einsetzen zu

kdnnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material und Patienten

3.1.1 Patientenkollektiv

In die Studie wurden 90 Patienten der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat in Greifswald mit
dilatativer Kardiomyopathie (DCM) von 2003 bis 2007 fortlaufend aufgenommen.
Ausgeschlossen wurden Patienten, die junger als 30 Jahre alt waren, an
Infektionskrankheiten,  Tumorerkrankungen, chronischem  Alkoholabusus oder
Herzinsuffizienz anderer bekannter Ursache litten. Alle Patienten zeigten
echokardiographisch eine eingeschrankte linksventrikulare Funktion (linksventrikulare
Ejektionsfraktion < 45%) und eine Herzinsuffizienz (NYHA 1I-IV) bei einer
Krankheitsdauer tber 6 Monate. Eine koronare Herzkrankheit wurde bei allen Patienten
mittels Koronarangiographie, ebenso wie eine akute Myokarditis bei 78 der 90 durch
Endomyokardbiopsie (EMB) entsprechend den Dallas-Kriterien (“®) ausgeschlossen. 12
Patienten lehnten eine EMB ab. Alle Patienten waren seit mindestens drei Monaten
kontinuierlich mit ACE-Hemmern / Angiotensin Rezeptor Antagonisten, 3-Blockern und
Diuretika eingestellt.

Alle Patienten wurden in der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat in Greifswald mit einer
Immunadsorption (IA) behandelt, die nach dem verbesserten Protokoll fur die 1gGs-
Eliminerung mit Protein A-Saulen (Immunoadsorba®, Fresenius Medical care AG, Bad
Homburg) tiber 5 konsekutive Tage durchgefiihrt wurde [Protokoll nach (*°)]. Am letzten
Tag wurden Immunglobuline mit 0,5g/kg polyklonalem 1gG (Venimmun N®,
Sandoglobulin®) substituiert. Von allen Patienten standen Serumproben vom Tag vor
der IA, direkt nach der IA und nach drei sowie sechs Monaten zur Verfigung.

Des Weiteren lagen von allen Patienten die Daten von Echokardiographien (Vivid 5, GE
Healthcare, UK) vor, die von Kollegen der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat in Greifswald
vor der Behandlung sowie drei und sechs Monate nach der Therapie durchgefihrt
wurden. Zuséatzlich wurden bei 78 der 90 Patienten Endomyokardbiopsien (EMB)
entnommen, bei denen nach Mahrholdt et al., 2006 (“°) die Existenz von viralem Genom

untersucht wurde.
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Als Kontrollgruppe dienten 90 Blutspender. Die Prob

en sowie die Daten zu Geschlecht

und Alter wurden uns freundlicherweise von der Blutspende des Institutes fir

Transfusionsmedizin, Campus Charité Mitte, zur Verfigung gestellt.

Jeder Patient stimmte der Teilnahme an der Studie schriftlich zu. Das Studienprotokoll

erfillte die ethischen Grundsatze der Deklaration von Helsinki und wurde von der Ethik-

Kommission der Universitat Greifswald bewilligt.

3.1.2 Gerate

AKTA FPLC

Deca-Probe incubation manifold PR 150
Elektrophorese-Einheit SE 250 Series Mighty Small Il
Fluorimeter Synergy HT mit KC4 Software
Kihlzentrifuge 3K10

Kihlzentrifuge Avanti J-25, Rotor JA25.5
Kuhlzentrifuge Biofuge pico

Kahlzentrifuge GS-6R

MALDI TOF/TOF Proteomics Analyser
Mikrokonzentrator 5301

MonoQ-Séaule

Semidry-Blot-Kammer

Spectrophotometer Ultrospec™ 2100 pro UV/Visible
Ultrazentrifuge Optima™ LE-80K

GE Healthcare
Hoefer

Hoefer

BioTek

Sigma
Beckman-Coulter
Heraeus
Beckman-Coulter
Applied Biosystems
Eppendorf
GE-Healthcare
pPEQLAB
GE-Healthcare
GE-Healthcare

3.1.3 Reagenzien, Losungen, Verbrauchsmaterialien

3MM Papier

Acetonitril

Acrylamid 4K-L6sung 30 %, 37,5:1
Ampholine

B-Mercaptoethanol

DEAE Sephacel™

DMSO

Whatman
Merck
Applichem
Serva

Roth
GE-Healthcare
Applichem
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DTT

Fluorogenes Peptid-substrat “Tyr”:
Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC

Immobilon-P Transfer Membran

Luminol

MALDI Proben Platten

Mikrotiterplatten

Molekulargewichtsstandard, Protein prestained

Molekulargewichtsstandard, Protein Rainbow

NP40 (Nonidet)

p-Coumaric acid

PMSF

Protein A Sepharose CL-4B

Rontgenfilme: Xomat-UV/AR/Biomax-MR

Roti Block

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)

Sterilfilter 4,5, 0,2 um

TEMED

Tetramethylbenzidin

Trifluoressigsaure

Trypsin

Tween 20

Zellkultur-Platten, 96Well

Zip Tip Pipettenspitzen, C18

3.1.4 Kits

Applichem

Bachem Biochemica
Millipore

Fluka

Applied Biosystems
Dynatec
Fermentas
Amersham
Applichem

Sigma

Roth
GE-Healthcare
Kodak

Roth

Roth

Schleicher und Schuell
Applichem

Becton Dickinson
Fluka

Promega

Serva

Greiner

Millipore

BCA™ Protein Assay Kit Pierce Protein Research Products

BNP Fragment ELISA Kit Biomedica
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3.1.5 Antikdrper

Sekundare Antikorper, Peroxidase-markiert:

AffiniPure Goat anti Human-IgG IgG (1:20.000) Dianova

Mouse anti Human-IgG; IgG (1:500) Zymed® Laboratories
Mouse anti Human-1gG, IgG (1:500) Zymed® Laboratories
Mouse anti Human-1gG; IgG (1:500) Zymed® Laboratories
Mouse anti Human-1gG,4 IgG (1:500) Zymed® Laboratories
Proteasomen-AK AG Prof. Kloetzel, Charité

3.2 Methoden

3.2.1 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das BCA™ Protein Assay Kit (Pierce)
verwendet.

Alternativ wurde die Extinktion bei 280 nm im Spectrophotometer bestimmt. Die
Extinktion von 1 wurde dabei 1 mg/ml gleichgesetzt.

3.2.1.2 Ethanolausfallung von Proteinen

LOsungen:
96% Ethanol, 70% Ethanol

Durchfiihrung:

Die Proteinlésungen bekannter Konzentration wurden nach gewinschter Proteinmenge
in ReaktionsgefalRe einpipettiert. Es wurde jeweils das 2,5fache Volumen 96%iges
Ethanol hinzugefugt. Nach Mischung der Proben wurden sie 30min bei -80C
tiefgefroren. Es folgte eine 30mindtige Zentrifugation bei 14.000rpm und 4T. Das
entstandene Pellet wurde mit 1ml eiskaltem 70%igem Ethanol und 210mindtiger
Zentrifugation bei 14.000rpm und 4T gewaschen. Der Waschvorgang wurde einmal
wiederholt. Nach Abkippen des 70%igen Ethanols wurde das Protein in dem
Reaktionsgefal? mit offenem Deckel bei 37<C getrockn et und dann bei -80C gelagert.
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3.2.1.3 Isolation von 20S Proteasom

Losungen:

10x PBS: 1,4M NacCl, 27mM KCI, 65mM Na,HPO,4, 15mM KH,PO,, pH
7,3

10 x TEA: 200mM Tris HCI, 10mM EDTA, 10mM NaNsAzid, pH 7,2

TEAD-Puffer: 1x TEA, ImM DTT

TEAD-Puffer 100: 1x TEAD, 100mM NacCl, filtriert

TEAD-Puffer 500: 1x TEAD, 500mM NacCl, filtriert

TEAD-Puffer A: 1x TEAD, 100mM NacCl, filtriert

TEAD-Puffer B: 1x TEAD, 1M NacCl, filtriert

Substratpuffer: 1x TEAD, 50uM Tyr-Substrat

Saccharose-10%: 10% w/v Saccharose in 1x TEAD-Puffer

Saccharose-40%: 40% wi/v Saccharose in 1x TEAD-Puffer

Durchfihrung:

Die Erythrozytenkonzentrate (2 Einheiten) wurden mit 1x PBS gewaschen und
anschlieBend 10min bei 5.000rpm zentrifugiert. Nach 3 Waschwiederholungen wurde
das Pellet in dem 2-fachen Volumen TEAD-Puffer resuspendiert und zur Lyse mit 0,1%
NP40 versetzt. Nach 30 mindtiger Inkubation auf Eis wurden die
Erythrozytenmembranen durch Zentrifugation bei 10.000rpm und 4 fir 90min
abgetrennt.

Der Uberstand wurde tiber Nacht bei 4C mit ca. 200m | aquilibrierter DEAE Sephacel-
Suspension inkubiert. Nach Einfullen der Suspension in einen Buchner-Trichter wurde
diese mit TEAD-Puffer 100 gewaschen, bis die optische Dichte des Durchflusses kleiner
als 0,1 war. Die an die Saule gebundenen Proteine wurden mit TEAD-Puffer 500 eluiert
und in 10 Fraktionen a 50ml aufgefangen.

In 96 Well Mikrotiterplatten wurden jeweils 10ul der Fraktionen und 100ul Substratpuffer
pro Well einpipettiert. Nach 30 minutiger Inkubation bei 37<C wurde die Fluoreszenz der
abgespaltenen AMC-Gruppe bei einer Emissions-Wellenlange von 460nm (Anregung
bei 390nm) im Fluorimeter gemessen und damit der Gehalt an aktivem Proteasom
bestimmt. Die aktiven Fraktionen wurden gepoolt.

Zu dem Pool wurde auf Eis Uber 30min unter standigem Rihren sehr langsam festes
Ammoniumsulfat gegeben, bis die Konzentration 35% Sattigung betrug. Nach 15

mindtiger Zentrifugation bei 16.000rpm und 4T wurd e der Uberstand abgenommen
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und das Pellet verworfen. Zu dem Uberstand wurde auf Eis unter Rihren weiteres
Ammoniumsulfat gegeben. Die final 75%gesattigte Ammoniumsulfatidsung wurde fir
20min bei 16.000rpm und 4T zentrifugiert und das e ntstandene Pellet vorsichtig in
TEAD-Puffer gelost.

6 Gradienten wurden mit einem Gradientenmischer aus 10%igem und 40%igem
Saccharosepuffer in Ultrazentrifugenrohrchen gegossen. Auf die Gradienten wurden
vorsichtig jeweils 0,5ml der Probe pipettiert. In der Ultrazentrifuge Optima 80K mit dem
Rotor SW40 wurden die Proben bei 40.000rpm und 4T 16h zentrifugiert. Danach
wurden die Gradienten in 0,6ml Fraktionen aliquotiert und es wurden wiederum die
aktivsten Fraktionen durch einen weiteren Proteaseassay wie oben beschrieben
bestimmt und gepoolt.

Die gepoolte Probe wurde in der AKTA FPLC auf eine aquilibrierte MonoQ-Saule
(Anionenaustauscher) aufgetragen. Nach Waschen der Saule mit TEAD-Puffer A
wurden die Proteine durch einen linearen NaCl-Gradienten eluiert (3ml: 0-20% TEAD-
Puffer B, 20ml: 20-35% TEAD-Puffer B, 3ml: 35-100% TEAD-Puffer B, 4ml: 100%
TEAD-Puffer B) und in 1ml Fraktionen aufgefangen. Die Fraktionen um die Peaks in der
UV-Messung wurden wiederum in einem Proteaseassay auf ihre proteasomale Aktivitat
getestet, die aktiven Fraktionen wurden gepoolt. Wie unter 3.2.1.1 beschrieben wurde
die Konzentration der Probe durch die Messung bei 280 nm bestimmt. Durch eine SDS-
PAGE (s. 3.2.1.4) und Anfarbung des Gels mit Coomassie wurde die Reinheit der
Probe bestatigt. Das 20S Proteasom wurde durch eine Ethanolausfallung von dem
Puffer separiert (s. 3.2.1.2) und bei -80CT gelager .

