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Einleitung

1.1 Dilatative Kardiomyopathie (DCM) und inflammato  rische
Kardiomyopathie (DCMi)

Die Dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist eine Herzmuskelerkrankung, die durch eine Ein-
schrénkung der linksventrikularen (LV) und/oder rechtsventrikularen (RV) Funktion bei gleichzei-
tiger Dilatation des linken (LV) und/oder rechten Ventrikels (RV) charakterisiert ist und sich hau-
fig in der 3. bis 5. Lebensdekade manifestiert. In den statistischen Erhebungen und Transplanta-
tionsregistern der letzten Dekade stellt die DCM neben der koronaren Herzkrankheit die haufigs-
te Ursache der Herzinsuffizienz dar (1, 2). Bei ca. 30% der untersuchten Patienten entwickelt
sich die Herzinsuffizienz auf dem Boden einer DCM. In der Bundesrepublik Deutschland liegt
derzeit die Pravalenz der Herzinsuffizienz bei ca. 1,5 Millionen Patienten. Folglich ist davon aus-

zugehen, dass mindestens 500.000 Patienten an einer DCM leiden.

Infolge der groRRen klinischen Relevanz dieses Krankheitsbildes besteht groRer Handlungsbe-
darf zur Entwicklung neuer Diagnose- und Therapieverfahren. Die Bedeutung der DCM wird
allein daran deutlich, dass diese Erkrankung neben der koronaren Herzkrankheit die Hauptindi-
kation fur eine Herztransplantation (HTX) darstellt. Nach der Definition der WHO/ISFC Task
Force on the Definition and Classification of Cardiomyopathies ist eine myokardiale Entziindung
und/oder Virusinfektion = Inflammatorische Kardiomyopathie (DCMi) die haufigste Ursache einer
DCM (3). Trotz Fortschritten in der Herzinsuffizienztherapie ist die Prognose dieser Erkrankung
bei einer 5-Jahres-Mortalitat von mehr als 50% als sehr ernst einzuschatzen. Fur die meisten
DCM-Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz stellt die Herztransplantation bei Versagen der
symptomatischen medikamentésen Herzinsuffizienztherapie die derzeit einzige akzeptierte palli-
ative Therapieoption dar. Unter der Vorstellung durch kausale Therapieverfahren, zusatzlich zu
der Herzinsuffizienztherapie, die Prognose der DCMi-Patienten zu verbessern, wurden
immunmodulatorische Therapieregimes entwickelt. Derzeit werden vier immunmodulatorische
Therapieverfahren in randomisierten, multizentrischen Studien evaluiert: die antivirale Interferon-
Therapie (BICC-Trial: Bioferon in Patients with Cronic Viral Cardiomyopathy), die medikament6-
se Immunsuppression (Kortikosteroide mit Azathioprin), die Immunglobulin-Therapie im Rah-
men der ESETCID-Studie und die Immunadsorption (4-10).

Trotz der Haufigkeit der Erkrankung und der hierdurch bedingten gesundheits-6konomischen
Bedeutung gibt es bis heute, im Gegensatz zu den anderen h&ufigen Erkrankungen auf dem
Herz-Kreislauf-Gebiet, noch keine allgemein akzeptierten Diagnose- und Therapierichtlinien,
was dazu fuhrt, dass derzeit noch von einer ausgesprochenen diagnostischen und therapeuti-

schen Unterversorgung der Patienten, die an diesem Krankheitsbild leiden, ausgegangen wer-
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den muss. Prinzipiell ist darauf hinzuweisen, dass aufgrund bis heute nicht allgemein etablierter
diagnostischer Verfahren sowohl national als auch international der Grof3teil der Patienten mit
Verdacht auf das Vorliegen einer DCM nicht umfassend im Sinne der WHO-Richtlinien unter-

sucht wird, so dass von einer gro3en Dunkelziffer der Erkrankung ausgegangen werden muss.

1.1.1 Pathogenese der inflammatorischen Kardiomyopa  thie (DCMi)

Zahlreiche Untersuchungen deuten darauf hin, dass Virusétiologien bei der DCMi - als einer
Subentitat der DCM - eine wesentliche Rolle spielen. Neben den klassischen Myokarditis auslo-
senden Viren (Coxsackieviren; diese kdnnen auch in Mausmodellen eine experimentelle Myo-
karditis auslésen), die in etwa 5% der untersuchten AMC- und DCM-Patienten nachgewiesen
werden, konnten umfangreichere Reihenuntersuchungen der letzten Dekade eine Assoziation
von weiteren Viren (vor allem B19V, HHV6, ADV, EBV) mit der AMC und der DCM aufzeigen.
Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass auch diese Viren, ahnlich wie fir die Enteroviren
(darunter auch CVB), mit einer schlechteren Prognose fir DCM-Patienten und Viruspersistenz
assoziiert sind (11-15). Aktuelle Daten zeigen eine Viruspravalenz bei bis zu 70% der DCM Pati-
enten. Aufgrund fehlender epidemiologischer Daten werden Inzidenz und Prévalenz der DCMi
wahrscheinlich deutlich unterschétzt. Hieraus ergibt sich, dass zurzeit auch keine verlasslichen
Erkenntnisse bezlglich des natirlichen Verlaufes dieser Erkrankung in Abhangigkeit vom ausl6-
senden Agens (z.B. Virus) und anderen Faktoren (z.B. Entzindung) vorliegen. Zu den am hau-
figsten in Endomyokardbiopsien (EMBs) von Myokarditis-Patienten nachgewiesenen Viren geho-
ren insbesondere B19V, das humane HHV6, Enteroviren (EV, hier vor allem Coxsackieviren Typ
B (CVB), Adenoviren (ADV), und das Epstein-Barr-Virus (EBV) (13, 16, 17). Abgeleitet von tier-
experimentellen Einblicken der durch CVB induzierten murinen Myokarditis wird davon ausge-
gangen, dass eine initial starke zellulare Immunantwort im Rahmen einer akuten Myokarditis zur
schnellen Viruselimination und Ausheilung fuhrt, wahrend eine verlangerte oder abgeschwachte
Immunantwort in einer Erregerpersistenz und Chronifizierung der Entziindung resultiert. Diese
chronifizierte intramyokardiale Entziindung kann sich bei genetisch pradisponierten Individuen
sekundéar (z.B. durch molekulares Mimikry oder Bystander-Aktivitat) auch gegen kryptische,
myokardiale Antigene richten, was unabhéngig von der Viruselimination oder —persistenz zu
einer Chronifizierung der nunmehr auch antikardialen Immunantwort und zur Entwicklung einer

inflammatorischen Kardiomyopathie (DCMi) beitragt.

Eine chronische Aktivierung des Immunsystems, die sich gegen ein spezifisches (virales oder
Auto-) Antigen richtet, kann zu einer deutlichen Einschrankung der Zahl spezifisch reaktiver T-
Zellen in den Zielorganen fiihren (oligo/monoklonale Expansion), die mit modernen molekularbi-
ologischen Methoden detektiert werden kann. Fir die klonale Expansion der T-Zellen ist der T-
Zellrezeptor von entscheidender Bedeutung, da Uber den Rezeptor die Antigene erkannt wer-
den. Bei der experimentellen Myokarditis wurden bereits klonale T-Zellexpansionen mit Bevor-

zugung bestimmter T-Zell-Rezeptor Vbeta (TCR-V[3; TRBV) Familien festgestellt, mit mdglichen
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therapeutischen Ansétzen der Depletion der entsprechenden T-Zell-Klone. Mit Hilfe einer zum
Nachweis von klonalen TRBV Genumlagerungen entwickelten familienspezifischen PCR und
GeneScan-Analyse sowie Direktsequenzierung konnte in Vorarbeiten klonale T-Zellexpansionen
bei ca. 50% der explantierten DCM-Herzen, aber nicht bei weiteren nicht-DCM-
Kardiomyopathien und gesunden Spenderherzen nachweisen. Die erworbene DCM stellt neben
genetischen Faktoren und weiteren selteneren Ursachen die haufigste Ursache der urspriinglich

als "idiopathisch” klassifizierten Kardiomyopathien dar

Die DCM stellt den Endzustand eines dynamischen Prozesses nach einer stattgehabten, akuten
Myokarditis dar. Wahrend die Myokarditis bei der Mehrzahl der Patienten ohne klinisch relevante
Folgen ausheilt, manifestieren 21% der Patienten innerhalb von 33 Monaten eine DCM (18).
Des Weiteren kann sich eine transplantationspflichtige DCM mit terminaler Herzinsuffizienz ent-
wickeln, und es kann zum Herzinsuffizienz-bedingten Tod, oder zum Ableben infolge ventrikula-

rer Tachykardien oder von Kammerflimmern kommen (Abbildung 1).

Akute Myokarditis

Asymptomatisch Angina pectoris Arrhythmien Herzinsuffizienz Fulminante

Myokarditis

N \\/J/

N
e DY

Komplette!  Plétzlicher DCM Herz- Tod durch
partielle Herztod (Dilatative Transplantation Herz-
Ausheilung (Arrhythmien)  Kardiomyopathie) insuffizienz

Abb. 1: Unterschiedliche klinische Prasentationen d er akuten Myokarditis (AMC) und
differente klinische Verlaufe unter konventioneller Herzinsuffizienz-Therapie
Nach einer akuten Myokarditis, die unterschiedliche klinische Prasentationen zeigen
kann, kann es unter konventioneller Herzinsuffizienz-Therapie zu einer weitestgehen-
den Ausheilung ohne weitere klinische Relevanz kommen. Derartige Verlaufe treffen
auch auf Falle zu, die sich initial mit einer schwersten Herzinsuffizienz zeigen, bis hin
zur fulminanten Myokarditis. Es kann aber auch im weiteren Verlauf zum Ableben in-
folge maligner Herzrhythmusstérungen, zur progredienten Herzinsuffizienz, und zur
Manifestation einer dilatativen Kardiomyopathie kommen. Ubersetzt und modifiziert
aus (18).

Neben postulierten, (bislang nicht detailliert identifizierten) genetisch pradisponierenden Fakto-
ren scheint die Effizienz der antiviralen Immunantwort im Hinblick auf die erzielte Viruseliminati-
on eine wesentliche prognostische Bedeutung fur diesen dynamischen Prozess zu haben: Die
deutlich bessere Prognose von Patienten nach einer fulminanten akuten Myokarditis verglichen

mit den Patienten nach einem nicht-fulminanten Verlauf der Myokarditis (19) ist wahrscheinlich
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darauf zuriickzufuihren, dass erstere zwar durch die fulminante, antivirale Immunantwort eine
transiente, hochgradige Depression der Kontraktilitat erleiden, langfristig aber durch die effektive
Viruselimination nahezu eine Normalisierung der Herzfunktion ohne Langzeitschaden erzielen,
wahrend die Viruspersistenz und die daraus resultierende chronische Entziindung bei der letzte-
ren Gruppe eine progrediente Verschlechterung der Herzfunktion und dadurch die Entwicklung

einer Herzinsuffizienz im Sinne einer DCM begnstigt (20).

Diese bemerkenswert variablen Verlaufe der AMC kénnen durch konventielle kardiologische
Untersuchungsparameter nicht prognostiziert oder hinreichend erklart werden, noch kann die
konventionelle Herzinsuffizienz-Therapie den Progress der Erkrankung aufhalten. Die AMC und
DCMi wird daher als besondere Herausforderung fur die kardiologische, klinisch-experimentelle
Forschung angesehen. Die Ubergeordnete Zielsetzung dieser Bestrebungen ist es, Uber die
detaillierte Analyse der zugrundeliegenden Pathogenese, und einer gegen die hauptsachlichen
beteiligten Faktoren gerichtete, kausale immunmodulatorische Therapie (zusétzlich zu der kon-
ventionellen Herzinsuffizienz-Therapie), zu einer besseren Prognose selektierter Patienten nach
einer AMC bzw. Patienten mit einer chronischen DCMi beizutragen (21-26). Die detaillierten
pathogenetischen Mechanismen, die an der Transition von einer AMC zur DCMi beteiligt sind,
sind weiterhin nur unvollstandig verstanden. Ein Persistieren viraler Genome, immunologisches
Mimikry und/oder eine persistierende extrakardiale Virusinfektion stellen entscheidende
pathogenetische Mechanismen dar, die den Progress von der akuten Myokarditis zur chroni-
schem DCMi begiinstigen, wenn gleich klar ist, dass es sich um komplexe und multifaktoriell

bedingten Mechanismen handelt (27, 28).
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1.1.2 Pathogenese-Modelle der Myokarditis — Einsich  ten aus tierexperimentellen

Ansatzen

Die experimentelle, virale Myokarditis bei Mausen Ilasst sich in zwei verschiedene
pathogenetische Mechanismen unterscheiden. Zum einen gibt es die direkte, virale und zum
anderen die immunvermittelte Schadigung des Herzgewebes. Dabei bewirken Viren die Schadi-
gung hauptséachlich in den ersten Tagen post infectionem (p.i.), wahrend im spateren Verlauf die
Auswirkungen der Immunaktivierung Gberwiegen. Im Grunde lasst sich der Verlauf der viralen
Myokarditis bei der Maus in drei Phasen unterscheiden (27) (Abbildung 2).

Akute Phase der viralen Myokarditis

Nach einer vorangegangen intraperitonealen Infektion mit kardiotropen Viren wie z.B. CVB3

lassen sich innerhalb der ersten drei Tage histologische Veranderungen finden.
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Abb. 2: Pathogenese und Phasen der Myokarditis. Angabe der zeitlichen Veranderungen
in murinen Myozyten Tag 0 bis 90 (27).
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Dabei tauchen trotz Abwesenheit eines zellularen Infiltrates einzelne nekrotische
Kardiomyozyten auf (21, 29). Ab dem dritten Tag p.i. sind bereits erhdhte mMRNA-
Konzentrationen von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1f3, TNFa und IFNy (30, 31), sowie
vereinzelt zellulare Infiltrationen von natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) und Makrophagen
nachweisbar (32, 33). Somit kdnnen Myokardschadigungen in der frihen Phase der viralen
Myokarditis nur direkt durch Viren bedingt sein (34-36). Fur Enteroviren, neben vielen anderen
Virusgruppen konnte im Rahmen ihres intrazellularen Replikationszyklus nachgewiesen werden,
dass sie infizierte Zellen abtdten (37). Weiterhin wurde auch eine direkte Pathogenitat fur
enterovirales Protein festgestellt (38). Bei in vitro Untersuchungen an isolierten nicht-infizierten

Herzmuskelzellen kam es durch eine CVB3-Infektion zum Zelluntergang (39).
Subakute Phase der viralen Myokarditis

In der subakuten Phase stellt sich zunehmend ein entzindliches Infiltrat ein, welches sich
hauptsachlich aus Lymphozyten, Makrophagen und Fibroblasten zusammensetzt. Die
Lymphozytenpopulation besteht vor allem aus NK-Zellen, CD4" und CD8" T-Zellen wobei zu
Beginn die NK-Zellen Uberwiegen, aber im Verlauf nehmen die CD8" T-Zellen stark zu. B-
Lymphozyten und Plasmazellen sind nur vereinzelt im Myokard nachweisbar. Zu diesem Zeit-
punkt werden auch verschiedene Zytokine wie IL-1(3, TNFa, IFNy und IL-2 ausgeschiittet (27).

Den durch IL-2 aktivierten NK-Zellen wird eine protektive Wirkung bei der viralen Infektion zuge-
schrieben, da sie die Virusreplikation limitieren (40, 41). Neben ihrer protektiven Funktion kén-
nen sie auch Perforin ausschitten, wodurch virusinfizierte Kardiomyozyten abgetttet werden
(40, 42). Die groRe Bedeutung der friihen Viruselimination durch NK-Zellen ist durch die deutlich
schwerere Myokarditis beim NK-Zell-Defekt im Mausmodell belegt (40). Fir den
Pathomechanismus der Myokarditis scheinen die Art und der Umfang der Zytokinproduktion
eine entscheidende Rolle zu spielen. Zytokine kontrollieren die T-Zellantwort in der Immunant-
wort und bei Autoimmunmechanismen und kénnen die T-Helferzellpopulation in Richtung einer
Thl- oder TH2-Antwort verschieben (43, 44) (siehe 1.2.1). Seko et al. (45) untersuchten die
MRNA-Expression verschiedener Zytokine innerhalb der ersten 14 Tage nach der CVB3-
Infektion in C3H/He-Méausen und beobachteten eine erhdhte Expression von IL-1f3, IL-6 TNFa
und IFNy bis zum 7. Tag p.i. und schlossen daraus, dass diese proinflammatorischen Zytokine
vorwiegend von herzstandigen Fibroblasten, Kardiomyozyten und Endothelzellen ausgeschiittet
wurden und ihre Expression zumindest teilweise durch die virale Infektion induziert war. Eine
Vermehrung der inflammatorischen Zytokine IL-2, IL-4 und IL-10 wurde nur nach dem 5. oder
7. Tag p.i. beobachtet. Die Expression von IL-13, TNFa und IFNy waren ebenso ab dem 5. Tag
p.i. erhéht, aber auch noch am Tag 14 p.i. erhéht nachweisbar. Zum Zeitpunkt des Auftretens
dieser Zytokine beginnt die massive zellulare Infiltration des Myokards (29, 46). Es ist noch nicht
sicher geklart, ob der Anstieg der Expression dieser Zytokine in der akuten und subakuten Pha-
se auf eine virus-bedingte Stimulation oder durch die erhdhte Zellzahl im Myokard zurtickzufuh-

ren ist (45, 47). Mehrere Studien zeigten, dass IL-1 und IL-2 den Verlauf der Krankheit ver-
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schlechtern kénnen (48), wahrend die Rezeptorblockade von IL-1 und IL-2 die Auspragung einer
Myokarditis und die Mortalitat senken (49, 50).

Das antiinflammatorische Zytokin TGFB gilt als ein wichtiger Stimulator der
Fibroblastenproduktion und seine Hemmung reduziert deutlich den Grad der kardialen Fibrose
(51). Daneben hat TGFB auch Einfluss auf die Differenzierung und Proliferation von T-
Lymphozyten (52). IL-6 ist ein bedeutender Mediator der Makrophagenaktivierung (53), der In-
duktion von Proteinen der akuten Phase und der B-Zelldifferenzierung (54). Die Gabe von IL-6 in
der frhen Phase einer Myokarditis reduzierte deutlich die zellulare Infiltration, die Gewebsnek-
rose, den viralen Titer und die Mortalitat (55), wohingegen die kontinuierliche Gabe zu starkeren
Gewebsschaden und einer verstarkten Viramie fiihrte (56). Weiterhin haben Zytokine auch Ef-
fekte auf die Hamodynamik. IL-1f3, IL-6 und TNFa stimulieren die Stickstoffmonoxid-Synthetase
(NOS) und wirken so indirekt negativ inotrop (Herabsenken der Kontraktilitdt des Herzmuskels)
(57). TGFPB erhoht den Blutdruck durch einen stimulierenden Effekt auf das vasokonstriktorische

Endothelin (58, 59). Eine Blockade von TGF[3 verbessert die diastolische Funktion (51).

Der Einfluss einzelner Zytokine auf die Pathogenese ist jedoch schwer zu beurteilen, da
Zytokine multiple biologische Effekte haben und die Expression anderer Zytokine beeinflussen
kénnen (27).

Die Viruskonzentration im Myokard steigt in der akuten Phase an und erreicht zum 4. Tag p.i.
maximale Werte. Zu diesem Zeitpunkt sind noch keine neutralisierenden Antikdrper nachweis-
bar. Die Antikorpertiter steigen zum 8. — 10. Tag rapide an und sind um den 14. Tag p.i. maxi-
mal. Der ansteigende Antikérpertiter korreliert mit der Elimination des Virus aus dem Herzgewe-
be, wo ab dem 10. Tag keine Viren mehr nachzuweisen sind (21, 60, 61). Neben den neutrali-
sierenden Antikérpern sind auch infiltrierende mononukledre Zellen an der Viruselimination be-
teiligt (21, 61). Demzufolge ist etwa ab dem 10. Tag p.i. keine wesentliche virus-bedingte Scha-
digung des Myokards mehr anzunehmen, da NK-Zellen, Antikdrper und infiltrierende Makropha-
gen zur Beseitigung kardiotroper Viren gefuhrt haben (27). Mit dem Einsetzen der T-
Zellinfiltration zwischen dem 7. und 14. Tag p.i. kommt es jedoch zu den schwersten pathologi-
schen Veranderungen im Myokard (62).

Verschiedene Studien zeigten, dass fir die Ausbildung einer Myokarditis eine T-Zellantwort es-
sentiell ist. So bildet sich in experimentell bzw. genetisch T-Lymphozyten-defizienten Mausen die
Krankheit nicht vollstandig aus (63-66). Die Nekrosereduktion scheint dabei virusunabhangig zu
sein, da sich die Virustiter im Vergleich zu immunkompetenten Tieren nicht unterschieden (63,
64). So zeigten sich in T-Lymphozyten-defizienten BALB/c-M&ausen nach Infektion mit EMCV im
Vergleich zum Wildtyp geringere pathologische Verdnderungen, keine Dilatation der Ventrikel
und ein deutlich erhéhte Uberlebensrate bei Abwesenheit einer effektiven Immunantwort (63).
Auch hier wird der Virustiter durch T-Lymphozyten-Suppression nicht beeinflusst. Daher scheint
die Viruselimination vorwiegend durch die humorale und kaum durch die zellulare Immunitat zu
geschehen. Letztere scheint dagegen nach Entfernung der Viren aus dem Myokardgewebe

pathogenetisch ursachlich an der fortschreitenden Myokardschadigung zu sein. T-Lymphozyten
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erkennen virale Antigene auf infizierten Myozyten, die ihnen an MHC-Klasse-| Proteinen prasen-
tiert werden, woraufhin zytotoxische T-Zellen die Lyse der infizierten Myozyten einleiten. Dies
geschieht entweder Uber die Ausschittung von Lymphokinen (67, 68) oder Uber die Aktivierung
anderer Entziindungszellen wie Makrophagen. Sie sind damit auch mitverantwortlich fir die

Aufrechterhaltung des zellularen Infiltrats (67, 69).
Chronische Phase der viralen Myokarditis

In der chronischen Phase der Myokarditis kommt es 90 Tage nach der Infektion in DBA/2-
Mausen zu einer Erh6hung des Herzgewichtes, VergroRerung und Dilatation des linken Ventri-
kels und zum Auftreten von fibrotischen Veranderungen, wéhrend das entziindliche Infiltrat
kaum noch nachzuweisen ist. Diese Veranderungen sollen mit IL-1 assoziiert sein (31) und ah-

neln den kardialen L&sionen in Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie (70).

Mittels in-situ-Hybridisierung lasst sich noch drei Wochen p.i. im Myokard und vier Wochen im
Gehirn virale RNA in EMCV-infizierten Mausen nachweisen (71). Einer Hypothese zur Folge (72)
sollen in der chronischen Phase T-Lymphozyten aufgrund der persistierenden viralen RNA als
fortbestehender antigener Reiz ins Gewebe infiltrieren. Unterstitzt wird diese Theorie durch die
Beobachtung, dass drei verschiedene immunkompetente Mausstdmme, in denen enterovirale
RNA persistiert, eine chronische Myokarditis entwickeln, wahrend sich bei DBA/1-M&usen, bei
denen die virale RNA in der Friihphase eliminiert wird, keine Chronifizierung zeigt (72). Die
chronische Myokarditis ist jedoch nicht obligat mit der Viruspersistenz verkntpft. Schlief3lich
flhrt die Depletion von T-Lymphozyten trotz fehlender Viruselimination zu einer effektiven Ver-
hinderung sowohl der kardialen Entziindung als auch der Herzmuskelnekrose (66). Das Aus-
malfd der Erkrankung scheint daher vielmehr von der Art der Immunantwort auf das Virus abzu-
hangen (28). In verschiedenen Mausmodellen lasst sich eine der viralen Myokarditis ahnliche
Autoimmun-Myokarditis auslésen. Dabei reagieren autoreaktive T-Lymphozyten auch mit nor-
malen antigenen Strukturen nicht-infizierter Kardiomyozyten (68, 73-75). Als ein wichtiges Auto-
antigen wird kardiales Myosin angesehen (76-78), das im Sinne antigenen Mimikries zur Auto-
immunitat fuhren kann. Daneben kdnnten auch Makrophagen beteiligt sein, die nach dem Ab-
bau lysierter Kardiomyozyten die Bestandteile an ihrer Oberflache prasentieren und auf diesem
Wege die Autoimmunitat induzieren kénnen. De facto gleicht die Myosin-induzierte Myokarditis
histologisch der Virus-induzierten Myokarditis (76, 77). Nach dieser Theorie kénnten sowohl die
zellulare als auch die humorale Immunitat an dem Fortschreiten kardialer Lasionen in der chro-
nischen Phase beteiligt sein. Es konnte aul3erdem gezeigt werden, dass sich bei Mausstam-
men, die normalerweise eine akute Myokarditis ausheilen, durch Gabe von IL-1 und TNFa eine
chronische Myokarditis induzieren lasst (79).

Eine weitere Mdéglichkeit der Myokardschadigung kénnte durch ein Persistieren der Virusinfekti-
on in Milz, Lymphknoten, Leber und Pankreas als extrakardialen Kompartimenten bestehen (28,
80, 81). Eine kontinuierliche oder rezidivierende Freisetzung Virus-infizierter Inmunzellen kénnte

demnach zu einer persistierenden viralen Infektion von Kardiomyozyten beitragen (82).
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1.2 T-Zellfunktionalitat in der AMC/DCM

Im Laufe der Evolution hat sich in héheren Wirbeltieren ein wirkungsvolles Immunsystem zum
Schutz des Korpers gegen krankheitserregende Mikroorganismen (Viren, Bakterien, Pilze), Pa-
rasiten, Fremdstoffe und maligne Zellen entwickelt. Die Gesamtheit der Gewebe, Zellen und
Molekile, die an der Abwehrreaktion gegen pathogene Eindringlinge und karzinogene Verande-

rungen beteiligt sind, bezeichnet man als Immunsystem (83-85).

Grundlegende Charakteristika des Immunsystems sind seine hochgradige Spezifitat und die
Fahigkeit zwischen koérperfremden und kdrpereigenen Strukturen zu unterscheiden. Die beiden
funktionellen Einheiten des Immunsystems, die angeborene, unspezifische Immunitat und die
adaptive, spezifische Immunantwort arbeiten synergistisch zusammen (86). Signale des ange-
borenen Immunsystems, wie Zytokine, aktivierte dendritische Zellen, Makrophagen oder Signale
von toll like receptors (TLR ) sind fir die Aktivierung des adaptiven Immunsystems unabdingbar
(87). Die verschiedenen Abwehrreaktionen der adaptiven Immunantwort lassen sich vereinfacht
in zwei grof3e Klassen von Immunreaktionen untergliedern: Die humorale Antikdrper-vermittelte
Antwort, fur die die B-Lymphozyten verantwortlich sind und die zellvermittelte Immunantwort, die
hauptsachlich mittels T-Lymphozyten (T-Zellen) erfolgt. Diese Einteilung basiert auf zwei unter-
schiedlichen Erkennungssystemen der Lymphozyten, die auf die Erfassung von extra- und intra-
zellularen Krankheitserregern spezialisiert sind.

Bei der humoralen Antwort werden die verschiedenen Abwehrreaktionen zur Eliminierung von
extrazellularen Pathogenen, z.B. Komplementaktivierung, Phagozytose und Neutralisierung,
grofRtenteils durch spezifische Immunglobuline (Antikdrper) vermittelt, die von aktivierten B-

Zellen sezerniert werden.

1.2.1 T-Zellen

Die Differenzierung von hamatopoetischen, pluripotenten Stammzellen zu reifen Lymphozyten
findet in den priméaren, lymphatischen Organen, dem Thymus (T-Zellen) und dem Knochenmark
statt. Hierfiir wandern die T-Vorlauferzellen aus dem Knochenmark durch das Blut in den Thy-
mus und durchlaufen im Thymuskortex aufeinanderfolgende Stadien der T-Zell-Differenzierung
(Thymopoese). Dabei entwickeln sich die unreifen T-Zellen von CD4/CD8-Thymozyten Uber
mehrere Stufen der T-Zellrezeptor (TCR) Rekombination zu CD4"/CD8" -Thymozyten (88). Die-
se doppelt positiven Zellen werden jetzt einer strengen Selektion unterzogen (89). Der zweiteili-
ge Selektionsprozess soll die Bindung an korpereigene MHC-Allele gewéhrleisten (positive Se-
lektion) (90-93), aber Lymphozyten durch Apoptose eliminieren, die eine Autoreaktivitat fir kor-
pereigene Strukturen aufweisen koénnen (negative Selektion) (94-96). Die positive Selektion
erlaubt nur ca. 1-2% aller Thymozyten nach Interaktion mit MHC Klasse | oder Klasse Il Moleki-
len auf dem Epithel des Thymuscortex zu Uberleben und sich zu CD4" oder CD8" naiven T-

Zellen zu entwickeln (97). Diese naiven T-Zellen wandern anschlief3end in die Peripherie und die
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verschiedenen, sekundéaren lymphoiden Organe (z.B. Lymphknoten oder Milz) und das mukosa-
assoziierte lymphatische Gewebe aus (98, 99). Treffen die T-Zellen hier auf eine TCR-
stimulierende Kombination aus MHC und Peptid werden die T-Zellen aktiviert, proliferieren und
kénnen dann als ausgereifte Effektor T-Zellen in der Peripherie beim wiederholten Zusammen-
treffen mit der gleichen MHC/Peptid Kombination das Pathogen wirksam bekdmpfen (100). Ein
Teil dieser aktivierten T-Zellen bleiben als Gedachtnis-T-Zellen tber Jahre hinaus wirkungsvoll.
Gedachtnis-T- und B-Zellen gewahrleisten, dass beim Wiederauftreten eines Pathogens eine
Immunantwort schneller und wirkungsvoller aktiviert werden kann (101). Es gibt zwei Klassen
von Haupthistokompatibilititskomplex- (major histocompatibility complex: MHC) Molekdilen.
Diese MHC-Komplexe werden durch humane Leukozytenantigen-Molekile (HLA-Molekiile)
genetisch kodiert und zeichnen sich durch einen ausgepragten Polymorphismus aus (102), was
u.a. eine grolRe Herausforderung flir Gewebe- oder Organtransplantationen darstellt. Der MHC-
Komplex eines Menschen setzt sich aus der Kombination verschiedener HLA-Molekile zusam-

men und diese ist so individuell wie ein Fingerabdruck.

Neben den CD4" und CD8" -T Zellen gibt es auch noch y/&T Zellen, welche nicht an die
MHC/Peptid-Restriktion gebunden sind und sich hauptsachlich im Epithelgewebe und dem
Diinndarm befinden (103). CD4" T-Zellen bezeichnet man auch als T-Helfer-Zellen (Th-Zellen)
und CD8" T-Zellen werden als zytotoxische T-Zellen (CTL) bezeichnet. CTLs haben vor allem
zytotoxische Effektoreigenschaften, kdnnen aber auch durch regulatorische Eigenschaften eine
Immunantwort kontrollieren (104). Aktivierte Effektor T-Zellen werden als besonders wichtig fur
die Kontrolle von viralen Infektionen betrachtet (105), da sie infizierte Wirtszellen lysieren, bevor
diese in der Lage sind, infektiose Partikel zu produzieren (106). Die Lyse wird Uber die Aus-
schittung von Zytotoxinen (Granzyme, Perforin) und durch Produktion von Zytokinen (Fas-
Ligand, IFNy, TNFa,B) (107) vermittelt (Abbildung 3). CD8" T-Zellen werden nach ihrem
Zytokinprofil neuerdings auch in Tkl (IFNy-produzierende) und Tk2/0 (IL-4-produzierende) T-
Zellen unterschieden (108).

CD4" T-Zellen sind die zentralen Regulationszellen des adaptiven Immunsystems, sind aber
auch in der Lage infizierte Wirtszellen zu lysieren (109, 110). Die Bedeutung dieser Zellen wird
durch angeborene Defekte, bei Infektionen oder bei Ausfall dieser Zellen (z.B. durch HIV) be-
sonders deutlich. CD4" T-Zellen werden durch Antigene in MHC-lI-Komplexen aktiviert. Diese
MHC-II-Komplexe werden nur von professionell antigenprasentierenden Zellen (APCs) wie
dendritischen Zellen (DCs), aktivierten Makrophagen und B-Zellen exprimiert. Abhangig vom
stimulierenden Antigen, den antigenprasentierenden Zellen, der Lokalisierung des Antigens, der
Dosis und der Stimulationszeitspanne, sowie von den Zytokinen der Umgebung, kénnen sich
aus ThO-Zellen Thl- oder Th2-Zellen entwickeln (94, 111, 112). Aufgrund der von ihnen sezer-
nierten Zytokine erfolgt die Einteilung in Th1l- und Th2-Subpopulationen (Abbildung 3). Diese
Gliederung wurde erstmalig anhand der Analyse von Th-Zellklonen der Maus beschrieben, spa-
ter wurden derartige Sekretionsmuster auch bei humanen Th-Zellklonen gefunden (44, 113,

114). Die Hauptfunktion der Th-Lymphozyten ist die Sezernierung von proinflammatorischen
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Molekilen wie Interferon-y (IFNy), Tumornekrosefaktor a (TNFa) und Interleukin-2 (IL-2). Diese
wirken sowohl lokal als auch systemisch und dienen zum Teil direkt der Virusbekdmpfung, aber

hauptséachlich zur Koordination der Immunantwort.

So genannte Thl-Zellinien sezernieren nach Aktivierung IL-2, Tumornekrosefaktor-3 (TNF-(3)

und Interferon-y (IFN-y), wéhrend Th2-Zellinien IL-4, IL-5 und IL-13 exprimieren.

Daneben gibt es auch Th-Zellinien des Menschen und der Maus, die durch ein gemischtes, so-
genanntes ThO-Sekretionsmuster charakterisiert sind. Diese sezernieren sowohl Thl-Zytokine
als auch Th-2-Zytokine (115). Bei der Th-Zellpolarisierung von naiven Zellen spielen v.a.
Zytokine eine zentrale Rolle. Das von aktivierten Makrophagen und dendritischen Zellen produ-
zierte Zytokin IL-12 induziert in naiven Th-Zellen die Sekretion von Thl-Zytokinen (116-119).
Neben IL-12 und IFNy bewirkt eine kraftige Bindung zwischen TCR und Ligand die Differenzie-
rung von ThO-Zellen zu CD4" Thi-Zellen (Abbildung 3) (120). Thi-Zellen produzieren haupt-
sachlich IFNy, CD40L, IL-2 und TNFB und férdern somit eine Zell-vermittelte Immunantwort,
wobei IFNy die Differenzierung von Th2 Zellen blockiert (121).

CD8 T cells: CD4 T cells:
peptide + MHC class | peptide + MHC class Il
Cytotoxic (killer) T cells Tyl cells T2 cells
3 umy T |
kill |activate, aclivate
: v ¥
&) >(eas || e
= ( C/’f'?‘ \d o " @bacterial
virus-infected O@ @c ell'\ﬁ:r antigen-spacific foxin
el macrophage bacterial i
= = =
Al
¢ ) @ anti-toxin
P "‘3 anllbody
S
apoplotic cell A
|dead intracellutar bacteria B Iymphohlast

Abb. 3:  Wirkungsweise der verschiedenen T-Zellen (C  TL, Thl- und Th2-Zellen) (94)
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Eine weitere Untergruppe der T-Helferzellen sind die Th17-Zellen. Sie produzieren IL-17 und
haben sich unterschiedlich zu den Th1l und Th2 Zellen entwickelt. Sie spielen eine entscheiden-
de Rolle in Autoimmunerkrankungen (122, 123) und des weiteren wird ihnen eine besondere
Rolle bei Gewebeverletzungen angedacht (124). Bis jetzt bleibt es unklar, welche Zytokine ge-
nau zur Thl17-Ausbildung beitragen, aber es wird vermutet, dass TGFp, IL-6, IL-21 und IL-23
daran beteiligt sind (125). Mit diesem Zelltyp assoziierte Effektor-Zytokine sind IL-17, IL-21 und
IL-22 (126). Man vermutet, dass die Aktivierung der Vorlaufer Th-Zellen in Anwesenheit von
TGFB und IL-6 zur Differenzierung zu Th17-Zellen fihrt. Abgesehen von dem Zytokinumfeld ist
es unklar, ob weitere Elemente der initialen Aktivierung der Th17-Zellen von denen anderer Th-
Zellen differieren. Man vermutet, dass IL-23 an der Expansion von bestehenden Th17-
Populationen beteiligt ist, aber dass Zytokine alleine nicht die Differenzierung von naiven T-
Vorlauferzellen in diesen Zelltypen induzieren (127). Fir I1L-21 ist gezeigt worden, dass es eine
alternative Route zur Aktivierung von Thl7 Populationen (128) darstellt. IFNy und IL-4, die
Hauptstimulatoren der Thl- und Th2-Differenzierung haben negative Auswirkungen auf die
Th17-Differenzierung (122). Th17-Zellen werden allgemein mit Autoimmunkrankheiten in Ver-
bindung gebracht und fir auto-spezifische Th17 Zellen wurde gezeigt, dass sie hoch pathogen
sind (129). Th17-Zellen produzieren hauptsachlich IL-17A und IL-17F, welche an der Rekrutie-

rung, Aktivierung und Migration von Neutrophilen beteiligt sind.

Eine weitere Subpopulation von CD4" T-Zellen sind die regulatorischen T-Zellen (Tregs) (130,
131). Sie sind in der Lage uber die Ausschittung von inhibitorischen Substanzen wie Interleukin-
10 (IL-10) und TGF, sowie durch Zell-Zell-Kontakt die spezifische Funktion und das Wachstum
von Effektorzellen negativ zu beeinflussen (132). Dadurch wird in der Regel eine erregerspezifi-
sche Immunantwort auf ein angemessenes Niveau begrenzt. Eine gezielte Regulation dieser T-
Zellen kann eine enorme Bedeutung fiir die Entwicklung von Krebsimpfstoffen und fir die Be-
kéampfung von Autoimmunerkrankungen bekommen. Ihre Aufgabe ist die Modulation der Im-
munreaktion und des Weiteren sind sie vermutlich fir die Unterdriickung einer Giberschiel3enden
Immunantwort auf ansonsten ‘harmlose' Antigene und Toleranzentwicklung gegen kdrpereigene
Strukturen zustandig. Im Gegensatz zu den T-Suppressorzellen ist die experimentelle Beweisla-
ge fur diesen Zelltyp jedoch ausgezeichnet. Die Mechanismen der Toleranzvermittiung sind
noch nicht vollstandig aufgeklart, die Tregs scheinen aber von enormer Bedeutung fir die Auf-

rechterhaltung der immunologischen Toleranz zu sein.

Diese Zellen wurden bisher anhand der Oberflachenmarker CD4 und CD25 (A-Kette des IL-2-
Rezeptors) identifiziert. CD4 ist allerdings auch auf T-Helferzellen zu finden und CD25 findet
sich auch auf der Oberflache anderer T-Zellen, nach deren Aktivierung im Rahmen einer Im-
munantwort. Deshalb werden Tregs heute Uber die Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3
(forkhead box protein 3) identifiziert. Ferner lassen sich regulatorische T-Lymphozyten auch
durch die niedrigere Expression des Interleukin-7-Rezeptors (IL7-R, CD127) gegeniber Helfer-

Lymphozyten unterscheiden, die den IL7-Rezeptor auf der Zelloberflache tragen. Dieser Nach-
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weis hat gegentber der FoxP3 Messung den Vorteil, dass der Marker auf der Zellmembran und

nicht intrazellular wie FoxP3 lokalisiert ist und sich deshalb leichter anfarben lasst.

Man fasst heute die CD4"-CD25"-Zellen als eine Untergruppe der Tregs auf: Die CD4'CD25"
Zellen scheinen nach antigenspezifischer Aktivierung CD4" und CD8" Zellen iiber Zellkontakt zu
hemmen. Bei den Ubrigen Tregs scheint der Hemmmechanismus ohne Zellkontakt, sondern

durch Sekretion von Zytokinen (IL-10, TGF) zu funktionieren.

1.2.2 T-Zellrezeptor (TCR)

Der T-Zell-Rezeptor (TCR) ist ein transmembranéares Heterodimer-Molekil auf T-Lymphozyten,
das durch HLA Klasse | oder HLA Klasse Il Molekile prasentierte Peptide erkennt. Die Unter-
einheiten, die sich entweder aus a/f oder y/d zusammensetzen, sind Uber eine Disulfidbriicke
miteinander verbunden (133). Das a/3 oder y/d Heterodimer ist Uber die N-terminalen Enden der

Ketten in der Zellmembran einer T-Zelle verankert (Abbildung 4).
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Abb. 4:  Struktur des T-Zellrezeptors (TCR); aus (84 , 94). Das TCR Heterodimer besteht
aus zwei transmembranédren Glykoproteinketten, a und (3. Der extrazellulare Bereich
beider Ketten besteht aus zwei Domé&nen, welche den variablen und konstanten Be-
reichen des Immunglobulins ahneln Beide Ketten besitzen Kohlenhydratseitenketten
an ihren Doménen. Ein kurzes Segment, welches analog zur Immunglobulin-
Gelenkregion ist, verbindet die Immunglobulin-ahnlichen Doméanen mit der Membran,
und enthdlt die Cysteinreste, Uber die eine Disulfidbriicke ausgebildet wird.

Die erworbene Vielfalt der Immunreaktivitat basiert wesentlich auf genetischer Rekombination

aus einem Pool von diversen diskontinuierlichen Segmenten mit Einfiigung zufalliger Nukleotide

an den Verbindungsstellen. Die a- und y-Ketten werden von V-, J- und C-Gensegmenten und die
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der B- und d&-Ketten von V, D, J und C-Gensegmenten kodiert (Abbildung 5). Die enorme
Diversitat des TCR von bis zu 10" theoretisch maoglichen Spezifitdten (134) entsteht unter ande-
rem wahrend der intrathymische Entwicklung durch die somatische Rekombination von V-, D-,
J- und C-Segmenten (135).

