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A.

EINLEITUNG

Einteilung und Definition der Kardiomyopathien

Die Einteilung der Kardiomyopathien erfolgt nach der Klassifikation der WHO/ISFC

Task Force von 1995. Sie sind definiert als Erkrankungen des Herzmuskels verbunden

mit einer reduzierten kardialen Funktion [47, 167].

So werden folgende fiinf Gruppen der Kardiomyopathien nach pathophysiologischen

Gesichtspunkten unterschieden:

L.

II.

I1I.

IV.

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist charakterisiert durch eine Er-
weiterung und verminderte Kontraktion der linken oder beider Herzkammern.
Die Atiologie kann idiopathischer, familiir-genetischer, viraler, autoimmuner

oder toxischer Genese sein. Die Histologie stellt sich unspezifisch dar.

Die hypertrophische Kardiomyopathie (HCM) wird definiert durch eine links-
und/oder rechtsventrikuldre Hypertrophie, welche bevorzugt das Kammerseptum
mit einbezieht. Die Herzhohlen sind normal grof3 oder verkleinert. Histologisch
zeigen sich hypertrophierte Kardiomyozyten bei reduziertem Bindegewebsgehalt.
Klinisch stehen Herzrhythmusstérungen und der plotzliche Herztod im Vorder-

grund.

Die restriktive Kardiomyopathie (RCM) ist gekennzeichnet durch ein
reduziertes diastolisches Volumen und verringerte diastolische Dehnbarkeit

von mindestens einer Herzkammer. Die systolische Funktion und die Herzwand-
dicke sind normal. Diese Form der Kardiomyopathie ist in Europa selten; sie

wird u.a. auch als Endokarditis fibroplastica Loffler bezeichnet.

Die arrhythmogene rechtsventrikulire Kardiomyopathie (ARCM) ist
charakterisiert durch eine progrediente Einlagerung von Binde- und

Fettgewebe im rechtsventrikuldren Herzmuskel bei Abnahme an Herzmuskel-
zellen. Dabei kommt es regional, spéter global, zu einer Abnahme der rechts-
ventrikuldren Wanddicke; der linke Ventrikel kann mit betroffen sein, das Herz-
septum wird meist ausgespart. Klinisch zeigen sich Herzrhythmusstérungen mit

kardialer Dysfunktion.



V.  Der nichtklassifizierten Kardiomyopathie (UCM) gehdren diejenigen
Erkrankungen an, die nicht den anderen vier Gruppen zugeordnet werden konnen.
Dazu gehoren die Fibroelastose, die systolische Dysfunktion ohne signifikante
Ventrikeldilatation oder Herzmuskelerkrankungen auf der Basis von

mitochondrialen Stérungen.

Von den angefiihrten Kardiomyopathien sind die Formen abzugrenzen, die dtiologisch
zugeordnet werden konnen. Sie werden als spezifische Kardiomyopathien bezeichnet.
Sie sind direkt einer ischdmischen, valvuldren, hypertensiven, entziindlichen, meta-

bolischen bzw. endokrinen oder neuromuskulidren Genese zuzuordnen.



2. Dilatative Kardiomyopathie

2.1. Definition, Epidemiologie und Klinik

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist definiert als Erkrankung des Herzmuskels,
die durch eine Dilatation zumindest des linken Ventrikels gekennzeichnet ist; sie ist ver-
bunden mit einer eingeschriankten systolischen Pumpfunktion [/67].

Die epidemiologischen Angaben in der westlichen Welt hinsichtlich der jahrlichen
Inzidenz schwanken zwischen 6 und 8 je 100000 Einwohner; die Pravalenz wird mit
etwa 36 pro 100000 Einwohner angegeben [39, 44, 49, 165]. Afroamerikaner und
Mainner haben ein 2,5fach erhohtes Erkrankungsrisiko. Die Erstmanifestation der
Erkrankungen zeigt sich bei den meisten Patienten im mittleren bis hoheren Lebensalter,
allerdings koénnen auch Kinder davon betroffen sein [39, 66, 106].

Bei Manifestation der DCM zeigen 70 bis 85% der Patienten Symptome einer Herz-
insuffizienz wie Ruhe- bzw. Belastungsdyspnoe, Abgeschlagenheit und Leistungs-
schwiche sowie Beinddeme; ca. 14% hatten zuvor eine Synkope gehabt [39, 49].

Als ursdchlich ist die DCM bei 25% der Herzinsuffizienzpatienten anzusehen [9]. All-
gemein treten bei der DCM Symptome erst relativ spét im Erkrankungsverlauf auf;
nicht selten besteht seit Monaten bis Jahren eine linksventrikuldre Dilatation. Die 5-
Jahres-Mortalitdt nach Auftreten einer klinischen Symptomatik wird mit 20% ange-
geben [93, 114, 179].

2.2. Atiologie

Die Atiologie der dilatativen Kardiomyopathie muss als insgesamt sehr inhomogen an-
gesehen werden. Aufgrund der multifaktoriellen Genese miissen im Rahmen der

differenzialdiagnostischen Abkldrung mehrere Faktoren beriicksichtigt werden [108].

2.2.1. Familidre Genese

Einen kleineren Anteil von etwa 20 bis 30% machen die familiéren Formen der DCM
aus [/46]. Durch molekulargenetische Untersuchungen war es in den vergangen Jahren
moglich, dieser Subgruppe Defekte verschiedener Genloci zuzuordnen, die wiederum
fiir unterschiedliche Muskelzellproteine kodieren. Bei den meisten betroffenen Familien

ist ein autosomal dominanter Erbgang nachweisbar; als mogliche betroffene Muskel-



zellproteine konnten u.a. Laminin A und C sowie Actin und Myosin identifiziert werden
[64, 145]. X-chromosomale Erbginge sind eher selten und betreffen das Dystrophin; sie
sind meist mit Skelettmuskeldystrophien vom Typ Duchenne und Becker verbunden

[69, 183]. Auch autosomal-rezessive Erbginge sind bekannt [152, 184].

2.2.2. Toxische Genese

Des Weiteren wurden auch exogen-toxische Formen der DCM beschrieben. Als
hiufigste Noxe in dieser Subgruppe ist der Alkohol anzufiihren [63], ferner wurden
DCM-Erkrankungen im Zusammenhang mit Anthrazyklinen und Kokain beschrieben
[66].

2.2.3.  Inflammatorische (infektiose/autoimmune) Genese

Die Gruppe der inflammatorischen dilatativen Kardiomyopathien beinhaltet aufgrund
ithres sehr dhnlichen Erscheinungsbildes sowohl die infektiosen als auch die viel disku-
tierten autoimmunen Formen.

In tierexperimentellen Untersuchungen der vergangenen Jahre konnte gezeigt werden,
dass hierbei sowohl virustoxische Effekte als auch zelluldre und humorale Mecha-
nismen zu einer Schidigung des Myokards beitragen [29]. So wiesen mehrere Herz-
insuffizienzstudien signifikant erhohte Serumspiegel von proinflammatorischen Zyto-
kinen nach [68, 141, 181]. Dabei wurden {iberwiegend Verdnderungen hinsichtlich des
Tumor-Nekrose-Faktor-Alpha (TNFa), des Interleukin-6 (I1-6) sowie von I6slichem
Interleukin-2-Rezeptor, Interleukin-1a und -, 16slichem TNFa- und I1-6-Rezeptor
nachgewiesen. Auf unterschiedlichen Wegen konnen durch diese Immunregulatoren die
Kontraktilitit des Herzens sowie strukturelle Umbauvorgédnge im Herzgewebes (sog.

Remodeling) beeinflusst werden.

Bei der Gruppe der infektios bedingten DCM-Erkrankungen steht dtiologisch eine Myo-
karditis im Vordergrund [91, 116, 155]; ein Teil der dilatativen Kardiomyopathien ist
als Form einer chronisch-persistierenden Infektion des Herzmuskels einzustufen [ 705,
157]. Als héufigste virale Erreger wurden Enteroviren beschrieben, insbesondere
Coxsackie-B-Viren [11, 110, 136]. Ferner konnten auch Adenoviren [79, 158] sowie
Epstein-Barr- und Cytomegalie-Viren im Herzmuskelgewebe von DCM-Patienten

nachgewiesen werden [/17].



Der Nachweis kardialer Antigene und korrespondierender Autoantikdrper bei Herz-
insuffizienzpatienten fiihrte zum Postulat einer primér autoimmunen Genese bei einem
Teil der DCM-Erkrankungen. Ausgangspunkt dieser Hypothese ist eine grundsitzlich
gestorte humorale und zelluldre Immunitét bei diesen Patienten; eine Assoziation mit
bestimmten HLA-Typen wird diskutiert, insbesondere mit HLA-DR4 [33]. Dariiber
hinaus lieen sich im Blut von DCM-Patienten Autoantikorper u.a. gegen den
ADP/ATP-Transporter [/73], die Myosinschwerketten [3/, 169] sowie gegen Laminin
[191] nachweisen. Inwieweit diese Autoantikorper bei der Pathogenese der DCM eine
Rolle spielen, ist derzeit noch offen [30)].

Bereits 1984 wurden im Zusammenhang mit der durch den Parasiten Trypanosoma
cruzi hervorgerufenen Chagaskrankheit und der Chagaskardiomyopathie erstmals im
Serum betroffener Patienten Antikorper nachgewiesen, die mit dem [3;-adrenergen Re-
zeptor kreuzreagierten [/9]. Zusétzlich zeigte die Arbeitsgruppe von Borda et al., dass
diese Antikorper in der Lage waren, den 3;-adrenergen Rezeptor zu stimulieren. Limas
et al. fanden in 30 bis 40% der Seren von DCM-Patienten 3;-Adrenozeptorantikorper
[120], welche mit verschiedenen synthetischen Peptiden des B-Rezeptors reagierten.
Neuere Untersuchungen legen eine Privalenz von 30 bis 95% nahe, abhéngig vom ein-
gesetzten Untersuchungsverfahren [/32, 134]. Jahns et al. konnten zeigen, dass nur bei
ca. 26% der DCM-Patienten Autoantikorper gebildet werden, die auch den nativen 3;-
Adrenozeptor erkennen und stimulieren. Diese stimulatorischen Antikorper sind ver-
mutlich alle gegen die zweite extrazellulire Doméne des 3;-Adrenozeptors gerichtet
[98]. Der Nachweis solcher stimulatorischen [3;-Rezeptorantikorper bei DCM-Patienten
ist mit einer signifikant schlechteren Pumpfunktion assoziiert [98].