3.2.1.4 Eindimensionale SDS- Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

LOsungen:

Sammelgelpuffer: 1M Tris HCI pH 6.8

Trenngelpuffer: 1,5M Tris HCI pH 8.8

10x SDS-Laufpuffer: 250mM Tris, 2M Glycin, 35mM SDS

5x SDS Probenpuffer: 520mM SDS, 75mM Tris HCI pH 6,8, 5% w/v
Bromphenolblau, 40% Glycerol, 10% [3- Mercaptoethanol

Marker (Biolabs): prestained protein marker, 11-17-26—-34—-43-55-72-95-130
-170 kDa
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Durchfiihrung:

Die Proteine wurden in 15%igen Acrylamidgelen aufgetrennt.
Ansatz fur 5 Gele, d= 0,75mm:

15%iges Trenngel: 15ml Acrylamidlésung, 7,5ml Trenngelpuffer, 7,5ml A. dest.,
150ul 20% w/v SDS, 200ul 10% w/v APS, 10ul TEMED
5%iges Sammelgel: 2ml Acrylamidlésung, 1ml Sammelgelpuffer, 9ml A. dest., 60ul

20% w/v SDS, 60pl 10% w/v APS, 6ul TEMED
Die Proben wurden mit 1x SDS-Probenpuffer versetzt, 5min bei 95T denaturiert und
1min bei 13.000rpm zentrifugiert. Die Gelelektrophorese wurde mit 70V in den ersten
15min begonnen und mit 120V fortgefthrt, bis der 17kDa-Marker herausgelaufen war.

3.2.1.5 Zweidimensionale SDS- Polyacrylamidgelelektrophorese (2D SDS-PAGE)

Die 2D-Gelelektrophoresen wurden im Max-Planck-Institut fur Infektionsbiologie (Frau

Dr. Ursula Zimny-Arndt) durchgefuhrt.

LOosungen:

Acrylamid-IEF-L6sung: 4M Arcylamid, 0,1M Bisacrylamid

Harnstoff-Probenpuffer: 9,4M Harnstoff, 2ml 10% NP40, 500ul Ampholine 3-
10, 0,5ml B-Mercaptoethanol, 150ul 20% w/v SDS ad
10ml mit A. dest.

Overlay: 9M Harnstoff, 250ul Ampholine 3-10 ad 10ml mit A.
dest

Equilibrierungspuffer: 5ml Glycerol, 5ml B-Mercaptoethanol, 5,8ml 20% w/v
SDS, 6,2ml 0,5M Tris pH 6,8 ad 50ml mit A. dest.

Molekulargewichtsstandard Rainbow-Marker, 35, 31, 24, 17, 12, 8,5, 3,5kDa

10x SDS-Laufpuffer: 250mM Tris, 2M Glycin, 35mM SDS

Durchfihrung:

100pg des mit Ethanol ausgefallten Proteins (s. 3.2.1.2.) wurden in 100ul Harnstoff-

Probenpuffer aufgenommen und tber Nacht gelost und denaturiert.

IEF-Gel (1.Dimension): 0,66ml Acryalamid-IEF, 1ml 10% NP40, 1ml A. dest., 250pl
Ampholine 3-10, 14pl 10% w/v APS, 10pul TEMED
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Der IEF-Gel-Ansatz wurde luftblasenfrei in Glasrohrchen gefullt und mit 30ul Overlay
beschichtet, die Polymerisation erfolgte Gber Nacht. Nach Abwaschen des Overlays mit
A. dest. wurde je nach gewilnschter Proteinmenge 20-25ul der Protein-Harnstoff-
Probenpufferlosung auf das Gel pipettiert und diese mit 30ul Overlay Uberschichtet. Die
Rohrchen wurden mit 0,01M Phosphorsaure aufgefillt und in die Kammern
eingespannt. Die obere Wanne wurde ebenfalls mit 0,01M Phosphorséaure, die untere
mit 0,02M Natronlauge befillt und die isoelektrische Fokussierung mit 400V 4h
durchgeflihrt. Die Gele wurden anschliel3end 20min in Equilibrierungspuffer inkubiert.
Agarosegel: 2,5ml Glycerol, 2,9ml 20% w/v SDS, 3,2ml 0,5M Tris pH 6,8, 0,25¢g
Agarose ad 22,5ml mit A. dest.

Das Agarosegel wurde aufgekocht und mit einer Spatelspitze Bromphenolblau versetzt.
Es wurden 15%ige SDS-Gele wie unter 3.2.1.4. beschrieben angefertigt, auf denen die
equilibrierten IEF-Gele luftfrei in Agarosegel eingebettet wurden. Die Elektrophorese
erfolgte mit 1x SDS-Laufpuffer 1h bei 100V, dann mit 1200Vh.

3.2.1.6 Anfarben der SDS-Gele

Losungen:

Coomassiefarbelésung: 25% Ethanol, 10% Essigséaure, 0,1% w/v Coomassie R250
Entfarbeldsung: 25% Ethanol, 10% Essigsaure

Durchfihrung:

Die Gele wurden nach der SDS-PAGE ca. 2h in der Coomassie-Farbeldsung
geschuttelt. Danach wurden sie tUber Nacht mit mehrmaligem Pufferwechsel in der

Entfarbelosung entfarbt.

3.2.1.7 Elektrotransfer von Proteinen nach der SDS- PAGE auf Immobilon-Membran

LOsungen:
Transferpuffer: 27,7mM Tris, 187,5mM Glycin, 25% Methanol

Coomassiefarbelésung s. 3.2.1.6
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Transfer-Aufbau (Semidry):

+ o+ o+ Deckel (Anode)

3x Whatman 3MM Papier in Transferpuffer

Aktivierte Immobilon-Membran
Gel

3x Whatman 3MM Papier in Transferpuffer

- - - Grundplatte (Kathode)

Durchflihrung:

Die Proteine wurden mit 400mA innerhalb 1h auf die Immobilon-Membran transferiert
und mit Coomassie-Farbelésung dargestellt, so dass deren Lokalisation markiert
werden konnte. Jede Membran wurde eingescannt, um spater bei der Immunodetektion
nicht nur eine Zuordnung der erkannten Untereinheiten zu der Molekulargré3e, sondern
auch zu dem charakteristischen Muster des aufgetrennten Proteasoms zu erméglichen.
Die Entfarbung erfolgte mit 50% Methanol.

3.2.1.8 Identifizierung von Antikdrpern mittels Immunodetektion

Losungen:

10x PBS entsprechend 3.2.1.3

Blockpuffer: 1x PBS, 1x Roti Block, 0,1% TWEEN-20

Inkubationspuffer: 1x PBS, 1x Roti Block

Waschpuffer: 1x PBS, 0,1% TWEEN-20

Prim. Antikorper: humanes Serum, entsprechende Verdinnung in Inkubations-
puffer

Sek. Antikorper: HRP-markiertes Ziege anti Human-lgG IgG (1:20.000) und
Maus anti Human-IgG,, -1gG,, -1gG3 und -IgG4 IgG (1:500) in
Inkubationspuffer

ECL-Reagenz: 20ml 100mM Tris HCI pH 8,5, 4pl 90mM Coumarinsaure (in

DMSO0), 100ul 250mM Luminol (in DMSO), 20pl 30% H202
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Durchfiihrung:

Nach dem Proteintransfer wurden die Membranen tber Nacht bei 4T in Blockpuffer
geschuttelt, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. Danach wurden sie in die
Deca-Probe Inkubationskammern von Hoefer eingespannt, so dass durch 10 Rinnen in
den Acrylplatten und eine Silikonabdichtung je 10 voneinander getrennte
Kompartimente auf den Membranen entstanden. Es wurde zigig jeweils 1ml in
Inkubationspuffer verdinntes Serum in jedes Kompartiment einpipettiert und 2h bei
Raumtemperatur auf dem Schiuttler inkubiert. Der erste Waschschritt nach AbgielR3en
der Serumverdinnungen erfolgte mit Waschpuffer in den Kammern, danach wurden
diese auseinandergebaut und die Membranen 2x10min, dann 3x5min gewaschen, um
die nicht gebundenen Antikérper zu entfernen.

Die Identifizierung von Antikérpern aus humanen Seren mithilfe von zweidimensional
aufgetrennten Proteinen (2D-SDS-PAGE) erfolgte durch Inkubation der Membranen in
verdunnten Seren in einfachen Schéalchen, da hier nur ein Serum mit der ganzen
Membran getestet wurde. Danach wurden die Membranen ebenfalls 3x10min und
3x5min gewaschen.

Es folgte die einstindige Inkubation mit dem sekundaren Antikdrper bei
Raumtemperatur und eine weitere Waschprozedur wie oben beschrieben. Nach
einminttigem Schitteln der Membranen in ECL-Reagenz wurden diese luftblasenfrei
mit Folie abgedeckt und die Fotofilme bei Rotlicht je nach Signalintensitat fur 1sec bis

10min aufgelegt.

3.2.1.9 Strippen gebundener Antikdrper von Immobilon-Membranen

LOsungen:

10x PBS, Wasch- und Blockpuffer entsprechend 3.2.1.3 und 3.2.1.4

Stripping-Puffer: 6,25ml 1M Tris/HCI pH 6,7, 700ul B-Mercaptoethanol, 10ml
20% v/w SDS ad 100ml mit A. dest.

Durchfihrung:

Bereits zur Immunodetektion verwendete Membranen wurden 30min bei 60C und
danach weitere 30min bei Raumtemperatur mit Stripping-Puffer inkubiert. Nach

grindlichem Abspulen des Puffers mit A. dest. wurden die Membranen 3x10min in
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Waschpuffer geschittelt. Nach erneuter Inkubation in Blockpuffer Gber Nacht konnten

die Membranen ein zweites Mal verwendet werden.

3.2.1.10 Identifikation der Untereinheiten des 20S Proteasoms durch Massen-

spektroskopie

Losungen:
Entfarbeldsung: 200mM Ammoniumbikarbonat, 50v/v% Acetonitril

Inkubations- und Verdaupuffer: 50mM Ammoniumbicarbonat, 5v/v% Acetonitril

Trypsinstammldésung: 0,1pg/pl Trypsin in 50mM Essigséaure

Durchfihrung:
Nach der Auftrennung der Untereinheiten des 20S Proteasoms mittels 2D SDS-PAGE

wurde das Gel mit Coomassie angefarbt und eingescannt, die einzelnen Spots wurden
durchnummeriert. Um eine Proteinkontamination zu vermeiden, wurde die folgende
Peptid-Sequentierung mit Nitril-Handschuhen unter dem Abzug durchgefihrt. Die
pragnanten Spots wurden mit einer um ca. lcm gekirzten blauen Pipettenspitze
ausgestochen und in 0,5ml ReaktionsgefaRe dberfuhrt. Es wurden jeweils 500ul
Entfarbelésung zugegeben, fir 30min bei 37T inkubi ert und wieder abgenommen. Die
folgende Inkubation der entfarbten Gelstiickchen zur S&uberung von Farbresten
erfolgte mit jeweils 500ul Inkubations- und Verdaupuffer ebenfalls fir 30min bei 37<C.
Nach Abnahme des Puffers wurden die Proben 30min bei 30C im Mikrokonzentrator
getrocknet. Zu den fast trockenen Gelstickchen wurde jeweils 1ul Trypsinstammldsung
gegeben und nach kurzer Einwirkzeit wurden zuséatzlich 25ul Inkubations- und
Verdaupuffer einpipettiert. Der Proteinverdau erfolgte bei 37<C Uber Nacht. Nach kurzer
Zentrifugation bei 13.000rpm wurde der Uberstand mit den generierten Peptiden
abgenommen und jeweils in ein neues Reaktionsgefald Uberfihrt. 25ul 60% Acetonitril /
0,5% Trifluoressigsaure wurden zu den Gelstiickchen gegeben, nach 10minutiger
Inkubation wieder abgenommen und ebenfalls in das neue Reaktionsgefald pipettiert.
Die restlichen Peptide wurden durch Zugabe von 25ul 100%igem Acetonitril in
10mindtiger Inkubation gelést und mit dem Uberstand zu den beiden vorherigen
Uberstanden gefullt. Die Proben (Uberstand 1-3) wurden in 90min bei 45T vollstandig

im Mikrokonzentrator getrocknet und Gber Nacht bei -20T eingefroren.
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Die getrockneten Proben wurden aufgetaut und in 2,5ul 0,1%iger Trifluoressigsaure
geldst. Zur Entsalzung der Proben folgte eine Zip Tip Elution. Die Zip Tips wurden durch
dreimaliges Auf- und Abpipettieren mit 70% Acetonitril /0,1% Trifluoressigsaure
angefeuchtet, dann durch dreimaliges Spilen mit 0,1%iger Trifluoressigsaure
equilibriert. Dann wurde das Peptidgemisch 20x in dem Zip Tip auf- und abpipettiert, um
die Peptide in dem Zip Tip zu binden. Die Zip Tips wurden 2x mit 0,1%iger
Trifluoressigsaure gewaschen. 0,75ul a-Cyanohydroxyzimtsaure wurden auf jeweils 3
Spots der MALDI Proben Platten gegeben und 5x mit dem vorbereiteten Zip Tip auf-
und abpipettiert, um die gebundenen Peptide zu eluieren. Die folgende Auswertung der
Proben im MALDI TOF / TOF Proteomics Analyser wurde freundlicherweise von Frau

Dr. Katharina Janek durchgefuhrt.