Der TCR ist dartber hinaus mit dem CD3-Komplex (y, &, €) und einem zytoplasmatisch gerichte-
tem ¢(-Homodimer bzw. einem {/n-Heterodimer assoziiert (136). Im Falle des humanen TCR
besteht der B-Lokus (TRB) aus 65 V (variable), 2 D (diversity) und 13 J (joining) unterschiedli-
chen Segmenten. Daraus resultieren beim humanen Immunsystem etwa 10° maogliche ver-
schiedene B-Ketten bei den naiven T-Zellen, im Memory-T-Zell-Repertoire sind immer noch bis

zu 2x10° verschiedene TRBs nachweisbar (137).
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Abb. 5: T-Zell Rezeptor aund P Gen-Rearrangement (Umlagerung) aus (84, 94)

Die TCR a- und -Ketten Gene bestehen aus einzelnen Segmenten, die durch soma-
tische Rekombination bei der Entwicklung der T-Zellen aneinandergefiigt werden. Fur
die a-Kette (oberer Teil der Abbildung), ordnet sich ein Va Gen-Segment zu einem Ja
Gen-Segment um ein funktionelles Exon der V-Region zu schaffen. Transkription und
SpleiRen des VJa Exons zu Ca generiert die mRNA, die fur das TCR-a-Ketten Prote-
in kodiert. Die variable Region der p-Kette (unterer Teil der Abbildung) ist wie die
schwere Kette der Immunglobuline durch drei Gensegmente V[3, DB, und JB kodiert.
Ein Rearrangement dieser Gensegmente generiert ein funktionelles VDJ3 Exon, wel-
ches sich CB angliedert.Die beiden Ketten bilden kurz nach ihrer Biosynthese das a:3
TCR-Heterodimer aus.

Unter physiologischen Bedingungen erkennt der o/B-TCR das Fremdantigen an der Oberflache
nur in Zusammenhang mit dem korpereigenen Histokompatibilitatsantigen (MHC) (138, 139).
Diese Besonderheit der Antigenerkennung durch T-Lymphozyten ist als “MHC-Restriktion” bzw.

als “Zinkernagel-Doherty-Phanomen” (140) bekannt. Nach Erkennung des spezifischen Anti-
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gens durch den TCR, wird Gber den CD3-Komplex und die Ketten der {-Heterodimere ein intra-
zellulares Signal initiiert, welches zur Aktivierung der T-Zelle fuhrt und in Folge dessen den Pro-
zess der klonalen Expansion einleitet.

Unter gesunden Bedingungen findet sich daher im peripheren Blut, im retikuloendothelialen
System und auch in den sonstigen Organen stets eine polyklonale Zusammensetzung der T-
Zellen. Klonale T-Zell-Expansionen finden hingegen in T-Zell-Lymphomen statt, und deren De-
tektion dient als diagnostisches Kriterium zur Unterscheidung von nicht-malignen T-Zell-
Proliferationen (141). Eine chronische Aktivierung des Immunsystems, die sich gegen ein spezi-
fisches Antigen richtet, kann auch zu einer deutlichen Einschrankung der spezifisch reaktiven T-
Zell-Klone in den Zielorganen fuhren (142). Daruber hinaus kénnen auch Superantigene (z.B.
von Bakterien und Viren) Uiber die Bindung an den TCR bestimmte T-Zellen aktivieren und eben-
falls zu einer Restriktion des TRBV-Repertoires fuhren (143). Durch Peptidscans wurden mehre-
re Antigene identifiziert, auf die bei diversen Autoimmunerkrankungen dominante TCR Varianten
spezifisch reagieren, allerdings zeigen diese Proteine nicht durchgehend eine hohe Sequenz-

homologie auf (144).

1.2.3 T-Zell-Funktionalitat und Marker-Genexpressio n

Der Verlauf einer Virusinfektion ist wesentlich von der Funktion der Helfer-T-Zellen (Th) be-
stimmt. Typische Thl-Effektorzytokine (z.B. IFN-y und TNF-a/B) hemmen verschiedene virale
Promotoren und fuhren so zur Hemmung der Virusproteinsynthese und -vermehrung; eine Eli-
mination der infizierten Zellen erfolgt durch CTL. Diese funktionellen Subpopulationen der T-
Zellen sind durch charakteristische Genexpressionsmuster charakterisiert. Der Nachweis der
Expression dieser Faktoren in Gewebe infiltrierenden T-Zellen erleichtert die Zuordnung zu funk-
tionellen T-Zelllinien. Eine schnelle und ausgepragte Th1l-Antwort, kombiniert mit einer effekti-
ven Antwort mit zytotoxischen T-Lymphozyten, fiihrt zu einer ausgepragten akuten Entziin-
dungsreaktion im Gewebe, die zumeist zur effektiven Viruselimination beitragt. Eine sich lang-
sam entwickelnde und partielle T-Zellantwort hingegen hat zwar initial eine geringere entzindli-
che Aktivitat, fuhrt jedoch Uber eine ineffektive Viruselimination haufig zur Viruspersistenz und
damit zur lang anhaltenden Persistenz der subakuten Entziindungsreaktion mit den entspre-
chenden potentiell, negativen Folgen. Neuere Erkenntnisse zeigen, dass die Entwicklung endo-
gener Regulationsmechanismen wie Anergie (Tanerg) und regulatorische T-Zellen (Treg) der
chronischen Entziindung entgegenwirken, und damit aber auch die Viruspersistenz verstarken,
d.h. regulatorische Zellen kénnen nicht nur positive Effekte zur Vermeidung von
Autoimmunopathien vermitteln, sondern auch zur Herunterregulation protektiver, antimikrobieller
Funktionen fiihren (145). Neben den CTLs-typischen Genen (Perforin, Granzyme, Granulysin)
und die fur Thil-Zellen (IFNy,) bzw. Th2-Zellen typischen Effektorzytokine (IL-4, IL-5, IL-13)
konnten durch neuere Untersuchungen eine Reihe von Markern (vor allem Transkriptionsfakto-

ren) identifiziert werden, die eine relative Linienspezifitat aufweisen. Als solche sind T-bet und
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Eomesodermin fur Thl-Zellen (146), GATAS3 fur Th2-Zellen (147), GRAIL fir anerge T-Zellen
(148) und Foxp3 fir Treg (149) identifiziert worden.

1.2.4 Datenlage zur TRBV Expression bei experimente ller und humaner Myokar-
ditis und DCM / DCMi

Sowohl bei der Myosin-induzierten Autoimmun-Myokarditis (150) als auch bei der
Coxsackievirus-induzierten experimentellen Myokarditis (151) wurden klonale TRBV Expansio-
nen durch CDR3 (complementary determining region 3) spectratyping bestatigt. Dass diesem
Phanomen nicht nur eine pathogenetische, sondern auch potentiell eine therapeutische Rele-
vanz beizumessen ist, zeigen Tierexperimente im Modell der Autoimmun-Myokarditis, in denen
durch die Depletion der entsprechenden TRBs mittels monoklonaler Antikdrper oder DNA-
Vakzinen zu einer signifikanten Protektion vor den organspezifischen Folgen der Autoimmun-
Myokarditis fihrte (152).

Uber CDR3 spectratyping gelang bei humaner Myokarditis an 3 explantierten Herzen von padi-
atrischen Patienten der Nachweis einer restringierten Zusammensetzung von bestimmten V[
Familien (TCR-V[ 3, 7 und 13.1) (153). Angesichts der immunhistologisch detektierten Expres-
sion von enteroviralen Proteinen (allerdings bei fehlendem PCR-Nachweis von enteroviralem
Genom) wurde geschlussfolgert, dass die Virusproteinexpression der induzierende Faktor fir
die beobachtete TCR-V[ Restriktion im Sinne einer Superantigen-getriggerten Immunantwort
gewesen sei. Zumindest fur Coxsackievirus-B4 Antigene, die eine TCR-V[(3 Restriktion hervorru-

fen, konnte jedoch bislang keine Superantigen-Aktivitat nachgewiesen werden (154).
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1.3 Zielstellungen der Promotionsarbeit

Die Ergebnisse dieser Promotion sollen tibergreifend zu einem besseren Verstandnis der T-Zell-

Antwort bei der akuten Myokarditis (AMC) und der DCMi beitragen. Es wird von der Hypothese

ausgegangen, dass die unterschiedlichen kardiotropen Viren (B19V, HHV-6 und CVB) virus-

spezifische TRBV-Dominanzen induzieren.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Die fur die Detektion von klonalen TRBV-Umlagerungen in Lymphomen etablierten
BIOMED-2 Primersysteme (155) haben sich in Vorversuchen als nicht anwendbar auf die
TRBV-Untersuchungen bei Herzmuskelgewebe von DCM-Patienten herausgestellt, weil
aus der relativ geringen T-Zell-Infiltration Pseudomonoklonalitdten mittels dieses metho-
dischen Ansatzes resultieren. Eine Zielstellung dieser Doktorarbeit ist es daher, ein alter-
natives TRBV-/TRBC-Primer-Sondensystem zur TRBV-Expressionsanalyse mittels real-
time RT-PCR zu entwickeln, das exemplarisch an Lymphom-Zelllinien mit definierten
TRBV Umlagerungen validiert werden soll.

Im Weiteren soll ein valides, reproduzierbares und exaktes Praamplifikationssystem zur
Genexpressionsquantifizierung an den relativ  kleinen Gewebsmengen von
Endomyokardbiopsien (EMBSs), und der daraus resultierenden geringen extrahierbaren
RNA Mengen niedrig exprimierten T-Zell-assoziierten Genen etabliert werden. Zur Opti-
mierung der RNA-Exktraktion werden mehrere Extraktionsmethoden miteinander vergli-
chen.

Uber die Assoziation zur etablierten, immunhistologischen Diagnostik der DCMi (156-
158) soll eine Grenzwertsetzung der CD3- und der TRBC-Expression versucht werden.
Auf der Basis dieser Grenzwertsetzung soll die differentielle Expression von funktionellen
TRBV Familien und von funktionellen T-Zellmarkern (FTZM) vorgenommen werden.

Zur Bestimmung des Verlaufs der Coxsackie-B-Virus-assoziierten TRBV-Dominanzen
bei der Maus-Myokarditis sollen Untersuchungen an SWR-Mausen nach der CVB-
Infektion durchgefiihrt werden. Diese Untersuchungen sollen den Verlauf der TRBV Ex-
pression an einem etablierten Mausmodell bei identischem genetischen Hintergrund und
definierten experimentellen Bedingungen aufzeigen.

An ausgesuchten, seltenen Fallen einer B19V assoziierten akuten Myokarditis mit
initialer B19V Viramie sollen Uber Virusproteom-umfassende Peptidbibliotheken in An-
lehnung an publizierte Methoden (159) B19V-antigenspezifische T-Zellen isoliert und de-
ren TRBV Dominanz sowie deren differentielle FTZM-Expression ermittelt werden.

In weiteren methodischen Arbeiten sollen Grundlagen fur eine hohe Effizienz und Repro-
duzierbarkeit der in-vitro T-Zell-Expansionen an PBMCs erarbeitet werden. Hierbei soll
eine moglichst geringe Abweichung des TRBV-Expressionsprofil der in vitro expandier-
ten T-Zellen im Vergleich zu den initial eingesetzten T-Zellen erreicht werden. Zur TRBV-

Expressionsanalyse soll das zu etablierende TRBV-/TRBC-Primer-Sondensystem zum
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Einsatz kommen. Diese methodischen Grundlagen sollen langfristig dazu beitragen, die
in EMBs gering vorhandenen T-Zell-Infiltrate in vitro zu expandieren, die dann u.a. fir

Antigenspezifitdtsanalysen von infiltrierenden T-Zellen von DCMi-Patienten eingesetzt

werden kénnten.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten- und Kontrollgruppen

Es wurden Patienten mit der klinischen Verdachtsdiagnose einer akuten Myokarditis (AMC) oder
dilatativen Kardiomyopathie (DCM) untersucht. Die Erfassung der klinischen Parameter, die
Anamneseerhebung und die Einstufung der klinischen Verdachtsdiagnose erfolgte nach allge-
mein akzeptierten Kriterien (13, 16, 18, 156, 160-165). Eine sekundare Pathogenese, wie arteri-
eller Hypertonus, koronare Herzkrankheit, Vitien, angeborene Herzmuskelerkrankungen, meta-
bolische oder Speichererkrankungen und ein exzessiver Alkoholkonsum, wurden bei diesen
Patienten durch die Anamneseerhebung, Langzeitblutdruckmessung, Ergometrie, Echokardio-
graphie, laborchemische Untersuchungen und invasiv, mittels Koronarangiographie ausge-
schlossen. Die LVEF wurde in einer biplanen LV-Angiographie als Standard-Prozedur ermittelt.
Des Weiteren stand die echokardiographisch nach der modifizierten Simpson’s Methode ermit-
telte LVEF zur Verfigung, die im Rahmen von ambulanten Untersuchungen der Patienten im
Verlauf beurteilt werden konnte, zusammen mit den sonstigen blichen echokardiographischen
Parametern, insbesondere des LVEDD. Diese Untersuchungen entsprachen den Richtlinien der
Deklaration von Helsinki (166). Alle Patienten willigten zur invasiven Untersuchung und Entnah-
me von EMBs im Rahmen der klinischen Untersuchungen ein, die im Rahmen des Sonderfor-
schungsbereichs Transregio 19 (SFB TR19) entworfen und von der Ethikkommission der Chari-

té — Universitatsmedizin Berlin bewilligt worden waren.
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2.2 Material

2.2.1 Gerate

* Brutschrank Function Line BB16C4, Heraeus instruments, Hanau

¢ CCD-Kamera XC-003P, Sony, Japan

» Cytospin 2, Shandon Southern Products Ltd. Astmoor, Runcorn, Cheshire, UK
« Elektrophoresekammer, Biometra, Gottingen

» Eppendorf Thermomixer Comfort, Eppendorf AG, Hamburg

» Feinwaage Sartorius TE2145, Sartorius, Géttingen

* Fluoreszenzmikroskop DMRBE, Leica, Bensheim

* Homogenisator Pellet Pestle Motor, Sigma-Aldrich, Taufkirchen

 Kryostat Microm HM 560, Microm International GmbH, Walldorf
 Kuhlzentrifuge Eppendorf Centrifuge 5415R, Eppendorf AG, Hamburg

» Laborwaage, elektronisch DMS 580, Kern Elektronik, Albstadt

* Magnetrihr-/Heizplatte lkamag REO, IKA-Labortechnik, Staufen

» Mikrotom Jung CM 3000, Leica, Bensheim

* MS-1 Minishaker, IKA-Labortechnik, Staufen

* Nanodrop ND-1000, Thermo Scientific, Wilmington, USA

* Netzgerat, Power Pack P25, Biometra, Géttingen

« Peltier Thermal Cycler PTC 100, MJ Research, Watertown, Massachusetts, USA
* pH-Meter, Knick Digital 646, Beyer GmbH, Dusseldorf

* Sterilbank HeraSafe, Heraeus instruments, Hanau

« Tischzentrifuge Megafuge 1,0R, Heraeus instruments, Hanau

« UV-Transilluminator/Bilddokumentation BioDocAnalyze System, Biometra, Gottingen

* 7900 HT Fast Real-time PCR System, Applied Biosystems, Darmstadt
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2.2.2 Chemikalien und Enzyme

Sofern nicht anders ausgewiesen, wurden die verwendeten Chemikalien vom héchsten Rein-
heitsgrad von folgenden Firmen bezogen: VWR Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg), Sigma
(Taufkirchen), J.T.Baker (Deventer, Holland).

Lésungen wurden in deionisiertem, sterilem Wasser angesetzt. Sterilisiert wurde durch Autokla-

vieren bzw. Sterilfiltration.

2.2.3 Oligodesoxynukleotide

Fur das Design der Primer-/Sondensysteme der konstanten (TRBC) und der variablen Ketten
(TRBVS) des T-Zell-Rezeptors beta (TRB) wurden die Gensequenzen und die Nomenklatur

(Tabelle 1) des International Information System (IMGT: http://imgt.cines.fr/) verwendet. Das

Design wurde unter Anwendung der Primer Express Software (Version 2.0; Applied biosystems,
Darmstadt) nach den von Applied biosystems vorgegebenen Richtlinien vorgenommen. Die
TRBC Primer umfassten TRBC1 und TRBC2 auf den homologen Sequenzabschnitten und stel-
len neben dem housekeeping Gen eine interne Kontrolle fiir den T-Zellrezeptor dar. Das Design
des TRBV Genexpressionsassay Systems wurde so gestaltet, dass ein TRBV-
familienspezifischer Vorwartsprimer gegen eine gemeinsame Sonde und einen gemeinsamen
Ruckwartsprimer auf dem TRBC gewahlt wurde. Sequenzhomologien der letztlich eingesetzten
TRBV Primer wurden mittels multiplem alignment unter Einsatz der ClustalX Software (Version
1.83; University Stral3burg, Frankreich) ausgeschlossen (167). Im Fall der TRBV5, 6 und 7 wur-
den wobbled Vorwartsprimer gewahlt, um die wenigen Basendifferenzen der entsprechenden
Allele bei vertretbarer resultierender Amplikonlange (bis zu ca. 250 Basen) zu umfassen. Die
FAM-markierten Fluoreszenzsonden wurden als minor groove binder (MGB; Applied biosystems
patentiertes Design der Fluoreszenzsonde) hergestellt, was eine htéhere Sensitivitat der real-
time RT-PCR ermdoglicht.

Die Genexpressionsassays fur HPRT-CCM, IL-10, IFNy, transforming growth factor beta
(TGFB), FoxP3, T-bet, GATA3, Granzyme A, Granzyme B, Granulysin und Perforin wurden un-
ter Verwendung der Oligo 4.1 Software (Molecular Biology Insights, Cascade, USA) auf der Ba-
sis der vom National Center for Biotechnology Information (NCBI) publizierten Sequenzen de-
signt. Die Sequenzen der Primer sind in der Tabelle 2 und der Sonden in Tabelle 3 gelistet. Fur
tissue factor (TF) wurde ein publiziertes Genexpressionsassay verwendet (168). Die Primer und
Sonden wurden bei der Metabion GmbH (Martinsried, Deutschland) in Auftrag gegeben, mit
Ausnahme der MGB-Sonden fur die TRBC und TRBV Genexpressionsassays, die von ABI auf
Auftrag hergestellt wurden. Die Codes der ebenfalls eingesetzten inventarisierten Applied Bio-
systems Tagman® Genexpressionsassays kénnen der Tabelle 5 enthommen werden. Es wur-

den ausschlieB3lich FAM (Carboxyfluorescein) gekoppelte Sonden eingesetzt.
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Tab. 1: Nomenklatur des humanen TRBV Systems
IMGT Wei et al. | Arden etal. | Rowen et al. IMGT Wei et al. Arden et al. Rowen et al.
TRBV30 20S1 20S1 30 TRBV6-7 1358 1358 38145
TRBV29-1 451 451 29-1 TRBV5-5 553 553 38112
TRBV28 351 351 28 TRBV7-5 6512 659 38173
TRBV27 1431 1451 27 TRBV6-6 1356 1356 38144
TRBVB 3451 TRBV5-4 556 556 38111
TRBV26 2851 26 TRBV7-4 6511 658 38172
TRBVA 3351 TRBV6-5 1351 1381 38143
TRBV25-1 | 1151 1151 25-1 TRBV12-2 855 855 38323
TRBV24-1 | 1551 1551 24-1 TRBV11-2 21S3 21S3 38293
TRBV23-1 | 1951 1951 23-1 TRBV10-2 1253 12S3 38262
TRBV22 2951 22-1 TRBV12-1 854 854 38322
TRBV21-1 | 1081 10S1 21-1 TRBV11-1 21S1 2151 38292
TRBV20-1 251 251 20-1 TRBV10-1 1254 1252 38261
TRBV19 1751 1751 19 TRBV9 151 151 9
TRBV18 1851 1851 18 TRBV5-3 555 555 38110
TRBV17 2651 2651 17 TRBVS-2 3251 38201
TRBV16 2551 2551 16 TRBV7-3 651 651 38171
TRBV15 2451 2451 15 TRBV6-4 1335 1385 38142
TRBV14 1651 1651 14 TRBV5-2 3151 38109
TRBV12-5| 8S3 853 38326 TRBVS-1 30S1 38200
TRBV12-4 | 8S2 852 38325 TRBV7-2 657 655 38170
TRBV12-3 | 8S1 851 38324 TRBV6-3 1352b 13S2b 38141
TRBV11-3 | 21s4 21S2 38294 TRBV4-3 752 752 38080
TRBV10-3 | 1252 1251 38263 TRBV3-2 952 952 38048
TRBV13 2351 23S1 13 TRBV6-2 13S2a 13S2a 38140
TRBV7-9 655 654 38177 TRBV4-2 753 753 38079
TRBV5-8 558 554 38115 TRBV7-1 6510 657 38169
TRBV7-8 653 652 38176 TRBV6-1 1353 1383 38139
TRBV6-9 1354 1354 38147 TRBV5-1 551 551 38108
TRBV5-7 557 557 38114 TRBV4-1 751 751 38078
TRBV7-7 | 6514 656 38175 TRBV3-1 951 951 38047
TRBV6-8 1357 1357 38146 TRBV2 2251 2251 2
TRBV5-6 552 552 38113 TRBV1 2751 1
TRBV7-6 654 653 38174
Tab. 2: Sequenzen der Primer der selbst entworfenen real-time RT-PCR gene assays
Gen Sequenz der forward primer Sequenz der reverse  primer
TRBC TCCGCTGTCAAGTCCAGTTCTA GACAGGACCCCTTGCTGGTA
Gemeinsamer
TRBYV antisense
primer CTGCTTCTGATGGCTCAAACA
TRBV2 ACTCTGAAGATCCGGTCCACAA
TRBV3 ATCAATTCCCTGGAGCTTGGT
TRBV4 CCTGAATGCCCCAACAGC
TRBV5 GCTCTGAGCTGAATGTGAACGC
TRBV5WBL GCTCTGAGATGAATGTGAGTGC
TRBV6 CACTGACAAAGGAGAAGTCCC

TRBV6WBL6-2

AACTGCCAAAGGAGAGGTCCC

TRBV6WBL6-4

CACTGGCAAAGGAGAAGTCCC

TRBV7

CTCTCAGGTGTGATCCAATTTCG

TRBV/WBL7-2;7-3

AGCTCAGGTGTGATCCAATTTCA

TRBV/WBL7-9

CTTTCAGGTGTGATCCAATTTCT

TRBV9

CACAACAGTTCCCTGACTTGCA

TRBV10

CATGGGCTGAGGCTGATC
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TRBV11 CTGCAGAGAGGCTCAAAGGAGTAG

TRBV12 AGAACCCAGGGACTCAGCTGT

TRBV13 GAACTGAACATGAGCTCCTTGGA

TRBV14 CTGAAAGGACTGGAGGGACGTAT

TRBV15 CAGGAGGCCGAACACTTCTTT

TRBV16 GCCTCCCAAATTCACCCTGTA

TRBV18 CCAGCATCCTGAGGATCCA

TRBV19 ACTGTGACATCGGCCCAAA

TRBV20 AACCATGCAAGCCTGACCTT

TRBV23 CCCTGCAGCCTGGCAAT

TRBV24 GCTAAATTCTCCCTGTCCCTAGAGT

TRBV25 TTCCCCTGACCCTGGAGTCT

TRBV27 GGCTTAAGGCAGATCTACTATTCAATG

TRBV28 GCCAGCACCAACCAGACAT

TRBV29 AGCCGCCCAAACCTAACATT

TRBV30 CGGCAGTTCATCCTGAGTTCT

HPRT-CCM AGTCTGGCTTATATCCAACACTTCG GACTTTGCTTTCCTTGGTCAGG
IL10 CAAGTTGTCCAGCTGCTTCAT TTGGCGAAAGCAGCTCCTC
IFNg CAGGTCATTCAGATGTAGCGGATAA AGGAGACAATTTGGCTCTGCATT
TGFb CCCTGCCCCTACATTGGAG CCGGTTATGCTGGTTGTACA

TCTCATCCAAGAGGTGATCTGCT

FoxP3 TGGCAAACGGAGTCTGCAA T

T-bet CAACACAGGAGGCGCACTGG CCCCCTTGTTGTTTGTGAGCT
GATA3 CCTCATTAAGCCCAAGCGAAG TTGGCATTTCCTCCAGAGT
GRAIL GAAGCAGAGGCAATTAAAGGCAG CATCAGGGCCAATTTCCTTGT
Granzyme A CCCTGTGATTGGAATGAATATGGT ACACCCTCGCACAACAAAGG
Granzyme B GCGAATCTGACTTACGCCATTATT CAAGAGGGCCTCCAGAGTCC
Granulysin AAAACTGAAGAAGATGGTGGATAAGC |ATCGTGACCTCCCCGTCCTA
Perforin GGACCAGTACAGCTTCAGCACTG AGTCAGGGTGCAGCGGG
Tab. 3: Sequenzen der selbst entworfenen fluoreszie  renden Hybridisierungssonden

Gen Sequenz

TRBC ACGAGTGGACCCAGGATAGGGCCAA

TRBYV common probe CACCCGAGGTCGCT

HPRT-CCM TTTCACCAGCAAGCTTGCGACCTTGA

IL10 TTACAGGACCAGAGGGACAAGACATGACTGTG

IFNg TTTCTGTCACTCTCCTCTTTCCAATTCTTCAAA

TGFb CACGCAGTACAGCAAGGTCCTGGCC

FoxP3 AGCCGGGAGAGTTTCTCAAGCACTGC

T-bet CACCTGTTGTGGTCCAAGTTTAATCAGCACC

GATA3 TCCTGTGCGAACTGTCAGACCACCAC

GRAIL GGAAGGCTTCAACTACGCACACTGAAACAAG

Granzyme A CTTCCAGAATCTCCAATTGCGCGAGTCTCTTC

Granzyme B CCCACGCACAACTCAATGGTACTGTCG

Granulysin ACCCAGAGAAGTGTTTCCAATGCTGCGAC

Perforin

TGCCGCTTCTACAGTTTCCATGTGGTACAC
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Tab. 4: Praamplifikationsprimer fir die Genexpressi  onsassays, die in dem SSRT-
PreAmp Verfahren eingesetzt wurden

Gen 5" sense 3’ Primer b’ antisense 3’ Primer

HPRT-CCM GATATAATTGACACTGGCAAAAC |ACAAACATGATTCAAATCCCTGA

CD3z CCGATTACAGAGGCACAGAG TCGTACTCCTCTCTTCGTCC

IFNg TTTTGGGTTCTCTTGGCTGTTA CTCTTTTGGATGCTCTGGTCA

FoxP3 CCCAGAGCTCCTACCCACT TGGCACTCAGCTTCTCCTTC

T-bet GACTGGAGGTGTCGGGGAA CCACGTCCACAAACATCCTG

GATA3 TCACAAAATGAACGGACAGAAC TAATATTGTGAAGCTTGTAGTAGA

Granulysin AGGAGCTGGGCCGTGACTA CTCTAGACTGATACCTCCTCA

Perforin TGTGGCCGGCTCACACTCA CGTAGTTGGAGATAAGCCTGA

Tab.5: ABIinventarisierte Tagman® gene assays

Gen ABI ID number Gen ABI ID number

CDKN1B Hs00153277 m1 |TLR9 Hs00370913 sl

HPRT-ABI Hs99999909 ml1 |MYD88 Hs00182082_m1

CD3d Hs00174158 m1 |TRAF3 Hs00377462_m1

IL-1b Hs00174097_ml1 | TRAF6 Hs00270336_m1

IL-2 Hs00174114 ml1 |IRF3 Hs00155574 m1l

IL-4 Hs00174122 ml1 |IRF7 Hs00242190 gl

IL-5 Hs00174200 m1 | MAPKS Hs00177083_m1l

IL-6 Hs00174131 ml1 | MAPK14 Hs00176247 m1l

IL-17 Hs00174383 ml1 |STAT1 Hs00234829 m1l

IL-27 Hs00377366_ml1 |SOCS-3 Hs00269575 sl

IFN-b Hs01077958 s1 |AP-1 Hs00277190 sl

TNFa Hs00174128 ml1 |HSP70 Hs00382884 m1l

CXCL14 Hs00171135 m1 |Laminin Hs00165042 _m1l

CX3CL1 Hs00171086_m1 | Collagen | Hs00164004 m1

APN Hs00605917 m1 | Collagen il Hs00164103 _m1l

APN-R1 Hs00360422 ml1 | Collagen IV Hs00266237_m1

APN-R2 Hs00226105 m1 | MMP2 Hs00234422 m1l

NFATC3 Hs00190046 m1 | MMP8 Hs00233972_m1l

CYR61 Hs00155479 m1 | MMP9 Hs00234579 _m1l

Ku70 Hs01922652 g1 |TIMP1 Hs00171558 m1

Ku80 Hs00221707 _ml1 |TIMP4 Hs00162784 m1

MAN1A2 Hs00198611 ml1 |uPA Hs00170182_m1l

Eomesodermin Hs00172872 ml1 |GDF15 Hs00171132 m1l

RHAMM Hs00234864 ml1 |CD62E Hs00174057 _m1l

RhoGTPAsel Hs00205507_m1 | CD56 Hs00169851 m1l

RhoGTPAse2 Hs00183269 ml1 |TIMP4 Hs00162784 m1

TLR3 Hs00152933 m1 |uPA Hs00170182_m1l

TLR4 Hs00370853 ml1 | GDF15 Hs00171132 m1l

TLRY Hs00152971 ml1 |CD62E Hs00174057_m1l

TLR8 Hs00152972 ml1 |CD56 Hs00169851 m1l

24




Material und Methoden

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Praparation von RNA aus PBMCs und kultivierte  n Zellen

Die Isolierung der RNA aus Zellen, hauptsachlich PBMCs, erfolgte unter Einsatz des RNeasy
Mini Kits (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland). Dafiir wurden die Zellen in 350 pl (bis 5 x 10°
Zellen) oder 600 pl (bis 1 x 10’ Zellen) RLT-Puffer, welcher zuvor mit 3-Mercaptoethanol ver-
setzt wurde, aufgenommen und entweder direkt in die RNA-Isolierung gegeben oder bei -70C
weggefroren. Anschlieend werden 350 pl bzw. 600 ul 70% Ethanol zum Lysat hinzugegeben
und durch Pipettieren sorgféltig gemischt. 700 ul der Probe werden dann auf eine RNeasy Mini
Saule pipettiert und bei 8000 g fiir 15 sec zentrifugiert. Das Zentrifugat wird verworfen. Sollten
noch Reste der Probe im Reaktionsgefal? vorhanden sein, wird der Vorgang wiederholt. Jetzt
werden 500 ul RW1-Puffer auf die Saule gegeben und ebenfalls bei 8000 g fiir 15 sec zentrifu-
giert. Nun erfolgt der DNase-Verdau: Dafir werden 10 pl der DNase | Stock-Losung zu 70 pl
RDD-Puffer gegeben und vorsichtig gemischt. Die 80 ul DNase-Mix werden dann direkt auf die
Membran der Séaule pipettiert und bei Raumtemperatur 15 Minuten inkubiert. Danach werden
350 pl RW1-Puffer auf die Saule gegeben und bei 8000 g fiir 15 sec zentrifugiert. Jetzt werden
500 pl RPE-Puffer auf die Sédule gegeben und erneut zentrifugiert. Dieser Schritt wird wiederholt.
AnschlieRend wird die S&ule auf ein neues collection tube uberfuhrt und fir 1 Minute bei full
speed zentrifugiert, um Ethanolreste vollstandig zu entfernen. Jetzt wird die Saule auf ein be-

schriftetes 1,5 ml Reaktionsgefal3 Gberfuhrt und es erfolgt eine zweimalige Elution mit 30 ul H,O.

2.3.2 Praparation von RNA aus Herzmuskelgewebe und  EMBs

RNA-Isolierung mittels Trizol®

Die RNA-Isolierung mittels Trizol®—Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe) wurde sowohl fiir explan-
tiertes Herzgewebe als auch fir Endomyokardbiopsien benutzt. Das Gewebe wurde in 400 pl
Trizol®-Reagenz mit einem pellet-pestle mechanisch zerkleinert, anschlieRend auf 800 ul aufge-
fullt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde den Proben 300 pl Chloroform
zugegeben, fir ca. 30 sec gut durchgeschiittelt und 2-3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
anschlieRende Zentrifugation erfolgte fiir 20 min bei 12000 g und 4. Der Inhalt der Proben teilt
sich jetzt in 3 Phasen. Die obere wassrige Phase, in der sich die RNA befindet, wurde vorsichtig
mit der Pipette abgenommen und in ein frisches Eppendorfgefal3 tberfiuhrt. Dazu wurden 400 pl
Isopropanol gegeben, um die RNA zu fallen. Durch Zugabe von 5 ul Glykogen verbessert sich
die Bindung und Fallung bei geringen Mengen an Gesamt-RNA. Nach kurzem Vortexen, werden
die Proben 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die anschlielende Zentrifugation erfolgte fur

10 min bei 12000 g und 4. Nach vorsichtigem Abneh men des Uberstandes wurde das Pellet
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mit 500 pl 70% Ethanol zum Waschen geschiittelt und fur 5 min bei 7400 g und 4C nochmals
abzentrifugiert. Der Ethanoliiberstand wurde vollstandig abgenommen, um das Pellet anschlie-
Rend max. 10 min unter dem Abzug zu trocknen. Zum Schluss wurde das Pellet in 50 pl RNase-

freiem Wasser aufgenommen und 10 min bei 56T im Th ermoschiittler gelost.
Charge Switch total RNA Cell Kit (Invitrogen) - Auf  reinigung von RNA

Diese Isolierungs-/Aufreinigungsmethode basiert auf der Bindung der Nukleinsauren aufgrund
von pH-Wert Anderungen. Bei einem pH-Wert unter 6,0 sind die magnetischen beads positiv
geladen und binden die negativ geladenen Nukleinsauren. Andere Bestandteile, wie Proteine
und weitere Kontaminationen, binden nicht und werden mit den Waschschritten entfernt. Fur die
Elution wird der pH-Wert auf Gber 8,5 erhéht, somit werden die Beads neutralisiert und die RNA

kann in Losung gehen.

Als erstes wurden zu der vorhandenen RNA 20 ul der gut gemischten magnetischen beads und
40 ul des Bindungspuffers hinzugegeben und 1 min bei Raumtemperatur inkubiert, sodass sich
die Nukleinsduren an den beads binden kdénnen. Danach wurde der Ansatz an die Magneten

gesetzt, um den Uberstand abzunehmen.

AnschlieRend wurden die beads mit dem Waschpuffer W14 einmal gewaschen, um danach den
DNase—Verdau anzusetzen, welcher dann 10 min bei Raumtemperatur stehen muss. Nach die-
sem Schritt wird erneut Bindungspuffer dazugegeben, um die optimalen Bedingungen fir die
RNA-Bindung an den beads wiederherzustellen. Nach ausreichender Resuspendierung der
beads wurde die Probe 1 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der Ansatz wieder
an den Magneten gestellt, um den Uberstand abzunehmen. Nach 2-maligem Waschen mit

Waschpuffer 13 und 14 sollten alle Kontaminationen entfernt sein.

AnschlieBend wurden die beads im Elutionspuffer resuspendiert und 5 min bei Raumtemperatur
stehen gelassen, um die RNA, durch pH-Wert Anderung, komplett in Lésung tibergehen zu las-
sen. Am Magnet-Rack wurde der gesamte Uberstand abgenommen und in ein steriles RNase

freies Eppendorf-Tube Uberfuhrt. AnschlieRend erfolgte die Konzentrationsbestimmung.

2.3.3 Praparation von DNA aus Gewebe

Fur die Isolierung der DNA wurde das Myokardgewebe auf Raumtemperatur gebracht. Es wur-
den ca. 25 mg Gewebe in kleine Stiicke geschnitten und anschlieBend mit 180 pl ATL Puffer
und 20 pl Proteinase K versetzt und gut gemischt. Danach erfolgte eine Inkubation bei 56C
Uber Nacht, bis sich das Gewebe vollstandig aufgeldst hat. Im weiteren Verlauf wurden 200 pl
AL Puffer zur Probe gegeben und grindlich mit einem vortexer gemischt. Nach einer Inkubation
von 10 Minuten bei 70C wurden 200 pl Ethanol zur P robe gegeben und es wurde grindlich mit
einem Vortexer gemischt. Danach wurde der gesamte Inhalt auf eine Saule pipettiert und fur

1 Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. Die Saule wurde dann vorsichtig auf ein sauberes 2 ml col-
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lection tube gesetzt und das alte collection tube verworfen. Im néchsten Schritt wurden 500 pl
AW1 Puffer auf die Saule gegeben und fur 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert Danach wird die
Saule vorsichtig auf ein sauberes 2 ml collection tube gesetzt und das alte collection tube ver-
worfen. AnschlieRend gibt man 500 ul AW2 Puffer auf die Saule und zentrifugiert bei 14000 rpm
fur 3 min. Danach setzt man die Saule auf ein sauberes 1,5 ml Reaktionsgefal und gibt 200 pl
AE Puffer oder destilliertes H20 auf die Saule. Es erfolgt eine Inkubation von 5 min bei Raum-
temperatur und ein abschlieRender Zentrifugationsschritt von 1 min bei 8000 rpm. Im Anschluss

wird die DNA-Konzentration bestimmt.

2.3.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration und Reinheit von DNA- und RNA-Proben wurde durch die Messung der opti-
schen Dichte (OD) bei 260 und 280 nm bestimmt. Der Verunreinigungsgrad der DNA/RNA-
Lésung durch Proteine und Phenole wird lber das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm und
280 nm ermittelt. Dabei entspricht ein Quotient OD,50nm/OD2gonm= 2,0 hochreiner DNA/RNA,
durch Verunreinigungen mit Proteinen und Salzen wird dieser Quotient zu kleineren Werten
verschoben. Die Messungen erfolgten am NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington,
USA) und benétigten nur 1 pl der DNA/RNA-L&sung.

2.3.5 Reverse Transkription von RNA

Das High Capacity cDNA Archive reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland) nutzt random Primer fir die cDNA-Synthese. Diese gewahrleisten, dass die erste

Strangsynthese effizient an allen vorhandenen RNA-Molekilen (MRNA, rRNA) stattfindet.
Transkriptionsreaktion:

Die reverse Transkription setzt sich aus folgenden Schritten zusammen:

Denaturierung der RNA fiir 10 Minuten bei 70<C.

Anlagerung der random Primer fiur 10 Minuten bei Raumtemperatur.

cDNA-Synthese fur 120 Minuten bei 37<.

Hitzeinaktivierung der reversen Transkriptase
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Herstellung 2x Master Mix:

Volumen in pl | Konzentration in 2x Mix
10x RT-Puffer 10 2 X
25x dNTP-Mix 4 2X
10x random Primer 10 10 mM
Multiscribe RT (50 U/ul) 5 40 U/ul
RNase freies Wasser 21
Gesamtvolumen 50

RT Ansatz:

denaturierte RNA

gewollte RNA-Menge mit Wasser auf 50 pul auffiillen

Master Mix

50 pl

Gesamtvolumen

100 pl
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2.3.6 Praamplifikation

Real-time RT-PCR ist ein sensitives, prazises und reproduzierbares Werkzeug zur Bestimmung
von Genexpressionen in Geweben. Allerdings sind die RNA-Mengen extrahierbar aus EMBs
gering und limitieren dadurch die Anzahl zu untersuchender Zielgene durch real-time RT-PCR.
Praamplifikationstechniken (PreAmp) erhéhen mdoglicherweise die Sensitivitat der real-time RT-
PCR speziell fur gering vorkommende Gene und kann substantiell héhere cDNA Mengen her-
vorbringen, die es erlauben die Anzahl zu analysierender Gene zu erweitern. Sowohl die Auf-
rechterhaltung von Expressionsprofilen als auch eine breite Anwendbarkeit auf viele Zielgene ist

ein weiterer faszinierender Aspekt von PreAmp-Verfahren.
T-PreAmp-Verfahren:

Die Vorwarts- und Ruckwartsprimer der selbst designten Genexpressionsassays und die ABI
inventarisierten Tagman® Genexpressionsassays wurden in 0,2xfacher Verdinnung (Verdin-
nung erfolgte in Tris-EDTA / Tris-hydroxymethyl-aminomethan-Ethylendiamintetraessigsaure
Puffer) in einen Primer-/Genexpressionsassay-Pool gegeben. In Vorversuchen konnte eine
Okonomisierung des Tagman® PreAmp Master Mix durch eine Reduktion des Zielvolumens auf
500 ul statt des empfohlenen Zielvolumens von 1000 pul erzielt werden, so dass fortan aus

Grunden der Kosteneffizienz mit diesem modifizierten Protokoll gearbeitet wurde.

Primer-Pool der forward + reverse
Primer der selbst entwickelten gene
assays und Tagman® gene
expression assays

cDNA

14 Zyklen T-PreAmp

|

Verdunnung der praamplifizierten
cDNA (1:20)

|

real-time PCR

Abb. 6: Schematische Darstellung des T-PreAmp-Verfa  hrens (Ubersetzt aus (169))
Nach der reversen Transkription wird die cDNA fiir 14 Zyklen mit einem Pool aller zu
untersuchenden selbst entwickelten Gene (Primer) und den inventarisierten ABI
Tagman® assays (Mix aus Primer und Sonde) praamplifiziert. Die cDNA wird an-
schlieBend 1:20 verdinnt und in die real-time RT-PCR eingesetzt.
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Das T-PreAmp-Reaktionsgemisch (25 pl) bestand aus 6,25 pl cDNA aus PBMCs oder EMBs,
12,5 yl TagMan® PreAmp Master Mix und 6,25 pl Primer-/Genexpressionsassay-Pool. Die T-
PreAmp-Reaktion wurde in tGber 14 Zyklen in einem PTC-100 Programmable Thermal Controller
(MJ Research, Inc., Watertown, Massachussetts, USA) mit dem folgenden Programm
(Denaturation bei 95T uber 10 Minuten, und 14 Amplifikationszyklen mit (15 Sekunden bei
95T, 4 Minuten bei 60C) durchgefiihrt. Bei dieser Methode kénnen rechnerisch bis zu
100 Gene parallel praamplifiziert werden, wobei neben inventarisierten Tagman® gene expres-
sion assays (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) auch selbst entworfene gene assays
zum Einsatz kommen koénnen. In Abbildung 6 ist schematisch der Ablauf der Methode darge-
stellt. Nachdem die zu untersuchenden gene assays in einem Primer-Pool vereinigt wurden,
erfolgt die Praamplifikation Uber 14 Zyklen. Im Anschluss wird die praamplifizierte cDNA 1:20

verdinnt und kann dann direkt in die real-time RT-PCR eingebracht werden.
SSRT-PreAmp-Verfahren:

Das SSRT-PreAmp Verfahren wurde auf 8 selbst designte Genexpressionsassays (HPRT-CCM
als housekeeping Gen und 7 T-Zell assoziierte Gene: CD3z, IFN-y, FoxP3, T-bet, GATAS3,
Granulysin und Perforin) angewandt. In Vorversuchen an RNA von PBMCs zeigte sich, dass
eine dariber hinausgehende Anzahl von Genexpressionsassays zu einer weiteren Destabilisie-

rung der Praamplifikationsleistung fihrte.