Weitere Ausfithrungen beziiglich der 3;-Adrenorezeptorantikorper und der zweiten

extrazelluliren Domine sind in Kapitel 3.6. dargelegt.

2.3. Pathophysiologie der Herzinsuffizienz

Das haufigste klinische Erscheinungsbild der DCM ist eine Herzinsuffizienz. Durch
eine Reduzierung des Herzzeitvolumens droht den verschiedenen Organen eine
Minderperfusion, woraufhin verschiedene Kompensationsmechanismen durch Akti-

vierung der Barorezeptoren eingeleitet werden.



Durch die Aktivierung des sympathischen Nervensystems werden Adrenalin und
Noradrenalin aus dem Nebennierenmark freigesetzt. Diese Botenstoffe stimulieren die
kardialen 3;-Adrenozeptoren, was an Kardiomyozyten einen positiv inotropen Effekt
zur Folge hat. Dieser beruht auf einem intrazelluldren cAMP-Anstieg mit Erhéhung der
intrazelluldren Kalziumkonzentration. Die Stimulation der 3;-Rezeptoren am Sinus-
knoten hat einen positiv chronotropen Effekt. Ein chronisch gesteigerter Sympathiko-
tonus mit dauerhaft erhdhten Plasmakonzentrationen von Adrenalin und Noradrenalin
fithrt dann aber zu einer deutlichen Verminderung des positiv inotropen Effektes. Dies
ist wahrscheinlich auf eine Downregulation und Entkoppelung der B-adrenergen
Rezeptoren sowie die Zunahme inhibitorischer Gj-Proteine in der Membran der Herz-
muskelzelle zuriickzufiihren [/26]. Zusédtzlich haben hohe lokale Konzentrationen von
Katecholaminen und Kalzium auch direkte gewebetoxische Effekte [16, 42, 197]. Die
Herzfrequenzsteigerung wird durch eine Verkiirzung der Diastolendauer erreicht, was
aber einen Anstieg der Wandspannung und des kardialen Sauerstoftbedarfs zur Folge

hat.

Die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) ist ein weiterer
Kompensationsmechansimus des insuffizienten Herzens. Stimuli zur Freisetzung von
Renin sind renale Minderperfusion und Hyponatridmie. Die aktive Form des Angio-
tensin II wirkt stark vasokonstriktorisch und setzt Aldosteron frei; die Riickresorption
von Salz und Wasser wird gesteigert, das Plasmavolumen nimmt zu und damit wird die
Vorlast gesteigert.

Die ebenfalls kompensatorisch freigesetzten Hormone Vasopressin und Endothelin be-
wirken durch Vasokonstriktion einen zusitzlichen Anstieg der Nachlast des Herzens.
Eine der wichtigsten Gegenspieler des RAAS sind das atriale natriuretische Peptid
(ANP) und der B-Typ des natriuretischen Peptids (BNP). ANP wird durch die Dehnung
der Herzvorhofe direkt aus den Kardiomyozyten freigesetzt. Beide wirken vasodilata-
torisch und natriuretisch, zusitzlich werden das RAAS und das sympathikoadrenerge
System gehemmt. Es kommt folglich zu einer Senkung der Vor- und Nachlast.

Das Stadium der chronischen Herzinsuffizienz lasst sich als ,,Circulus vitiosus® be-
schreiben: Die initial eingeschrinkte Herzleistung mit vermindertem Herzminuten-
volumen wird durch das sympathikoadrenerge System und das RAAS kompensiert.

Durch Verminderung regulierender Einfliisse des Sympathikus (Downregulation von [3-



Rezeptoren, Desensibilisierung von Barorezeptoren) und des RAAS miindet dies aber
letztlich in eine dauerhaft inaddquate Kompensation mit kontinuierlicher Steigerung von
Vor- und Nachlast des Herzens. Die Folge ist ein weiterer Abfall des Herzminuten-

volumens mit sukzessiver Schadigung der Herzmuskelzellen.

2.4. Therapie der dilatativen Kardiomyopathie

Trotz der heterogenen Ursachen der DCM orientiert sich die Therapie der Erkrankung
an den giiltigen Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Kardiologie zur Therapie der
Herzinsuffizienz [88, 92]. Daran schlieBen sich Erlduterungen zu den kausal-

spezifischen Therapieansitzen an.

24.1.  Allgemeine Mafinahmen

Diese beinhalten eine Gewichtsnormalisierung, Kochsalzrestriktion, eine Begrenzung
der Flussigkeitsaufnahme (1,5 bis 2 Liter pro Tag) sowie eine moderate kdrperliche
Aktivitdt mit Ausdauertraining bis NYHA-Stadium III. Ferner wird eine Nikotinkarenz
sowie die Vermeidung von kardiotoxischen Substanzen wie Alkohol oder bestimmten

Chemotherapeutika (z.B. Anthrazykline, Trastuzumab) empfohlen.

2.4.2.  Pharmakotherapie

Der ACE-Hemmer hat sich heute als Basistherapeutikum praktisch aller Stadien der
Herzinsuftizienz etabliert. Durch ACE-Hemmer wird das RAAS beeinflusst und die
Bildung von Angiotensin II gehemmt. Die Folge ist eine Vor- und Nachlastsenkung des
Herzens, zusitzlich wird das Remodeling des Myokards giinstig beeinflusst.

In mehreren Studien (u.a. CONSENSUS, SOLVD) konnte gezeigt werden, dass
Patienten der NYHA-Stadien II bis IV hinsichtlich klinischer Symptomatik, physischer
Belastbarkeit, Hospitalisierung und Mortalitdt davon profitieren [CONSENSUS-Studie
(1), SOLVD-Studie (2)]. Auch asymptomatische Patienten profitieren von der Be-
handlung mit einem ACE-Hemmer [SOLVD-Praventionsstudie (3)].

Die f-Adrenozeptor-Blocker haben sich ebenfalls zu einem Standardmedikament in der
Herzinsuffizienztherapie entwickelt. B-Rezeptorblocker greifen direkt in die inaddquate
sympathische Stimulation bei der Herzinsuffizienz ein. Die Effekte erklart man sich

durch eine Verhinderung der Downregulation bzw. Entkoppelung der B-Adrenozeptoren



durch Absenken des intrazelluldiren cAMP-Spiegels sowie eine Abnahme von G;j-Pro-
teinen in der Kardiomyozytenmembran [/6, 175, 197]. Ferner kommt es durch eine
Verldngerung der Diastolendauer zu einer Verbesserung der kardialen Energiebilanz mit
optimierter Sauerstoffutilisation sowie einem Schutz vor der direkten Katecholamin-
toxizitét [16, 42, 197]. Die indirekten Effekte der B-Rezeptorblockade sind auf eine
Verminderung der RAAS-Aktivierung [/7, 52, 182], eine verminderte Produktion freier
Radikale [ /5] und/oder einer reduzierten Aktivierung von Proto-Onkogenen [/07]
sowie einer mittelfristigen Verbesserung der kardialen Himodynamik zuriickzufiihren.
Noch vor einigen Jahren galten die B-Blocker als kontraindiziert bei der Herzin-
suffizienz [24]. Danach konnte in verschiedenen Studien mit Herzinsuffizienzpatienten
im NYHA-Stadium II bis IV aber gezeigt werden, dass es durch die zusitzliche
Einnahme eines B-Blockers zu einer Reduzierung der Morbiditit und Gesamtletalitét
kommt [CIBIS-II-Studie (6), MERIT-HF-Studie (7), (62), COPERNICUS-Studie
(115), U.S. Carvedilol Heart Failure Study Group (/56)]. Diese Effekte gelten
allerdings nur fiir B;-selektive Rezeptorblocker wie Metoprolol oder Bisoprolol und

einen nicht-selektiven B-Blocker mit hoher Rezeptoraffinitét, dem Carvedilol.

Die Antagonisten des Angiotensin-II-Rezeptors (sog. AT;-Rezeptorblocker), auch als
Sartane bezeichnet, wirken unmittelbar am Erfolgsorgan. Eine Uberlegenheit gegeniiber
den ACE-Hemmern konnte in der ELITE-II- und der ValHeFT-Studie nicht nach-
gewiesen werden [/02, 159, 162], allerdings konnte in der ValHeFT-Studie eine dhnlich
signifikante Senkung von Morbiditit und Sterblichkeit nachgewiesen werden [41, 130].
Die Kombination von ACE-Hemmer und AT;-Rezeptorblocker erscheint nur bei per-
sistierender Klinik herzinsuffizienter Patienten sinnvoll, da es zu einer Reduzierung der
Hospitalisation flihrt; die Gesamtsterblichkeit war davon nicht beeinflusst [47, /42]. Die
Kombination von AT,-Rezeptorblocker, Betablocker und ACE-Hemmer bzw. die
Kombination eines Sartans mit einem der beiden anderen Medikamentengruppen hat
sich als nicht nachteilig flir Herzinsuffizienzpatienten erwiesen [53, 742, 159], aller-
dings sind hierbei engmaschige Kontrollen der Retentionsparameter bei erhdhter Gefahr

fiir eine Hyperkalidmie geboten.

Diuretika sind bei Patienten mit evidenter Fliissigkeitsretention unerlésslich, da sie sehr

rasch zu einer objektiven und subjektiven Besserung der Symptomatik fithren. So wer-



den Thiazide als auch Schleifendiuretika regelméBig eingesetzt, bei therapieresistenten
Odemen kann unter Umstéinden auch die Kombination von beiden Substanzklassen mit

dem Ziel einer sequenziellen Nephronblockade sinnvoll sein.

Aldosteron-Antagonisten sollten als Ergidnzung der Basistherapie aus ACE-Hemmer, 3-
Rezeptorblocker und Diuretikum angesehen werden. In der RALES-Studie fiihrte die
zusitzliche Gabe von Spironolacton zu einer Basistherapie (ACE-Hemmer mit
Schleifendiuretikum) bei NYHA-Stadium III- bis IV-Patienten zu einer Besserung der
Symptomatik und Verringerung der Hospitalisation sowie des plotzlichen Herztodes
[37, 166]. Ein vergleichbares Ergebnis zeigte auch die EPHESUS-Studie bei

Postinfarktpatienten mit Herzinsuffizienzzeichen [163].

Die Herzglykoside hemmen die Na /K -ATPase und wirken positiv inotrop und negativ
chronotrop. Ihre Wirksamkeit und Effektivitét in der Therapie der Herzinsuffizienz be-
schrinkt sich auf die Frequenzkontrolle bei gleichzeitig bestehender Arrhythmia
absoluta sowie als ergdnzende Medikation zu ACE-Hemmern, 3-Rezeptor-Blocker und
ggf. Diuretikum in niedriger Dosierung. Die Gabe eines Digitalisglykosids bei einge-
schriankter linksventrikulérer Funktion zu einer Medikation aus ACE-Hemmer und
Diuretikum verbesserte in der DIG-Studie nachweislich die klinische Symptomatik und
verringerte die Notwendigkeit einer stationdren Behandlung [Digitalis Investigation

Group (9)].

