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1 Einleitung

1.1 Pathogenese einer Ischamie-bedingten Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz (HI) ist gekennzeichnet durch eine (Pump-)Funktionsstérung einer
oder beider Herzkammern, was zu einer Erhohung der kardialen Wandspannung, einer
verminderten Auswurfleistung des Herzens und somit zu einer unzureichenden
Organperfusion schon in Ruhe oder bei Belastung fuhrt. Dies resultiert in einer
verminderten kérperlichen Belastbarkeit. Klinische Leitsymptome sind
Flissigkeitsretention, Dyspnoe und Mudigkeit!'’”!

Bei dem Syndrom der HI handelt sich um ein langsam aber kontinuierlich
fortschreitendes Krankheitsbild als gemeinsame Endstrecke unterschiedlicher
Atiologien. Die Hauptursachen sind laut der Framingham Heart Study arterielle
Hypertonie (49%), koronare Herzerkrankungen (29%), Diabetes mellitus (9%),
Herzklappenerkrankungen (8%) und eine isolierte LV-Hypertrophie (5%).°® Weitere
Ursachen sind Herzrhythmusstérungen, Entzindungen des Herzmuskels (sog.
Myokarditiden) und sekundare Herzbeteiligung bei systemischen (Speicher-)
Erkrankungen.®”]

Die Pravalenz ist sowohl alters- als auch geschlechtsabhangig. Zwischen 45 — 55 Jahren
leidet ca. 1% der Bevolkerung an einer Herzinsuffizienz, zwischen 65 — 75 Jahren sind
es 2 — 5%, bei Menschen Uber 85 Jahren 10%. Manner sind im Vergleich zu Frauen im
Verhaltnis von 1,5:1 betroffen.”: %

Der Schweregrad einer HI wird nach einer Klassifikation der New York Heart Association
(NYHA) in vier Stadien eingeteilt. Im Stadium | besteht subjektiv Beschwerdefreiheit bei
normaler korperlicher Belastung, ohne Symptome wie Dyspnoe, Angina pectoris,
Mudigkeit oder Herzklopfen. Im Stadium Il treten die genannten Beschwerden bei
starkerer korperlicher Belastung auf. In Ruhe und bei geringer kdrperlicher Belastung
sind die Patienten jedoch beschwerdefrei. In Stadium Ill machen sich Symptome bereits
bei leichterer korperlicher Belastung bemerkbar. Die physische Aktivitat der Patienten ist
deutlich eingeschrankt. Bei Stadium IV treten Beschwerden schon in Ruhe auf; eine
grolere physische Aktivitat ist bei diesen Patienten kaum noch maoglich. Im NYHA-

Stadium IV wird die Ein-Jahres-Uberlebensrate mit <50% angegeben.['®%



Tabelle 1: Klassifikation der Herzinsuffizienz nach New York Heart Association (NYHA)
beruhend auf dem Schweregrad der klinischen Symptomatik und der physischen Aktivitdt der Patienten;
DGK Leitlinie Herzinsuffizienz 2016

Klasse | Keine Einschrankung der physischen Aktivitat
Normale kérperliche Belastung fuhrt nicht zu Dyspnoe, Palpitationen
oder Mudigkeit

Klasse Il Leichte Einschrankung der physischen Aktivitat

In Ruhe Beschwerdefreiheit, bei starkerer korperlicher Belastung

jedoch Symptome (Dyspnoe, Palpitationen, Midigkeit)

Klasse llI Deutliche Einschrankung der physischen Aktivitat
In Ruhe Beschwerdefreiheit, bereits bei geringer korperlicher
Belastung Auftreten von Symptomen (Dyspnoe, Palpitationen,
Mudigkeit)

Klasse IV Auftreten von Symptomen bei jeglicher Art von physischer Aktivitat

Beschwerden konnen in Ruhe vorhanden sein
Verstarkung der Symptome bei zunehmender kdrperlicher

Belastung

Man unterscheidet zwischen einer akuten und einer chronischen Herzinsuffizienz.
Die akute Form kann sich im Verlauf weniger Minuten bis Tagen entwickeln und weist
eine hohe Letalitat auf. Sie ist meist Folge akuter Ereignisse, wie zum Beispiel einem
Myokardinfarkt, einer fulminanten Myokarditis oder einer hypertensiven Krise.
Die chronische HI entsteht innerhalb von Monaten bis zu Jahren und ist durch Reparatur-
und Umbauphanomene bedingt. Sie findet sich haufig z.B. nach einem Herzinfarkt, bei
chronischer Myokarditis, hypertensiver Herzschadigung oder einem progredienten
Herzklappenfehler.

Zu unterscheiden sind weiterhin die kompensierte von der dekompensierten chronischen
HI. Die kompensierte Form weist meist nur eine geringe Leistungsminderung auf,
wahrend es bei der dekompensierten Form akut zu einer deutlichen Verminderung der
Herzleistung kommt.['8°!

Zur Kompensation der reduzierten ventrikularen Pumpfunktion werden verschiedene
Anpassungsmechanismen aktiviert, die zu einer temporaren Stabilisierung der
Myokardfunktion und somit zur Sicherung der Organperfusion beitragt. Nach einem
Myokardinfarkt verandert das die Narbe umgebende, nicht infarzierte Myokard durch
strukturelle und molekulare Anpassungen seine Form und sein Volumen. Diese mit
zunehmender Fibrosierung des Herzmuskels einhergehenden Reparaturvorgange

werden als ,ventrikulares Remodeling“ bezeichnet und fiihren letztlich zu einer



Progression der HI. Der linke Ventrikel erfahrt durch die GréRenzunahme eine

(183 Zygleich nimmt die

Veranderung von einer elliptoiden hin zu einer kugeligen Form.
Wandspannung auch in dem den Infarkt benachbarten Myokardarealen zu. Dies fihrt zu
einem vermehrten Sauerstoffverbrauch, einer beeintrachtigten subendokardialen
Durchblutung, einer verminderten systolischen Verkirzungsfraktion und einer
gesteigerten  Apoptose (Zelltod) von Kardiomyozyten. Die Apoptose der
Herzmuskelzellen und deren Ersatz durch fibrotisches Gewebe werden von der
Aktivierung oder Inhibierung bestimmter Signalwege begleitet und erlauben so eine

8.112.118 Trotz einer erfolgreichen friihen

molekulare Charakterisierung des Remodelings.
Reperfusion, entwickelten ca. 20% der Patienten eine (links-) ventrikulare Dilatation®?,

die im Laufe der Zeit in eine terminale Herzinsuffizienz miinden kann.B"!

1.2 Pathogenese einer inflammatorischen Herzschadigung

Entzindliche Herzerkrankungen kénnen in Endo-, Peri- und Myokarditis eingeteilt
werden. Bei Myokarditiden verlauft der Entzindungsprozess im Herzmuskelgewebe, es
kommt zu einer nicht-ischdmischen Schadigung von Kardiomyozyten. Inflammatorische
Zellen infiltrieren das Myokard und verursachen eine Degeneration und Nekrose der
Myozyten. Ausldser der inflammatorischen Kardiomyopathie kénnen sowohl infektiose
Erreger wie Viren, Bakterien und Parasiten sein; sie kann aber auch begleitend bei
Systemerkrankungen wie rheumatoiden Erkrankungen (z.B. Sjégren-Syndrom),
Sarkoidose und/oder Speicherkrankheiten (z.B. M. Fabry, Himochromatose) auftreten.
Zudem kann eine Entziindung des Herzmuskels idiopathisch oder Folge einer (Auto-)
Immunaktivierung sein. Sie kann unter anderem postinfektios nach einer Grippeimpfung,
bei entziindlichen Darmerkrankungen oder einem systemischen Lupus erythematodes
auftreten. Riesenzellmyokarditis und eosinophile Myokarditis sind typische
immunologische Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreis. Die weitaus
haufigste Ursache in westlichen Industrielandern ist eine virale Infektion des Myokards.
Zu den auslésenden Viren zahlen z.B. Enteroviren, Adenoviren, das humane
Herpesvirus 6, das Ebstein-Barr-Virus, Influenzaviren, das Hepatitis C-Virus, HIV, das
Herpes-simplex-Virus und das Varicella-Zoster-Virus. In Entwicklungslandern sind eher
Bakterien, Pilze und Protozoen Verursacher einer Herzmuskelentziindung.[82 121 1441

Da die Symptome und Beschwerden bei einer Myokarditis zu Beginn meist
uncharakteristisch sind, wird diese haufig erst diagnostiziert, wenn auch schwerere

kardiale Symptome eintreten. Diese auflern sich in Palpitationen, pektangitsen



Beschwerden und einer Belastungsdyspnoe. Eine Myokardbeteiligung kann dann meist
auch durch erhéhte Herzenzyme und ST-Streckenveranderungen im EKG
nachgewiesen werden. Eine zweifelsfreie (und dann auch fir die weitere Therapie
relevante) Diagnose kann nur durch den Nachweis einer Myokardbiopsie gestellt
werden.[82 1441

Generell lasst sich das menschliche Immunsystem in 2zwei verschiedene
Abwehrsysteme einteilen, welche miteinander vernetzt sind. Das angeborene,
unspezifische Immunsystem ist jederzeit aktiv und steht innerhalb weniger Minuten bis
Stunden fir die Immunabwehr zur Verfligung, wahrend die spezifische (erworbene)
Immunabwehr erst innerhalb von einigen Tagen nach Erstkontakt mit einer
Fremdsubstanz reagiert. Aus pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen des
Knochenmarks entwickeln sich unter Beteiligung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren
Zellen fur das angeborene und das erworbene Immunsystem. Zu den Zellen der
angeborenen, unspezifischen Immunabwehr gehdren Mastzellen, Makrophagen,
Monozyten, Granulozyten (neutrophil, eosinophil, basophil), natirliche Killerzellen und
Thrombozyten. Das spezifische Immunsystem reagiert auf die Prasentation von
Antigenen mit der Produktion von Antikoérpern. Wichtige Zellen des spezifischen,
adaptiven Immunsystems sind Antigenprasentierende Zellen (APCs), dendritische
Zellen, sowie T- und B-Lymphozyten.['*®!

Nach heutiger Vorstellung lauft die Entzindung des Herzmuskels in drei Phasen ab.
Am Anfang steht die Akutphase, gekennzeichnet durch eine Infiltration des Myokards
durch Leukozyten (v.a. neutrophile Granulozyten), Erythrozyten, Thrombozyten und
Lymphozyten sowie Mediatoren, die Zellen des unspezifischen Immunsystems anlocken
und fUr eine gesteigerte Permeabilitat des Gewebes sorgen.

Danach folgt die subakute Phase: Es kommt zu einer Exsudation von Blutplasma in das
umgebende Gewebe sowie der Proliferation und Differenzierung von Granulozyten,
Monozyten, Makrophagen, Endothelzellen, Fibroblasten, natirlichen Killerzellen,
Thrombozyten und T-Lymphozyten. Nach erfolgter Differenzierung von Monozyten zu
Makrophagen vernichten diese zusammen mit den zytotoxischen T-Zellen die
virusinfizierten Herzmuskelzellen.

AnschlieRend findet in der Ausheilungsphase eine Fibrose des beeintrachtigten
Myokards statt. Durch umliegende Endothelzellen kommt es zu einer Angiogenese von
Blutkapillaren, welche das Granulationsgewebe bilden, sowie der Proliferation von

Fibroblasten. Die Fibroblasten differenzieren sich zu Fibrozyten, die die Bildung der



extrazellularen Matrix bewirken, was letztendlich in einer Narbenbildung und dem

Remodeling des Gewebes resultiert!'?! 124. 145]
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Abbildung 1: Einfluss der Zytokine auf die Entwicklung einer viralen Myokarditis zu einer
autoimmunen Myokarditis und einer dilatativen Kardiomyopathie
nach Rose, N.: Critical Cytokine Pathways to Cardiac Inflammation, J Interferon Cytokine Res, 2011/73%
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Bei 60 — 70 % der Patienten findet im Krankheitsverlauf eine Besserung statt, bei
30 — 40 % tritt allerdings nach Monaten oder Jahren eine chronische Herzinsuffizienz
oder eine dilatative Kardiomyopathie auf.®? Besonders bei persistierender Entziindung
des Myokards, bei der keine ausreichende Bekampfung der Infektionserreger erfolgt
oder sich eine Bildung pathogener Autoantikdrper gegen myokardiale Strukturen,
Sarkosplama- oder Sarkolemm-Proteine zeigt, wird ein Fortschreiten der Myokarditis zu
einer dilatativen Kardiomyopathie, kurz DCM, beobachtet.®" Eine DCM &uRert sich in
einer Dilatation und beeintrachtigen Kontraktilitat des linken oder beider Ventrikel.l’6 129
Ferner kdnnen aufgrund des Untergangs von Myokardgewebe, ausgeldst durch eine
Myokarditis, die myokardiale Pumpleistung sowie die Fullung der Herzkammern
beeintrachtigt sein. Dies fluhrt zur Abnahme des Herzzeitvolumens verbunden mit einer
vermehrten Arbeitsleistung des Herzens zur Kompensation, was wiederum eine
Hypertrophie des Myokards und eine Dilatation des linken Ventrikels auslésen kann.
Folge dieser Prozesse kann letztendlich eine Herzinsuffizienz sein !

Ausgeldst durch eine diffuse Apoptose von virus-befallenen Kardiomyozyten infolge
einer viralen Myokarditis kann sich eine kongestive Herzinsuffizienz und spater eine
dilatative Kardiomyopathie entwickeln. Bei (seltener) subendothelialer Infiltration und

Vernarbung kann eine restriktive Kardiomyopathie entstehen. !



1.3 Immunologische Reaktionen bei Herzerkrankungen

Viele Studien beschaftigen sich mit den Konzentrationen von immunologischen Markern
bei Patienten nach einem erlittenen Myokardinfarkt und bei KHK-Patienten.
Diese Marker kénnen einen Einfluss auf das Remodeling des linken Ventrikels haben
und sind mit dem Risiko fiir zukinftige Myokardinfarkte assoziiert.* 19 154
Die Serumspiegel der verschiedenen Zytokine und Chemokine lassen zum Teil auch
eine Prognose fir den weiteren Verlauf der Erkrankung zu.

Die Wundheilung nach einem Myokardinfarkt erfolgt in drei Phasen. Zu Beginn steht die
inflammatorische Phase. Durch die akute Nekrose des Myokards und Schadigung der
Zellmatrix werden endogene Alarmsignale freigesetzt, sogenannte DAMPs
(damage-associated molecular patterns).l'” Diese aktivieren das Komplementsystem
und gleichzeitig wird die pro-inflammatorische Signaltransduktion tber Toll-like-
Rezeptoren und Interleukin-1 (IL-1) stimuliert. Dies initiiert das NF-kB-System und die
Freisetzung von Chemokinen, Zytokinen und Adhasionsmolekilen durch Leukozyten,

%5118 Als Folge davon werden nekrotische Zellen durch

Fibroblasten und Endothelzellen.!
in das Infarkigebiet einwandernde neutrophile Granulozyten und Monozyten
abtransportiert. Das Ende dieser Phase ist gekennzeichnet durch eine Apoptose
neutrophiler Granulozyten. Nachfolgend kénnen entziindungshemmende Signale das
Auflésen der Leukozyteninfiltrate begiinstigen.”!

Es schlielt sich nun die Proliferationsphase an, die durch die Chemotaxis von
Monozyten in das infarzierte Myokard charakterisiert ist. Dort angekommen
differenzieren sich diese zu Makrophagen. Makrophagen spielen eine Rolle bei der

" Differenzierung und Wachstum von

Phagozytose nekrotischer Zellen.!
Myofibroblasten und Endothelzellen fiihren zu einem ,Verschlei3 bzw. der ,Heilung“ der
Wunde: Es wird Narbengewebe aus strukturellen Matrixproteinen gebildet.
AbschlieRend kommt es in der sogenannten ,Maturationsphase“ zu einer
fortschreitenden Apoptose von Zellbestandteilen und einer Vernetzung von Kollagen.
Im Zuge der Infarktheilung dilatiert der linke Ventrikel, nichtinfarzierte Areale
hypertrophieren und weisen eine erhdhte interstitielle Fibrose auf.!**!

Bei Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt zeigt sich eine vermehrte Ausschuttung
von neutrophilen Granulozyten und Monozyten, die Gesamtanzahl der Lymphozyten ist
dagegen herabgesetzt.*? CD4+ T-Lymphozyten werden nach einem akuten

Myokardinfarkt vermindert exprimiert, wahrend es dagegen zu einer verstarkten Bildung



t.> 9 Besteht dieses Missverhaltnis (iber einen

von CD8+ T-Lymphozyten komm
langeren Zeitraum, ist dies prognostisch ungunstig.['”!

Bei Kontakt einer aktivierten dendritischen Zelle (DC) mit CD4+- oder CD8+-T-Zellen
entstehen im Rahmen der T-Zell-Antwort T-Effektorzellen. Aus CD4+-T-Zellen entstehen
je nach Stimulation durch verschiedene Zytokine Tu1-, Tu2-, Tu3-, Tu17-, Tu19-, Tu22-
und induzierte regulatorische T-Zellen (iTreg).

Wird vermehrt IFN-y und IL-12 sezerniert kommt es zu einer Differenzierung der
THO-Zellen zu Tu1-Zellen. Eine weitere Voraussetzung fur die Bildung von Ty1-Zellen ist
die Bindung des Antigens auf dem MHC-II-Molekil der dendritischen Zelle an den
T-Lymphozyten-Rezeptors (TCR) mit mittlerer Affinitdt. Tn1-Zellen setzen
proinflammatorische Zytokine frei, die fur die Immunantwort wichtig sind. Dazu gehdren
IFN-y, IL-2, IL-6, IL-12, IL-15, TNF-a, GM-CSF und Lymphotoxin. Ty1-Zellen dienen zur
Abwehr von Viren und Bakterien, aulerdem regen sie B-Lymphozyten zur
Antikérperproduktion und einen Klassenwechsel von IgM hin zu IgG1 und IgG3 an
(adaptives Immunsystem). Durch die Aktivierung von natirlichen Killerzellen (= NK),
Makrophagen und Endothelzellen kommt es zudem zu einer verstarkten Reaktion des
angeborenen Immunsystems. Des Weiteren besteht ein Zusammenhang zwischen
Tu1-Zellen und Autoimmunerkrankungen und Hypersensitivitatsreaktion vom
verzogerten Typ.['32 1491

Findet eine Bindung von geringer oder sehr hoher Affinitdt zwischen dem antigenen
Peptid auf dem MHC-II-Molekil der DC und dem TCR statt, wahrend weiterhin die
Konzentration von IL-12, IL-23, IL-27 und IFN-y niedrig ist, werden Th2-Zellen gebildet.
Diese produzieren IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-13, IL-14, TGF- und
GM-CSF. B-Lymphozyten werden durch Tu2-Zellen aktiviert, es wird ein
Klassenwechsel, hauptsachlich von IgE und IgA, verursacht. Ty2-Zellen sind mafRgeblich
an der Abwehr mehrzelliger Parasiten durch die Stimulation der Proliferation von
eosinophilen Granulozyten beteiligt. Auch bei der Reaktion auf Allergien vom Soforttyp
und bei Asthma spielen sie eine wichtige Rolle. Uber IL-4 und IL-10 vermégen die
Tn2-Zellen die Tu1-Antwort zu unterdriicken.3? 91 |_aut jingsten Ergebnissen scheinen
erhdhte Th2-Zahlen mit einer verminderten Intima-Media-Dicke der Carotiden und
folglich mit einem geringeren Myokardinfarktrisiko zu korrelieren, weshalb Th2-Zellen
vermeintlich eine protektive Wirkung haben.*"!

Zur Differenzierung von Tu17-Zellen aus naiven CD4+ T-Zellen wird eine erhéhte
Konzentration an IL-6, IL-1B, IL-21 und TGF-B bendtigt, wahrend IL-2, IL-4, IL-12 und

IFN-y die Bildung von Tu17-Zellen inhibieren. Die Lebensdauer von Ty17-Zellen wird



durch IL-23 positiv beeinflusst. Ty17-Zellen vermitteln eine inflammatorische Reaktion
des angeborenen Immunsystems. Dies geschieht durch die Sezernierung
proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, IL-17, IL-21, IL-22, IL-26, GM-CSF und TNF-a.
Ferner werden Makrophagen, Granulozyten, Endothelzellen, Epithelzellen, Fibroblasten
sowie Hepatozyten durch Tu17-Zellen aktiviert. Bedingt durch IL-17 wird auch das
erworbene Immunsystem beeinflusst. Es erfolgt eine Hemmung zytotoxischer CD8+
T-Lymphozyten sowie die Aktivierung von Tu2-Zellen. Die durch Ty17-Zellen ausgeloste
Reaktion des Immunsystems richtet sich unter anderem gegen extrazellulare Bakterien
und Pilze. Eine Uberexpression von Ty17-Zytokinen kann in Zusammenhang mit einer
Vielzahl an Autoimmunerkrankungen gebracht werden. Durch die Hemmung der
Differenzierung von Tn1-Zellen kann es zu einer viralen Persistenz kommen.
Zudem koénnen Tu17-Zellen die Produktion pathogener Autoantikdrper in B-Zellen
anregen.['32 14

Eine Studie wies bei Patienten mit einer akuten viralen Myokarditis eine erhdhte
Serumkonzentration von Ty17-Zellen und IL-17 im Vergleich zu gesunden Probanden
nach. Dies deutet darauf hin, dass Tu17-Zellen in der Pathogenese einer viralen
Myokarditis von Bedeutung sein kénnten.!'®!