3.2.1.11 Bestimmung von proteasomalen Autoantikdrpern (PA) durch einen ELISA

Der ELISA zur Bestimmung der PA wurde im Rheumatologisch-Immunologischen Labor
der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Rheumatologie und Klinische Immunologie

der Charité (Herr Dr. Egerer) durchgefihrt.

Losungen:

Carbonat-Puffer: 5mM NaHCO3;, 5mM Na,COs3, pH 9,6

Blockpuffer: 1x Roti Block

prim. Antikorper: humanes Serum, 1:100 verdinnt in Inkubationspuffer
sek. Antikorper: HRP-markiertes Ziege anti Human-1gG IgG

Waschpuffer wie unter 3.2.1.8 beschrieben.

Durchfiihrung:

Mikrotiterplatten wurden Gber Nacht mit 20S Proteasom in Carbonat-Puffer beschichtet.
Verbleibende Bindungsstellen wurden mit Blockpuffer gesattigt. Von den verdinnten
Serumproben (1:100) wurden 50ul pro Well aufgetragen und fur 40min inkubiert. Nach
dreimaliger Reinigung mit dem Waschpuffer wurde der HRP-markierte sekundare
Antikdrper in einer Verdinnung von 1:20.000 hinzugegeben und fir 30min belassen.
Nach erneutem dreimaligen Waschen der Platten wurde das HRP-Substrat

Tetramethylbenzidin zugeflugt, die Reaktion wurde nach 30min durch Zugabe von 1M
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Schwefelsaure gestoppt. Die Messung des Farbstoffs erfolgte bei 450nm im
Photometer.

3.2.1.12 Bestimmung der Nt-pro BNP-Konzentration

Zur Bestimmung der Nt-pro BNP-Konzentration wurde das BNP Fragment ELISA Kit

(Biomedica) nach den Angaben des Herstellers verwendet.

3.2.1.13 Bestimmung der Immunoglobulin-Konzentration

Es wurden die Spiegel der gesamt-lgG-, 1gG;-, 1gG2-, 1gGs- und 1gG,4-Spiegel der Seren
vor und teilweise nach der Immunadsorption durch das Zentralinstitut fir

Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie der Charité, Campus Virchow bestimmt.

3.2.2 Statistik

Die statistischen Auswertungen wurden in freundlicher Zusammenarbeit mit Frau Dipl.
Math. Christine Gericke durchgefihrt.

Fur die numerischen Ergebnisse wurden bei Normalverteilung der Mittelwert +
Standardfehler, bei nicht-normalverteilten Ergebnissen der Median mit der 25. und 75.
Perzentile angegeben. Die Ergebnisse flr kategorische Daten wurden als Haufigkeiten
angegeben. Fiur den Vergleich zweier Gruppen mit unabh&ngigen Variablen wurde der
Mann-Whitney-U-Test, bei Vergleichen zwischen verschiedenen Zeitpunkten innerhalb
einer Gruppe wurde der Wilcoxon-Rangsummentest verwendet. Die Auswertung von
Unterschieden mit kategorischen Variablen wurde mithilfe des Exakten Tests nach
Fisher durchgefihrt. Von einer statistischen Signifikanz wurde bei p < 0,05

ausgegangen.
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4  Ergebnisse

4.1 Detektion Proteasomaler AutoantikGrper mittels ELISA

Zu Beginn dieser Arbeit sollte die Hypothese, dass Proteasomale Autoantikdrper (PA)
bei der dilatativen Kardiomyopathie (DCM) vermehrt auftreten, untersucht werden.
Daher wurde mit den Seren der 90 DCM-Patienten der Ernst-Moritz-Arndt-Universitéat in
Greifswald, die in die Studie eingeschlossen worden waren, und der 90 gesunden
Kontrollprobanden im ersten Schritt ein ELISA zur Detektion von PA durchgefuhrt. Dies
Ubernahm Herr Dr. K. Egerer aus der medizinischen Klinik mit Schwerpunkt

Rheumatologie und Klinische Immunologie der Charité Berlin.

Der Cut off wurde als Mittelwert des PA-Titers der Kontrollprobanden plus der
dreifachen Standardabweichung bei 26U/ml festgelegt. 30% der Patienten waren
demnach PA-positiv, von den Kontrollprobanden lagen 3,4% Uber dem Cut off. Der
Median der Antikoérper-Konzentrationen betrug bei den Patienten 19,5U/ml (Range
13,9-28,6U/ml) und bei den Kontrollprobanden 15,5U/ml (Range 12,6-19,0U/ml), die
Box Plots sind in der Abbildung 1 dargestellt. Die Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht tiber die
Patientencharakteristika.
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Abb. 1: PA-Titer im ELISA bei Kontrollen vs. Patien ten. Uber Nacht mit 20S Proteasom
beschichtete Mikrotiterplatten wurden mit 1:100 verdinntem Serum inkubiert. Die Detektion der
PA erfolgte Uber einen HRP-markierten sekundaren Antikdrper, als Substrat diente
Tetramethylbenzidin. Die Box Plots zeigen jeweils den Median, das obere und das untere

Quartil sowie die Whisker. p < 0,001.

Alle Patienten PA positiv PA negativ Signifikanz
(PA+ vs. PA-)
n=90 n =27 n =63
Alter (Jahre)* 51,1+0,9 518+14 50,8 +1,1 n.s.
Geschlecht m/ w (n) 69/ 21 18/ 9 51/ 12 n.s.
Krankheitsdauer (Mon.)" 425+5,6 42,2 £ 8,7 42,6 +54 n.s.

Tab. 1: Patientencharakteristika . *Mittelwert £ Standardfehler. PA-positiv: [PA] = 26U/ml, PA-
negativ: [PA] < 26U/ml. Mon. = Monate

4.2 Eigenschaften der proteasomalen Autoantikdrper

4.2.1 Untersuchung der im ELISA PA-positiven Patientenseren im Westernblot

Nachdem ein vermehrtes Auftreten von PA durch den ELISA bestatigt worden war,
sollten diese Antikdrper weiterfihrend untersucht werden. Daher wurden die 27 im

ELISA PA-positiv getesteten Patientenseren im Westernblot beurteilt.
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Die Westernblots wurden mit 15ug Proteasom pro SDS-PAGE durchgefuhrt. Auf einer
Membran wurden 8 Patientenseren untersucht, zusétzlich wurde jeweils eine positiv-
und eine negativ-Kontrolle mitgefihrt. Die PA aus den Patientenseren banden an das
denaturierte 20S Proteasom. Dabei wurden mehrere Untereinheiten erkannt,
vorwiegend jedoch eine Bande bei ca. 29kDa, sowie in geringerer Haufigkeit bei ca. 27,
30 und 25kDa. Eine Auswahl der Filme zeigt die Abbildung 2.

— G5 kDa
— 72kDa

— 55 kDa
— 43 kDa

— 34 kDa

w — — - W | — 26 kDa

— 17 kDa

l—
§

Pat.2  Pat5 Pat. 33  Pat 39  Pat45  Pat 62  Pat 72 | Marker
Referenzserum

Abb. 2: Westernblots mit Patientenseren gegen das 2  0S Proteasom. 15ug aufgereinigtes
20S Proteasom pro Membran, Verdinnung der Seren 1:50, 2h Inkubation. Sek. Antikorper:
HRP-markiertes Ziege anti Human-lgG 1gG, Verdinnung 1:20.000, 1h Inkubation. ECL-
Reagenz diente als Substrat der HRP. Auf jeder Membran wurde eine Auftragungsspur ohne
primaren Antikorper als negativ-Kontrolle mitgefiihrt sowie das Referenzserum, um eine
Vergleichbarkeit verschiedener Filme miteinander zu gewahrleisten. Fir die Patienten sind links
die Fotofilme und rechts die entsprechenden Coomassie-gefarbten Membranausschnitte,
welche fur die jeweilige Immunodetektion verwendet worden sind, dargestellt. Ganz rechts ist
der Prestained Protein Marker (2ul) abgebildet. Die PA aus dem Serum von Patient 5, 39, 62
und 72 erkennen vorwiegend eine Untereinheit bei ca. 29kDa, von Patient 2, 33 und 45 bei ca.
26kDa.
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4.2.2 Detektion der von proteasomalen Autoantikbrpern (PA) praferentiell

erkannten Untereinheiten

Die PA haben Proteasom-Banden bei 25, 27, 29 und 30kDa bevorzugt erkannt. Da in
der eindimensionalen SDS-PAGE das 20S Proteasom jedoch nicht entsprechend seiner
14 verschiedenen Untereinheiten in 14 Banden aufgetrennt wird, konnten diese Banden

vorerst nicht zugeordnet werden.