Der langerfristige Einsatz von positiv inotropen Pharmaka, deren Mechanismus auf
einer Erhohung des intrazelluliren cAMP-Spiegels beruht, wird im Zusammenhang mit
der Behandlung der Herzinsuffizienz nicht empfohlen, da sie mit einem erhdhten
Mortalitétsrisiko assoziiert sind; ihre Verwendung bleibt der akuten/dekompensierten
Herzinsuffizienz vorbehalten. Zu den Vertretern dieser Gruppe zidhlen Phospho-
diesterasehemmer (Amrinon, Milrinon, Pimobendan) wie auch B-adrenerge Agonisten

(Dobutamin, Ibopamin).

2.4.3.  Operative Therapie

Die Herztransplantation ist noch immer als ultima ratio bei fortgeschrittener Herz-
insuffizienz anzusehen. Die 5-Jahres-Uberlebensraten liegen derzeit zwischen 70 und

80% [89]. Die ventrikuldren Assist-Systeme (Unterstiitzungssysteme) oder eine



Kunstherzimplantation konnen derzeit nur als iiberbriickende MafBnahme bis zur ge-

planten Herztransplantation angesehen werden; sie sind in 88 bis 96% erfolgreich.

Die konventionelle rechtsventrikuldre Implantation eines Herzschrittmachers wird nur
bei kritischen Bradykardien empfohlen. Eine biventrikuldre Stimulation durch kardiale
Resynchronisationstherapie wird bei Patienten im NYHA-Stadium III und I'V mit
breitem QRS-Komplex (> 130 ms) und systolischer Dysfunktion empfohlen. Die Care-
HF-Studie zeigte diesbeziiglich eine Reduzierung der Gesamtsterblichkeit und der
Hospitalisierungsrate [22, 3§].

Die ICD-Therapie (implantierbarer Kardioverter) wird derzeit nach tiberlebtem plotz-
lichem Herztod mit anhaltenden ventrikuldren Tachykardien empfohlen. In der SCD-
HeFT-Studie konnte durch die Behandlung mit einem ICD eine Uberlebensver-
besserung fiir Patienten mit eingeschrinkter systolischer Funktion basierend auf einer
ischdmischen oder nichtischdmischen Kardiomyopathie gezeigt werden [/3]. Eine ICD-
Therapie zur Primérpravention bei nicht-ischdmischer systolischer Herzinsuffizienz
wird derzeit nicht empfohlen; in verschiedenen Studien konnte keine signifikante
Senkung der Gesamtsterblichkeit bei DCM-Patienten nachgewiesen werden [/2, 103,
178].

Weitere Verfahren wie die Stammzelltherapie oder kardiales Unterstiitzungsnetz
(Corcap) befinden sich noch im experimentellen Stadium; andere wie die partielle
Ventrikulektomie (Batista-Operation) oder die dynamische Kardiomyoplastie konnten

sich als operative MaBBnahme bei der Herzinsuffizienz nicht durchsetzen.

2.4.4.  Kausalspezifische Therapieansdtze

Durch intensive Bemiihungen im Bereich der Grundlagenforschung ist es in den ver-
gangenen Jahren gelungen, die Pathogenese der dilatativen Kardiomyopathie besser zu
verstehen. Einen sehr vielversprechenden Angriffspunkt scheint demnach das Immun-
system darzustellen sowie die unterschiedlichen Ansétze, es zu beeinflussen.

So war in einer Pilotstudie zur unspezifischen Immunadsorption mittels Sepharose-
Matrix und Anti-human-IgG vom Schaf bei DCM-Patienten mit schwerer Herz-
insuffizienz gezeigt worden, dass es bei 3;-Rezeptor-Antikorper positiven Patienten zu
einem leichten Anstieg der linksventrikuldren Ejektionsfraktion sowie zu einer Ver-

besserung der Herzinsuffizienzzeichen kommt [57]. Auch die nach drei Jahren im
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Follow-Up erhobenen Daten sprechen fiir eine Stabilisierung der DCM bei 3;-Rezeptor-
Antikorper positiven Patienten durch den Einsatz der Immunadsorption [58].

Mit dem Ziel die korpereigene Immunglobulinproduktion zu reduzieren ist auch der
Effekt einer intravendsen Immunglobulingabe in kleineren Studien untersucht worden.
Behandelte Patienten zeigten eine Verbesserung der linksventrikuldren Funktion [21,
144]. In einer darauf folgenden multizentrischen Studie (IMAC) lieBen sich diese Er-
gebnisse allerdings nicht bestitigen [/43]. Der therapeutische Stellenwert einer intra-
vendsen Immunglobulingabe ist derzeit unklar.

Aufgrund der vermuteten autoimmunen Genese wurde auch der Effekt einer immun-
suppressiven Therapie bei chronischen und autoreaktiven Myokarditisformen unter-
sucht. Der Einfluss verschiedener Immunsuppressiva (Azathioprin, Prednisolon,
Cyclosporin-A) auf die Himodynamik und die Klinik der Patienten zeigte in kleineren
Studien einen positiven Trend, allerdings konnte dies weder in Metaanalysen noch in
einer groferen randomisierten Multicenter-Studie bestétigt werden [/35, 137]. Ein
Grund hierfiir liegt sicher in dem inhomogenen Patientenkollektiv; andererseits ist die
genaue Ursache der Erkrankung in den meisten dieser Studien nur selten ausreichend
differenzialdiagnostisch abgeklirt worden. In Tierexperimenten kam es durch Einsatz
von Immunsuppressiva bei aktiver Myokarditis und viraler Genese sogar zu einer Er-

hohung der Mortalitét [86].
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3. Der B-adrenerge Rezeptor

3.1. Bedeutung des B-adrenergen Systems

Als Teil des sympathischen Nervensystems dient das adrenerge System der Regulierung
wichtiger Organfunktionen im menschlichen Korper. Die wesentliche Ubertriger-
substanz dieses Systems sind Katecholamine, die ihre physiologischen Effekte {iber
Empfangermolekiile, sog. Rezeptoren, in der Zellmembran der Zielzellen von extra-
nach intrazelluldr vermitteln. Die Rezeptoren des adrenergen Systems finden sich
sowohl im zentralen Nervensystem als auch im nichtneuronalen Gewebe.

Aufgrund ihrer pharmakologischen Eigenschaften konnen drei verschiedene Typen
adrenerger Rezeptoren differenziert werden: a;-, - und -adrenerge Rezeptoren [ 70,
118]. Nach derzeitigem wissenschaftlichen Stand werden wiederum drei Subtypen von
B-Adrenozeptoren differenziert [/22]. Der 3;-Rezeptor dient u.a. der Steigerung der
Kontraktilitdt sowie der Schlagfrequenz des Herzens [72], B,-Rezeptoren vermitteln u.a.
die Relaxation der glatten Muskulatur in Blutgeféafen und Bronchien [//2], und der 33-
Subtyp dient der Vermittlung der Lipolyse in braunem Fettgewebe [59, 60].

Auf physischen (Kilte, Hitze, Sauerstoffmangel, Hypoglykdmie, korperliche Arbeit)
oder psychischen Stress (Angst, Schmerz) reagiert der Kérper mit einer Steigerung des
Sympathikotonus. Dieser fiihrt zu einer vermehrten Ausschiittung von Katecholaminen
aus dem Nebennierenmark sowie zu einer erhohten lokalen Freisetzung von
Noradrenalin in verschiedenen Geweben [//8]. So resultiert aus der Bindung von
Adrenalin und Noradrenalin an 3;-Rezeptoren am Herzen eine Steigerung von Herz-
frequenz und Kontraktilitit sowie eine Erweiterung der Herzkranzgefial3e [27, 50]; renal
wird die Sekretion von Renin und die Salzreabsorption gesteigert [17, 51]. Uber die B-
Rezeptoren wird die Dilatation der Bronchien vermittelt [ 77]. Einen wesentlichen Bei-
trag zu Feinregulierung dieses Systems leistet die lokal unterschiedliche und gewebe-
spezifische Verteilung der 3-Rezeptoren. So finden sich 3;-Rezeptoren iiberwiegend im
menschlichen Myokard mit einem Anteil von 75 bis 85%, ,-Rezeptoren sind dort mit
20 bis 25% vertreten und der B3-Subtyp wird dort nur in sehr geringem Malle ex-
premiert [27, 50, 75]. Im Gegensatz dazu finden sich in der Lunge sowie den peripheren

GefaBen iiberwiegend P,-Rezeptoren [32, 101, 118].
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3.2. Struktur der B-Rezeptoren

Die adrenergen Rezeptoren gehdren zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren.
G-Proteine sind heterotrimer und bestehen aus einer a-, B- und y-Untereinheit. Diese
Untereinheiten binden GTP und fungieren als Bindeglied zwischen membran-
gebundenem Rezeptor und zelleigenen Effektormolekiilen [76, 151]. In Abhéngigkeit
vom Rezeptortyp werden unterschiedliche Signaliibertragungsketten aktiviert. So ver-
mitteln o;-Rezeptoren iiber eine Aktivierung der Phospholipase C eine Erhéhung des
intrazelluldren Kalziumspiegels, a,-Rezeptoren vermitteln liber die Hemmung der
Adenylatzyklase ein Absinken des cAMP-Spiegels und damit der intrazelluldren
Kalziumkonzentration, wohingegen [3-Rezeptoren durch Aktivierung dieses Enzyms zu

einer Anhebung des cAMP-Spiegels fithren [/23].

Aus einer Reihe von Untersuchungen konnte ein Strukturmodell fiir die G-Protein-Re-
zeptoren entwickelt werden. Als Mitglied der Familie der G-Protein-gekoppelten Re-
zeptoren bestehen die B-adrenergen Rezeptorproteine aus sieben hydrophoben trans-
membrandsen o-Helices sowie drei intra- und drei extrazelluldren hydrophilen Ab-
schnitten (Abb. 1) [84, 171]; das carboxyterminale Ende befindet sich auf der Innenseite
der Zellmembran. Die Ligandenbindungsstelle liegt im inneren Kern der kreisformig
angeordneten transmembranen Abschnitte des Rezeptormolekiils [§4]. In diesem
Zusammenhang wurde auch die Bedeutung der zweiten extrazelluldren Schleife, die die
IV.und V. transmembrane Domine miteinander verbindet und stabilisiert untersucht.
Es zeigte sich, dass eine Reduktion oder Mutation von Cystein-Residuen in dieser
Doméne zu einer erheblichen Reduktion der Affinitit von Rezeptoragonisten und auch
—antagonisten fiihrt, vermutlich durch Konformationsdnderung der Liganden-
bindungsstelle [55, /86]. Daraus ldsst sich schlieBen, dass eine korrekte dreidimensio-
nale Anordnung der extrazelluliren Dominen fiir die Ausbildung der Liganden-

bindungstasche essenziell ist [56, 149, 154].