Regulatorische Lymphozyten (Treg) Wwerden unterteilt in natirliche (nTreg) und induzierte
(iTreg)- Im Thymus findet die Differenzierung der nTreg unter simultanem Einfluss von
IL-2, TGF-B und TNF-a statt. In der Peripherie gehen iTreg aus naiven CD4+ T-Zellen
durch die Wirkung von IL-2, IL-10, TNF-a und TGF-B hervor. Die Entwicklung, Funktion
und Homoostase wird mafigeblich von FOXP3 beeinflusst. Beiden Formen der
regulatorischen Lymphozyten ist gemein, dass sie immunsuppressive Zytokine wie
IL-10 und TGF-B produzieren, sowie auch den Transkriptionsfaktor FOXP3, CD4 und
CD25. Da Treg selbst kein IL-2 produzieren kénnen, vermogen sie ihre Vervielfaltigung
nicht zu beeinflussen. Etwa 5 — 10% der zirkulierenden CD4+ T-Zellen sind Treg.
Der Wirkmechanismus besteht in der Steuerung der Pragung von Tu1-, Tu2- und
Th17-Lymphozyten sowie in der Reaktion auf sowohl korpereigene als auch
kérperfremde Antigene. Zudem hemmen sie die Aktivierung und Differenzierung von
Makrophagen, dendritischen Zellen und B-Lymphozyten. Generell findet eine
Unterdriickung der T-Zell-Antwort durch Treg Statt, um Uber- und Fehlreaktionen des
Immunsystems zu vermeiden. Jedoch kann es zu einer vermehrten Replikation von
Viren kommen, da auch die antivirale Immunreaktion abgeschwacht wird. Dies kann eine

Persistenz der viralen Infektion zur Folge haben. Beeintrachtigungen von FOXP3



kénnen eine Dysregulation des Immunsystems und gravierende Entziindungs- oder
Autoimmunerkrankungen zur Folge haben. 66 132 149. 1801

Zu den erhohten Markern nach einem kardiovaskularen Ereignis zahlen IL-13, IL-1RA,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, TNF-a, MIP-1a, MIP-13, MCP-1, IFN-y und Eotaxin, wahrend IL-12
und IL-18 vermindert sind.

Die Rolle von IL-10 wird kontrovers diskutiert: Einige Studien berichten eine erhohte,
andere hingegen eine verminderte Sekretion. Mit einer schlechteren Prognose von
Herzerkrankungen assoziiert scheinen erhohte Werte von TNF-a, IL-18 , IL-1RA, IL-2,
”_-6, IL-1 0, IL-1 8 und MCP-1 _[5, 12, 16, 89, 109, 136, 165, 168]

Im Verlauf einer Myokarditis wurden erhéhte Spiegel an IL-1a, IL-18, IL-2, TNF-a und
GM-CSF nachgewiesen. %101

Interleukin IL-1 ist der Prototyp proinflammatorischer Zytokine. Es induziert eine
Rekrutierung von Leukozyten in das infarzierte Gewebe und beeinflusst zudem die

Synthese chemotaktisch wirksamer Mediatoren.?? !

Fir die Prozessierung und
Produktion von aktiviertem IL-13 werden sogenannte Inflammasome bendtigt.
Diese Proteinkomplexe, die sich in Leukozyten, Fibroblasten und Kardiomyozyten
nachweisen lassen, wurden vermehrt im infarzierten Myokard gefunden.!* 1%l

Als wichtiger Entzindungsmediator scheint IL-1 eine wichtige Rolle bei der Progression
der koronaren Herzkrankheit (KHK) zu spielen.!"*! Bei Patienten mit stabiler KHK zeigten
sich die Serumspiegel von IL-13 und IL-1RA erhéht, was dann bei Entwicklung eines
akuten Koronarsyndroms zu einer héheren Mortalitat fiihrte.['? 61 8. 101

Das von aktivierten T-Lymphozyten freigesetzte IL-2 aktiviert vor allem B- und
T-Lymphozyten sowie Monozyten. Bei Patienten mit KHK, die einen Myokardinfarkt
durchgemacht haben oder an einer instabilen Angina pectoris leiden sowie bei
Myokarditis-Patienten, konnten im Vergleich zu gesunden Probanden erhdhte IL-2

99, 101, 1091 Ergebnisse einer Studie fanden ebenfalls

[98]

Spiegel nachgewiesen werden.
erhdhte Werte an IL-2 bei Patienten mit alleiniger Koronarsklerose.
Eine erhdhte Expression des antiinflammatorischen Zytokins IL-4, das eine Stimulation
der IgE-Produktion und eine Hemmung der Sekretion proinflammatorischer Zytokine,
wie TNF-a und IL-1, bewirkt, wurde bei KHK erstmals 2006 festgestellt,®® was erst

kiirzlich (2015) nochmals bestatigt werden konnte.!""!

In verschiedenen KHK-Studien wurden erhéhte Serumspiegel an IL-6 gemessen. ! 62

9.108] Dieses proinflammatorische Zytokin stammt hauptséchlich aus der Produktion von
Makrophagen und stimuliert in der Leber die Freisetzung von CRP (C-reaktives Protein).

Da IL-6 wesentlich zu einer generellen Entziindungsreaktion beitragt, spielt es



wahrscheinlich auch bei der Entstehung einer KHK und einer Arteriosklerose eine Rolle.
Eine erhdhte Expression von IL-6 wurde als Risikofaktor fiir zukiinftige Myokardinfarkte
und kardiovaskulére Ereignisse beschrieben.!3: 14 60. 93. 108, 131]

IL-10 hat eine starke antiinflammatorische Wirkung. Es beeinflusst die Expression von
Matrix-Metalloproteasen und supprimiert die Freisetzung pro-inflammatorischer

34, 45, 110, 186

Zytokine.! 1 Zur Sekretion von IL-10 nach einem Myokardinfarkt gibt es

widersprichliche Angaben in der Literatur. Zum einen wurde ein Abfall der Konzentration
nachgewiesen, zum anderen wurde ein Konzentrationsanstieg bemerkt.*" 1%
Das Mortalitatsrisiko und die Wahrscheinlichkeit, einen Myokardinfarkt zu erleiden,
scheint bei erhéhten Serumspiegeln deutlich reduziert. Dies lasst darauf schlie3en, dass
IL-10 kardioprotektive und antiinflammatorische Eigenschaften besitzt.!

IL-12, das einer Induktion von Tu1-Zellen dient und die Sekretion von IFN-y stimuliert,
war im Serum von KHK-Patienten vermindert.®®!

Die Stimulation mononuklearer Zellen durch TNF-a fiihrt zu einer Freisetzung weiterer
proinflammatorischer ~ Zytokine, Chemokine und  Adhasionsmolekiile. !
Verschiedene Studien konnten eine erhdhte Konzentration an TNF-a bei Patienten
nachweisen, die an einer akuten Myokarditis oder einer KHK leiden, sowie nach einem
Myokardinfarkt.?': 99 101, 104. 10l TNF.q hat allerdings nur eine sehr kurze Halbwertszeit
hat, so dass der Plasmaspiegel zum Zeitpunkt der Blutenthahme erheblichen
Schwankungen unterliegen kann. Somit fanden sich keine signifikanten Unterschiede zu
gesunden Probanden.®® TNF-a-Konzentrationen sieben und 30 Tage nach dem Infarkt
waren gegenliber dem Ausgangswert bereits vermindert.'® Erhéhte TNF-a-Spiegel
wirkten sich ungunstig auf die Prognose aus, es wurden vermehrt kardiovaskulare

89, 109, 130, 168] Zudem

Ereignisse und eine erhéhte kardiovaskulare Mortalitat beschrieben. !
waren Kontraktilitdtsstorungen des linken Ventrikels nach einem Myokardinfarkt mit
erhohten TNF-a-Spiegeln assoziiert.['®* 9 Da die Effekte von TNF-a und IL-1B nahezu
identisch sind, spielt TNF-a vermutlich auch eine wichtige Rolle in der Entstehung einer
KHK.[138]

Durch die Wirkung des Chemokins MCP-1 erfolgt eine Transmigration
proinfammatorischer Monozyten in das durch den Myokardinfarkt geschadigte
Herzmuskelgewebe, wo diese nekrotische Kardiomyozyten beseitigen und die Bildung

[36. 83 |n einer Studie wurden erhéhte MCP-1-

von Granulationsgewebe induzieren.
Serumspiegel bei KHK-Patienten festgestellt. Zudem konnten erhéhte MCP-1 Werte bei
Personen ohne KHK mit kardiovaskularen Risikofaktoren korreliert werden.!”

Dem widersprechend konnten in einer anderen Studie keine Unterschiede zwischen
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KHK-Patienten und gesunden Probanden in Bezug auf erhéhte MCP-1 Konzentrationen
ermittelt werden.['*®!

Zu von der Norm abweichenden Serumspiegeln von MIP-1a und MIP-1 infolge einer
KHK oder eines Myokardinfarkts gibt es bislang in der Literatur wenig Hinweise.
Im Rahmen einer Studie wird von einer vermehrten Expression der beiden Chemokine
berichtet, wahrend es in einer anderen Studie keine Unterschiede zwischen
KHK-Patienten und gesunden Probanden in Bezug auf MIP-1a-Spiegel gab.[''" 139
Studienergebnisse belegen eine gesteigerte Aktivitat von IFN-y produzierenden
Tu1-Zellen infolge eines akuten Koronarsyndroms bzw. bei KHK-Patienten. 2% ']

Eine Erhéhung von GM-CSF, der Granulozyten/Makrophagen Kolonie-stimulierende
Faktor, wurde einer Studie nach sowohl nach einer akuten Myokarditis, nach einem
akuten Myokardinfarkt, bei DCM und Angina pectoris vermehrt nachgewiesen.
Dies lasst darauf schlie®en, dass diese Ereignisse eine Aktivierung von Endothelzellen

und Makrophagen bewirken.**°"

1.4 Labormarker einer (kardialen) Inflammation

1.4.1 Proinflammatorische Zytokine

Zytokine sind I8sliche, immunmodulierende Signalmolekule, die fur die Vermittlung von
Interaktionen zwischen Zellen verantwortlich sind. Sie kénnen die jeweiligen Zielzellen
aktivieren und wirken sich auf die Zellteilung und Differenzierung aus.

Signale von oder auf Zellen des Immunsystems und lokale Reaktionen werden mithilfe
von Zytokinen (Chemokine, Interleukine, Tumor-Nekrose-Faktoren und Interferone) tiber
spezifische Rezeptoren auf der Zellmembran Ubertragen.

Zytokine wirken sowohl unmittelbar am Bildungsort als auch weit entfernt, z.B. im
Knochenmark durch die Aktivierung anderer Immunzellen. Bei diesen Molekulen handelt
es sich meist um Monomere, die bereits in niedriger Konzentration ihre Wirkung zeigen
und je nach aktuellem Bedarf sezerniert werden kénnen [123 133.142,146]

Zytokine sind mafgeblich an Entzindungsreaktionen beteiligt. Man kann sie in
proinflammatorische und antiinflammatorische Zytokine unterteilen. In der Phase der
akuten Inflammation spielen IL-1, TNF-a, IL-6, IL-11, IL-8 und GM-CSF eine Rolle.
Bei einer chronischen Entziindung wird die humorale Immunantwort durch die Zytokine

IL-4, IL-5, IL-6, IL-7 und IL-13 vermittelt, wahrend die zellulare Immunantwort durch die
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Zytokine IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-9, IL-10, IL-12, Interferone, TGF-B und TNF-a
£ 1150]

erfolg

TNF-a

Der Tumor-Nekrose-Faktor-a, ein multifunktionales Zytokin, entstammt der Produktion
von aktivierten Monozyten und Makrophagen, dendritischen Zellen, B- und
T-Lymphozyten, Endothelzellen und Fibroblasten. Dieses proinflammatorische Zytokin
entfaltet seine Wirkung als Wachstums- und Differenzierungsfaktor in nahezu allen
Korperzellen. TNF-a und IL-13 weisen eine fast identische Wirkweise auf. Aulerdem ist
TNF-a fur viele transformierte Zellen zytotoxisch, 16st eine Chemotaxis auf Monozyten
aus, steigert die Funktion phagozytierender und antigenprasentierender Zellen und spielt
eine wichtige Rolle bei Entzindungsreaktionen und der hierdurch induzierten Apoptose.
Ferner wird die Sekretion weiterer proinflammatorischer Zytokine durch Leukozyten und
Endothelzellen gefordert, die Kollagensynthese reduziert und die Aktivitat von Matrix-

Metalloproteasen stimuliert.['!: 31 84,109,111, 152, 164]

IFN-y

Interferon-y, der einzige Vertreter der Typ-ll-Interferone, ist ein heterodimeres
Immuninterferon, welches von CD4+- und CD8+ Tu1-Zellen, NK-Zellen (natlrliche
Killerzellen), Makrophagen, dendritischen Zellen (DC) und zytotoxischen
T-Lymphozyten gebildet wird. Ein Effekt besteht in der Aktivierung, dem Wachstum und
der Differenzierung von T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen, NK-Zellen und
Endothelzellen. Darlber hinaus agiert es synergistisch mit IFN-a und IFN-( in Bezug auf
die antivirale Wirkung, es fuhrt zu einer gesteigerten Expression von MHC-Klasse-I-
Molekilen auf virusinfizierten Zellen und férdert so deren Abtétung durch zytotoxische
T-Zellen. Antigenspezifische B-Zellen werden zum Klassenwechsel nach IgG1 und IgG3
aktiviert. Auflerdem werden MHC-II-Moleklle auf Endothelzellen und anderen
nichtprofessionell antigenprasentierenden Zellen vermehrt exprimiert.

IFN-y ist ein wichtiger proinfammatorischer Effektor, der eine Verschiebung des
Tu1/Tu2-Gleichgewichts in Richtung Tu1 sowie eine gesteigerte Phagozytose von
Immunkomplexen durch Granulozyten bewirkt. Au3erdem fordert es die zellvermittelte

t.49 Zudem wird in Kombination mit IL-2 oder TNF-a die Zytotoxizitat von

Immunita
CD8+-Zellen und NK-Zellen gesteigert. Dies wiederum flihrt zu einer erhéhten Sekretion

von IFN-y, TNF-a und IL-17.[123133. 1501
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IL-1

IL-1 Iasst sich unterteilen in IL-1a, IL-1pB und den Rezeptorantagonisten IL-1RA, die alle
denselben Rezeptor verwenden.

Interleukin-1a  und Interleukin-1B, die beide von Monozyten, Makrophagen,
dendritischen Zellen, Astrozyten, NK-Zellen, B-Zellen, Endothelzellen und Fibroblasten
sezerniert werden, setzen eine Vielzahl immunologischer und inflammatorischer
Prozesse in Gang. IL-1 induziert die Differenzierung von Ty17-Zellen. Die Freisetzung
von IL-1B bewirkt eine Aktivierung von B- und T-Lymphozyten sowie von Makrophagen
und fordert die Zellteilung. Durch Stimulation der Prostaglandinsynthese wird Fieber
ausgelost. Es kann zudem zu Gewichtsverlust und Hypotonie fihren. Zusatzlich wird die
Produktion verschiedener Zytokine und Chemokine stimuliert. IL-1  wirkt
proinflammatorisch und regt die Akutphase-Reaktion an. Auf Endothelzellen fordert
IL-1B die Expression von Adhasionsmolekiilen. 2% 23 123,146, 150]

IL-1RA wird von Monozyten und Makrophagen gebildet und bindet an den gleichen
Rezeptor wie IL-1, wirkt dort aber als Rezeptorantagonist (= RA) und I6st kein Signal
aus. Nach der Bindung von IL-1RA an den Rezeptor ist dieser blockiert fir die
aktivierenden Formen von IL-1. Gebildet wird dieses Zytokin von Monozyten,
neutrophilen Granulozyten, Makrophagen, Fibroblasten und Epithelzellen 33 10!

Die antiinflammatorischen Zytokine IL-4, IL-10 und IL-13 kénnen die Synthese von IL-1(3
hemmen und gleichzeitig die Synthese von IL-1RA férdern. Die Sekretion von IL-18 kann

durch IL-6 sowohl gehemmt wie auch stimuliert werden. ['%%

IL-2

Eine weitere Bezeichnung fir IL-2 ist T-cell growth factor. Es wird freigesetzt von
aktivierten T-Lymphozyten. Zu den Zielzellen zahlen T- und B-Zellen, NK-Zellen,
Monozyten, Makrophagen und Oligodendrozyten. IL-2 ist bei chronischen Entziindungen
sowohl an der humoralen als auch an der zellularen Immunantwort beteiligt.
Die Wirkweise von IL-2 besteht aus der Differenzierung, Aktivierung und Proliferation
von B- und T-Lymphozyten, einer Stimulation der Zytokinsynthese, sowie einer
Aktivierung von Monozyten. Des Weiteren steigert es die Produktion von Zytokinen

durch Immunzellen, wahrend es zugleich fiir deren Vermehrung sorgt.['2 132. 133,146, 150]
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IL-6

IL-6, auch B-cell stimulating factor-2 genannt, wird infolge einer Infektion oder Verletzung
von T- und B-Lymphozyten, Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen und
Knochenmark-Stromazellen gebildet. IL-6 war lange nur fir seine proinflammatorischen
Eigenschaften bekannt. Es spielt eine wichtige Rolle bei Entziindungen und in der
Reaktion auf eine Gewebsverletzung. Es flhrt zu einer Steigerung von Wachstum und
Differenzierung von B-Zellen und Tu17-Zellen, sowie einer Proliferation von
zytotoxischen T-Zellen. Ferner fungiert es als wichtiger Mediator in der Akutphase-
Reaktion. Es fordert zudem die Antikdrperproduktion und stimuliert die Produktion von
CRP.[?0.92.95.98,123.1%0 Fine Freisetzung von IL-1B und IL-2 sowie deren Rezeptoren kann
durch IL-6 ausgeldst werden. IL-6 weist jedoch gleichzeitig auch antiinflammatorische
Eigenschaften auf. Es kann die Synthese der proinflammatorischen Zytokine IL-1,
GM-CSF, IFN-y und TNF-a hemmen, steigert zugleich die Produktion von IL-1RA und

induziert die Synthese von Gluocorticoiden.!"*”

IL-7
Bei IL-7 handelt es sich um einen proliferationsstimulierenden Faktor, welcher auf die
Hamatopoese von T-Zellen sowie B-Zell-Progenitorzellen wirkt. Gebildet wird das

Zytokin von Knochenmarkszellen, Thymus-Stromazellen und Milzzellen.['23 1461501

IL-12

Das heterodimere Zytokin IL-12, auch natural killer cell stimulatory factor genannt, wird
nach einer Antigenstimulation von Monozyten, Makrophagen, DC, aktivierten B-Zellen
und T-Lymphozyten sezerniert. Die Freisetzung von IL-12 hat die Aktivierung der
zellularen Immunantwort zur Folge und ist beteiligt an der Regulation der Produktion von
Immunglobulinen. Es 16st die Produktion von IFN-y und TNF-a durch T-Zellen und NK
aus und foérdert eine Differenzierung von Tn1-Zellen aus naiven T-Lymphozyten. Die
antiinflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-10 kénnen die Freisetzung von IL-12

unterdriicken.['23 146.150]

IL-17

Die Sekretion von IL-17 erfolgt durch aktivierte CD4+ T-Gedachtniszellen. Es besitzt,
ebenso wie TNF-a, eine entziindungsférdernde Wirkung. Zielzellen fur IL-17 sind
Tu17-Zellen. Neutrophile Granulozyten und Monozyten werden vermehrt rekrutiert und
die Produktion von Zytokinen wie IL-6, IL-8, GM-CSF und MCP-1 wird stimuliert. Durch

die Eigenschaft der Zellaktivierung spielt IL-17 bei Autoimmunerkrankungen eine Rolle.
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Die Sezernierung von IL-17 beeintrachtigt die Differenzierung von Ty1-Zellen und hat
eine verminderte Produktion von IL-2 und IFN-y zur Folge. Dies koénnte eine
Viruspersistenz nach sich ziehen. Allerdings gibt es auch Hinweise, dass Tu17-Zellen

ein Aufflammen einer viralen Erkrankung unterdriicken kénnen. 1 123. 146, 150]

GM-CSF

Der Granulozyten/Makrophagen Kolonie-stimulierende Faktor, kurz GM-CSF, ist ein
Zytokin, welches von T-Zellen, Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen als
Reaktion auf entzliindliche und immunologische Reize und nach Zytokinstimulation
gebildet wird.

Eine Wirkung findet auf die Proliferation, Reifung und Funktion hamatopoetischer
Vorlauferzellen im Knochenmark und die Proliferation und Migration von Endothelzellen
statt. AuRerdem sorgt es fir die Differenzierung und Aktivierung von Monozyten und
Granulozyten. GM-CSF spielt bei der Entwicklung einer Autoimmunitat eine Rolle, da es,
abhangig vom IL-6-Spiegel, an der Entwicklung und Langlebigkeit von Ty17-Zellen

beteiligt ist.[123. 133, 150]

MCP-1

Die Produktion von MCP-1, das monocyte chemoattractant protein-1, erfolgt von
Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen, Keratinozyten, glatten
Muskelzellen, Astrozyten sowie unterschiedlichen Tumorzelllinien nach einer Induktion
durch inflammatorische Stimuli, wie IL-1, TNF-a, IFN-y, IL-6. Das CC-Chemokin besitzt
einen aktivierenden und chemotaktischen Effekt auf Monozyten und Makrophagen,
durch welche eine Phagozytose der nekrotischen Kardiomyozyten und die Bildung von
Granulationsgewebe bewirkt wird. AulRerdem wird in basophilen Granulozyten eine

Histamin-Freisetzung ausgelost.!'® 3¢ 83. 113,166, 181]

MIP-1a

Nach einer Stimulation durch bakterielle Endotoxine produzieren Monozyten und
Makrophagen sowie B-Lymphozyten und aktivierte T-Lymphozyten das CC-Chemokin
macrophage inflammatory protein-1a (MIP-1a). Es bewirkt eine chemotaktische Wirkung
auf Monozyten, gleichzeitig verbessert es die Haftung von Monozyten an Endothelzellen.
Des Weiteren hemmt MIP-1a die Hamatopoese und verursacht eine Migration von
T-Zellen. In Fibroblasten und Makrophagen wird die Sekretion von proinflammatorischen
Zytokinen wie IL-1, IL-6 und TNF-a stimuliert.l''" 123l
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MIP-18

Wie MIP-1a auch, entstammt das macrophage inflammatory protein-18 (MIP-1B) der
Produktion von Monozyten und Makrophagen nach einem Einwirken von bakteriellen
Endotoxinen sowie von aktivierten T-Gedachtnis-Zellen. Es bewirkt eine Stimulation des
Wachstums hamatopoetischer Vorlauferzellen, fordert die Adhasion von T-Lymphozyten
an Endothelzellen und aktiviert NK. AuRerdem werden durch MIP-13 Lymphozyten und

Monozyten rekrutiert.['"" 123

1.4.2 Antiinflammatorische Zytokine

IL-4

Das multifunktionale Zytokin IL-4, auch bekannt als B-cell stimulating factor-1, wird von
Mastzellen, aktivierten T-Zellen, Makrophagen, basophilen Granulozyten und
Knochenmark-Stromazellen produziert. Als Zielzellen sind T- und B-Zellen, Monozyten,
Endothelzellen und Fibroblasten bekannt. IL-4 bewirkt einen Klassenwechsel von IgM
zu 1gG1/lgG4 und IgE in B-Lymphozyten und steigert die Differenzierung weiterer
Tu2-Zellen aus nativen CD4+ T-Zellen in peripheren lymphatischen Organen, wahrend
die Entwicklung von Th1-Zellen gehemmt wird. Auflerdem handelt es sich bei IL-4 um
einen wichtigen Mediator der humoralen Immunitat. Weiterhin bewirkt IL-4 eine
Stimulation der IgE- und IL-1RA-Produktion sowie eine Hemmung der Sekretion der
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 und MIP-1a.