Sequenz-spezifische

AAAAA
reverse
Transkription l

.
Multiplex
Préaamplifikation
l

s imer g
Nested R Sprimer |
real-time PCR m

~nEa

Abb. 7: Schematische Darstellung des SSRT-PreAmp-Ve  rfahrens (169)

Die isolierte RNA wird unter Verwendung von sequenzspezifischen 3"Primern (weilRer
Kasten) fur jedes zu untersuchende Gen in cDNA umgeschrieben. Die entstandene
cDNA wurde dann in einer multiplex PCR unter Nutzung des spezifischen 3 Primers
(weiBer Kasten) und eines genspezifischen 5°Primer (hellgrauer Kasten) Uber
10 zZyklen praamplifiziert. AnschlieBend werden die Produkte der ersten PCR in ein-
zelne PCR-Reaktionen aufgeteilt, wo unter Einsatz von nested Primern (dunkelgrauer
Kasten) die Gene separat in der nested real-time RT-PCR amplifiziert werden.
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Bei der reversen Transkription wurden statt der tblichen oligo dT Primer gensequenzspezifische
3" Primer eingesetzt, die in Tabelle 5 gelistet sind. Diese sequenzspezifische reverse Transkrip-
tion erfolgte gleichzeitig fur die 8 Zielgene in einer gemeinsamen Reaktion. In einer nachge-
schalteten Multiplex PCR wurden tber 10 Zyklen unter Hinzugabe der genspezifischen 5° Primer
und der wie oben identischen gensequenzspezifische 3" Primer die 8 Zielgene praamplifiziert.
Das Zielvolumen der Reaktion von 20 pl wurde aus 50 mmol/l KCI, 10 mmol/l Tris-HCI (pH 8.3),
2 mmol/l MgCl,, 0,2 mmol/l dNTPs, 3 Units der AmpliTag Gold® DNA Polymerase (ABI) und
0,015 pumol/l Primer zusammengesetzt. Die Amplifikation tber 10 Zyklen wurde mit dem folgen-
den Programm vorgenommen: 45 Sekunden bei 95T, 60 Sekunden bei 62C, 90 Sekunden bei
72<. In der nachgeschalteten nested real-time RT-P CR wurden die Zielgene unter Einsatz der
in Tabelle 2 angefiihrten selbst-designten Genexpressionsassays quantifiziert. Diese Methode
wurde prinzipiell von Peixoto et al. beschrieben (170). Die Modifikation in unseren Untersuchun-
gen war die nested real-time RT-PCR mit dem Ziel einer Erh6hung der Spezifitat. Die Prinzipien

des SSRT-PreAmp Verfahrens sind in Abbildung 7 schematisch dargestellt.

2.3.7 Real-time RT-PCR

Die real-time -RT-PCR ist eine Quantifizierungsmethode fir Nukleinsauren, die auf dem Prinzip
der herkébmmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruht. Das Prinzip der PCR basiert auf
der enzymatischen Amplifikation durch eine hitzestabile DNA-Polymerase eines spezifischen
DNA-Bereiches, der von zwei Oligonukleotid-Primern flankiert wird, die jeweils an den Enden
des zu amplifizierenden DNA-Bereiches liegen. Methodisch kommt es zu einer automatisierten
Wiederholung des Zyklus von thermischer DNA-Denaturierung, Primerhybridisierung (annealing)

und primer-extension zur DNA-Synthese.

Die Real-time RT-PCR bietet zuséatzlich die Moglichkeit der Quantifizierung. Die Quantifizierung
wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen durchgefiihrt, die wahrend eines PCR-Zyklus erfasst
werden. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu. Am Ende
eines Laufs (der aus mehreren Zyklen besteht) wird anhand von erhaltenen Fluoreszenzsigna-
len die Quantifizierung in der exponentiellen Phase der PCR vorgenommen. Nur in der exponen-
tiellen Phase der PCR (die wenige Zyklen in einem Lauf dauert) ist die korrekte Quantifizierung

mdoglich, da wahrend dieser Phase die optimalen Reaktionsbedingungen herrschen.

Die Reaktionen der real-time RT-PCR bei selbst-designten Genexpressionsassays wurde aus
2 pl cDNA oder PreAmp cDNA, 6,25 pl Master Mix (TagMan™ Universal PCR Master Mix, No
AmpErase® UNG, ABI), 0,21 pl Fluoresezenzsonde (finale Sonden-Konzentration 0,05 uM) und
1,25 pl Primer (finale Primer-Konzentration 0,9 pM) zusammengesetzt. Bei den real-time RT-
PCRs unter Einsatz von oder ABI inventarisierten Tagman® Genexpressionsassays wurden die
real-time RT-PCR Reaktionen aus 2 pl cDNA, 6,25 pl TagMan™ Universal PCR Master Mix und

0,625 ul TagMan® Genexpressionsassay zusammengesetzt. Das Zielvolumen wurde auf
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12,5 pl mit sterilem H,O erreicht. Alle Quantifizierungen erfolgten im Doppeltansatz in einem
ABI 7900 HT Fast real-time PCR System (ABI) mit dem folgenden Programm: Denaturation mit
einem hot start bei 95T Uber 10 min, gefolgt von 40 Zyklen eines zweistufigen Programms
(Denaturation bei 95C dber 15 Sekunden und annealing/extension bei 60T lber
60 Sekunden).

2.3.8 Quantifizierung der relativen  Genexpression, Berechnung  der

Praamplifikationsuniformitat, der Inter- und der In tra-Assay Varianz

Die aus der real-time RT-PCR resultierenden cycle of threshold (Ct) Werte wurden aus dem
optimalen Bereich der linearen Amplifikation vom ABI 7900 HT Fast real-time PCR System au-
tomatisiert ermittelt. Die Quantifizierung der Genexpression der Zielgene (E) wurde auf HPRT-

CCM oder CDKN1B unter Verwendung der géngigen Formel 28 bezogen (171).

Die Berechnung der Praamplifikationsuniformitat (PreAmp Uniformitat) erfolgte in Bezug auf
CDKNI1B als Referenzgen und auch bezogen auf HPRT-CCM unter Anwendung der folgenden

Formeln:

ACt PreAmp = mittlerer Ct Zielgen X [PreAmp] — mittlerer Ct CDKN1B oder HPRT-CCM
[PreAmp]

ACt cDNA = mittlerer Ct Zielgen X [cDNA] — mittlerer Ct CDKN1B oder HPRT-CCM [cDNA]
Daraus wurde der AACt-Wert als Mal3 der PreAmp-Uniformitat ermittelt:
AACt = ACt [PreAmp] — ACt [cDNA].

Ein AACt-Wert bei O zeigt eine ideale PreAmp-Uniformitat des jeweiligen Zielgens in Relation
zum Praamplifikations-Referenzgen CKN1B an, von dem eine ideale PreAmp-Uniformitéat durch
ausgiebige Voruntersuchungen von ABI bekannt ist. ABI empfiehlt, dass Zielgene eine PreAmp-

Uniformitat zwischen -1,5 to +1,5 als akzeptabel einhalten sollten.

Die Varianzkoeffizienten der Inter- und Intra-Assay Varianz wurden aus den mehrfachen real-

time RT-PCR Bestimmungen Uber die folgende Formal kalkuliert:
Standardabweichungen der Mehrfachmessungen / Mittelwert der Mehrfachmessungen x100

Zur Untersuchung des mdglichen Einflusses der PCR Effizienz einiger Index-
Genexpressionsassays auf die T-PreAmp-Uniformitat wurde gepoolte cDNA von PBMCs mit
dem folgenden Stufen verdinnt: 1:4, 1:16, 1:32, 1:64, 1:256, 1:512 und 1:1,024, Die PCR-
Effizienz wurde aus den resultierenden Ct-Werten und der folgenden Formel berechnet (172): -
1 +10(-1/sl0pe)

Als Index-Genexpressionsassays wurden exemplarisch sowohl ABI inventarisierte Tagman®,

als auch selbst designte Genexpressionsassays, deren PreAmp-Uniformitat zwischen -1,5 bis
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+1,5 lagen (HPRT-CCM, CD3d, CD3z, TRBC, TRBV19, TRBV29, NFATC3 und av5B31), sowie
die 2 ABI inventarisierten Tagman® Genexpressionsassays, deren PreAmp-Uniformitaten au-

RBerhalb dieses empfohlenen Bereichs lagen (HPRT-ABI and CD56), eingesetzt.

2.3.9 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine einfache und effektive Methode, DNA-Fragmente von
0,5 bis 25 kb Lange voneinander zu trennen und zu identifizieren. Dabei bewegen sich die nega-
tiv geladenen DNA-Molekile in der Matrix des Gels mit einer Geschwindigkeit, die umgekehrt
proportional zum Logarithmus ihrer Grof3e ist, zur Anode. Sichtbar gemacht werden die DNA-
Fragmente im Gel durch Zugabe des Farbstoffes Ethidiumbromid in die bereits geschmolzene
Agarose. Nach Interkalation in die DNA-Molekile fluoresziert Ethidiumbromid unter UV-Licht.
Nach der Auftrennung lassen sich die GrolRe sowie ungefahre DNA-Mengen durch Vergleich mit
einem ebenfalls aufgetragenen Eichstandard bestimmen. Als Eichstandard wurde eine 1 kb
DNA-Leiter (mi-100 bp+ DNA Marker Go, Metabion, Martinsried) verwendet. Je nach Grol3e der
zu trennenden DNA-Fragmente variiert man die Agarosekonzentration zwischen 0,5% und 2%.
GrolRe DNA-Fragmente lassen sich in niedrig konzentrierten Gelen (Endkonzentration ca. 0,5%)
gut auftrennen, fur kleinere Fragmente eignen sich hdher konzentrierte Agarose-Gele. Als Lauf-
puffer ist TBE-Puffer (s. Anhang) verwendet worden, in dem auch die Agarose angesetzt und
durch Aufkochen in der Mikrowelle gel6st wurde. Nach dem Abkihlen auf ca. 50C wurde das
Ethidiumbromid (10 mg/ml Ethidiumbromidlésung) zugegeben. Das erkaltete Gel wurde mit
0,5 x TBE-Puffer tberschichtet und mit den DNA-Proben, die mit 5 x DNA-Probenpuffer (s. An-
hang) versetzt waren, beladen. Das Gel lauft mit einer Feldstarke von 5-10 Volt/cm, bis eine
ausreichende Bandentrennung erreicht war. Zur Abschatzung der Lauflange dienten die beiden
Farbstoffe im 5 x DNA-Probenpuffer (Bromphenolblau und Xylencyanol). Nach erfolgter Auftren-

nung konnte das Gel unter UV-Licht betrachtet und fotografiert werden.
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2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Zellkultur

Bei den in vitro T-Zell-Expansionsversuchen kamen die folgenden Praparationen von

vier verschiedenen Zellkulturmedien zum Einsatz:

FBS-RPMI: RPMI1640 mit 20mM HEPES (2-Hydroxyethyl-1-Piperazinyl-
Ethansulfonsdure) als Puffer (gebrauchsfertig von Cambrex Bio
Science, Verviers, Belgien), 1 mM Natriumpyruvat (PAN Biotech,
Aidenbach, Deutschland), supplementiert mit 10% fétalem Kalberse-
rum (FBS Gold®; PAA, Pasching, Deutschland).

HS-RPMI: RPMI1640 mit 20 mM HEPES (Cambrex Bio Science, Verviers, Belgi-
en), 1 mM Natriumpyruvat (PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland),
supplementiert mit 10% humanem Serum, das von gesunden Spen-

dern gepoolt wurde.

Panserin"413: Lymphozytenspezifisches, serumfreies, synthetisches Medium (PAN
Biotech, Aidenbach, Deutschland)

X-Vivo 15™: Lymphozytenspezifisches, serumfreies, synthetisches Medium

(Cambrex Bio Science, Deutschland)

Als Antibiotika wurden allen Medien gleichermafRen Penicillin (100 U/mL) und Streptomycin
(100 pg/mL) (beide von PAA, Pasching, Deutschland) zugesetzt. Zum Ausschluss einer
Lipopolysaccharid- (LPS-) Kontamination wurden alle Seren vor dem Einsatz in der Zellkultur mit
100 pL Vollblut von gesunden Spendern in 1 ml RPMI1640 Medium fir 4 Stunden bei 37C
inkubiert. Daraufhin wurde im zellfreien Uberstand der Tumornekrosefaktor a (TNFa) unter
Verwendung eines etablierten hochsensitiven Quantikine® ELISA-Kits (R&D Systems, Wiesba-
den-Nordenstadt, Deutschland) bestimmt. Alle untersuchten Seren zeigten keine detektierbaren

TNFa Werte (Sensitivitdtsgrenze: 5.5 pg/mL).

Von 8 gesunden Spendern (Alter: 32,2+9,3 Jahre) wurden jeweils 50 ml venéses Blut aus einer
peripheren Vene in einer Perfusorspritze mit 2 ml Heparin entnommen, und die PBMCs wurden
daraus mittels eines Ficoll® Gradienten (LSM1077 Lymphocyte Separation Medium; PAA,
Pasching, Deutschland) gewonnen. Dafiir wird das Blut mit PBS verdinnt und anschlieBend
vorsichtig auf den Ficoll®-Gradienten geschichtet. Der folgende Zentrifugationsschritt von
35 min bei 1400 rpm und 20T erfolgt ohne Bremse. D er entstandene Lymphozytenring wird
dann mit einer Pipette abgenommen und drei Mal mit PBS gewaschen (Zentrifugation fur

10 min, 1200 rpm, 4<C). AnschlieRend werden die Zel len entweder fiir die RNA-Isolierung einge-
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froren oder es wurde eine Positiv- und Negativ-Selektion mittels des anti-CD3-EasySepT'VI
(Cellsystems, St. Katharinen, Deutschland) Systems unter Anwendung von magnetischen
beads konjugierten anti-CD3-Antikdrpern vorgenommen. Die Zellsuspension wird in 15 mL
Réhrchen pelletiert (Zentrifugation fiir 10 min, 1200 rpm, 4) und der Uberstand wird abge-
saugt. Die Zellen werden in PBS aufgenommen, sodass eine Zellkonzentration von 1x10° Zellen
/mL entsteht. AnschlieRend werden die Zellen in ein steriles 5 mL Rundboden Roéhrchen uber-
fuhrt und 100 pL EasySep® CD3 Positive Selection Cocktail pro mL Zellsuspension zugegeben
und gut gemischt. Es folgt eine Inkubation von 15 Minuten bei RT und anschliel3end die Zugabe
von 50 pL Mix EasySep® Magnetic Nanoparticles pro mL Zellsuspension, nachdem sie durch
Pipettieren gut gemischt worden sind. Nach 10 Minuten Inkubation bei RT wird mit PBS auf
2,5 mL Endvolumen aufgefillt und das Réhrchen fir 5 min in den Magneten gestellt. Nach der
5 min wird das Réhrchen im Magneten belassen und der Inhalt (CD3 negative Fraktion) durch
einfaches Kippen in ein 15 mL Réhrchen uberfihrt. Jetzt wird das Réhrchen aus dem Magneten
entnommen, 2,5 mL PBS hineingegeben und durch Pipettieren gemischt. Das Réhrchen wird
wieder fir 5 min in den Magneten gestellt, nach 5 min das Réhrchen im Magneten belassen und
der Roéhrcheninhalt durch einfaches Kippen in ein 15 mL Réhrchen tberfihrt. Dieser Schritt wird
noch einmal wiederholt. Die durch den Magneten im Réhrchen behaltenen Zellen (CD3 positive
Fraktion) werden durch dreimaliges Waschen des Rohrchens mit ca. 2,5 mL PBS in ein 15 mL
Roéhrchen Uberfuhrt. AnschlieRend erfolgt die Zellzéhlung beider Fraktionen. Die positiv selek-
tierte Fraktion bestand aus CD3" T-Zellen, und in der negativ selektierten befanden sind alle
CD3-negativen Zellen (vor allem Monozyten, B-Lymphozyten). Die CD3" T-Zellen wurden in vitro
expandiert. Die CD3" Zellfraktion wurde mit Mitomycin C (Serva, Heidelberg, Deutschland) bei
37T fur 1 Stunde inaktiviert. Diese Mitomycin C in aktivierten Zellen der Spender wurden als
autologe feeder cells (FC) eingesetzt. Nicht benétigte FC wurden bei -80C in 90% FBS Gold®
mit 10% DMSO (Dimethylsulfoxid; Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) eingefroren und bei
Bedarf wieder aufgetaut und in die laufenden Zellkulturen eingesetzt. Initiale Experimente wur-
den mit letal bestrahlten CD3-negativen Zellen durchgefuhrt. Die Bestrahlung der FC wurde am
Institut fur Strahlentherapie des Campus Benjamin Franklin der Charité — Universitatsmedizin
durchgefuhrt. Dieses Verfahren wurde im weiteren Verlauf infolge der identischen Effizienz und

der besseren Praktikabilitat zugunsten der Mitomycin C inaktivierten FC verlassen.

Initial wurden 1x10* CD3" Zellen mit 5x10° autologen FC in 48-Lochplatten (Corning, New York,
USA) mit 20 ng/mL anti-CD3 Antikdrper (Klon OKT-3; Janssen-Cilag, Neuss, Deutschland) und
25 U/mL Interleukin-2 (IL2; Chiron, Mlunchen, Deutschland) bei 37<C in einer gesattigten 5%
CO2-Atmosphare in Kultur gegeben. In regelmaRigen Abstanden von 3 Tage erfolgte in alle
Zellkulturen eine wiederholte Hinzugabe von 25 U IL-2.Weiterhin wird alle 3 Tage die Cluster
Bildung sowie der Verlust der Cluster Bildung (loss of cluster formation; LCF) mittels Phasen-
kontrastmikroskopie (Leica DMRD, Bensheim, Deutschland) und der DBA-Anlage dokumentiert.
Alle 7 Tage erfolgte die Ermittlung der lebendigen Zellfraktion an jeweils 2 ul der laufenden Zell-

kultur mittels der Trypan-Blau-Ausschlussmethode (173) (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutsch-
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land), und auf dieser Basis wurde die Hochrechnung der expandierten Zellen vorgenommen.
Alle 7 Tage erfolgte auch die Restimulation mit dem OKT-3 anti-CD3-Antikdrper und erneut I1L2.
An Tag 7 wurden die dichter proliferierten Zellen 1:5 verdiinnt, und wenn notwendig im weiteren
Verlauf bei entsprechender Zellzahl auf 24-Loch-Platten (1x10° CD3" Zellen pro Loch) oder 12-
Loch-Platten (5x105 CD3" Zellen pro Loch) umgesetzt. Die in vitro T-Zell-Expansionsversuche

wurden insgesamt bis Tag 28 fortgefihrt.

Cytospin® (Shandon Scientific, Runcorn, United Kingdom) Préparationen aus den laufenden in
vitro Expansionen wurden nach 14 und 28 Tagen durchgefiihrt, wenn die Zellen auf >2x105
Zellen proliferiert waren. Cytospin® Préparationen wurden bei 750 Umdrehungen/Minute fur
3 Minuten durchgefiihrt, und die Zellen wurden mit kaltem Aceton (4C; Merck, Darmstadt,
Deutschland) fixiert und unter Raumluft getrocknet. Nach Blockierung der endogenen
Peroxidase-Aktivitat mit 0,3% H,O, wurden die Zellen mit der in Kapitel 3.4.3 beschriebenen
immunhistologischen Methode mit einem anti-CD3- (Klon: UCHT1) sowie einem anti-CD11b
Maus-anti-human- Primarantikérper (Klon: 2LPM19c; beide Antikérper von Immunotools, Fries-
oythe, Deutschland) und dem rabbit-anti-mouse EnVision® Detektionssystem sowie AEC als
chromogenes HRPO-Substrat gefarbt. Die immunhistochemischen Charakterisierung der ex-
pandierten Zellen erfolgte lichtmikroskopisch (Leica DMRD, Bensheim, Deutschland), und re-

prasentative Bilder wurden mit der DBA-Anlage dokumentiert.

2.4.2 Interferon- y Sekretions-Assay

Die Anreicherung von SALK- und GLCP-reaktiven Zellen erfolgte aus PBMCs. Die PBMCs wur-
den aus peripherem EDTA-Blut (Vacutainer® EDTA tubes, BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland) mittels LSM 1077 Lymphocyte Separation Medium (PAA, Pasching, Deutschland)
Dichtegradientenzentrifugation isoliert und anschlieRend fiir 6 Stunden mit den Peptiden SALK
und GLCP inkubiert und mittels des IFNy secretion assays (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,
Deutschland) nach Herstellerangaben die reaktiven Zellen isoliert. Die positiv- und negativ-
selektierten Zellen, sowie unselektierte PBMCs wurden in RLT® Puffer (Qiagen, Hilden,
Deutschland) lysiert und anschlielend die RNA mittels RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) isoliert. Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem High Capacity Archive cDNA Kit
(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland). Anschlielend erfolgten an dieser cDNA real

time RT-PCR-Untersuchungen.

2.4.3 Immunhistologische Farbung

Als Immunhistologie wird in der Biologie und Medizin eine Methode bezeichnet, bei der Proteine
mit Hilfe von Antikérpern sichtbar gemacht werden kdnnen. Damit kann beispielsweise bestimmt

werden, in welchem Gewebe bestimmte Proteine vorhanden sind und auch, in welchem Kom-

36



Material und Methoden

partiment der Zelle sie lokalisiert sind. Beispielsweise farben Transkriptionsfaktoren, die im Zell-
kern lokalisiert sind, nur den Zellkern an, membranstandige Proteine Teile der Zellmembran
usw. Fur Antikdrperfarbungen wird fixiertes Gewebe verwendet, das entweder aus vollstandigen
Tieren (Embryonen von Zebrafisch, Drosophila melanogaster etc.) oder aus Gewebeschnitten
bestehen kann (zum Beispiel Mikrotomschnitte von Organen der Maus oder des Menschen).
Zellen aus Korperflissigkeiten oder Punktaten u.a., die mittels Zentrifugation auf einen Objekt-
trager aufgebracht wurden, oder auf einem Objekttrdger gewachsen sind (Zellkulturtechnik),

kdnnen ebenfalls immunhistochemisch untersucht werden.

Der Nachweis beruht auf der Affinitat von Antikdrpern zu einer bestimmten Gewebeeigenschaft
(Epitop) als Antigen-Antikorper-Reaktion. Im Idealfall kommt es zu einer spezifischen und star-
ken Bindung zwischen Antikdrper und Epitop. Der Antikdrper ist mit einem Detektionssystem
gekoppelt, das sein Vorhandensein im Préparat sichtbar macht. Mittels verschiedener Detekti-
onssysteme kdnnen schon geringe Mengen an Epitop verstarkt dargestellt werden. Das Ziel ist

es, ein Signal am Ort des Epitops (und nur dort) in ausreichender Starke zu erkennen.

Der Antikorper, der gegen das zu findende Epitop gerichtet ist, wird als Primarantikdrper be-
zeichnet. Dieser Antikérper sollte sich durch hohe Spezifitat und Affinitat auszeichnen und keine
Kreuzreaktionen mit ahnlichen Epitopen zeigen. In einem Mehrschrittverfahren werden die ein-
zelnen Komponenten des Detektionssystems dem Praparat zugeftihrt. Deshalb ist die IHC rela-
tiv langwierig und fehleranféllig. Das Ergebnis ist auch beeinflussbar durch Fixierungsart, Fixie-
rungsdauer, Einbettungsmethoden, Vorbehandlungsmethoden (antigen-retrieval) der Praparate,
etc. Eine Standardisierung der Testdurchfiihrung sollte daher angestrebt werden. Die Antigen-
Antikdrper-Reaktion ist abhangig von Temperatur, Konzentration, Inkubationszeit, Agitation und

dem optimalen Reaktionsmilieu (pH-Wert, Salzkonzentrationen).
Indirekte Methode

Bei dieser Methode wird im ersten Schritt ein spezifischer Antikdrper (Primérantikérper) auf das
zu untersuchende Gewebe/Zellen aufgebracht. In einem zweiten Schritt wird ein Antikorper auf-
getragen, der sich gegen den ersten Antikorper richtet. Es ist der sog. Sekundarantikdrper, der
hier mit einem Enzym gekoppelt ist und die Farbentstehung mit einer Enzym-Substrat-Reaktion

auslost. Es entsteht ein sichtbarer Farbstoff.
Antigen + Primarantikorper + Sekundarantikdrper mit Enzym + Substrat/Chromogen = Farbe

Die angefertigten Zytospins wurden 10 min in 4C kaltem Aceton fixiert und anschlieRend wur-
den sie mit 0,3 % H,O, in PBS fiir 20 min inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wur-
den die Zellen mit humanen anti-CD3- (Klon UCHT1) und anti-CD11b- (Klon 2LPM19c) Antikor-
per fur eine Stunde in einer feuchten Kammer inkubiert. Beide Antikdrper wurden in einer Ver-
dinnung von 1:50 eingesetzt. AnschlieBend wurden die Objekttrager dreimal (je 5 min) in PBS
gewaschen. Danach erfolgte eine Inkubation von 45 min mit dem Peroxidase gekoppelten

polyklonalen rabbit-anti-mouse Envision-Antikdrper (Verdinnung 1:200, Dianova, Hamburg,
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Deutschland). Als nachstes wurden die Objekttrager zweimal (je 5 min) mit PBS gewaschen und
die Antikorperbindung durch die Peroxidase-vermittelte Umwandlung des chromogenen Sub-
strats AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol) (Merck, Darmstadt, Deutschland) sichtbar gemacht. Daftr
wurden 200 mL Farbelésung (35 mL 0,2 M Natriumacetat + 15 mL 0,2 M Essigsaure + 150 mL
dest. Wasser) pro Kivette hergestellt und 50 mg AEC unter dem Abzug abgewogen und in
10 mL Dimethylformamid gelést. Dies wurde im Anschluss zu der Farbelésung gegeben.
SchlieRlich wurden noch 100 pL 30% H,O, in die Kivette gegeben. Die Objekttrager wurden fur
12 min in der Substratlésung dunkel inkubiert und dann zweimal mit PBS gewaschen. Fir die
Gegenfarbung wurden die Schnitte in eine Kivette mit Hamatoxillin gegeben und 30 min
inkubiert. Danach wurden sie mit kaltem Leitungswasser gewaschen und 10 min in warmem
Wasser geblaut. Glyceringelatine (Merck, Darmstadt, Deutschland) wurde auf 40C erwarmt und
anschlieBend auf die Objekttrdger gegeben und mit 24 x 40 mm Deckglaschen eingedeckt. Da-
nach erfolgt die Auswertung durch Lichtmikroskopie (MDRD; Leica) (174). Die immunhistolo-
gisch gefarbten Zytospin®-Praaparate wurden mittels einer digitalen Bildbearbeitungssoftware
(158, 175) (LUCIA GTM, Nikon, Dusseldorf) archiviert. Hierbei wurde auch die raumliche Zuord-
nung der in vitro expandierten Zellen, insbesondere das teilweise auch in den Zytospin®-

Praparationen zu beobachtende Clusterverhalten dokumentiert.

2.5 Statistische Analyse

Zur statistischen Analyse wurde die Software JMP (Version 4,02, SAS Institute, Inc., Cary, NC,
USA) eingesetzt. Bei normalverteilten Werten wurde der Student’s t-Test als statistisches Test-
verfahren angewendet. Um die Zeitabhéngigkeit des Verlaufs der CAMs-Immunreaktivitat unter
Autolyse zu prifen wurde eine MANOVA-Analyse fir wiederholte Messungen und ,Zeit* als Ef-
fektparameter durchgefihrt. Bei Ausschluss einer Gau’'schen Normalverteilung mit dem Shapi-
ro-Wilk W Test (p<0,05) wurden nicht-parametrische Test angewandt. Werte der Patienten-
gruppe, die die 90%ige Perzentile der Kontrollgruppe tberschritten, wurden als signifikant bzw.
pathologisch erhéht klassifiziert. Ordinal- bzw. Nominaldaten zweier Gruppen wurden mittels )(2
Test verglichen. Kontinuierliche Daten wurden mit Ordinaldaten mittels Wilcoxon/Kruskal-Wallis-
test mit Tukey-Kramer post-hoc Analyse zur Ermittlung der honestly significant difference bei
Vergleichen von >2 Gruppen verglichen. Diese Analyse wird graphisch durch Quintilen Boxplots
(Anzeige der 10%, 25%, 50%, 75% und 90% Perzentilen) mit den verglichenen Gruppen zuzu-
ordnenden Kreisen illustriert, die bei statistisch signifikanten Unterschieden sich nicht beriihren
oder sich mit einem Winkel >90° Uberschneiden. In diesen Boxplots wird der Gesamtmittelwert
der untersuchten Daten (grand mean) durch eine den gesamten Boxplot durchquerenden hori-
zontalen Linie angezeigt. Die Mediane mit dem 25.-75. Perzentilen-Bereich sind oberhalb der
entsprechenden Gruppen angegeben. Bei Vergleich zwischen mehreren kontinuierlichen Da-
tenmengen wurden multiple bivariate Analysen mit Berechnung des Spearman’s Korrelationsko-

effizienten durchgefiihrt. In den entsprechenden Tabellen ist dieser jeweils in der dritten Spalte
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angefihrt, illustriert durch horizontale Saulen, und die entsprechenden p Werte sind jeweils (von
links) in der vierten Spalte angezeigt. Ein Probabilitatswert p<0,05 wurde in allen verwendeten

Testverfahren als statistisch signifikant eingestuft.
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3 Ergebnisse

3.1 Aufbau eines TRBV Nachweis-Systems

3.1.1 RNA-Extraktions-Optimierung

Die Ribonukleinsaure RNA (ribonucleic acid) ist ein einzelstrangiges, multifunktionelles Molekdil,
welches einer hohen Abbaurate unterliegt. Um Untersuchungen auf RNA-Ebene durchzufihren,
muss die Isolierung der RNA schnellstmdglich erfolgen, um den Abbau der RNA durch Enzyme
(RNasen) mdoglichst gering zu halten. Die Isolierung von RNA aus Herzmuskelgewebe von
DCM-Patienten gestaltete sich auf Grund der Gewebebeschaffenheit, und auch infolge der rela-
tiv kleinen GewebegréRe von EMBs (ca. 3-5 mg Gewebe) als sehr schwierig, um daraus die
relativ geringe Expression von T-Zell-spezifischen Genen mittels konventioneller real-time RT-
PCR zu quantifizieren. Fur nachfolgende Analysen wie z.B. real-time RT-PCR ist eine mdglichst
hohe RNA-Ausbeute und eine gute RNA-Qualitat von entscheidender Bedeutung. Um dies zu
gewahrleisten, wurden mehrere RNA-Isolierungsmethoden ausgetestet. Zum einen wurden die
Phenol-Chloroform-Fallung und Isolierungen tber Tragermaterialien und eine Kombination von

beidem angewandt.
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Abb. 8: RNA-Konzentrationen von explantiertem Herzm  uskelgewebe nach verschiede-
nen RNA-Isolierungsmethoden. Nach der Isolation wurde die Konzentration (ange-
geben in ng/ul) der RNA am Nanodrop ND-1000 bestimmt.

Zur Austestung der besten Isolierungsmethode wurde Gewebe von explantierten Herzen einge-
setzt. Bei der Isolierung mittels Phenol-Chloroform-Fallung (Trizol®, Invitrogen GmbH, Karlsru-
he) erhalt man augenscheinlich die hochste RNA-Ausbeute (Abbildung 8) im Vergleich zu den

anderen Isolierungsmethoden. In Bezug auf die RNA-Reinheit schneidet diese Art der RNA-
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Isolierung mit einer Ratio,ggg0 VON 1,85 aber verhaltnismafig schlecht ab (Abbildung 9). Diese
Beobachtung ist vermutlich auf Verunreinigungen durch Phenole und Proteine aus der TRIZOL®
Lésung zuruckzufuhren. Um dieses Phanomen zu umgehen, wurde auf Systeme zugegriffen,
die auf Basis von Silika-Membranen fundieren. Es wurden zwei verschiedene Kits angewendet.
Das RNeasy Fibrous Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) ist fir besonders fibréses Gewe-
be wie Skelettmuskel, Herz oder Haut ausgelegt. Die Untersuchungen haben im Mittelwert die
geringste Ausbeute erbracht, da das Gewebe nie vollstandig lysiert werden konnte. Die Reinheit
liegt mit einer Ratiosgpng0 VON 2,06 im idealen Bereich und weist somit auf eine hohe RNA-
Qualitat hin.
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Abb. 9: RNA-Ratio OD 260nm/OD2gonm der verschiedenen RNA-Isolierungsmethoden aus
explantiertem Herzmuskelgewebe.

Die Anwendung des RNeasy Mini Kit (Qiagen) zur Isolierung erbrachte zwar eine bessere Aus-
beute, als das RNeasy Fibrous Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) (Abbildung 8), aber
auch bei dieser Isolierung war die Lyse des Gewebes nicht vollstdndig und es kam daher nicht
zu einer idealen RNA-Ausbeute. Mit einer Ratio.gngo VON 2,12 (Abbildung 9) erhielt man aber-
mals RNA von einer guten Qualitat.

Da mittels der Trizol® Methode eine gute Lyse des Herzmuskelgewebes erreicht werden konnte,
wurde wieder auf diese Art der RNA-Isolierung zurtickgegriffen. Um Verunreinigungen durch
Proteine und Phenol zu beseitigen, wurde nach der Trizol®-Isolierung eine anschlieBende
Aufreinigung durchgefuhrt. Zur Aufreinigung kamen Silika-Saulen (Qiagen, Hilden, Deutschland)
aber auch magnetische Kiigelchen (magnetic beads, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) zum
Einsatz. Die Kombination von Trizol und dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) zeigte sich mit einer
Ratiozeo080 VON 1,99 und einer guten RNA-Ausbeute als ein mdglicher Kandidat fur die routine-
maRige Anwendung. Neben dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) wurde ein spezielles
Aufreinigungskit (RNeasy MinElute Cleanup Kit, Qiagen) benutzt. Es zeigt eine gute Ratiozep2so
von 2,01 (Abbildung. 9), aber die Verluste bei der RNA Ausbeute sind relativ hoch (Abbil-
dung. 8).

Neben den Silika-Saulen von Qiagen wurde ein weiteres System zur Aufreinigung eingesetzt,
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dabei handelt es sich um das ChargeSwitch® Total RNA Cell Kit (Invitrogen), welches uber La-
dungsanderung die RNA an kleine magnetic beads bindet. Die Ladungsanderung erfolgt tiber
den pH-Wert, welcher Uber verschiedene Puffer verandert wird. In niedrigen pH-Bedingungen ist
die Oberflache der magnetic beads positiv geladen und bindet somit die negativ geladenen Nuk-
leinsauren. Proteine und andere Verunreinigungen binden nicht an den magnetic beads und
kénnen somit gut durch Waschen entfernt werden. Zur Elution der Nukleinséuren wird die Ober-
flachenladung durch eine Erhdéhung des pH auf 8,5 neutralisiert und die Nukleinsduren l6sen
sich von den magnetic beads. Von allen bisher angewendeten Methoden konnte so die héchste
Ausbeute (Abbildung 8) erzielt werden. Und auch die Ratiozeggp VOn 2,17 (Abbildung 9) spricht

fuir eine entsprechend gute RNA-Qualitét.

Aber nicht nur die Ausbeute und Ratiogg2s0 Spielten bei der Wahl der Isolierungsmethode eine
Rolle, sondern auch die Performance der Real-time PCR war von entscheidender Bedeutung.

Denn auch hier gab es Unterschiede zwischen den verschiedenen Isolierungsmethoden.
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Abb. 10: Vergleich der Ct-Werte aus explantierten H  erzmuskelproben nach verschiede-
nen RNA-Isolierungsmethoden. Die isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben
und anschlieBend in der real-time RT-PCR einige ausgesuchte Gene untersucht.

In Abbildung 10 ist der durchschnittliche Ct-Wert der verschiedenen Isolierungen an vier Bei-
spielgenen dargestellt. Insgesamt konnte bei allen angewandten Methoden ein Ct-Gewinn im
Vergleich zur Trizol®-Isolierung verzeichnet werden. Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass
man nach einer Trizol®-Isolierung die RNA aufreinigen sollte. Insgesamt verzeichnet die Kombi-
nation von Trizol® und ChargeSwitch® Total RNA Cell Kit (Invitrogen) den gréf3ten Ct-Gewinn,
was diese Kombination als einen mdglichen Kandidaten fur die routinemafige Anwendung préa-
destiniert. Unter Beriicksichtigung aller Kriterien wird fir die routinemafige Analyse der EMBs
die Isolierung mittels Trizol® und nachfolgender Aufreinigung mittels ChargeSwitch® Total RNA
Cell Kit (Invitrogen) angewendet, da diese Methode die gréfite Ausbeute, eine gute Ratio,ggso

sowie einen stabilen PCR-Lauf und somit reproduzierbare Ergebnisse aufwies.
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3.1.2 Entwicklung eines Real-time RT-PCR Systems zu m Nachweis des TCR

Fur die Expressionsanalyse der funktionellen TRBV des humanen und murinen T-
Zellrezeptor V(B mittels real-time RT-PCR sind keine etablierten Primer-/Sondensysteme erhalt-
lich. Daher wurden fir dieses Projekt TRBV-/TRBC-Primer-/Sonden-Systeme etabliert. Fir das
Design der Primer-/Sondensysteme der konstanten (TRBC) und der variablen Ketten (TRBVS)
des T-Zell-Rezeptors beta (TCR) wurden die Gensequenzen und die Nomenklatur des Internati-

onal Information System (IMGT: http://imgt.cines.fr/) verwendet. Das Design wurde unter An-

wendung der Primer Express Software (Version 2.0; Applied Biosystems) nach Applied Biosys-
tems Richtlinien vorgenommen. Die TRBC Primer umfassten TRBC1 und TRBC2 auf den
homologen Sequenzabschnitten. Dieser TRBC-Assay wurde neben den housekeeping Genen
als interne Kontrolle fir den TCR verwendet. Das Design des TRBV Genexpressionsassay Sys-
tems wurde so gestaltet, dass ein TRBV-familienspezifischer Vorwartsprimer gegen eine ge-
meinsame Sonde und einen gemeinsamen Rickwartsprimer auf dem TRBC gewahlt wurde.
Sequenzhomologien der letztlich eingesetzten TRBV Primer wurden mittels multiplem alignment
unter Einsatz der ClustalX Software (Version 1.83; University StraBburg, Frankreich) ausge-
schlossen (167). Im Fall der TRBV5, 6 und 7 wurden wobbled Vorwértsprimer gewahlt, um die
wenigen Basendifferenzen der entsprechenden Allele bei vertretbarer resultierender
Amplikonlange (bis zu ca. 250 Basen) zu umfassen. Die FAM-markierten Fluoreszenzsonden
wurden als minor groove binder (MGB) hergestellt, was eine hdhere Sensitivitat der real-time
RT-PCR ermdglicht. Die Genexpressionsassays fir HPRT-CCM, IL-10, IFNy, transforming
growth factor beta (TGFB), FoxP3, T-bet, GATA3, Granzyme A, Granzyme B, Granulysin und
Perforin wurden unter Verwendung der Oligo 4.1 Software (Molecular Biology Insights, Cascade,
USA) auf der Basis der vom National Center for Biotechnology Information (NCBI) publizierten

Sequenzen designt.
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Die selbstentworfenen gene assays sind Intron-tberspannend entwickelt worden. Hinsichtlich

aller eingesetzten Genexpressionsassays wurden Kreuzreaktivitdten mit genomischer DNA in
Vorversuchen ausgeschlossen (Abbildung 11).

Amplification Plot

Amplification Plot
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x| Threshold| 0.20
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Abb. 11: Ausschluss einer DNA-Kreuzreaktivitat der TRBV-/TRBC Primer-
/Sondensysteme. Durch das Intron-Uberspannende Design der TRBV-/TRBC-Primer

wurde eine Kreuzreaktion der Primer mit genomischer DNA ausgeschlossen. Darstel-
lung des Amplifikations-Blot der real-time RT-PCR.
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Die Spezifitat der selbstentworfenen TRBV gene assays wurde an verschiedenen Lymphom-
Zelllinien (die cDNA wurde freundlicherweise von PD Dr. Michael Hummel, Pathologie zur Ver-
fiigung gestellt) ausgetestet. Bei diesen Lymphom-Zelllinien sind monoklonale TRBV-
Umlagerungen (rearrangements) bekannt. Die Umlagerungen der Lymphom-Zelllinien wurden
zuvor in dem Institut fir Pathologie mittels BIOMED-2 Analysen bestimmt.

Die cDNA der Zelllinien mit bekannten Umlagerungen wurde in die real time RT-PCR einge-
bracht und die Spezifitat der entsprechenden Primer untersucht. Es wurden die Zelllinien Jurkat
(Abbildung 12A) mit der spezifischen Umlagerung TRBV12 und PEER (Abbildung 12B) mit der
spezifischen Umlagerung TRBV4 untersucht. Zum einen wurde die cDNA direkt und weiterhin
wurde die cDNA der Zelllinien auch mit cDNA von PBMCs in Vermischungsverhaltnissen von
50% bis 0,78% untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Primer spezifisch fir die entsprechenden
TRBVs sind.
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Abb. 12: Untersuchungen zur Spezifitdt der TRBV-Pri  mersysteme an Lymphomzelllinien
A: Vermischungsversuch an der Zelllinie Jurkat mit der spezifischen Umlagerung
TRBV12. B: Vermischungsversuch an der Zelllinie PEER mit der spezifischen Umla-
gerung TRBVA4. In beiden Darstellungen ist jeweils der Ct-Wert abgebildet

In Abbildung 13 ist eine genauere Darstellung der RT-PCR-Ergebnisse der beiden untersuchten
Zelllinien zu sehen. Dabei ist deutlich zu erkennen, dass der Ct-Wert mit zunehmender Vermi-
schung mit PBMC cDNA deutlich abnimmt. Im Mittel um ungefahr einen Ct je Verdinnungsstu-
fe. In den niedrigen Vermischungsstufen nimmt dies jedoch ab, da die Zelllinien nur noch in sehr
geringen Anteilen vorkommen und in dem Fall hauptséachlich der TRBV der PBMCs nachgewie-

sen wird.
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Peer 3,125% mPeer 1,5625% m Peer 0,78% mK2 100%

Abb. 13: Untersuchungen zur Spezifitdét der TRBV-Pri  mersysteme an Lymphomzelllinien
A: Vermischungsversuch an der Zelllinie Jurkat mit der spezifischen Umlagerung
TRBV12. B: Vermischungsversuch an der Zelllinie PEER mit der spezifischen Umla-
gerung TRBVA4. In beiden Darstellungen ist jeweils der Ct-Wert abgebildet

Besonders deutlich wird dieses Phdnomen, wenn man sich die Expressionswerte der spezifi-
schen Umlagerung in Bezug auf das housekeeping Gen HPRT und die interne Kontrolle TRBC
betrachtet (Abbildung 14). Dabei ist zu erkennen, dass die Expression des entsprechenden
TRBV bei den Zelllinien mit jeder Verdinnungsstufe sich der TRBV-Expression der PBMCs
angleicht. Die spezifische Umlagerung in den Zelllinien ist aber trotzdem deutlich Gber dem
PBMC Hintergrund nachzuweisen.
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Abb. 14: Darstellung der Expression in Bezug auf da
mischungsversuche an Zelllinien
A: Vermischung Zelllinie Jurkat, Expression in Bezug auf HPRT
B: Vermischung Zelllinie Jurkat, Expression in Bezug auf TRBC
C: Vermischung Zelllinie PEER, Expression in Bezug auf HPRT
D: Vermischung Zelllinie PEER, Expression in Bezug auf TRBC

s house keeping Gen der Ver-

Neben der Spezifitat der Primer wurde auch deren Effizienz in der PCR bestimmt. Die PCR-
Effizienz spielt eine wichtige Rolle fur real-time RT-PCR Analysen. In einer perfekten PCR-
Amplifikation wirden idealerweise in jedem Zyklus die genspezifischen Amplikons verdoppelt,
was in einer PCR Effizienz von E=1=100% resultieren wirde. In der Regel liegt aber die PCR-
Effizienz von gene assays zwischen 0,65 und 0,9. Die PCR-Effizienz kann auf verschiedene
Weisen bestimmt werden. Zum einen wurde cDNA von gepoolten PBMCs 1:4, 1:16, 1:32, 1:64,
1:256, 1:512 and 1:1024 verdinnt und die Effizienz dann mittels folgender Formel: -1+10(-
1/Steigung) anhand einer Standardkurve bestimmt (Abbildung 15). Neben dieser Art der Effizi-
enzbestimmung wurde auch die Effizienz direkt aus der real-time RT-PCR Reaktion bestimmt.
Dafur wurde das Programm LinRegPCR (Version 7.2, (176)) und dessen zu Grunde liegende

Berechnung verwendet.
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Abb. 15; Bestimmung der PCR Effizienz der TRBV/TRBC gene assays. Vergleich der
computer gestiitzten PCR-Effizienz Bestimmung und der Standardkurvenbestimmung
an praamplifizierter und direkter cDNA von PBMCs.
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In Abbildung 15 sind diese beiden Methoden miteinander vergleichend dargestellt. Dabei ist
ersichtlich, dass die Effizienz der TRBV-/TRBC-gene assays an cDNA von PBMCs zwischen
0,67 und 1,07 und an cDNA von EMBs zwischen 0,66 und 1,01 liegt. AuBerdem gibt es zwi-
schen den beiden Methoden zur Bestimmung der Effizienz bis auf einige Ausnahmen keine
nennenswerten Unterschiede. Daraus ergibt sich, dass die PCR Effizienz der selbst entwickelten
humanen TRBV-/TRBC-gene assays im Bereich herkdmmlicher, auch kommerziell erhaltlicher

gene assays liegt.