13



Aminoterminus

NH,

ECIlI Extrazelluladr

Intrazellular POC000000” A
Boocoooorrnoa

COOH

Carboxyterminus

Abbildung 1: Struktur des p¢-adrenergen Rezeptors entsprechend den publizieten Amino-
sauresequenzen von Frielle et al. [72]. Die dreidimensionale zirkuldre Anordnung der sieben intra-
zellularen Doméanen wurde in der Abbildung nicht berticksichtigt.

Entnommen der Publikation von Jahns et al. [99].

3.3. Signaltransduktion der B-adrenergen Rezeptoren

Die jeweiligen B-Adrenozeptorsubtypen konnen die nachgeschaltete Signaltransduktion
in den Zielzellen unterschiedlich beeinflussen. Die resultierende Reaktion einer Ziel-
zelle ist somit vom dominierenden B-Rezeptorsubtyp abhingig [109, 147].

Beim klassischen Weg der B-adrenergen Signaltransduktion kommt es durch die Bin-
dung von Katecholaminen bzw. eines synthetischen -Rezeptoragonisten zu einer
Konformationsédnderung des gebildeten Ligand-Rezeptorkomplexes [48, 70, 111].
Dieser Komplex ist an stimulierende, GTP-bindende Proteine (G;) gekoppelt, die in der
aktiven Konformation die membranstindige Adenylatzyklase aktivieren [/4, 78]. In der
Folge kommt es zu einer Bildung von cAMP aus ATP [90], was wiederum eine Viel-

zahl weiterer Enzyme und Effektorproteine aktivieren kann. So fiihrt dies u.a. zu einer
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Aktivierung der Proteinkinase A, die wiederum eine Untereinheit des L-Typ-Kalzium-
kanals phosphoryliert [ 74]. Die Folge ist ein erhohter Kalziumeinstrom und dadurch die
Aktivierung zellspezifischer Funktionen [/23]. So kommt es in Kardiomyozyten zu
einer Steigerung der Myokardkontraktilitit sowie der Herzfrequenz [27]. Das zellulére
cAMP wird durch Phosphodiesterasen abgebaut [90].

Die relaxierende Wirkung der ,-Rezeptoren wird durch die Aktivierung zusétzlicher
Wege der Signaltransduktion erklart [/95]. So fiihrt die Aktivierung von 3,-Rezeptoren
zwar zu einem cAMP-Anstieg, allerdings koppelt der Rezeptor auch an inibitorische G-
Proteine (Gj) [45, 109, 194], was iiber eine Aktivierung von Phosphodiesterasen letzt-
lich zu einer verminderten Phosphorylierung von leichten Myosinketten und somit zu
einer Relaxation der glatten Muskelzellen fiihrt.

Das bessere Verstehen von zusétzlichen bzw. alternativen Wegen der Signaltrans-
duktion B-adrenerger Rezeptoren ist Schwerpunkt aktueller Forschungsbemiihungen.
Hierdurch kénnten sich neue Moéglichkeiten der medikamentdsen ,,Beeinflussung* und

Behandlung von Herz-Kreislauferkrankungen ergeben.

3.4. Regulation der 3-adrenergen Rezeptoren

Eine weitere Eigenschaft der 3-adrenergen Rezeptoren ist die Moglichkeit, sich den
Reizen und den Erfordernissen des Korpers dynamisch anzupassen [/23]. Ein
Mechanismus hierbei ist die Anpassung auf Rezeptorebene, die rasch (sog. De-
sensibilisierung) [83, 124] oder léngerfristig (sog. Rezeptor-Downregulation) erfolgen
kann [20, 26, 122].

Die Konformationsédnderung des aktivierten Rezeptors fiihrt, wie oben beschrieben, zu
einer Aktivierung rezeptorspezifischer Kinasen mit Phosphorylierung intrazelluldrer
und membranstindiger Proteine. Die Folge ist die Entkoppelung des Rezeptors vom zu-
gehorigen G-Protein. Dieser Mechanismus ist eine schnelle, reversible Form der
Adaptation und wird als Desensibilisierung bezeichnet; das Rezeptorsignal kann da-
durch um ca. 75% vermindert werden [/22]. Man unterscheidet hierbei eine homologe
Desensibilisierung durch spezifische G-Protein-Rezeptor-Kinasen (sog. GRK’s) und p-
Arrestine [82, 124] von einer heterologen Form, die durch die cAMP-abhingige und
Agonist-unabhingige Proteinkinase A vermittelt wird [/24].
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Ein weiterer regulatorischer Mechanismus ist die Rezeptorsequestration. Durch langan-
haltende Agoniststimulation kommt es zu einer Abnahme der B-adrenergen Rezeptoren
an der Zelloberflache [67, 73, 104]. Die entkoppelten Ligand-Rezeptor-B-Arrestin-
Komplexe werden vermutlich in Clathrin-beschichtete pinozytische Vesikel im Zell-
inneren aufgenommen [/99]. Nach Dephosphorylierung und einem variablen zeitlichen
Intervall konnen die Rezeptoren dann wieder in die Zellmembran integriert werden
(sog. ,,recycling pathway®, entsprechend einer Resensibilisierung) [/61, 198], oder aber
es kommt zu einem Abbau der Rezeptoren in Lysosomen des zytoplasmatischen
Reticulums (sog. ,,degradation pathway*) [67, 187]. Neben der Rezeptordegradation
fiihren auch Regulationsmechanismen der mRNA-Replikation zu einem intrazelluldren
Verlust an B-adrenergen Rezeptoren [20, 81]; beide Regulationswege sind als lang-
fristige Anpassung der zelluliren Rezeptorexpression an eine chronische Uber-

stimulation zu verstehen.

3.5. Veridnderung des B-adrenergen Systems bei Herzinsuffizienz

Im Rahmen einer chronischen Herzinsuffizienz kommt es aufgrund der linksventri-
kuldren Pumpschwiche zu einer Aktivierung des adrenergen Systems [25]. So korreliert
der Katecholaminspiegel im Blut mit dem Schweregrad der Herzinsuffizienz [40]. In
Folge der adrenergen Uberstimulation kommt es zu einer isolierten Downregulation der
Bi-Adrenozeptoren am Herzmuskel [27, 61]; Rezeptoraffinitit und Aktivierbarkeit der
Adenylatzyklase bleiben aber unverindert [25]. Das Expressionsverhiltnis von 3;- und
B2-Rezeptoren verschiebt sich dabei von 80:20 beim Gesunden zu 60:40 beim insuffi-
zienten Herzen [27, 28]. Bei den ,-Rezeptoren kommt es zu einer Desensibilisierung
und somit zu einer Verminderung der Wirkung von selektiven Agonisten um ca. 35%
[25]. Es konnte gezeigt werden, dass beim insuffizienten Herzen die Restkontraktilitét
im wesentlichen durch eine Stimulation der 3;-Adrenozeptoren aufrecht erhalten wird
[193, 200]. Ferner konnte nachgewiesen werden, dass die 3,-adrenerge Stimulation eine
Apoptose von Kardiomyozyten verhindert [34, 43], wohingegen {iber 3;-Rezeptoren
eine Apoptose induziert werden kann [42]. Die B3-Rezeptoren vermitteln vermutlich
negativ inotrope Effekte am Herzen, nachdem sie liberwiegend an inhibitorische G;-

Proteine gekoppelt zu sein scheinen [18, 75, 164].
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Im Verlauf der Herzinsuffizienz kommt es dariiber hinaus zu einer deutlichen Uber-
expression der G-Protein-gekoppelten Rezeptorkinasen [//3, 160, 185]. Im Tiermodell
konnte gezeigt werden, dass insbesondere die Uberexpression von GRK2 und/oder
GRKS zu einer Reduzierung der Herzleistung fiihrt [/13, 168]. Die spezifische In-
hibition von GRKs bietet moglicherweise einen neuen Ansatzpunkt in der Behandlung

der Herzinsuffizienz [8, 71, 113, 125].

3.6. Der [3-adrenerge Rezeptor als Autoantigen

Bereits im Kapitel iiber die Atiologie der dilatativen Kardiomyopathie wurde die auto-
immune Genese der DCM angesprochen (siehe Kapitel 2.2.3.).

In Anlehnung an die von Witebsky aufgestellten Postulate (die im deutschen Sprach-
raum den Koch’schen Postulaten entsprechen) wurden von Rose und Bona die Postulate

fiir die Pathogenese einer Autoimmunerkrankung neu definiert [/70]:

(1) Das Autoantigen muss immunogen sein, das Epitop muss in vitro T- und

B-Zellen aktivieren konnen.

(2) Als Antwort des Immunsystems muss es zur Bildung von spezifischen

Antikérpern kommen.

(3) Die Immunreaktion muss zur Ausbildung eines krankheitsspezifischen
Symptomkomplexes fiihren, der passiv durch die Ubertragung der humoralen

(B-Zellen) oder zelluldaren (T-Zellen) Immunantwort induzierbar ist.

Erstmals wurde 1984 {iber die Bildung von Antikérpern gegen ;-Adrenozeptoren im
Zusammenhang mit der Chagas-Krankheit berichtet. Erst zu einem spiteren Zeitpunkt
konnte gezeigt werden, dass diese Antikorper primér gegen Proteinstrukturen des
parasitdren Erregers der Grunderkrankung gerichtet waren und mit dem f3;-Rezeptor
kreuzreagierten [/9]. Wenige Jahre danach wiesen andere Arbeitsgruppen im Serum
von DCM-Patienten Antikorper gegen synthetische Peptide von B-Adrenozeptoren nach
[120, 132, 134]. Ferner konnte gezeigt werden, dass diese Antikorper
rezeptorvermittelte Funktionen beeinflussen konnten [121, 189].