IFN-y wiederum kann die Freisetzung von IL-4 herabsetzen. 9 123 133.146.150]

IL-5

Die Produktion von IL-5 geschieht durch Mastzellen, CD4+ T-Lymphozyten und
eosinophile Granulozyten. Dieses Zytokin bewirkt im Knochenmark eine Differenzierung
und Produktionssteigerung von eosinophilen und basophilen Granulozyten. Die Bildung
von IL-5 erfolgt hauptsachlich nach einem Kontakt mit Allergenen oder parasitaren
Antigenen. IL-5 fuhrt zu einer Aktivierung und Stimulierung der Immunglobuline und regt

die IgA-Produktion an. [123, 132, 150]
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IL-10

Der cytokine synthesis inhibitory factor IL-10 ist ein bedeutendes antiinflammatorisches
Zytokin, welches von aktivierten CD4+ und CD8+ T-Zellen, Treg, und Tn2-Zellen,
aktivierten B-Zellen, Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen produziert wird.
Im Vergleich zu anderen Zytokinen wird IL-10 meist verzogert und verlangert sezerniert.
Es fordert die Vermehrung und Differenzierung von B-Lymphozyten, Thymozyten und
Mastzellen. AuRerdem verhindert IL-10 die Bildung, Aktivierung und die Freisetzung von
Zytokinen der Tu1-Population. IL-10 wird teilweise als ,Anti-Zytokin“ bezeichnet, da es
die Produktion proinflammatorischer Zytokine, wie IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y und
TNF-a hemmt 15 47. 123,132,150, 186] Dag humane IL-10 teilt ca. 84% seiner genetischen
Sequenz mit viralem IL-10, das vom Epstein-Barr-Virus kodiert wird und an der

Entwicklung einer Myokarditis beteiligt sein kann."!

IL-13

Aktivierte T-Lymphozyten, NK und Mastzellen setzen IL-13 frei, welches funktionelle
Anhnlichkeiten mit IL-4 aufweist. Dieses Zytokin fiihrt in B-Zellen zu einem
Klassenwechsel von IgM zu IgE. Ferner werden in den Schleimhauten die Epithelzellen
zur Produktion von Chemokinen und zu einer erhdhten Sekretion von Schleim aktiviert.
Dies sorgt fur eine gesteigerte Chemotaxis von Tu2-Zellen und eosinophilen
Granulozyten. AuRerdem kann IL-13 die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie
IL-1B, TNF-q, IL-8, MIP-1a und IL-6 hemmen ['23: 132.146.130]

IFN-a

Interferon-a, auch als Leukozyten-Interferon bezeichnet, wird von Lymphozyten,
Monozyten und Makrophagen sezerniert und zeigt eine Wirkung auf die meisten
Korperzellen. IFN-a zahlt zu den Typ-l-Interferonen, welche an den heterodimeren
IFN-a-Rezeptor binden. Es inhibiert die Zellproliferation, aktiviert DC und steigert die
Expression von MHC-Klasse-I-Molekiilen, Uber die virale Antigene zytotoxischen
T-Zellen prasentiert werden. Zudem kommt es durch einen Kontakt mit
Typ-I-Interferonen zu einer vermehrten Apoptose, was die Abtétung durch NK und
zytotoxische T-Zellen vereinfacht. Eine antivirale Wirkung wird durch die Hemmung der
Proteinsynthese vor allem bei Viren erreicht, da IFN-a in infizierten Zellen virale und

zelluldre Nukleinsauren abbaut.['?3 133, 1461
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1.4.3 Die Bedeutung von CTLA-4 (CD125) und die Rolle der CTLA-4-
Genotypen

Bei dem inhibierenden Glykoprotein-Rezeptor CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte
associated protein 4), auch als CD125 bezeichnet, handelt es sich um ein
membranstandiges Homodimer, welches gemeinsam mit CD28 und ICOS auf
Chromosom 2q33 (Lokus IDDM12) lokalisiert ist.!

Die Gensequenz von CTLA-4 besteht aus vier Exons, wobei Exon 1 das Hauptpeptid
kodiert, Exon 2 die Domane zur Ligandenbindung, Exon 3 die transmembrane Domane
und Exon 4 den zytoplasmatischen Schwanz des Proteins.

CTLA-4 ist homolog zu CD28 und wirkt co-stimulierend. Beide weisen jedoch
entgegengesetzte Effekte auf die T-Zell-Aktivierung auf. Liganden der beiden Molekile
sind B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86). Diese befinden sich auf antigenprasentierenden
Zellen (APCs). Nach Ligandenbindung erfahrt CTLA-4 keine Konformitatsanderung.
CTLA-4 und CD28 konkurrieren um die Bindung an die Liganden CD80 und CD86.
Da CTLA-4 eine ca. 100-fach starkere Affinitdt zu den Liganden als CD28 aufweist,
verhindert es somit eine Signaltransduktion von CD28. Bevorzugt bindet CTLA-4 an
CD8O.[57' 140, 147, 171, 182]

CD28 ist ein aktivierender Rezeptor, welcher eine Proliferation und Aktivierung von
naiven T-Lymphozyten bewirkt. Die Aktivierungsschwelle fir naive T-Zellen wird
herabgesetzt, die Transkription von Zytokin-Genen, insbesondere IL-2, verstarkt, sowie
die Apoptose verhindert.

Der inhibierende Rezeptor CTLA-4 findet sich nur in sehr geringer Anzahl im Zytoplasma
ruhender T-Zellen, wahrend CD28 auf der Zelloberflache der meisten CD4+ T-Zellen
und bei etwa der Halfte der CD8+ T-Zellen vorhanden ist. CTLA-4 wird als Folge einer
T-Zell-Rezeptor (TCR)-spezifischen Stimulation auf aktivierten CD4+ und CD8+
T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, Granulozyten und hamatopoetischen Stammzellen
exprimiert.®” 1471

Hauptsachlich fir die Expression von CTLA-4 verantwortlich sind regulatorische T-Zellen
(Treg). 1'% 59 Der Transkriptionsfaktor Forkhead-Box-Protein P3 (FOXP3) wird von
CD4" CD25" Treg-Zellen exprimiert. Dieser ist unabdingbar fiir den Erhalt der
immunologischen Selbsttoleranz und der Homdostase durch Unterdriickung von
pathologischen und physiologischen Immunreaktionen.*® 178 CTLA-4 ist konstant auf
FOXP3" CD25" CD4+ Treg exprimiert, wahrend die Freisetzung von CTLA-4 durch

konventionelle T-Zellen nur nach erfolgter Aktivierung geschieht.[® !
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Bindet ein Ligand an CTLA-4, bewirkt dies entsprechend seiner inhibierenden Funktion
eine Herunterregulierung der Proliferation von T-Zellen, eine Verringerung der
Produktion von IL-2 und IL-2R sowie anderen proinflammatorischen Zytokinen.['*” 17°]
Far das Ausldsen einer Immunreaktion bendtigt die T-Zelle zwei verschiedene Signale
von APCs. Zuerst findet eine Interaktion des T-Zell-Rezeptors und dem Antigen-
Liganden/MHC-Liganden statt. Daraufhin wird ein zweites Signal durch co-stimulierende
Molekile auf APCs ausgeldst und fuhrt, abhangig von der Art der Co-Stimulation, zu
einer Verstarkung oder Abschwéachung des ersten Signals. Folglich wird die T-Zelle
entweder aktiviert oder anergisch.!'"!

CTLA-4 uberwacht die Immuntoleranz, inhibiert die Aktivierung und Proliferation von
autoreaktiven T-Zellen und APCs und spielt somit eine Rolle in der Erhaltung der
peripheren Toleranz. Autoimmunerkrankungen kénnen Folge eines Defekts oder einer
Dysfunktion der FOXP3" Treg sein, was durch eine CTLA-4-Defizienz ausgelost werden
kann. Ferner sind auch andere immunpathologische Erkrankungen wie Allergien und
entziindliche Darmerkrankungen magliche Konsequenzen.!'’!

Bei Menschen, bei denen eine niedrige CTLA-4-Konzentration festgestellt wurde, konnte
eine signifikante Steigerung der Produktion von Treg nachgewiesen werden.
Die Kompensation einer asymptomatischen CTLA-4-Defizienz kdnnte durch eine
vermehrte Produktion von IL-10 erfolgen, was einen Schutz vor der Entwicklung einer
Autoimmunitat darstellen kann.*%!

Es besteht ein Zusammenhang zwischen Einzelnukleotid-Polymorphismen
(Single-Nucleotid-Polymorphism = SNP) und Autoimmunerkrankungen. Bei SNPs
kommt es zu einer veranderten Sequenz der Aminosauren von CTLA-4. Mehrere
Polymorphismen wurden in der Promoter-Region und in Exon 1 nachgewiesen. Der
bislang am besten untersuchte SNP +49G/A (rs231775) befindet sich in Exon 1 von
CTLA-4. Hierbei kommt es zu einem Austausch eines A-Allels durch ein G-Allel, was
dazu fihrt, dass sich die Aminosauresequenz des Hauptpeptids an dieser Stelle von
Threonin zu Alanin verandert.'™ Dieser Haplotyp spielt bei mehreren
Autoimmunerkrankungen eine Rolle. Hierzu zahlen Diabetes mellitus Typ 16 %1% die

w39 184 Morbus

ol86. 167

autoimmune Thyreoiditis®® 7" 71 7Zgliakie®”!, Morbus Basedo
Addison®® "1 systemischer Lupus erythematodes!'”, rheumatoide Arthriti lund die
primére progressive multiple Sklerose!'®!. Durch den SNP +49G/A werden sowohl IL-2
wie auch IL-2R verstéarkt produziert!'®!

Ein weiterer SNP im CTLA-4-Gen auf Chromosom 2q33 ist 3’'UTR CT60A/G (rs3087243)

im untranslatierten Bereich (untranslated region = UTR). Dieser wird in Verbindung mit
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einem hoheren Risiko von Diabetes Typ 1 und einer gleichzeitig vorliegenden
autoimmunen Thyreoiditis gebracht.®”! Ebenfalls scheint es eine Haufung von
rheumatoider Arthritis!'* als auch von Morbus Basedow!”® beim Auftreten des
SNP CT60A/G zu geben.

Zu den anderen bekannten SNPs von CTLA-4 zahlen -318C/T (rs5742909), +1822C/T
(rs231779), -1661A/G (rs4553808) sowie -1722T/C (rs733618).

Bei den beiden SNPs +49G/A und CT60A/G gibt es folgende mdgliche Haplotypen:
Die Homozygoten A/A und G/G sowie die Heterozygote A/G.

Betrachtet man die Auspragung der Genotypen bei SNP +49G/A und CT60A/G naher,
findet man ein gehauftes Auftreten der Genotypen +49A/G, +49G/G und CT60G/G bei
Patienten mit autoimmuner Hypothyreose verglichen mit einer Kontrollgruppe.
Dies scheint die mRNA Expression von CTLA-4 zu beeinflussen, wahrend es zu keiner
Veranderung der CTLA-4 mRNA Expression bei Vorliegen der Genotypen +49A/A,
CT60A/A und CT60A/G kam.!® 7& 114. 117. 120, 1821 Der Haplotyp +49G/G scheint bei
Patienten mit autoimmuner Hypothyreose eine eingeschrankte Proliferation von T-Zellen

n.['®l Ebenso besteht bei Vorliegen dieses Allels ein etwa doppelt so

zu verursache
groRes Risiko an Diabetes Typ 1 zu erkranken.?®!

Folge einer heterozygoten Mutation von CTLA-4 kann die Ausbildung einer
Immundysregulation sein bedingt durch die quantitative Beeintrachtigung der Regulation

von CD80 und CD86.180% 1431

1.4.4 Bestimmung der CK und ihre Bedeutung

Das Enzym Kreatinkinase (CK) phosphoryliert Adenosindiphosphat (ADP) zu
Adenosintriphosphat (ATP) durch das Ubertragen einer N-Phosphorylgruppe von
Phospho-Kreatin. Als Energielieferant wird ATP besonders in Myozyten und
Gehirnzellen gebraucht, weshalb es dort vor allem freigesetzt wird. Die Kreatinkinase
kommt in vier verschiedenen Formen vor. Im Skelettmuskel liegt der Typ CK-MM vor, im
Gehirn der Typ CK-BB, in Mitochondrien der Typ CK-MiMi und im Herzen der Typ
CK-MB.!"#": %8 Dje Normwerte des Gesamt-CK-Werts aller Isoenzyme liegt bei Frauen
<145 U/l und bei Mannern <170 U/I. Erhdhte Gesamt-CK-Werte kommen bei Herz- oder
Skelettmuskelerkrankungen vor. Der CK-MB-Wert ist infolge eines Herzinfarkts erhoht.
Er betragt dann >6% des Gesamt-CK-Werts. Der Normwert fur CK-MB fir Manner und
Frauen liegt bei <24 U/I."8]
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1.5 Der adrenerge Rezeptor und (Auto-)Antikdrper gegen den [B1-
Rezeptor

Adrenerge Rezeptoren lassen sich in a- und B-Adrenozeptoren unterteilen, die das
zentrale Nervensystem und den Sympathikus beeinflussen. Die [(-adrenergen
Rezeptoren bestehen im Wesentlichen aus drei funktionell unterschiedlichen Subtypen
(B1, B2, B3).['"? Die Hauptfunktion des B:+-Adrenorezeptors (B1-AR) ist die Steuerung der
Herzaktivitdten wie Herzfrequenz, die Erregungsweiterleitung sowie die Kontraktilitat des
Herzens. Der B2-AR befindet sich Uberwiegend in der glatten Muskulatur des Uterus
sowie der Bronchien. Der B3-AR ist hauptséchlich im braunen Fettgewebe lokalisiert.!®!
Das Myokard weist die hochste Expression von (31-AR auf. Hier gehéren 70-80% der
B-AR zum Subtyp B+, gefolgt von den juxtaglomerularen Zellen der Niere sowie den
Speicheldrisen. In der Niere beeinflusst der B+-AR vermutlich durch eine ,,Costimulation®
von Renin den Blutdruck.!"® 7%

Der B+-AR gehort zur Familie der sogenannten G-Protein gekoppelten Rezeptoren.
Durch die Bindung von Rezeptorantagonisten (z.B. Adrenalin oder Noradrenalin) an den
B1-AR wird eine Signalkaskade ausgeldst. Diese beginnt nach Bindung eines Liganden
mit einer Anderung der Rezeptorkonformation. Dies fiihrt durch den Austausch von an
das G-Protein gebundene GDP zu GTP zu einer Aktivierung des sogenannten
stimulierenden G-Proteins, ein heterotrimeres Protein, das aus einer GRy- und
Ga-Untereinheit besteht. Durch die Aktivierung kommt es zu einer Spaltung der
Untereinheiten. Ga vermag verschiedene Enzyme zu regulieren. Zum einen aktiviert Ga
die Phospholipase C, welche IP3 (Inositol-1,4,5-triphosphat) erzeugt, zum anderen
aktiviert Ga die Adenylatcyclase, die aus ATP cAMP generiert, welches dann wiederum
unterschiedliche intrazellulare Kinasen aktivieren kann. Eine der wichtigsten Kinasen ist
die cAMP-abhangige Proteinkinase A (PKA). Die PKA phosphoryliert Calciumkanale,
was sowohl zu einer Erhéhung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration im Sarkoplasma
als auch der Ca®*-Konzentration im endoplasmatischen Retikulum fiihrt. Die Folge einer
Aktivierung dieser Kaskade ist eine Steigerung der Inotropie (Kontraktionskraft),
Dromotropie (Leitungsgeschwindigkeit), Chronotropie (Herzfrequenz) und Lusitropie
(Relaxationsgeschwindigkeit) der Herzmuskelzellen.*®!

Das Rezeptorprotein besteht aus sieben transmembranen a-Helices, einem
extrazellularen Amino-Terminus und einem intrazellularen Carboxy-Terminus.
Die transmembranen Domanen werden durch je drei intra- (B4+-ICin) und drei
extrazellulare (B+-EC.m) Schleifen verbunden.'™ Die hydrophobe Agonist-

Ligandenbindungstasche des (+-AR wird durch die a-Helices Ill, V und VI gebildet.
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Da B+-ECy eine komplexe Struktur aufweist, welche bis in die Ligandenbindungstasche
reicht und die Konformation der Ligandenbindungstasche stabilisiert, kdnnen sterische
Veranderungen an dieser Schleife auch zu einer Beeinflussung der
Rezeptorkonformation fiihren.?*

Antikorper, die gegen die ECy des 1-AR gerichtet sind, kdnnen bis zu einem gewissen
Grad auch die Interaktionen zwischen Ligand und Rezeptor beeinflussen.
Autoantikdrper gegen den N-Terminus oder den C-Terminus des -Rezeptors bewirken
hingegen keine relevante Veranderung der Rezeptorfunktion.!'™

Insbesondere bei einer entziindlichen Schadigung des Myokards kann z.B. im Rahmen
einer Myokarditis von der durch die Viren angestolRenen Immunreaktion auch
korpereigenes Herzgewebe angegriffen werden. Ebenfalls kbnnen nach dem Untergang
(Nekrose) von Herzmuskelzellen im Rahmen eines Myokardinfarkts und der dann
moglichen Freisetzung von korpereigenen Antigenen ,Auto“-Antikorper gegen diese
JAntigene“ durch das Immunsystem gebildet werden.”® So kénnte eine
Autoimmunreaktion auf prasentierte Autoantigene erklart werden.
Autoantikérper kdnnen aber auch Folge von Antigen-Mimikry sein, da Ahnlichkeiten
zwischen  Erreger-Proteinen und Bestandteilen der Myozytenzelloberflache
(z.B. Membranrezeptoren) bestehen.*®!

Erste Hinweise darauf, dass 31-AAk bei der Entwicklung einer Herzinsuffizienz beteiligt
sein kénnten, wurden 1976 bei der Chagas-Krankheit gefunden. Hierbei handelt es sich
wahrscheinlich um eine Kreuzreaktion eines bestimmten Proteins (das sogenannte PO-
Protein) des parasitaren Erregers mit dem B1-AR.2" % |n den folgenden Jahren ergab
sich der Verdacht, dass diese Autoantikdrper ebenso bei der Pathogenese der
dilatativen Kardiomyopathie von Bedeutung sein kénnten.!' Funktionell aktive B1-AAK
kdnnten den B+-AR auf der Myozytenoberflache erkennen und durch ihre Bindung am
Rezeptor eine Konformationsanderung derart verursachen, dass z.B. der 1-AR aktiviert
wird.'*¥ Die Bs-AAk-induzierte ,Modulation“ im Sinne einer chronischen Aktivierung des
Rezeptors flihrte in einem kleineren untersuchten Kollektiv von betroffenen
DCM-Patienten zu einer signifikanten Verschlechterung der Prognose.® " Die
systolische Pumpleistung war bei Patienten mit DCM und B+-AAk deutlich reduziert.
Weiterhin traten bei ihnen haufiger ventrikulare Rhythmusstérungen auf, als bei 31-AAk-

n.[% 7 Generell scheint in Anwesenheit von Bs-AAk das Risiko

negativen DCM-Patiente
zu steigen, einen plétzlichen Herztod zu erleiden, wobei die kardiovaskulare Mortalitat in

einem kleineren Kollektiv von B1-AAk-positiven Patienten um den Faktor 3 erhdht war.[*®
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1.6 Die prospektive ETiCS-Studie

Bei ETIiCS (Etiology, Titre-Course and effect on Survival of cardiac autoantibodies Study)
handelt es sich um die grofte europaweit angelegte prospektive Studie, die bisher im
Bereich der kardialen Autoimmunitat initiiert wurde.® Die Studie beschéftigt sich mit
dem Einfluss des Immunsystems und der Entwicklung von kardialen Autoantikdrpern
infolge eines erstmalig auftretenden Myokardinfarkts oder einer ersten (bioptisch oder
im MRT gesicherten) akuten Myokarditis.