Das Proteasom wurde daher in einer zweidimensionalen Gelelektrophorese aufgetrennt
(25ug Proteasom pro 2D SDS-PAGE). Ein Mastergel wurde mit Coomassie-
Farbeldosung eingefarbt und eingescannt. Danach wurden die einzelnen Spots auf
dieser Vorlage durchnummeriert. Die Proteasom-Untereinheiten wurden aus dem Gel
extrahiert und sequenziert. Die entstandenen fur die jeweiligen Untereinheiten
spezifischen Peptidgemische wurden von Frau Dr. Katharina Janek mittels
Massenspektroskopie analysiert, wodurch die Zuordnung der einzelnen Untereinheiten
zu den Spots des typischen Musters des zweidimensional aufgetrennten Proteasoms
maoglich war (siehe Abbildung 3).
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Abb. 3: 2D-Gelelektrophorese von 20S Proteasom, Mas tergel. 25ug aufgereinigtes 20S
Proteasom wurde nach der MolekulargréRe (SDS-PAGE) und dem isoelektrischen Punkt
(NEPHGE) aufgetrennt und mit Coomassie angefarbt. Durch die massenspektroskopische
Identifikation der Proteinspots konnte jeder Untereinheit ihre charakteristische Lokalisation in
der 2D-SDS PAGE zugeordnet werden.
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Es wurden weitere 2D-Gelelektrophoresen mit jeweils 25ug aufgereinigtem 20S
Proteasom angefertigt, die nach Proteintransfer auf Immobilon-Membranen zur
Immunodetektion mit reprasentativen Patientenseren verwendet wurden. Die
Ergebnisse wurden mit den eindimensionalen SDS-PAGEs derselben Seren verglichen.
Diejenigen Seren, die bei dem eindimensional aufgetrennten Proteasom die Bande bei
ca. 29kDa erkannten, banden bei der zweidimensionalen Auftrennung an die
Untereinheit a3. Entsprechend konnte der Bande bei ca. 26kDa die Untereinheit al, der
Bande bei ca. 30kDa die Untereinheit a6 und der Bande bei ca. 25kDa die Untereinheit

B7 zugeordnet werden. Die Abbildung 4 zeigt reprasentative Beispiele fur die

Zuordnung.
a)
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Abb. 4: Zuordnung der vorwiegend von PA erkannten U ntereinheiten. Es wurde eine 2D
SDS-PAGE mit 25ug aufgereinigtem 20S Proteasom pro Membran durchgefuhrt, nach dem
Proteintransfer wurden die Membranen mit Patientenseren in einer Verdinnung von 1:1.500 2h
inkubiert. Die gleichen Patientenseren wurden in einer Verdiinnung von 1:50 mit Membranen
aus einer 1D SDS-PAGE (15ug Proteasom pro Membran) inkubiert. Sekundarer Antikérper war
in beiden Fallen HRP-markiertes anti Human-IgG 1gG, 1:20.000 verdinnt. Links ist jeweils die
Coomassie-gefarbte 2D-Membran gezeigt, daneben der zugehérige Fotofilm. Rechts sind
Coomassie-Farbung und Fotofilm der entsprechenden 1D-PAGE dargestellt. a) Referenzserum,
Uberwiegend von PA erkannte Bande bei ca. 29kDa, in der 2D-PAGE als a3 identifiziert. b)
Patient 78, Uberwiegend von PA erkannte Bande bei ca. 26kDa, in der 2D PAGE als al

identifiziert.
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Demnach erkannten die PA aus den Patientenseren zum gr6f3ten Teil die Untereinheit
a3 (44,4%). Am zweithdufigsten war die Untereinheit al das Ziel der anti-
proteasomalen Immunantwort (22,2%), an dritter Stelle stand die Untereinheit a6
(14,8%). Eine Untereinheit der inneren Proteasom-Ringe, B7, wurde von 7,4% der
Patientenseren erkannt. Bei 18,5% der im ELISA positiv auf PA getesteten
Patientenseren waren im Westernblot viele verschiedene Banden, keine Banden oder
eine Schwarzfarbung der gesamten Spur detektierbar. Die Abbildung 5 fasst die

Ergebnisse zusammen.

keine dominierende
Bande (18,5%)

nur a3 (33,3%) \

a3 gesamt:

nur a6 (14,8%) 44 .4%
4%

a3+andere (3,7%)
\a3+B7 (3,7%)

a3+al (3,7%) J

nural (18,5%)

Abb. 5: Von PA vorwiegend erkannte Untereinheiten. Die 27 im ELISA positiv auf PA
getesteten Patientenseren wurden im Westernblot untersucht, um die praferentiell von den PA

erkannten Untereinheiten des 20S Proteasoms zu detektieren.

4.2.3 Zuordnung der proteasomalen Autoantikdrper (PA) zu den Immunglobulin-
(1gG-) Subklassen

In der Literatur wurde vermehrt die besondere Bedeutung von Antikérpern der IgG-
Subklasse 1gG3 betont. Es sollte daher geprtft werden, welcher IgG-Subklasse die PA
bei der DCM angehoren. Zu diesem Zweck wurden weitere Westernblots durchgefihrt,
bei denen ebenfalls 15ug aufgereinigtes 20S Proteasom pro Membran eingesetzt und

die Seren 1:50 verdinnt wurden. Auf einer Membran wurden in den Deca-Probe



Inkubationskammern von Hoefer 5 Spuren mit dem verdinnten Serum des gleichen
Patienten inkubiert. Fir die Inkubation mit dem sekundaren Antikérper wurden die
Membranen zerschnitten, und die 5 Streifen wurden mit 5 verschiedenen HRP-
markierten Antikérpern in Schalchen inkubiert: Maus anti Human-1gGi, -1gG, -IgGs und
-IgG,4 IgG in einer Verdinnung von 1:500 und Ziege anti Human-IgG IgG 1:20.000
verdunnt. Die Membranabschnitte zwischen den einzelnen Kompartimenten der Deca-

Probe Inkubationskammern dienten als Negativ-Kontrollen.

Auf diese Weise wurden jeweils selektiv nur die PA einer IgG-Subklasse HRP-markiert
und auf den Foto-Filmen sichtbar gemacht. Die PA konnten in der grof3en Mehrzahl der
Falle der IgGs-Subklasse und nur selten den Subklassen IgG; und 1gG, zugeordnet

werden (reprasentative Beispiele siehe Abbildung 6).
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—554Da _ 55kDa
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IgG,  IgG, 9B,  IgG, GesamtlgG -l
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Abb. 6: Zuordnung der PA zu den IgG-Subklassen. Durchfiihrung der SDS-PAGE und der
Immunodetektion s. Abb. 2. Sekundare Antikdrper: Gesamt-lgG = HRP-markiertes Ziege anti
Human-lgG IgG, Verdinnung 1:20.000. 1gG; = HRP-markiertes Maus anti Human-lgG; 19G,
Verdiunnung 1:500, 1gG; — IgG,4 entsprechend. a) RS = Referenzserum, @ = kein Serum, d.h.
negativ-Kontrolle. Das Referenzserum diente als primarer Antikérper, die PA daraus wurden
von den sekundaren Antikorpern gegen IgG; und IgG; erkannt. b) Das Serum von Patient 23

war primarer Antikorper, nur der sekundare Antikdrper gegen IgG; band an die PA.
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Bei allen PA-positiven Patientenseren wurde folglich untersucht, ob die im ELISA
detektierten PA der IgGs-Subklasse angehéren. Es wurden Westernblots durchgefihrt,
bei denen jeweils 2 Spuren mit dem gleichen Patientenserum inkubiert wurden. Als
sekundarer Antikérper wurde bei der 1. Spur das Ziege anti Human-1gG IgG (1:20.000),
bei der 2. Spur das Maus anti Human-IgGs 1gG (1:500) verwendet. Auf den Fotofilmen
wurden die Banden, die von den gleichen Seren stammten, anschliel3end miteinander
verglichen. In 48,2% der Félle lieRen sich die PA auf diese Weise der Subklasse 1gG3
zuordnen, da die Banden beider sekundéarer Antikdrper bei dem jeweiligen Patienten
Ubereinstimmten. Bei 44,4% der Patienten wurde keine Ubereinstimmung gefunden. Bei
7,4% (2 Patienten) war keine Aussage mdglich: In einem Fall waren bei beiden
sekundaren Antikdrpern keine Banden sichtbar, im anderen Fall beide Streifen komplett
schwarz. Eine reprasentative Auswahl der Filme zeigt die Abbildung 7, die Tabelle 2

fasst die Ergebnisse zusammen.

—55kDa
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Abb. 7: Zuordnung der PA zu der IgG-Subklasse 1gG ;. Durchfuhrung der SDS-PAGE und
der Immunodetektion s. Abb. 2. Sekundére Antikoérper: IgG = HRP-markiertes Ziege anti
Human-lgG 1gG, Verdunnung 1:20.000, IgG; = HRP-markiertes Maus anti Human-lgG; 19G,
Verdinnung 1:500. Bei Patient 33, 72 und 82 erkennt der gegen humanes IgG; gerichtete
sekundéare Antikorper die PA und zeigt die gleiche Bande wie der gegen alle Subklassen
gerichtete anti Human-1gG Antikdrper. Die PA aus den Seren von Patient 2, 13 und 66 gehéren

nicht der Subklasse 1gG; an.
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Anzahl der Patienten Prozentualer Anteil
PA gehoren der Subklasse IgG; an 13 48,2%
PA gehoren nicht der Subklasse 1gGs an 12 44,4%
Keine Aussage mdglich 2 7,4%

Tabelle 2: Zuordnung der PA zu der IgG-Subklasse Ig  Gs

4.3 Zusammenhang zwischen proteasomalen Autoantikor pern (PA) und

kardialen Funktionsparametern sowie den Endomyokard biopsie-
(EMB-) Befunden

4.3.1 Nt-pro BNP im Zusammenhang mit den proteasomalen Autoantikdrpern
(PA)

Das Brain natriuretische Peptid (BNP) ist ein Hormon, das von den Endothelzellen der

Ventrikel bei starker Dehnung freigesetzt wird. Das N-terminale Fragment des Proteins
80-82)

wird Nt-pro BNP genannt und ist ein etablierter Marker der Herzinsuffizienz (
Um die Schwere der Herzinsuffizienz in unserem Patientenkollektiv zu objektivieren,
wurde daher unter anderem die Nt-pro BNP-Konzentration bei den 90 DCM-Patienten
mithilfe des BNP Fragment ELISA Kits von Biomedica bestimmt. Ebenfalls untersucht
wurden 33 zuféllig ausgewahlte Kontrollprobanden. Verwendet wurden Serumproben,
die vor der 1A abgenommen worden sind. Der Cut off wurde bei dem Mittelwert des Nt-
pro BNP-Titers der Kontrollprobanden plus der dreifachen Standardabweichung
festgelegt (399,25 U/ml).

Die Nt-pro BNP-Konzentrationen der DCM-Patienten waren gegentber den Werten der
gesunden Kontrollprobanden deutlich erhéht (727,7 + 59,2 fmol/ml vs. 165,1 + 8,3
fmol/ml). Im nachsten Schritt sollte ermittelt werden, ob ein Zusammenhang zwischen
den Nt-pro BNP-Werten und den PA-Titern der Patienten besteht. Dazu wurden die
Patienten nach dem Cut off fir PA bei 26U/ml in die Gruppen PA-positiv und PA-negativ

unterteilt.

In der PA-positiven Gruppe lag der Nt-pro BNP-Titer bei 833 (489 — 1.200) fmol/ml, bei
der PA-negativen Gruppe bei 491 (313 — 697) fmol/ml. Nach einem Mann-Whitney-U-
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Test war die Erhéhung der Nt-pro BNP-Konzentrationen des PA-positiven
Patientenkollektivs gegentber denen des PA-negativen Kollektivs statistisch signifikant
(siehe Abbildung 8).
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Abb. 8: Vergleich der Nt-pro BNP-Konzentrationen be i Kontrollen, PA-positiven und PA-
negativen Patienten.  PA-positiv: [PA] =2 26U/ml, PA-negativ: [PA] < 26U/ml. Die Box Plots

zeigen jeweils den Median, das obere und das untere Quartil sowie die Whisker. * p < 0,05

4.3.2 Zusammenhang zwischen linksventrikularer Ejektionsfraktion (LVEF)

sowie linksventrikularem enddiastolischen Durchmesser (LVEDD) und den

proteasomalen Autoantikdrpern (PA)

Zwei weitere Parameter zur Objektivierung der kardialen Funktion stellen die
linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF) und der linksventrikulare enddiastolische
Durchmesser (LVEDD) dar. Diese Daten wurden in der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat in
Greifswald bestimmt, indem bei allen Patienten der Studie Echokardiographien
durchgefuhrt und aufgezeichnet wurden. Die Aufzeichnungen wurden verblindet von

Arzten ausgewertet, die nicht an der Echokardiographie teilgenommen hatten.
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Bei den PA-positiven Patienten war die durchschnittliche LVEF kleiner als bei den PA-
negativen Patienten (30,5 + 1,4% vs. 33,6 + 0,8%, p<0,05). Der LVEDD war bei den
PA-positiven Patienten in der Tendenz gré3er als bei den PA-negativen Patienten (71,7
+ 9,9mm vs. 68,9 + 9,3mm), dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant. Die

Ergebnisse sind in der Abbildung 9 dargestellt.
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Abb. 9: Vergleich der LVEF und des LVEDD bei PA-pos itiven vs. PA-negativen Patienten.
PA-positiv: [PA] = 26U/ml, PA-negativ: [PA] < 26U/ml. a) LVEF = linksventrikulare
Ejektionsfraktion, p<0,05. b) LVEDD = linksventrikuléarer enddiastolischer Durchmesser, n.s.