Die Angaben zur Pravalenz der B-Rezeptorantikdrper bei der DCM schwanken, ab-

hingig vom verwendeten Nachweisverfahren, zwischen 30 und 95%; hingegen konnten
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sie nur bei bis 1 bis max. 16% der Herzgesunden nachgewiesen werden [98, 134, 189].
Weiterfiihrende immunologische Untersuchungen identifizierten die zweite extra-
zelluldre Doméne des 3;-Rezeptors (B;-ECy) als immunogenes Antigen; es ist in der
Lage, sowohl T- als auch B-Zellen zu aktivieren [/31, 148, 180]. Nach Untersuchungen
von Jahns et al. scheinen ;-ECp-Antikdrper bei etwa einem Drittel der Patienten mit
idiopathischer dilatativer Kardiomyopathie vorzukommen; bei 26% der DCM-Patienten
lieBen sich B;-ECy-Antikorper nachweisen, die den nativen humanen [3;-Rezeptor er-
kennen und aktivieren konnten [98].

Die Frage, ob Rezeptorantikdrper einen hemmenden bzw. blockierenden Effekt haben
wurde in der Vergangenheit kontrovers diskutiert [/21, 134, 189]. Ebenso ist unklar, ob
die Bildung von [3;-Antikérpern kausal an der Entstehung einer idiopathischen dila-
tativen Kardiomyopathie beteiligt ist, oder ob die Antikorperbildung als Epiphdnomen
dieser Erkrankung zu verstehen ist.

Von der japanischen Arbeitsgruppe um Matsui wurde daher versucht, ein Tiermodell zu
etablieren [/40]. Dabei wurden 10 Kaninchen fiir ein Jahr mit 3;-ECy-Peptidhomologen
des humanen Rezeptors immunisiert. Bei 6 Tieren fiihrte dies zur Bildung von ;-ECy-
Antikdrpern und zu mikro- und makroskopischen Verdnderungen des Herzmuskel-
gewebes, die der Kardiomyopathie beim Menschen sehr dhnlich waren. Ein
Ubertragungsversuch im Sinne des 3. Witebsky-Postulats mit Transfer der induzierten
Antikdrper in gesunde Kaninchen wurde allerdings nicht durchgefiihrt.

Die japanische Arbeitsgruppe um Iwata verwendete bei gleichem Versuchsansatz eben-
falls das Kaninchenmodell. Hierbei zeigten die 3;-ECy-antikorperpositiven Tiere nach
sechs Monaten eine Hypertrophie des Myokards ohne linksventrikuldre Dilatation [95].
Da die Primédrsequenz des 3;-adrenergen Rezeptors bei Kaninchen bislang noch nicht
identifiziert wurde bleibt es fraglich, ob dieses Tiermodell zur Kldrung der Frage-

stellung als geeignet angesehen werden kann.
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3. Aufgabenstellung

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Induktion einer dilatativen Kardio-
myopathie am Tiermodell durch Immunisierung von Ratten gegen den [3;-adrenergen
Rezeptor. Als Versuchstiere fiir diese Arbeit wurden Ratten ausgewdhlt, da die Sequenz
der zweiten extrazelluldren Doméne bei Mensch und Ratte 100% homolog ist [72, 129].
Der Schwerpunkt der Arbeit lag einerseits auf der morphometrischen Beurteilung der
Rattenherzen im Verlauf der Immunisierungsphase durch regelméfige echokardio-
graphische Untersuchungen sowie einer histologischen Auswertung der Herzen nach
Ablauf von 15 Immunisierungs-Monaten. Ferner erfolgte eine invasive Beurteilung der
Herzfunktion im 15. Monat durch eine abschlieSende Herzkatheteruntersuchung der

Tiere.

Die Immunisierung der Ratten erfolgte durch Applikation eines Fusionsproteins, be-
stehend aus bakterieller Glutathion-S-Transferase und dem zweiten extrazelluldren Ab-
schnitt des humanen 3;-Rezeptors. Diese Methode war von Jahns ef al. bereits am
Kaninchen- und Mausmodell zur Gewinnung spezifischer 3-Rezeptorantikorper er-

folgreich etabliert worden [97, 99].

Die vorliegende Promotionsarbeit wurde im Rahmen des Forschungsprojekts der
Arbeitsgruppe Jahns durchgefiihrt. Das Ziel dieses Projektes war die Etablierung eines
Tiermodells gemdfl den von Witebsky (bzw. Koch im deutschen Sprachraum)
formulierten Postulaten fiir autoimmune Erkrankungen; die potentielle autoimmune
Genese einer iDCM sollte auf dem Boden der Antikorperbildung gegen den f3;-
adrenergen Rezeptor untersucht werden [/70]. Die vorgelegte Arbeit bildet den Kern
des Immunisierungsversuchs (2. Postulat) und stellte damit zugleich die Basis fiir den
Transferversuch (3. Postulat) dar. Im Transferversuch sollte gesunden Tieren das
gewonnene und aufbereitete, Antikorper-haltige Serum von Tieren des zuvor durch-

gefiihrten Immunisierungsversuchs regelméaBig appliziert werden.
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B. MATERIAL UND METHODEN

1. Material

1.1. Versuchstiere

35 ménnliche 3 Monate alte Lewis-Inzuchtratten vom Stamm LEW/CrIBR wurden von
der Charles River Wiga GmbH, Sulzfeld, Deutschland bezogen. Die Tiere wurden im
Tierstall des Instituts fiir Pharmakologie und Toxikologie in Wiirzburg entsprechend
den gesetzlichen Tierschutzauflagen untergebracht und versorgt. Je 4 bis 5 Versuchs-

tiere wurden in erhohten Typ3-Kéfigen gehalten.

1.2. Gerite

Zur echokardiographischen Untersuchung wurde das Vivid Five (GE Vingmed Ultra-
sound, Horten, Norwegen) mit einer 10 MHz-Schallkopfsonde verwendet.

Die Herzkatheteruntersuchung erfolgte mit einem 1.8 F High-fidelity-Tip-Katheter
(Millar Instruments, Houston, Texas, USA).

Die histologische Aufarbeitung wurde in der Neurologischen Klinik der Universitét
Wiirzburg mit dem Vibratome 1000 Classic (TPI Vibratome, St. Louis, Missouri, USA)
durchgefiihrt.

Die Entwisserung und Uberfiihrung der Herzscheiben in Paraffin erfolgte in einem
vollautomatisierten Micro-Infiltrationssystem sowie im Shandon Histocentre (Thermo
Electron Corp., Woburn, Massachusetts, USA) im Institut fiir Pathologie der Universitét
Wiirzburg. Paraffinschnitte wurden am Schlittenmicrotom SM 2000 R (Leica Micro-
system GmbH, Bensheim, Deutschland) angefertigt.

Bei der mikroskopischen Untersuchung kam das Mikroskop Axiovert 135 von Zeiss,
Jena, Deutschland zum Einsatz. Computergestiitzte Aufnahmen am Mikroskop er-
folgten mit der Spot-Insight-Color-Kamera (Visitron-Systems GmbH, Puckheim,
Deutschland).

Im Rahmen der Kollagenbestimmung wurde das Spectrophotometersystem
SpectraMAX 340 (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) verwendet.

Die histologisch-morphometrische Auswertung erfolgte an einem Apple-Macintosh G3

mit angeschlossenem Scanner Epson Expression 1600.
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Fiir die Radioligandenbindungsversuche wurde der Gammacounter Wallac Wizard 1480

(Perkin Elmer Inc., Boston, Massachusetts, USA) eingesetzt.

1.3. Chemikalien und Materialien

Die Induktion der Fusionsproteine erfolgte wie von Jahns ef al. beschrieben.

E. coli XL-1blue-Zellen kamen von Stratagene, Heidelberg, Deutschland. Die Zytolyse
von E. coli XL-1blue-Zellen erfolgte mittels French Press (SLM Instruments,
Rochester, NY, USA).

10%iges gepuffertes Formalin wurde von der Firma Otto Fischar GmbH & Co. (Saar-
briicken, Deutschland) bezogen. Rotilabo®-Einbettkassetten (Firma Carl-Roth-GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) wurden im Rahmen der Herzscheibenaufarbeitung verwendet.
Perjodsdure-Losung, Schiff’sches Reagenz und Himatoxylin-Losung fiir die PAS-
Féarbungen, Himatoxylin-Losung und Eosin-Losung fiir die HE-Férbungen sowie die
Farbstoffe Sirius-Rot F3BA und Fast-Green-FCF fiir die spektrophotometrische
Kollagenbestimmung stammten von Sigma Aldrich Chemie GmbH (Deisenhofen,
Deutschland). Ebenfalls fiir die Kollagenbestimmung wurden NUNC-Maxisorb 96-
Napf-Mikrotiterplatten eingesetzt (NUNC GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland).
Die fiir den Radioligandenbindungsversuch ndtigen Proteaseinhibitoren Leupeptin,
Benzamidin, Aprotinin und Pepstatin A sowie die Betarezeptorenblocker L-Propanolol
und CGP20712A stammten von Sigma Aldrich, Deisenhofen, Deutschland. Radio-
aktives '*’Jod-Cyanopindolol (2200Ci/mM) kam von NEN, Zaventem, Belgien. Als
Membranfilter fiir der Vakuumabsaugvorrichtung wurden Glasmikrofaserpléttchen
(Whatman GF/C) der Firma Whatman (Brentford, Grossbritannien) verwendet.

Alle weiteren verwendeten Reagenzien waren von der hdchsten kommerziell erhélt-

lichen Qualitat.

1.4. Software

Zur computergestiitzten graphischen Auswertung der Echokardiographiebilder, der ein-
gescannten HE-Schnitte der Rattenherzen sowie der mikroskopischen Aufnahmen an
PAS-Schnitten wurde Adobe Photoshop 6 (Adobe Systems Inc., USA) verwendet.

Fiir das Anfertigen der mikroskopischen Bilder im Zusammenhang mit der ent-

sprechenden Kamera diente Spot V3.2.1 von Diagnostic Instruments, USA.
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Zur digitalen Aufzeichnung und Auswertung der Druckkurven im Rahmen der Herz-
katheteruntersuchung wurde PowerLab von A.D. Instruments, Castle Hill, Australien
verwendet.

Die statistische Bearbeitung der Ergebnisse erfolgte mit GraphPad Prism 4 (GraphPad
Software Inc., San Diego, California, USA).
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2. Methoden

2.1. Immunisierung

Die Herstellung des Fusionsproteins aus bakterieller Glutathion-S-Transferase (GST)
und der zweiten extrazelluliren Domédne des humanen [3;-adrenergen Rezeptors (j3;-
ECy) erfolgte wie bereits von Jahns ef al. beschrieben in Escherichia coli XL-1blue-
Zellen.