Bei ca. 1,5 Milionen Menschen in Deutschland liegt eine Herzschwache vor. ¥
Ursache einer Herzinsuffizienz ist in ca. zwei Drittel der Falle ein Verschluss der
KoronargefalRe mit folgender Minderversorgung des Myokards.!"*"! Die Ursache der HI
kann jedoch bei ca. 30% der Patienten nicht eindeutig geklart werden; diese ungeklarten
Falle einer Herzschwache werden oft als sogenannte idiopathische® dilatative

(2% Eine moégliche Ursache fiir die Entwicklung und

Kardiomyopathie (DCM) bezeichnet.
den klinischen Verlauf einer idiopathischen DCM kénnten kardiale Autoimmunreaktionen
sein. Durch Schadigungen des Myokards z.B. nach einer Entziindung des Herzmuskels
oder einem Untergang (Nekrose) von Kardiomyozyten kénnte die Leistungsfahigkeit des
Herzens dadurch vermindert werden, dass herzeigene Autoantigene, die zuvor dem
Immunsystem verborgen waren, freigesetzt werden und so eine autoimmune Reaktion
auslésen.® Infolge dieser immunologischen Reaktionen kénnte es dann zur Bildung
funktionell aktiver, schadlicher B1-AAk kommen. 964701

In einer klinischen Studie konnten Autoantikdrper gegen den +-Adrenorezeptor im Blut
von ca. 30% der Patienten mit einer DCM und bei ca. 13% der Patienten mit einer
ischamischen Kardiomyopathie (ICM) nachgewiesen werden, wahrend solche
Antikérper bei gesunden Probanden nur bei deutlich unter 5% der untersuchten
gesunden Kontrollgruppe (Blutspender) zu finden waren. " 173l

Im Langzeit-Follow-up dieses Patienten-Kollektivs tber mehr als elf Jahre konnte dann
ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Pravalenz von aktivierenden 3;-AAk und
einer im Verlauf schlechteren Herzpumpfunktion!”", einer hdéheren Inzidenz an
lebensbedrohlichen ventrikularen Arrhythmien®® und einem dreifach héheren Risiko an

einem Tod kardiovaskulérer Ursache zu versterben, festgestellt werden.!'®
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1.7 Zielsetzung der Arbeit (Analyse von Inflammation und

Immunaktivierung)

Das Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit war die Untersuchung der Bedeutung des
Immunsystems fur die Entwicklung von Bs-adrenergen Autoantikbrpern nach kardialer
Ischamie oder Inflammation und deren Einfluss auf den Verlauf der Herzfunktion.
Gegenstand der Arbeit war insbesondere die Frage, ob die Schwere des
Herzmuskelschadens und damit der Grad der Aktivierung des Immunsystems die
Haufigkeit der Ausbildung sowie den Titerverlauf von B+-Autoantikbrpern tGber 12 Monate
beeinflusst.
Zudem beschéftigt sich die Arbeit mit der Frage, ob der Grad der Immunaktivierung bzw.
die Ausbildung stimulierender B1-AAk die Pumpfunktion des Herzens negativ beeinflusst.
Konkrete Fragestellungen waren:
1. Unterscheiden sich die Zytokinprofile zwischen FAMI und AMitis initial und im
Verlauf Gber 12 Monate?
2. Haben Unterschiede in den Zytokinprofilen einen Einfluss auf die Entwicklung
der LV-Pumpfunktion?
3. Haben die Zytokinprofile einen Einfluss auf die Ausbildung von
B1-Autoantikorpern?
4. Haben die CTLA-4 Expression und CTLA-4 Haplotypen einen Einfluss auf die

Ausbildung von B+-Autoantikbrpern?
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2. Material und Methoden
2.1 Studiendesign und Patientenkollektive der ETiCS-Studie

Die Studie hatte einen prospektiven und einen retrospektiven Teil. Die prospektive
ETiCS-Studie untersuchte ca. 150 Patienten mit einer ersten akuten Myokarditis (AMitis)
und ca. 200 Patienten mit einem ersten akuten Myokardinfarkt (FAMI). Ziel der Studie
war die Untersuchung der Haufigkeit des Auftretens von Autoantikdrpern gegen den
B1-Adrenorezeptor nach AMitis oder FAMI, und die Frage, ob diese B1-AAk eine
Auswirkung auf den Schweregrad und den Verlauf einer Herzinsuffizienz haben.?®!
Alle in die Studie eingeschlossenen Patienten wurden Uber 12 Monate beobachtet.
Nach einer ausfuhrlichen Erstdiagnostik wurden drei Follow-Up-Untersuchungen (FUP)
zu den Zeitpunkten 2-3 Monate, 6 Monate und 12 Monate nach dem Studieneinschluss
durchgefinhrt.
Die Ethikkommission der Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg hatte keinerlei
Bedenken/Einwande gegen die Durchfihrung der ETiCS-Studie (Aktenzeichen 186/07,
Bescheid vom 14.01.2008). Ebenso wurden alle nachfolgenden Studien- bzw. Protokoll-
Amendments (vom 19.05.2008, 16.02.2009, 20.07.2009, 12.01.2011 und zuletzt vom
23.11.2015) von der lokalen Ethikkommission Wurzburg ohne Bedenken/Einwande
votiert.
Der retrospektive Teil von ETIiCS untersuchte die Pravalenz und den Titerverlauf von
B1-AAk bei insgesamt 1200 Patienten, die an einer ischamischen Kardiomyopathie
(n=300), dilatativen Kardiomyopathie DCM (n=300) oder einer hypertensiven
Herzkrankheit litten (n=300) gegeniiber einer gesunden Kontrollgruppe (n=300) .5°!
Beide Studienteile untersuchten, ob B+-AAk einen Einfluss auf das Remodeling des
Herzens, den Krankheitsverlauf sowie die Prognose des Patienten haben.®
Einschlusskriterien fir den prospektiven Teil der ETiICS-Studie waren:

I.  Patienten mit akuter Myokarditis (Acute Myocarditis; AMitis)
Der Verdacht auf AMitis musste durch mindestens ein Hauptkriterium und zwei
Nebenkriterien sowie durch eine Myokardbiopsie bestatigt werden. Die endomyokardiale
Biopsie wurde nach den Vorgaben der WHO/ISFC oder der Dallas Kriterien beurteilt.
Bei Patienten, bei denen keine Biopsie mdglich war, wurde innerhalb von neun Tagen
vor oder nach dem Studieneinschluss ein cMRT mit Kontrastmittel durchgefihrt, um eine

akute Myokarditis zu diagnostizieren.
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Zu den Hauptkriterien zahlten:

ST-Streckenhebung im EKG,

ventrikulare Arrhythmien,

der echokardiographische Nachweis eines Perikardergusses,

und/oder der Nachweis regionaler oder globaler Wandbewegungsstérungen des

Myokards.

Zu den Nebenkriterien zahlten:

Brustschmerzen,

Dyspnoe,

Palpitationen,

ein kurzlich zurtickliegender Infekt mit Fieber Gber 38°C in den vergangenen 30

Tagen vor Einschluss in die ETiCS-Studie.

Patienten mit erstem akuten Myokardinfarkt (First acute myocardial infarction;
FAMI)

Eingeschlossen in die ETiCS-Studie wurden nur Patienten mit einem ersten akuten

Myokardinfarkt, der durch Koronarangiographie bestatigt wurde.

Es musste dokumentiert sein:

entweder eine signifikante Elevation der ST-Stecke in mindestens zwei
benachbarten Ableitungen (=0.1 mV in den Extremitatenableitungen, 20,2 mV in
den Brustwandableitungen) im EKG,

oder ein neu aufgetretener Linksschenkelblock,

zusatzlich zu den klassischen klinischen Symptomen (thorakaler ausstrahlender
Schmerz, bradykarde/tachykarde Herzrhythmusstérungen, Symptome evdtl.
analog einer Angina pectoris)

und laborchemischen Anzeichen eines Herzinfarkts (CK, CK-MB, Troponin I,

Troponin T)

Die Ausschlusskriterien beinhalteten:

Minderjahrigkeit,

das Vorliegen eines malignen Tumors mit einer Lebenserwartung des Patienten
von unter einem Jahr,

Nierenversagen im terminalen Stadium,

sowie chronisch dialysepflichtige Patienten,

Drogen- und Alkoholmissbrauch,
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Graviditat,

fortgeschrittene Autoimmun- oder rheumatische Erkrankungen, die einer
immunmodulatorischen Therapie bedirfen sowie

Patienten, die an Myasthenia gravis, Morbus Basedow oder angeborenen
neuromuskularen Erkrankungen leiden.

Weiterhin mussten die Patienten psychisch und physisch in der Lage sein, nach
Aufklarung in die Studienteilnahme einzuwilligen und die entsprechende

Erklarung selbststandig zu unterschreiben.

Beim Einschluss wurden standardisiert die Baseline-Werte erhoben. Diese umfassten:

einen klinischen Status,

standardisierte Fragebdgen (SF-36 und PHQ-9["%),

die Ergebnisse des Herzkatheters (Druck im linken und rechten Herzen,
Hamodynamik),

Echokardiogramm,

Elektrokardiogramm (EKG),

Langzeit-EKG (Holter-EKG),

Blutproben

und eine histologische und molekulare Beurteilung der endomyokardialen
Biopsie bei Myokarditis-Patienten

Ein cMRT (kardiale Magnetresonanztomographie) wurde bei allen FAMI-
Patienten in den ersten 24 - 96 Stunden nach der stationdaren Aufnahme
durchgefinhrt.

Aus den zu den Zeitpunkten 0, 2-3, 6 und 12 Monaten nach dem Indexereignis

gewonnenen Blutproben wurden die immunologischen Marker der Patienten mit FAMI

oder AMitis bestimmt und dann mit dem Ausmal} des entstandenen Schadens am

Myokard und der Entwicklung der Morphologie und der Funktion des Herzens Uber einen

Zeitraum von zwolf Monaten verglichen.
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* Holter-EKG * Holter-EKG * Holter-EKG * Holter-EKG
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* MRT 24-96h nach * MRT 12 Monate
Einschluss nach Einschluss
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Abbildung 2: Ubersicht der Einschluss- und FUP-Untersuchungen nach 3, 6, 12 Monaten

Modifiziert nach Deubner N. et al.: Cardiac 31- adrenoceptor autoantibodies in human heart disease:
rationale and design of the ETiCS-Study, Eur J Heart Fail, 20101

Ein wesentlicher Aspekt der ETiCS-Studie hatte zum Inhalt, die immunologischen
Reaktionen nach einer Entzindung oder nach einer Ischamie des Myokards zu
bestimmen, um die hiermit moglicherweise assoziierte Entstehung von (:-AAk zu
erfassen. Zudem wurden im Serum zu Beginn und zu den Zeitpunkten 2-3, 6 und 12
Monate nach dem Indexereignis Entziindungsmarker (,Human Cytokine Magnetic 25-
Plex Panel‘, Invitrogen) und Tu1/Tu2/Tu17-Zytokinprofile zur Erfassung zellularer
Immunreaktivitaiten mittels FACS (fluorescence-activated cell sorting) und Elispot
bestimmt.

Da das zytotoxische T-Lymphozyten Antigen 4 (CTLA-4) ein wirksamer indirekter
Hemmer des Immunsystems ist, wurde die Hypothese aufgestellt, dass dessen Mutation
oder veranderte Expression mit einer Hyperreaktivitat des Immunsystems gegenuber
Autoantigenen vergesellschaftet sein kénnte.®® Deshalb sollte bei allen Patienten der
prospektiven Studie die CTLA-4-Rezeptor Expression mittels FACS und die CTLA-4-
Genotypen mittels PCR (Polymerase-Kettenreaktion) ermittelt werden.

Die Studienleitung lag beim Universitatsklinikum Wirzburg. Weitere an der Studie
beteiligte Zentren waren die Universitatskliniken in Berlin-Charité, Goéttingen, Greifswald,
Hannover, Heidelberg, Leipzig, Marburg, Schweinfurt sowie das Robert-Bosch-
Krankenhaus in Stuttgart. Internationale Unterstitzung kam durch die Universitat
Belgrad (Serbien).
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2.2 Immunologische Analytik / Detektion von B4-AutoantikGrpern
2.2.1 Messung/Detektion von B1-Autoantikorpern mittels

Durchflusszytometrie (FACS)

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein Laborverfahren zum quantitativen
Nachweis von Membranmolekilen, Peptiden und Proteinen. Die Durchflusszytometrie
ist auch bekannt als FACS, kurz fir fluorescence activated cell sorting. Diese Methode
ermoglicht eine schnelle Untersuchung von groRen Zellpopulationen. Die zu
untersuchenden Zellen werden hierbei in Einzelzellsuspension gebracht. Um eine
Fluoreszenz zu erhalten, erfolgt eine Inkubation der Zellen mit fluoreszierenden
monoklonalen Antikdrpern. So werden nur Zellen mit dem gesuchten Membranprotein
markiert. Fluoreszierende Zellen werden unter Computerkontrolle positiv elektrisch
geladen, wahrend Antigen-negative nichtfluoreszierende Zellen eine negative
elektrische Ladung erhalten. Durch elektrische Ablenkungsplatten werden die positiv
geladenen, Antigen-positiven und die negativ geladenen, Antigen-negativen Zellen
getrennt. AnschlieBend werden die sortierten Zellen durch eine Kapillare gesaugt und in
der Durchflusszelle durch einen Laser angeregt. Es erfolgt eine Aufzeichnung des
ausgeldsten Streu- und Fluoreszenzlichtes.

Die Quantitdt der Lichtstreuung ist abhangig von der Zellgrofle und deren
Oberflachenbeschaffenheit. Das Volumen der Zelle bestimmt die Beugung des Lichts im
flachen Winkel, dem sogenannten Vorwartsstreulicht (Forward Scatter = FSC).
Wird das Licht im rechten Winkel gebrochen, spricht man vom Seitwartsstreulicht
(Sidewards Scatter = SSC). Das SSC wird beeinflusst von der strukturellen
Beschaffenheit des Zellkerns sowie dessen Grofe und der Anzahl der intrazellularen
Vesikel. [68, 122, 134, 142]

Um mit dem Durchflusszytometer Fluoreszenzfarben zu messen, werden spezielle
Farbstoffe verwendet, welche mit spezifischen Zellbestandteile reagieren oder an
Marker-AK gebunden sind.

In Kooperation mit dem Institut fur Immunologie der Universitat Wurzburg wurde im
Rahmen der ETiCS-Studie eine neue high-throughput FACS-Methode verwendet.
Hierbei gelang mittels antigen-beschichteter Beads der Nachweis von
Bi-Autoantikérpem, die gegen den ECy-Loop des Bi-Rezeptors gerichtet sind. Uber
einen Zeitraum von 72 Stunden hinweg wurden steigende Konzentrationen von (34+-ECy-
Peptid (2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 pg/ml) an M-270 Epoxy-Dynabeads (Life

Technologies) gekoppelt. Zur Kontrolle wurden 10ug/ml scrambled peptide (aleatorische
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Reihenfolge derselben Aminosauren) eingesetzt. Nach Aufbringen von 1x10* Epoxy-
Beads auf 96-well-Platten wurden diese mit PBS/10% Humanalbumin geblockt und fir
15 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlief3end erfolgte eine 15-minutige Inkubation des 50l
Reaktionsvolumens auf Eis zusammen mit den 1:100 verdinnten Patientenseren
(PBS, 0,1% BSA, 0,02% NaNs). Als Positivkontrolle wurde ein monoklonaler
B1-ECi-Rattenantikdrper (MAk 13F6) verwendet. Nach viermaligem Waschvorgang
wurden die Beads auf eine neue 96-well-Platte transferiert und dort mit FITC
(Dianova)-markierten Esel-anti-human IgG-Fab(2) bzw. fir die Ratten-MAk mit FITC-
markierte Esel-anti-Ratte-lgG sekundaren Antikdpern inkubiert. Nach erneutem
Waschen erfolgte die Messung der Grin-Fluoreszenz mit einem FACScan-flow

Zytometer.

2.2.2 Bestimmung des Zytokinprofils mittels Multiplex array

Als  Weiterentwicklung und Alternative zum konventionellen Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) wurden Multiplex arrays entwickelt. Diese ermdglichen
den simultanen Nachweis mehrerer sekretorischer Proteine wie Zytokine, Chemokine
und Wachstumsfaktoren, aus einer Probe. Multiplex arrays fur das Durchflusszytometer
basieren auf der Verwendung von Beads. Spezifische Antikérper befinden sich auf der
Oberflache der Beads und bilden so einen Komplex mit den gebundenen Zytokinen.
An diesen Komplex binden wiederum fluoreszierende Antikdrper. So kdénnen mit
Standard-Multiplex-Arrays bis zu 25 verschiedene Zytokine in einer Probe
nachgewiesen und gemessen werden. Die Detektion von bis zu 100 verschiedenen
sekretorischen Proteinen ist mit individuell fiir die gesuchten Antigene erstellen Beads
moglich.®®! Die Vorteile gegeniiber einem ELISA sind die Zeit- und Materialersparnis, da
mit nur einer kleinen Menge der Probe gleich mehrere Zytokine getestet werden konnen.
Man erhalt des Weiteren gleich einen Uberblick Uber alle bestimmten Zytokine im
Vergleich.

Beim verwendeten Multiplex array handelt es sich um das ,Human Cytokine Magnetic
25-Plex Panel” von Invitrogen.

Der 25-Plex Assay wird auf einer 96-well Platte durchgefuhrt.

Das ,Human Cytokine Magnetic 25-Plex Panel‘ von Invitrogen dient der quantitativen
Bestimmung der Zytokine GM-CSF, IFN-qa, IFN-y, IL-1RA, IL-18, IL-1, IL-2R, IL-4, IL-5,
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IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 (p40/p70), IL-13, IL-15, IL-17, IP-10, MCP-1, MIG, MIP-1q,
MIP-1B, RANTES, Eotaxin und TNF-a aus Serum- und Gewebeproben.

Verwendet werden magnetische Beads, die intern mit roten und infraroten Fluoreszenz-
Farbstoffen verschiedener Intensitadten angefarbt sind. Jedem Bead wird eine eigene
Nummer zugewiesen, um eine sichere Differenzierung der verschiedenen Beads zu
gewahrleisten. Den Beads werden Nachweisantikorper und die zu untersuchenden
Proben hinzugefiigt. Wahrend der zweistindigen Inkubationszeit binden Proteine an die
Nachweisantikorper. Nach dem Waschen der Beads mit Waschpuffer werden
biotinylierte Nachweisantikdrper hinzugegeben und zusammen mit den Beads eine
Stunde inkubiert. Wahrenddessen binden die protein-spezifischen biotinylierten
Nachweisantikérper an die passenden immobilisierten Proteine. Nach Entfernen des
Uberschusses an biotinylierten Nachweisantikdrpern durch zweimaliges Waschen mit
Waschpuffer wird das fluoreszierende Protein R-Phycoerythrin mit Streptavidin
versehen, Streptavidin-RPE genannt, hinzugegeben und fir 30 Minuten inkubiert.
Das Streptavidin-RPE bindet an die biotinylierten Nachweisantikdrper und die
Immunkomplexe an den Beads, sodass eine feste Phase aus den vier Bestandteilen
entsteht. Nach Entfernen des Uberschusses an Streptavidin-RPE durch dreimaliges
Anwenden einer Waschlésung erfolgt die Analyse mit dem Luminex® 200.
Mit der zugehdrigen Software Luminex xPONENT® (Version 3.1) erfolgt anschlieBend
die Auswertung und Erstellung der Standardkurven zu jedem der untersuchten 25

Zytokine.
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Add 25 pL 1X antibody-coated beads
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Abbildung 3: Vorgehensprotokoll Multiplex array ,,Human Cytokine Magnetic 25-Plex Panel“ von

Invitrogenl”]
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2.2.3 CTLA-4 Genotypen und CTLA-4 Expression

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermdglicht die Vervielfaltigung der
nachzuweisenden Nukleinsauresequenzen. Zu Beginn erfolgt eine Denaturierung der
DNA bzw. RNA (nach Gewinnung von cDNA mittels Reverser Transkriptase) bei
94-96°C und anschlieBende Abkuhlung auf 65°C. Im nachsten Schritt, dem Primer
Annealing, lagern sich spezifische Primer an die gebildeten Einzelstrange.
Daraufhin folgt die Elongation, wobei eine thermostabile DNA-Polymerase, wie z.B. die
Tag-Polymerase, bei einer Temperatur von 68-72°C die Einzelstrdnge beginnend am
3-Ende komplementar mit freien Nukleotiden zu Doppelstrangen vervollstandigt. Die
Schritte der Denaturierung, des Annealings und der Elongation werden nun wiederholt,
bis eine ausreichende Amplifikation des gesuchten Nukleinsauresequenz erfolgt ist.!'??
Bei KASP, kompetitive allele specific PCR, handelt es sich um eine fluoreszenzbasierte
Variante der PCR, um SNPs und Inserts sowie Deletionen (InDels) an spezifischen
Lokalisationen in Genen nachzuweisen. Fir die Durchfiihrung eines KASP Assays
werden die zu untersuchenden DNA-Template, der KASP Assay Mix (zwei Allel-
spezifische Vorwartsprimer sowie ein Ruckwartsprimer) und der KASP Master Mix
(KASP Tag-Polymerase, Desoxyribonukleosidtriphosphate, Pufferlésung) bendtigt.
Die beiden Vorwartsprimer unterscheiden sich in der Schwanzregion, im Master Mix
enthalten ist fir beide jeweils ein komplementarer FAM- und ein HEX-Farbstoff an
Oligonukleotide gebunden, welche mit einem FRET-Gerat (Fluorescence Resonance
Energy Transfer) ausgelesen werden kénnen. Beim Annealing bindet der an das Allel
des SNP passende Vorwartsprimer an den gesuchten SNP und vervielfaltigt
anschliefend in der Elongation zusammen mit dem reversen Primer den DNA-
Doppelstrang. Bei Vorliegen eines homozygoten Genotyps bindet nur einer der beiden
Vorwartsprimer, bei einem heterozygoten Genotyp hingegen binden beide Primer und
generieren ein gemischtes Fluoreszenzsignal. ['°%

Es erfolgte eine separate Analyse der FAMI- und AMitis-Patienten, jeweils unterteilt in
die AK-negative Gruppe sowie in die Bi-AAk-positiven Gruppen (low affinity vs. high
affinity). Hierbei wurden die verschiedenen CTLA-4-Genotypen +49G/A (rs231775,
Thr17Ala) und CT60A/G (rs3087243, Gly21Ala) untersucht.
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2.2.4 Datenauswertung

Die statistische Auswertung der Daten wurde mithilfe des Computerprogramms
,GraphPad Prism*“, Version 8 (La Jolla, USA) durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte mit 2way
ANOVA, einer zweifachen Varianzanalyse, und dem Tukey’s Multiple Comparison Test.
Als statistisch signifikant wurde ein p-Wert <0,05 definiert, Werte <0,01 als
hochsignifikant.