4.3.3 Detektion von viralem Genom in den Endomyokardbiopsien (EMB)

In der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat in Greifswald wurden bei 78 der 90 Patienten EMB
entnommen, bei denen das Vorliegen von viralem Genom untersucht wurde [nach ("°)].
12 Patienten lehnten eine EMB ab. Bei 31 der 78 Patienten (39,7%) wurde Virus-
Genom in der Biopsie nachgewiesen, 47 Patienten (60,3%) waren Virus-negativ. Eine

Auflistung der detektierten Viren zeigt die Tabelle 3.
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Virus-Befund

Patienten (n=78)

Prozentualer Anteil

Virus-positiv 31 39,7%
Parvovirus B19 (PVB19) 14 17,9%
Humanes Herpesvirus 6 (HHV6) 9 11,5%
PVB19/HHV6 4 5,1%
Ebstein-Barr-Virus (EBV) 2 2,6%
Human Herpes Simplex Virus 1 (HSV-1) 1 1,3%
EBV/HHV6 1 1,3%

Virus-negativ 47 60,3%

Tab. 3: Virus-Befunde in Endomyokardbiopsien von 78

DCM-Patienten.

12 Patienten

lehnten eine EMB ab (4 Patienten in der PA-positiven Gruppe, 8 Patienten in der PA-negativen

Gruppe). Die prozentuale Berechnung bezieht sich auf die 78 stattgefundenen Biopsien.

Bei dem Vergleich der PA-Titer mit den Befunden der EMB wurde festgestellt, dass in

dem Virus-positiven Patientenkollektiv 15 von 31 Patienten (48%) PA-positiv waren

([PA] = 26U/ml), wahrend in dem Virus-negativen Kollektiv nur 8 von 47 Patienten
(17%) Uber dem Cut off lagen (siehe Abbildung 10). Es fanden sich demnach deutlich

mehr PA-positive Patienten unter den Virus-positiv als unter den Virus-negativ

getesteten Patienten (Exakter Fisher-Test, p<0,001).
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Abb. 10: Vergleich des Anteils PA-positiver und PA-  negativer Patienten bei Virus-

positiven und Virus-negativen Patienten. PA-positiv: [PA] 2 26U/ml, PA-negativ: [PA] <
26U/ml * P < 0,001

4.4 |Immunadsorption (IA) bei der dilatativen Kardio myopathie (DCM)

4.4.1 Elimination der proteasomalen Autoantikorper (PA) durch die

Immunadsorption (1A)

Es ist bekannt, dass die lIgG-Konzentration im Serum durch eine IA um ca. 87%
reduziert wird (*°). Mithilfe des Protokolls zur effektiven Eliminierung der 1gGs-Fraktion

ist insbesondere die Reduktion dieser Subklasse um ca. 65% mdoglich (*°).

Zunachst sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob die PA im Rahmen der IA effektiv
aus den Patientenseren eliminiert wurden. Daher wurden bei einem Teil der Patienten
zusatzlich mittels ELISA die PA-Titer in den Serumproben nach dem 5. Tag der IA
bestimmt. Hierzu wurden aus der PA-positiven und der PA-negativen Patientengruppe
exemplarisch jeweils 12 Patienten fur diese Untersuchung zuféallig bestimmt. Diese
Patienten zeigten vergleichbare Basisparameter wie das Gesamtkollektiv (siehe Tabelle
4).
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Der ELISA zeigte, dass die PA in beiden untersuchten Kollektiven effektiv durch die IA
eliminiert worden sind. Die PA in der PA-positiven Gruppe wurden um 85,8 + 2,1% und

in der PA-negativen Gruppe um 89,1 + 1,1% reduziert (siehe Tabelle 4).

PA positiv PA negativ Signifikanz
n=12 n=12
Alter (Jahre)* 51,8+14 49,0+19 n.s.
Geschlecht m/ w (n) 715 8/ 4 n.s.
Krankheitsdauer (Mon.)" 12,5 [6,5-58,0] 16,0 [7,3-74,3] n.s.
[PA] Baseline” (U/ml) 34,2 [30,1-44,3] 12,7 [17,7-23,8] p <0,05
[PA] nach der IA” (U/ml) 4,4 [3,4-6,2] 2,0[1,0-2,5] p <0,05

Tab. 4: Patientencharakteristika und Ergebnisse des ELISA auf PA der Patientenseren
vor und nach der IA. *Mittelwert + Standardfehler, *Median [25.-75. Perzentile]. PA-positiv:
[PA] = 26U/ml, PA-negativ: [PA] < 26U/ml.

Die Ergebnisse zur Elimination der PA sollten nun in den Kontext eingeordnet werden,
wie die Antikorper in den Patientenseren insgesamt eliminiert worden sind. Dabei sollte
insbesondere die Reduktion der 1gGs-Fraktion ermittelt werden, da die Ergebnisse der
Westernblots gezeigt haben, dass die PA zu 48% dieser Subklasse angehdren. Im
Zentralinstitut fir Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie des Campus Charité
Virchow wurden daher die Konzentrationen der gesamten Immunglobuline und der
Subklassen IgGy, 1gG,, 1gG3, und 1gG4 in den 12 PA-positiven Patientenseren bestimmt,

bei denen auch die PA-Titer direkt nach der IA gemessen wurden.
Die Auswertung dieser Bestimmung zeigte, dass die Immunglobuline insgesamt um

90,7 + 1,8% reduziert worden sind. Dabei wurden 62,6 + 4,4% der lgGs-Subklasse

eliminiert, die weiteren Ergebnisse der Messung zeigt die Tabelle 5.
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IgG - gesamt 19G; I9G, 19gG; 9G4
Reduktion der Antikorper (%) 90,7+1,8 946+2,21908+18|626+4,4 | 88,9+3,6

Tab. 5: Reduktion der Immunglobuline durch die IA. Dargestellt ist der Mittelwert der
Reduktion + Standardfehler, berechnet nach den Ergebnissen der Messungen des
Zentralinstituts fUr Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie des Campus Charité Virchow.
Die Bestimmung wurde bei den 12 PA-positiven Patienten durchgefihrt, bei denen auch die

PA-Titer direkt nach dem 5. Tag der IA gemessen wurden.

Die effektive Elimination der PA sollte im Westernblot exemplarisch bestatigt werden.
Die Serumproben vom ersten (vor der IA) und letzten (nach der IA, vor der
Immunglobulin-Substitution) Tag des IA-Zyklus wurden nebeneinander mit dem 20S
Proteasom inkubiert. Es zeigte sich eine deutliche Abnahme der Bandenintensitat im

Vergleich der Seren vor und nach jedem Zyklus, wie in der Abbildung 11 zu sehen ist.

—7iika
—55kDa
—43 kDa

=354 kDa

—20kDa

—17kDa

B o] B o]

'%\f—/l \—\f—J
RS Patient 58

Abb. 11: Westernblots der Patientenseren vor der IA und nach dem letzten Tag der IA.
Durchfiihrung der SDS-PAGE und der Westernblots s. Abb. 2. Verdinnung der Seren 1:100. B
= Baseline, Serumprobe vor I1A-Beginn entnommen. d5 = Serum am 5. Tag des IA-Zyklus nach
der IA entnommen. RS = Referenzserum. Die PA werden nach der IA nicht mehr (RS) bzw.
deutlich vermindert (Patient 58) detektiert.

Nachdem bestatigt worden ist, dass die PA direkt nach der IA nur noch in sehr geringer
Konzentration vorliegen, sollte gestestet werden, ob die PA 3 bzw. 6 Monate nach der
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IA wieder im Serum nachweisbar sind. Es wurden Westernblots mit den Seren der 27
PA-positiv getesteten Patienten durchgefihrt, welche vor der 1A und 3 bzw. 6 Monate

danach entnommen wurden.

Die Westernblots der Patientenseren 3 und 6 Monate nach der IA zeigten in den
meisten Fallen eine Antigenerkennung, deren Muster und Intensitat weitestgehend
identisch mit den Banden der jeweiligen Patienten vor der IA war. Eine repréasentative
Auswahl der Filme zeigt die Abbildung 12.

Um die Beurteilung der Bandenintensitat zu objektivieren, wurde eine densitometrische
Auswertung durchgefiihrt. Die Starken der PA-Banden vor der IA wurden ins Verhaltnis
zu den Bandenstarken der PA von den Zeitpunkten 3 bzw. 6 Monate nach der IA
gesetzt. Die Auswertung zeigte, dass die Bandenintensitat zum Zeitpunkt 3 Monate
nach der IA durchschnittlich 109,1 + 6,3% und zu dem Zeitpunkt 6 Monate nach der IA
durchschnittlich 102,0 + 4,6% betrug.
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Abb. 12: Westernblots mit den Patientenseren vor un d 3 bzw. 6 Mon. nach der IA,

gesamt-lgG. Baseline = Probenentnahme vor der IA. Serumproben wurden vor der 1A sowie 3
und 6 Monate nach der IA entnommen. Durchfiihrung der SDS-PAGE und der Immunodetektion
s. Abb. 2. Die Proben von verschiedenen Entnahmezeitpunkten der einzelnen Patienten wurden
nebeneinander gefihrt. Es lagen nicht von allen Patienten Proben von 3 und 6 Mon. nach der

IA vor, daher sind teilweise Versuche mit nur einem Follow-up-Zeitpunkt durchgefiihrt worden.

Es konnte demnach gezeigt werden, dass 3 bzw. 6 Monate nach der 1A wieder PA in
den Seren nachweisbar waren, welche die gleichen Eigenschaften beziglich der
Antigenerkennung wie die bei der IA eliminierten PA besitzen. Nun sollte gepruft
werden, ob diese Antikdrper auch die gleiche Subklassen-Zusammensetzung zeigen
und somit ebenfalls zum groRen Teil der IgGs-Fraktion angehéren. Die oben
beschriebenen Westernblots mit den Seren von den Zeitpunkten Baseline, 3 und 6
Monate nach der IA wurden daher mit dem sekundéaren anti Human-IgGs Antikorper
wiederholt, die weiteren Versuchsparameter waren identisch. Es wurden nur die
Patientenseren verwendet, bei denen die PA im obigen Versuch der Subklasse 1gGs

zugeordnet worden sind.

In diesen Westernblots waren die Bandenstarken zu den verschiedenen Zeitpunkten

weitestgehend identisch, ebenso wie das Bandenmuster (siehe Abbildung 13). Somit
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kann davon ausgegangen werden, dass die 3 bzw. 6 Monate nach der IA in den Seren
nachweisbaren PA ebenfalls der IgGs-Fraktion angehoren.

—72kDa
—55kDa
—43kDa
—34 kDa
— —26 kDa
—17kDa
%, @ & Q ¢, ©, & ¢, & 9
N B,
%@ 46'95@ é)@ 460@@ ‘?@4)@ 46/%9@ 46‘29@ %é)@ 46/)6@ %é)@ 46'95@
%Qﬁ %‘:’5 %Qﬁ e, %‘35 %Qﬁ
4 4 4 9 4 4
%/_/ \_Y_/ N A A /
Rl A Y
Fat. 23 Pat. 33 Fat. 39 Pat. 46 Fat. 62

Abb. 13: Westernblots mit den Patientenseren vor un d 3 bzw. 6 Mon. nach der IA, IgG .
Durchfuhrung der SDS-PAGE und der Immunodetektion s. Abb. 2. Sekundarer Antikorper:
HRP-markiertes Maus anti Human-IgG; IgG, 1:500 verdunnt.