Die Immunisierung und die anschlieBende monatliche Boosterung wurde fiir alle 35
Lewis/CrIBR-Inzuchtratten ab der 13. Lebenswoche zu Monatsanfang tiber 15 Monate
durchgefiihrt (s. Abb. 2). 15 Versuchstiere wurden jeden Monat mit jeweils 50 pug des
aufgereinigten Fusionsproteins 3;-ECi/GST in 500 pl PBS, 50 ul komplettem und 450
ul inkomplettem Freud’schem Adjuvans immunisiert (sog. B-Ratten). Den beiden
Kontrolltiergruppen wurde monatlich 50 pg GST (n=10, sog. GST-Ratten) bzw. 50 pul
0,9%-NaCl-Losung (n=10, sog. NaCl-Ratten) in 500 ul PBS, 50 pl komplettem und 450
ul inkomplettem Freud’schem Adjuvans (s. Abb. 2). Die Immunisierungen erfolgten
subkutan, wobei das Injektionsvolumen hierbei auf mindestens vier anatomische
Lokalisationen (Nacken und Riicken) verteilt wurde.

Alle 3 Monate erfolgte eine Entnahme von ca. 500ul Blut aus der Schwanzvene eines
jeden Tieres zur Bestimmung der Antikorpertiter im Blut und zur weiteren funktionellen
Charakterisierung dieser Antikorper. Eine Sedierung der Versuchstiere war hierzu nicht

erforderlich gewesen.

2000 2001
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Abbildung 2: Zeitlicher Ablauf des Tierversuchs von Februar 2000 bis Juni 2001. |,B1 bis B14 - erste
Immunisierung und anschliessende monatliche Boosts mit B1-EC,/GST, GST oder 0,9% NaCl-Lésung;
BEg, BE+ bis BEs - Blutentnahme vor Immunisierungsbeginn bzw. danach in 3-monatigen Abstanden; Eg,
E+ bis Es - Echokardiographie-Untersuchungen vor Immuniserung bzw. danach in 3-monatigen Abstanden;
HK — abschlieBende Herzkatheteruntersuchung, KE — kontrollierte Entblutung, HE — Herzentnahme nach
15 Monaten.
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2.2. Echokardiographische Verlaufsuntersuchung

Die echokardiographische Untersuchung der Versuchstiere erfolgte einmalig vor
Immunisierung (Basalwerte) und anschlieend alle 3 Monate (also insgesamt 6 Unter-
suchungen im Versuchszeitraum) zur Verlaufskontrolle. Nach der letzten Echokardio-
graphie-Untersuchung (15. Immunisierungsmonat) folgte in einem Abstand von 3 bis 4
Tagen die abschlieBende Herzkatheteruntersuchung mit kontrollierter Entblutung der
narkotisierten Tiere iiber einen Katheter in der Halsschlagader und die anschlieBende
Herzentnahme (s. Abb. 2). Das gewonnene Blut der jeweiligen Versuchstiergruppe
wurde aufgereinigt (Serum), gepoolt und fiir den geplanten Transferversuch bei —20°C
aufbewahrt.

Bei jeder der Ultraschalluntersuchungen wurden die Herzen sowohl im B-Mode als
auch im M-Mode dokumentiert; die funktionelle Beurteilung der Herzen erfolgte im 5-
Kammer-Blick mittels Pulsed-Wave-(PW)-Doppler-Verfahren.

Durch die PW-Doppler-Untersuchung kénnen u.a. die Stromungsprofile an der Aorten-
klappe dargestellt werden. Mit Hilfe des Aortendurchmessers (M-Mode) und der
Stromungsgeschwindigkeiten (PW-Doppler) lassen sich die Durchflussvolumina be-

rechnen.

Die Auswertung erfolgte auf zwei verschiedenen Wegen:

1. Offline-Auswertung: Die Aufnahmen wurden digital gespeichert und computer-
gestiitzt ausgewertet.

2. Online-Auswertung: Alle Bilder wurden direkt beim Untersuchungsvorgang mit
Hilfe des Echogerits auf dem Bildschirm ausgewertet.

Die Ziel dieses Vorgehens war das grofit mogliche Mal3 an Objektivitit zu gewéhr-

leisten. Die Zugehorigkeit der Tiere zu den jeweiligen Versuchsgruppen war erst nach

erfolgter Untersuchung und Auswertung fiir den Untersuchenden erkennbar.

Vor jeder Ultraschalluntersuchung wurden die Tiere zunédchst mit entsprechenden
Transportkifigen in den dafiir vorgesehenen und entsprechend beheizten Raum iiber-
fiihrt. Die Untersuchung folgte nach weiteren 24 Stunden Aklimatisierung der Tiere.
Jede Ratte wurde vor der jeweiligen Untersuchung mit 40 mg Ketamin-HCIl und 7,5 mg
Xylazin jeweils pro Kilogramm Korpergewicht anésthesiert. Die Applikation erfolgte

mit entsprechend kleinvolumigen Spritzen intraperitoneal. Nach durchschnittlich 6 bis 7
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Minuten war bei den Tieren eine ausreichend tiefe Sedierung und Relaxation erreicht;
die Spontanatmung war zu keinem Zeitpunkt eingeschréankt.

Dem sedierten Tier wurden mit einer veterindren Langhaarschneidemaschine links-
thorakal die Haare des Fells entfernt. AnschlieBend folgte das Auftragen des Ultra-
schallgels auf den Thorax und auf den Ultraschallkopf. Das Versuchstier wurde auf eine
speziell vorgefertigte Platte mit dem Bauch nach unten aufgelegt und an den Extremi-
taten locker mit einem Klebeband fixiert, wobei der Thorax in einer halbrunden
Offnung von 3,5 x 5 cm zu liegen kam. Dadurch entstanden bei der Ultraschallunter-
suchung des Herzens die geringst moglichen Artefakte; das Herz lag ventral direkt dem
Thorax an.

Zunichst erfolgte die Darstellung des Herzens im linksparasternalen Lings- und Quer-

schnitt in Hohe der atrioventrikuldren Klappenebene. Im M-Mode wurde der Durch-

Abbildung 3: Echokardiographie der Rattenherzen im M-Mode und PW-Doppler. Samtliche Para-
meterbestimmungen wurden sowohl computergestitzt (,offline) als auch am Echokardiographiegerat
durchgeflhrt (,online®). (a) Digitalisierte Aufnahme der M-Mode-Untersuchung des linken Ventrikels zur
L,offline“-Auswertung. Im Vergleich hierzu (b) die gleiche Aufnahme des selben Tieres bei ,online“-Aus-
wertung mit Bestimmung des LVES und LVED. Des weiteren konnten ,online” (c¢) der Aortendurchmesser
(DiaAo) im M-Mode und (d) das Geschwindigkeitszeitintegral (VTI) der Aortenklappenflusskurve im PW-
Doppler-Verfahren bestimmt werden.
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messer des linksventrikuldren Ausflusstraktes (DiaAo; in mm) enddiastolisch in Hohe
der Basis der Aortenklappe bestimmt.

Des weiteren wurden im M-Mode in Hohe der Papillarmuskeln enddiastolisch die Dicke
des interventrikuldren Septums (IVS), die linksventrikuldre Hinterwand (LVPW) und
der Innendurchmesser des linken Ventrikels enddiastolisch und endsystolisch (LVED,
LVES; in mm) bestimmt. Ferner lie} sich aus den M-Mode-Untersuchungen des linken
Ventrikels die regionale Verkiirzungsfraktion (FS, in Prozent; Abb. 4a)

bestimmen. Die Berechnung des linksventrikuldren Gewichts (LV yass; in g) erfolgte
nach der modifizierten Standard-Cube-Methode (Abb. 4c).

Ausgehend vom Bereich der Herzspitze erfolgte die zweidimensionale Darstellung des
Herzens im Vier- und Fiinfkammerblick. Mit dem PW-Doppler wurden die Flusskurven
wihrend der Herzaktionen an der Mitral- und Aortenklappe aufgezeichnet. Das Sample-
Volume wurde kleinst moglich gewéhlt und in den Bereich der maximalen Fluss-
geschwindigkeit gelegt. Die Aufzeichnung von mindestens 20 Herzaktionen der je-

weiligen Flusskurven erfolgte digital.

(a) FS — LVED - LVES 100 [in %]
LVED
o .
(b) SV :n*%*vﬂ [in ml]

(c) LV __ =104 *[(LVED +LVPW +1VS):—1vS:]  [ing]

mass

Abbildung 4: Formeln der zu berechnenden Parameter in der echokardiographischen Verlaufs-
untersuchung. (a) Berechnung der regionalen Verkirzungsfraktion (FS) aus systolischem und dias-
tolischem Durchmesser des linken Ventrikels (LVES, LVED). (b) Berechnung des Schlagvolumens (SV)
des linken Ventrikels aus dem im M-Mode ermittelten Aortendurchmesser (DiaAo) und dem Geschwindig-
keitszeitintegral (VTI) aus der Doppleruntersuchung. (¢) Modifizierte Standard-Cube-Formel zur Kalku-
lation der linksventrikularen Masse aus diastolischem linksventrikularem Durchmesser (LVED), Dicke der
linksventrikularen Hinterwand (LVPW) und der Dicke des Herzseptums (IVS).
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Dopplersonographisch wurden die maximale Flussgeschwindigkeit des links-
ventrikuldren Ausflusstraktes VmaxAo und das Geschwindigkeitszeitintegral (VTI, in
mm) gemessen. Ferner lieB sich mit diesen Parametern das Schlagvolumen (SV, in ml;
Abb. 4b) sowie unter Einbeziehung der Herzfrequenz das Herzzeitvolumen (HZV, in
ml/min) und der gewichtsbezogene Herzindex (CI, in ml/min/g) bestimmen.

Aus den transmitralen Flusskurven wurden die maximalen Flussgeschwindigkeiten fiir
passiven (E, in m/s) und aktiven Einstrom (A, in m/s) in den linken Ventrikel sowie
deren Relation, die E/A-Ratio, bestimmt. Die E/A-Ratio gilt als relevanter Parameter
bei der Beurteilung der diastolischen Funktion des linken Ventrikels sowie der damit

verbundenen linksventrikuldren Compliance.

2.3. Herzkatheteruntersuchung und Herzentnahme

Nach der abschlieBenden Echokardiographieuntersuchung (15 Monate nach Immuni-
sierungsbeginn) erfolgte im Abstand von 3 bis 4 Tagen die Herzkatheteruntersuchung

mit anschlieBender Entblutung und Herzentnahme.