Alle verwendeten Diagramme wurden mit Microsoft Excel® angefertigt.

Die Zytokinprofile wurden mit dem Luminex® 200 analysiert und anschlieRend mit der

zugehérigen Software Luminex xPONENT® (Version 3.1) ausgewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Studienpopulationen / Rekrutierungszahlen

Der Rekrutierungszeitraum fiir den AMitis-Arm der prospektiven klinisch-diagnostischen
ETiCS-Studie reichte von April 2010 bis Januar 2017. Die letzten Follow-Ups der
deutschen Zentren (Universitatskliniken Wdrzburg, Berlin-Charité, Goéttingen,
Greifswald, Hannover, Heidelberg, Leipzig, Marburg, Schweinfurt, Robert-Bosch-
Krankenhaus Stuttgart) wurden im Januar 2018 durchgefihrt. Erst im April 2018 folgten
die finalen Untersuchungen in der Universitat Belgrad (Serbien). Wahrend dieser Zeit
konnten nach Bereinigung durch die Zentrale fir klinische Studien (= ZKS) Leipzig
(Einschlusskriterien, Protokoll-Verletzungen) von 140 eingeschlossenen AMitis-
Patienten letztlich 101 Patienten als Studienpatienten gewertet werden, da bei 39
Patienten aufgrund eines spateren Studienabbruchs nur die Baseline-Werte vorlagen.
Weiteren 5 Patienten mussten wegen fehlendem Kontrast-MRT oder Biopsie
ausgeschlossen werden; So konnten letztendlich n=96 AMitis-Patienten mit komplettem
Follow-Up hinsichtlich der Fragestellung nach dem Autoantikérper-Verlauf ausgewertet
werden. Von diesen Patienten wiesen n=43/96 (45%) einen positiven 1-AAk-Status auf.
Mittels high-throuput FACS konnten die Bi-AAk-positiven Patienten in n=33/96 (34%)
Patienten mit hochaffinen Autoantikérpern und n=10/96 (10%) Patienten mit
niedrigaffinen Autoantikdrpern differenziert werden. Als 3+-AAk-positiv gewertet wurden
bei Baseline AK-negative Patienten (egal ob FAMI oder AMitis), die dann in (mindestens)
einem (FACS-)Follow-Up (nach 3, 6 oder 12 Monaten) AK-positiv waren.

Dies zeigt, dass v.a. AMitis-Patienten haufig eine herzgerichtete Autoimmunitat
entwickeln. Bei Patienten, die positiv auf B1-AAk mit hoher Affinitat getestet wurden,
konnte zudem ein signifikant schlechterer Verlauf der echokokardiographischen
Pumpfunktion (LVEF in %) festgestellt werden. Da jedoch der Gesamt-IgG-Spiegel bei
diesen Patienten nicht erhdht war, ist ein unspezifischer IgG-Bindungseffekt im FACS
bei diesen Patienten praktisch auszuschlieRen.

Im FAMI-Arm konnten von April 2010 bis Mai 2015 nach Datenbereinigung durch das
ZKS Leipzig von 226 eingeschlossenen FAMI-Patienten letztlich 202 Patienten als
Studienpatienten gewertet werden. Das letzte Follow-Up wurde im Juni 2016
durchgefuhrt. Von den urspriinglich 226 Patienten lagen bei 24 Patienten aufgrund eines
Studienabbruchs nur die Baseline-Werte vor. Bei weiteren 22 Patienten fehlte das
gemald dem Protokoll geforderte MRT, so dass schlief3lich nur n=180 FAMI-Patienten

mit vollstandigem Follow-Up hinsichtlich des Autoantikdrper-Verlaufs ausgewertet
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werden konnten. Einen positiven 3-AAk-Status wiesen n=57/180 (32%) der Patienten
auf. Diese konnten anschliefend mittels FACS in n=42/180 (23%) Patienten mit
hochaffinen und n=15/180 (8%) Patienten mit niedrigaffinen 31-AAk differenziert werden.

3.2 Vergleich der Bi-Autoimmunreaktivitat und Verlauf der LV-

Pumpfunktion

Vergleicht man die zeitliche Entwicklung der LVEF (LVEF = linksventrikulare
Ejektionsfraktion) bei AMitis-Patienten gegeniber FAMI-Patienten (Abb. 4), wird
deutlich, dass die Ausbildung von Autoantikbrpern gegen den B1-Adrenozeptor bei der
FAMI-Gruppe keinen nennenswerten Einfluss hatte (Abb. 4b). Dagegen war bei der
AMitis-Gruppe die LV-Pumpfunktion bei den Patienten, die hochaffine p1-AAk entwickelt
haben, wesentlich starker beeintrachtigt als bei Patienten mit niedrigaffinen 3+-AAk oder
Patienten die keine B1-AAk entwickelt haben (Abb. 4a). Der Verlauf der LVEF zeigt, dass
niedrigaffine B1-AAk keinen wesentlichen Einfluss auf die Entwicklung der LVEF haben.
Deshalb werden in den weiteren Betrachtungen der vorliegenden Arbeit lediglich B1-AAk
negative  AMitis-Patienten den  AMitis-Patienten mit  hochaffinen  B+-AAk

gegenubergestellt.
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Abbildung 4: Verlauf der echokardiographisch bestimmten LVEF-Pumpfunktion (EF, %) von AMitis-
und FAMI-Patienten der ETiCS-Studie abhingig vom AAk-Status

Verlauf (12 Mon.) der LVEF-Pumpfunktion von {3;-AAk-positiven AMitis- und FAMI-Patienten (differenziert
nach low- und high affinity) und AAk-negativen Patienten; t=0, 2, 6, 12 Monate; *p<0,05, **p<0,05,
***p<0,001, ****p<0,0001; Darstellung der Fehlerbalken entsprechend den jeweiligen Mittelwerten + SEM,;
(a) AMitis-Patienten; (b) FAMI-Patienten; (c) Vergleich zwischen AMitis- und FAMI-Patienten mit
hochaffinen 4-AAk

Abb. 4a zeigt eine statistisch signifikant schlechtere LVEF bei AMitis-Patienten mit
hochaffinen B1-AAk; niedrigaffine B1-AAk scheinen im direkten Vergleich mit B1-AAk-
negativen Patienten keinen Effekt auf die LVEF zu haben.

In Abb. 4b sieht man keine statistisch signifikanten Unterschiede hinsichtlich der LVEF
zwischen Patienten mit niedrig- oder hochaffinen B+-AAk gegeniber AAk-negativen
FAMI-Patienten.

Im direkten Vergleich in Abb. 4c ist eine statistisch hochsignifikant schlechtere LVEF bei
AMitis- gegenliber FAMI-Patienten mit hochaffinen 31-AAk zu sehen.
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Abbildung 5: Verlauf der echokardiographisch bestimmten LVEF (EF, %) von FAMI-Patienten
abhangig vom AAk-Status und des CK-Werts
Verlauf (12 Mon.) der LVEF-Pumpfunktion (EF, %) und des CK-Werts (niedriges Gesamt-CK <1000 U/,
hohes Gesamt-CK >1000U/I) von B+-AAk-positiven FAMI-Patienten (differenziert nach low- und high affinity)
und B+-AAk-negativen FAMI-Patienten; t=0, 2, 6, 12 Monate; *p<0,05; Darstellung der Fehlerbalken
entsprechend den jeweiligen Mittelwerten + SEM

Die FAMI-Patienten lassen sich mit dem Surrogat der Kreatinkinase (CK) im Hinblick auf
das Ausmald der Myokardschadigung und die damit verbundene Reduktion der LVEF in
vier verschiedene Gruppen unterteilen:
e Patienten mit niedrigem CK-Wert (Gesamt-CK <1000 U/I; kleiner Infarkt) und
negativem B1-AAk-Status (AK- / low CK)
e Patienten mit niedrigem CK-Wert (Gesamt-CK <1000 U/I; kleiner Infarkt) und
hochaffinen B1-AAk (AK+ high aff. / low CK)
e Patienten mit hohem CK-Wert (Gesamt CK >1000 U/I; grofer Infarkt) und
negativem [1-AAk-Status (AK- / high CK)
e Patienten mit hohem CK-Wert (Gesamt CK >1000 U/I; grofer Infarkt) und
hochaffinen B1-AAk (AK+ high aff. / high CK)

In Abb. 5 sieht man eine statistisch signifikant schlechtere LVEF bei Patienten mit hohem
CK-Wert, unabhangig vom Antikdrper-Status. Dies zeigt, dass bei FAMI-Patienten der
CK-Effekt (Ausmall des Myokardschadens) fur die Entwicklung der LVEF viel

aussagekraftiger ist als die Produktion von 31-AAK.
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3.3 Zytokinprofile im Verlauf bei AMitis versus FAMI-Patienten

Wie in Abb. 4a und 4b schon gezeigt, scheinen — zumindest bei AMitis-Patienten —
lediglich die hochaffinen B1-AAk einen Einfluss auf die LVEF zu haben. Daher wurden
fur die vorliegende Arbeit nur die Patienten der FAMI- und AMitis-Gruppe verglichen, die
positiv fur hochaffine B+-AAk waren.

Im Folgenden werden die Zytokinprofile der verschiedenen pro- und
antiinflammatorischen Zytokine ausschlieRlich zwischen diesen beiden Gruppen

verglichen.

Die verschiedenen untersuchten Zytokine werden nach einer AMitis bzw. eines FAMI
von unterschiedlichen Zellen sezerniert; hierzu zahlen Monozyten und Makrophagen,
Tu1-Zellen, Th2-Zellen, Tu17-Zellen und regulatorische T-Zellen.

Charakteristisch flr eine unspezifische Immunabwehr sind IL-183, IL-1RA, GM-CSF,
MCP-1, IL-6, TNF-a, MIP-1a, MIP-18 und IFN-a. Diese Zytokine werden bei jeder
Inflammation initial sezerniert und sind deshalb in der Regel nicht maRgeblich an der

Entwicklung einer Autoimmunreaktion beteiligt.

IL-1B8 wird unter anderem von Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen
gebildet und férdert durch die Aktivierung von B- und T-Zellen sowie die Differenzierung
von Ty17-Zellen inflammatorische und immunologische Prozesse.

IL-1RA bindet an denselben Rezeptor wie IL-1p, I6st aber als Rezeptorantagonist keine
Wirkung aus, sondern blockiert diesen. IL-1RA wird von Makrophagen, Monozyten und

neutrophilen Granulozyten sezerniert.
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Abbildung 6: Verlauf der IL-18 und IL-1RA-Serumkonzentration von AMitis- und FAMI-Patienten mit
hochaffinen AAk

Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; (*)p<0,1; Darstellung der Fehlerbalken entsprechend den jeweiligen
Mittelwerten + SEM; (a) IL-1B-Serumkonzentration; (b) IL-1RA-Serumkonzentration

In Abb. 6a sieht man initial erhéhte IL-1B-Spiegel bei AMitis-Patienten, bei Baseline wird
die Signifikanz jedoch knapp verfehlt. Trotz initial erhdhter Konzentration bei AMitis-
Patienten sind im Verlauf keine relevanten Unterschiede zwischen der AMitis- und der
FAMI-Gruppe zu sehen. Eine gesteigerte Produktion dieses proinflammatorischen
Zytokins kénnte bei AMitis allenfalls initial zu einer Beeintrachtigung der LVEF beitragen,

scheint im weiteren Verlauf aber keine wesentliche Rolle zu spielen.

In Abb. 6b sieht man im Verlauf Uber 12 Monate statistisch nicht signifikant erhdhte
IL-1RA-Spiegel bei FAMI-Patienten. Lediglich zur Baseline wird das Zytokin bei beiden
Gruppen gleich stark freigesetzt. Dies kdnnte auf einen protektiven Langzeiteffekt von
IL-1RA schlieBen lassen, da dieses kompetitiv zu IL-1B an den IL-1 Rezeptor bindet,

ohne eine Signalkaskade in Gang zu setzen.
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Abbildung 7: Verlauf der GM-CSF und MCP-1-Serumkonzentration von AMitis- und FAMI-Patienten
mit hochaffinen AAk

Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; *p<0,05; Darstellung der Fehlerbalken entsprechend den jeweiligen
Mittelwerten + SEM; (a) GM-CSF Serumkonzentration; (b) MCP-1-Serumkonzentration

GM-CSF wird infolge immunologischer und inflammatorischer Reize u.a. von T-Zellen
und Makrophagen gebildet und bewirkt eine Differenzierung und Aktivierung von
Monozyten und Granulozyten.

Abb. 7a zeigt im Verlauf (statistisch nicht signifikant) erhéhte GM-CSF-Serumspiegel bei
AMitis-Patienten, lediglich nach 6 Monaten zeigt sich formal kein Unterschied zwischen
beiden Gruppen. GM-CSF konnte bei AMitis-Patienten durch eine chronische
niedrigschwellige Inflammation zu einer verminderten Erholung der LV-Pumpfunktion

beitragen.

MCP-1 wird nach erfolgter Stimulation durch inflammatorische Reize wie IL-1, TNF-q,
IFN-y und IL-6 u.a. von Monozyten, Makrophagen und Fibroblasten gebildet.
Monozyten und Makrophagen werden durch MCP-1 aktiviert, sie phagozytieren
nekrotische Kardiomyozyten und bilden Granulationsgewebe.

In Abb. 7b zeigen sich konstant niedrigere Werte bei der AMitis-Gruppe. Ein signifikanter
Unterschied wird jedoch nur nach 2-3 Monaten erreicht. Dies zeigt, dass es im Vergleich
zur AMitis bei FAMI-Patienten zu einer vermehrten Nekrose von Kardiomyozyten zu
kommen scheint. Das nekrotisierte Gewebe wird durch Makrophagen phagozytiert und
durch Fibroblasten ersetzt, wobei MCP-1 bei diesem Prozess des post-Infarkt-

Remodelings eine wichtige Rolle spielen kdnnte.
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Abbildung 8: Verlauf der IL-6 und TNF-a-Serumkonzentration von AMitis- und FAMI-Patienten mit

hochaffinen AAk
Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; ****p<0,0001; Darstellung der Fehlerbalken entsprechend den
jeweiligen Mittelwerten + SEM; (a) IL-6-Serumkonzentration; (b) TNF-a--Serumkonzentration

IL-6 wird hauptsachlich von B- und T-Zellen, Makrophagen und Fibroblasten sezerniert.
Es wirkt sich auf Wachstum und Differenzierung von B- und Tny17-Zellen aus, sowie auf
die Proliferation zytotoxischer T-Zellen.

In Abb. 8a sieht man initial einen statistisch hochsignifikant erhéhten IL-6-Serumspiegel
bei FAMI-Patienten. Im weiteren Verlauf unterscheiden sich beide Gruppen nicht.
Da es bei einem Myokardinfarkt in den ersten 3-5 Tagen zu einer starken Inflammation
durch den grof¥flachigen Untergang an Kardiomyozyten kommt, ist insbesondere bei
Baseline die IL-6-Konzentration bei FAMI-Patienten so stark erhéht. Im weiteren Verlauf
scheint IL-6 nach einem Infarkt jedoch keine negativen Auswirkungen auf die Erholung
der LV-Pumpfunktion bei FAMI-Patienten zu haben.

TNF-a weist eine ahnliche Wirkung wie IL-1B auf, es wird ebenso von aktivierten
Monozyten und Makrophagen, dendritischen Zellen sowie B- und T-Lymphozyten
gebildet.

In Abb. 8b zeigt sich ein ahnlicher Verlauf der Serumspiegel beider Gruppen ohne
statistische Signifikanz. Im Vergleich ist die Konzentration bei den AMitis-Patienten (mit

Ausnahme von FUP1) konstant leicht erhéht. Dennoch scheint TNF-a in Hinsicht auf
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eine schlechtere Erholung der LV-Pumpfunktion bei AMitis-Patienten nur eine

untergeordnete Rolle zu spielen.
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Abbildung 9: Verlauf der MIP-1a- und MIP-1B-Serumkonzentration von AMitis- und FAMI-Patienten
mit hochaffinen AAk

Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; Darstellung der Fehlerbalken entsprechend den jeweiligen
Mittelwerten + SEM; (a) MIP-1a-Serumkonzentration; (b) MIP-1B-Serumkonzentration

MIP-1a und MIP-1B3 werden von Monozyten, Makrophagen, B- und T-Zellen sezerniert.
MIP-1a lockt Monozyten an und stimuliert die Sekretion proinflammatorischer Zytokine.
Der Verlauf in Abb. 9a zeigt, dass MIP-1a bei der AMitis-Gruppe (statistisch nicht
signifikant)  verstarkt  exprimiert  wird (mit  Ausnahme  von FUP2).
Dieses proinflammatorische Zytokin kdnnte durch Erhalt eines inflammatorischen
Milieus also durchaus in geringem Umfang zur schlechteren Erholung der
LV-Pumpfunktion bei AMitis-Patienten beitragen.

MIP-1B aktiviert naturliche Killerzellen, begunstigt die Adhasion von T-Zellen an
Endothelzellen und rekrutiert Monozyten und Lymphozyten.

In Abb. 9b sieht man innerhalb von 12 Monaten einen sinkenden Verlauf der
Serumspiegel bei beiden Gruppen auf ahnlichem Niveau, so dass MIP-1 vermutlich

keinen Einfluss auf das LV-Remodeling bzw. die Entwicklung der LVEF hat.
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Abbildung 10: Verlauf der IFN-a-Serumkonzentration von AMitis- und FAMI-Patienten mit
hochaffinen AAk

Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; *p<0,05, **p<0,01; Darstellung der Fehlerbalken entsprechend den
jeweiligen Mittelwerten + SEM; IFN-1a-Serumkonzentration

Makrophagen, Monozyten und Lymphozyten produzieren IFN-a. Eine antivirale Wirkung
erreicht es durch den Abbau viraler und zellularer Nukleinsduren in virus-infizierten
Zellen. AuBerdem kommt es zu einer gesteigerten Expression von MHC-I-Molekdlen,
die dann zytotoxischen T-Zellen die viralen Antigene prasentieren.

In Abb. 10 zeigt sich schon initial ein statistisch signifikant erhdéhter Serumspiegel bei
AMitis-Patienten, der nach 12 Monaten noch weiter ansteigt. Bei FAMI-Patienten
dagegen sinkt die Konzentration nach den ersten 2-3 Monaten. Es scheint aber, als habe
hier das nur unter bestimmten Rahmenbedingungen auch antiinflammatorisch wirksame
IFN-a bei AMitis-Patienten, obwohl leicht erhdht, letztlich keinen Effekt auf die bei diesen

Patienten ebenso erhohten Spiegel der proinflammatorischen Zytokine.

Zu den durch Ty1-Zellen produzierten Zytokinen zahlen IFN-y, IL-12 und IL-2. Ty1-Zellen
sind beteiligt an der Elimination von Bakterien und Viren, regen die Antikdrperproduktion
an und I6sen eine Reaktion des angeborenen Immunsystems aus.
Bei Autoimmunreaktionen spielen Ty1-Zellen neben Ty17-Zellen eine entscheidende
Rolle.
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Abbildung 11: Verlauf der IFN-y- und IL-12-Serumkonzentration von AMitis- und FAMI-Patienten mit

hochaffinen AAk

Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; *p<0,05, **p<0,05, ***p<0,001, ****p<0,0001; Darstellung der
Fehlerbalken entsprechend den jeweiligen Mittelwerten + SEM; (a) IFN-y-Serumkonzentration; (b) 1L-12-
Serumkonzentration

Die Produktion von IFN-y erfolgt durch Tu1-Zellen, NK-Zellen, Makrophagen,
dendritische Zellen und zytotoxische T-Lymphozyten. Es stimuliert die Aktivierung,
Proliferation und Differenzierung unter anderem von B- und T-Zellen und Makrophagen
und verschiebt zudem das Tw1/Tu2-Gleichgewicht in Richtung Tu1. MHC-Klasse-I-
Molekile werden zudem verstarkt im Falle einer Virusinfektion exprimiert, so dass diese
infizierten Zellen dann durch zytotoxische T-Zellen eliminiert werden konnen.
IFN-a, IFN-B und IFN-y agieren hierbei synergistisch bei der Beseitigung der Viren.
Zusammen mit IL-1 und TNF-a bewirkt IFN-y eine Steigerung der Zytotoxizitat von
CD8+-Zellen und NK-Zellen, was daraufhin zu einer vermehrten Sekretion von IFN-y,
TNF-a und IL-17 fuhrt.

Abb. 11a zeigt durchgangig statistisch hochsignifikant erhéhte IFN-y-Spiegel bei AMitis-
Patienten mit einem deutlichen Anstieg zum Ende des Beobachtungszeitraums von 12
Monaten. Bei FAMI-Patienten dagegen sinkt die Konzentration im Verlauf leicht.
Die erhdhten IFN-y-Werte kdnnten durch die Verschiebung des Tw1/Tu2-Gleichgewichts
in Richtung Ty1 durchaus relevant zur Entwicklung einer Autoimmunreaktion (Bildung
von f31-AAk) bei AMitis-Patienten beitragen.
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IL-12 wird von Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und B- und T-Zellen
gebildet. Das Zytokin stimuliert T-Zellen und NK-Zellen zur Freisetzung von IFN-y und
TNF-a sowie die Bildung von Ty1-Zellen aus naiven T-Lymphozyten. Die Produktion von
IL-12 kann durch IL-4 und IL-10 gehemmt werden.