4.4.2 Verbesserung der kardialen Funktion nach der Immunadsorption (1A)

In einzelnen Pilotstudien wurde gezeigt, dass die kardiale Funktion bei der DCM durch

30,31

eine IA verbessert werden kann (*7°7). Daher wurden Kontrollechokardiographien drei

und sechs Monate nach der IA durchgefihrt.
Die LVEF war im Gesamtkollektiv der 90 mit IA behandelten DCM-Patienten von 32,7 +

0,7% auf 37,3 = 1,0% nach drei Monaten (p < 0,05 vs. Baseline) und auf 38,6 + 0,9%

nach sechs Monaten (p < 0,05 vs. Baseline) erhoht.
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Eine genauere Betrachtung der individuellen Daten der Patienten deutete jedoch auf
unterschiedlich ausgepréagte Verbesserungen der LVEF in den verschiedenen
Subpopulationen des Patientenkollektivs hin. Diejenigen Patienten, die vor der IA PA-
positiv waren ([PA] > 26U/ml), zeigten einen geringeren Anstieg der LVEF (= ALVEF)
gegenuber dem Wert vor der IA (= LVEFgaseine) als die PA-negative Gruppe (PA-positiv:
ALVEF3mon= 2,8 + 11%, ALVEFgmon= 5,1 + 1,3%, PA-negativ: ALVEF3n0n= 5,2 = 1,0%,
ALVEFemon= 6,5 + 1,1%, siehe Abbildung 14a). Die Unterschiede waren jedoch

statistisch nicht signifikant.

Weiterhin wurden die DCM-Patienten nach ihrer LVEFgaseine in zwei Gruppen aufgeteilt,
wobei der Cut off bei 33% (= Median der LVEFgaseine) festgelegt wurde. Die Patienten,
deren LVEFgaseiine Kleiner bzw. gleich 33% war, reagierten mit einem starkeren Anstieg
der LVEF auf die IA als die Gruppe, deren LVEFgascine grof3er als 33% war (LVEFgaseline
< 33%: ALVEF3zmon= 5,4 = 5,4%, ALVEFgmon= 8,1 £ 1,2%, LVEFgaseline > 33%:
ALVEF3mon= 3,5 £ 1,1%, ALVEFgmon= 3,8 + 1,1%, siehe Abbildung 14b). Der

Unterschied der Verbesserung der LVEF nach 6 Monaten ist statistisch signifikant.

a) b)
* * * * %
8 - —— —— 10, —+— ——
7 1 91
8 m LVEF
6 - R
o o 7 Baseline
> 5 < 6 <33%
c c
w4 m PA+ s
O PA-
> 3 2 4 O LVEF
q | .
2 3 - Baseline
2 - >33%
1 - 14
0 4 ! : 0 4
3Mon. 6Mon. 3Mon. 6Mon.

Abb. 14: Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler

a) Vergleich der ALVEF nach 3 Mon. und nach 6 Mon.: PA-positive vs. P A-negative
Patienten. PA-positiv: [PA] = 26U/ml, PA-negativ: [PA] < 26U/ml. * n.s.

b) Vergleich der ALVEF nach 3 Mon. und nach 6 Mon.: LVEF  gaseiine £33% vs. >33%. ALVEF
= LVEFgaseine — LVEF3ymon. bzw. LVEFguon. Der Median der LVEFg,seine betragt 33%, daher wurde
dieser Wert als Cut off verwendet. * n.s., ** p < 0,05
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Noch deutlicher wurden die Differenzen, wenn diese beiden Baseline-Kriterien
miteinander kombiniert wurden. So trat der grol3te Anstieg der LVEF bei der
Subpopulation von Patienten auf, die vor der IA PA-negativ waren und deren
LVEFgaseiine Kleiner oder gleich 33% war, wéahrend der geringste Anstieg bei der PA-
positiven Gruppe mit einer LVEF groRRer als 33% stattfand (LVEFgaseine < 33% / PA-:
ALVEF3yon. = 6,3 £ 1,5%; ALVEFevon. = 9,4 £ 1,7%; LVEFgaseine. > 33% [/ PA+:
ALVEF3yon. = 1,6 + 2,0%, ALVEFgwon. = 3,1 + 2,2%; p= 0,061). Die Daten sind in der
Abbildung 15 dargestellit.

AEF 3 Monate nach IA AEF 6 Monate nach 1A
* * * *
8 - 12 -
71 10 -
6 i
X 51 g 8
c 4 O PA+ c 6 O PA+
] m PA- ] B PA-
Q 3 < 4
2 i
1 2
0 0
LVEF LVEF LVEF LVEF
Baseline<33% Baseline>33% Baseline<33% Baseline>33%

Abb. 15: Vergleich der Zunahme der LVEF nach IA zwi  schen den Subgruppen LVEF  paseiine
< 33% / LVEFgaseine > 33% und PA-positiv / PA-negativ. PA-positiv: [PA] = 26U/ml, PA-
negativ: [PA] < 26U/ml. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler. Zu beiden Zeitpunkten ist
die ALVEF in der Tendenz am groten, wenn die LVEFgaseine < 33% und die PA negativ sind;
die ALVEF ist am kleinsten, wenn die LVEFg,seine >33% und die PA positiv sind. * n.s.

Die Unterschiede im Anstieg der LVEF kénnen an den Werten ausgemacht werden,
sind jedoch statistisch nicht signifikant. Dies liegt moglicherweise an den teilweise
niedrigen Patientenzahlen in den Gruppen. Wie oben beschrieben, ist die
durchschnittliche LVEF bei PA-positiven Patienten signifikant niedriger als bei PA-
negativen Patienten. Dementsprechend haben in der PA-positiven Gruppe nur ca. 33%
der Patienten eine grof3ere LVEFgaseine als 33%, so dass z.B. in der Gruppe PA-positiv /

LVEFgaseine > 33% nur 9 Patienten vorhanden sind. Des Weiteren konnten nicht bei
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allen Patienten nach 3 und nach 6 Monaten Echokardiographien durchgefihrt werden.

Einen Uberblick Uber die GruppengréRen und die Anzahl der vorhandenen Werte fiir die

LVEF zeigt die Tabelle 6.

LVEF<33% / | LVEF<33%/ | LVEF>33%/ | LVEF>33%/
PA+ PA- PA+ PA-
Anzahl Patienten 18 30 9 33
Anzahl LVEF-Werte nach 3Mon. 13 26 9 28
Anzahl LVEF-Werte nach 6Mon. 14 23 7 27

Tab. 6: Anzahl der in die Abb. 15 eingehenden Patie

und 6 Monaten. PA-positiv: [PA] =2 26U/ml, PA-negativ: [PA] < 26U/ml.

nten und Werte flr die LVEF nach 3
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5 Diskussion

5.1 Erhohte Pravalenz der proteasomalen Autoantikor per (PA) bei der

dilatativen Kardiomyopathie (DCM)

In der Literatur wird postuliert, dass die Virusmyokarditis eine bedeutende Rolle bei der

Pathogenese der DCM spielt (°#%8*

), wobei eine autoimmune Reaktion als Bindeglied
vermutet wird (°). Wie oben bereits beschrieben, kann die DCM nach Witebsky als
Autoimmunkrankheit gewertet werden (*®®). Ein wichtiges Merkmal der
Autoimmunkrankheiten ist die deutlich erhdhte Pravalenz von verschiedenen
Autoantikdrpern. Bei einer Reihe von autoimmunen Bindegewebserkrankungen wurden
Antikdrper gegen das 20S Proteasom, einen intrazellularen proteolytischen Komplex,
gefunden. Es war Ziel dieser Arbeit, das Vorkommen proteasomaler Autoantikérper
(PA) bei der DCM zu uUberprifen und diese bei vermehrtem Auftreten naher zu

untersuchen.

Es wurden 90 an DCM erkrankte Patienten in die Studie eingeschlossen, als Kontrollen
dienten 90 gesunde Kontrollprobanden. Durch einen ELISA wurden bei 30% der DCM-
Patienten PA in den Seren nachgewiesen. Die Préavalenz der PA bei der DCM liegt
somit in der gleichen Gréflenordnung wie bei anderen Erkrankungen, bei denen PA
gefunden worden sind, z.B. 35 — 58% bei SLE (**®%), 62% bei Myositis (°®), 39% bei
primarem Sjogren-Syndrom (*%), 13% bei Multipler Sklerose (°) und 28% bei der

Psoriasis-Arthritis (*?).

Die PA erkannten in den meisten Fallen nur eine einzige Untereinheit des Proteasoms,
wahrend wenige Patientenseren PA enthielten, die gegen mehrere Untereinheiten
gerichtet waren. Dabei war in 44% der Félle die Untereinheit a3 (C9) das Ziel der anti-
proteasomalen Immunitat. Diese Beobachtung ist kongruent zu Ergebnissen von Feist
et al., die bei Patienten mit SLE, Dermato- und Polymyositis ebenfalls die Untereinheit

a3 (C9) als priméares Antigen der PA zeigten (°®).

Mit der Bindung von PA an das Proteasom beschaftigte sich auch die bereits in der
Einleitung erwéhnte Studie von Brychcy et al. (°). Die Zugabe von PA hatte hier zwar

keinen Einfluss auf die katalytische Aktivitdt des isolierten 20S Proteasoms, hemmte
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jedoch effektiv die Steigerung des Substratumsatzes durch PA28. Da PA28 an die a-
Ringe des Proteasoms bindet, wurde von den Autoren vermutet, dass die PA
vorwiegend an die a-Untereinheiten binden und somit die Anlagerung von PA28
behindern (“®). Die Annahme der Bindung der PA an a-Untereinheiten wird durch die

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigt.

In der Studie von Brychcy et al. sowie auch in dem ELISA der vorliegenden Arbeit
banden die PA an natives Proteasom, wahrend die Westernblots mit denaturiertem
Proteasom angefertigt wurden. Zur besseren Vergleichbarkeit der PA-Bindung an
natives und denaturiertes Proteasom wurde ein Kompetitions-Assay durchgefihrt: PA-
positive Patientenseren wurden vor der Verwendung als priméare Antikdrper im
Westernblot mit nativem Proteasom inkubiert. Die folgenden Westernblots zeigten keine
Reaktion der Seren mit dem denaturierten Proteasom (Daten nicht gezeigt). Somit kann
geschlussfolgert werden, dass die gleichen PA, die ohne die Kompetition an
denaturiertes Proteasom binden, wéhrend der Inkubation Komplexe mit dem nativen

Proteasom eingegangen sind.

Weiterhin muss zur Identifikation der vorwiegend von PA erkannten Untereinheit
angemerkt werden, dass die Bande, die bei der Auftrennung des 20S Proteasoms in
der SDS-PAGE bei 29kDa entsteht, gegebenenfalls nicht nur von der Untereinheit a3
gebildet wird, sondern noch eine weitere Untereinheit beinhalten kdnnte. Die Versuche
dieser Arbeit haben zwar stichprobenweise bestatigt, dass die Patientenseren, die in
der eindimensionalen Gelelektrophorese die Untereinheit bei ca. 29kDa erkannten, in
der zweidimensionalen Auftrennung an die Untereinheit a3 banden, dieser Beweis ist
jedoch nicht fir alle Seren gefuhrt worden. Somit ist mdglich, dass in Einzelféllen eine
andere Untereinheit &hnlichen Molekulargewichts der Untereinheit a3 zugeordnet
worden ist. Um die Ergebnisse zweifelsfrei zu bestatigen, konnte z.B. eine
Immunkompetition mit den Patientenseren und einer rekombinanten a3-Untereinheit

durchgeftihrt werden.
Der ELISA und die Westernblots in dieser Arbeit wurden mit aus Erythrozyten

gewonnenem 20S Proteasom durchgefuhrt. Um die Anwendbarkeit der Ergebnisse auf

das kardiale Proteasom zu bestatigen, wurden vergleichende Westernblots mit
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humanem kardialen Proteasom durchgefiihrt, welche die gleichen Ergebnisse
erbrachten wie die Versuche mit dem Erythrozyten-Proteasom (Daten nicht gezeigt).