AbschlieRend konnte gezeigt werden, dass das selbstentwickelte TRBV-Primer/Sonden-System
spezifisch fur die TRBVs ist und auch keine Kreuzreaktivitditen mit genomischer DNA auftreten.

Weiterhin liegt auch die PCR-Effizienz Gberwiegend in den allgemein anerkannten Grenzen.

3.1.3 Entwicklung von Praamplifikationsmethoden zum Nachweis des TCR

Die real-time RT-PCR ist ein sensitives, prézises und reproduzierbares Werkzeug zur Bestim-
mung von Genexpressionen in Geweben. Allerdings sind die RNA-Mengen extrahierbar aus
Endomyokardbiopsien gering und limitieren dadurch die Anzahl der zu untersuchenden Zielgene
durch real-time RT-PCR. Praamplifikationstechniken (PreAmp) erhdhen mdglicherweise die
Sensitivitat der real-time RT-PCR speziell fur gering vorkommende Gene und kdnnen somit
substantiell hohere cDNA Mengen hervorbringen, die es erlauben die Anzahl zu analysierender
Gene zu erweitern.

Sowohl die Aufrechterhaltung von Expressionsprofilen als auch eine breite Anwendbarkeit auf
viele Zielgene ist ein weiterer vorteilhafter Aspekt von PreAmp Verfahren. Hier wurde der
Tagman® PreAmp Master Mix Technik (T-PreAmp) angewandt und mit einer sequenzspezifi-
schen reversen Transkription (SSRT), welche von einem multiplex PreAmp Schritt gefolgt wird,
in Anlehnung an die Strategie von Peixoto et. al. (170) verglichen.

Zur Etablierung der Methode wurde vendses Blut (jeweils 3 ml) von 5 freiwilligen ménnlichen
Spendern in Vacutainer® EDTA GefalRen (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) abge-
nommen. Innerhalb von 10 Minuten wurden die peripheren Blutmonozyten (PBMCs) unter Ver-
wendung des Ficoll® Gradienten mittels LSM 1077 (PAA, Pasching, Deutschland) getrennt. Die
RNA wurde aus PBMCs nach Lyse in RLT® Puffer (Qiagen, Hilden, Deutschland) unter Einsatz
des Rneasy® Silikaharz-Saulen-Systems (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert. Die RNA von
PBMCs wurde fiur real-time RT-PCR Zwecke vor der reversen Transkription zu cDNA auf eine
Konzentration von 25 ng/ul adjustiert. Nach der reversen Transkription (RT) unter Anwendung
des high capacity cDNA archive® Kits (Applied Biosystems/ABI, Darmstadt, Deutschland) wurde
die komplentdre DNA (cDNA) der PBMCs auf 1:50 verdinnt, um auf vergleichbare Expressi-
onsniveaus wie die nicht-verdiinnte cDNA aus EMBs zu gelangen. Fir die Etablierungsarbeiten
der Praamplifikationsverfahren der real-time RT-PCR wurde die cDNA dieser 5 Probanden
gepoolt, um die interindividuellen Genexpressionsunterschiede bei dem methodischen Etablie-

rungsschritt gering zu halten.
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Weiterhin wurden EMBs von n=36 DCM Patienten (8/22% Frauen; Alter: 38.2+12,7 Jahre;
LVEF: 37,7+17,4%) fir die methodische Etablierung und Bestimmung der
Praamplifikationsleistung des Verfahrens auf der Basis des Tagman® Preamplification Master
Mix Kits (T-PreAmp) verwendet. Infolge der fir diese umfassenden methodischen Untersuchun-
gen limitierten cDNA Mengen wurden jeweils 9-10 gruppenweise Untersuchungen an jeweils 4
EMBs mit 9-10 Zielgenen durchgefiihrt. Im Rahmen der Etablierungsuntersuchungen mit der
sequenzspezifischen reversen Transkription mit jeweils nested Primern (SSRT-PreAmp) wurden
EMBs von 4 weiteren Patienten (alle mannlich, Alter: 41,2+5,6 Jahre, LVEF: 35,1+9,1%) einge-

setzt.

3.1.3.1 Expression von HPRT und CDKN1B in Donorherz en und explantierten DCM Her-

zen

Der Einsatz von HPRT als housekeeping Gen ist fir viele Gewebsarten gut dokumentiert und
anerkannt. Die enge Assoziation zwischen den Ct-Werten von HPRT-CCM und CDKN1B sowie
die gleichsam differentielle Expression von Genen in Bezug auf HPRT-CCM und CDKN1B in
EMBs von Patienten mit DCM versus DCMi sind mit einer méglichen Relevanz von CDKN1B als
housekeeping Gen vereinbar. Um diese Frage zu beantworten, wurden die Ct-Werte von HPRT
(HPRT-ABI und HPRT-CCM) und CDKN1B durch direkte real-time RT-PCR an Herzmuskelge-
webe von jeweils 5 explantierten Herzen von gesunden Spendern und 5 terminal insuffizienten,

explantierten DCM-Herzen ermittelt.
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Abb. 16: Vergleich von HPRT-ABI, HPRT-CCM und CDKN1 B an adjustierter RNA aus
Donor- und explantierten DCM-Herzen. Ct-Werte von HPRT-ABI, HPRT-CCM und
CDKN1B in 5 Donorherzen (Balken links) und in 5 terminal insuffizienten, explantier-
ten DCM-Herzen (rechte Balken). Die RNA wurde bei allen Geweben vor der cDNA
Umschreibung auf 50 ng/ul gleichsam eingestellt. MW: Mittelwert. SD: Standardab-
weichung.

Fur die Untersuchungen wurde eine RNA-Ausgangskonzentration von 50 ng/pl vor der cDNA-

Umschreibung adjustiert. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der Ct-Werte von
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HPRT-ABI, HPRT-CCM und CDKN1B in Donor- und in DCM-Herzen (Abbildung 16). Es kann
davon ausgegangen werden, dass CDKN1B nicht in DCM Herzen reguliert wird und somit die

Funktion als weiteres housekeeping Gen neben HPRT Ubernehmen kann.

3.1.3.2 Praamplifizierte real-time RT-PCR - T-PreAm p

Obwohl die Ct-Werte von dem Genexpressionsassay HPRT-CCM und dem Applied Biosystems
inventarisierten Tagman® Genexpressionsassay HPRT-ABI in initialen Versuchen an cDNA von
PBMCs und EMBs in konventioneller, direkter real-time RT-PCR lediglich eine Differenz von 0,3
Ct aufzeigten, ergaben sich entscheidende Unterschiede in der T-PreAmp-Uniformitat dieser
beiden Genexpressionsassays. Im Fall von HPRT-CCM betrug der Ct-Gewinn 7,2 Ct-Werte
(Abbildung 17, blaue Balken), wohingegen HPRT-ABI nach der T-PreAmp nur einen Ct-Gewinn

von 4,9 Ct-Werten erreichte.

8.18

8 4 7.62
7.20 7.18 7.22 7:46

6.34
4.99

4.87 502 491

Ct-Gewinn

HPRT CCM Ct Gewinn HPRT ABI Ct Gewinn

B PBMC original mPBMC 1:4 O PBMC 1:16 o PBMC 1:32 O PBMC 1:64
@PBMC 1:256 ®mPBMC 1:512 OPBMC 1:1024 = Mittelwert + SD

Abb. 17: Vergleich des Ct-Gewinns an HPRT-CCM und H PRT-ABI nach Praamplifikation
(T-PreAmp) an PBMCs. Die blauen Balken stellen den Ct-Gewinn an unverdinnter
PBMC cDNA dar.

Dies flihrte zu einer Verschiebung der T-PreAmp-Uniformitat bezogen auf CDKN1B von 0,82 fiir
HPRT-CCM zu 3,14 fur HPRT-ABI (Abbildung 18B, blaue Balken). Die empfohlenen PreAmp-
Uniformitatswerte sollten zwischen -1,5 und +1,5 liegen. Angesichts der schlechteren Leistung
von HPRT-ABI in der T-PreAmp wurde fir die weiteren Untersuchungen nur noch HPRT-CCM

neben CDKN1B als housekeeping Gen verwendet.
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Abb. 18: PCR Effizienz und PreAmp Uniformitdt an PB MCs mittels T-PreAmp. A : Ver-
gleich der PCR Effizienz von ausgewdahlten Genen kalkuliert an PBMC cDNA
(25 ng/pl) und 7 weiteren Verdiinnungsstufen (bis 1:1024) durch direkte (cDNA) und
T-PreAmp real-time RT-PCR (T-PreAmp). Tagman® ABI inventarisierte gene assays
sind durch rote Balken, selbst entwickelte Gene durch blaue Balken dargestellt. B:
PreAmp Uniformitat der untersuchten Kandidatengene an 7 Verdiinnungsstufen von
original PBMC cDNA (25 ng/ul) (1) bis 1:1024, Die roten Balken indizieren den Mit-
telwert + SD der 8 Reaktionen pro Gen.

In der direkten real-time RT-PCR von der gepoolten PBMCs cDNA 8 gesunder Spender
(25 ng/pl;  1:50 verdiinnt) ergab sich ein  mittlerer Ct-Wert der untersuchten
Genexpressionsassays von 31,28+3,47 (Bereich: 24,75 bis 38,93), und in der T-PreAmp cDNA
ein mittlerer Ct-Wert von 23,91+3,46 (Bereich: 16,92 bis 31,85) (Abbildung 19). Die T-PreAmp
erzielte einen mittleren Ct-Gewinn von 7,37+0,51 Zyklen (Bereich: 6,35 bis 8,90) an den unter-
suchten gene assays (siehe Anhang S. IV, Abbildung 1). Das entspricht einem p-Wert von p <
0,0001 im Vergleich zu den Ct-Werten, die mittels konventioneller real-time RT-PCR erreicht
wurden. CD56 wurde von diesen Analysen ausgeschlossen, da die T-PreAmp Uniformitat mit
3,63 in Bezug auf CDKN1B (Abbildung 18B) und 2,82 in Bezug auf HPRT-CCM nicht die vorge-

gebenen Grenzwerte einhielt.
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Weder in der direkten noch in der T-PreAmp cDNA der PMCs gab es eine nachweisbare Ex-
pression der Gene IL-5, IL-10, IL17, IL27, IFNB, CYR61, CXCL14, CX3CL1, APN, GRAIL, Kol-
lagen |, Il und IV, Laminin, MMP3, TIMP4, GDF15 und CD62E (Abbildung 19). Die mittlere T-
PreAmp Uniformitat der untersuchten Genexpressionsassays in PBMCs (exklusive CD56) in
Bezug auf CDKN1B betrug 0,24+0,50 (Bereich -1,26 bis 1,29), und in Bezug auf HPRT-CCM
betrug die Uniformitat 0,39+0,54 (Bereich -1,06 bis 1,49) (Abbildung 20). Es gab keinen signifi-
kanten Unterschied zwischen den selbst entwickelten (mittlerer Ct-Gewinn: 7,46+0,49 Zyklen, T-
PreAmp Uniformitat bezogen auf CDKN1B 0,23+0,47, respektive auf HPRT-CCM 0,34+0,56)
und den Applied Biosystems inventarisierten Tagman® Genexpressionsassays (mittlerer Ct-
Gewinn: 7,38+0,53 Zyklen, T-PreAmp Uniformitat bezogen auf CDKN1B 0,25+0,53 und bezogen
auf HPRT-CCM 0,45+0,52; unter Ausschluss von CD56; p>0,05). Auf der Basis des von
Canales et al. publizierten Grenzwert-Ct-Werts fur geringe Expressionsbereiche (177), zeigten
13/78 (17%) der Zielgene Ct-Werte >35 in der direkten real-time RT-PCR. Diese Unterschei-
dung hat keinen Einfluss auf die T-PreAmp Uniformitat, ob die Genexpressionsassays in der
direkten real-time RT-PCR Ct-Werte <35 (CDKN1B: 0,2740,43; HPRT-CCM: 0,45+0,46) oder
=35 (CDKN1B: 0,05+0,78; HPRT-CCM: 0,17+0,86) aufzeigten.

Angesichts der disproportionalen T-PreAmp Uniformitaten von HPRT-CCM und HPRT-ABI, trotz
der vergleichbaren Ct-Werte in der direkten / konventionellen real-time RT-PCR, ist anzuneh-
men, dass die PCR-Effizienz fir die T-PreAmp Uniformitéat eine entscheidende Rolle spielt. Der
Vergleich von zwei Genexpressionsassays (HPRT-ABI und CD56), die eine schlechte T-PreAmp
Uniformitat aufzeigen, mit ausgesuchten Kandidaten Genexpressionsassays (selbst entwickelte
und Applied Biosystems inventarisierte Tagman® Genexpressionsassays: HPRT-CCM, CD3d,
CD3z, TRBC, TRBV19, TRBV29, NFATC3 und av5p1), deren T-PreAmp Uniformitat zwischen -
1,5 und 1,5 liegen, lber serielle Verdiinnungen von PBMC cDNA zeigt eine nicht signifikante
Tendenz fur eine erhdhte PCR-Effizienz bei der T-PreAmp gegeniiber der konventionellen real-
time RT-PCR (0,92+0,04 versus 0,89+0,05 unter Ausschluss von CD56) (Abbildung 18A). Das
galt auch fir HPRT-ABI. Die PreAmp Uniformitaten dieser Genexpressionsassays mit Ausnah-
me von CD56 blieben iber die seriellen Verdiinnungen vergleichbar erhalten (Abbildung 18B).
CD56 hingegen zeigte bei der T-PreAmp eine wesentlich erniedrigte PCR-Effizienz im Vergleich
zur konventionellen real-time RT-PCR. Die PCR-Effizienz betrug bei der T-PreAmp 0,62, wohin-
gegen die PCR-Effizienz ohne T-PreAmp 1,03 betrug (Abbildung 18A) ist. Ferner war eine gra-
duell ansteigende Uniformitat tber die seriellen Verdiinnungsstufen bis hin zu 8,37 bei der Ver-
dinnungsstufe 1:512 zu beobachten (Abbildung 18B). Bei der Verdinnungsstufe 1:1024 zeigte

sich keine Expression.
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Abb. 20: T-PreAmp Praamplifikationsuniformitat an P BMCs. Die Uniformitat in Bezug auf
HPRT-CCM wird durch die roten Balken, die Uniformitat in Bezug auf CDKN1B durch
die blauen Balken dargestellt. Der turkise und orange Balken zeigen den PreAmp
Uniformitat Mittelwert + SD von allen gene assays. Die mittlere T-PreAmp Uniformitat
der untersuchten Genexpressionsassays in PBMCs (exklusive CD56) in Bezug auf
CDKN1B betrug 0,24+0,50 (Bereich -1,26 bis 1,29) (rote Balken), und in Bezug auf
HPRT-CCM betrug die Uniformitat 0,39+0,54 (Bereich -1,06 bis 1,49) (blaue Balken).
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Nachdem gezeigt wurde, dass das System stabil an cDNA von PBMCs funktioniert, wurden die
Analysen an cDNA von EMBs fortgefiihrt. Dabei resultierte die T-PreAmp an cDNA aus EMBs in
einem mittleren Ct-Gewinn von 6,86 + 0,13 Ct (Bereich: 6,65 bis 7,07) fur CDKN1B und
7,16 £ 0,14 Ct (Bereich: 6,91 bis 7,39) fir HPRT-CCM. Die mittlere T-PreAmp Uniformitat von
HPRT-CCM in Bezug auf CDKN1B liegt mit -0,30 + 0,05 (Bereich: -0,37 bis -0,21) innerhalb der
vorgegebenen Uniformitatsgrenzen und nahe dem Idealwert 0. Hinsichtlich der sonstigen unter-
suchten Genexpressionsassays (exklusive CD56) wurde bei der T-PreAmp ein mittlerer Ct-
Gewinn von 7,24 + 0,33 Ct-Werte (Bereich: 6,31 bis 7,84) erzielt (Siehe Anhang S.V, Abbil-
dung 2). Das CD56 Genexpressionsassay zeigte unter denselben Reaktionsbedingungen nur
einen mittleren Ct-Gewinn von 3,37 + 0,09. Unter Ausschluss von CD56 betrug die T-PreAmp
Uniformitéat der untersuchten Genexpressionsassays in Bezug auf CDKN1B (Siehe Anhang
S: VI, Abbildung 3) -0,38 £ 0,33 (Bereich: -1,01 bis 0,59), und in Bezug auf HPRT-CCM auf -
0,08 + 0,33 (Bereich: -0,70 bis 0,88) (Siehe Anhang S. VII, Abbildung 4).

Wie schon bei der cDNA aus PBMCs gab es auch bei der cDNA von EMBs keine signifikanten
Unterschiede zwischen den selbst entwickelten (mittlerer Ct-Gewinn: 7,3 £ 0,27; T-PreAmp Uni-
formitat bezogen auf CDKN1B: -0,42 + 0,29; bezogen auf HPRT-CCM: -0,17 + 0,30) und den
Applied Biosystems inventarisierten Tagman® Genexpressionsassays (mittlerer Ct-Gewinn:
7,20 £ 0,36; T-PreAmp Uniformitat bezogen auf CDKN1B: -0,36 +0,36; bezogen auf HPRT-
CCM: -0,06 £ 0,36). Unter Bericksichtigung des Grenzwert-Ct-Werts fir niedrige Expressions-
niveaus (177) zeigten 48/337 (14%) Genexpressionsbestimmungen der Zielgene in der direkten
real-time RT-PCR Ct-Werte von 235. Aus dieser Unterscheidung resultierte erneut kein signifi-
kanter Unterschied: bezogen auf CDKN1B: Ct<35: -0,33 £ 0,6; Ct>35: -0,4 + 0,34; bezogen auf
HPRT-CCM: Ct<35: -0,03 £+ 0,6; Ct>35: -0,1 + 0,35).

Fur die Intra-Assay-Varianz Bestimmung wurde die cDNA einer EMB 5 Mal praampilifiziert und
die Expression der Zielgene bestimmt. Die Intra-Assay-Varianz der untersuchten Gene liegt
unter 0,5 Ct Werte (Abbildung 21). Der mittlere Intra-Assay Varianzkoeffizienten betrug
0,85 + 0,44% (Bereich: 0,19 bis 2,58) unter Einbeziehung von CD56, welches hinsichtlich des
Intra-Assay CV nicht anders funktionierte als die restlichen Genexpressionsassays (Siehe An-
hang S. VIII, Abbildung 5). Applied Biosystems inventarisierte Genexpressionsassays wiesen
insgesamt einen niedrigeren Intra-Assay CV (0,77 + 0,45%) als die selbst entwickelten
Genexpressionsassays (0,98 + 0,41%; p=0,0274) auf.
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Abb. 21: Intra-Assay Varianz des T-PreAmp Verfahren
Gewinn aus 5 unterschiedlichen T-PreAmp Reaktionen aus der cDNA der
identischen EMBs (markiert durch 5 verschiedene Farben).

s an cDNA von EMBs.
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Zur Bestimmung der Inter-Assay-Varianz wurden parallel 4 EMBs praamplifiziert und der Ct-
Gewinn miteinander verglichen. Dabei zeigte sich, dass eine Uberwiegend gleichmaRige
Praamplifikation der Zielgene stattfindet, wobei die Inter-Assay-Varianz der 4 EMBs unter 0,5 Ct-
Werte liegt (Siehe Anhang S. IX, Abbildung 6). Die daraus resultierenden Varianzkoeffizienten
(CV: coefficient of variation) liegen bei 1,89 + 0,48% (Bereich: 0,75 bis 3,39%) (Siehe Anhang
S. X, Abbildung 7) In dieser Analyse ist CD56 mit einbezogen, weil dieses Genexpressionsassay
in dieser Hinsicht nicht von den anderen Genexpressionsassays abweicht. Im Vergleich zu den
selbstentwickelten Genexpressionsassays (1,74 + 0,46%) zeigen die Applied Biosystems inven-
tarisierten Tagman® Genexpressionsassays einen hodheren Inter-Assay-CV (1,99 + 0,46%,
p=0,0135). Fir die Gene TRBV7, 10, 14, 15, 16, 24, 25, 27, 28, IL2, IL5, IL10, IFN( und APN
wurde nicht in allen EMBs, weder in der direkten noch der T-PreAmp real-time RT-PCR eine

Expression nachgewiesen (Siehe Anhang S. V, Abbildung 2).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass diese Methode zur Voramplifikation von cDNA aus
PBMCs und EMBs bis auf einige Ausnahmen sehr gut funktioniert und eine einheitliche Unifor-
mitat erreicht wird. AuRerdem liegen die Varianzkoeffizienten innerhalb vorgegebener Parameter

und auch die PCR-Effizienz liegt in akzeptablen Bereichen.

3.1.3.3 Praamplifizierte real-time RT-PCR - SSRT-Pr eAmp (Sequenzspezifische reverse

Transkription gefolgt von einer Multiplex PreAmp)

Vergleichend zur T-PreAmp wurde eine selbstentwickelte Methode zur Praamplifikation nach
Peixoto et. al. (170) an cDNA von PBMCs und EMBs ausgetestet. Unter Anwendung der SSRT-
PreAmp-Methode mit HPRT-CCM als housekeeping Gen wurden parallel 7 selbst entwickelte T-
Zell-verwandte Genexpressionsassays untersucht. Diese zeigten einen mittleren Ct-Gewinn von
9,26+1,94 (Bereich: 7,09 bis 11,9) Zyklen an cDNA von PBMCs (Abbildung 22).
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Abb. 22: Ct-Gewinn durch SSRT-PreAmp an cDNA von PB  MCs. Der tirkise Balken stellt
den Mittelwert + SD des Ct-Gewinn der untersuchten gene assays dar.
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Die gemessenen Ct-Werte in der direkten real-time RT-PCR betrugen 29,99+3,84 (Bereich:
24,18 bis 37,36) und in der SSRT-PreAmp 20,73+3,81 (Bereich: 16,40 bis 28,53), was einem
p<0,0001 entspricht (Abbildung 23).

CD3z IFNg FoxP3 T-bet GATA3 Granulysin Perforin HPRT-CCM Mi  ttelwert +

SD
m Ct cDNA m Ct PreAmp

Abb. 23: Vergleich der Ct-Werte mit und ohne SSRT-P  reAmp. Der tirkise Balken zeigt den
Mittelwert + SD der Ct-Werte der direkten real-time RT-PCR und der orange Balken
zeigt den Mittelwert + SD der Ct-Werte der T-PreAmp von allen gene assays an.

Die mittlere SSRT-PreAmp Uniformitat der untersuchten Genexpressionsassays in Bezug auf
HPRT-CCM betrug -2,49 +2,04 (Bereich: -4,81 bis 0) (Abbildung 24). Dies war signifikant
(p<0,0001) niedriger im Vergleich zur T-PreAmp Uniformitat. Nur die Genexpressionsassays

FoxP3, GATA3 und Granulysin lagen in den vorgegebenen Uniformitatsgrenzen von -1,5 bis 1,5.

CD3z

IFNg
FoxP3
T-bet
GATA3
Granulysin
Perforin

PreAmp Uniformitat
N

249 2.04

470
7

Abb. 24: SSRT-PreAmp Uniformitdt an PBMCs. Die blauen Balken zeigen die PreAmp Uni-
formitaten der Zielgene an. Der tiurkisfarbene Balken zeigt den Mittelwert + SD aller
Bestimmungen an.

Unter Einsatz der SSRT-PreAmp wurde an RNA aus EMBs ein mittlerer Ct-Gewinn von
9,76 + 2,45 erzielt (Bereich: 6,34 bis 13,32 Zyklen) (Siehe Anhang S.XI, Abbildung 8A) In einer
EMB konnte keine IFNy Expression weder in der direkten noch in der SSRT PreAmp real-time

RT-PCR nachgewiesen werden.
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Die mittlere Uniformitat der SSRT-PreAmp an EMBs bezogen auf HPRT-CCM betrug -
3,26 + 2,22 (Bereich: -6,27 bis -0,65) (Siehe Anhang S.XIAbbildung 9). Dies war signifikant nied-
riger (p<0,0001) im Vergleich zu den T-PreAmp Ergebnissen. Wie schon bei den PBMCs lagen
die PreAmp Uniformitatswerte von FoxP3, GATA3 und Granulysin innerhalb der vorgegebenen
Uniformitatsgrenzen. Der mittlere Inter-assay CV betrug 5,38 + 2,06% (Siehe Anhang S.XI, Ab-
bildung 8B) und war im Vergleich zur T-PreAmp signifikant héher (p=0,01). Der Intra-Assay CV
aus 5 SSRT-PreAmp Praamplifikationen aus der RNA einer EMB betrug 1,47 + 0,74 und war
somit vergleichbar mit den T-PreAmp Werten (Siehe Anhang S.XIl, Abbildung 10).

Obwohl die Varianzkoeffizienten der SSRT nicht von denen der T-PreAmp abweichen, aber die
Uniformitaten nicht die vorgebenen Grenzen von -1,5 — 1,5 einhalt, wird im Weiteren von dieser
Anwendung Abstand genommen und nur noch die T-PreAmp angewendet. Denn fir diese Me-
thode konnte gezeigt werden, dass die Uniformitat eingehalten wird und das nicht nur fir die
kommerziell erhdltlichen gene assays, sondern auch fir das selbst entwickelte TRBV-
Primer/Sonden-System. Es zeigen sich keine Unterschiede weder beim Inter- noch beim Intra-
Assay-Varianzkoeffizienten zwischen dem selbst entwickelten TRBV-Primer/Sonden-System
und den kommerziellen gene assays, was fir die Stabilitat der T-PreAmp Methode, aber auch

fur die selbst entworfenen Primersysteme spricht.
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3.1.4 Differentielle Genexpressionsanalysen mittels T-PreAmp real-time RT-PCR

in EMBs von Patienten mit immunhistologischem Nachw eis einer DCMi

Angesichts der stabilen Praamplifikationsleistungen, sowie der ungleich grél3eren Anzahl von
Genexpressionsassays, die mittels T-PreAmp im Vergleich zu der SSRT-PreAmp Methode un-
ter Einsatz geringer RNA-Mengen durchgefuhrt werden kénnen, wurde eine erste Durchfihrung
einer T-PreAmp real-time RT-PCR Bestimmung an EMBs von 20 Patienten angestrebt. Bei der
Halfte dieser Patienten war eine DCMi immunhistologisch bestéatigt worden. Dabei zeigten 30
der 92 (32%) untersuchten Zielgene in diesem Vergleich eine differentielle Expression (p<0,05)
auf. Dieselben Zielgene mit signifikant (p<0,05) unterschiedlicher Expression, normalisiert auf
das housekeeping Gen HPRT-CCM (Tabelle 6), zeigten auch in der Quantifizierung in Bezug
auf das Praamplifikations-Referenzgen CDKN1B gleichsinnig signifikante Expressionsunter-
schiede auf (Siehe Anhang S. XllI, Tabelle 1).

Die kompletten Tabellen mit allen berechneten Expressionen, unter Einbeziehung auch der nicht
differenziell regulierten Gene, kénnen dem Anhang (S. XIV, Tabelle 2 und S. XVII, Tabelle 3)
entnommen werden. Von Interesse war auch die Beobachtung, dass die Expressionen von
HPRT-CCM und CDKN1B aufeinander bezogen sich nicht zwischen den EMBs von Patienten
mit immunhistologisch gesicherter DCMi versus DCM (keine immunhistologisch fassbare DCMi)
unterschieden, woraus eine fehlende Genexpressionsregulation nicht nur des bekannten
housekeeping Gens HPRT, sondern auch von CDKN1B in dieser Konstellation geschlussfolgert
werden kann. Daher sind auch diese nicht-signifikant unterschiedlichen Expressionen auch in

den entsprechenden Tabellen angefiihrt.

Bis auf CXCL14 (MIP-2y), Adiponectin (APN) und tissue factor (TF) ist die Genexpression aller
30 regulierten Gene in DCMi-Patienten signifikant erhéht. Eben genannte Gene zeigten bei
DCMi-Patienten eine signifikant erniedrigte Expression im Vergleich zu DCM-Patienten ohne

immunhistologischen DCMi-Nachweis.
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Tab. 6: Differentielle Genexpressionsanalysen in EM  Bs von Patienten mit immunhisto-
logisch gesicherter DCMi mittels T-PreAmp real-time RT-PCR, normalisiert auf
das housekeeping Gen HPRT

Gen DCM DCMi p Wert
CDKN1B 3.12755+1.57223 3.73352+1.68606 n.s.

Cbh3d 0,014163+0,008761 0,045395+0,015252 <0,0001
CD3z 0,043139+0,010119 0,060631+0,007718 0,0023
TRBC 0,015027+0,010150 0,027622+0,010532 0,0098
TRBV2 0,001487+0,001300 0,004503+0,002881 0,0053
TRBV4 0,001501+0,001432 0,005441+0,003850 0,0047
TRBV6 0,002926+0,002154 0,005478+0,002562 0,0307
TRBV10 0,000186+0,000127 0,000905+0,000967 0,0245
TRBV20 0,003935+0,003140 0,019818+0,018318 0,0105
TRBV23 0,000408+0,000269 0,006402+0,008324 0,0270
TRBV24 0,000282+0,000265 0,004754+0,006232 0,0075
TRBV29 0,001302+0,001168 0,002815+0,00138 0,0192
IL6 0,002020+0,001246 0,004133+0,002452 0,0094
TNFa 0,028511+0,014230 0,052024+0,017001 0,0049
CXCL14 0,151853+0,145437 0,054158+0,052000 0,0299
CX3CL1 0,96874+0,431717 1,39651+0,790158 0,0245
APN 0,390377+0,555952 0,035850+0,058782 0,0092
NFATC3 1,29493+0,479396 2,56855+0,776956 0,0052
CYR61 0,85785+0,47640 2,94840+2,33843 <,0001
TF 3,59608+1,01046 2,14158+0,53169 0,0109
T-bet 0,014431+0,005826 0,022267+0,008127 0,0355
Granzyme A 0,014704+0,006914 0,035028+0,011726 0,0004
Granzyme B 0,062487+0,022406 0,105532+0,026082 0,0027
Granulysin 0,206285+0,186560 0,532339+0,327002 0,0183
Eomesodermin 0,014428+0,007246 0,036024+0,007900 0,0011
av5pl 1,04571+0,283760 1,71316+0,844310 0,0033
GDF15 0,020984+0,013187 0,041715+0,028283 0,0127
CD62E 0,002714+0,001093 0,012877+0,008890 0,0119

Signifikant unterschiedliche Expressionen von Zielgenen, normalisiert auf HPRT-CCM, in EMBs
von DCM-Patienten mit immunhistologisch gesicherter DCMi (>7,0 CD3" T-Lymphozyten/mm?)
verglichen mit DCM-Patienten ohne immunhistologischen DCMi Nachweis. CDKN1B zeigte in
diesem Vergleich, ebenso wie die anderen bestimmten Gene, keinen signifikanten Expressions-
unterschied (n.s.: nicht-signifikant) auf. Es sind die Mittelwerte+SD der auf das housekeeping
Gen HPRT-CCM normalisierten Expressionen angegeben.
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Signifikant erhéhte Expressionen in DCMi* EMBs wurden unter Einsatz der T-PreAmp real-time

RT-PCR hinsichtlich folgender Zielgene ermittelt:

a) T-Zell-assoziierte Gene: CD3d, CD3z, TRBC, TRBV2, TRBV4, TRBV6, TRBV10, TRBV20,
TRBV23, TRBV24, TRBV29, NFATC3 (nuclear factor of activated T-cells C3), Thl assoziier-
te Gene (T-bet und Eomesodermin), Gene, die zytotoxische T-Lymphozyten charakterisieren
(Granzyme A und B, Granulysin)

b) Zytokine: Interleukin 6 (IL6), Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa), das Chemokin CX3CL1
(Fractalkin)

c) CAMs: B;-Integrine (av5B1), Selektin CD62E (E-Selektin)

d) Sonstige: cysteine-rich angiogenic inducer 61 (CYR61), growth-differentiation factor 15
(GDF15)

Eine signifikant erniedrigte Expression zeigte sich in DCMi* befundeten EMBs hinsichtlich der

folgenden Gene: Chemokin CXCL14 (MIP-2y), Adiponektin (APN) und tissue factor (TF).
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3.1.5 Murines SWR-Modell der akuten und chronischen Myokarditis

Zur quantitativen Erfassung der Dominanz von funktionellen TRBV an einem definierten Tier-
modell der CVB-induzierten Virus-Myokarditis im akuten und im chronischen Stadium wurden
Untersuchungen an SWR-Mausen durchgefihrt. Die Untersuchungen sollten exemplarisch auf-
zeigen, welche TRBV Dominanzen in einem definierten Myokarditis-Tiermodel unter identischen,
genetischen Hintergrund entstehen, und welchen dynamischen Verlauf diese TRBV-

Dominanzen im akuten und chronischen Stadium der Myokarditis aufweisen.

Dafur wurden jeweils 6 Kontroll- und mit CVB3 infizierte SWR-Mause 4, 7, und 28 Tage nach
der Infektion mittels real-time RT-PCR untersucht. Die entsprechenden Genexpressionsassays
wurden in Analogie zu den humanen TRBV/TRBC designt. Die cDNA, die mir freundlicherweise
von der AG Pauschinger fur die Untersuchungen zur Verfigung gestellt wurde, wurde mittels

des T-PreAmp-Verfahrens fir 14 Zyklen praamplifiziert und dann in der real-time RT-PCR ana-

lysiert.
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Abb. 25: TRBV 3 Dominanz im akuten und chronischen Stadium bei CVB3 infizierten
SWR-Méusen
Am Tag 4, 7 und 28 nach der Virusinfektion wurde die TRBV Expression mittels real-
time RT-PCR in Bezug auf TRBC bestimmt. Die Balken stellen den Mittelwert + SD
dar. Es wurden jeweils n=6 Tiere pro Gruppe untersucht.

Es wurden Gberwiegend T-Zellrezeptor VB und andere T-Zell relevante Gene untersucht. Bei der
Analyse der TRBV-Expression kommt es tber den Verlauf der 28 Tage zu einer deutlichen Ver-
schiebung des Expressionsmusters (Abbildung 25, 26) bei den infizierten Tieren. Fiur die unter-
suchten TRBVs 12, 13 und 14 konnte keine Expression nachgewiesen werden. Fur die TRBVs
16, 17 und 20 war nur eine sehr geringe Expression in den Kontrolltieren zu verzeichnen. Die
TRBV-Expression in den Kontrolltieren war zu allen Zeitpunkten gleich. An Tag 4 war bei den
infizierten Tieren Uberwiegend eine zu den Kontrolltieren vergleichbare TRBV Expression zu

beobachten.
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Am Tag 7 p.i. war eine deutliche Zunahme der TRBV3 Expression (3,6-fach) im Vergleich zu
den Kontrolltieren zu sehen, welche bei Tag 28 zwar abnahm, aber weiterhin deutlich héher als
bei den nicht-CVB-infizierten SWR Mausen persistierte (Abbildung 25).
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Abb. 26: Vergleich der TRBV Expression bei CVB3 inf izierten SWR-M&ausen
Am Tag 4, 7 und 28 nach der Virusinfektion wurden die TRBV Expression mittels re-
al-time RT-PCR in Bezug auf TRBC bestimmt. Die Balken stellen den Mittelwert £ SD
dar. Es wurden jeweils n=6 Tiere pro Gruppe untersucht.

Gleichzeitig zu der TRBV3-Zunahme nahm die Expression der restlichen TRBVs deutlich ab. Im
Mittel war die Expression der tGbrigen TRBVs am Tag 7 2,34 + 1,88-fach erniedrigt. Besonders
deutlich war die Abnahme der Expression im Vergleich zu den Kontrolltieren bei TRBV5 (4,6-
fach), TRBV23 (6,4-fach) und TRBV31 (4,6-fach) (Abbildung 26). Am Tag 28 war ein Anstieg
der Expression zu beobachten und die mittlere Expressionserniedrigung im Vergleich zu den
Kontrolltieren belief sich auf 0,95 + 0,79-fach. Bei TRBV5 (2,8-fach), TRBV23 (1,1-fach) und
TRBV31 (1,7-fach) hatte sich die Expression noch nicht so stark normalisiert wie bei anderen
TRBVSs, wie z.B. TRBV2, TRBV24 und TRBV26. TRBV4 schien als einziger TRBV nicht von der
CVB3-Infektion betroffen zu sein. Die Expression blieb Uber den Verlauf des Versuches stabil

(Abbildung 26 unten) und zeigte keine Unterschiede zwischen den infizierten und Kontrolltieren.
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Neben den TRBVs wurden weiterhin T-Zell-assoziierte Gene untersucht, die die Funktionalitat
der T-Zell-Antwort charakterisieren. Dabei konnte beobachtet werden, dass an Tag 4 besonders
die Expression von IFNB (199,8-fach) erhoht ist (Abbildung 27, Tabelle 7). Und auch die Ex-
pressionen von IL-6 und Granzyme B lag mit einer 22,27- und 36,33-fachen Erhéhung deutlich

Uber den restlichen Genen, die eine Erhéhung von 0,23- bis 9,44-fach aufweisen (Tabelle 7).
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Abb. 27: Myokardiale Expression von funktionellen T -Zell-Markern nach CBV-induzierter
Myokarditis in SWR-Mausen. An Tag 4, 7 und 28 nach der Virusinfektion wurden
die Expressionen der funktionellen T-Zellmarker mittels real-time RT-PCR in Bezug
auf HPRT bestimmt. Die Balken stellen den Mittelwert = SD dar. Es wurden jeweils
n=6 Tiere pro Gruppe untersucht.

Im Mittel gab es an Tag 4 eine Expressionserhéhung aller Gene von 19,03 + 49,15-fach. Am
Tag 7 kommt es zu einer starken Erhéhung der Genexpression im Mittel um 62,76 + 143,45-
fach im Vergleich zu den Kontrolltieren. Besonders Granzyme B weist eine extreme Expressi-
onssteigerung von 582,84-fach im Vergleich zu den Kontrolltieren auf (Abbildung 27). Die IFNf3
Expression hingegen nimmt an Tag 7 ab und war nur noch 39,01-fach im Vergleich zu den Kont-
rolltieren erhdht. An Tag 28 hatte sich die Expression aller Gene wieder auf das Kontrolltierni-

veau reguliert und wies nur noch eine 0,87 + 0,73-fache Erh6hung der Expression auf.
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Ferner war die nicht vorhandene Regulation von Grail und TGF( auffallend. Hinsichtlich TGF

kam es Uber den Verlauf des Experiments nur zu einer minimalen Erhéhung der Expression von
0,91-fach an Tag 28 (Abbildung 28 Mitte).

Die Expression von Grail nimmt an Tag 4 leicht zu (0,88-fach) und am Tag 7 wieder ab (0,21-
fach), um am Tag 28 wieder leicht zu steigen (1,16-fach) (Abbildung 28 rechts). Auch IL-4 ist

Uber den Verlauf der Untersuchung kaum reguliert und weist nur an Tag 7 eine leichte Erhéhung
der Expression von 1,99-fach auf (Abbildung 28, Tabelle 7).
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Abb. 28: Myokardiale differentielle Expression von
TGFb und Grail nach CBV-induzierter Myokarditis in

IL-4, bei fehlender Regulation von

SWR-Méausen. An Tag 4, 7

und 28 nach der Virusinfektion wurden die Expressionen der funktionellen T-
Zellmarker mittels real-time RT-PCR in Bezug auf HPRT bestimmt. Die Balken stel-
len den Mittelwert + SD dar. Es wurden jeweils n=6 Tiere pro Gruppe untersucht.

Tab. 7: Expressionséanderungen der infizierten CVB3

SWR-Mause zu den Kontrolltieren

Tag4 Tag7 Tag28
CD3d 1,04 12,16 0,47
IFNg 4,85 152,58 1,33
IFNb 199,80 39,02 -0,72
IL-6 22,27 23,94 0,01
IL-10 9,17 35,58 0,86
IL-27 9,44 31,73 1,13
TNF 0,50 7,06 0,12
FoxP3 2,45 15,31 1,02
Perforin 4,26 53,04 0,73
Granzyme A 6,89 20,94 0,54
Granzyme B 36,33 582,84 2,19
GATA3 1,65 2,02 2,17
T-bet 3,37 25,34 0,95
IL-4 1,35 1,99 0,97
TGFb 0,23 0,33 0,91
GRAIL 0,88 0,21 1,16
Mittelwert 19,03 62,76 0,87
Esonders SD 49,15 143,45 0,73

Die Expressionsanderungen zur Kontrollgruppe sind in x-fach dargestellt. Im Anschluf? sind der
Mittelwert und die Standardabweichung aller Gene angefihrt.
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AbschlieRend lassen sich folgende Ergebnisse der Untersuchungen am SWR-Mausmodell zu-
sammenfassen: Fir die Untersuchungen der TRBV zeigt sich eine erhdhte Expression von
TRBV3 an Tag 7, die auch an Tag 28 p.i. noch nachweisbar ist. Fir die weiteren TRBV, ausser
TRBV4 ist eine Abnahme der Expression zu beobachten. TRBV4 ist Uiber den Verlauf der 28

Tage nicht reguliert im Vergleich zu den Kontrolltieren.