In Abb. 11b sieht man einen statistisch hochsignifikant erhdhten IL-12-Serumspiegel bei
AMitis-Patienten. Bei FAMI-Patienten nimmt die Konzentration nach einem kurzen
Anstieg nach 2-3 Monaten kontinuierlich ab, wahrend bei der AMitis-Gruppe der initial
erhdhte Spiegel zunachst Uber 6 Monate leicht fallt, nach 12 Monaten aber wieder
deutlich ansteigt. Die erhohten IL-12-Level konnten zu einer vermehrten Freisetzung von
IFN-y beitragen und somit die Entwicklung einer Autoimmunitat bei AMitis-Patienten

begunstigen.
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Abbildung 12: Verlauf der IL-2-Serumkonzentration von AMitis- und FAMI-Patienten mit hochaffinen

AAk
Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; **p<0,01; Darstellung der Fehlerbalken entsprechend den jeweiligen

Mittelwerten + SEM; (a) IL-2-Serumkonzentration

Aktivierte T-Lymphozyten setzen IL-2 frei, welches im Rahmen einer chronischen
Inflammation an der spezifischen Immunantwort beteiligt ist. IL-2 flihrt zu einer
Aktivierung und Proliferation von B- und T-Zellen und Makrophagen.

Abb. 12 zeigt einen initial gegenuber FAMI-Patienten statistisch hochsignifikant erhdhten
IL-2 Serumspiegel bei AMitis-Patienten. In den ersten Monaten sieht man in beiden

Gruppen sinkende IL-2-Konzentrationen, wobei die Spiegel bei der AMitis-Gruppe im
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Verlauf jedoch weiterhin deutlich erhdht bleiben, wenn auch ohne statistische Signifikanz
zu erreichen. Als Marker fir eine latente chronische Inflammation kénnte IL-2 somit in
geringem Umfang zu der persistierend schlechteren LVEF bei AMitis-Patienten mit

hochaffinen B1-Rezeptor-AAk beitragen.

Die Zytokine IL-4, IL-5, IL-7 und IL-13 werden durch Th2-Zellen produziert. Durch die

Produktion von IL-4 und IL-10 kann eine Tu1-vermittelte Immunreaktion unterdrickt

werden.
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Abbildung 13: Verlauf der IL-4- und IL-5-Serumkonzentration von AMitis- und FAMI-Patienten mit

hochaffinen AAk
Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; **p<0,01; Darstellung der Fehlerbalken entsprechend den jeweiligen
Mittelwerten + SEM; (a) IL-4-Serumkonzentration; (b) IL-5-Serumkonzentration

IL-4 wird u.a. von aktivierten T-Zellen, Mastzellen und Makrophagen produziert. Die
Differenzierung von Ty2-Zellen aus nativen CD4+ T-Zellen wird durch IL-4 geférdert,
wahrend gleichzeitig die Produktion von Tu1-Zellen gehemmt wird. IL-4 kann zum einen
die Produktion von IL-1RA anregen, sowie zum anderen die Produktion einiger
proinflammatorischer Zytokine (TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, MIP-1a) hemmen.

In Abb. 13a sieht man statistisch nicht signifikant erhéhte IL-4-Serumspiegel bei AMitis-
Patienten. Bei beiden Gruppen zeigt sich ein sinkender Spiegel im Verlauf. Es scheint,
dass die geringfligig erhdhten IL-4-Konzentrationen bei AMitis-Patienten die Wirkung der

proinflammatorischen Zytokine nicht ausgleichen kénnen.
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T-Lymphozyten, eosinophile Granulozyten und Mastzellen sezernieren IL-5 v.a. infolge
eines Kontakts mit Allergenen oder parasitdren Antigenen. IL-5 I8st daraufhin die
Produktion von IgA aus.

In Abb. 13b sind bei der Baseline statistisch signifikant erhdhte IL-5-Konzentrationen bei
AMitis-Patienten zu sehen, die im Verlauf abnehmen. Bei der FAMI-Gruppe dagegen
sind die IL-5 Spiegel deutlich niedriger und bleiben Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum auf niedrigem Niveau. Somit scheint IL-5, wie auch schon IL-4,

keinen relevanten protektiven antiinflammatorischen Effekt bei AMitis-Patienten erzielen

zu konnen.

a b

20 == FAMI AK+

high aff.
— * —

€ 15[ £ == AMitis AK+

5 o high aff.
o o
g g
c c
S ]
~ ()
- -
= =
g n.s E
5 2
A o
(75]

0 T T T T T T 1 40
0 2 4 6 8 10 12 o
0 2 4 6 8 10 12
Time, month .
Time, month

Abbildung 14: Verlauf der IL-7 und IL-13-Serumkonzentration von AMitis- und FAMI-Patienten mit

hochaffinen AAk
Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; *p<0,05; Darstellung der Fehlerbalken entsprechend den jeweiligen

Mittelwerten + SEM; (a) IL-7-Serumkonzentration; (b) IL-13-Serumkonzentration

Die Bildung von IL-7, welches die Produktion von T-Zellen und B-Zell-Progenitorzellen
fordert, erfolgt durch Knochenmarkzellen, Thymus-Stromazellen und Milzzellen.

In Abb. 14a zeigen sich initial statistisch signifikant erhdhte IL-7 Serumspiegel bei
B1-AAk-positiven AMitis-Patienten, nicht aber bei B+-AAk-positiven FAMI-Patienten.
Die Konzentration des Zytokins nimmt bei der AMitis-Gruppe kontinuierlich ab, bis sie
nach 12 Monaten in etwa auf einem Niveau mit der FAMI-Gruppe liegt. IL-7 kdnnte bei
AAk-positiven Patienten initial die Ausbildung solcher AAKk begiinstigen und somit zur

anfangs deutlichen Beeintrachtigung der LV-Pumpfunktion beitragen. Im weiteren
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Verlauf sinken die Spiegel zwar deutlich, kdnnten aber in gewissem Umfang zu einem

Erhalt der Autoantikorper-Produktion beitragen.

IL-13  wird durch aktivierte T-Lymphozyten, NK und Mastzellen sezerniert.
Das antiinflammatorische Zytokin bewirkt einen Klassenwechsel von IgM zu IgE in
B-Zellen, steigert die Freisetzung von Chemokinen und lockt dadurch Th2-Zellen und
eosinophile Granulozyten an. IL-13 wirkt hemmend auf die Produktion der
proinflammatorischen Zytokine IL-18, TNF-q, IL-8, MIP-1a und IL-6.

In Abb. 14b sieht man Uber 12 Monate kontinuierlich (statistisch nicht signifikant) erhéhte
IL-13-Serumspiegel bei FAMI-Patienten. Die Konzentration war bei AAk-positiven
AMitis-Patienten insbesondere im Verlauf niedriger bzw. fiel deutlicher ab. Die konstant
erhohten IL-13 Spiegel waren bei FAMI-Patienten mit einer besseren Erholung der
LV-Pumpfunktion verbunden und schienen in diesem Kollektiv mit einem protektiven
antiinflammtorischen bzw. anti-Remodeling-Effekt verbunden, wogegen die niedrigen
IL-13 Spiegel bei AMitis-Patienten offensichtlich nicht ausreichten, um die Aktivitat der

proinflammatorischen Zytokine zu neutralisieren.
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Abbildung 15: Verlauf der IL-17-Serumkonzentration von AMitis- und FAMI-Patienten mit hochaffinen
AAk

Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; *p<0,05, **p<0,05; Darstellung der Fehlerbalken entsprechend den
jeweiligen Mittelwerten + SEM; IL-17-Serumkonzentration

Aktivierte CD4+ T-Gedachtniszellen (Tu17-Zellen) produzieren das proinflammatorische

Zytokin IL-17, welches das erworbene Immunsystem aktiviert und somit eine
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entscheidende Rolle bei der Entwicklung einer durch Tn17-Zellen vermittelten
Autoimmunitat spielt. IL-17 stimuliert wiederum die Freisetzung anderer
proinflammatorischer Zytokine (IL-6, IL-8, GM-CSF, MCP-1). Durch eine verminderte
Produktion von IL-2 und IFN-y und durch eine Hemmung der Differenzierung von
Th1-Zellen in Gegenwart hoher IL-17-Spiegel kdnnte bei AMitis-Patienten auch eine
Viruspersistenz begunstigt werden.

In Abb. 15 sieht man praktisch durchgangig statistisch hochsignifikant erhéhte 1L-17
Serumspiegel bei Bi-AAk-positiven AMitis-Patienten bei im Verlauf relativ stabilen
Konzentrationen. Bei FAMI-Patienten findet nur eine sehr geringe Sekretion von IL-17
statt. Dies lasst auf eine IL-17-induzierte Autoimmunreaktion bei AMitis-Patienten mit
vermehrter Bildung von B1-AAk schlieRen, was bei diesen Patienten auch mit einer

deutlich schlechteren Erholung bzw. Entwicklung der LVEF verbunden zu sein scheint.
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Abbildung 16: Verlauf der IL-10-Serumkonzentration von AMitis- und FAMI-Patienten mit hochaffinen
AAk

Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; Darstellung der Fehlerbalken entsprechend den jeweiligen
Mittelwerten + SEM; |IL-10-Serumkonzentration

Das antiinflammatorische Zytokin IL-10 wird durch Treg, TH2-Zellen, aktivierte T- und
B-Zellen, Monozyten und Makrophagen produziert. Treg Steuern die Pragung von Tn1-,
Th2- und Tu17-Zellen und regulieren auf diese Weise Uber- und Fehlfunktionen des
Immunsystems. Der vermutlich protektive Effekt von sezerniertem IL-10 zeigt sich durch
die Hemmung proinflammatorischer Zytokine (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y, TNF-a).
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Abb. 16 zeigt Uber 12 Monate einen konstant (statistisch jedoch nicht signifikant)
erhohten IL-10-Serumspiegel bei FAMI-Patienten gegenuber (+-AAk-positiven AMitis-
Patienten. In beiden Gruppen bleibt die Konzentration im Verlauf Gber 12 Monate in etwa
gleich, jedoch sind die Spiegel bei AMitis-Patienten konstant niedriger. Dies lasst auf
einen protektiven antiinflammatorischen Effekt dieses Zytokins bei FAMI-Patienten
schlieen: Es kdnnte der Ausbildung einer Autoimmunitat entgegengesteuert haben und
durch Hemmung der proinflammatorischen Zytokine im Verlauf zu einer besseren

Erholung der LV-Pumpfunktion beigetragen haben.

3.4 Grad der Aktivierung des Immunsystems und Ausbildung von
B1-AAk

Wie bereits aus Abb.4a ersichtlich, scheinen lediglich die hochaffinen p1-AAk bei AMitis-
Patienten mit einer signifikanten Reduktion der Pumpfunktion assoziiert. Die LVEF aller
FAMI-Gruppen sowie der AMitis-Patienten ohne bzw. mit niedrigaffinen p1-AAk bewegen
sich alle auf einem &hnlichen Niveau. Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser
Arbeit lediglich die Zytokinprofile der AMitis-Patienten mit hochaffinen B1-AAk mit denen
der 31-AAk-negativen AMitis-Patienten verglichen.

Die Zytokine, die im Verlauf einer viralen Myokarditis Uber die autoimmune Myokarditis
bis hin zur Entwicklung einer DCM freigesetzt werden, lassen sich entsprechend der

einzelnen Stadien zuordnen (siehe S. 5, Abb. 1).

Im Zuge der Entwicklung einer viralen Myokarditis werden IL-1(3, IL-1RA, TNF-q,
MIP-18, IFN-a, IL-6, MIP-1a, MIP-1, IL-7 und IL-2 sezerniert.
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Abbildung 17: Verlauf der IL-18 und IL-1RA-Serumkonzentration von AMitis-Patienten mit niedrig-
und hochaffinen AAk

Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; *p<0,05; Darstellung der Fehlerbalken entsprechend den jeweiligen
Mittelwerten + SEM; (a) IL-1B-Serumkonzentration (b) IL-1RA-Serumkonzentration

Abb. 17a zeigt initial einen statistisch signifikant erhohten IL-13-Serumspiegel bei AMitis-

Patienten mit hochaffinen (1-AAk gegenliber [(:-AAk-negativen Patienten.

Beide Gruppen weisen im Verlauf sinkende, bei Bi-AAk-positiven Patienten jedoch
IL-1B-Spiegel
IL-1B-Konzentrationen scheinen die Ausbildung einer Autoimmunitat zu begtnstigen

konstant (allerdings nicht signifikant) hohere, auf. Hohere
und so indirekt durch Persistenz eines inflammatorischen Milieus zu einer fehlenden

Erholung der LVEF beizutragen.

In Abb. 17b sieht man initial leicht erhéhte IL-1RA-Serumspiegel bei AMitis-Patienten mit
hochaffinen B:+-AAk, im Verlauf Uber 12 Monate zeigen sich jedoch keine statistisch
signifikanten Unterschiede gegenuber B:-AAk-negativen AMitis-Patienten, so dass
IL-1RA vermutlich keinen grofRen Einfluss auf die Entwicklung oder Nicht-Entwicklung
von B1-AAk hat.
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Abbildung 18: Verlauf der TNF-a- und MCP-1-Serumkonzentration von AMitis-Patienten mit niedrig-
und hochaffinen AAk

Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; *p<0,05; Darstellung der Fehlerbalken entsprechend den jeweiligen
Mittelwerten + SEM; (a) TNF-a-Serumkonzentration (b) MCP-1-Serumkonzentration

Abb. 18a zeigt initial (Baseline) statistisch signifikant erhdhte TNF-a-Serumspiegel bei
AMitis-Patienten mit hochaffinen p1-AAk gegeniber AAk-negativen Patienten.
Bei beiden Patientengruppen sinkt die Konzentration dann allerdings im Verlauf Gber 12
Monate, wobei AMitis-Patienten mit hochaffinen 3:-AAk stets etwas (nicht signifikant)
héhere TNF-a-Serumspiegel aufweisen. Das proinflammatorische Zytokin kénnte wohl

insbesondere initial in geringem Male die Ausbildung von 31-AAk beglnstigen.

Abb. 18b zeigt eine im Trend statistisch nicht signifikant erhdhte MCP-1-Konzentration
bei B1-AAk-negativen AMitis-Patienten. Im Verlauf steigen die MCP-1 Spiegel in beiden
Gruppen leicht an, eine Rolle bei der Ausbildung einer Autoimmunitat scheint MCP-1

jedoch nicht zu spielen.
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Abbildung 19: Verlauf der IFN-a- und IL-6-Serumkonzentration von AMitis-Patienten mit niedrig- und

hochaffinen AAk
Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; (*)p<0,1, *p<0,05; Darstellung der Fehlerbalken entsprechend den
jeweiligen Mittelwerten + SEM; (a) IFN-a-Serumkonzentration (b) IL-6-Serumkonzentration

In Abb. 19a sieht man in den ersten Monaten statistisch signifikant erhéhte IFN-o-
Serumspiegel bei AMitis-Patienten mit hochaffinen 1-AAk gegenuber 1-AAk-negativen
Patienten. In beiden Gruppen steigen die Spiegel innerhalb von 12 Monaten leicht tGber
das Ausgangsniveau bei Baseline an. Das nur unter bestimmten Rahmenbedingungen
auch antiinflammatorisch wirksame Zytokin IFN-a kann jedoch die Entwicklung einer
herz- bzw. (:-AR-gerichteten Autoimmunreaktion offensichtlich nicht verhindern; es
scheint die geballten Effekte der rein proinflammatorischen Zytokine nicht ausgleichen

zu konnen.

Abb. 19b zeigt im Verlauf Uber 12 Monate konstant (aber statistisch nicht signifikant)
leicht erhdhte IL-6 Serumspiegel bei AMitis-Patienten mit hochaffinen (:-AAk (mit
Ausnahme der Baseline). Das proinflammatorische Zytokin IL-6 kdnnte also durchaus
(wenn auch in geringem Umfang) die Ausbildung und den Erhalt einer gegen den +-AR

gerichteten Autoimmunreaktion begunstigen.
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Abbildung 20: Verlauf der MIP-1a- und MIP-1B-Serumkonzentration von AMitis-Patienten mit niedrig-
und hochaffinen AAk

Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; *p<0,05, **p<0,01; Darstellung der Fehlerbalken entsprechend den
jeweiligen Mittelwerten + SEM; (a) MIP-1a-Serumkonzentration (b) MIP-13-Serumkonzentration

Abb. 20a zeigt statistisch signifikant erhdhte Serumspiegel von MIP-1a bei AMitis-
Patienten mit hochaffinen B:-AAk gegenlber AAk-negativen Patienten. Bei beiden
Gruppen nehmen die Konzentrationen im Verlauf tGber 12 Monate zwar langsam ab,
bleiben bei 31-AAk-positiven AMitis-Patienten jedoch stets Uber den Serumspiegeln von
Patienten, die keine B1-AAk entwickelten. Unter anderem durch die Stimulation weiterer
proinfammatorischer Zytokine, wie etwa TNF-a, beglnstigen erhéhte MIP-1a

Serumspiegel vermutlich eine Entwicklung von (B1-AAKk.

Abb. 20b zeigt den Verlauf von MIP-13 Serumspiegeln bei AMitis-Patienten mit
hochaffinen +-AAk gegenuber AAk-negativen Patienten. Wahrend in den ersten 3
Monaten die Spiegel von Patienten mit hochaffinen (3:-AAk noch gering (aber nicht
signifikant) uber den Spiegeln von AAk-negativen Patienten lagen, gleichen sich die
Konzentrationen nach 6 und 12 Monaten fast vollstandig an. MIP-13 scheint also im
Gegensatz zu MIP-1a bezuglich der Entwicklung einer Autoimmunitat nicht relevant zu

sein.
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Abbildung 21: Verlauf der IL-7- und IL-2-Serumkonzentration von AMitis-Patienten mit niedrig- und

hochaffinen AAk
Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; (*)p<0,1, **p<0,05, ***p<0,001; Darstellung der Fehlerbalken

entsprechend den jeweiligen Mittelwerten + SEM; (a) IL-7-Serumkonzentration (b) IL-2-Serumkonzentration

Abb. 21a zeigt — auch im Verlauf Uber 12 Monate — erhdhte IL-7-Serumspiegel bei
AMitis-Patienten mit hochaffinen (1-AAk gegeniber AAk-negativen Patienten.
Eine statistische Signifikanz wird jedoch knapp verfehlt. Bei beiden Gruppen sieht man
sinkende IL-7 Konzentrationen im Verlauf, die nach 12 Monaten nahezu auf einem
Niveau liegen. Erhdhte IL-7-Spiegel kdnnten die Entwicklung von B1-AAk beglnstigen
und somit indirekt zur fehlenden Erholung der LV-Pumpfunktion bei B1-AAk-positiven

AMitis-Patienten beitragen.

Hinsichtlich der IL-2-Serumspiegel zeigt Abb. 21b initial und in den ersten Monaten
statistisch hochsignifikant erhéhte Werte bei AMitis-Patienten mit hochaffinen p1-AAk
gegenuber AAk-negativen Patienten. Die Konzentrationen nahern sich im Verlauf nach
6 und 12 Monaten dann an die Werte von (31-AAk-negativen Patienten an und sind nur
noch leicht erhdht. Die anfangs sehr hohen IL-2 Serumspiegel begunstigen
wahrscheinlich vor allem initial die Ausbildung einer kardialen Autoimmunitat.

Im weiteren Verlauf scheint IL-2 jedoch nur noch von untergeordneter Bedeutung.
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Bei der Entwicklung einer autoimmunen Myokarditis spielen die Zytokine IL-4, IL-5, IL-
12, IL-10, IL-13 und IFN-y eine wesentliche Rolle.
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Abbildung 22: Verlauf der IL-4- und IL-5-Serumkonzentration von AMitis-Patienten mit niedrig- und

hochaffinen AAk
Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; Darstellung der Fehlerbalken entsprechend den jeweiligen

Mittelwerten + SEM; (a) IL-4-Serumkonzentration (b) IL-5-Serumkonzentration

Abb. 22a zeigt konstant (aber statistisch nicht signifikant) erhdhte IL-4 Serumspiegel bei
AMitis-Patienten mit hochaffinen (1-AAk gegeniber AAk-negativen Patienten.
Bei beiden Patientengruppen sinken die IL-4 Konzentrationen Uber 12 Monate
gleichermalen. Auch bei IL-5 ist der Serumspiegel bei AMitis-Patienten mit hochaffinen
B1-AAK konstant, aber statistisch nicht signifikant erhéht (Abb. 22b). Im Verlauf sinken
die Konzentrationen bei beiden Gruppen nur leicht.

Obwohl die antiinflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-5 bei AMitis-Patienten mit
hochaffinen B+-AAk immer leicht Uber denen von Bi1-AAk-negativen Patienten liegen,

kénnen sie die Effekte der erhdhten proinflammatorischer Zytokine offensichtlich nicht

ausgleichen.
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Abbildung 23: Verlauf der IL-12- und IL-10-Serumkonzentration von AMitis-Patienten mit niedrig- und
hochaffinen AAk

Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; (*)p<0,1; Darstellung der Fehlerbalken entsprechend den jeweiligen
Mittelwerten + SEM; (a) IL-12-Serumkonzentration (b) IL-10-Serumkonzentration

Abb. 23a zeigt Uber 12 Monate konstant, aber statistisch nicht signifikant erhohte IL-12-
Serumspiegel bei AMitis-Patienten mit hochaffinen B:-AAk gegenuber AAk-negativen
Patienten. Der Spiegel des proinflammatorischen IL-12 verlauft in beiden Gruppen
parallel: Bis zum 6. Monat fallen die Konzentrationen ab und steigen nach 12 Monaten
wieder auf den Ausgangswert an. Die Entwicklung hochaffiner +-AAk kénnte im
chronisch inflammatorischen Milieu sowohl direkt durch erhdhte IL-12-Konzentrationen
beglnstigt werden, als auch indirekt durch eine vermehrte Freisetzung von TNF-q,
welches durch IL-12 noch zusatzlich stimuliert wird (siehe auch Abb. 18a, initial
signifikante TNF-a-Erh6hung bei B1-AAk-positiven AMitis-Patienten).