5.2 Einordnung der proteasomalen Autoantikorper (PA ) in den klinischen

Kontext

Zur Beurteilung der PA werden die weiteren Ergebnisse dieser Arbeit im
Zusammenhang mit den folgenden Fragen, die der Einordnung der PA in den klinischen

Kontext dienen sollen, diskutiert:

1. Wodurch wird die Bildung der PA ausgeltst?
2. Sind PA pathogen?

3. Konnen PA als diagnostische oder prognostische Parameter dienen?

5.2.1 Produktion von proteasomalen Autoantikbrpern durch eine virale

Myokarditis

Die anti-proteasomale Immunantwort scheint relativ spezifisch gegen einzelne

Untereinheiten des Proteasoms gerichtet zu sein. Es stellt sich die Frage, wodurch

diese Immunantwort induziert wird.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Patienten, in deren Endomyokardbiopsien
virales Genom nachgewiesen wurde, signifikant haufiger PA aufwiesen als diejenigen,
bei denen keine Viren gefunden wurden. Diese Beobachtung weist auf eine Verbindung
zwischen der viralen Infektion des Myokards und der Entstehung von PA hin. Zwei
Mechanismen, Uber die eine virale Infektion die PA-Produktion ausgeldst haben konnte,
sind am wahrscheinlichsten: Entweder reagieren die im Laufe der Infektion gegen
Virusbestandteile gebildeten Antikérper im Sinne von molekularem Mimikry mit dem
20S Proteasom kreuz, oder der Ausloser fur die Antikorperproduktion war Proteasom,
welches im Laufe der Infektion aus den Zellen freigesetzt wurde.

Die erstgenannte Mdglichkeit ist zwar in der Literatur fur andere Autoantikérper

12;13

beschrieben (*=7°), fur die PA aber aus zwei Grinden eher unwahrscheinlich. Erstens

wurden in  unserem Patientenkollektiv. 4  verschiedene Viren in den
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Endomyokardbiopsien detektiert, so dass es unwahrscheinlich ist, dass diese ein
gemeinsames Epitop aufweisen, das in seiner Sequenz dem Proteasom entspricht.
Dementsprechend wurde auch kein Anhalt auf einen Zusammenhang zwischen dem
detektierten Virus-Typ und der praferentiell von den PA erkannten Untereinheit
nachgewiesen (fur eine signifikante Aussage sind die Gruppengrof3en hier zu klein).
Das zweite Gegenargument liefert eine durchgefiihrte Parvovirus B19-IgM- und -IgG-
Serologie unserer Patienten. Das Parvovirus B19 war in Kongruenz mit der Literatur

das am haufigsten in den EMB detektierte Virus ("%

). Diejenigen Patientenseren, die
Antikérper gegen das Parvovirus aufwiesen, waren jedoch nicht vermehrt PA-positiv
(Daten nicht gezeigt). Somit ist eine Kreuzreaktivitdt von Antikdrpern mit dem

Parvovirus und dem Proteasom unwahrscheinlich.

Die zweitgenannte These, die eine PA-Produktion als Reaktion auf freigesetztes
Proteasom beschreibt, scheint daher plausibler. Sie wird zudem durch die Annahme
von Egerer et al. unterstitzt, dass im Serum zirkulierendes Proteasom ein Trigger fur
die Produktion von PA sein konnte (%°). Diese Annahme beruht auf der Beobachtung,
dass die beiden Krankheitsentitaten mit den hochsten Titern von im Blut zirkulierendem
Proteasom (SLE und autoimmune Myositis) in ihrer Studie diejenigen Erkrankungen
waren, bei denen in ihrer friheren Studie auch die hochsten Spiegel der PA detektiert

wurden (°%:%9),

Eine Viruspersistenz kann eine chronische Inflammation auslésen, die entweder durch
die antivirale Immunantwort oder durch Autoimmunitat verursacht werden kann (°). Bei
der DCM wurde in unterschiedlicher Pravalenz eine chronische Myokardinflammation

%8788 Der hieraus resultierende Zelluntergang kénnte die Freisetzung

beschrieben (
des Proteasoms und somit die PA-Produktion bewirken. In unserem Patientenkollektiv
waren die Titer des zirkulierenden Proteasoms jedoch bei den PA-negativen und PA-
positiven Patienten normwertig (Daten nicht gezeigt). Somit bleibt fraglich, ob die PA mit
dem zirkulierenden Proteasom interagieren und somit die Titer beeinflussen oder die
fehlende Korrelation zwischen den PA- und Proteasom-Spiegeln gegen einen

Zusammenhang spricht.
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5.2.2 Pathogenitat der proteasomalen Autoantikdrper (PA)

Unter der Annahme, dass die PA infolge der Zelluntergangs-bedingten Freisetzung von
Proteasom produziert werden, kann diskutiert werden, dass diese Autoantikbrper als
Epiphdnomen ohne weitere funktionelle Bedeutung sind oder dass die PA im weiteren
Verlauf der Erkrankung aktiv an der Pathogenese beteiligt sind. Aus der Literatur ist
bekannt, dass bestimmte Autoantikdrper bei der Initiation oder Progression der DCM
eine bedeutende Rolle spielen. Insbesondere weisen mehrere Studien auf die
Pathogenitat der Antikorper gegen den B1-Adrenorezeptor hin (°®%'). Es stellt sich die
Frage, ob auch die PA pathogen sind. Im Folgenden sollen die Argumente fir und
gegen die mdogliche Pathogenitat der PA, insbesondere unter Beachtung der
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, gegeneinander abgewogen werden.

Die PA-positiven Patienten unserer Studie zeigten gegenuber der PA-negativen Gruppe
einen hoheren BNP-Wert und eine geringere LVEF. Diese Parameter sind etabliert zur
Beurteilung der kardialen Funktion bei Herzinsuffizienz und erlauben daher eine

klinische Einschatzung der Schwere der DCM (899299

). Somit war die Herzinsuffizienz
bei den PA-positiven Patienten ausgepragter als bei der PA-negativen
Vergleichsgruppe. Dies konnte darauf hindeuten, dass die PA an der Genese oder
Unterhaltung der DCM beteiligt sind. Ebenso ist es jedoch méglich, dass die PA bei
starkerer Schadigung des Herzens, z.B. aufgrund von Zelluntergang, vermehrt auftreten

und keine pathogenetische Relevanz haben.

Ein Hinweis auf die mdgliche Pathogenitat der PA stellt das Ergebnis dar, dass 44% der
PA der Subklasse IgGs; angehoren. Die Messungen der IgG-Subklassen in den
Patientenseren ergaben, dass die 1gGs-Fraktion 6,7% der gesamten Immunglobuline
ausmachte. Dieser Wert ist vereinbar mit Daten aus der Literatur, in welcher der
prozentuale Anteil der IgGs-Subklasse mit 5,0 — 8,4% angegeben wird (*°). Mit 44% ist
der 1gGs-Anteil der PA somit deutlich erhéht im Vergleich zu den gesamten

Immunglobulinen.

In der Literatur wird beschrieben, dass die Antikorper der IgGs-Subklasse eine
besondere Rolle bei der Autoimmunitat einnehmen. So konnte gezeigt werden, dass die

IgGs-Fraktion im Vergleich zu den weiteren IgG-Subklassen am potentesten an C1q



bindet und somit am effektivsten das Komplementsystem aktiviert (**). Staudt et al.
haben gezeigt, dass die Verbesserung der kardialen Funktion durch eine IA-Therapie
von der Effektivitat der IgGs-Elimination abhangt (**). Dies deutet darauf hin, dass die
IgGs-Fraktion bedeutend an der Unterhaltung der kardialen Schadigung beteiligt ist. Da
der Anteil dieser Fraktion bei den PA deutlich groRer ist als bei der gesamten
Antikérperpopulation, konnte dies auf eine Rolle der PA bei der antikardialen

autoimmunen Reaktion hinweisen.

Es muss jedoch angemerkt werden, dass in dieser Arbeit nicht gezeigt wurde, dass die
PA, die der IgGs-Fraktion zugeordnet worden sind, ausschlie3lich dieser Subklasse
angehoren. Bei den Patienten, die auf alle 4 Subklassen getestet worden sind, war IgG3
die deutlich vorherrschende Gruppe. Da fiir diese Subklasse wie oben beschrieben eine
besondere Relevanz bezuglich der Autoimmunitat postuliert wird, wurde die
Untersuchung von allen PA-positiven Patientenseren auf die IgGs-Fraktion beschrankt.
Um sicher zu stellen, dass nicht in Einzelfallen PA der Subklasse IgGs zugeordnet
worden sind, die eigentlich zusatzlich von einer anderer Fraktion gebildet werden,

mussten die PA hinsichtlich aller 4 Subklassen untersucht werden.

Gegen eine mdgliche pathogene Relevanz der PA spricht jedoch, dass das Proteasom
ein intrazellulares Protein ist und unklar ist, wie die PA ihre Antigene erreichen. In der
Literatur wurde zwar wiederholt berichtet, dass Antikdrper in die Zelle eindringen

koénnen (%4

). Die Mechanismen, mit denen die Antikérper in die Zellen eindringen, sind
jedoch nicht bekannt. Es kann in Erwagung gezogen werden, dass geschéadigte
Kardiomyozyten ggf. eine erhdhte Membranpermeabilitait haben und somit ein

Eindringen von Antikdrpern ermdglichen.

Eine Moglichkeit der biologischen Relevanz der PA ohne eine Penetration der
Zellmembran ware eine Kreuzreaktion der PA mit Proteinen der Zelloberflache, die
intrazellulare Signalkaskaden auslésen konnten. Da das Proteasom jedoch eine sehr
spezifische Sequenz hat, die keinem bisher bekannten Protein des Menschen ahnelt
(*®), ist dies unwahrscheinlich. Diese Vermutung wurde durch Immunfluoreszenz-
Experimente  unserer  Arbeitsgruppe bestétigt, die keine Bindung von
affinitdtsgereinigten humanen PA an die Zelloberflache von Kardiomyozyten und

Endothelzellen zeigten (*°). Eine weitere Méglichkeit der extrazellularen Reaktion der
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PA mit intakten Zellen besteht durch die Existenz von in die Zellmembran integrierten
Proteasomen, die bei Lymphozyten nachgewiesen wurden (*'). Auf diese Weise werden
Anteile des Proteasoms extrazellular exponiert. Es ist jedoch nicht bekannt, ob auch bei
Kardiozyten Proteasomen in der Zellmembran existieren. Im Rahmen der bereits oben
erwahnten Immunfluoreszenz- und FACS-Analysen konnten diese nicht dargestellt
werden (*°). Weiterhin ist bisher nicht geklart, inwiefern das Binden von PA an in die

Zellmembran integriertes Proteasom eine Auswirkung auf die Zelle haben kénnte.

Ein Beispiel, in dem die Immunantwort ein priméar intrazellulares Antigen in
Kardiomyozyten erreichte, war die Induktion einer schweren Entztindung und Fibrose
des Herzens durch die Immunisierung mit kardialem Troponin | bei Mausen (*®). Durch
diese Immunisierung wurde eine autoimmune Reaktion ausgelost, die zu der
Herzschéadigung gefihrt hat. Die Autoren vermuten, dass diese Schéadigung durch
Binden der Autoantikorper und der autoreaktiven T-Zellen an auf der Oberflache von
ventrikularen Kardiomyozyten exprimiertes Troponin | ausgelést wurde (*®). Hier
konnten Parallelen zu einer eventuellen Schadigung durch PA liegen. Jedoch besteht
ein bedeutender Unterschied in der Tatsache, dass das Proteasom im Gegensatz zum
kardialen Troponin | ein ubiquitar vorkommendes Protein ist. Es ist daher
unwahrscheinlich, dass eine anti-proteasomale Immunantwort eine so spezifische
Erkrankung wie die DCM auslost, ohne zugleich andere schwere Schaden zu

verursachen.