Bei den T-Zell-assoziierten Genen ist an Tag 4 besonders IFNB (199,8-fach) hochreguliert. An
Tag 7 sind die Expression von Granzyme B (582,8-fach) und IFNy (152,6-fach) erhéht. An Tag
28 zeigen alle untersuchten Gene wieder eine Expression vergleichbar zu den Kontrolltieren. Fir
TGFB, Grail und IL-4 zeigen (iber den gesamten Versuch keine oder nur eine sehr geringe An-

derung der Expression.
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3.2 TRBV-Repertoire in expandierten T-Zellen

3.2.1 In vitro Expansion von humanen T-Zellen

Ein breites Spektrum an Krankheiten, wie Autoimmunerkrankungen, Infektionskrankheiten und
maligne Erkrankungen kénnen mit einer Krankheits-spezifischen Verzerrung des TRBV Reper-
toires in Zusammenhang stehen (153, 178-180). Untersuchungen der TRBV Nutzung, der T-
Zell-Funktionen und Antigenspezifitdt, oder adoptive immuntherapeutische Anséatze sind oft be-
hindert durch die niedrigen Frequenzen von zirkulierenden Antigen-spezifischen T-Zellen, wel-
che noch niedriger in T-Zell Infiltraten in festem Gewebe sein kénnen (159, 181-188).

EMBs von DCMi-Patienten enthalten nur eine relativ niedrige Zahl von infiltrierenden T-Zellen
(ca. 800-3000 T-Zellen, hochgerechnet aus immunhistologischen Untersuchungen, je nach T-
Zell-Infiltrationsauspragung). Fir die Bestimmung der Antigenspezifitdt werden aber ungleich
hdhere Zellmengen bendétigt. Fir den IFNy-FACS-Nachweis von Peptid-stimulierten Zellen wer-
den mindestens 10° T-Zellen benétigt (159). Im Idealfall sollten Techniken zur in vitro Expansion
alle in der initialen T-Zellpopulation vorkommenden TRBV beibehalten. Das gleiche gilt fir die
Expansion von kleinen T-Zellpopulationen.

Neben den Kulturbedingungen kénnen auch krankheitsspezifische Eigenschaften der in den
Krankheitsverlauf involvierten T-Zellen das Ergebnis der T-Zellkultur beeinflussen. Das TRBV
Repertoire von T-Zellen aus der Darmschleimhaut reduzierte sich nach einer langerfristigen in
vitro Kultivierung in Abwesenheit von feeder Zellen, was auf die Anwesenheit eines intestinalen

Superantigens der Krankheit Morbus Crohn zuriickzufiihren war (189).

Hauptséachlich wurden die Bemihungen, T-Zellen mit synthetischen Medien zu expandieren, fur
die Nutzung als therapeutisches Mittel (adoptive transfer) gemacht und weil autologe Seren
nicht leicht zuganglich sind. Ersatzseren z. B. humanes Serum von mehreren Spendern (HS)
oder fotales Rinderserum (FBS) kdnnen moglicherweise nicht vorteilhafte und nicht kontrollier-
bare Effekte verursachen, z.B. durch inter-batch Variationen und Kontamination mit bakteriellen
Polysacchariden. Deswegen sollte die alternative Nutzung von synthetischen, serumfreien Me-
dien mit vernachlassigbaren Abweichung innerhalb einer Charge hypothetisch ideal zur Minimie-
rung solcher Effekte sein.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der Zellkulturmedien inklusive Lymphozyten-spezifischer
serumfreier Medien auf die polyklonale T-Zellexpansionseffizienz und TRBV Expression in der

Anwesenheit von autologen FC untersucht.

Zur Bestimmung der Effizienz der T-Zellexpansion wurden die erhaltene Zellzahl und die Clus-
terbildung, wahrend der Langzeitkultur in den vier verschiedenen Zellkulturmedien (HS-RPMI,
FBS-RPMI, Panserin 413, X-Vivo15™) bis hin zu 28 Tagen durch Phasenkontrastmikroskopie
(Abbildung 29) untersucht. Wahrend alle Kulturen, die letztendlich zu einer betrachtlichen T-

Zellexpansion fihrten, bis Tag 14 ahnlich aussahen, mit gleichmaRig verteilten Clustern von bis
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zu 40 Zellen pro Cluster, wurden ab Tag 21 Unterschiede deutlich (Abbildung 29a). Mit Aus-
nahme der Kulturen mit dem X-Vivo15™ Medium, in dem die Cluster die GréRe von Tag 7 bei-
behalten, vergréRern sich die Cluster kontinuierlich in den Kulturen mit HS-RPMI oder FBS-
RPMI.

HS-RRMI

X-Vivo15™  Panserin™ FBS-RPMI

X-Vivo15™ Panserin™

Abb. 29: Verlauf der Clusterbildung in  in vitro T-Zellkulturen
Kulturen mit 1x10* CD3 angereicherten PBLs wurden mit 5x10° Mitomycin C-
inaktivierten FCs, 20 ng/ml OKT-3 und 25U/ml IL-2 angesetzt. HS-RPMI, FBS-RPMI,
Panserin 413™ oder X-vivo15™ Kulturmedien wurden verwendet wie angegeben. Al-
le 7 Tage wurden die Kulturen mittels Phasenkontrastmikroskopie evaluiert und da-
raufhin bis zu 28 Tage restimuliert. (A) Erfolgreiche und (B) nicht-erfolgreiche Clus-
terbildung Gber die Zeit. Originalvergrof3erungen x200.
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Hinweisend auf eine hohe Reproduzierbarkeit der T-Zellexpansion konnten Dreifach-Kulturen in
RPMI basierten Medien mit HS oder FBS bis zu 28 Tagen durchgefiihrt werden, wobei eine
Clusterbildung tber die ganze Kultivierungsdauer fur alle Spender beobachtet werden konnte.
An Tag 28 zeigen die Panserin413™-gefiihrten Kulturen diverse Clustergréen mit optisch dich-
teren Zentren von grof3eren Clustern. Bei einigen Kulturen in synthetischen Medien kam es nicht

zu einer Ausbildung von Clustern (Abbildung 29b).

Die enge, raumliche Beziehung zwischen CD3" T-Zellen und einigen zwischengelagerten
CD11b" FCs in den entsprechenden immunhistologischen Farbungen von Zellen expandieren-
der HS-RPMI Kulturen zeigt, dass die Cluster aus CD3" T-Zellaggregaten bestehen, die die FC
umschlie3en (Abbildung 30).
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Abb. 30: Immunhistochemische Darstellung von Kultur en mit erfolgreicher und keiner
Clusterbildung.
Nach 28 Tagen wurden 3x10" Zellen von HS-RPMI oder Panserin 413™ Kulturen auf
Objekttrager gebracht und anschlieRend auf CD3" T-Zellen oder CD11b" FC geféarbt.
OriginalvergréfRerung x400,

Fur Panserin 413™ wurde ein gelegentlicher Verlust der Clusterbildung beobachtet. In diesen
Fallen wurden nur einzelne wenige T-Zellen beobachtet und CD11b* Zellen verblieben in der
Kultur (Abbildung 30). Der Verlust der Zellclusterbildung und das Fehlen von Expansion waren
signifikant fur X-Vivol5™ am Tag 21 (p=0,037) und Tag 28 (p<0,0001) sowie fiir Panserin 413™
an Tag 28 (p=0,0052). Grundlegend sind die Zeitverlaufe der T-Zellexpansion und Lebendzell-
zahlen ahnlich zwischen den Kulturen mit Serum und denen mit serumfreien Medien (Abbil-

dung 31a). Die maximalen Zellzahlen fiur Panserin 413™ und X-Vivo15™ am Tag 28 wurden
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Uberwiegend schon nach 21 Tagen Kultivierung erreicht und erhéhten sich im Verlauf nicht wei-
ter. Auf der anderen Seite deuten die Kurvenverlaufe der Kulturen mit RPMI-Medium + 10%

Serum weitere Expansionsfahigkeiten Uber den 28. Tag hinaus an.
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Abb. 31: Zellzahlen und Vitalitat wahrend der lange  rfristigen Kultivierung von CD3 T-
Zellen in HS-RPMI, FBS-RPMI, Panserin 413 ™ und X-vivo15 ™.

Die Zellen wurden wie in Abbildung 37 beschrieben kultiviert und die Lebendzellzah-
len wurden mittels Trypanblau Ausschluss alle 7 Tage bestimmt. Die gezeigten Werte
sind Mittelwerte + SEM von Kulturen in Dreifachbestimmung (n=24). (A) Zellzahlen
pro Kultur tiber die Zeit. (B) Kumulative Expansionsrate am Tag 28 kalkuliert in Rela-
tion zur Zellzahl an Tag 0, * signifikant im Vergleich mit HS-RPMI und FBS-RPMI Kul-
turen, bestimmt durch Tukey-Kramer post hoc Analyse. (C) Lebensfahigkeit aller Zel-
len wéhrend der in vitro Kultivierung
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Ungeachtet dessen sind die Expansionsraten am letzten Tag des Experiments bei den Kulturen
mit HS-RPMI (1301,7 + 446,1 fach) oder FBS-RPMI (1124,4 + 414,6 fach) ungefahr 15-mal
hoher als bei Panserin 413™ (78,6 + 34,5 fach) und X-Vivol5™ (60,3 + 22,2 fach) (Abbil-
dung 31b). Hinsichtlich der Uberlebensrate der kultivierten Zellen an Tag 28 sind Panserin 413™
(30,7 + 5,5%) und X-Vivo15™ (20,2 + 3,9%) abermals signifikant schlechter als HS-RPMI (46,9
+ 3,7%) und FBS-RPMI (48,1 + 2,6%) (Abbildung 31c).

Von Zellkulturen, die Expansion und Clusterbildung vorwiesen, wurden Cytospins und anschlie-
Bend immunhistologische Farbungen durchgefuhrt. Dabei sind an Tag 14 und Tag 28 bei Kultu-
ren mit RPMI-Medium + 10% Serum groRe Mengen an aktivierten CD3" T-Zellen (Abbildung 32)

zu erkennen.
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Abb. 32: Immunfarbung von T-Zellen und Monozyten/Ma  krophagen nach 14 Tagen
(a) und 28 Tagen (b) in vitro Expansion mit FC
Cytospins von 3x10* Zellen von HS-RPMI, FBS-RPMI, Panserin 413 und X-
Vivol5 wurden gegen CD3" Zellen (linke Spalte) oder CD11b* Monozy-
ten/Makrophagen (rechte Spalte) gefarbt. Originalvergréf3erung x400,

In Panserin 413™ und X-Vivo15™ Kulturen kommen nur wenige CD3" T-Zellen und CD11b" FC
vor. Die T-Zellmorphologie, charakterisiert durch ziemlich gro3e runde Zellen mit einem niedri-
gen Zytoplasma/Zellkern Verhaltnis deutet auf eine schlechte T-Zellaktivierung begleitet von

einer niedrigen T-Zellexpansion hin.
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Folglich konnten die fur weitere Versuche bendtigten 10° CD3" T-Zellen reproduzierbar nur

durch in vitro Kultivierung mit FC in RPMI versetzt mit Seren (HS und FBS) erhalten werden.

3.2.2 TRBV Expression nach T-Zellexpansion

Der entscheidende Punkt fur alle getesteten Systeme ist, wie die TRBV Expression nach 14 und
28 Tagen das T-Zellrepertoire vor der Expansion widerspiegelt. Dafir wurde die TRBV-

spezifische mRNA quantifiziert und auf TRBC normalisiert (Abbildung 33).

Aufgrund von einer nicht ausreichenden Expansion von T-Zellen in Panserin 413™ konnten am
Tag 28 keine Zellen von zwei Spendern untersucht werden. Fur X-Vivo15™ konnten am Tag 14
nur Zellen von zwei Spendern und am Tag 28 nur von drei Spendern untersucht werden. Zur
Beurteilung der Ergebnisse wurden Veranderungen von weniger als 2-facher Anderung in der
TRBV Expression als vernachlassigbar/unerheblich betrachtet. Unter diesen Kriterien behielten
nur in vitro Kulturen mit FC in HS-RPMI das initiale TRBV Repertoire bei (Abbildung 33a). Mit
der Ausnahme von TRBV27, welches an Tag 28 6,1-fach erhéht war, hat auch FBS-RPMI eine
TRBV-Zusammensetzung ahnlich der von Tag 0 gezeigt (Abbildung 33b). Zusétzlich zu der
schlechteren Kapazitdt T-Zellen zu expandieren, eignen sich T-Zellen, die in Lymphozyten-
spezifischen serumfreien Medien expandiert wurden, Verédnderungen im TRBV Repertoire wéh-
rend der Kultivierung von 28 Tagen an. Insbesondere bei Panserin 413™ Kulturen sind die Ex-
pressionen von TRBV9 (3,3-fach), TRBV10 (3,3-fach), TRBV24 (17,7-fach) und TRBV30 (2,6-
fach) am Tag 28 verandert (Abbildung 33c). Bei in X-Vivo15™ expandierten Zellen kommt es zu
Veranderungen der Expression an Tag 14 von TRBV13 (2,2-fach) und TRBV16 (7,3-fach) und
an Tag 28 von TRBV25 (4,4-fach) und TRBV27 (2,1-fach) (Abbildung 33d).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das TRBV-Repertoire in HS-RPMI und FBS-RPMI
Uberwiegend stabil bleibt, auch nach Expansion der T-Zellen Giber einen Zeitraum von 28 Tagen.
Diese Methode kann zukunftig fur die Expansion von T-Zellen aus Endomyolardbiopsien und
anderen Geweben genutzt werden. Die Austestung der Expansion von T-Zellen aus EMBs war

aber nicht Gegenstand dieser Arbeit.

74



Ergebnisse

QO

xfold change of TRBV expression
- N
o o

TRBV2

30
25
20
16

xfold change of TRBV expression

1

10 "

5

0,

5
%%%%%E%EE%%%?%?%?&’éSﬁS@S
¥ X & & € x &

FREFE R EEREEREREERREERREREERREERE
b Ed14 md28
§ 35
£ 30 o
gzs
@20 *
>
g 15
E
S 10
L) * % *
g2 5 T
T 5
ENﬂvmwhmcn—umvmmmcnamvmr-mmc
‘EEEEBEBE-—‘—‘—FFF\—-—-—NNNNNNN«:
R B 2 2B B DD g 5§ 8 B B B B B B B B B B B & B 8
F E E E E EFE E K g ¢ £ g £ £ € K £ € £ £ £ & & &
c F FF FF F F F F F F FF F F F F F F F
B d14 B d28
5 35
@ 30
g-zs
S 20
Em
'310 -
%5 * I **
5 07
E-s
s 5 S 5 S gggggggg
EEEEEEE 5 ppp B BB BB g 5
F  FF F F F F F F F F F F F F F F
d mdi4d md28

Abb. 33: Vergleich der TRBV Expression in vier vers  chiedenen Zellkulturmedien

CD3" T-Zellen wurden in HS-RPMI, FBS-RPMI, Panserin 413™ und X-Vivo15™ kulti-
viert wie in Abbildung 36. Nach 14 und 28 Tagen wurde die TRBV Expression durch
real-time RT-PCR in Bezug auf TRBC bestimmt. Veranderungen der TRBV Expres-
sion der in vitro Kulturen im Vergleich zu unkultivierten CD3" Zellfraktionen wurden
bestimmt. Die Balken stellen den Mittelwert + SEM dar. * gibt die > zweifache Ande-
rung der TRBV Expression im Vergleich zur initialen TRBV Exﬁ;/)lression von periphe-
rem Blut wieder. (a) HS-RPMI, (b)FBS-RPMI ,(c) Panserin 413™, (d) X-Vivo15™.
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3.3 Analyse der Expression der funktionellen T-Zell — marker (FTZM) und
des T-Zellrezeptor Vbeta (TRBV) in EMBs

In diesem Teil der Arbeit soll Gberprift werden, ob die zuvor beschriebene Methode der T-
PreAmp auch ohne vorherige Anreicherung der T-Zellen aus Endomyokardbiopsien angewendet
werden kann und ob dabei sogar krankheitsspezifische T-Zell-Profile ausfindig gemacht werden

kdnnen.

3.3.1 Ergebnisse der immunhistologischen und virolo gischen EMB Diagnostik

Endomyokardbiopsien von Kontrollpatienten waren negativ fir immunhistologisch detektierbare
DCMi und ebenfalls fur kardiotrope virale Genome. Eine DCMi wurde zu betrachtlichen Anteilen
in AMC (72%) und DCM-Patienten (56%) nachgewiesen. Jeweils 28% der EMBs von AMC-
Patienten und 20% der DCM-Patienten waren negativ fir virale Genome. Der am meisten nach-
gewiesene Virus war B19V, gefolgt von HHV6 und EV in Ubereinstimmung mit fritheren Publika-

tionen. Die detaillierten Ergebnisse sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Tab. 8: Ergebnisse der immunhistologischen und viro logischen EMB Routine-
Diagnostik in Kontrollen, AMC und DCM-Patienten

Parameter Kontrollen AMC DCM
DCMi (Immunbhistologie) n=0/0% * n=42/72,4% n=19 / 55,9%
Virus negativ n=19/100% * | n=16/27.6% n=7/20,1%
B19V n=0/0% * n=31/53,5% n=18/52,9%
HHV6 n=0/0% * n=6/10,3% * n=7/20,6%
CBV n=0/0% * n=5/8,6% n=2/5,9%

Die Werte sind in Fallzahlen / Prozent angegeben. Signifikant unterschiedliche Werte im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe sind mit einem Sternchen * markiert.
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3.3.2 Genexpression von CD3d, CD3z und TRBC

EMBs von AMC- und DCM-Patienten weisen eine signifikant erhdhte Genexpression von CD3d,
CD3z und TRBC im Vergleich zu EMBs von Kontrollpatienten auf. Die Expressionen wurden auf
HPRT als housekeeping Gen normalisiert. Als Schwellenwert/Grenzwert fir eine signifikant er-
hdhte Genexpression dient die obere 90% Perzentile der Datenverteilung der Kontrollgruppe. In

Tabelle 9 sind diese Ergebnisse dargestellt.

Tab.9: Expression von CD3d, CD3z und TRBC in Kontr  ollen und AMC-/DCM-Patienten

T-Zell Genex-

pression bezo-

gen auf das je- obere 90%

weilige Perzentile

housekeeping bei den

Gen Kontrollen AMC/DCM Wert Kontrollen
0,017241 0,035365

E CD3d/HPRT (0,01195 - 0,022482) | (0,01957 - 0,055977) | 0,0184 | 0,039994
0,028806 0,047822

E CD3z/HPRT (0,023519 - 0,042174) | (0,034976 - 0,064901) | 0,0229 | 0,047366
0,020543 0,039182

E TRBC/HPRT (0,015208 - 0,027374) | (0,026491 - 0,068603) | 0,027 0,044435

Die Zielgenexpression wurde auf HPRT normalisiert. Die Werte sind als Median und 25-75 Per-
zentil-Bereiche in Klammern angegeben. In Spalte 3 sind die entsprechenden p-Werte darge-
stellt. In Spalte 4 sind die 90% Perzentil-Werte der Verteilung in der Kontrollgruppe aufgelistet.
Diese wurden als Grenzwert fir eine signifikant erhdhte Genexpression in EMBs von
AMC/DCM-Patienten verwendet.
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3.3.3 Immunhistologisch nachgewiesene DCMi und erhé  hte Expression von
CD3d, CD3z und TRBC

Der Vergleich von immunhistologisch nachgewiesener DCMi und signifikant erhéhten Expres-
sionen von CD3d, CD3z und TRBC normalisiert auf HPRT zeigte signifikante Korrelationen auf.
Die korrespondierenden statistischen Kenngréf3en variierten fir die entsprechenden Vergleiche
mit p-Werten von 0,0013 bis < 0,0001, Sensitivitditen von 49,2% bis 74,5%, Spezifitaten von
76% bis 92%, positiven Vorhersagewerten von 73,3% bis 92% und negativen Vorhersagewerten
von 57,6% bis 75,4%. Eine genaue Auflistung der statistischen Werte der entsprechenden Ver-

gleiche dieser diagnostischen Vorangehensweise ist in Tabelle 10 zu ersehen.

Die Parameter der statistischen Vergleiche zwischen der immunhistologisch nachgewiesenen
DCMi und der CD3d, CD3z und TRBC Expression beinhalten den Pearson chi® Koeffizienten,
den p-Wert, Sensitivitat (Se), Spezifitat (Sp), positive Vorhersagewerte (PPV) und negative Vor-
hersagewerte (NPV).

Tab. 10: Statistischer Vergleich der immunhistologi sch nachgewiesenen DCMi und er-
hdhten Expression von CD3d, CD3z und TRBC

DCMi (Immunhistologie)
E CD3d/HPRT >0,032573 Pearson chiz: 50,4
p Wert: <0,0001
Sensitivitat: 75,4%
Spezifitat: 92%
PPV: 92%

NPV: 75,4%

E CD3z/HPRT >0,047366 Pearson chiz 15,0
p Wert: 0,0001
Sensitivitat: 60,7%
Spezifitat: 76%
PPV: 75,5%

NPV: 61,3%

E TRBC/HPRT >0,044435 Pearson chiz 13,5
p Wert: 0,0002
Sensitivitat: 54,1%
Spezifitat: 80%
PPV: 76,7%

NPV: 58,8%
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In multiplen paarweisen Korrelationen (Tabelle 11) zeigten die Expressionen von CD3d, CD3z
und TRBC (normalisiert auf HPRT oder CDKN1B) hohe Assoziationen mit p Werten von <
0,0001 und Spearman p Koeffizienten von 0,48 bis 0,93. Die hdchsten Assoziationen wurden in

Vergleichen von bestimmten T-Zellgenexpressionen gefunden und schienen schwécher zu wer-

den, wenn unterschiedliche T-Zellgene gemeinsam untersucht wurden.

Tab. 11: Multiple paarweise Korrelationen zwischen
Expressionen (normalisiert auf HPRT oder CDKN1B) un

quantifizierten CD3 " Infiltraten in EMBs.

der CD3d, CD3z und TRBC-
d immunhistologisch

Variable by Variable Spearman p Prob>|p| Plot
E CD3d/CDKN1B E CD3d/HPRT 0,9276  <,0001 | |
E CD3z/HPRT E CD3d/HPRT 0,6593  <,0001 | |
E CD3z/HPRT E CD3d/CDKN1B 0,6498  <,0001 | |
E CD3z/CDKN1B E CD3d/HPRT 0,5833  <,0001 | |
E CD3z/CDKN1B E CD3d/CDKN1B 0,6863  <,0001 | |
E CD3z/CDKN1B E CD3z/HPRT 0,8659  <,0001 | |
E TRBC/HPRT E CD3d/HPRT 0,7165  <,0001 | |
E TRBC/HPRT E CD3d/CDKN1B 0,6343  <,0001 | |
E TRBC/HPRT E CD3z/HPRT 0,4794  <,0001 | |
E TRBC/HPRT E CD3z/CDKN1B 0,3590  0,0001 [ |
E TRBC/CDKN1B E CD3d/HPRT 0,6605  <,0001 | |
E TRBC/CDKN1B E CD3d/CDKN1B 0,7424  <,0001 | |
E TRBC/CDKN1B E CD3z/HPRT 0,4858  <,0001 | |
E TRBC/CDKN1B E CD3z/CDKN1B 0,5000 <,0001 | |
E TRBC/CDKN1B E TRBC/HPRT 0,8871  <,0001 | |
CD3/mm?2 E CD3d/HPRT 0,5016  <,0001 | |
CD3/mm?2 E CD3d/CDKN1B 0,4664  <,0001 | |
CD3/mm?2 E CD3z/HPRT 0,3253  0,0005 | |
CD3/mm?2 E CD3z/CDKN1B 0,2202  0,0202 | |
CD3/mm?2 E TRBC/HPRT 0,4185  <,0001 | |
CD3/mm?2 E TRBC/CDKN1B 0,3877  <,0001 | |

Die dritte Spalte zeigt die Spearman p Korrelations-Koeffizienten, die auch durch die horizonta-
len Balken dargestellt sind. Die dazugehdrigen p-Werte sind in der 4. Spalte aufgelistet. E: Ziel-
genexpression (normalisiert auf HPRT oder CDKN1B).
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3.3.4 Expression von funktionellen T-Zellmarker (FT ~ ZM) in EMBs

EMBs von AMC- und DCM-Patienten mit einer Expression E CD3d/HPRT > 0,039994 weisen
eine signifikant erhdhte Expression von CD3z, TRBC und Eomesodermin im Vergleich zu den
restlichen AMC- und DCM-Patienten und den Kontrollen auf. In der Gruppe der DCM-Patienten
mit einer E CD3d/HPRT > 0,039994 gab es signifikant erhéhte FTZM Expressionen fur IFNy, T-
bet, II-27, FoxP3, TGF, Perforin, Granulysin, Granzyme A und IL-4 im Vergleich zu den Kontrol-
len, den restlichen DCM-Patienten und allen AMC-Patienten, zuzuglich derer mit E
CD3d/HPRT > 0,039994. Die Daten sind in Tabelle 12 ausfiihrlich dargestellt. Die Vergleiche der
Genexpressionen in Bezug auf CDKN1B als alternatives housekeeping Gen zeigen die gleichen
Ergebnisse. Da IL-17 durch die T-PreAmp real-time RT-PCR nur in 3 EMBs von AMC- und einer
EMB von DCM-Patienten nachgewiesen wurde, ist fir dieses Gen keine statistische Analyse

durchgefuhrt worden.
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Tab. 12: FTZM Expression in Kontrollen, AMC- und DC  M-Patienten

(0,000028 - 0,000335)

(0,000032 - 0,000189)

(0,000076 - 0,000427)

(0,00002 - 0,000192)

Kontrollen AMC AMC DCM DCM
Gen ECD3d/HPRT < 0,039994 | ECD3d/HPRT >0,039994 | ECD3d/HPRT <0,039994 | ECD3d/HPRT > 0,039994
CD3d 0,017241 0,015624 0,050362 * 0,019745 0,060909 *
(0,01195-0,022482) | (0,009558 — 0,022692) (0,044593 — 0,080565) (0,011538 — 0,030041) (0,037868 — 0,147517)
CD3z 0,028806 0,036225 0,052647 * 0,038075 0,065041 *
(0,023519 - 0,042174) (0,030524 - 0,043113) (0,046714 - 0,070963) (0,027682 — 0,053106) (0,042586 — 0,084657)
TRBC 0,020543 0,029479 0,057636 * 0,03197 0,070189 *
(0,015208 - 0,027374) (0,018943 - 0,037078) (0,034176 - 0,083597) (0,023881 - 0,049869) (0,039541 - 0,193903)
IFNg 0,000089 0,000116 0,000219 0,000088 0,000269 *
(0,000030 - 0,000278) (0,000064 - 0,000257) (0,000116 - 0,000385) (0,000051 - 0,000209) (0,000183 - 0,00064)
T-bet 0,010972 0,012632 0,018707 0,014378 0,023972 *
(0,006056 - 0,016863) (0,005922 - 0,01939) (0,012792 - 0,02545) (0,007747 - 0,021309) (0,016291 - 0,046813)
II-27 0,001439 0,001231 0,002491 0,001238 0,00319 *
(0,000876 — 0,00397) (0,000832 - 0,001968) (0,001387 — 0,005546) (0,000973 - 0,001818) (0,00129 - 0,016435)
GATA3 0,032129 0,036241 0,040247 0,032464 0,045912
(0,021381 - 0,049549) (0,028971 - 0,058614) (0,031686 — 0,046156) (0,02409 - 0,041181) (0,035428 - 0,078908)
FoxP3 0,003696 0,00414 0,004313 0,002976 0,008046 *
(0,002915 - 0,004979) (0,00262 - 0,004753) (0,002934 - 0,00556) (0,00213 - 0,005701) (0,005542 - 0,014109)
TGFb 1,394744 1,440919 1,486279 1,428994 2,386671 *
(1,248331 - 2,066945) | (1,142788 — 1,780641) (1,236013 - 2,311396) (1,133129 - 1,674599) (1,413375 - 5,1479)
I-10 0,001112 0,000587 0,000715 0,000531 0,000905
(0,000478 - 0,001492) (0,000365 - 0,000866) (0,00054 - 0,001586) (0,000317 - 0,000815) (0,0005 - 0,005131)
GRAIL 0,001657 0,000728 0,001807 0,001069 0,001346
(0,000393 - 0,002182) (0,000501 - 0,001313) (0,000754 — 0,003104) (0,00065 - 0,002572) (0,000736 — 0,002141)
Perforin 0,132816 0,103681 0,153362 0,118257 0,231647 *
(0,076947 - 0,218393) (0,071026 - 0,145478) (0,111311 - 0,213232) (0,079937 - 0,161826) (0,155939 - 0,407544)
Granulysin 0,34151 0,363345 0,535916 0,301481 0,588453 *
(0,226215 - 0,415848) (0,196849 - 0,525413) (0,373409 - 0,647673) (0,180528 - 0,591494) (0,464902 - 1,028114)
Granzyme A 0,015145 0,017443 0,03568 0,013888 0,062068 *
(0,006801 - 0,02836) (0,012842 - 0,028647) (0,02354 - 0,041958) (0,0099 - 0,019984) (0,022799 - 0,076536)
II-5 0,000029 0,000042 0,000051 0,000022 0,00007
(0,000008 - 0,000049) (0,000014 - 0,000069) (0,000026 - 0,000096) (0,000016 - 0,000078) (0,00004 - 0,000143)
Eomesodermin 0,014753 0,012635 0,030637 * 0,015685 0,029878 *
(0,008596 - 0,022635) (0,010902 - 0,017125) (0,024241 - 0,038204) (0,00878 — 0,017613) (0,019866 — 0,038148)
II-4 0,00005 0,000141 0,00019 0,000083 0,00026 *

(0,000081 - 0,001658)

Die Werte der Genexpression normalisiert auf HPRT sind als Median und in Klammern als 25-
75 Perzentil-Bereich dargestellt. Die AMC- und DCM-Patienten sind durch den CD3d/HPRT

Expressionsgrenzwert der Kontrollen unterteilt. Signifikant erhéhte Werte im Vergleich mit der

restlichen Patientengruppe ermittelt durch eine Tukey-Kramer posthoc Analyse sind mit einem
Sternchen * und Rot markiert.
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3.3.5 TRBV Expression in EMBs

Nachdem die Gruppen hinsichtlich ihrer unterschiedlichen Expression der funktionellen T-
Zellmarker untersucht wurden, war auch die Expression der verschiedenen TRBV-Ketten von
entscheidender Wichtigkeit. In der DCM-Patientengruppe mit B19V Genomen und einer erhéh-
ten TRBC-Expression (>0,044435) konnte im Vergleich zu den restlichen Patientengruppen eine
signifikant erhéhte Expression von TRBV11 (6,5-fach) und TRBV24 (30,3-fach) beobachtet wer-
den (Tabelle 13). EMBs von AMC-/DCM-Patienten mit HHV6 Genomen und einer erhdhten
TRBC-Expression hingegen wiesen eine signifikant verstarkte Expression von TRBV4 (7,4-
fach), 10 (106,1-fach) und 28 (15,1-fach) auf. In EMBs von AMC-/DCM-Patienten mit CVB Ge-
nomen zeigte sich eine signifikante TRBV14 Expression (3,5-fach). Aufgrund der geringen An-
zahl an zuganglichen CVB-Patienten, was sich auf die substantiell abnehmende epidemiologi-
sche Rolle von CVB in EMBs in der letzten Dekade (26) zurlickfihren lasst, ist eine umfassende

statistische Analyse differentiert durch den TRBC Grenzwert in dieser Subanalyse nicht méglich.
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Tab. 13: TRBV-Expression in Kontrollen, AMC- und DC M-Patienten bezogen auf virale
Genome und erhdhte TRBC-Expression
Kontrolle | AMC/DCM | AMC/DCM AMC DCM AMC/DCM | AMC/DCM | AMc/DCM
Virus(-) B19V(+) B19V(+) B19V(+) HHV6(+) HHV6(+) CVB(+)
TRBV TRBC(-) TRBC(+) TRBC(+) TRBC(-) TRBC(+)
2 0,001928 | 0,002097 | 0002029 | 0001474 | 0,003187 0,001469 0,005071 | 0,003567
(0,000794 | (0,000411 - | (0,000961- | (0,000696 - | (0,001076- | (0,001175- | (0,00342- | (0,003176 -
- 0,007338) | 0,003278) | 0,003686) | 0,013774) | 0,001645) | 0,009766) | 0,004011)
0,003396)
3 0,001702 | 0,004131 0,00197 0,001743 | 0,003026 0,001639 0,005284 | 0,003277
(0,000892 - | (0,00153 - (0,001- | (0,000463- | (0,001946- | (0,001109- | (0,002905- | (0,00089 -
0,002603) | 0,008266) | 0,002691) | 0,00369) | 0,011315) | 0,002442) | 0,009192) | 0,004666)
4 0001661 | 0002038 | 0001726 | 0,002456 | 0,003409 0,001056 | 0,012246* | 0,002592
(0,000875 - | (0,001213- | (0,001125- | (0,000804- | (0,002191- | (0,000313- | (0,005318- | (0,001447 -
0,002763) | 0,007388) | 0,00321) | 0,004217) | 0,014059) | 0,004406) | 0,062402) | 0,003799)
5 0,002115 | 0,003192 | 0,002511 0,00168 0,004478 0,001661 0,008131 | 0,002758
(0,001205- | (0,00142- | (0,001383- | (0,00064- | (0,001946- | (0,000996- | (0,00121- | (0,001719-
0,004584) | 0,004154) | 0,003681) | 0,004305) | 0,022951) | 0,003046) | 0,010478) | 0,004714)
6 0,002054 0,00421 0,00278 0,003161 | 0,002978 0,003311 0,003004 | 0,003982
(0,001363 - | (0,002236- | (0,001346- | (0,001155- | (0,002297 - | (0,001321- | (0,001728- | (0,000504 -
0,003954) | 0,007072) | 0,005981) | 0,004689) | 0,012317) 0,00577) 0,017256) | 0,004283)
7 0,000147 | 0,000079 | 0,000155 | 0,000223 | 0,0000004 | 0,000102 0,000092 | 0,000169
(0,000027 - | (0,000016 - | (0,000025- | (0,000044 - | (0,0000001 | (0,000062- | (0,0000015 | (0,0000008
0,00023) | 0,000202) | 0,000235) | 0,000413) | -0,000098) | 0,000524) | -0,000198) | -0,000324)
9 0000957 | 0001302 | 0001311 | 0,001323 0,00317 0,00119 0,001461 | 0,002127
(0,000586 - | (0,000498- | (0,000538- | (0,000373- | (0,001689- | (0,000314- | (0,000911- | (0,001289 -
0,003787) | 0,003309) | 0,001885) | 0,003814) | 0,010296) | 0,002382) | 0,018005) | 0,004514)
10 0,000188 | 0,000192 | 0,000197 0,00021 0,000392 0,000084 | 0,001994* | 0,0000003
(0,000025 - | (0,000093- | (0,000114 - | (0,000018 - | (0,000047 - | (0,000091- | (0,000823- | (0,0000000
0,000863) | 0,000828) | 0,000432) | 0,000766) | 0,001019) | 0,000473) | 0,010177) 7-
0,000329)
11 0001217 | 0001538 | 0,001461 | 0,001872 | 0,007912* | 0,000848 0,001059 | 0,001231
(0,000839 - | (0,000809- | (0,001014- | (0,001146 - | (0,004443- | (0,000408- | (0,000514- | (0,000505 -
0,00183) | 0,002703) | 0,002516) | 0,00444) | 0,015331) | 0,001838) 0,00555) | 0,002154)
12 0,004933 | 0,008902 | 0,005398 | 0,006346 | 0,009535 0,002827 0,023166 | 0,006783
(0,002466 - | (0,004167- | (0,00309- | (0,001493- | (0,007464- | (0,00248- | (0,003952- | (0,002232 -
0,010535) | 0,017574) | 0,008327) | 0,013046) | 0,033526) | 0,014059) | 0,036162) | 0,012996)
13 0,000247 | 0,000509 | 0,000248 0,00051 0,001725 0,000454 0,000453 | 0,000641
(0,000164 - | (0,000176- | (0,000112- | (0,000132- | (0,000835- | (0,000257- | (0,000221- | (0,000401 -
0,001152) | 0,003656) | 0,000679) | 0,000836) | 0,002528) | 0,000487) | 0,001912) | 0,001431)
14 0,000214 | 0,000185 | 0,000259 0,00015 0,000015 0,000373 0,000017 | 0,000755 *
(0,000027 - | (0,0000018 | (0,0000016 | (0,000054- | (0,0000001 | (0,000235- | (0,0000001 | (0,000254 -
0,000518) | -0,000364) | -0,000644) | 0,000293) 8- 0,000554) 6- 0,002344)
0,000236) 0,000246)
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(Fortsetzung Tabelle 13)

Kontrolle AMCIDCM | AMC/DCM AMC DCM AMC/DCM | AMC/DCM | AMC/DCM
Virus() B1OV(+) B1OV(+) B1OV(+) HHV6(+) HHV6(+) CVB(+)
TRBV TRBC() TRBC(+) TRBC(+) TRBC() TRBC(+)
15 0,000177 0,0005 0,000272 0,00052 0,000557 0,000215 0,000662 0,000511
(0,000078- | (0,000199- | (0,000154- | (0,000037- | (0,000263- | (0,00012- | (0,000021- | (0,00038 -
0,000709) 0,000815) 0,000661) 0,000768) 0,002645) 0,000849) 0,002467) 0,000591)
16 0,00001573 | 0,00000178 | 000000021 | 0,00004881 | 0,00000562 | 0,00000341 | 0,00000003 | 0,00000002
(0,00000009 - | (0,0000001 - | (0,00000009- | (0,00000041- | (0,00000006- | (0,00000017- | (0,00000014- | (0,00000011 -
0,00008746) | 0,00008338) | 0,00006856) | 0,000397) 0,000713) | 0,00007738) | 0,00008989) | 0,000134)
18 0,000961 0,001457 0,001211 0,00197 0,002763 0,001061 0,002851 0,001143
(0,000615- | (0,000649- | (0,000701- | (0,000688- | (0,001155- | (0,000483- | (0,000124- | (0,000717-
0,001887) 0,00369) 0,0022) 0,004106) 0,006906) 0,001623) 0,015036) 0,001955)
19 0,003543 0,003563 0,003095 0,003255 0,006923 0,002665 0,00995 0,004304
(0,002423- | (0,002019- | (0,001518- | (0,001523- | (0,00303L- | (0,001181- | (0,006445- | (0,003241-
0,007869) 0,007799) 0,005414) 0,010944) 0,029505) 0,008026) 0,021179) 0,008502)
20 0,004208 0,006322 0,005624 0,004631 0,00589 0,004483 0,012029 0,006006
(0,001933- | (0,003779- | (0,002766- | (0,002396- | (0,003357- | (0,001985- | (0,007148- | (0,004106 -
0,012115) 0,017081) 0,011362) 0,006937) 0,026459) 0,017753) 0,032404) 0,009773)
23 0,000691 0,000652 0,000631 0,001166 0,001432 0,000408 0,002122 0,000856
(0,000281- | (0,000325 - (0,0002 - 0,00011- | (0,000656- | (0,000183- | (0,000799- | (0,000262-
0,001176) 0,001664) 0,001189) 0,002737) 0,004855) 0,001445) 0,0079) 0,001805)
24 0,000391 0,000331 0,000521 0,000746 0,011833 * 0,000745 0,000548 0,000371
(0,000146- | (0,000134- | (0,000183- | (0,000227- | (0,003646- | (0,00021- | (0,000408- | (0,000061-
0,001377) 0,001104) 0,001612) 0,001463) 0,03062) 0,001513) 0,000922) 0,000503)
25 0,000294 0,000396 0,000409 0,000512 0,000657 0,000551 0,001034 0,000859
(0,000063- | (0,000209- | (0,000242- | (0,000161- | (0,00019- | (0,000197- | (0,000214- | (0,000179-
0,000393) 0,001) 0,000853) 0,000995) 0,004788) 0,002109) 0,002468) 0,001109)
27 0,000215 0,000275 0,000272 0,000323 0,000224 0,000345 0,000241 0,000564
(0,000145- | (0,000112- | (0,000124- | (0,0000593- | (0,000141- | (0,0000276- | (0,00000008- | (0,000153-
0,000471) 0,000692) 0,000517) 0,000732) 0,001455) 0,001008) 0,006234) 0,000729)
28 0,001951 0,004128 0,002582 0,004787 0,008639 0,006637 0,029549 * 0,001584
(0,000531- | (0,000762- | (0,001193- | (0,002037- | (0,002261- | (0,00000017- | (0,007539- | (0,000052-
0,004149) 0,011122) 0,005631) 0,009298) 0,012516) 0,009054) 0,079442) 0,005727)
29 0,001282 0,001638 0,001265 0,001385 0,002661 0,001355 0,005087 0,00192
(0,000647- | (0,001209- | (0,000511- | (0,000394- | (0,000877- | (0,000478- | (0,001624- | (0,00132-
0,003322) 0,004959) 0,002276) 0,002814) 0,017445) 0,003729) 0,015303) 0,002643)
30 0,000506 0,001147 0,001287 0,000793 0,001759 0,000555 0,00442 0,001396
(0,0000477- | (0,000312- | (0,000562- | (0,000346- | (0,000905- | (0,000407- | (0,000615- | (0,000356-
0,001424) 0,002614) 0,002035) 0,003912) 0,008802) 0,000751) 0,004721) 0,002237)

Die Werte der TRBV-Expression normalisiert auf HPRT sind als Median und in Klammern als
25-75 Perzentil-Bereich dargestellt. Die AMC- und DCM-Patienten sind durch die nPCR nach-
gewiesenen viralen Genome und den TRBC/HPRT Expressionsgrenzwert der Kontrollen unter-
teilt. Signifikant erhéhte Werte im Vergleich mit den restlichen Patientengruppen ermittelt durch
eine Tukey-Kramer posthoc Analyse sind mit einem Sternchen * und Rot markiert.
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3.4 TRBV-Dominanz und funktionelle Charakterisieru ng von B19V-NS1-
antigenspezifischen T-Zellen bei einem Patienten mi  t akuter B19V assozi-

ierter inflammatorischer Kardiomyopathie und initia ler B19V Virdmie

Nachdem an Endomyokardbiopsien von AMC bzw. DCM-Patienten erste differentielle TRBV-
Expressionen gezeigt werden konnten, wurden anhand eines hochtitrigen B19V positiven Pati-
enten antigenspezifische T-Zellen mittels des selbst entwickelten TRBV-Primer/Sondensystems

untersucht.