Ganz anders als beim IL-12 sind die IL-10-Serumspiegel bei 31-AAk-negativen AMitis-
Patienten vor allem in den ersten Monaten erhdht, wobei eine statistische Signifikanz
gegenlber der AAk-positiven Patientengruppe knapp verfehlt wird (Abb. 23b).
Die Konzentrationen dieses antiinflammatorischen Zytokins verhalten sich in den beiden
Gruppen entgegengesetzt: Bei den AAk-negativen Patienten steigt der Spiegel in den
ersten 3 Monaten, um dann nach 12 Monaten auf etwa das gleiche Niveau wie das der
AAk-positiven Patienten abzufallen. Die Werte bei den Patienten mit hochaffinen B+-AAk
sinken zunachst und steigen in 12 Monaten wieder zum Ausgangswert an. Die erhohten

IL-10-Serumspiegel bei AAk-negativen Patienten haben vermutlich dazu beigetragen,
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eine Entwicklung von hochaffinen 4-AAk zu unterdriicken, was dann auch zu einer

besseren Erholung der LVEF in dieser Patientengruppe fihrte.
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Abbildung 24: Verlauf der IL-13 und IFN-y-Serumkonzentration von AMitis-Patienten mit niedrig- und
hochaffinen AAk

Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; Darstellung der Fehlerbalken entsprechend den jeweiligen
Mittelwerten + SEM; (a) IL-13-Serumkonzentration (b) IFN-y-Serumkonzentration

Abb. 24a zeigt konstant, aber statistisch nicht signifikant erhdhte IL-13-Serumspiegel bei
B1-AAk-negativen Patienten. Bei beiden Gruppen sinken die IL-13 Konzentrationen im
Verlauf Uber 12 Monate. Die gegenuber der 31-AAk-positiven Patientengruppe konstant
leicht erhdhten IL-13 Spiegel scheinen bei AAk-negativen Patienten der Entwicklung
einer Autoimmunitat entgegenzuwirken. Damit im Einklang konnte sich die Pumpfunktion

des Herzens bei den AAk-negativen Patienten auch deutlich besser erholen.

Abb. 24b zeigt geringflgig (statistisch nicht signifikant) unterschiedliche IFN-y-
Serumspiegel bei B1-AAk-negativen Patienten in den ersten 3 Monaten. Nach 6 und 12
Monaten liegen die Konzentrationen beider Patientengruppen auf einem identischen
Niveau. Die in den ersten 2-3 Monaten niedrigeren Konzentrationen bei 1-AAk-positiven
Patienten kénnten auf ein Ty1-/Tu2-Ungleichgewicht schlie3en lassen, was eine Bildung

von 31-AAk gerade in den ersten Monaten begunstigt haben kdnnte.

59



Die Zytokine IL-17 und GM-CSF beglnstigen die Entwicklung einer DCM auf dem Boden

einer autoimmunen Myokarditis.
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Abbildung 25: Verlauf der IL-17 und GM-CSF-Serumkonzentration von AMitis-Patienten mit niedrig-
und hochaffinen AAk

Verlauf (12 Mon.) t=0, 2, 6, 12 Monate; (*)p<0,1; Darstellung der Fehlerbalken entsprechend den jeweiligen
Mittelwerten + SEM; (a) IL-17-Serumkonzentration (b) GM-CSF-Serumkonzentration

Abb. 25a zeigt konstant, aber statistisch nicht signifikant erhdhte IL-17-Serumspiegel bei
AMitis-Patienten mit hochaffinen (1-AAk gegeniber AAk-negativen Patienten.
Wahrend die IL-17 Spiegel nach 12 Monaten bei AAk-negativen Patienten im Mittel
<1pg/ml liegen, steigen sie bei Bi-AAk-positiven Patienten fast wieder auf den
Ausgangswert (>4pg/ml) an. Dass IL-17 ein wichtiger Marker fur die Entwicklung einer
Autoimmunitat bzw. B1-AAK ist, scheint sich in unserem AMitis-Kollektiv somit tendenziell

zu bestatigen.

Auch die GM-CSF-Serumspiegel sind bei AMitis-Patienten mit hochaffinen Bi-AAk
gegenlber AAk-negativen Patienten (Abb. 25b) erhoht. Eine statistische Signifikanz wird
nach 12 Monaten fast erreicht. Bei AAk-positiven Patienten liegt der Serumspiegel (mit
Ausnahme eines kleinen Knicks nach 6 Monaten) relativ konstant um 11 pg/ml, wahrend
er bei den AAk-negativen Patienten kontinuierlich bis auf Werte unter 8 pg/ml abnimmt.
Ahnlich wie das proinflammatorische IL-17 kdénnten die erhdhten GM-CSF-
Konzentrationen in unserem Kollektiv die Entwicklung einer Autoimmunitat und die

Ausbildung von 31-AAk begunstigt haben.
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3.5 CTLA-4 Haplotypen und Ausbildung von B1-AAk

Einzelnukleotid-Polymorphismen (Single-Nucleotid-Polymorphism = SNP) im CTLA-4-
Gen kdnnen ein hdheres Risiko fur Autoimmunreaktionen bedingen.

Die Haufigkeiten der Allele des SNP +49G/A verteilten sich in unserem Kollektiv

folgendermalen:
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Abbildung 26: Untersuchungs-Ergebnisse der CTLA-4 Allel-Haufigkeiten bei Vorliegen des SNP
+49G/A

(a) bei AMitis-Patienten mit hochaffinen B1-AAk gegeniber Patienten mit negativem AA-Status; (b) bei
FAMI-Patienten mit hochaffinen B1-AAk gegenuber Patienten mit negativem AA-Status
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In Abb. 26a und b sieht man ein erhéhtes Vorkommen des G/G-Allels des SNP +49G/A
bei AMitis- und FAMI-Patienten mit hochaffinen B1-AAk im Vergleich zu AK-negativen
AMitis- und FAMI-Patienten. (AMitis AAk+ vs. AAk- 27% : 4%; FAMI AAk+ vs. AAk-
18% : 9%) Dieses Allel soll die Entwicklung einer Autoimmunitat begunstigen. Das Allel
A/A dagegen kdnnte eine protektive Wirkung bei FAMI- und AMitis-Patienten aufweisen,
also das Risiko fir die Ausbildung von Autoimmunphanomenen vermindern. Es ist bei
der Gruppe der AAk-negativen AMitis- und FAMI-Patienten etwas starker ausgepragt
(AMitis AAk- vs. AAk+ 35% : 33%; FAMI AAk- vs. AAk+ 40% : 25%).

Die Verteilung der Haufigkeiten des Allels A/G beim AMitis- und FAMI-Kollektiv lassen
jedoch keine Ruckschlisse auf die Entwicklung von B+-AAk zu; bei AMitis-Patienten ist
das Allel A/G bei den AK-negativen Patienten erhoht, wahrend es bei FAMI-Patienten
bei der AK-positiven Gruppe etwas erhoht ist (AMitis AAk+ vs. AAk- 40% : 61%; FAMI
AAk+ vs. AAk- 58% : 50%).

Die Haufigkeit der verschiedenen Allele des SNP CT60A/G in unserem Kollektiv zeigten

sich wie folgt:
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Abbildung 27: Untersuchungs-Ergebnisse der CTLA-4 Allel-Haufigkeiten bei Vorliegen des SNP
CT60A/G

(a) bei AMitis-Patienten mit hochaffinen 31-AAk gegenuber Patienten mit negativem AA-Status; (b) bei FAMI-
Patienten mit hochaffinen B1-AAk gegenuber Patienten mit negativem AA-Status

Betrachtet man in Abb. 27a und b die Verteilung der Allele des SNP CT60A/G, lasst sich
ein gehauftes Vorliegen des Allels G/G bei AMitis- (AMitis AAk+ vs. AAk- 43% : 22%)
und FAMI-Patienten (FAMI AAk+ vs. AAk- 45% : 29%) mit hochaffinen B+-AAk
nachweisen. Dies deutet bei Patienten mit hochaffinen B4-AAk auf eine Pradisposition
fur die Ausbildung einer Autoimmunitat hin. Das Allel A/G liegt beim AAk-negativen
AMitis- (AMitis AAk- vs. AAk+ 63% : 43%) und FAMI-Kollektiv (FAMI AAk- vs. AAk+
54% : 38%) vermehrt vor und koénnte als protektive Allel-Kombination vor einer
Ausbildung von Autoimmunphanomenen bzw. Ausbildung von AAk schutzen.
Die Haufigkeit des Allels A/A unterscheidet sich dagegen bei den untersuchten
Kollektiven nicht maf3geblich und scheint vermutlich keinen Einfluss auf die Bildung von
B1-AAK zu haben (AMitis AAk+ vs. AAk- 13% : 15%; FAMI AAk+ vs. AAk- 18% : 17%).
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4. Diskussion
4.1 Pravalenz/Ausbildung von (4+-AAk und Verlauf der LV-

Pumpfunktion

Die Ausbildung von B+-AAk scheint sich bei FAMI-Patienten nicht entscheidend auf die
Entwicklung der LV-Pumpfunktion auszuwirken: Alle drei FAMI-Patientengruppen
(AK-negativ, niedrig affine B1-AAk und hochaffine Bi-AAk) weisen einen ahnlichen
Verlauf ihrer LVEF auf und erholen sich hinsichtlich ihrer Pumpfunktion schon nach
wenigen Monaten (Abb. 4b). Im Gegensatz dazu sieht man eine eindeutige Reduktion
der LVEF bei AMitis-Patienten mit hochaffinen 3:-AAk im Vergleich zu Patienten mit
negativem [(3;-AAk-Status oder niedrigaffinen (:+-AAk (Abb. 4a); die beiden
letztgenannten Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant in der Entwicklung bzw.
Erholung ihrer LVEF. Generell zeigten alle drei FAMI-Gruppen im Verlauf Gber 12
Monate eine bessere Erholung der kardialen Pumpfunktion als die AMitis-Gruppe mit
hochaffinen B1-AAKk.

Daruber hinaus sind Unterschiede bei FAMI-Patienten in Hinsicht auf die Entwicklung
der LVEF in Abhéangigkeit von der Schwere der Myokardschadigung zu sehen:
Bei einer groflen Myokardschadigung (Surrogat: hoher CK> 1000 U/I) war die LVEF
erwartungsgemal starker reduziert als bei einem kleineren Myokardinfarkt (CK <1000
U/l), wahrend die Entwicklung der LVEF weitgehend unabhangig vom f3-AAk-Status zu
sein schien (Abb. 5).

Im Verlauf hatten die Patienten der Gruppe ,AK+ high aff. high CK* die schlechteste
LVEF, wahrend die Gruppe ,AK- low CK* die besten Werte aufwiesen. Generell scheint
aber die Hohe des CK-Wertes fur die Prognose von FAMI-Patienten relevanter zu sein
als die Entwicklung hochaffiner 3:-AAk. Aufgrund eines ,grof¥flachigen“ Untergangs von
Kardiomyozyten infolge eines grofReren Infarkts (labordiagnostisches Surrogat CK>1000
U/l) kommt es zu einer starkeren Einschrankung der Pumpfunktion des Herzens.
Bei einer kleinflachigeren Nekrose ist die LVEF dagegen nicht so stark beeintrachtigt, da
das verbliebene gesunde Myokard den Pumpverlust der nekrotischen Areale besser

kompensieren kann.
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4.2 Zytokinprofile im Vergleich zwischen AMitis/FAMI und Grad der

Immunaktivierung und Ausbildung von (1-AAKk

Es scheint, dass die LVEF bei FAMI-Patienten generell durch ein Vorliegen von
niedrig/hochaffinen B1-AAk offensichtlich nicht beeinflusst wird und bei AMitis-Patienten
lediglich die hochaffinen B+-AAk fir eine Verschlechterung der Pumpfunktion von
Bedeutung zu sein scheinen. Deshalb erfolgte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nur
ein Vergleich der Zytokinprofile bei FAMI- und AMitis-Patienten mit hochaffinen 3:-AAk.
Anzunehmen ware, dass bei den AMitis-Patienten im Vergleich zu Infarkt-Patienten eine
erhéhte Konzentration an proinflammatorischen Zytokinen (wie z.B. IL-1pB, IL-2, IL-17,
IFN-y, TNF-a) und eine niedrigere Konzentration von antiinflammatorischen Zytokinen
(z.B. IL-4, IL-10, IL-13) die Ausbildung hochaffiner 3:-AAk begunstigt haben kdnnte.
Betrachtet man die proinflammatorischen Zytokine IL-13, IL-2, IL-7, IL-12, IL-17, IFN-y
und GM-CSF, ist in unserem AMitis-Kollektiv in der Tat eine statistisch signifikant erhdhte
Serumkonzentration (mit Ausnahme von IL-13 und GM-CSF) festzustellen.
Dies entspricht auch den Ergebnissen anderer Studien: Hier wurden bei Myokarditis-
Patienten erhdhte Spiegel an IL-1B, IL-2, TNF-a und GM-CSF festgestellt.!**-10"

In anderen Untersuchungen fanden sich in Folge eines kardiovaskularen Ereignisses
erhdhte Werte an IL-183, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-6, TNF-a, MIP-1a, MIP-13, MCP-1 und
IFN-y, wahrend IL-12 vermindert war. Ein besonderer Fokus lag hierbei auf den
Zytokinen TNF-a, IL-18 , IL-1RA, IL-2, IL-6, IL-10 und MCP-1, da diese mit einer
schlechteren Prognose von Herzerkrankungen einhergingen.[® 12 16. 89,109, 136,165, 168]
Unsere Ergebnisse stimmen damit nur teilweise Uberein. Eine verminderte Erholung der
LVEF in Gegenwart hochaffiner B1-AAk und damit vermutlich schlechteren Prognose
I&sst sich in unserem AMitis-Kollektiv mit erhohten Werten der proinflammatorischen
Zytokine IL-1B8, GM-CSF, MIP-1a, IFN-y, IL-12, IL-2, IL-7 und IL-17 in Verbindung
bringen (siehe Abb. 6a, Abb. 7a, Abb. 9a, Abb. 11 a und b, Abb. 12, Abb. 14a, Abb. 15).
Dagegen scheinen IL-1RA und MCP-1 (siehe Abb. 6b, Abb. 7b) protektiv zu wirken,
wahrend IL-6, TNF-a und MIP-1B (siehe Abb. 8 a und b, Abb. 9b) vermutlich keinen
Einfluss auf die Entstehung von B+-AAk haben.

Insbesondere das proinflammatorische Zytokin IL-18 wurde bei AMitis-Patienten schon
initial (t=0, Baseline) verstarkt sezerniert (Abb. 6a).

Bei den AMitis-Patienten mit hochaffinen 31-AAk scheint der signifikant erhdhte IL-17-
Serumspiegel eine (statistisch nicht signifikante) GM-CSF-Produktion zu induzieren und

damit die proinflammatorische Situation zu perpetuieren (siehe Abb. 7a, Abb. 15).
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Ebenfalls verstarkt sezerniert wurden bei AMitis-Patienten die proinflammatorischen
Zytokine MIP-1a, IFN-y, IL-12, IL-2 und IL-7 (siehe Abb. 9a, Abb. 11 a und b, Abb. 12,
Abb. 14a; mit Ausnahme von MIP-1a statistisch signifikant). Da die Expression von IFN-
y durch IL-12 induziert wird, ist hier von einer synergistischen Wirkung auszugehen;
Durch eine vermehrte Aktivierung von Ty1-Zellen durch IFN-y kdnnte die Ausbildung von
B1-AAk bei AMitis-Patienten begunstigt worden sein.

IL-6, TNF-a und MIP-1B (siehe Abb. 8 a und b, Abb. 9b) wurden bei AMitis- und FAMI-
Patienten in etwa gleichem Umfang sezemiert. Diese Zytokine haben vermutlich keinen
Einfluss auf die Produktion von 3:+-AAk. Die initial sehr stark erhéhte Konzentration von
IL-6 (Abb. 8a) ist am ehesten durch eine starke initiale Inflammation infolge der akuten
Myokardnekrose zu erklaren. Hierbei werden im Rahmen der unspezifischen
Immunantwort unmittelbar nach dem Myokardinfarkt verstarkt proinflammatorische
Zytokine (v.a. IL-2 und IL-6) freigesetzt, deren Spiegel allerdings nur initial stark erhéht
sind und dann wieder abfallen.['% 154

Auch die Serumlevel an MCP-1 waren bei FAMI-Patienten im Beobachtungszeitraum
durchgangig, nach 2-3 Monaten sogar signifikant, erhdht (Abb. 7b). MCP-1 aktiviert
Monozyten und Makrophagen, die gerade in der frihen postinfarkt-Phase wichtig fur die
Phagozytose des untergangenen Gewebes nach dem Infarkt sind. Ebenso lockt das
Zytokin Fibroblasten an, die dann mit der Narbenbildung zum ,Ersatz“ des nekrotischen
Gewebes beitragen. Erhohte MCP-1 Werte waren bei unseren FAMI-Patienten
vermutlich durch Induktion des kardialen Heilungsprozesses (,cardiac healing“) mit einer

besseren Erholung der LV-Pumpfunktion verbunden.

Neben den pro- waren auch die antiinflammtorischen Zytokine IL-4, IL-5 sowie das
unter bestimmten Rahmenbedingungen ebenfalls antiinflammatorisch wirksame IFN-a
bei unseren AMitis-Patienten mit hochaffinen $:1-AAk erhoht (siehe Abb. 10, Abb. 13 a
und b); dennoch konnten sie im Rahmen der generalisierten inflammatorischen Reaktion
den Effekt der hohen Konzentrationen von proinflammatorischen Zytokinen, die
zeitgleich freigesetzt wurden, offensichtlich nicht ausgleichen und somit auch eine
Ausbildung von B+-AAk im Rahmen der kardialen Inflammation nicht verhindern.

Die IL-1RA Spiegel waren in der FAMI-Gruppe im Beobachtungszeitraum konstant
héher als in der AMitis-Gruppe, was auf gewisse protektive Eigenschaften dieses
kompetitiven Liganden von IL-1B schlieRen lasst, da er nach erfolgter Bindung die
proinflammatorischen Effekte von IL-1 blockiert (Abb. 6b).
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Im Einklang damit war die Verminderung der antiinflammatorischen Zytokine IL-13 und
IL-10 bei AMitis-Patienten mit einer fehlenden Erholung der Herzpumpfunktion
verbunden (Abb. 14b, Abb. 16). Beide Zytokine scheinen wohl starke protektive
Eigenschaften aufzuweisen, denn bei FAMI-Patienten konnten die im Verlauf konstant
erhéhten Konzentrationen von IL-13 und IL-10 offensichtlich eine erhéhte Ausschuttung
der proinflammatorischen Zytokine TNF-a, MIP-1qa, IL-183, IL-12 und IFN-y sowie eine
gesteigerte Freisetzung von IL-1RA weitgehend verhindern.

Eine Erklarung fir die schlechtere Erholung der LV-Pumpfunktion und zugleich
vermehrten Autoantikorperbildung bei AMitis- gegenuber FAMI-Patienten kdnnte darin
bestehen, dass dabei zu einem gewissen Teil auch sogenannte ,kreuzreagierende
Antikorper® gebildet wurden, also Antikérper, die primar gegen die Myokarditis
auslosenden Bakterien oder Viren gerichtet waren, dann aber mit anderen myokardialen
Antigenen interagieren: Manche Viren weisen Ahnlichkeiten in Teilen ihrer RNA-
Sequenz mit Herzproteinen auf, wie z.B. mit dem Adenin-Nukleotid-Translokator ANT,
der schweren Kette des Myosins oder dem [31-Rezeptor. Im Falle einer sogenannten
molekularen Mimikry zwischen dem Virus und bestimmten Rezeptorabschnitten des (1-
Rezeptors kénnten sich dementsprechend kreuzreagierende funktionelle Antikdrper bei
AMitis-Patienten gebildet haben, die eigentlich zur Abwehr der Erreger gedacht waren,
aber aufgrund einer Strukturahnlichkeit des Antigens falschlicherweise auch an den (+-
Rezeptor gebunden haben und diesen so z.B. aktiviert haben. Da ein Myokardinfarkt
ohne Beteiligung von Bakterien oder Viren ablauft, werden hierbei keine Antikdrper
gegen Erreger gebildet, so dass daraus kreuzreagierende funktionelle Antikérper als
Kreuzreaktion hervorgehen kdénnten. Eine derartige Hypothese wirde in unserem
ETiCS-Kollektiv durch die erhéhte Inzidenz hochaffiner B1-AAk bei AMitis-Patienten im

Vergleich zu FAMI-Patienten gestitzt werden.

Da der Verlauf der LVEF bei allen FAMI-Patienten (AK negativ, AK+ high affinity, AK+
low affinity), sowie auch bei AMitis-Patienten ohne und solche mit niedrigaffinen 3:-AAKk,
in etwa ahnlich war, lag ein weiterer Fokus der vorliegenden Arbeit dann auf einem
direkten Vergleich von AMitis-Patienten mit hochaffinen B1-AAk gegenuber AAk-
negativen AMitis-Patienten, um herauszufinden, welche Zytokine bei einer Myokarditis
moglicherweise eine klinisch relevante Rolle haben bzw. welche Zytokine in diesem
inflammatorischen Milieu eine Autoantikdrperbildung begunstigen konnten.

Anzunehmen ware eine héhere Expression von proinflammatorischen Zytokinen und

eine verminderte Ausschittung von antiinflammatorischen Zytokinen bei der
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Patientengruppe mit hochaffinen B+-AAk. Tatsachlich konnten bei AMitis-Patienten mit
hochaffinen B:+-AAk die proinflammatorischen Zytokine IL-13, TNF-a, IL-6, MIP-1a,
IL-7, IL-2, IL-12, IL-17 und GM-SCF Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von 12
Monaten in erhéhter Konzentration nachgewiesen werden (siehe Abb. 17a, 18a, 19b,
20a, 21 a und b, 23a, 25 a und b), was wegen der chronischen Inflammation
wahrscheinlich zu einer schlechteren Erholung der LVEF fuhrte (und somit vermutlich
auch zu einer schlechteren langfristigen Prognose dieser Patienten).