In Ubereinstimmung zu diesen Schlussfolgerungen stehen Experimente der oben
genannten Studie, bei denen der Einfluss von affinitatsgereinigten humanen PA auf
isolierte Kardiomyozyten untersucht wurde. Die PA bewirkten keine signifikante
Veranderung der intrazellularen Kalziumstrome oder der Kontraktilitat der
Kardiomyozyten. Ebenso war die Lebensfahigkeit humaner Kardiomyozyten nach

Inkubation mit PA nicht relevant verandert (*).

Ein weiteres Argument gegen die Pathogenitat der PA wurde in der vorliegenden Arbeit
durch die Bestimmung der PA-Titer vor und nach einer IA erbracht. Die PA wurden
durch die IA effektiv aus den Patientenseren eliminiert. Die Reduktion um 85,8 + 2,1%
bei den PA-positiven und 89,1 + 1,1% bei den PA-negativen Patienten ist vergleichbar

mit bekannten Werten der B1-Adreneorezeptor-Antikdrper-Eliminerung durch eine IA
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[Reduktion um ca. 78% direkt nach der IA (**)]. Die PA sind jedoch schon 3 Monate
nach ihrer Elimination durch die 1A wieder vollstandig im Serum nachweisbar, wahrend
sich die kardiale Funktion zu diesem Zeitpunkt im Vergleich zu der Untersuchung vor

der |IA deutlich verbessert hat.

Durch die IA wurde die 1gGs-Fraktion um ca. 62% reduziert. Dies entspricht der von
Staudt et al. beschriebenen 1gGs-Elimination von ca. 65% (*°). Die nach 3 und 6
Monaten erneut in den Seren nachgewiesenen PA gehorten jedoch wieder zum
Grof3teil der 1gGs-Fraktion an. Weiterhin war das Bandenmuster der von den PA
erkannten Proteasom-Untereinheiten vor und nach der 1A bei den einzelnen Patienten
identisch, variierte jedoch zwischen den Patienten. Daher kann davon ausgegangen
werden, dass die nach der IA detektierten mit dem Proteasom reagierenden Antikorper
nicht aus den substituierten Immunglobulinen stammen. Die wahrscheinlichste Ursache

des Wiederkehrens der PA ist deren Nachproduktion.

6 Monate nach der IA sind die PA-Titer weiterhin nahezu unverandert, wahrend die
LVEF verbessert bleibt. Fir die Antikbrper gegen den PB1-Adrenorezeptor wurde
hingegen gezeigt, dass sie nach der Elimination durch die IA auch 3 Monate bzw. 1

Jahr (*Y) und 3 Jahre spater (°°) auf einem niedrigen Spiegel verbleiben.

Es stellt sich die Frage, warum die PA im Gegensatz zu den B1-Autoantikbrpern
nachproduziert werden. Ein Grund, dass ein geringer Zelluntergang in besonderem
Malie die Produktion von PA stimulieren konnte, liegt darin, dass das Proteasom mit ca.
740 kDa ein relativ groRes Protein ist, das ca. 1% der zelluléren Proteine ausmacht (*°).
Moglicherweise ist daher das bei Zelluntergang freigesetzte Proteasom ein besonders
starker Trigger fur die Antikdrperproduktion. Ein fortlaufender, geringfugiger
Zelluntergang, z.B. durch eine virale Persistenz ausgeldst, wie bei 39,7% unserer
Patienten nachgewiesen, konnte somit die Nachproduktion von PA durch B-

Gedachtniszellen, nicht aber anderer Autoantikdrper stimulieren.

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse dieser Arbeit in Ubereinstimmung mit den

genannten Argumenten aus der Literatur gegen eine Pathogenitat der PA.
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5.2.3 Verwendung proteasomaler Autoantikdrper (PA) als diagnostische oder

prognostische Parameter

In dieser Arbeit sollte weiterhin Uberprift werden, ob die PA als diagnostische oder

prognostische Marker eingesetzt werden kénnen.

Bei der Diagnosestellung der meisten Autoimmunkrankheiten spielt die ldentifikation
verschiedener Autoantikdrper eine wichtige Rolle (*°). Die Pravalenz von 30% der PA
bei der DCM liegt in der GroRenordnung anderer etablierter Marker, z.B. zeigen 25%
der SLE-Patienten anti-Sm-Antikdrper und 35% zeigen Antiphospholipid-Antikdrper,
wobei beide Antikorper zu den SLE-Kriterien des American College of Rheumatology
gehoren (*). Da die PA bei derart unterschiedlichen Erkrankungen gefunden werden,

ist die Spezifitat dieser Autoantikérper jedoch sehr gering.

In dieser Arbeit waren die PA mit einer schlechteren kardialen Funktion assoziiert. Dies
legt den Einsatz der PA als Marker zur Beurteilung der Herzinsuffizienz nahe. Dieser
Zusammenhang zwischen der Herzfunktion und den PA wurde jedoch durch die IA
verandert. Wahrend die Patienten mithilfe der IA eine anhaltende Verbesserung ihrer
Herzinsuffizienz erfuhren, waren die PA-Titer 3 und 6 Monate nach deren Eliminierung
nahezu identisch mit den jeweiligen Ausgangswerten. Somit &nderte sich durch die
Therapie zwar die kardiale Funktion, nicht jedoch die Konzentration der PA. Hieraus
kann geschlussfolgert werden, dass sich die PA-Titer wahrscheinlich auch bei
Verbesserungen der Herzfunktion anderen Ursprungs, z.B. durch eine medikamentdse
Therapie, nicht (bzw. nicht innerhalb von 6 Monaten) entsprechend verandern werden.
Daher scheinen die PA als humoraler Marker des Schweregrades der DCM nicht

geeignet.

Die IA ist eine viel versprechende Therapie-Option der DCM, die die Herzinsuffizienz
verbessern kann. Es handelt sich jedoch um ein teures und invasives Verfahren, das
nicht bei allen Patienten den gleichen Therapieerfolg erzielt. Zum derzeitigen
Standpunkt der Forschung ist jedoch nur wenig tber pradiktive Faktoren, die den Erfolg
der IA bei den einzelnen Patienten mit gesicherter DCM im Vorhinein abschatzen
kénnen, bekannt. Staudt et al. haben einen Einstieg in dieses Thema geleistet, indem

sie zeigen konnten, dass der Fc,-Rezeptor-Polymorphismus einen Einfluss auf den
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Erfolg einer IA hat. Des Weiteren konnten sie feststellen, dass Patienten mit einer
kurzeren Krankheitsdauer ebenso wie Patienten mit einer besonders eingeschrankten

linksventrikularen Herzfunktion stéarker von der IA profitierten (*%°

). In der vorliegenden
Arbeit sollte gepruft werden, inwiefern sich PA als weitere pradiktive Marker fur den

Therapieerfolg einer 1A eignen.

Es gab keinen Unterschied zwischen der Verbesserung der kardialen Funktion durch
die IA bei PA-positiven und PA-negativen Patienten. Hier sind sicherlich weitere Studien
mit einem grol3eren Patientenkollektiv notwendig, denn es besteht die Tendenz, dass
PA-negative Patienten starker von der |A profitieren als die PA-positive
Vergleichsgruppe. Im Gegensatz dazu stellte sich heraus, dass Patienten mit einer
LVEF < 33% vor der IA deutlicher von der Therapie profitierten als Patienten mit einer
LVEF > 33%.

Zur optimalen Beurteilung fur den einzelnen Patienten ist es sinnvoll, mehrere préadiktive
Faktoren zu kombinieren, um dadurch eine genauere Prognose erstellen zu kénnen.
Also wurde in dieser Arbeit die durch die IA bewirkte Verbesserung der LVEF in
Abhangigkeit von der PA-Detektion und der LVEF vor der IA (LVEFgaseine) beurteilt.
Dabei zeigte sich, dass der groéf3te Therapieerfolg bei der Patientengruppe zu
verzeichnen war, die PA-negativ waren und eine LVEFgaseine unter 33% aufwiesen.
Entsprechend trat der geringste Therapieerfolg bei der PA-positiven Gruppe mit einer
LVEFgaseine Uber 33% auf. Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant; die
niedrige Gruppengro3e insbesondere der letztgenannten Gruppe konnte hierzu

beigetragen haben.

In der Literatur ist bisher nicht bekannt, wie der Zusammenhang einer niedrigeren LVEF
oder das Fehlen von PA mit einer besseren Ansprechrate auf eine IA pathogenetisch
erklart werden konnte. Kahl et al. haben gezeigt, dass bei Patienten mit abgelaufener
Myokarditis bzw. DCM und viraler Persistenz eine spontane Viruselimination mit einer
Besserung der linksventrikularen Funktion assoziiert war. Die kardiale Verbesserung
war auch in diesem klinischen Kontext bei den Patienten deutlicher ausgepragt, deren
kardiale Funktion zu Studienbeginn starker eingeschrankt war (*°). Es sind weitere

Studien notwendig, um zu erklaren, warum Patienten mit ausgepragter Herzinsuffizienz
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deutlicher von z.B. einer Immunadsorption oder Viruselimination profitieren als

Vergleichsgruppen mit einer besseren LVEF.

Unabhangig von den pathogenetischen Hintergriinden bleibt die Beobachtung, dass bei
Kombination der Beurteilung der LVEF und der PA-Titer vor der IA vielleicht in Zukunft
der Erfolg einer IA im Vorhinein genauer abgeschétzt werden kann. Hier sind weitere

Studien mit gréRerer Patientenzahl erforderlich.
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6  Zusammenfassung

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) kann Uber eine autoimmune Reaktion aus einer
Virusmyokarditis hervorgehen. Bei verschiedenen Autoimmunkrankheiten treten
vermehrt Antikbrper gegen das Proteasom (Proteasomale Autoantikdrper, PA) auf. In
der vorliegenden Arbeit wurden deren Prévalenz und Eigenschaften bei der DCM
getestet. Zusatzlich wurde die Rolle der PA bei der Immunadsorption (IA), einer
experimentellen Therapieoption der DCM, untersucht.

In die Studie wurden 90 DCM-Patienten und 90 gesunde Kontrollprobanden
eingeschlossen. 30% der DCM-Patienten waren PA-positiv (Cut off = 26U/ml), wahrend
nur 3,4% der Kontrollprobanden PA aufwiesen. Die ndhere Untersuchung der PA im
Westernblot zeigte, dass diese in ca. 44% gegen die Untereinheit a3 gerichtet waren
und zu ca. 48% der 1gGs-Subklasse angehorten. Der Vergleich der PA-Titer mit der
kardialen Funktion zeigte, dass in der PA-positiven Patientengruppe der NT-pro BNP-
Titer gegenuber der PA-negativen Gruppe erhoht und die LVEF in der PA-positiven
Gruppe erniedrigt war. Die Assoziation der PA mit dem Schweregrad der
Herzinsuffizienz kénnte ebenso wie die vorwiegende Zugehdorigkeit der PA zu der IgGs-

Subklasse auf eine pathogenetische Relevanz dieser Antikérper hinweisen.

Weiterhin lagen von den Patienten Endomyokardbiopsien (EMB) vor, welche zeigten,
dass 48% der Virus-positiven und nur 17% der Virus-negativen DCM-Patienten PA
aufwiesen. Dies deutet auf eine virale Beteiligung an der PA-Entstehung hin. Die
Untersuchung der nach der IA gewonnenen Proben zeigte eine effektive Elimination der
PA durch die IA und eine Restitution der PA-Titer nach 3 und 6 Monaten. Die
Verbesserung der kardialen Funktion durch die 1A hielt jedoch auch 6 Monate nach der
IA weiter an. Dies spricht ebenso wie die intrazellulare Lokalisation des Proteasoms

gegen eine Pathogenitat der PA.

Der Vergleich des IA-Erfolgs mit den PA-Titern zeigte die Tendenz einer besseren
Ansprechrate der PA-negativen Patienten auf die IA, jedoch keine statistisch
signifikanten Unterschiede. Somit eignen sich die PA nicht als unabhangige
Pradiktionsparameter fur die IA.
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