Die Narkose der Tiere erfolgte mit 40 mg/kg KG Ketamin-HCl und 7,5 mg/kg KG
Xylazin intraperitoneal (i.p.); ca. 6 bis 7 Minuten nach Injektion der Substanzen wurde
die Ratte auf den mit 37°C vorgewarmten Prépariertisch mit Riicken nach unten auf-
gelegt. Es folgte eine Fixierung des Tieres an Armen und Beinen.

Nach submandibuldrem medianem Lings- und Querschnitt wurde die rechte Arteria
corotis interna freiprépariert und mit insgesamt drei Fiden angeschlungen. Durch das
Anschlingen ist die kontrollierte Unterbindung des Blutflusses im Gefal3 im weiteren
Verlauf gewéhrleistet. Nach einem ca. 0,5 mm groBen Queranschnitt der GefaBwand
konnte der Tip-Katheter eingefiihrt werden. Uber die rechte Arteria carotis interna
wurde der Katheter iiber die Aorta ascendens bis in den linken Ventrikel unter sténdiger
Kontrolle der Druckkurve vorgeschoben. Die Druckkurve des linken Ventrikels wurde
fiir 15 Minuten digital aufgezeichnet (PowerLab, A.D. Instruments). Die Auswertung
der Kurven wurde anonymisiert und offline durchgefiihrt, wobei die Herzfrequenz (HF,
in bpm), der linksventrikuldre systolische und enddiastolische Druck (LVSP, LVEDP,
in mmHg) sowie die Kontraktilitit (+dP/dty.x, in mmHg/s) und die Relaxation

(-dP/dtmax, in mmHg/s) bestimmt wurden.
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Im Anschluss an die Herzkatheteruntersuchung wurde der Tip-Katheter zuriickgezogen
und tiber die gleiche GefdaB6ffnung ein ca. 2 cm langer und 0,8 mm dicker Kunststoff-
katheter eingefiihrt und 1ml Blut zur Serum-Katecholaminbestimmung entnommen.
Die folgende Gabe von 70 mg/kg KG Pentobarbital i.p. diente der Vertiefung der Nar-
kose. Daran schloss sich die kontrollierte Entblutung der Tiere liber den liegenden
Carotiskatheter in heparinisierte Spritzen an. Im Mittel wurden jedem Tier zwischen 14
und 16ml Blut entnommen, welches fiir den anschlieBenden Transferversuch weiter
aufgearbeitet wurde.

Der Zeitbedarf fiir die sich anschliefende Herzentnahme betrug maximal zwei Minuten.
Zunichst wurde die Bauchhohle mit einer Praparationsschere in der Medianlinie vom
Mittelbauch bis zum unteren Sternumende mit einem Léngsschnitt sowie zwei Ein-
schnitte entlang des unteren Rippenbogenrandes erdffnet. Der Thorax wurde durch
Inzision des Zwerchfells erdffnet und durch beidseitige parasternale Langsschnitte der
kndcherne Thorax bis in Hohe des Schliisselbeins beidseitig gespalten. Die obere und
untere Hohlvene wurden jeweils an der Miindung in den rechten Vorhof abgeklemmt;
die Abklemmung der Pulmonalarterienstimme und der Aorta ascendens erfolgte jeweils
nahe der Wurzel. Die Durchtrennung wurde ebenfalls in der angegebenen Reihenfolge
mit einer Priaparationsschere durchgefiihrt. Das noch schlagende Herz wurde sofort in
eisgekiihlten Relaxationspuffer (5% Dextrose, 25 mmol/L KCl in PBS) {iberfiihrt.

Die Entfernung sdmtlicher Blutriickstdnde in den Ventrikeln und Vorhofen erfolgte
durch ante- bzw. retrogrades Einspritzen des Puffers in die jeweiligen Gefdl3- und
Vorhofoffnungen. Die Gewebereste anderer Organe wie des Thymus oder der Lunge
wurden entfernt. Das sog. feuchte Herzgewicht (HG, in g) wurde nach kurzem Ab-
tropfen ermittelt.

Zur Gewinnung und Beurteilung von nicht konserviertem Herzgewebe wurden mit einer
Histoschere die apikalen 2 bis 3 mm der Herzspitze abgetrennt, sofort in Isopentan bei
ca. —56 °C eingefroren und weiterhin bei —80 °C aufbewahrt. Dieses Gewebe sollte zu
einem spateren Zeitpunkt im Radioligandenbindungs-Assay untersucht werden.

Der Herzrumpf wurde in 10% PBS-gepuffertes Formalin fiir mindestens weitere 48 bis
72 Stunden tiberfiihrt. Dieses Material wurde in der Folge fiir die morphometrische und

histologische Beurteilung verwendet.
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2.4. Herzscheibenpriparation

2.4.1.  Vibratomschnittprdparation

Durch die mindestens 48 Stunden dauernde Einwirkzeit von 10% PBS-gepuffertem
Formalin wurde dem Herzgewebe Wasser entzogen. Dadurch war der Herzrumpf
deutlich geschrumpft und hatte an Festigkeit zugenommen, was fiir die weitere
Aufarbeitung im Vibratom notwendig war. Das Gewebe lie3 sich dadurch wesentlich
besser schneiden.

Zunéchst wurden sdmtliche Herzen bis zur Atrioventrikularebene (AV-Ebene) pra-
pariert, d.h. rechter und linker Vorhof sowie Reste der Arteria pulmonalis und der Aorta
ascendens wurden bis zur Klappenebene entfernt.

Agar-Agar (4,5% in PBS) wurde aufgekocht und in runde Multischalen gegossen. An-
schlieend folgte das Einbringen der Herzen in den auf ca. 50 bis 55°C bei Raum-
temperatur abgekiihlten, noch fliissigen Agar-Agar. Die Herzen sind dabei rundherum
und intraventrikuldr von Agar-Agar umgeben bzw. ausgefiillt. Alle Herzen wurden mit
einer diinnen Metallsonde manuell so fixiert, dass das Herz mit seiner links-
ventrikuldren Ausflussbahn senkrecht zur Horizontalen lag. Nach ca. 10 Minuten Ab-
kiihlen des Agar-Agars bei Raumtemperatur mit zunehmender Lagefixierung im Agar-
Agar konnten die Sonden entfernt werden. Die weitere Abkiihlung mit Verfestigung des
Agar-Agar erfolgte bei 4°C iiber 2 Stunden.

Anschliefend wurden der ausgehértete Agar-Agar aus den Formen mit einem stumpfen
Spatel herausgeldst und mit einer Rasierklinge auf Wiirfelform zugeschnitten. Die
Herzen lagen dabei mittig im Block und der Mindestabstand vom Herzen zur Wiirfel-
auflenseite betrug nicht weniger als 0,3 cm. Dieses MindestmalR ist notwendig um eine
ausreichende Fixierung des Herzens in der umgebenden Agar-Agar-Masse wihrend der
folgenden Schnittpréparation zu gewahrleisten.

Je ein Agar-Agar-Wiirfel mit darin enthaltenem Herzen wurde mit Hilfe eines Cyano-
acrylat-Klebers auf einem Praparationsblock mit der Herzspitze unten liegend fixiert.
Nach ausreichender Antrocknungszeit (ca. 2 Minuten) erfolgte das Einspannen des
Blocks in das mit 4 °C kalter PBS-Losung gefiillte Schnittbecken des Vibratoms.

Die Rattenherzen wurden, beginnend in der AV-Ebene, mit dem Vibratom in 800 pm
dicke Scheiben geschnitten. Der Agar-Agar wurde von jeder Scheibe anschlieBend ent-

fernt, die Scheiben einzeln in Einbettkassetten zwischen zwei Schaumstoffpléittchen
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gelegt und wieder in 10 %-gepuffertes Formalin fiir weitere 24 Stunden tiberfiihrt. Die
durchschnittliche Bearbeitungszeit im Vibratom betrug je Herz ca. 30 Minuten.

Um die Schnitttemperatur und die damit verbundene feste Konsistenz des Agar-Agars
konstant zu halten (4-8 °C) wurde die PBS-Lsung im Schneidebecken im Laufe der
Schnittvorgangs regelméfig ausgetauscht.

Die Vorschubgeschwindigkeit der Schnittklinge beim Schneidevorgang betrug 0,6
mm/sec, die Schnittamplitude war maximal eingestellt bei 1,25 mm. Als Klinge wurde
fiir die Scheibenpréparation der Herzen doppelseitige Rasierklingen verwendet. Diese

wurden im Laufe der Schnittpréparation der Herzen regelméaBig gewechselt.

2.4.2.  Herzscheibenselektion und Paraffineinbettung

Sédmtliche Herzscheiben wurden einzeln auf einen Objekttrager gelegt, mit einem
Scannersystem (Epson an Apple-Macintosh) bei einer Auflésung von 400 Punkten/Zoll
(Pixel/Inch) eingescannt und die auszuwertende Scheibe digital-optisch ermittelt.
AnschlieBend wurden die Herzscheiben wieder in Préparationscaps eingebettet und in
Formalin tiberfiihrt. Der gesamte Scanvorgang musste moglichst schnell durchgefiihrt
werden, da die Scheiben der Umgebungsluft ausgesetzt waren und rasch austrocknen
konnten. Der Zeitbedarf fiir das Umbetten und Scannen der Scheiben eines Herzens
betrug weniger als 10 Minuten.

Die Kriterien fiir die Auswahl der Scheibe eines Herzens sahen vor, dass diese deutliche
Papillarmuskelquerschnitte sowie die gro3ten Ventrikeldimensionen aufzuweisen hatte.
Fiir jedes Herz wurde eine 800 um-Scheibe bestimmt, wobei diese anatomisch einem
Bereich ca. 2-3 mm unterhalb der AV-Ebene entspricht. Diese Lokalisation wurde, wie
bereits dargelegt, auch im Rahmen der echokardiographischen Verlaufsuntersuchung
des linken Ventrikels wiederholt kontrolliert.

Weitere 24 Stunden nach dem Scanvorgang wurden die auszuwertenden Herzscheiben
(je eine pro Herz) im Rahmen der automatisierten Routinepréparation im Institut fiir
Pathologie der Universitit Wiirzburg in fliissiges, 60 °C heifles Paraffin tiberfiihrt.
Dabei wurden die Préparate durch aufsteigende Ethanollosungen sowie Ethanol-Xylen-
16sungen nochmals entwissert, was zu einer weiteren Schrumpfung des Gewebes
fiihrte. Die Praparate wurden in Paraffinblocke gegossen und auf einer Kélteplatte aus-

gekdihlt.
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Die ca. 0-4 °C kalten Blocke wurden in ein Mikrotom eingespannt. Von jeder der ein-
gebetteten Herzscheiben wurden mindestens 10 Paraffinschnitte mit einer Schichtdicke
von jeweils von 1 pm angefertigt. Ein Paraffinschnitt wurde jeweils auf einen Super-
Frost-Objekttrager aufgebracht und bei Raumluft getrocknet.