Nach seiner ersten Beschreibung, wurde Parvovirus B19 (B19V) mit vielen humanen Krankhei-
ten wie Erythema infectiosum, Hydrops fetalis, Andmie, aplastischer Krise, Arthritis und
Vasculitis in Verbindung gebracht. Parvovirus B19 besitzt ein einzelstrangiges DNA-Genom,
welches im Zellkern der infizierten Wirtszelle repliziert wird. Das ikosaeder-férmige Kapsid von
B19V besteht aus zwei Strukturproteinen VP1 (83 kDa) und VP2 (58 kDa), welche durch das
gleiche open reading frame (ORF) kodiert sind. VP1 unterscheidet sich von VP2 nur durch ein
zuséatzliches n-terminales Fragment. Das nicht-Struktur Protein 1 (NS1) wird fir die Virusreplika-
tion und Ubertragung in die Wirtszelle benétigt. B19V ist der am haufigsten nachgewiesene Vi-
rus in EMBs von Patienten mit akuter Myokarditis (AMC), dilatativer Kardiomyopathie (DCM)
oder inflammatorischer Kardiomyopathie (DCMi).

Trotz der entscheidenden Bedeutung von T-Zellen in der antiviralen Abwehr ist nur sehr wenig
Uber B19V spezifische T-Zellen bekannt. In anderen Krankheiten wurden antigen-spezifische T-

Zellen Gber Peptidpools und intrazellulare INFy-Sekretion identifiziert.

In dieser Arbeit konnten zum ersten Mal Hinweise fir antigen-spezifische T-Zellen in einem Pa-
tienten mit bewiesener DCMi und auRBergewdéhnlich hoher B19V Viruslast bei der initialen Vor-
stellung erbracht werden. Daflr wurden die TRBV Expression und die Expressionsprofile von
Thl, Th2 T-Zellen, und Markergene, die CTL, Treg und anerge T-Zellen charakterisieren, be-

stimmt.

Patientenbeschreibung

Ein zuvor gesunder 44 jahriger Mann wurde mit fortschreitendem Herzversagen nach vorherge-
hender Infektion der Atemwege mit Fieber bis 39C eingewiesen. Es gab keine erhdhten bio-
chemischen Marker fiir eine myokardiale Ischamie. Koronare GefalRerkrankungen wurden durch
koronare Angiographie ausgeschlossen. Die linksventrikulare Ejektionsfraktion (LVEF) bestimmt

durch Echokardiographie nach modifizierter Simpson-Methode betrug 45%.
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Diese klinische Prasentation ist tbereinstimmend mit der klinischen Verdachtsdiagnose einer

akuten Myokarditis. Der Patient wurde mit Herzinsuffizienz-Medikamenten (Carvedilol, Ramipril

und Diuretika) behandelt. Im weiteren Verlauf kam es zu einem graduellen Anstieg bis zuletzt
nahezu Normalisierung der LVEF und einer Abnahme der LVEDD (Tabelle 14).

Tab. 14: Verlauf der klinischen Parameter, EMBs und

serologischen Ergebnissen

Initiale Présentation 6 Monate 12 Monate
LVEF (%) 45 54 70
LVEDD (mm) 64 56 54
EMBs - B19V nPCR/ positiv positiv positiv
EMBs - B19V qPCR 115091 23846 1026
PBMCs - B19V nPCR / positiv negativ negativ
PBMCs - B19V gPCR 184000
Serum - B19V nPCR / positiv negativ negativ
Serum — B19V gPCR 57468
B19V IgG titer (ELISA) 146 143,6 1417

B19V IgG fractions (re-
comLine® blot)

VP-2p; VP-N; VP-1S;

VP-2p; VP-N; VP-1S;

VP-2p; VP-N; VP-1S;

VP-2r; VP-C VP-2r; VP-C; NS1 VP-2r; VP-C; NS1
B19V IgM titer (ELISA) 115,7 negativ negativ
B19V IgM fractions
(recomLine® blot) VP-2p; VP-N; VP-1S; negativ negativ
VP-2r; VP-C
CD3/mm2 16 7,5 3,6
LFA-1/mm2 36,4 12,2 7,4
CD45R0/mm2 19 10,1 55
Mac-1/mm2 36,8 14,8 13,3
HLA class | AF (%) 10,4 7,4 51
ICAM-1 AF (%) 4,1 2,7 11

Entwicklung der echokardiographischen Parameter (LVEF, LVEDD: LV enddiastolischer Durch-
messer), der B19V Quantifizierungsergebnisse in EMBs und PBMCs (virale Kopien/ug Nuklein-
sauren in EMBs und virale Kopien/ml Serum) und der DIA quantifizierten, immunhistologisch
markierten Infiltrate und CAMs Expression der EMBs. AF: fraction of area in Prozent (DIA ermit-
telte Wert der CAMs Expression). Normale Werte fur DIA quantifizierte Infiltrate und CAMs Ex-
pression in EMBs CD3: <7/mm2, LFA-1: <9/mm2, CD45R0: <7/mm2, Mac-1: <35/mm2, HLA
class I: <5.5%, ICAM-1: <1,2%.
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3.4.1 Immunhistologischer Verlauf der DCMi

Die histologischen Analysen der EMBs zeigten zu keinem Zeitpunkt Hinweise einer akuten Myo-
karditis hinsichtlich der Dallas-Kriterien (Abbildung 34a, b, c). Mit der Quantifizierung der im-
munhistologisch gefarbten EMBs durch digitale Bildanalyse konnten jedoch eine erhdhte
Infiltratmenge und erhdhte Expressionen von Zelladh&sionsproteinen (CAMS) ubereinstimmend
mit einer DCMi nachgewiesen werden (Tabelle 14, Abbildung 34d, g). Nested PCR (nPCR) Ana-
lysen auf kardiotrope Virengenome zeigten positive B19V Ergebnisse in EMBs, PBMCs und
Serum.

Histology Immunohistology
H&E staining HLA class |

Initial
presentation

6 months

12 months
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Abb. 34: Histologische (a, b, ¢) und immunhistologi sche (d-i) Farbung (CD3: d-f, HLA
Klassel Expression: g-i) der Biopsien zum Zeitpunkt der initialen Prasentation
und der Folgeuntersuchungen nach 6 und 12 Monaten . Die histologischen Analy-
sen zeigen zu keinem Zeitpunkt eine aktive oder grenzwertige Myokarditis. Die initial
erhéhte CD3" T-Zellanzahl und HLA Expression nimmt bei den Folgebiopsien ab.
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Die quantitative PCR (qPCR) zeigte bei der initialen Untersuchung eine ungewdhnlich hohe
B19V Viruslast von 115.091 Kopien/ug Nukleinsduren in EMBs und 184.000 Kopien in PBMCs.
Die Viruslast im Serum wurde mit 57.468 Kopien/ml bestimmt. Die B19V gPCR von EMBs nach
6 und 12 Monaten nach der initialen Prasentation zeigte im Verlauf deutlich abnehmende B19V
Viruslasten in EMBs (23.846 und 1026 Viruskopien/ug Nukleinsdure). In PBMCs und Serum
konnte B19V bei den Folgeuntersuchungen nicht mehr durch nPCR nachgewiesen werden.
Diese Ergebnisse werden begleitet von einer Abnahme der Infiltration und der CAMs-Expression
in den Folgebiopsien, bis hin zur Normalisierung der Werte am 3 Zeitpunkt (Tabelle 14, Abbil-
dung 34e, f, h, i). B19V IgM waren zum initialen Zeitpunkt durch ELISA und recomLine® blot
Analysen, aber nicht mehr zu den Folgeuntersuchungen, nachweisbar. Der B19V IgG Titer blieb
zu den drei Zeitpunkten tUberwiegend stabil (Tabelle 14). Jedoch zeigten recomLine® blot Analy-
sen das Vorhandensein von NS1 spezifischen Antikérpern 6 und 12 Monate nach der Erstpra-

sentation, was auf eine persistierende Infektion hinweist.

Ex vivo Analysen der zellularen Immunantwort wurden 10 und 12 Monate nach der Erstprasen-
tation durchgefiihrt. Dafiir wurden Peptidbibliotheken, die das gesamte B19V Genom abdecken
eingesetzt. Starke CD8+ T-Zellantworten auf wenigstens zwei B19V abgeleitete Peptide wurden
Zu beiden Zeitpunkten mit starken Antworten (19,7%) am 10 Monatszeitpunkt (Abbildung 35)
detektiert. Zum spéateren Zeitpunkt reagierten noch 10% der CD8+ T-Zellen mit IFNy Sekretion
auf die Stimulation mit den 10 Aminosaure Peptiden SALKLAIYKA257-266 (SALK) und
QSALKLAIYK256-265 (QSAL). Eine dritte 13 AS lange Peptidsequenz IQSALKLAIYKAT255-267
(IQSA), welche die beiden anderen Peptide beinhaltet, aktivierte 14,6% der CD8+ T-Zellen. Ahn-
liche Frequenzen wurden auch mit der TNFa Sekretion als read out (statt IFNy; Abbildung 35)
erhalten. Der Sequenzshift von IQSA zu QSAL und SALK betragt nur je eine AS und l&sst ver-
muten, dass alle das gesamte oder Teile des gleichen Epitops enthalten. Fir jedes dieser Pep-
tide konnte eine kleine aber deutliche CD4+ T-Zellantwort (0,02 bis 0,04% aller CD4+ T-Zellen)
gemessen werden (Abbildung 35). Zwei zusatzliche 10 AS Peptide erzeugten ebenfalls CD8+ T-
Zellantworten. Das Peptid GLCPHCINVG613-622 (GLCP) wurde von 0,71% der CD8+ T-Zellen
und das Peptid LLHTDFEQVM276-285 (LLHT) wurde von 0,06% der CD8+ T-Zellen erkannt.
Beide induzieren eine IFNy-Antwort, GLCP erzeugte zudem auch eine vergleichbare TNFa Ant-
wort. Beide Sequenzen beinhalten ein publiziertes HLA-A2 Epitop (GLCPHCINV und
LLHTDFEQV) in Ubereinstimmung mit dem HLA-Typen des Spenders. Nach zwei Monaten
nahmen die Antworten auf 5.34% (SALK), 4,4% (QSAL) und 0,07% (IQSA), 0,08% (GLCP) und
0,03% (LLHT) ab.
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Abb. 35: FACS Analyse der zwei B19V NS1-spezifische n CD8" T-Zellantworten und einer
CD4" T-Zellantwort 10 Monate nach der initialen Prasent  ation. Die oberen Abbil-
dungen zeigen die IFN© Sekretion und die unteren Abbildungen die TNFa Sekretion
16 Stunden nach der Stimulation.(a, b, g, h) zeigen die Negativkontrollen, CD8" T-
Zellantworten nach Stimulationen mit den 10 AS-Peptiden GLCPHCINVG (GLCP; c,

d) und SALKLAIYKA (SALK; e, f), und die CD4" T-Zellantwort nach Stimulation mit
dem 13 AS-Peptid IQSALKLAIYKAT (i, k).
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3.4.2 TRBV11 Dominanz der NS1-B19V-antigenspezifisc hen T-Zellen

Die real-time RT-PCR Analysen fir funktionelle TRBV-Expression an SALK- und GLCP-
reaktiven T-Zellen zeigte eine Uberproportionale Expression von TRBV11 im Vergleich zu den
nicht-reaktiven Zellen (SALK: 7,5 fach; GLCP: 4,7 fach) und den unselektierten PMBC (Abbil-
dung 36). Alle weiteren TRBV sind in den SALK- und GLCP-reaktiven, sowie den nicht-reaktiven
Zellen und den unselektierten PBMCs vergleichbar exprimiert.
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Abb. 36: TRBV Expression der B19V NS1-spezifischen  T-Zellen. Die Balken kennzeichnen
die TRBV Expression in Bezug auf TRBC in nicht-selektierten PBMCs im Vergleich
mit positiv und negativ selektierten GLCP und SALK reaktiven T-Zellen, die durch die
Verwendung des IFNy Sekretionsassays angereichert wurden.

Weiterhin weisen SALK- und GLCP-reaktive Zellen eine dominante Expression der Typl T-
Zellmarker IFNy (SALK 11,9 fach, GLCP 5 fach), IL2 (SALK 16,55 fach, GLCP 24,71 fach), 1L27
(SALK 8,72 fach, GLCP 4,43 fach), T-bet (SALK 2,3 fach, GLCP 3,3 fach), und der CTL-Marker
Perforin (SALK 2,3 fach, GLCP 4 fach) und Granzyme B (SALK 2,62 fach, GLCP 3,62 fach) auf.

Im Gegensatz dazu wurden die Marker fir den Typ 2 (GATA3: SALK 0,4 fach und GLCP
0,3 fach; IL4: SALK 0,3 fach und GLCP 0,2 fach) und fir regulatorische T-Zellen (FoxP3: SALK:
0, fach und GLCP: 0,6 fach) nur gering exprimiert. Zusatzlich wurden wesentlich héhere Expres-
sionen von generellen Inflammationsmarkern in den positiv selektierten IFNy exprimierenden
Zellen (IL-6: SALK: 2,0 fach; GLCP: 3,1 fach; TNFa: SALK: 7,5 fach; GLCP: 10,7 fach und
NFkB: SALK: 5,9 fach; GLCP: 3 fach) gemessen (Abbildung 37).
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Abb. 37: Expression der Effektor-T-Zellmarker von B 19V NS1-spezifischen T-Zellen. Die

Balken stellen die Markerexpression (normalisiert auf CD3d) von unselektierten
PBMCs im Vergleich mit positiv und negativ selektierten GLCP und SALK reaktiven
T-Zellen, die durch die Verwendung des IFNy Sekretionsassays angereichert wurden.
Die drei Abbildungen zeigen unterschiedliche Zielgenexpressionslevel.
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4 Diskussion

4.1 RNA-Extraktionsoptimierungen an Herzmuskelgeweb e

Aus ca. 5 mg EMBs Gewebe kdnnen naturgemafd nur limitierte RNA Mengen fur Untersuchun-
gen der Genexpression extrahiert werden. Optimierte RNA-Extraktionsmethoden sind demzu-
folge fur eine mdoglichst hohe RNA-Ausbeute von mdglichst reiner RNA wichtig. Im Rahmen
dieser Arbeiten wurden die konventionelle Trizol® Methode (basierend auf der Phenol-
Chloroform-Fallung), die u.a. fir den Nachweis von enteroviraler RNA verwendet wird (14, 190),
mit nachgeschalteter Aufreinigung des Extraktes mit neu auf den Markt gekommenen
ChargeSwitch® beads, und unterschiedliche kommerzielle Kits auf der Basis von Lyse-Puffern
und Silika Saulen (RNeasy Mini Kit / Qiagen; RNeasy Fibrous Tissue Kit / Qiagen) eruiert. Das
RNeasy Mini Kit ist vornehmlich fir kultivierte Zellen und Blutzellen entwickelt worden, die durch
den Lyse-Puffer rasch und vollstandig lysiert werden kénnen. Da fibroses Gewebe durch dieses
Verfahren nur unvollstandig lysiert wird, wurde in einer Fortentwicklung im RNeasy Fibrous
Tissue Kit das Lyseverfahren intensiviert. Beide Verfahren zeichneten sich in den Untersuchun-
gen durch eine hohe Qualitat der erhaltenen RNA aus (Ratio,gg2s0 2,06 respektive 2,12), aller-
dings war die RNA-Ausbeute aus explantierten Herzmuskelgewebe gering. Dass das konventio-
nelle Trizol® eine effektive RNA-Extraktionsmethode darstellt, zeigt sich in der substantiell h6he-
ren RNA-Konzentration, allerdings enthalt diese RNA oft Verunreinigung von Phenol- und Prote-

inresten, die die real-time RT-PCR behindern

Die Aufreinigung des Trizol® Extrakts mit den Silika-S&ulen basierten RNeasy Mini Kit oder dem
fur kleinere RNA-Mengen entwickelten RNeasy Cleanup Minelute Kit erbrachte zwar eine ent-
scheidende Besserung der Ratioygp250 auf ca. 2, allerdings wurde hierdurch auch die RNA Men-

ge deutlich reduziert.

Eine optimale Ldsung dieser Problematik bietet sich nach unseren Untersuchungen aus der
Kombination der konventionellen Trizol® Methode mit nachgeschalteter Aufreinigung des
Trizol® Extrakts mit ChargeSwitch® beads. Diese Kombination ermdglichte eine gegeniber den
kommerziellen, auf Silika-S&ulen basierende Verfahren eine um ca. 2-3xfach erhéhte extrahierte
RNA-Menge (96,3 ng/ml), bei einer Ratiosgp00 VON 2,17, was daflr spricht, dass die Phenol- und
Protein-Verunreinigungen, die aus der Trizol® Extraktion hervorgehen, weitestgehend eliminiert
werden. Fir die weiteren Untersuchungen hinsichtlich der RNA-Extraktion aus EMBs wurde

dieses Kombinationsverfahren eingesetzt.

Explantierte Herzmuskelgewebe sind u.a. infolge der sicherlich vorhandenen RNA Degradation
unmittelbar nach Explantation des Organs nicht uneingeschrankt reprasentativ. Jedenfalls zei-
gen die erhaltenen Ct-Werte aus den unterschiedlichen Extraktionsmethoden, dass sich die
optischen Messungen der erhaltenen RNA-Mengen und Qualitdten auch in entsprechenden

real-time RT-PCR Ct-Werten umsetzen lassen. Die Aufreinigung der RNA aus Herzmuskelge-
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webe trégt zu einer deutlichen Senkung des Ct-Werts bei, infolge der besseren Linearitat der
real-time RT-PCR. Dieses wird vor allem auch insbesondere durch die deutlich niedrigeren Ct-
Werte der nach konventioneller Trizol® Extraktionsmethode aufgereinigten RNA verdeutlicht,
die im Vergleich um ca. 2-3 Ct-Werte abnahmen. Diese Beobachtung allein ist daftrr indikativ,
dass die optische Quantifizierung der nach der konventionellen Trizol® Methode extrahierten

RNA offenbar durch die Phenol- und vor allem die Proteinreste falsch zu hoch ermittelt wird.
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4.2 Entwicklung eines Real-time RT-PCR Systems zum Nachweis des
TCR

Es ist weithin bekannt, dass die konventionelle histologische Diagnostik nicht ausreicht, um die
komplexen Prozesse, welche kritisch in der Pathogenese der DCMi involviert sind, ausreichend
aufzuklaren. Weiterhin fehlt es dieser Methode an prognostischer Wirkung und sie ist nicht hin-
reichend, um DCM- von DCMi-Patienten zu unterscheiden, welche wahrscheinlich von einer
immunmodulatorischen Therapie profitieren wiirden. Hingegen sind die sensitiveren und spezifi-
scheren immunbhistologischen Verfahren geeignet, die DCMi besser zu diagnostizieren. Dartiber
hinaus konnten erst die immunhistologische Diagnostik der DCMi eine prognostische Aussage-
kraft vorweisen, und als diagnostische Grundlage Patienten selektieren, die von
immunmodulatorischen Therapien profitieren (25, 165, 174, 191-195). Genexpressionsuntersu-
chungen sind ein vielversprechender Ansatz fur ein tiefgreifendes Verstehen der Pathogenese
von DCM/DCMi und der prognostischen Auswirkungen der Genexpressionsprofile im natirlichen

Verlauf der Krankheit, sowie unter immunmodulatorischen Therapien (165, 192-194, 196).

Zum besseren Verstandnis der DCM/DCMi sollten insbesondere T-Zell-assoziierte Gene und
vor allem auch der T-Zellrezeptor beta untersucht werden. Da es fir die Genexpressionsanaly-
sen des TCR keine kommerziell erhéltlichen gene assays gibt, wurde ein Primer/Sonden-
System fir die real-time RT-PCR entwickelt. Dabei wurde darauf geachtet, dass alle funktionel-
len TRBVs durch Primer und Sonden abgedeckt sind. Es wurden die Gensequenzen und die

Nomenklatur des International Information System (IMGT: http://imgt.cines.fr/) verwendet. Die

Primer wurden mittels alignment auf potentielle Sequenzhomologien hin untersucht, um eventu-
elle Fehlbindungen zu vermeiden. AuBerdem wurden die gene assays Intron (berspannend
entwickelt, damit es zu keiner Kreuzreaktivitat mit genomischer DNA kommt, was in Versuchen

bestatigt werden konnte.

Zur Uberprifung der Spezifitat der Primer wurden verschiedene Lymphom-Zelllinien mit bekann-
ten T-Zellumlagerungen, die zuvor mittels des BIOMED-2 Primersystems bestimmt wurden,
untersucht (155). Dabei wurden diese bekannten Umlagerungen spezifisch von den entspre-
chenden Primern amplifiziert. Auch die PCR-Effizienz der TRBV-Primersysteme liegt in den

allgemein anerkannten Grenzen (172).

Nach allen positiven Vortests an PBMCs wurde das System auch an cDNA aus Myokardgewebe
getestet. Dabei wurde festgestellt, dass die isolierten RNA-Mengen aus Endomyokardbiopsien
nicht ausreichen, um die TRBV-Expression verninftig zu nachzuweisen, deshalb wurden

Praamplifikationsstrategien angestrebt.
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4.2.1 Entwicklung einer Praamplifikation zum Nachwe is des TCR

Praamplifikations-Verfahren kénnen maoglicherweise die Sensitivitat der real-time RT-PCR ver-
bessern, vor allem fir niedrig exprimierte Gene. Diese fuihren dann zu wesentlich héheren Men-
gen an cDNA, die dann die Zahl der zu untersuchenden Zielgene aus einer begrenzten cDNA
vergroRert. Die Aufrechterhaltung der Genexpressionsprofile sowie eine breite Anwendbarkeit

auf viele Zielgene ist ein weiterer faszinierender Aspekt der PreAmp Verfahren.

Das auf die Tagman® PreAmp Master Mix Technik (T-PreAmp) basierende Verfahren ermdg-
licht einen relativ einfachen Arbeitsablauf, der im Wesentlichen aus der Herstellung des pri-
mer/gene assay Pools und der Praamplifikation von cDNA Uber 10 oder 14 Zyklen in einem
speziellen Mastermix besteht. Es werden identische Primer fur die T-PreAmp als auch der da-
rauffolgenden real-time RT-PCR verwendet. Dieses T-PreAmp Verfahren ist deutlich einfacher
im Vergleich zu dem selbst-designten SSRT-PreAmp Verfahren. Diese Methode erfordert spezi-
fische Primer jeweils fir die SSRT und in dem folgenden Praamplifikationsschritt (170), die in
diesen Versuchen im nested Design gewahlt wurden, um eine héhere Spezifitat der PreAmp zu
gewahrleisten. Theoretisch kénnen bis zu 100 gene assays gleichzeitig in jeder T-PreAmp Re-
aktion praamplifiziert werden. Diese Limitation ergibt sich rechnerisch aus dem Zielvolumen der
PreAmp cDNA in Doppelt-Bestimmungen. Dies lasst sich auch durch unsere Daten von 92 pa-
rallel praamplifizierten gene assays an cDNA von EMBs und PBMCs bestatigen. Ein weiterer
Vorteil der T-PreAmp Technik ist, dass aus 60 yl cDNA aus den in dieser Arbeit angewandten
RNA-Extraktions- und cDNA-Umschreibungs-Methoden fiir EMBs, 8 verschiedene T-PreAmp
Reaktionen aus einer einzigen EMB mdglich sind. Rechnerisch ware damit die Genexpressions-
analyse von 784 verschiedenen Zielgenen (minus eines housekeeping Gens wie HPRT oder
CDKNI1B als etabliertes Referenz-Gen fur die PreAmp Uniformitat) moglich. Dies ist eine we-
sentlich héhere Anzahl von quantifizierbaren Zielgenen im Vergleich mit der direkten konventio-
nellen, direkten real-time RT-PCR, bei der maximal 30 verschiedene Zielgene in zweifacher
Ausfertigung in der real-time RT-PCR-Analyse mit 1 yl cDNA pro Reaktion gemessen werden
kénnen. Im Gegensatz zu der Situation in der Genexpressionsanalysen in verschiedene Grup-
pen von Zielgenen auf cDNA mehrerer EMBs von Patienten, angesichts der begrenzten
RNA/cDNA Menge aus einzelnen EMBSs, fur direkte real-time RT-PCR-Analysen aufgeteilt hatte

werden mussen.

Das T-PreAmp-Verfahren mit 14 PreAmp-Zyklen fiihrt zu einer deutlichen Erhéhung der Sensiti-
vitat der real-time RT-PCR von circa 7 Ct-Werten, mit PreAmp Uniformitatswerten zwischen -1,5
bis +1,5 sowohl in PBMC als auch EMB cDNA (mit Ausnahme der gene assays HPRT-ABI und
CD56). Die geringen intra- und inter-assay Varianzen auch aus der cDNA von EMBs (<4%, ein-
schlielBlich CD56) implizieren eine hohe Préazision und Reproduzierbarkeit der T-PreAmp-
Technik. Ferner zeigen diese Daten, dass die PreAmp-Uniformitat Gber eine breite Palette von
Ct-Werten in der direkten real-time RT-PCR, einschlieZlich der niedrigen Ct-Bereiche (Ct> 35 in
direkter real-time RT-PCR) erhalten bleiben (177). Dies gilt sowohl fir Tagman ® ABI inventari-
sierte sowie selbstentwickelte gene assays, die nach den ABI Empfehlungen designt sind. Wie

hier gezeigt werden konnte, missen nur die forward / reverse Primer der selbst entworfenen
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gene assays in die PreAmp Master Mix Reaktion eingebracht werden. Sie arbeiten nicht signifi-
kant unterschiedlich im Vergleich zu den kommerziell erhdltichen Tagman® gene assays, von
denen sowohl Primer als auch Sonde in die T-PreAmp Reaktion eingehen, beziglich der
PreAmp Uniformitéat.

Dariiber hinaus wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die PreAmp-Uniformitat auch im Hinblick
auf die gene assays mit einem gemeinsamen reverse Primer und einer gemeinsamen Fluores-
zenz-Sonde, aber unterschiedlichen forward Primern (TRBV Primer) sowie wobbled Primer De-
signs (TRBVS5, 6 und 7 forward Primer) erhalten bleibt. Diese zahlreichen Vorteile konnten nicht
durch die SSRT-PreAmp erfillt werden. Erstens ist diese Technik nicht fir kommerziell erhaltli-
che Tagman ® gene expression assays anwendbar, da die Sequenzen dieser Assays nicht zu-
ganglich sind, und daher die Primergestaltung fur die SSRT-PreAmp nicht mdglich ist. Zweitens
zeigten die SSRT-PreAmp Ergebnisse auf PBMC und EMB cDNA sehr unterschiedliche
PreAmp Uniformitaten, mit Werten unterhalb des vorgeschlagenen Bereiches von -1,5 bis 1,5 in
Bezug auf CD3z, IFNy, T-bet und Perforin, obwohl die gleichen gene assays, unter Nutzung des
Tagman ® PreAmp Master Mixes, innerhalb der vorgeschlagenen PreAmp Uniformitat von -1,5
bis 1,5 liegen.

Dennoch zeigen die Ergebnisse, dass beide PreAmp-Verfahren ohne deutlich unterschiedliche
PreAmp Uniformitatswerte Uber eine breite Palette von Ct-Werten in der direkten real-time RT-
PCR, einschlieRlich der niedrig vorkommenden Ct-Bereiche (Ct> 35 in direkter real-time RT-
PCR) (177) funktionieren. Dies impliziert eine potentielle Anwendung in der praklinischen Diag-
nostik fur das T-PreAmp Verfahren aufgrund seiner zahlreichen Vorteile (z.B. stabile PreAmp
Uniformitatswerte fiir die meisten gene assays, einfache Anwendung, die Erweiterung der mog-
lichen real-time RT-PCR Analysen von begrenzter RNA / cDNA).

Ein weiteres wichtiges Ergebnis ist das Fehlen von nachweisbarer Expression in cDNA und T-
PreAmp cDNA fir die Ziel-Gene und Proben, bei denen auch durch direkte real-time RT-PCR
keine messbaren Ct-Werte in cDNA aus PBMCs und EMBs nachgewiesen wurden. Daraus
kann geschlussfolgert werden, dass sowohl die T-PreAmp als auch SSRT-PreAmp Techniken
zuverlassige Ergebnisse liefern und keine falsch-positiven Werte produzieren. Eine Einschrén-
kung der Studie ist, dass der Vergleich der PreAmp-Uniformitatswerte der untersuchten gene
assays zwischen T-PreAmp und SSRT-PreAmp nur basierend auf HPRT-CCM durchgefiihrt
wurde, und nicht auf CDKN1B, da letzteres ein inventarisiertes Applied Biosystems Tagman®
gene assay ist und somit nicht fur die SSRT-PreAmp eingesetzt werden kann. Allerdings, wei-
sen die T-PreAmp Ergebnisse von HPRT-CCM darauf hin, dass dieser gene assay ebenso als
Referenzgen fur die Berechnung der PreAmp Uniformitat dienen kann. Dies folgert, dass nicht
die Design Merkmale dieser gene assays (z.B. PCR Effizienz), sondern eher das PreAmp Ver-
fahren per se der entscheidend wichtige Punkt ist, der zu den beobachteten Abweichungen der
PreAmp Uniformitatswerte fuhrt. Es ist méglich, dass Interaktionen zwischen Primern der ver-
schiedenen gene assays, wahrend des SSRT-PreAmp Verfahren zu den beobachteten Verzer-
rungen in der PreAmp Uniformitéat fihren. Dies steht im Einklang mit den in dieser Arbeit ge-
machten Beobachtungen uber die noch ausgepragteren Verzerrungen der PreAmp Uniformi-

tatswerte, wenn weitere gene assays in die SSRT-PreAmp Reaktionen hinzugefihrt werden
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(Daten nicht gezeigt).

Aufgrund der hoheren Komplexitat des SSRT-PreAmp Verfahrens und der zu erwartenden hé-
heren Mdoglichkeit von Primer-Wechselwirkungen wahrend der PreAmp, haben wir nicht die
PreAmp Eigenschaften der gene assays mit gemeinsamen reverse Primer / Sonden und diver-
sen forward Primern, noch wobbled Primer-Designs (TRBV Primer), mittels des SSRT-PreAmp
Verfahrens untersucht.

Im Vergleich mit non-nested PCR haben nested PCR (nPCR) Techniken eine hohere Spezifitat
(197). Fir die real-time RT-PCR ist bekannt, dass sie eine h6éhere Spezifitat im Vergleich zur
nested PCR hat (198). Deshalb kénnte der Vorteil des SSRT-PreAmp Ansatzes eine hdhere
Spezifitat aufgrund des nested Primer Designs sein.

Die Ergebnisse zeigen, dass die T-PreAmp Uniformitat von den gene assays abhangig ist, da-
her sollte vor der Aufnahme von seriellen Untersuchungen immer die Uniformitat bestimmt wer-
den. CD56 und HPRT-ABI (beides ABI inventarisierte gene assays) liegen nicht in den vorgege-
benen Uniformitatsgrenzen, was zu verénderten Expressionsprofilen aller Zielgene fiihren wr-
de, wenn HPRT-ABI als housekeeping Gen verwendet werden wiirde. In Ubereinstimmung mit
den in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen haben Denning et. al. fir den ABI inventarisier-
ten gene assay GAPDH gezeigt, dass es die vorgeschlagenen Uniformitatswerte nicht einhalt.
Deswegen normalisierten sie die Genexpression auch auf CDKN1B (199).

Wie an CD56 gezeigt, sprechen niedrige intra- und inter-assay CVs fir die Stabilitdt und Repro-
duzierbarkeit der T-PreAmp, obwohl die Uniformitat von CD56 nicht eingehalten wird. Ein weite-
rer wichtiger Faktor, den man nicht vernachléassigen sollte, ist die PCR-Effizienz. Denn mit abfal-
lender PCR-Effizienz steigt die Uniformitat. AuBerdem spielt mdglicherweise auch die Kontami-
nation mit DNA bei so niedrigen Expressionsniveaus eine Rolle. Das Intron-iiberspannende
Primerdesign verhindert die Ko-Amplifikation von genomischer DNA bei den selbstentworfenen
und ABI inventarisierten gene assays. Es wurde an gDNA von PBMCs gezeigt, dass es keine
Kreuzreaktivitat der Primer mit genomischer DNA gibt.

Die Untersuchungen zeigen weiterhin, dass die T-PreAmp-Leistung nicht von der Amplikonlange
und PCR-Effizienz abhéngig ist. Denning et. al. leiten von ihren Untersuchungen an GAPDH
(122bp) und 12 weiteren Genen mit kiirzerer Amplikonléange her, dass die Amplikonlange mogli-
cherweise aufert wichtig fur die T-PreAmp Uniformitéat ist (199). Die hier erhaltenen Daten be-
statigen diese Hypothese nicht, da insbesondere TRBV19 und TRBV29 Amplikonlangen von
260bp und 320bp (abhéngig von der entsprechenden joinig und diversity Region) aufzeigen und
trotzdem eine T-PreAmp Uniformitat von -1,5 bis 1,5 eingehalten wurde und somit vergleichbar
zu weiteren selbstentworfenen (HPRT-CCM 101bp, CD3z 108bp, TRBC 151bp) und ABI inven-
tarisierten Assays (CD3d 92bp, NFATC3 74bp, avbbl 75bp) funktionieren. Es gab keinen Hin-
weis daflr, dass die PCR-Effizienz dieser gene assays eine Rolle fur die Uniformitat spielt. Im
Gegensatz dazu zeigen HPRT-ABI (100bp) und CD56 (61bp) unter den gleichen Bedingungen
eine deutlich schlechtere Verbesserung der Ct-Werte. Die Verzerrung der T-PreAmp Uniformitat
war bei HPRT-ABI Uber verschiedene Verdinnungsstufen stabil, CD56 hingegen zeigt eine an-
steigende Uniformitat mit abnehmender PCR-Effizienz. Deshalb wird vermutet, dass die Verzer-

rung/Verschiebung der T-PreAmp Uniformitat gene assay spezifisch ist und nicht ein generelles
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Problem der T-PreAmp-Technik darstellt. Aber es bleibt weiterhin die Frage, was die konkrete
Ursache fir die unverhaltnismaRige T-PreAmp Performance bestimmter gene assays ist.
Nichtsdestotrotz heben diese Ergebnisse hervor, wie wichtig Vortests vor seriellen Untersu-
chungen sind. Zum Sammeln, Vergleichen und Diskutieren der Erfahrungen mit der T-PreAmp
hinsichtlich  bestimmter gene assays empfiehlt sich ein open access Forum.
In dieser vorlaufigen Studie wurden EMBs von 10 DCM Patienten mit EMBs von 10 Patienten
mit immunhistologisch bestatigter DCMi verglichen. Beide Patientengruppen hatten vergleichbar
niedrige LVEF, was eine mdgliche Tendenz zu generellen sekundaren Herzinsuffizienz-
assoziierten Mechanismen verringert.

Die vorlaufigen Daten der T-PreAmp real time RT-PCR Analysen zeigen eine differentielle Ex-
pression bei 27/90 (30%) der untersuchten Zielgene. Diese Untersuchungen bestéatigen, dass
die immunbhistologisch diagnostizierte DCMi mit signifikant erhdhten Expressionen von T-Zell
verwandten Genen (CD3d, CD3z, TRBC und NFATC3) einhergeht. Die Hochregulation von be-
stimmten TRBV-Familien (TRBV2, 4, 6, 10, 20, 23, 24 und 29) in EMBs von DCMi Patienten
spricht fiir eine selektive Rekrutierung und/oder Expansion und somit eine Restriktion der TRBV
Expression der T-Zell-Infiltrate bei der DCMi (200). Die erhdhte Expression von IL-6, TNFa und
CX3CL1 schlieRen darauf, dass T-Zellinfiltration bei DCMi parallel geschaltet ist durch unter-
schiedlichen Zuwachs von diesen Zytokinen, wohingegen firr ein weiteres Chemokin CXCL14
bestatigt wurde, dass es bei DCMi Patienten runterreguliert wird, wie kirzlich durch microarray
Analysen berichtet wurde (201). Weiterhin konnte, wie auch schon in den microarray Analysen,
eine relative Abnahme der Expression von APN bestatigt werden, wobei die Rezeptoren APN-
R1 und APN-R2 nicht differentiell exprimiert werden. Durch unsere Analysen konnte auch die
Hochregulation von Cyr61 bestétigt werden (201).

Die Ergebnisse zu den Markern firr die T-Zellaktivierung eréffnen eine bis jetzt noch nicht er-
kannte potentielle Rolle fur Granzyme A, Granzyme B, Granulysin wie auch T-bet und
Eomesodermin als Marker fur zytotoxische und Thl-Zellen in der DCMi. Im Gegensatz dazu
sind die Marker fur Th2- Zellen, anerge und regulatorische T-Zellen (IL-4, IL-5, IL-10, TGFj,
Gata3, GRAIL, FoxP3) in EMBs von DCMi Patienten nicht erhdht. Dies weist moglicherweise auf
eine fehlende Gegenregulation der T-Zellantwort in der DCMi hin. Das Fehlen einer differentiel-
len Expression von Toll-like Rezeptoren (TLRs) und Signalfaktoren, die in TLR downstream
Signalwegen involviert sind, favorisiert/befiirwortet nicht die Hypothese einer vorrangigen Rolle
von TLRs in der DCMi. Die hier durchgefiihrten Analysen bestatigen weiterhin die Abnahme der
relativen Expression von tissue factor (TF) bei DCMi Patienten im Vergleich mit DCM Patienten
(168). Wahrend verénderte Expressionen von etlichen Komponenten der extrazellularen Matrix
in DCM und weiteren nicht-DCM Kardiomyopathien (202, 203) bekannt sind, wurde bis jetzt
noch kein direkter Bezug zu Entziindung oder kardiotropen Virusinfektionen beschrieben. Die
Daten zeigen keine veranderte Expression von Kollagen Typ |, lll, IV, MMPs 2, 8, 9, TIMPs 1, 4
und uPA in EMBs von DCMi versus DCM Patienten. Die erhfhten Expressionen von [(1-
Integrinen und weiteren Adh&sionsmolekillen wie CD62E wurden mittels immunhistologischer
Analysen (174) bestatigt, was mit den Daten tber a5B1 und CD62E ibereinstimmt. GDF15 ist

ein neu erkannter Marker fur Herzversagen und die Daten implizieren auf Grund der erhdhten
98



Diskussion

Expression (204) eine zusatzliche Rolle bei der DCMi.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die T-PreAmp neben der technischen Anwendbarkeit
an Biopsien auch in der Lage ist, signifikant unterschiedlich exprimierte Gene bei Patienten mit
DCMi aufzudecken. Obwohl zahlreiche Berichte eine enge Assoziation zwischen RNA und Pro-
teinexpression bestatigen, wurde eine Diskrepanz zwischen diesen beiden Expressionslevel in
einigen Untersuchungen aufgeklart, z.B. bezuglich posttranslationaler Modifikationen (205, 206).
Es zeigt sich hier eine signifikante Assoziation zwischen der Expression von T-Zellmarkern
(CD3d, CD3z, TRBC, NFATC3) und der DCMi, die tber immunhistologisch quantifizierte CD3+
Infiltrate bestimmt wird. Die mittels T-PreAmp signifikant unterschiedlich ermittelten Genexpres-
sionen sollten idealerweise auch auf Proteinebene bestatigt werden, z.B. durch immunhistologi-
sche Verfahren. Weitere Analysen an gré3eren Patienten-Kohorten wirden es gewahrleisten
Folgendes zu untersuchen: Assoziation mit verschiedenen kardiotropen Viren (13, 14), den Ein-
fluss der LVEF, die Akuitat der Erkrankung (akute Myokarditis versus DCMi), die prognostische
Rolle der Genexpression fur den diversen natirlichen Verlauf der Krankheit (Verbesserung vs.
weiterer Verschlechterung unter konventioneller Herzinsuffizienz-Medikation) (15), wie auch
Veranderungen der Genexpression in DCMi Patienten unter immunmodulatorischer Behandlung
(Immunsuppression, Immunadsorption, antivirale Behandlung (165, 192-194, 196)). Die breite
Anwendung der T-PreAmp Methode kdnnte auch insbesondere im Hinblick auf die kirzlich pu-
blizierten und breit akzeptierten EMB Richtlinien (207) in Aussicht gestellt werden, da diese eine
deutliche Steigerung der Entnahmehaufigkeit von EMBs aus diagnostischen Zielstellungen im
nordamerikanischen Raum, auch unter Bericksichtigung der anerkanntermaf(en nahezu ver-
nachlassigbaren periprozeduralen Komplikationsrate der EMBs Entnahme erwarten lassen
(208). Nach den negativen Studienergebnissen der US Myocarditis Immunosuppression Treat-
ment Studie war die EMB Entnahme im nordamerikanischen Raum bis zuletzt aus Griinden der
fraglichen diagnostischen Wertigkeit und insbesondere wegen der fehlenden therapeutischen
Konsequenz fir die Patienten stark riicklaufig (191, 209, 210). Letztlich kénnte das T-PreAmp
Verfahren auch Anwendung fur weitere Fragestellungen, die durch die limitierte RNA Menge
beschrankt werden, z.B. den Laser Capture Microdissection Praparaten aus diversen Organen

(199, 211), sinnvoll eingesetzt werden.