Insbesondere die IL-1B-Spiegel waren bei AMitis-Patienten mit hochaffinen :-AAk
signifikant erhéht (Abb. 17a). Dies war vermutlich induziert durch den ebenfalls fast
durchgangig signifikant erhohten Serumspiegel von MIP-1a (Abb. 20a).

Neben MIP-1a waren auch TNF-a (Abb. 18a) und IL-2 (Abb. 21b) bei AMitis-Patienten,
die hochaffine B1-AAk entwickelt haben, vor allem in der Initialphase signifikant erhoht,
wobei die erhdhten Serumspiegel von MIP-1a und auch IL-12 letztlich die Produktion
von TNF-a getriggert haben konnten.

Konstant erh6ht waren auch die GM-CSF-Spiegel bei AMitis-Patienten mit hochaffinen
B1-AAk und verfehlten am 12-Monats-Follow-up die Signifikanz nur knapp (Abb. 25b).
GM-CSF begunstigt durch die Proliferation von Tu17-Zellen die Entwicklung einer
Autoimmunitat. Dieser Vorgang wird wiederum durch IL-6 (Abb. 19b) getriggert, was bei
AMitis-Patienten mit hochaffinen B1-AAk ab dem 2-Monats-Follow-up ebenfalls leicht
erhdht war.

IFN-y war bei Baseline und in den ersten Beobachtungsmonaten in der Gruppe der
B1-AAk-negativen Patienten hoher als bei den AMitis-Patienten mit hochaffinen 3:-AAk
(Abb. 24b). Im Verlauf nach 6 und 12 Monaten nahern sich beide Gruppen dann aber
an. Die verringerte initiale IFN-y-Produktion bei B+-AAk-positiven AMitis-Patienten
kénnte auf einen relativen Mangel an Tu1-Zellen und einen Uberschuss an Ty2-Zellen
hinweisen, was wiederum zu einer Aktivierung von B-Zellen und einer Beglnstigung der

Produktion von Autoantikdrpern durch Th2-Zellen gefiihrt haben kénnte.

Betrachtet man die antiinflammatorischen Zytokinprofile am Beispiel IL-4, IL-5 wie
auch das unter bestimmten Rahmenbedingungen ebenfalls antiinflammatorisch
wirksame IFN-a naher, scheinen diese trotz konstant Gber 12 Monate leicht erhdhten
Spiegeln bei B1-AAk-positiven AMitis-Patienten keinen wesentlichen protektiven Effekt
zu haben (Abb. 19a, Abb. 22 a und b). Dies lasst darauf schlielRen, dass diese Zytokine
bei Patienten mit hochaffinen (:-AAk die Effekte der vielen proinflammatorischen

Zytokine nicht kompensieren konnen.
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Auch IL-1RA scheint (mit Ausnahme der Baseline) vermehrt bei AAk-negativen
Patienten freigesetzt zu werden, vermutlich getriggert durch die gesteigerte Expression
der antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und IL-13 bei diesen Patienten und so einer
Ausbildung von (3+-AAk entgegenzuwirken (siehe Abb. 17b, Abb. 23b, Abb. 24a).

IL-10 und IL-13 sind bei den AAk-negativen AMitis-Patienten vor allem initial stark erhoht
(siehe Abb. 23b, Abb. 24a). Sie entfalten ihre protektive antiinflammatorische Wirkung
durch Hemmung der Produktion von IL-1B3, TNF-a, MIP-1a und IL-12 (siehe Abb. 173,
18a, 20a, 23a) und stimulieren gleichzeitig die Produktion von IL-1RA (Abb. 17b).
Durch Inhibition einer Fibrose verhindert IL-10 das LV-Remodeling und tragt so
vermutlich zu einer Verbesserung der LV-Pumpfunktion bei.l"

Bei unseren AMitis-Patienten scheinen IL-10 und IL-13 wichtige Mediatoren zur
Verhinderung einer Autoimmunitat darzustellen und so indirekt zu einer besseren

Erholung der kardialen LV-Pumpfunktion beizutragen.

4.3 CTLA-4 Haplotypen und Ausbildung von B+-AAk

Einzelnukleotid-Polymorphismen  (Single-Nucleotid-Polymorphism = SNP) im
CTLA-4-Gen und damit eine Veranderung der Aminosaurensequenz von CLTA4 kann
die Auspragung von diversen Autoimmunerkrankungen begtinstigen. Der SNP +49G/A
bedingt unter anderem die Entwicklung von Diabetes mellitus Typ 10 3% € die
autoimmune Thyreoiditis®® 7" "7 7Zgliakie®”!, Morbus Basedow!* 3% 84 Morbus
Addison® ™! den systemischer Lupus erythematodes!'?, die rheumatoide Arthritis!®: 67]
und die primére progressive multiple Sklerose!'®!. Auch bei AMitis und FAMI beglinstigt
der SNP +49G/A (rs231775, Thr17Ala) wohl je nach Allel-Kombination die Entwicklung
einer Autoimmunitat. Insbesondere das Allel G/G scheint zu einer verminderten Bindung
der naturlichen Liganden an CTLA-4 zu flhren, was dann eine gesteigerte T-Zell-
Aktivierung zur Folge hat und damit tber T-Zell-vermittelte B-Zell-Expansion ein hoheres
Risiko fir die Bildung von Autoantikérpern birgt.['%2 137]

In unserer Studie konnte bei AMitis- und FAMI-Patienten bei Vorliegen des Genotyps
G/G eine gesteigerte Produktion von B1-AAk nachgewiesen werden (AMitis AAk+ vs.
AAkK- 27% : 4%; FAMI AAk+ vs. AAk- 18% : 9%). Das Allel A/A dagegen scheint die
Bildung von B+-AAk zu verhindern. Vor allem bei FAMI-Patienten tritt das Allel A/A bei
Patienten mit negativen AAk-Status gehauft auf, bei AMitis-Patienten zeigt sich eine
ahnliche Tendenz (AMitis AAk- vs. AAk+ 35% : 33%; FAMI AAk- vs. AAk+ 40% : 25%).

Das Allel A/G lasst keine einheitlichen Rickschlisse auf dessen mdgliche Bedeutung
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fur eine Entwicklung von 4-AAk zu. Im AMitis-Kollektiv tritt dieses Allel bei den AK-
negativen Patienten gehauft auf, wahrend es bei der FAMI-Gruppe bei den B1-AAk-
positiven Patienten etwas erhoht ist (AMitis AAk+ vs. AAk-40% : 61%; FAMI AAk+ vs.
AAKk- 58% : 50%; siehe Abb. 26 a und b).

Der SNP CT60A/G (rs3087243, Gly21Ala) begunstigt insbesondere bei Vorliegen des
G/G-Allels durch eine verringerte Expression von léslichem CTLA-4 die Auspragung von
Autoimmunerkrankungen und ist mit einem erhohten Risiko verbunden, einen Diabetes
Mellitus Typ 1, eine autoimmune Thyreoiditis®®”, eine rheumatoide Arthritis!'*! oder einen
Morbus Basedow!”® zu entwickeln. Auch in unserer Studie wurden bei Vorliegen des
Allels G/G vermehrt hochaffine B1-AAk sowohl bei AMitis- aber auch bei FAMI-Patienten
nachgewiesen. Konkordant zu Studien bei anderen Autoimmunerkrankungen lasst sich
auch in unserem Patienten-Kollektiv das Allel G/G mit der Entwicklung einer
Autoimmunitat in Verbindung bringen (AMitis AAk+ vs. AAk- 43% : 22%; FAMI AAk+ vs.
AAk- 45% : 29%), was bei betroffenen Patienten zur Bildung von B1-AAk und damit zu
einer schlechteren Erholung der LV-Pumpfunktion fihrte. Das Allel A/G kam bei AK-
positiven FAMI- und AMitis-Patienten deutlich seltener vor als bei

B1-AAk-negativen Patienten (AMitis AAk- vs. AAk+ 63% : 43%; FAMI AAk- vs. AAk+
54% : 38%). Es konnte einen protektiven Einfluss das Risiko einer Ausbildung von
Autoantikdrpern haben (siehe Abb. 27 a und b). Das Allel A/A hingegen kam bei AAk-
positiven und AAk-negativen FAMI- und AMitis-Patienten nahezu gleich haufig vor und
scheint das Risiko B1-AAk zu entwickeln nicht zu beeinflussen (AMitis AAk+ vs. AAk-
13% : 15%; FAMI AAk+ vs. AAk- 18% : 17%).

4.4 Bedeutung der Ergebnisse fur zukunftige Diagnostik und

Therapie

Da kardiale Erkrankungen zu den haufigsten Todesursachen in der westlichen Welt
zahlen, aber meist zu spat diagnostiziert und behandelt werden, gilt es die Entwicklung
dieser Erkrankungen, v.a. einer progredienten Herzinsuffizienz, zeitnah festzustellen
und adaquat zu therapieren.

AMitis-Patienten scheinen, getriggert durch eine erhohte Expression bestimmter
proinflammatorischer Zytokine, haufiger hochaffine p1-AAk zu entwickeln. Bei Infarkt-

Patienten scheinen hochaffine B1-AAk keinen pathophysiologischen Einfluss zu haben.
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Um einer Verschlechterung der Prognose bei AMitis-Patienten entgegenzuwirken,
sollten die betroffenen Patienten zeitnah ermittelt und adaquat behandelt werden, denn
eine frihzeitige medikamentdse Intervention wirkt sich positiv auf die LV-Pumpfunktion
und somit auch die Prognose aus. So kodnnte z.B. durch die Unterdriickung einer
Entwicklung hochaffiner funktionell aktiver 31-AAk oder ihre direkte Blockade evtl. eine
Verschlechterung der LV-Pumpfunktion entgegengewirkt werden.

Da derzeitige Studiendaten nahelegen, dass nur stimulatorische Bi-AAk mit einer
erhohten kardiovaskularen Mortalitat einhergehen, sollte neben der FACS-Methode
auch eine funktionelle Detektions-Methode zum Nachweis solcher AAk beim Menschen
etabliert werden.['*®!

Eine Herzinsuffizienz und Kardiomyopathie konnten bereits im Tiermodell durch
Induktion von B+1-AAk ausgelést werden. Im Tiermodell konnten die entstandenen
Autoantikérper durch Gabe von Zyklopeptiden abgefangen und unschadlich gemacht
werden, was ein weiteres Fortschreiten der ,induzierten® Kardiomyopathie
verhinderte.["® 2! COR-1 (JNJ-5442840), das zu diesem Zweck entwickelte Zyklopeptid,
welches die Oberflachenstruktur von B4EC; imitiert, kann stimulierende B1-AAK
neutralisieren und vermutlich sogar die Anzahl anti-B:ECy-AAk produzierender
B-Gedachtniszellen reduzieren. Durch Gabe dieses Medikaments konnte im
Rattenmodell eine fast vollstandige Reversibilitat des (induzierten) kardiomyopathischen
Phanotyps erzielt werden, wahrend etwa bei einer Therapie mit Bi-Blockern das
Voranschreiten der kardialen Dilatation und der Herzinsuffizienz lediglich verlangsamt
wurde. % Weitere Studien zu COR-1 sollten auf Vertraglichkeit und Wirksamkeit am
Menschen durchgefihrt werden, um Patienten mit stimulierenden {:-AAk besser
behandeln zu kdnnen.

Auch der Einsatz von Aptameren ist ein interessanter neuer Ansatz, um die Effekte von
anti-B1EC-AAK zu neutralisieren. Bei Aptameren handelt es sich um synthetisch
hergestellte Oligonukleotid-Liganden, die mit einer hohen Spezifitat an das Zielmolekiil
binden und dessen Funktion verandern. Das Aptamer 110 wurde entwickelt, um an anti-
B1ECi-AAK zu binden und diese damit zu neutralisieren. In einer in-vitro-Studie konnten
so die apoptotischen, zytotoxischen und positiv chronotropen Effekte von {:-AAk
verhindert werden. Auch zu diesem Medikament mussen flur einen moglichen Einsatz
am Menschen zunachst noch weitere kontrollierte Studien durchgefiihrt werden, um die
Vertraglichkeit und Wirksamkeit von Aptameren sicherzustellen.®

Ein weiterer erfolgversprechender medikamentéser Therapieansatz ist das Medikament

Anakinra. Hierbei handelt es sich um die rekombinant hergestellte Form von humanem
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IL-1RA (vgl. dazu auch Abb. 17b), welches effektiv die Bindung von IL-1a und IL-1 (vgl.
dazu auch Abb. 17a) an den Rezeptor verhindert und selbst keine Wirkung auslést.!
Es wird bereits erfolgreich bei anderen autoinflammatorischen Krankheiten wie der

127,970 |m Tiermodell konnte

rheumatoiden Arthritis und des Still-Syndroms eingesetzt.!
eine Verringerung der Inflammation im Myokard sowie der Schutz vor einer
linksventrikularen Dilatation und einer eingeschrankten LVEF durch Gabe von Anakinra
nachgewiesen werden. In anderen Studien konnte durch den Einsatz von Anakinra
die Behandlung einer Myokarditis, Herzinsuffizienz und DCM positiv beeinflusst werden.
Es wurde unter Therapie eine Verbesserung der mechanischen Dysfunktion des

26.32,33. 189 Eine erste

Myokards im MRT und in der Echokardiographie nachgewiesen.!
erfolgreiche Anwendung des Medikaments bei einem Patienten mit fulminanter
Myokarditis wurde bereits beschrieben. Dieser zeigte innerhalb von 24 Stunden nach
der ersten Gabe eine signifikante Verbesserung seines Zustands. Die Inflammation ging
stark zurlick und die kardiale Kontraktilitat wurde verbessert.? Auch bei Patienten mit
STEMI (Myokardinfarkt mit ST-Elevation) konnte das linksventrikulare Remodeling durch
Anakinra positiv beeinflusst werden, zudem wurde das Risiko eines Herzversagens
reduziert und die systemische Entziindungsreaktion gesenkt.!"? Es fehlen jedoch noch
grolRere Studien am Menschen, um die Wirksamkeit von Anakinra bei Patienten mit
Myokarditis oder Myokardinfarkt nachweisen und mdgliche Nebenwirkungen einer

Langzeit-Therapie ausschlielen zu kdnnen.

4.5 Limitationen der Arbeit

Limitationen dieser Arbeit ergaben sich durch mehrere Faktoren. Zum einen erfolgte die
Rekrutierung der AMitis-Patienten nur sehr langsam, was unter anderem an den
strengen Einschlusskriterien der ETiCS-Studie lag. Zum anderen wurden von einigen
Studien-Zentren trotz elektronischem CRF nur unvollstandige Patienten-Daten erhoben
und nicht die gemaf Protokoll vorgesehenen Bio-Proben gewonnen und Ubermittelt bzw.
zugesandt. Um aussagekraftigere statistische Ergebnisse zu erzielen, misste ein noch
gréReres Patientenkollektiv untersucht werden. Die letztlich vollstandig auswertbaren
Patienten-Kollektive der ETiCS-Studie sind hierflr immer noch zu klein.

Zudem wurden die meisten Blutproben eingefroren anstatt direkt analysiert zu werden.
Die Dauer der Lagerung im eingefrorenen Zustand unterschied sich enorm: Manche
Blutproben wurden vor ihrer Analyse nur fir kurze Zeit aufbewahrt, wahrend viele Proben

etliche Monate oder sogar einige Jahre bei -80°C eingefroren waren. Dies kénnte zu
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einer Verfalschung der Werte gefiuihrt haben, da insbesondere die Konzentration von
Zytokinen mit steigendem Probenalter sinkt. Vor allem die Zytokine IL-1RA, IL-4 und
IL-5 sind auferst instabil, wenn sie eingefroren werden und nach dem Auftauen
analysiert werden. Auch IL-7, IL-12, IL-13 und IL-17 zeigten signifikante Konzentrations-
Unterschiede abhangig von den Einfrier-Auftau-Zyklen.'>"

Aufgrund der groRen Zeitspanne der Studiendauer (2010 — 2018) konnten auf3erdem
nicht alle Proben zeitgleich getestet werden, was zur Verwendung von unterschiedlichen
Chargen der Kits fiihrte. Auch dies kénnte einen Einfluss auf die ermittelten Werte

gehabt haben.
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5. Zusammenfassung

Die haufigste Form der Herzinsuffizienz in Deutschland ist die dilatative
Kardiomyopathie, wobei bei ca. 6/100.000 Einwohnern pro Jahr keine eindeutige
Ursache erkennbar ist und somit eine idiopathische DCM diagnostiziert wird. Ein Faktor
zur Entstehung einer idiopathischen DCM kdénnten Autoantikbrper gegen den
Bs-adrenergen Rezeptor sein. Bei ca. 30% der Patienten, die an einer DCM (Aquivalent
in der ETiCS-Studie: erste akute Myokarditis = AMitis) leiden, sowie bei ca. 13% der
Patienten, die an einer ischamischen Kardiomyopathie (Aquivalent in der ETiCS-Studie:
erster akuter Myokardinfarkt = FAMI) leiden, konnten in alteren Arbeiten (:1-AAk
nachgewiesen werden. Im Rahmen der ETiCS-Studie erfolgte erstmals eine prospektive
Beobachtung entsprechender Patientenkollektive Gber 12 Monate mit Blutentnahme und
klinischen Kontrollen zum Zeitpunkt 0 Monate (=Baseline), 2-3 Monate (Follow-Up 1),
6 Monate (FUP2) und 12 Monate (FUP3). Zu diesen Zeitpunkten wurden anhand der
gewonnenen Blutproben der Bi-AAk-Status sowie die immunologischen Marker der
FAMI- und AMitis-Patienten bestimmt und mit der kardialen LV-Pumpfunktion korreliert.
Zentrales Thema dieser Arbeit war es, Zusammenhange zwischen der (4-AAk-
Ausbildung in Abhangigkeit von individuellen Zytokinprofilen und der Entwicklung der
LV-Pumpfunktion nach dem jeweiligen kardialen Ereignis zu untersuchen, wobei FAMI-
und AMitis-Patienten miteinander verglichen wurden. Darlber hinaus wurde auch der
Einfluss der CTLA-4-Haplotypen, also die ,genetische” Suszeptibilitat Autoantikdrper zu

entwickeln, untersucht.

Wahrend bei FAMI-Patienten die Entwicklung von B:-AAk keinen Einfluss auf den
Verlauf der LV-Pumpfunktion zu haben scheint, wird diese bei AMitis-Patienten durch
hochaffine B1-AAk im Verlauf stark beeintrachtigt.

Bei FAMI-Patienten konnte nach einer grofieren Herzschadigung (CK-Werte >1000 U/I)
eine schlechtere Pumpfunktion im Vergleich zu kleineren Myokardinfarkten (CK-Werte
<1000 U/l) nachgewiesen werden, unabhangig von 1-AAk-Status. Fur die Prognose und
die Erholung der LV-Pumpfunktion scheint bei FAMI-Patienten folglich die Infarktgrofe,
aber nicht die Entwicklung von B4-AAk wichtig zu sein.

Hinsichtlich der unterschiedlichen Zytokinprofile bei FAMI- und AMitis-Patienten, die
hochaffine 31-AAk entwickeln, scheinen bestimmte Zytokine die Induktion einer kardialen
Autoimmunitat zu begunstigen, wahrend andere Zytokine wohl eher protektive

immunologische Reaktionen in Gang setzen: Die proinflammatorischen Zytokine IL-1f3,
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IL-2, IL-7, IL-12, IL-17, GM-CSF, MIP-1a und IFN-y waren bei B+-AAk-positiven AMitis-
Patienten statistisch signifikant erhoht. Protektive Effekte kdnnten dagegen von den
antiinfammatorischen Zytokinen IL-1RA, IL-10 und IL-13 ausgehen, deren
Serumspiegel bei FAMI- gegeniber AMitis-Patienten im Vergleich erhéht waren.

Beim direkten Vergleich von AMitis-Patienten mit hochaffinen 31-AAk und solchen ohne
B1-AAk, zeigten sich bei Patienten mit hochaffinen B1-AAk hdéhere Konzentrationen an
IL-1B, IL-2, IL-6, IL-7, IL-12, IL-17, GM-CSF, MIP-1a und TNF-a. Bei Patienten ohne
Autoantikdrper waren demgegenuber die Spiegel von IL-1RA, IL-10 und IL-13 erhoht,
was zu einer besseren Erholung der LV-Pumpfunktion fihrte.

Nach genetischer Typisierung der CTLA-4-Haplotypen (Polymorphismen SNP +49G/A
und SNP CT60A/G) fand sich bei Patienten mit dem Allel G/G ein héheres Risiko 31-AAk
zu entwickeln, wahrend das Allel A/A jeweils mit einem geringeren Risiko kardiale
Autoantikbrper zu entwickeln assoziiert war und somit protektiv gegen

Autoimmunphanomene wirken kdnnte.
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Appendix

. Abkilirzungsverzeichnis

AK = Antikorper

AAK = Autoantikorper

AMitis = akute Myokarditis

APCs = antigenprasentierende Zellen

B1-AAk = B1-Adrenozeptor-Autoantikorper

B1-AR = B4-Adrenorezeptor

cMRT = kardiale Magnetresonanztomographie

CTLA-4 = cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4

DC = Dendritische Zelle

DCM = dilatative Kardiomyopathie

EF = Ejektionsfraktion

EKG = Elektrokardiogramm

ELISA = Enzyme-linked immunosorbent assay

ELISPOT = solid-phase enzyme-linked immunosorbent assay
ETiCS = Etiology, Titre-Course, and Survival Study

FACS = fluorescence-activated cell sorting, DurchfluRzytometrie
FAMI = first acute myocardial infarction, erster akuter Myokardinfarkt
FOXP3 = Forkhead-Box-Protein P3

FUP = follow-up visits

HI = Herzinsuffizienz

ICM = ischamische Kardiomyopathie

IL = Interleukin

LV = linksventrikular

LVEF = linksventrikulare Ejektionsfraktion

KHK = koronare Herzkrankheit

NK = Natirliche Killerzellen

PCR = Polymerase-Kettenreaktion

SNP = Single-Nucleotid-Polymorphism = Einzelnukleotid-Polymorphismus

Treg = regulatorische T-Lymphozyten
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