Schlussendlich werden erste Hinweise gezeigt, dass CDKN1B, zusatzlich zu seiner Funktion als
Referenzgen fir die T-PreAmp Uniformitat auch als relevantes housekeeping Gen fir die relati-
ve Quantifizierung der Genexpression in Myokardgewebe dienen kdnnte. Wohingegen die
Tumorsuppressorgenfunktion von CDKN1B in anderen Geweben und pathologischen Bedin-
gungen (212, 213) hinreichend bekannt ist, ist die physiologische Rolle und das Expressions-
muster von CDKN1B in myokardialem Gewebe bis jetzt noch nicht untersucht. Ubereinstimmend
mit den hier erhaltenen Beobachtungen haben Denning et. al. zuvor bestétigt, dass CDKN1B als

housekeeping Gen in Schilddriisengewebe dienen kann (199).
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4.2.2 TRBV- und FTZM-Expression in der experimentel len CVB-induzierten Myo-
karditis bei SWR-Mausen

Zur Ergrindung der TRBV- und FTZM-Expression in der murinen CVB-induzierten Myokarditis
wurde das etablierte SWR-Maus-Modell verwendet. Dieser Mausstamm st fiir eine myokardiale
CVB Replikation empfanglich, und fur die Entwicklung einer chronischen Viruspersistenz auch
bei d28 nach der akuten Myokarditis bei d7 bekannt (214-217). Am d7 p.i. waren die Infiltrate
durch eine ausgepragte TRBV3 Dominanz gekennzeichnet, die auch bei d28 persistierte. Diese
Daten sind mit Publikationen von Seko et al. bei der akuten CVB-Myokarditis am Balb/c Maus-
Modell der Virus-induzierten akuten Myokarditis vereinbar, die eine Dominanz von TCRV[(3 10
zeigten. Kawagishi et al. zeigten, dass die Enzephalo-Myokarditis-Virus-induzierte Myokarditis
durch eine Dominanz von TCRVp 8 bei Balb/c Mausen gekennzeichnet ist. Insgesamt bestati-
gen diese Ergebnisse, dass die T-Zell-Antwort bei einer Infektion durch ein definiertes Agens in
einem homogenen, genetischen background zu einer klonalen Expansion der spezifisch reakti-
ven TRBYV fihren, und damit letztlich eine Restriktion des TRBV Repertoires der infiltrierenden
T-Zellen bedingen. Letztlich treffen diese Grundsatze auch auf die Myosin-induzierte Autoim-
mun-Myokarditis der Maus zu, in der eine Dominanz von TCRV[ 8, 10 und 16 gezeigt werden
konnte (218). Matsumoto et al. zeigten ferner, dass sich aus diesen Einsichten auch spezifische
therapeutische Ansatze ableiten lassen, indem die pathogenen T-Zell Klone durch Antikérper
oder DNA-Vakzinen eliminiert, und der Erkrankungsverlauf insgesamt abgemildert werden kann
(150, 219).

Die Charakterisierung der analysierten funktionellen T-Zell-Marker bei der CVB-induzierten
Myokarditis an SWR-Mausen zeigte insgesamt eine Thl- und CTL-dominierte T-Zell-Antwort am
d7 p.i.,, dem Tag der maximalen Infiltration. Des Weiteren war diese Infiltration mit einer erhéh-
ten Expression des generellen Entziindungsmarkers IL-6 assoziiert. Hingegen waren
Markergene, die Th2-, regulatorische und anerge T-Zellen charakterisieren, nicht reguliert. Eine
derart umfassende funktionelle Charakterisierung der T-Zell-Antwort bei der CVB-induzierten
Myokarditis der Maus liegt nicht vergleichend vor. Aus der Literatur ist bekannt, dass die antivi-
rale Immunantwort bei der CVB-induzierten Myokarditis der Maus signifikant von Interferon ab-
hangt, und dass diese Thl-Antwort malgeblich fir das folgenlose Ausheilen der Erkrankung,
und die Viruselimination ist (72, 215, 220-222). Des Weiteren ist bekannt, dass die T-Zell-
Infiltrate bei der akuten CVB-induzierten Myokarditis auch CTL enthalten. Diese spielen aller-
dings fir die Viruselimination nur eine untergeordnete Rolle, und haben insbesondere fiir die
Entstehung der myokardialen Fibrose eine entscheidende Bedeutung, die letztlich zum dauer-
haften funktionellen Organschaden beitragt (223). Die Rolle der immunregulatorischen Einflisse
von TGFf3 bei der CVB-induzierten Myokarditis der Maus wurde von Huber et al. erkannt, noch
bevor FoxP3 als spezifischer Marker von Treg bekannt war (224). Hinsichtlich anerger T-Zellen
gibt es bislang keine abrufbaren Publikationen im Zusammenhang mit der CVB-induzierten
Myokarditis. Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen zur Charakterisierung der T-Zell-
Infiltrate bei der CVB-induzierten Myokarditis der SWR-Maus dass eine funktionell differenzierte

T-Zell-Antwort mit Dominanz von TRBV3 im dynamischen Verlauf nach der Infektion stattfindet.
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Diese Einsichten ergeben mannigfaltige Ansatze fiur spezifische therapeutische Interventionen.
So sind detaillierte Untersuchungen der Effekte einzelner T-Zell-Subtypen in knock out, in trans-
genen Tieren, Behandlungsversuche mit Antikérpern oder zusatzlicher Administration von be-
stimmten Zytokinen denkbar (152, 219, 223-225).
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4.3 TRBV-Expression bei in vitro expandierten humanen T-Zellen unter

Verwendung von feeder cells — Einflisse von Zellkul turmedien

T-Zellen, ausgehend von einer geringen Zellzahl kénnen durch polyklonale Stimulation mit anti-
CD3-Antikorper, I1L-2 und feeder Zellen in vitro expandiert werden. Durch Erfahrung wurden T-
Zellexpansionstechniken entwickelt und eine Vielfalt von Medien wurde dafiir verwendet. Hypo-
thetisch ware die Zellexpansion in serumfreien Medien bevorzugt, um potentielle
immunstimulatorische Effekte z.B. durch Lipopolysaccharide und inter-batch Variationen zu
vermeiden. Bis heute wurden die Effekte von verschiedenen Medien inklusive serumfreien Lym-
phozyten-spezifischen Medien auf die Reproduzierbarkeit der T-Zellexpansion, der Expansions-

effizienz und Anderungen der TRBV-Expression nicht aufgeklart.

Fur die hier durchgeflihrten Untersuchungen wurden inaktivierte, autologe aus peripherem Blut
gewonnene CD3-depletierte feeder Zellen verwendet. Diese Expansionstechnik lost eine
polyklonale T-Zellexpansion in der Anwesenheit von anti-CD3-Antikdrpern in Langzeit in vitro
Kulturen von bis 28 Tagen aus (272). Die interzellularen Kontakte der T-Zellen wird tUber die
CD3/TCR-interaktion und die Kostimulation mittels CD28 vermittelt und induziert somit die T-
Zellproliferation (273). Solche Interaktionen sind auch in vivo an Orten der T-Zellbildung und
Aktivierung (274) zu beobachten und sind wahrscheinlich fur die Klusterbildung der in vitro T-
Zellexpansionen unter FC und CD3-Antikdrper verantwortlich. Die Immunhistologischen Far-
bungen von Cytospins bestatigen eine enge raumliche Assoziierung der CD3+ T-Zellen um die
FC.

Eine TRBV-Dominanz in infiltrierenden und/oder peripheren Lymphozyten wurde bei diversen
Autoimmunkrankheiten, virusinduzierten Krankheiten und in den Infiltraten von malignen Erkran-
kungen beobachtet. Diese Konditionen kénnen Ansétze fir immunmodulatorische Therapien
bieten (153, 178-180, 275). Bisher ist nur wenig Uber die Funktionen oder Antigenspezifitdt von
infiltrierenden T-Zellen bekannt, da die Anzahl von T-Zellen, die z. B. aus Biopsien gewonnen
werden kdnnen zu gering ist, um Untersuchungen durchfiihren zu kénnen, die relativ hohe Zell-
zahlen von ungefahr 10° Zellen, wie ein Antigenspezifitatstest mittels Petidbanken benotigen
(159). Die Untersuchungen in dieser Arbeit zeigen, dass RPMI-Medien, supplementiert mit 10%
Humanserum (HS) oder fotalem Rinderserum (FBS) eine hohe Expansionsrate hervorbringt.
Zusatzlich zu der hohen Expansionsleistung verursacht HS-RPMI die wenigsten Veranderungen
in der TRBV-Expression bis zum Tag 28, was flr eine geringe Verzerrung der expandierten T-
Zellpopulation bzw. Klone spricht, und somit als Indiz fur die Einhaltung der polyklonalen Expan-
sion ohne wesentlichen bias fir bestimmte TRBVSs gilt. Autologes Serum in Kombination mit FC
(und Phytohaemagglutinin) unterstitzt effizient die Expansionskapazitat der T-Zellen (276). Hu-
mane T-Zellen, die mit FBS kultiviert werden, kdnnen durch xenogene Antigenepitope zu HLA

Klasse | und HLA Klasse Il limitierten FBS-spezifischen T-Zellen gerichtet werden (277-279).
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Es kann geschlussfolgert werden, dass fur die Expansion von T-Zellen unter der Nutzung eines
CD3 spezifischen monoklonalen Antikérpers und FC, Serum-supplementierte, RPMI-basierte
Medien eine wesentlich hdohere Expansionseffizienz Uber einen Kulturzeitraum von 28 Tagen
ermoglichen als die serumfreien Lymphozyten-spezifischen Medien PanserinTM413 und X-
Vivo 15TM. Des Weiteren ist HS-RPMI am besten geeignet, um das initiale TRBV Repertoire zu
erhalten. Somit ist HS-RPMI mit der héchsten T-Zellexpansionseffizienz, Reproduzierbarkeit und
den geringsten Anderungen der TRBV-Expression das Medium der Wabhl fiir Versuchsansétze,
die mehr als 10° vitale T-Zellen benétigen.

Nach den vergleichenden in vitro Expansionsstudien von T-Zellen mittels feeder cells (FC), ei-
nem anti-CD3-Antikérper und IL2 sind die aussichtsreichsten Bedingungen fir eine effektive,
reproduzierbare und das initiale TRBV-Expressionsmuster nicht wesentlich beeinflussenden
durch den Einsatz von mit humanem Serum supplementiertem RPMI gegeben. Hingegen fiihren
Expansionen mit fetalem Kalberserum bei vergleichbarer Expansionseffizienz zur Verschiebung
des TRBV-Expressionsmusters, und serumfreie, lymphozytenspezifische synthetische Medien
erwirken eine ungleich geringere Expansionseffizienz nach 28 Tagen Kultur (ca. 70xfach versus
>1,000xfach mit Serum-supplementiertem RPMI). Die Umsetzung dieser methodischen Vorar-
beiten an infiltrierenden T-Zellen aus EMBs muss zeigen, ob die zumindest aus diesen Vorarbei-
ten als hinreichend berechnete Expansionseffizienz ausreichend ist, um mindestens 10° T-
Zellen zu expandieren, die dann z.B. zur Antigenspezifitatsprifung der T-Zell-Infiltrate von DCMi
Patienten nach publizierten Methoden eingesetzt werden kénnten.

Im Vergleich zu der TRBV-Expression von nicht-expandierten Donor-PBMCs konnten nur in
RPMI-HS in vitro expandierte T-Zellen ein dem Ausgangszustand vergleichbares TRBV-
Expressionsmuster anzeigen, wahrend die RPMI-FCS, und die mit synthetischen, serumfreien
Medien gefihrten T-Zell-Kulturen zu erheblichen (>2-fachen) Verschiebungen der Expression

mehrerer TRBV Familien fihrten.

Diese Untersuchungen zeigen erstmalig den bedeutsamen Einfluss von Medien bei der in vitro
Expansion von T-Zellen. Die untersuchten serumfreien, synthetischen, Lymphozyten-
spezifischen Medien (PanserinTM413 und X-Vivo 15TM) kénnen zumindest fur die in vitro Expan-
sion von T-Zellen unter Anwendung von FC und den hier gewahlten Bedingungen nicht die Ex-
pansionseffizienz und die Vitalitdt der expandierten T-Zellen erreichen, die unter Anwendung
von Serum-supplementiertem RPMI-Medium erzielt werden kann. Die deutliche Expressions-
Verschiebung der TRBV Familien unter X-Vivo 15™ konnte auf den Selektionsbias von CLA
(cutaneous lymphocyte-associated antigen) exprimierenden T-Zellen zuriickzufiihren sein, bzw.
T-Zellen, die unter X-Vivo 15™ CLA induzieren. Serum hingegen kann die CLA Induktion durch
bislang nicht identifizierte Mechanismen inhibieren (283, 284). Die Verschiebung der TRBV-
Expression unter RPMI-FCS konnte auf nicht naher identifizierte xenogene Substanzen von
FCS zurtckzufihren sein, die einen Selektions-Bias der expandierten T-Zellen bedingen kénn-
ten (277-279). Die aussichtsreichsten Bedingungen fur eine effektive, reproduzierbare und das
initiale TRBV-Expressionsmuster nicht wesentlich beeinflussenden in vitro Expansion von T-
Zellen sind durch den Einsatz von mit humanem Serum supplementiertem RPMI gegeben. Die

Umsetzung dieser methodischen Vorarbeiten an infiltrierenden T-Zellen aus Myokardbiopsien
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muss zeigen, ob die zumindest aus diesen Vorarbeiten als hinreichend berechnete Expansions-
effizienz ausreichend ist, um mindestens 10° T-Zellen zu expandieren, die dann z.B. zur Anti-
genspezifitatsprufung der T-Zell-Infiltrate von DCMi Patienten nach publizierten Methoden (159,

249) eingesetzt werden konnten.
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4.4 Analyse der Expression der funktionellen T-Zell — marker (FTZM) und
des T-Zellrezeptor Vbeta (TRBV) in EMBs

Die T-Zellinfiltration ist ein hauptsachliches, pathogenetisches und diagnostisches Kennzeichen
von AMC und DCM, was seit kurzem auch nachteilige, prognostische Auswirkungen aufzeigt
(156, 157, 164, 195). Dieser intramyokardiale, inflammatorische Prozess wurde konstant in ca.
50% der Patienten mit AMC und DCM nachgewiesen, was fir eine kontinuierliche Auswirkung
auf die Krankheitsentwicklung von einer AMC zu einer DCM sprach (18, 25, 226). Gleicherma-
Ben deutet der haufige Nachweis von diversen kardiotropen Viren, wie B19V, HHV6 und CVB in
EMBs von AMC- und DCM-Patienten auf eine verursachende Rolle fir den Beginn und die Auf-
rechterhaltung einer DCMi hin (13-15).

Derzeit fehlen immer noch ausfiihrliche Analysen des funktionellen Status der T-Zell-Infiltrate in
AMC und DCM, wie auch der direkte Nachweis von antiviralen T-Zellantworten. Solche Analysen
wilrden mehr als nur die blof3e Quantifizierung der T-Zell-Infiltrate erfordern und waren bis heute
zu groRen Teilen durch die geringe, erhéltiche EMB-Gewebsmenge limitiert. Eine phanotypi-
sche Charakterisierung der entziindlichen Infiltrate ist auch durch immunhistologische Techni-
ken méglich (16, 156, 227), ist aber durch das begrenzte EMB-Gewebe limitiert. Weiterhin kann
die Spezifitdt von Antikdrpern nicht mit molekularbiologischen Methoden verglichen werden,
noch entspricht die Quantifizierungsprazision der Immunhistochemie den Fahigkeiten der real-
time RT-PCR.

Basierend auf einer etablierten, hoch prazisen und reproduzierbaren Praamplifikationstechnik
(228), bei der auch die housekeeping Genfunktion von HPRT und CDKN1B fir myokardiales
Gewebe erarbeitet wurde, war es ein Ziel dieser Arbeit diagnostische Grenzwerte fir signifikant
erhodhte Genexpression der T-Zell-Gene CD3d, CD3z und TRBC zu bestimmen.

Zweitens wurde eine breite, allgemeine, phanotypische Charakterisierung der T-Zell-Infiltrate in
AMC- und DCM-Patienten durch eindeutige, funktionelle T-Zellgene, bestehend aus Th1 (IFNy,
T-bet, 1127, Eomesodermin), Th2 (ll-4, 1I-5, GATA-3), Th17 (Il-17), Treg (FoxP3, TGFj, 1I-10),
Tanerg (GRAIL) und cytotoxischen T-Zellen (CTLs; Perforin, Granulysin und Granzyme A) an-
gestrebt.

Drittens sollten differentielle TRBV-Expressionen mit verschiedenen Viren (B19V, HHV6 und
CVB), die in EMBs von AMC- und DCM-Patienten nachweisbar sind, assoziiert werden, da Do-
minanzen von bestimmten TRBVs antigen-gesteuerte Restriktionen des T-Zellrepertoires wider-

spiegeln (229).
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4.4.1 Potentielle diagnostische Relevanz einer erhdhten E ~ xpression von CD3d,
CD3z und TRBC in DCMi

Basierend auf der oberen 90-Perzentil Expression von CD3d, CD3z und TRBC in Kontrollen
(normalisiert auf HPRT und CDKN1B) konnten signifikante Assoziationen mit dem etablierten
immunhistologischen Nachweis einer DCMi gefunden werden. Diese Assoziationen waren vor-
handen, obwohl die immunhistologischen und die Genexpressions-Quantifizierungen an 2 ver-
schiedenen EMBs eines Patienten durchgefiihrt wurden. Es ist hinreichend bekannt, dass der
sampling error bei immunhistologischen Nachweisen einer DCMi wesentlicher niedriger ist im
Vergleich zur histologischen Diagnose einer aktiven Myokarditis nach Dallas-Kriterien (156, 158,
191, 230). Jedoch kdnnten diese Effekte wahrscheinlich einen Einfluss auf diese vergleichende
Analyse gehabt haben. Diese Annahme wird durch die héheren Wechselbeziehungen zwischen
CD3d, CD3z und TRBC Expressionen gegenuber den Korrelationen dieser T-Zell-assozierten
Gene mit CD3" Infiltraten durch Immunhistologie veranschaulicht. Die Grenzwerte der Genex-
pressionen, die in dieser Arbeit ermittelt wurden, kénnen neben der immunhistologischen Diag-
nose einer DCMi eine relevante Basis fur eine molekularbiologische Quantifizierung von T-Zell-

Genen in EMBs sein.

4.4.2 Funktionelle Charakterisierung der T-Zell-Infiltrat e bei DCMi

Die Daten dieser Arbeit zeigen zum ersten Mal eine breite phéanotypische und funktionelle Cha-
rakterisierung der T-Zell-Infiltrate in EMBs von AMC- und DCM-Patienten. Wahrend die T-Zell-
assoziierten Gene CD3z und TRBC in AMC- und DCM-Patienten mit erhéhter CD3d Expression
signifikant erhéht sind, zeigten die untersuchten FTZM, dass in DCM-Patienten eine Dominanz
von TH1, Treg und CTL-Markern vorherrscht. Die verstarkte Expression von Il-4, einem der drei
untersuchten Th2 Markergene, spricht dafir, dass auch die Th2 Immunantwort an der T-
Zellinfiltration bei der DCMi beteiligt sein kdnnte. Nichtsdestotrotz war GATA-3 (231, 232), als
entscheidender Marker einer Th2-Antwort sowie II-5 nicht differentiell exprimiert. Die Unterdri-
ckung des Th2-Musters in diesen Patienten kénnte auf die bekannten Effekte von TGFf (233),
welches signifikant erhéht vorlag, zuriickzufihren sein. Das Fehlen einer differentiellen FTZM-
Expression in AMC-Patienten kénnte auf den Umstand zuriickzufiihren sein, dass in diesen
Patienten keine akute virale Infektionsphase vorliegt (26, 234, 235). Deswegen sind Untersu-
chungen von T-Zellantworten Uber definierte Zeitverlaufe nach der initialen viralen Infektion, wie
bei der experimentellen Myokarditis bei der humanen AMC schwer zu etablieren. Man kdnnte
auf Grund der Daten darauf schlieBen, dass die T-Zell-Infiltrate bei der humanen AMC keine
spezielle funktionelle Dominanz haben, zumindest nicht innerhalb der fur diese Untersuchungen
ausgesuchten Gene. Diese Ergebnisse stimmen nicht mit der experimentellen Myokarditis Giber-
ein. Es wurde eine weitere Diskrepanz zur experimentellen Myokarditis gefunden und zwar das
Fehlen einer Th17 Antwort, von welcher vor kurzem gezeigt wurde, dass sie entscheidend in der

experimentellen Autoimmun-Myokarditis involviert ist (236). Eine Diskussion, ob Autoimmunitat

106



Diskussion

eine zentrale Rolle in der humanen AMC, basierend auf dem Fehlen von IL-17 in EMBs spielt,
bleibt bis jetzt unklar, aber die erhaltenen Ergebnisse sprechen nicht fur eine vorrangige Bedeu-
tung der Th17-Antwort in der humanen DCMi. Andererseits kann das Fehlen von IL-17 mit den
Beobachtungen von Rangachari et al. Ubereinstimmen, die zeigen, dass die Autoimmun-
Myokarditis und IL-17 durch T-bet unterdriickt werden (237). Das kénnte auch fur die in dieser
Arbeit erhaltenen Ergebnisse sprechen, denn es wurde eine differentielle T-bet Expression in
EMBs von DCMi-Patienten gefunden. Das gleiche gilt fir Eomesodermin, welches als Schlis-
selmolekdl zur Thl-Antwort und als wirksamer Inhibitor von IL-17 entdeckt wurde (238). Die
Ergebnisse zur differentiellen Expression der FTZM-Gene in der humanen DCMi kénnen bisher
nur mit Erkenntnissen der experimentellen viralen Myokarditis diskutiert werden, da Expressi-
onsdaten aus EMBs sehr rar sind. Die Dominanz der Thl-Markergene (IFNy, T-bet,
Eomesodermin, IL-27) im Vergleich zur Th2 T-Zellantwort stimmt mit den Erkenntnissen der
CVB-induzierten Myokarditis , in der die entscheidende Rolle von IFNy und T-bet bekannt ist,
Uberein. Die antivirale T-Zellantwort wird entscheidend durch IFN vermittelt und Tiere, denen die
IFN-Antwort fehlt, haben eine sehr schlechte Prognose (45, 222, 239, 240).

Ubereinstimmende Einsichten lassen sich von serologischen Studien bei humanen AMC-
Patienten herleiten (241). Die Rolle der regulatorischen T-Zellantwort in der experimentellen
Myokarditis wurde friih von Loudon et al. (242) behauptet, aber zu dieser Zeit war das wichtigste
Gen der Treg FoxP3 noch nicht bekannt. In der experimentellen CVB-induzierten Myokarditis
zeigt sich wie wichtig die Treg fir den Schutz vor einer GbermaRigen Thl dominierten T-
Zellantwort sind (243). In diesem Zusammenhang kann aus den in dieser Arbeit erhaltenen Er-
gebnissen abgeleitet werden, dass die erhdhte Expression von FoxP3 und seinem induzieren-
den Zytokin TGF in der humanen DCMi mdglicherweise mit der generellen Hypothese, das die
Th1-T-Zellantwort durch die Treg ausgeglichen wird und dadurch vor einer potentiellen zerst6-
renden unbandigen Thil-Antwort, die fur die Viruseliminierung entscheidend ist, schiitzt (244,
245). Das Fehlen einer differentiellen GRAIL Expression unterstitzt nicht die Hypothese, dass
anerge T-Zellen (Tanerg) entscheidend in die counter-balance der humanen DCMi eingreifen.
Cytotoxische T-Zellen sind mit einer verstarkten inflammatorischen Antwort, einer starker aus-
gepragten Fibrose und einer kontinuierlichen Myozytolyse in der experimentellen CVB-
induzierten Myokarditis und der humanen DCMi assoziiert (42, 223, 246-248). Bis jetzt ist es
unklar, ob CTLs durch Treg reguliert werden. Die Charakterisierung der FTZM-
Expressionsmuster der DCMi deckt sich interessanterweise mit der differentiellen FTZM-
Expression von B19V-antigen spezifischen T-Zellen in einem Patienten nach akuter B19V
Virdmie (249), was eine Rolle von durch Thl, Treg und CTLs dominierte T-Zellantwort bei der
viralen Elimination impliziert. Weitere Studien sind erforderlich, um die Rolle der der differentiel-
len FTZM-Expression bei der antiviralen und Autoimmun-Pathogenese an der humanen DCMi

zu entschlisseln.
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4.4.3 Virus-assoziierte differentielle TRBV-Expression

Die differentielle Dominanz bestimmter funktioneller TRBV-Familien in Assoziation mit verschie-
denen kardiotropen Viren spricht fir eine antivirale Spezifitdt oder eine virus-induzierte T-
Zellantwort in den betreffenden Patientengruppen. In B19V positiven Patienten liegen TRBV11
und 24, in HHV6 positiven Patienten TRBV4, 10 und 28 und in CVB positiven Patienten liegt
TRBV14 dominant vor. Interessanterweise wurde auch eine TRBV11 Dominanz in den antigen-
spezifischen T-Zellen eines Patienten nach einer akuten B19V Virdmie nachgewiesen (249). Die
zuséatzlich nachgewiesene TRBV24 Dominanz ist vermutlich auf die gréf3ere genetische Hetero-

genitat der Patientengruppe zurickzufiihren.

Wahrend die prognostische Bedeutung einer B19V Persistenz in ausgewahlten DCM-Patienten
mit B19V Persistenz gezeigt werden konnte, fehlt in dieser Arbeit der Beweis einer prognosti-
schen Relevanz des bloRen nPCR Nachweises von B19V Genomen in AMC-Patienten. Die
Relevanz des P19V Genomnachweises in AMC ist bis jetzt umstritten, auf Grund der Unfahig-
keit zwischen Fallen mit akuten replizierenden B19V Infektionen und Fallen mit einer asympto-
matischen lebenslangen B19V Persistenz nur durch nPCR zu unterscheiden (195, 250). Das
Fehlen einer B19V assoziierten TRBV-Dominanz in AMC-Patienten mit einer erhdhten TRBC-
Expression durfte durch die zuvor beschriebene Situation begriindet sein. Potentiell wichtige
zuséatzliche Untersuchungen wie die B19V Proteinexpression und die Differenzierung von anti-
B19V humoralen Mustern (234, 251) war fur diese Patienten nicht mdglich. Gegenwartig kdnnen
die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse nicht direkt mit anderen humanen Daten verglichen

werden. Daten zu HHV6-assoziierten TRBV Dominanzen sind nicht erhéaltlich.

Bis jetzt sind nur begrenzte Daten zur TCR Vbeta Dominanz bei humaner DCM verfugbar. Luppi
et al. beschreiben eine eingeschrankte Verwendung von V3 3, 7 und 13,1 Familien (153). Diese
Daten sind nicht direkt mit den hier ermittelten Daten zu vergleichen, aufgrund der diversen Un-
terschiede in der angewandten Methodik und Patientenauswahl. Luppi et al. wendeten verschie-
dene Nachweistechniken basierend auf den bekannten TCR Vbeta Sequenzen und der Nomen-
klatur von Rowen et al. an (252). Diese wurden durch die Immunogenetics Nomenklatur

(http://imgt.cines.fr), welche in dieser Arbeit fir das Design der verwendeten Genexpressions-

Assays fur die praamplifizierte real-time RT-PCR genutzt wurden, ersetzt (228, 249, 253, 254).
CDR3 spectratyping erfillt nicht die Prézision der Genexpressions-Quantifizierung der real-time
RT-PCR. Das CDR3 spectratyping hangt stark von den PCR-Ergebnissen von 24 verschiedenen
TCR-B PCRs ab. Das eingeschrankte TCR-V[3 Expressionsprofil wird als relativer Anstieg der
bestimmten PCR-Produkte in den entsprechenden Geweben interpretiert. Aber das CDR3

spectratyping zielt auf die Analyse der TCR Vbeta Klonalitat ab.

Unsere Untersuchungen befassten sich hauptsachlich mit der prézisen Quantifizierung der funk-
tionellen TRBV Familien. Weiterhin untersuchten Luppi et al. nur drei Kinder mit fulminanter
Myokarditis. Eine differentielle Assoziation der TRBV Dominanz mit verschiedenen kardiotropen
Viren wurde in deren Analyse nicht durchgefihrt. Was die FTZM betrifft, sind weitere Studien

erforderlich, um die Beteiligung der differentiellen TRBV-Expression bei der antiviralen und der
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Autoimmunpathogenese- an der humanen DCMi zu entschliisseln. Wesentlich fir das letztere
ware unter anderem die Assoziation mit dem Nachweis von bestimmten antikardialen Antikor-
pern (255-259).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in der vorliegenden Arbeit Schwellenwerte fir eine
erhdhte Genexpression von T-Zell-assoziierten Genen geboten werden, die moglicherweise
einen diagnostischen Einfluss erlangen. Weiterhin wurde gezeigt, dass die chronischen T-Zell-
Infiltrate von DCMi-Patienten von Thl T-Zellen und CTLs dominiert werden, welche wahrschein-
lich durch Tregs ausgeglichen werden. Demgegeniiber bestatigen die Daten nicht, das Th17
und Tanerg eine Uberragende Rolle in der humanen DCMi spielen. Daruber hinaus wurde ge-
zeigt, dass die B19V Persistenz in DCMi Patienten mit einer TRBV11 und 24 Dominanz assozi-
iert ist, wohingegen HHV6 mit einer TRBV4, 10 und 28, und CVB mit einer TRBV14 Dominanz
assoziiert sind. Diese Einsichten bilden die Basis fur weitere Studien, um die klinische und prog-
nostische Bedeutung fir das diagnostische Vorgehen bei unterschiedlichen natirlichen Verlau-

fen der Krankheit aufzuklaren
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4.5 TRBV-Dominanz und funktionelle Charakterisierun g von B19V-
antigenspezifischen T-Zellen aus PBMCs bei B19V-ass oziierter DCMi

Der Patient, bei welchem B19V-spezifische T-Zellen nachgewiesen werden konnten, prasentier-
te sich mit Anzeichen und Symptomen, die auf eine akute Myokarditis hinweisen (13, 18). Die
DCMi wurde durch Immunhistologie (3, 174) bestétigt. Laut Dallas-Kriterien (260) gab es keine
aktive Myokarditis. Die stimmt mit der wesentlich héheren Sensitivitat der immunhistologischen
EMB Bewertung im Vergleich mit den Dallas-Kriterien (174, 191, 261) uberein. Parvovirus B19
(B19V) ist der am haufigsten nachgewiesene Virus in Patienten mit einer akuten Myokarditis
oder DCM/DCMi (13, 14, 17, 262). Bei den meisten der seriell untersuchten DCMi-Patienten
wird das B19V Genom in EMBs, aber nicht in PBMCs oder Seren nachgewiesen. In diesem
besonderen Fall war die B19V Viruslast in den EMBs und PBMCs zum Zeitpunkt der initialen
Prasentation fast gleich hoch, was einer akuten B19V Viramie mit einer aktiven Virusreplikation
hindeutet. Wahrend es bekannt ist, dass IgG komplexierte Virenpartikel von mononukleéren
Phagozyten durch den Fc-Rezeptor oder rezeptorvermittelter Phagozytose aufgenommen wer-
den, spricht der Fakt, dass das B19V Genom mit einer quantifizierbaren Anzahl von Viruskopien
im Serum vorkommt fir das Vorhandensein einer Viramie. Bei den Nachfolgeuntersuchungen
hingegen wurde das B19V Genom nur noch in den EMBs und nicht mehr in den PBMCs oder
dem Serum nachgewiesen. Die B19V Viruslast nahm in den EMBs Uber die Zeit deutlich ab, war
aber zu jedem Untersuchungszeitpunkt nachweisbar. Unter konventioneller Herzinsuffizienzme-
dikation nahm die LVEF zu und der LVEDD nahm ab, wahrend die intramyokardiale Entziindung
am zweiten Zweitpunkt der Untersuchung abgenommen hat und am dritten Zeitpunkt nicht mehr
nachzuweisen war. Die Anderungen der Herzfunktionswerte tiber die Zeit und die EMB Befunde
stimmen mit der Hypothese Uberein, dass die initiale antivirale Immunantwort in einer massiven
Reduktion oder Eliminierung des Virus mit einer anschlieBenden Verbesserung der LV Funktion
und einer Abnahme der LV Dilatation resultiert (15, 23). Der Zeitablauf der B19V Infektion spie-
gelt sich ebenfalls in den serologischen B19V Befunden wider. Der B19V IgM Titer zur initialen
Préasentation weist auf eine akute B19V Infektion mit einer Serokonversion an den Folgezeit-
punkten hin, wahrend das Auftreten der NS1-spezifischen IgG eine persistierende B19V Infekti-
on 6 und 12 Monate nach der akuten Phase indiziert (263, 264).

Es wurde zuvor berichtet, dass die CD8" T-Zellantwort mehrere Peptide hauptséachlich innerhalb
des nicht-strukturellem (non-structural) Proteins 1 (NS1) in Erwachsenen mit symptomatischer
B19V Infektion als Ziel hat und das diese Antworten fur mehr als 2 Jahre nach der akuten Er-
krankung persistieren koénnen (265, 266). In Ubereinstimmung damit sind die Haupt-T-
Zellantworten dieses Patienten gegen Peptide des NS1 Proteins gerichtet. Ubereinstimmend mit
Berichten Uber die Entwicklung der B19V spezifischen zellularen Antwort in Erwachsenen mit
einer akuten Infektion wurde in dieser Arbeit eine spezifische CD8" T-Zellantwort mit mehreren
Auspragungen, welche Uber die Zeit abnahmen [5,10]. Da die Antworten nur nach 10 und 12

Monaten gemessen wurden, mit einer Abnahme der Antwort bei 12 Monaten, wird davon aus-
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gegangen, dass die Hochstwerte sogar noch héher als an Monat 10 gemessen sind. Diese Er-
gebnisse stimmen mit vorherigen Studien Uberein, die zeigen, dass die T-Zellantwort trotz
Ruckgang der klinischen Symptome zunimmt und hauptsachlich NS1 angreift (267). Die De-
monstration von zuséatzlichen Effektor-Funktionen dieser B19V spezifischen T-Zellen stimmt
Uberein mit einer erhéhten Transkription der Thl (s. Ergebnis-Teil) und CTL-Marker in SALK-
und GLCP-spezifischen Zellen, wie es in dieser Arbeit gezeigt wird. Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass die beobachtete anhaltende CD8" T-Zellantwort durch eine B19V Persistenz
oder eine verzdgerte Elimination des Virus im Endomyokard stimuliert wird. Die anhaltende Pra-
senz des Virus im Gewebe, obwohl die Viruslast sinktt, war eine wahrscheinliche Quelle fir die
kontinuierliche Antigenexposition der CD8" T-Zellen in diesem Patienten. Die hohe Viruslast in
den EMBs deutet an, dass das Myokard ein Ziel fir B19V spezifische T-Zellen ist. Es kann im
Gesamtkontext davon ausgegangen werden, dass die B19V antigen-spezifischen CD8" T-Zellen
entscheidend fur die Eliminierung des Virus in den PBMCs und der deutlichen Abnahme der
B19V Viruslast in den EMBs ist. Der Mechanismus der Viruseliminierung ist nicht vollstandig
klar, aber wahrscheinlich funktioniert es Uber die Zytotoxizitat, auf Grund der in den SALK- und
GLCP-spezifischen Zellen gefundenen Typ-1 und CTL-Dominanzen.

Es wurden neben den stark ausgepragten CD8" auch CD4" T-Zellantworten durch die 13 AS
Peptide IQSALK und den darin befindlichen Sequenzen SALK und QSAL ausgeldst. Diese Ant-
worten wurden urspriinglich mit einer 10 AS Peptidbibliothek identifiziert, was nicht optimal zu
Stimulation von CD4+ T-Zellen ist. Es sind zuvor niedrige Frequenzen von spezifischen CD4" T-
Zellantworten nach einer akuten B19V Infektion beschrieben (268). Diese Ergebnisse, sowie die
in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse deuten auf eine Rolle von CD4" T-Zellen in der B19V
Eliminierung und méglicherweise in der Pathogenese von Autoimmunph&nomenen hin.

Ein zusatzliches Ziel dieser Analyse war die Charakterisierung von B19V-reaktiven T-Zellen
hinsichtlich der TRBV Verwendung und Funktionalitdt. Die erhaltenen Ergebnisse stimmen
Uberein mit einem stark eingeschrankten TRBV Repertoire von Virus-induzieren Memory T-
Zellen und einer Typ-1/CTL Polarisation der T-Zell-vermittelten antiviralen Immunantwort (229,
267, 269). Die Unterschiede in der Typ-1/Typ-2, CTL und Treg Markerexpression resultiert
héchstwahrscheinlich aus der Dominanz der CD8" T-Zellen in der sortierten Subpopulation im
Vergleich zu den unselektierten oder negativ selektierten Populationen und spiegelt die Zusam-
mensetzung der B19V reaktiven Population wider. Die T-Zellvermittelten Antworten werden von
reaktiven TRBV Familien Uber Interaktionen mit HLA-présentierenden Antigenen vermittelt
(229). Ein stark eingeschrénktes TRBV Repertoire der CD8" T-Zellantwort in persistierenden
B19V Infektionen wurde von Kasprowicz et al. berichtet (TRBV5.1 in HLA-A*2402 positiven Indi-
viduen) (269). Meine Ergebnisse bestétigen ein stark eingegrenztes TRBV11 Repertoire von
NS1-spezifischen CD8" Effektor-T-Zellen in diesem HLA-A*02, A*11, B*07 Patienten mit einer
B19V assoziierten DCMi.

Es ist zuvor gezeigt worden, dass B19V Genome in mehreren humanen Geweben in gesunden
Individuen und Patienten persistieren (270). Daher bleibt die biologische Signifikanz der bloR3en
Anwesenheit des B19V Genoms in myokardialem Gewebe ohne klinische Beweise fir eine fort-
geschrittene myokardiale Erkrankung und/oder Beweise einer antiviralen Immunantwort bis jetzt
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unklar. Nichtsdestotrotz wurde die klinische Bedeutung von B19V in DCMi in einer progressiven
Studie gezeigt, in der sich die LVEF von DCMi Patienten mit einer viralen Eliminierung deutlich
verbesserte, wohingegen sich die LVEF in Patienten mit bewiesener Viruspersistenz weiter ver-
schlechterte (15). Weiterhin hat die virale Infektion einschlielich B19V einen unabhangig nach-
teiligen prognostischen Einfluss bei Patienten mit EMB-bestatigter Myokarditis (271). Diese Un-
tersuchungen bieten einen indirekten Beweis dafir, dass die Viruseliminierung fur eine funktio-
nelle Verbesserung in der DCMi erforderlich ist. Wenn die antivirale Immunantwort, wie in dieser
Arbeit gemessen, ein Korrelat der effektiven B19V Eliminierung war, dann sind solche Untersu-
chungen friihzeitig im Krankheitsverlauf moglicherweise ein nitzlicher Ersatzmarker, fur einen

glnstigen Verlauf der B19V assoziierten DCMi.

Die identifizierten Epitope mit den héchsten B19V CD8" IFNy Antworten (SALK und QSAL) bie-
ten die Grundlage fir die Entwicklung von Tetrameren oder Pentameren, die letztlich bei HLA 02
Patienten (ca. 40% der weilen / ,caucasian“ Bevolkerung) fiir eine methodisch relativ einfach
umzusetzende Identifizierung von B19V-NS1 antigenspezifischen T-Zellen in PBMCs, aber letzt-

lich auch in EMBs, eingesetzt werden kdnnten.
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5 Zusammenfassung

Die akute Myokarditis (AMC) und die erworbene dilatative Kardiomyopathie (DCM) sind in den
westlichen Landern tberwiegend auf eine Virus-induzierte intramyokardiale Entziindung zuriick-
zuftihren. Die am haufigsten in Endomyokardbiopsien (EMBs) von Patienten mit der klinischen
Prasentation einer AMC oder DCM nachgewiesenen Virusgenome sind insbesondere
Parvovirus B19 (B19V), das humane Herpes Virus Typ 6 (HHV6), Enteroviren (EV, vor allem
Coxsackieviren Typ B /CVB), Adenoviren (ADV) und das Epstein-Barr-Virus (EBV). Abgeleitet
von tierexperimentellen Einblicken der CVB induzierten murinen Myokarditis wird davon ausge-
gangen, dass eine initial starke zellulare Immunantwort im Rahmen einer AMC zur schnellen
Viruselimination und Ausheilung fiihrt, wahrend eine protrahierte oder abgeschwéachte Immun-
antwort in Erregerpersistenz und Chronifizierung der Entzindung resultiert. Diese chronifizierte
intramyokardiale Entziindung kann sich bei genetisch pradisponierten Individuen sekundar
durch molekulares Mimikry auch gegen kryptische myokardiale Antigene richten, was unabhén-
gig von der Viruselimination oder —persistenz zu einer Chronifizierung der nunmehr auch anti-
kardialen Immunantwort und zur Entwicklung einer inflammatorischen Kardiomyopathie (DCMi)
beitragt. Eine chronische Aktivierung des Immunsystems, die sich gegen ein spezifisches (vira-
les oder Auto-) Antigen richtet, kann zu einer deutlichen Einschrankung der Zahl spezifisch reak-
tiver T-Zellen in den Zielorganen fiihren (oligoklonale Expansionen), die mit modernen moleku-

larbiologischen Methoden detektiert werden kann.

Die fiir die Detektion von klonalen TRBV-Umlagerungen in Lymphomen etablierten BIOMED-2
Primersysteme haben sich in Vorversuchen als nicht anwendbar auf die TRBV-Untersuchungen
bei Herzmuskelgewebe von DCM-Patienten herausgestellt, weil aus der relativ geringen T-Zell-
Infiltration Pseudomonoklonalitdten mittels dieses methodischen Ansatzes resultieren. Eine Ziel-
stellung dieser Doktorarbeit war es daher, ein alternatives, valides System zur TRBV-
Expressionsanalyse zu entwickeln. Es wurde ein TRBV real-time RT-PCR Primer-
/Sondensystem fur die Quantifizierung der funktionellen humanen und murinen TRBV-Familien
etabliert, das zur sensitiven und spezifischen Erfassung der relativ gering ausgepragten T-
Zellinfiltration bei DCMi geeignet ist. In diesem Rahmen sind auch neben einer effektiven RNA-
Extraktion und cDNA Umschreibung der relativ geringen RNA-Mengen aus EMBs auch
Praamplifikationsverfahren getestet und etabliert worden. Als effektives, prazises, reproduzier-
bares und die Praamplifikationsuniformitat nur geringfligig verschiebendes Praamplifikations-
(PreAmp) Verfahren hat sich hierbei das auf der Basis des Tagman® preamplification Kits modi-
fizierte T-PreAmp Verfahren erwiesen, das eine Genexpressionsanalyse von rechnerisch bis zu
784 Zielgenen aus jeweils einer EMB ermdglicht. Unter Einsatz dieses T-PreAmp Verfahrens
konnte eruiert werden, dass auch das komplexe TRBV/TRBC gene assay Design, bestehend
aus einem gemeinsamen TRBYV reverse primer und 24 verschiedenen TRBV forward Primern
den Praamplifikationsuniformitéatsvorgaben zwischen -1,5 bis +1,5 bezogen auf das Referenz
gene assay CDKN1B entspricht. Erste Ergebnisse zeigten eine mit der immunhistologischen

Diagnostik der DCMi assoziierte Regulation von 32 der 91 untersuchten Zielgene. Der Einsatz
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der T-PreAmp real-time RT-PCR zur exakten Quantifizierung einer breiten Auswahl von u.a.
immunkompetenten und an der Immunregulation beteiligten Genen ist somit methodisch etab-
liert, und steht fur weitere Untersuchungen inflammatorischer Prozesse bei der DCMi, z.B. zur
Ergrindung der prognostischen Wertigkeit der Genexpression im variablen nattrlichen Erkran-
kungsverlauf sowie dem Einfluss immunmodulatorischer Therapieregimes bei DCMi-Patienten

offen.

Weiterhin wurden in dieser Arbeit zur quantitativen Erfassung der Dominanz von funktionellen
TRBV Familien an einem definierten Tiermodell der CVB induzierten chronischen Myokarditis
Untersuchungen an SWR-M&ausen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der CVB-Infektion
durchgefiihrt. Die Untersuchungen sollen exemplarisch aufzeigen, welche TRBV-Dominanzen in
diesem Myokarditis-Tiermodel unter identischem genetischen Hintergrund entstehen, und wel-
chen dynamischen Verlauf diese TRBV Dominanzen im Verlauf nach der akuten Virus-
induzierten Myokarditis aufweisen. Diese TRBV-Expressionsanalysen vermitteln wichtige Aspek-
te der T-Zell-Antwort bei der CVB-induzierten murinen und der humanen DCMi. Insbesondere
bei der CVB-induzierten Myokarditis ergeben sich mannigfaltige Potentiale zur experimentellen
Intervention, z.B. durch gezielte Suppression der TRBV3-Expression, zur Bedeutung von TRBV3
bei transgenen oder knock out SWR Mausen, und ferner auch den Einflissen von
immunmodulatorischen (z.B. antiviralen IFN) Therapien. Kinftigen longitudinalen Studien bleibt
es zu klaren, welche prognostische Bedeutung die Dominanz von bestimmten TRBVs hat, und
wie sich die TRBV Expression im naturlichen Verlauf der Erkrankung, sowie unter
immunmodulatorischen  Therapieregimes  (pharmakologische  Immunsuppression  mit

Kortikosteroiden, Immunadsorption, antivirale IFN-Therapie) entwickelt.

Bei einem Patienten mit akuter B19V Viramie und B19V assoziierter AMC konnten in PBMCs
antigenspezifische CD8" T-Zellen nachgewiesen werden, die sich mit einer hohen Frequenz
gegen die NS1-Peptide SALKLAIYKA257-266 (SALK;19,7%) und QSALKLAIYK256-265
(QSAL; 10%), und mit einer niedrigeren Frequenz gegen GLCPHCINVG613-622 (GLCP; 0,71%)
und LLHTDFEQVM276-285 (LLHT; 0,06%) richten. Die Charakterisierung der SALK- und
GLCP-reaktiven T-Zellen zeigte eine deutliche TRBV11 Dominanz bei diesem HLA A*02, A*11,
B*07 typisierten Patienten, sowie eine Thl- (IFNy, IL2, IL27, T-bet) und eine CTLs-dominierte
(Perforin, Granzyme B) funktionelle Zuordnung der zellularen Immunitat, wahrend Markergene,
die Th2- und regulatorische T-Zellen charakterisieren (GATA3, IL4, FoxP3), keine differentielle
Expression zeigten. Die identifizierten Epitope mit den héchsten B19V CD8" IFNy Antworten
(SALK und QSAL) bieten die Grundlage fir die Entwicklung von Tetrameren oder Pentameren,
die letztlich bei HLA 02 Patienten fur eine methodisch einfach umzusetzende Identifizierung von
B19V-NS1 antigenspezifischen T-Zellen in PBMCs aber letztlich auch in EMBs eingesetzt wer-

den konnten.

Nach den vergleichenden in vitro Expansionsstudien von T-Zellen aus PBMCs mittels feeder
cells (FC), einem anti-CD3-Antikérper und IL2 sind die aussichtsreichsten Bedingungen fir eine
effektive, reproduzierbare und das initiale TRBV-Expressionsmuster nicht wesentlich beeinflus-

senden durch den Einsatz von mit humanem Serum supplementiertem RPMI gegeben. Hinge-
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gen fuhren Expansionen mit fetalem Kélberserum bei vergleichbarer Expansionseffizienz zur
Verschiebung des TRBV-Expressionsmusters, und serumfreie, lymphozytenspezifische synthe-
tische Medien erwirken eine ungleich geringere Expansionseffizienz nach 28 Tagen Kultur
(ca. 70xfach versus >1,000xfach mit Serum-supplementiertem RPMI). Die Umsetzung dieser
methodischen Vorarbeiten an infiltrierenden T-Zellen aus EMBs muss zeigen, ob die zumindest
aus diesen Vorarbeiten als hinreichend berechnete Expansionseffizienz ausreichend ist, um
mindestens 10° T-Zellen zu expandieren, die dann z.B. zur Antigenspezifitatsprifung der T-Zell-

Infiltrate von DCMi Patienten nach publizierten Methoden eingesetzt werden kénnten.

115



Summary

6 Summary

Acute myocarditis (AMC) and acquired dilative cardiomyopathy (DCM) are predominantly
caused by virus induced intramyocardial inflammation in western civilisation. The most fre-
quently detected viruses in EMBs of patients with clinical presentation of AMC or DCM are Par-
vovirus B19 (B19V), human herpesvirus type 6 (HHV6), enteroviruses (EV, especially Cox-
sackievirus B/CVB), adenovirus (ADV) and epstein-barr-virus (EBV). Based on insights of the
CVB induced murine myocarditis it is expected that an initially strong cellular imnmune response
according of an AMC leads to fast virus elimination and healing whereas a decelerated or weak-
ened immune response results in a virus persistence and chronic inflammation. These chronic
intramyocardial inflammations can lead to an inflammatory cardiomyopathy (DCMi). A chronic
activation of the immune system can result in a considerably restriction of the reactive T cells in
the target organs (oligoclonal expansion), which can be detected with modern biomolecular

methods.

Preliminary tests showed that the BIOMED-2 primer system is not applicable for the detection of
clonal TRBV rearrangements in myocardial tissue from DCM patients. Because of the relatively
low T cell infiltration mostly pseudo monoclonalities were detected. One goal of this dissertation
was to develop an alternative valid system for TRBV expression analysis. A TRBV real-time RT-
PCR system for the quantification of functional human and murine TRBV families has been es-
tablished, which is suited for sensitive and specific detection of relatively low pronounced T-cell
infiltrations in DCMi. In this matter besides an effective RNA extraction and cDNA sythesis of low
RNA amounts a preamplification method was tested and established. Based on the Tagman®
preamplification kit, the modified T-PreAmp procedure showed to be an effective, precise, re-
producible and the preamplification uniformity only marginally shifting preamplification method,
which allows a gene expression analysis of up to 784 target genes from one EMB. First results
show that in immunohistologically diagnosed DCMi 32 out of the 91 investigated target genes
are regulated. The application of the T-PreAmp real-time RT-PCR for exact quantification of a
broad range of immunocompetent and immuno regulating genes is therefore methodically estab-

lished and is available for further investigations of inflammatory processes in DCMi patients.

Furthermore, in this work, investigations for the quantitative detection of the dominance of func-
tional TRBV families in a defined animal model of CVB-induced chronic myocarditis in SWR
mice at various times after infection with CVB were carried out. These studies are to show which
TRBV dominances arise in this myocarditis model under an identical genetic background and
which dynamic progress these TRBV dominances show in the course of the virus induced myo-

carditis.

These TRBV expression analyses provide important aspects of T-cell response in the CVB-
induced murine and human DCMi. Particularly in the CVB-induced myocarditis many potentials
for experimental intervention arise, such as targeted suppression of TRBV4 expression, the

importance of TRBV4 in transgenic or knock out SWR mice, and also the influence of immuno-
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modulatory (eg antiviral IFN) therapies. It remains future longitudinal studies to clarify the prog-
nostic significance of the dominance of certain TRBVs, and how the TRBV expression develops
in the natural course of the disease, as well as under immunomodulatory therapy regime (phar-

macologic immunosuppression with corticosteroids, immunoadsorption, antiviral IFN-therapy).

In PBMCs of a patient with acute B19V viraemia and B19V associated AMC antigen-specific
CD8" T-cells could be detected which target with a high frequency against NS1 peptides SALK-
LAIYKA257-266 (SALK; 19,7%) and QSALKLAIYK256-265 (QSAL; 10%), and lower frequencies
against GLCPHCINVG613-622 (GLCP; 0,71%) and LLHTDFEQVM276-285 (LLHT; 0,06%). The
characterization of the SALK and GLCP-reactive T cells showed a clear dominance of TRBV11
in this HLA A*02, A*11, B*07 typified patient and a Th1l-(IFNy, IL2, IL27, T-bet) and CTLs-
dominated (Perforin, Granzyme B) functional mapping of the cellular immunity, while marker
genes which characterise Th2- and regulatory T cells (GATAS3, IL4, FoxP3) showed no differen-
tial expression. The identified epitopes with the highest B19V CD8" IFNy answers (SALK and
QSAL) provide the basis for the development of tetra- or pentameres that in HLA 02 patients
could be used for a simple identification of B19V-NS1 antigen-specific T cells in PBMCs but
ultimately, in EMBs.

According to comparative in vitro expansion studies of T cells from PBMCs using feeder cells
(FC), an anti-CD3 antibody and IL2 the most promising conditions for an effective, reproducible,
and the initial TRBV expression patterns not significantly influencing are given by the use of
RPMI supplemented with human serum. In contrast, expansions with fetal calf serum with similar
expansion efficiencies lead to a displacement of the TRBV expression pattern, and serum-free,
synthetic lymphocyte-specific media obtain a much lower efficiency of expansion after 28 days of
culture (approximately 70 fold versus> 1.000 fold with serum supplemented RPMI). The imple-
mentation of this methodic preliminary work on infiltrating T-cells from EMBs must show whether
the calculated expansion efficiency is sufficiently adequate to expand at least 10° T-cells which
then could be used to examine for example the antigen specificity of T-cell infiltrates of DCMi

patients after published methods.
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Zusammensetzung von Medien, Puffern und Losungen

5 x DNA-Probenpuffer 0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol
15% Glycerin
in 50 ml H,O
1xTBST 0,02 M Tris/HCL, pH 8,8
0,14 M NaCL
0,1 % Tween-20
5x TBE-Puffer 0,45 M Tris/HCL, pH 8,0

0,45 M Borséaure

0,01 M EDTA
Abkirzungsverzeichnis
A Angstrém
Abb. Abbildung
AMC akute Myokarditis
AS Aminoséaure
AV Adenovirus
B19vV Parvovirus B19
bp Basenpaare
BSA Rinderserumalbumin
bzw. beziehungsweise
T Grad Celsius
ca. circa

cDNA zur RNA komplementare DNA
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CDKN1B
Ccv
CvB
Cyr6l
DCM
DCMi
DNA
dNTP
EDTA
EF
EMB
EV

FAM

Xg

HHV6

HPRT

kb

kDa

LPS

[, ml, pl
LVEF
LVEDD

M

mA

min

mg, ug, ng
mM, uM, pM

mm, cm, nm

cyclin-dependent kinase inhibitor 1B
coeffizient of variation

Coxsackievirus B

cysteine-rich angiogenic inducer 61
dilatative Kardiomyopathie
inflammatorische Kardiomyopathie
Desoxyribonukleinsaure
2'-Desoxynukleotid 5'-Triphosphat
Ethylendiamintetraacetat
Ejektionsfraktion

Endomyokardbiopsie

Enterovirus

Fluorescin

Vielfaches der Erdbschleunigung
Stunde

humane Herpesvirus 6
Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase
Interleukin

Kilobasenpaare

Kilodalton

Lipopolysaccharide

Liter, Milliliter, Mikroliter
linksventrikulare Ejektionsfraktion
linksventrikularer enddiastolischer Diameter
Molaritéat

Milliampere

Minute

Milligramm, Mikrogramm, Nanogramm
Millimolar, Micromolar, Pikomolar

Millimeter, Zentimeter, Nanometer
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MRNA
NFAT
oD
PBMC
PBS

PCR

pM
RNA
rpm

RT

sog.
Tab.
TE

TNF
TRBC

TRBV

Vol.

wiv

z.B.

Boten-RNA (messenger-RNA)
Nuklearer Faktor aktivierter T-Zellen
optische Dichte

periphere Mononukleédre Zellen
»phosphat buffer saline* phosphat-gepufferte Salzlésung
Polymerase Kettenreaktion

post infection

Picomolar

Ribonukleinsaure

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Sekunde

sogenannt

Tabelle

Tris-EDTA

Tumornekrosefaktor

T-Zellrezeptor 3 konstante Kette

T-Zellrezeptor (3 variable Kette
Unit

unter anderem

Ultraviolett-

Volt

Volumen

Watt

Gewicht/Volumen

zum Beispiel

Wellenlange
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Abbildungen
Ct-Gewinn
NFATC3 CDKNIB
CYRS1 HPRT-CCM
TF cD3d
Kuto TRBC
Kug0
TRBV2
FoxP3
TREV3
T-bet
GATA3 TRBV4
GRAIL TRBVS
Granzyme A TRBVS
Granzyme B TRBV?
Granulysin TREBW
Perforin TRBVO
MAN1AZ TREVA
Eomesodermin
TRBWM2
RHAMM
TRBWI3
Rho GTPase 1
Rho GTPase 1 TREVI4
TLR3 TRBWS
TLR4 TRBWGE
TLR7 TRBVIS
TLR8 TRBWM9
TLRO TRBV20
MYDEs TREV23
TRAF3
TRBV24
TRAF6
TRBV25
IRF3
IRFT TRBV27
MAPKS TRBV28
MAPK14 TRBV29
STAT1 TRBV30
socs3 IL1b
AP-1 L2
HSP70 L4
Laminin
s
Collagen|
Collagen Ill L6 i
Collagen IV IL10 1
MMP2 117 |
MMP3 L27
MMPB IFNb |
MMPO IFNg |
TIMP1 TNFa
TIMP4 TGFb
uPA B
exXeLi4
avSb1 E
1 CX3CL1
GDF15 i
cD62E | APN |
1 APN-R1
Mittelwert + SO | : — = 7.3 £051 APN-R2
Abb. 1: Mittlerer Ct-Gewinn durch T-PreAmp an PBMCs . In tirkis ist der Mittelwert + SD

der untersuchten gene assays dargestellt.
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Ct-Gewinn Ct-Gewinn
N Wb oo N O N w » al (o2} ~ [oe] ©
FoxP3 e — CD3d | ‘ ‘ : : : 4
T-bet TRBC
GATA3 7 TRBV2 32
GRAIL 3 TRBV3 52
Granzyme A TRBV4 41
Granzyme B TRBV5 2
Granulysin TRBV6 49
Perforin TRBV7 49
MAN1A2 TRBV9 46
Eomesodermin TRBV10 10
RHAMM TRBVI11 56
Rho GTPAse 1 TRBV12 3
Rho GTPAse 2 TRBV13 6
TLR3 TRBV14
TLR4 TRBV15
TLR7 4 TRBV16
TLR8 TRBV18 7
TLR9 7,60 TRBV19 7
MYD88 TRBV20 4
TRAF3 TRBV23
TRAF6 TRBV24
IRF3 r TRBV25
IRF7 TRBV27
MAPK8 TRBV28 B
MAPK14 TRBV29 7
STAT1 TRBV30
SOCS3 IL1b
AP-1 IL2 B9
HSP70 IL5 4
Laminin IL6
Collagen | IL10 7,38
Collagen llI IL27
Collagen IV IFNb 48
MMP2 IFNg ,63
MMP8 TNFa 45
MMP9 TGFb 56
TIMP1 CXCL14
TIMP4 0 CX3CL1 9
uPA 7,69 APN 2
avsbl APN-R1
GDF15 6,70 APN-R2
CD62E --d NFATC3 51
| CYR61 b
Mittelwert +SD | B 7.24+0.33 TF
| Ku70
CDS6 [ 3,37 Ku8o

Abb. 2:  Ct-Gewinn durch T-PreAmp an cDNA von EMBs . Der tirkise Balken stellt den Mit-
telwert + SD der untersuchten gene assays dar.



Anhang

PreAmp Uniformitat / COKN1B PreAmp Uniformitat/ COKN1B
o R SR Now A
FoxP3 cD3d A
T-bet TRBC
GATA3 TRBVZ2 0
GRAIL TRBV3 0.8
Granzyme A TRBV4 0,
Granzyme B TRBVS 048
Granulysin TRBVS 0,60
Perforin TRBVY7 0,
MAN1A2 TRBV9 0,
Eomesodermin TRBY10 0,
RHAMM TRBWI1 0.4
RhoGTPAse 1 TRBV12 0
RhoGTPASse 2 TRBV13 0,
TLR3 TRBV14
TLR4 TRBW15
TLR7 TRBV16
TLRS TRBV18 4
TLRS TRBV19 1
MYD88 TRBY20 4
TRAF3 TRBYZ23
TRAFG TRBv24
IRF3 TRBY25
IRF7 TRBV27Y
MAPKS TRBY2S 4
MAPK14 TRBV2 0
STAT1 TRBVY30
S0CS3 IL1b
AP-1 L2 0,56
HSP70 L5 0,
Laminin IL6
Collagen | IL10 Eujlits
Collagen 1l IL27
Collagen IV IFNb 0,
MMP2 IFNg 08
MMP8 TNFa 0,
MMP3 TGFb 0.8
TIMP1 CXCL14
TIMP4 CX3CL1 0
uPA APN 0,39
a5 b APN-R1
GDF15 APN-R2
CD62E NFATC3 0,
CYR61 4
Mearrg. TF 1
Ku70
cD56 Kug0

Abb. 3:  T-PreAmp Uniformitat an EMBs in Bezug aufd  as housekeeping Gen CDKN1B.
In den blauen Balken sind die selbstentwickelten gene assays, in den roten Balken
die inventarisierten ABI Tagman® Genexpressionsassays dargestellt.
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PreAmp Uniformitat f HPRT-CCM PreAmp Uniformitat | HPRT-CCM
N 2o =N WA ST SR O T R
FoxP3 cD3d -
T-bet TRBC 2
GATA3Z TRBVZ -
GRAIL TRBV3 0
Granzyme A TRBvV4 0
Granzyme B TREVES -0
Granulysin TREBVE 0
Perforin TREVT -0
MARN1AZ TREV3 0
Eomesodermin TRBV10 0
RHAMM TRBV11 0,
RhoGTPAse 1 TRBV12 0
RhoGTPAse 2 TRBV13
TLR3 TRBEBV14 45
TLR4 TRBV15 B4
TLRT TRBV16 5
TLRE TREV12 B
TLR3 TRBEBV13 -
MYDBg TRBVZ0 3
TRAF3 TRBVZ3 <]
TRAF& TRBvV24 48
IRF3 TRBVZS 51
IRF7 TRBV27 Il
MAPKSE TRBvV2E -
MAPK14 TREV29 -
STAT1 TREVY3O0 1
S0CS53 IL1b 21
AP IL2 £
HSF70 ILS -0
Laminin IL& .58
Collagen | IL10 0
Collagen I IL27 i
Collagen IV IFNb 0
MMP2 IFMg -0.5
MMPE THFa -0
MMP2 TGFb -0,52
TIMP1 CXCL14 50
TIMP4 CX3CcL1 0
uPA APN -1
avsb1 APN-R1 -]
GDF15 APN-RZ2 B
CDEZE NFATC3 0
CYRE1 2
Mean TF 0,09
Ku7o 0,88
cD5e KuBo 2
Abb. 4:  T-PreAmp Uniformitdét an EMBs in Bezug auf d as housekeeping Gen HPRT

CCM.

In den blauen Balken sind die selbstentwickelten gene assays, in den roten Balken

die inventarisierten ABI Tagman® Genexpressionsassays dargestellt.
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Abb. 5:

Intra-Assay CV (%) Intra-Assay CVY (%)
o s %] o = ra
o th s T opy @ [ G | R GG I 6 S < N

FoxP3 e COKN1B |
T-bet HPRT-CCM
GATA3Z CD3d
GRAIL TREC
Granzyme A TREVZ
Granzyme B TRBVS
TRBV4
Granulysin TRBVS
Perforin TRBVE
MEHLAS TRBY?
Eomesodermin TRBYS
RHA MM TREViO
Rho GTPAse 1 TRBVI1
Rho GTPAse 2 TRBV12
TLR3 TREBV13
TLR4 TRBV14
TLRY TRBVIS
TiRs TREBV16
TLRO TREBV1S
MYDaa TRBY19
TRAF3 TRBVZO
TRAFG TREV23
iy TREBVZ4
TREBVZS
IRF7 TRBY27
MAPKS TREV2S
MAPK14 TRBV2S
STATH TRBVIO
SOCS3 IL1b
APA IL2
hsp70 IL5
Laminin IL6
Collagen | IL10
Collagen Il ILz7
Collagen IV IFND
MMP2 IFNg
- 429 TNFa
MMP9 TEFb
— CXCL14
N CX3CL1
uPA APN
St APN-R1
APN-R2
GDF15 NFATC3
CD62E CYRE1
CD56 ] TF
| Ku70
Mittelwert = SD [IE=a-— |0.8%+0.44 Kugo

Intra-Assay Varianzkoeffizienten des T-PreA mp Verfahrens an cDNA von
EMBs. Inter-assay CV der T-PreAmp Methode, resultierend aus 5 unterschiedlichen
T-PreAmp Reaktionen aus der cDNA der identischen EMBs. ABI inventarisierte
Tagman® Genexpressionsassays sind durch rote Balken, selbst entwickelte
Genexpressionsassays durch blaue Balken markiert. Der tirkisfarbene Balken zeigt
den Mittelwert+SD aller Bestimmungen an.
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Abb. 6:

PreAmp Ct-Gewinn PreAmp Ct-Gewinn
O=NWhUID~N®O O =N WA OO OO
FoxP3 cD3d
T-het CD3z
GATA3 TRBC
GRAIL TRBV2
Granzyme A TREV3
Granzyme B ﬁg:z
Granulysin TRBVE
Perforin TRBVT
MAN1A2 TRBYY
Eomesodermin TRBYV10
RHAMM TRBV11
Rho GTPAse1 TRBV12
Rho GTPAse 2 TRBEV13 |
TLRS TRBV14
T TRBV15
e TRBV16
TRBV18
m | i '@ | trRBYIS
g TR E TRBV20
® Mg Z | trevas
- TRAF3 O Trev2s
= TRAF6 ch TRBY25
: IRF3 ': TRBV27
g IRF7 m TRBV23
5 o % TRBV29
MAPK14 p | TRE¥IO
% STAT1 o "-Iltz’
| = S0CS3 g
= B
HSP70 0
Lamlinin IL27
Collagen | IFNB |
Collagen Ill IFNg §
Collagen IV TNFa [
MMP2 TGFh
MMPS CXCL14
RS cx3cL f
TIMP1 "
TIMP4 is:'z
HE NFATC3
avsh1 B
GDF15 T
CD62E |z Ku7o
CD56 Kugo

Inter-Assay Varianz des Ct-Gewinns des T-Pr eAmp Verfahrens an cDNA von
EMBs. Ct-Gewinn durch das T-PreAmp Verfahren aus 4 separat praamplifizierten
EMBs (markiert durch 4 verschiedene Farben). Die einzelnen Ct-Werte von
CDKN1B und HPRT-CCM sind nicht gezeigt, da diese in allen 38 praamplifizierten
EMBs bestimmt wurden.
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Abb. 7:

Inter-Assay CV (%)

o P N w
a N

FoxP3 — CDKN1B

T-bet HPRT-CCM

GATA3 cbsd

GRAIL TRBC
Granzyme A :::E:z;
Granzyme B TRBV4
Granulysin TRBV5
Perforin TRBV6
MAN1A2 TRBV7
Eomesodermin TRBV9
RHAMM TRBV10

Rho GTPAse 1 TRBV11
Rho GTPAse 2 TRBV12
TLR3 TRBV13

TLR4 TRBV14

TLR7 TRBV15

TLRS TRBV16

TLRO TRBV18

MYD88 TRBV19
TRAF3 TRBV20
TRBV23

TRAF6

RE3 TRBV24

RET TRBV25

TRBV27

MAPKS TRBV28
MAPK14 TRBV29
STAT1 TRBV30
SOCs3 IL1b

AP-1 IL2

HSP70 IL5
Laminin IL6
Collagen | IL10
Collagen IlI IL27
Collagen IV IFNb
MMP2 IFNg

MMP8 TNFa

MMP9 TGFb

TIMPL CXCL14

TIMP4 CX3CL1

uPA APN

APN-R1

avbbl APN-R2

GDF15 NFATC3

CD62E CYR61

CD56 TF

Ku70

Mittelwert + SD Ku80

Inter-Assay CV (%)

Inter-Assay Varianzkoeffizienten des T-PreA  mp Verfahrens an cDNA von EMBs.
Inter-assay CV der T-PreAmp Methode, resultierend aus den T-PreAmp Reaktionen
von 4 unterschiedlichen EMBs. ABI inventarisierte Tagman® Genexpressionsassays
sind durch rote Balken, selbst entwickelte Genexpressionsassays durch blaue Balken
markiert. Der tiurkisfarbene Balken zeigt den Mittelwert+SD aller Bestimmungen an
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Abb. 8: Inter-Assay Varianz des SSRT-PreAmp Verfahr ens an RNA aus 4 EMBs A) Ct
Gewinn aus RNA von 4 EMBs (dargestellt durch unterschiedliche Balkenfarben) mit-
tels SSRT-PreAmp. B) Inter-Assay CV der untersuchten Genexpressionsassays, re-
sultierend aus den 4 mittels SSRT praamplifizierten EMBs. Der turkisfarbene Balken
zeigt den Mittelwert+SD aller Bestimmungen an.
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Abb. 9: SSRT-PreAmp Uniformitat an RNA aus EMBs in  Bezug auf HPRT-CCM. Die Wer-
te sind als Mittelwert+SD angegeben. Die blauen Balken zeigen die PreAmp Unifor-
mitaten der Zielgene an. Der tiurkisfarbene Balken zeigt den Mittelwert+SD aller Be-
stimmungen an.
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Abb. 10: Intra-Assay Varianz des SSRT-PreAmp Verfah rens an RNA aus EMBs A) Ct Ge-
winn aus 5 unabhéngig durchgefiihrten SSRT-PreAmp Reaktionen aus der RNA ei-
ner EMBs (dargestellt durch unterschiedliche Balkenfarben). B) Intra-Assay CV der
untersuchten Genexpressionsassays, resultierend aus den 5 SSRT PreAmp Reakti-
onen. Der tirkisfarbene Balken zeigt den Mittelwert+SD aller Bestimmungen an.
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Tab. 1: Differentielle Genexpressionsanalysen in EMBs von Patienten mit immunhistologisch
gesicherter DCMi mittels T-PreAmp real-time RT-PCR, normalisiert auf das Gen
CDKN1B

Gen DCM DCMi p Wert
HPRT-CCM 0,299240+0,045955 0,310031+0,112730 n,s,

CD3d 0,005313+0,003732 0,013202+0,003592 <0,0001
CD3z 0,015746+0,004887 0,026458+0,005847 0,0062
TRBC 0,004886+0,002290 0,007917+0,002221 0,0050
TRBV2 0,000540+0,000401 0,001312+0,000675 0,0045
TRBV4 0,000471+0,000376 0,000471+0,000901 0,0039
TRBV6 0,001088+0,000896 0,001932+0,000751 0,0450
TRBV10 0,000081+0,000080 0,000269+0,000258 0,0336
TRBV20 0,001409+0,000978 0,006499+0,007088 0,0290
TRBV23 0,000134+0,000077 0,001520+0,001829 0,0208
TRBV24 0,000103+0,000109 0,001022+0,000972 0,0055
TRBV29 0,000460+0,000343 0,001011+0,000610 0,0248
IL6 0,000652+0,000427 0,001199+0,000569 0,0276
TNFa 0,009038+0,004486 0,016878+0,010029 0,0165
CXCL14 0,044727+0,039035 0,016396+0,014341 0,0197
CX3CL1 0,310451+0,136292 0,480034+0,317710 0,0170
APN 0,109132+0,143038 0,011442+0,017685 0,0057
NFATC3 0,339242+0,117685 0,722471+0,255529 0,0063
CYR61 0,275270+0,138329 0,927302+0,688838 <0,0001
TF 0,927613+0,127482 0,609946+0,235874 0,0158
T-bet 0,004867+0,001658 0,009905+0,004872 0,0275
Granzyme A 0,006380+0,002616 0,016283+0,003742 0,0003
Granzyme B 0,024523+0,010114 0,047780+0,011263 0,0038
Granulysin 0,119557+0,050672 0,279193+0,127406 0,0124
Eomesodermin 0,004603+0,003034 0,010941+0,002335 0,0041
avbp1 0,324506+0,088420 0,537818+0,296695 0,0061
GDF15 0,007592+0,005663 0,013882+0,009277 0,0348
CD62E 0,000879+0,000591 0,003719+0,002605 0,0187

Signifikant unterschiedliche Expressionen von Zielgenen, normalisiert auf CDKN1B, in EMBs
von DCM-Patienten mit immunhistologisch gesicherter DCMi (>7,0 CD3" T-Lymphozyten/mm?)
verglichen mit DCM-Patienten ohne immunhistologischen DCMi Nachweis. HPRT-CCM zeigte in
diesem Vergleich, ebenso wie die anderen bestimmten Gene, keinen signifikanten Expressions-
unterschied (n.s.: nicht-signifikant) auf. Es sind die Mittelwerte+SD der auf das Gen CDKN1B
normalisierten Expressionen angegeben.
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Tab. 2: T-PreAmp real-time RT-PCR Genexpressionsergebnisse aller untersuchter Gene an
EMBs von DCM und DCMi Patienten in Bezug auf HPRT.

Gene DCM DCMi p value
CDKN1B 3,12755+1,57223 3,73352+1,68606 n.s.
CD3d 0,014163+0,008761 0,045395+0,015252 <0,0001
CD3z 0,043139+0,010119 0,060631+0,007718 0,0023
TRBC 0,015027+0,010150 0,027622+0,010532 0,0098
TRBV2 0,001487+0,001300 0,004503+0,002881 0,0053
TRBV3 0,002057+0,001900 0,003093+0,001438 n.s.
TRBV4 0,001501+0,001432 0,005441+0,003850 0,0047
TRBV5 0,002831+0,001945 0,003372+0,001318 n.s.
TRBV6 0,002926+0,002154 0,005478+0,002562 0,0307
TRBV7 0,000171+0,000123 0,000499+0,000628 n.s.
TRBV9 0,001394+0,000978 0,00298+0,003142 n.s.
TRBV10 0,000186+0,000127 0,000905+0,000967 0,0245
TRBV11 0,001264+0,000845 0,002763+0,002110 n.s.
TRBV12 0,006053+0,008008 0,008183+0,005067 n.s.
TRBV13 0,000763+0,000856 0,000724+0,000544 n.s.
TRBV14 0,000452+0,000543 0,000806+0,000679 n.s.
TRBV15 0,000163+0,000113 0,001143+0,001657 n.s.
TRBV16 0,000067+0,000070 0,000064+0,000035 n.s.
TRBV18 0,001177+0,000969 0,002859+0,002871 n.s.
TRBV19 0,005453+0,00884 0,006189+0,005485 n.s.
TRBV20 0,003935+0,003140 0,019818+0,018318 0,0105
TRBV23 0,000408+0,000269 0,006402+0,008324 0,0270
TRBV24 0,000282+0,000265 0,004754+0,006232 0,0075
TRBV25 0,000201+0,000147 0,000765+0,00085 n.s.
TRBV27 0,000522+0,000428 0,000870+0,000652 n.s.
TRBV28 0,003027+0,003362 0,004337+0,003937 n.s.
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TRBV29 0,001302+0,001168 0,002815+0,00138 0,0192
TRBV30 0,001026+0,003524 0,003524+0,003524 n.s.
IL1b 0,013854+0,016054 0,012714+0,004540 n.s.
IL2 0,000102+0,000071 0,000144+0,000092 n.s.
ILS 0,000038+0,000029 0,000064+0,000047 n.s.
IL6 0,002020+0,001246 0,004133+0,002452 0,0094
IL10 0,001182+0,000779 0,004259+0,000316 n.s.
IL27 0,002125+0,001724 0,004983+0,009014 n.s.
IFNb 0,001815+0,001220 0,001300+0,000648 n.s.
IFNg 0,000193+0,000158 0,000343+0,000181 n.s.
TNFa 0,028511+0,014230 0,052024+0,017001 0,0049
TGFb 1,30737+0,30945 1,63956+1,19337 n.s.
CXCL14 0,151853+0,145437 0,054158+0,052000 0,0299
CX3CL1 0,96874+0,431717 1,39651+0,790158 0,0245
APN 0,390377+0,555952 0,035850+0,058782 0,0092
APN-R1 3,53288+0,45195 4,99193+0,73804 n.s.
APN-R2 1,19250+0,55202 1,33647+1,07774 n.s.
NFATC3 1,29493+0,479396 2,56855+0,776956 0,0052
CYR61 0,85785+0,47640 2,94840+2,33843 <.0001
TF 3,59608+1,01046 2,14158+0,53169 0,0109
Ku70 6.59481+2,22542 6.46788+1,66238 n.s.
Ku80 5.67282+2,03474 6.66986+2,80126 n.s.
FoxP3 0,003726+0,001700 0,004675+0,001079 n.s.
T-bet 0,014431+0,005826 0,022267+0,008127 0,0355
GATA3 0,036669+0,014794 0,035425+0,012985 n.s.
GRAIL 0,000360+0,000344 0,000882+0,000673 n.s.
Granzyme A 0,014704+0,006914 0,035028+0,011726 0,0004
Granzyme B 0,062487+0,022406 0,105532+0,026082 0,0027
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Granulysin 0,206285+0,186560 0,532339+0,327002 0,0183
Perforin 0,174231+0,065640 0,222637+0,025587 n.s.
MAN1A2 1,71415+0,708471 1,25648+0,296617 n.s.
Eomesodermin 0,014428+0,007246 0,036024+0,007900 0,0011
RHAMM 0,003246+0,002201 0,002402+0,000121 n.s.
Rho GTPAse 1 0,025522+0,012113 0,024687+0,007481 n.s.
Rho GTPAse 2 0,095418+0,085820 0,087212+0,036425 n.s.
TLR3 0,283233+0,192424 0,175524+0,093475 n.s.
TLR4 0,119932+0,031982 0,097289+0,032813 n.s.
TLR7 0,033287+0,012271 0,035395+0,022657 n.s.
TLR8 0,002743+0,003041 0,001718+0,000684 n.s.
TLR9 0,026647+0,013467 0,019119+0,004807 n.s.
MYD88 0,338701+0,138731 0,363109+0,309805 n.s.
TRAF3 0,705678+0,141575 0,592868+0,276950 n.s.
TRAF6 0,283120+0,102816 0,219573+0,053252 n.s.
IRF3 0,929970+0,303027 0,749030+0,318643 n.s.
IRF7 0,243138+0,139050 0,156422+0,044073 n.s.
MAPKS8 1,79372+0,16447 1,56295+0,15802 n.s.
MAPK14 2,55389+1,12504 2,30904+0,40677 n.s.
STAT1 2,79895+1,36936 2,23812+0,81226 n.s.
SOCS3 0,059504+0,103335 0,025227+0,022936 n.s.
AP-1 4,07092+2,48069 3,01740+0,87571 n.s.
HSP70 3,14543+0,88026 2,76154+1,07441 n.s.
Laminin 0,061661+0,030909 0,064347+0,036184 n.s.
Collagen | 2,26194+1,59476 1,71738+0,99188 n.s.
Collagen Il 1,87043+1,30297 2,53042+1,48650 n.s.
Collagen IV 2,49675+0,949609 2,20450+0,773285 n.s.
MMP2 5,27479+3,61284 3,94349+1,55918 n.s.
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MMP8 0,008292+0,012456 0,000689+0,001448 n.s.
MMP9 0,086567+0,02957 0,018575+0,02831 n.s.
TIMP1 3,38820+2,04022 2,45604+1,00193 n.s.
TIMP4 0,846876+0,401468 0,656733+0,291593 n.s.
uPA 0,082603+0,026158 0,072779+0,020283 n.s.
av5bl 1,04571+0,283760 1,71316+0,844310 0,0033
GDF15 0,020984+0,013187 0,041715+0,028283 0,0127
CD62E 0,002714+0,001093 0,012877+0,008890 0,0119
CD56 0,003084+0,001365 0,002686+0,001000 n.s.
Tab. 3: T-PreAmp real-time RT-PCR Genexpressionsergebnisse aller untersuchter Gene an
EMBs von DCM und DCMi Patienten in Bezug auf CDKN1B.
Gene E / CDKN1B E / CDKN1B p value
DCM DCMi

HPRT-CCM 0,299240+0,045955 0,310031+0,112730 n.s.
CD3d 0,005313+0,003732 0,013202+0,003592 <0,0001
CD3z 0,015746+0,004887 0,026458+0,005847 0,0062
TRBC 0,004886+0,002290 0,007917+0,002221 0,0050
TRBV2 0,000540+0,000401 0,001312+0,000675 0,0045
TRBV3 0,000775+0,000589 0,001102+0,000664 n.s.
TRBV4 0,000471+0,000376 0,000471+0,000901 0,0039
TRBV5 0,001023+0,000769 0,001066+0,000527 n.s.
TRBV6 0,001088+0,000896 0,001932+0,000751 0,0450
TRBV7 0,000074+0,000071 0,000144+0,000119 n.s.
TRBV9 0,108572+0,077673 0,108497+0,086295 n.s.
TRBV10 0,000081+0,000080 0,000269+0,000258 0,0336
TRBV11 0,000439+0,000296 0,000751+0,000438 n.s.
TRBV12 0,002041+0,002092 0,002505+0,001481 n.s.

XVII



Anhang

TRBV13 0,000284+0,000345 0,000230+0,000122 n.s.
TRBV14 0,000189+0,000283 0,000257+0,000240 n.s.
TRBV15 0,000067+0,000063 0,000330+0,000433 n.s.
TRBV16 0,000038+0,000042 0,000020+0,000008 n.s.
TRBV18 0,000471+0,000443 0,000681+0,000544 n.s.
TRBV19 0,001797+0,002304 0,001888+0,001510 n.s.
TRBV20 0,001409+0,000978 0,006499+0,007088 0,0290
TRBV23 0,000134+0,000077 0,001520+0,001829 0,0208
TRBV24 0,000103+0,000109 0,001022+0,000972 0,0055
TRBV25 0,000082+0,000071 0,000189+0,000179 n.s.
TRBV27 0,000169+0,000098 0,000264+0,000226 n.s.
TRBV28 0,000944+0,000925 0,001511+0,001434 n.s.
TRBV29 0,000460+0,000343 0,001011+0,000610 0,0248
TRBV30 0,000302+0,000307 0,000966+0,000952 n.s.
IL1b 0,004484+0,005270 0,003918+0,001778 n.s.
IL2 0,000040+0,000028 0,000044+0,000029 n.s.
ILS 0,000013+0,000009 0,000018+0,000012 n.s.
IL6 0,000652+0,000427 0,001199+0,000569 0,0276
IL10 0,000444+0,000277 0,000383+0,000114 n.s.
IL27 0,000697+0,000544 0,001469+0,002114 n.s.
IFNDb 0,000539+0,000373 0,000408+0,000124 n.s.
IFNg 0,000077+0,000082 0,000167+0,000103 n.s.
TNFa 0,009038+0,004486 0,016878+0,010029 0,0165
TGFb 0,446927+0,100948 0,694076+0,345378 n.s.
CXCL14 0,044727+0,039035 0,016396+0,014341 0,0197
CX3CL1 0,310451+0,136292 0,480034+0,317710 0,0170
APN 0,109132+0,143038 0,011442+0,017685 0,0057
APN-R1 1,09161+0,241260 1,43347+0,853256 n.s.

XVIII



Anhang

APN-R2 0,363759+0,133625 0,427120+0,332245 n.s.
NFATC3 0,339242+0,117685 0,722471+0,255529 0,0063
CYR61 0,275270+0,138329 0,927302+0,688838 <.0001
TF 0,927613+0,127482 0,609946+0,235874 0,0158
Ku70 1,98543+0,321460 2,15458+0,580389 n.s.
Ku80 1,69723+0,478514 2,03516+0,539191 n.s.
FoxP3 0,001458+0,000992 0,002031+0,000569 n.s.
T-bet 0,004867+0,001658 0,009905+0,004872 0,0275
GATA3 0,014280+0,004380 0,015729+0,008063 n.s.
GRAIL 0,002158+0,002814 0,002076+0,001870 n.s.
Granzyme A 0,006380+0,002616 0,016283+0,003742 0,0003
Granzyme B 0,024523+0,010114 0,047780+0,011263 0,0038
Granulysin 0,119557+0,050672 0,279193+0,127406 0,0124
Perforin 0,075309+0,00788 0,093023+0,00932 n.s.
MAN1A2 0,532779+0,203600 0,398876+0,143717 n.s.
Eomesodermin 0,004603+0,003034 0,010941+0,002335 0,0041
RHAMM 0,001071+0,001039 0,000742+0,000141 n.s.
Rho GTPAse 1 0,008398+0,004888 0,007812+0,003404 n.s.
Rho GTPAse 2 0,026812+0,019056 0,026619+0,011481 n.s.
TLR3 0,076626+0,050145 0,058470+0,035159 n.s.
TLR4 0,457398+0,196947 0,385117+0,094412 n.s.
TLR7 0,009547+0,004128 0,011503+0,006589 n.s.
TLR8 0,000767+0,000837 0,000581+0,000263 n.s.
TLR9 0,076597+0,057265 0,055819+0,016446 n.s.
MYD88 0,094490+0,020615 0,108869+0,057315 n.s.
TRAF3 0,217706+0,046471 0,188967+0,041840 n.s.
TRAF6 0,080386+0,015606 0,075971+0,015030 n.s.
IRF3 0,261461+0,042617 0,240426+0,048446 n.s.
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IRF7 0,067211+0,00666 0,052814+0,00613 n.s.
MAPKS8 0,592280+0,139968 0,521065+0,119595 n.s.
MAPK14 0,757344+0,125538 0,676438+0,128872 n.s.
STAT1 0,804401+0,231204 0,840088+0,500526 n.s.
SOCS3 0,019162+0,038797 0,008718+0,007042 n.s.
AP-1 1,08880+0,538690 1,02269+0,314771 n.s.
HSP70 1,00170+0,493614 0,95446+0,318767 n.s.
Laminin 0,017334+0,008134 0,020180+0,008664 n.s.
Collagen | 0,666100+0,511388 0,615157+0,424001 n.s.
Collagen Il 0,620918+0,460926 0,760717+0,520429 n.s.
Collagen IV 0,735370+0,362891 0,752105+0,304101 n.s.
MMP2 1,40084+0,808405 1,36931+0,518494 n.s.
MMP8 0,002316+0,003422 0,000230+0,000435 n.s.
MMP9 0,029770+0,041028 0,006372+0,006333 n.s.
TIMP1 0,869000+0,387152 0,804672+0,253732 n.s.
TIMP4 0,231838+0,096896 0,214803+0,085051 n.s.
uPA 0,023840+0,007039 0,024350+0,008948 n.s.
avbbl 0,324506+0,088420 0,537818+0,296695 0,0061
GDF15 0,007592+0,005663 0,013882+0,009277 0,0348
CD62E 0,000879+0,000591 0,003719+0,002605 0,0187
CD56 0,000800+0,000334 0,000825+0,000260 n.s.
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