Jeweils 2 Paraffinschnitte einer Herzscheibe wurden fiir die Himatoxylin-Eosin-
Farbung (HE) und die Perjodsdure-Schiff-Féarbung (PAS) verwendet. Weitere 3

Paraffinschnitte wurden fiir die Kollagenbestimmung benétigt.

2.5. Histologisch-morphometrische Auswertung

Zur makroskopisch-morphometrischen Beurteilung der Paraffinschnitte mussten
Héamatoxylin-Eosin-Farbungen (HE) angefertigt werden. Diese Methode gilt als
Standardfarbung zur histologischen Begutachtung. Ferner lassen sich durch die gute
Kontrastierung des Gewebes die relevanten links- und rechtsventrikuldren Diameter
suffizient beurteilen.

Die mikroskopisch-morphometrische Auswertung erfolgte an Perjodsédure-Schiftf-ge-
farbten Paraffinschnitten (PAS). Durch diese Methode ist eine gute Abgrenzung der
Zellmembran zum angrenzenden Interstitium (rot) sowie der Zellkerne (blau) zum
entsprechenden Intrazellularraum gewéhrleistet. Dies war fiir die vergleichende
Beurteilung der Myozytenquerschnittsfliche und der Zellkerngréf3e unbedingt
notwendig.

Die jeweiligen Auswertungen wurden computergestiitzt durchgefiihrt.

2.5.1.  Entparaffinisierung

Zunichst wurden die notigen Paraffinschnitte iiber Xylol und absteigende Ethanol-
16sungen (Ethanol 96%, 70% und 50%) entparaffinisiert und in destilliertes Wasser
tiberfiihrt.

2.5.2. Fdarbemethoden

Das Ansetzen der Farbelosungen fiir die HE- und PAS-Féarbung sowie deren Durch-
fiihrung erfolgte entsprechend den Vorgaben des Herstellers (Sigma Diagnostics,

Tabelle 1). Im Anschlufl wurden die Schnitte im Eindeckautomaten eingedeckt.
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2.5.3.  Makroskopisch-morphometrische Auswertung an HE-Schnitten

Die HE-Schnitte wurden mit einer Auflosung von 600 Punkten/Zoll (Pixel/Inch) ein-
gescannt (Epson Expression 1600 an Apple-Macintosh G3) und computergestiitzt aus-
gewertet (Adobe Photoshop, Apple-Macintosh).

Es wurde zunéchst die linksventrikuldre Querschnitts- und Cavumflache (LVA, LVCA;
in mm?) bestimmt. Aus der Differenz konnte die linksventrikldre Muskelquerschnitts-
fliche (LVWA) berechnet werden. Ferner lie sich die rechtsventrikuldre Cavumfliche

bestimmen (RVCA).

Hamatoxylin-Eosin-Fiarbung (HE) Perjodsaure-Schiff-Farbung (PAS)
- Xylol (100%) 10 min.
- Ethanol-Ldsung (96%) 2 min.
- Ethanol-Ldsung (70%) 2 min.
- Ethanol-Ldsung (50%) 2 min.
- Aqua dest. 10 min.
- Perjodséure-Losung 5 min.
- Himatoxylin-Losung 15 min. - Aqua dest. spiilen
- Leitungswasser (flieBend) 15 min. - Schiff’s Reagenz 10 min.
- Eosin-Losung 5 min. - Leitungswasser (flieBend) 10 min.
- Leitungswasser (flieBend) spiilen - Hamatoxylin-Losung 5 min.
- Aqua dest. 5 min. - Leitungswasser (flieBend) 10 min.
- Aqua dest. spiilen
- Ethanol-Ldsung (50%) 2 min.
- Ethanol-Losung (70%) 2 min.
- Ethanol-Losung (96%) 2 min.
- Xylol (100%) 5 min.
- Eindecken

Tabelle 1: Farbeprotokolle der HE- und PAS-Farbung — Die Paraffinschnitte wurden zunachst Uber
Xylol und Ethanollésungen entparaffinisiert und in Aqua dest. tberfiihrt. Es folgte der weitere Ablauf ent-
sprechend dem jeweiligen Protokoll fir HE- bzw. PAS-Farbung. Alle Schnitte wurden schlieBlich nach
aufsteigender Ethanol-Reihe und Xylol-Bad vollautomatisch eingedeckt.
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Des Weiteren erfolgte analog zur echokardiographischen Verlaufsuntersuchung die Be-
stimmung des linksventrikuldren Cavumdurchmessers (LVD), die Dicke der links-
ventrikuldren Hinterwand (PW) und der Vorderwand bzw. des Septums (IVS). Der
LVD wurde als Mittelwert von 4, PW und IVS wurden als Mittelwert von 3 Messungen

(in mm) bestimmt.

2.5.4.  Mikroskopisch-morphometrische Auswertung an PAS-Schnitten

Unter dem Mikroskop (Axiovert 135, Zeiss) wurde das PAS-gefarbte Muskelgewebe
beurteilt. Mit der angeschlossenen Kamera Spot-Insight-Color wurden digitale Auf-
nahmen bei 120facher VergroBerung an verschiedenen Lokalisationen des links-
ventrikuldren Muskelgewebes erstellt. Bei der anschlieBenden computergestiitzten
Auswertung wurden fiir jedes Herz 40 quergeschnittene Muskelzellen mit mittig liegen-
dem Zellkern vermessen (Adobe Photoshop, Apple-Macintosh). Hierbei wurden die
Querschnittsflaichen und die Durchmesser der Herzmuskelzellen sowie die dazu-
gehorigen Zellkerne in pm? bzw. pm bestimmt. Fiir jedes Herz wurde fiir den ent-
sprechenden Parameter der Mittelwert errechnet.

Die Auswertung erfolgte auch hier verblindet fiir den Untersucher.
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Herzentnahme u. Herzpriparation
== Spiilung mit Relaxationspuffer
== Abtrennung der Herzspitze

Herzrumpf

'

Formalin-Fixierung (36-48h)

‘ Herzspitze
Agar-Agar-Einbettung Lagerung bei -80°C
¢ Radioliganden-Bindungs-Assay
Vibratom-Schnitt-Praparation
== Einscannen
der 800um-Scheiben

0 © o
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-= mikroskopisch (PAS-Farbung)

Abbildung 5: Flussdiagramm mit Darstellung des Ablaufs der Herzaufarbeitung. — Die Herzen
wurden nach der Entnahme mit Relaxationspuffer gespiilt. Das apikale Viertel des Herzens wird
abgetrennt, bei —80°C aufbewahrt und schlielich das Gewebe im Radioliganden-Bindungsversuch
ausgewertet. Der Herzrumpf wurde zunachst in Formalin fixiert, in Agar-Agar eingebettet und mit einem
Vibratom in 800 pm-Scheiben geschnitten. Von den ausgewahlten Herzscheiben wurden nach
verschiedenen Fixierungsstufen Paraffinschnitte anfgefertigt, welche einerseits zur
spektrophotometrischen Kollagenbestimmung andererseits fiir die morphometrische Auswertung mit Hilfe
verschiedener Farbemethoden verwendet wurden.
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2.6. Spektrophotometrische Kollagenbestimmung an Paraffinschnitten

Die Bestimmung des Kollagens erfolgte nach einer modifizierten Methode von Lopez-
De Leon et al. an 1 pm dicken Paraffinschnitten [/27]. Da die Anfertigung von
Paraffinschnitten auch im Rahmen der morphometrischen Auswertung notwendig war
ist diese Methode als sehr sinnvolle Ergdnzung anzusehen.

Durch Messung der Extinktion der ausgewaschenen Farbstoffe Sirius-Rot und Fast-
Green-FCF lésst sich der Anteil von Kollagen I-III am Gesamtproteingehalt ermitteln

und die Frage eines verdnderten Kollagenanteils im Gewebe beurteilen.

Sirius-Rot bindet spezifisch an die verschiedenen Arten von Kollagen und hat seine
maximale Absorption bei A= 540 nm. Die gemessene Extinktion bei dieser Wellenlédnge
verhélt sich proportional der vorhandenen Menge an Kollagen im Gewebe.
Fast-Green-FCF hat eine maximale Absorption bei A= 605 nm, zeigt allerdings bei 540
nm im Absorptionsspektrum eine sog. Schulter. Die Absorption bei 540 nm verhélt sich
mit 29,1% proportional der Absorption bei 605 nm. Folglich muf3 dieser Anteil bei der
Bestimmung der reinen Extinktion von Kollagen entsprechend beriicksichtigt werden.
Der verwendete Farbstoff Sirius-Rot bindet spezifisch an Kollagen I-III wohingegen
Fast-Green-FCF unspezifische Gewebsproteine farblich markiert. Schlie8lich kann aus
der Relation der im Gewebe gebundenen Farbstoffe die Konzentration von Gesamt-
protein und Kollagen bestimmt werden.

Fiir jedes Herz wurden 3 Paraffinschnitte vergleichbarer Herzscheiben (1 Schnitt pro
Objekttrager) entparaffinisiert und zunéchst in destilliertes Wasser iiberfiihrt. Die
Objektriager wurden bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten getrocknet. Anschlie3end
wurden diese in Objekttridgerinkubationsschalen iiberfiihrt und jeweils mit 2 ml Farb-
stofflosung (0,1% Fast-Green-FCF und 0,1% Sirius-Rot in gesittigter Pikrinséure) fiir
45 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Riittler inkubiert. Es folgte ausfiihrliches
Spiilen mit destilliertem Wasser zum Entfernen ungebundener Farbstoffriickstéinde aus
den Gewebsschnitten. Die Objekttrager wurden wieder fiir 10 Minuten bei Raum-
temperatur getrocknet. Durch die Farbstoffe Sirius-Rot und Fast-Green-FCF war es zu
einer deutlich sichtbaren Anfarbung der Herzschnitte gekommen.

Durch die Inkubation mit 1 ml der Entfarbungslésung (1:1-Losung von 0,1N NaOH und
100% Methanol) je Schnitt fiir ca. 3 Minuten auf dem Riittler wurden die Farbstoffe

wieder aus dem Gewebe eluiert. Von den Farbstofflosungen der jeweiligen Objekttréger
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(a) E[Kollagen] = E[540nm] - 0,291 ® E[605nm]
E[unspAProtein] - E[605nm]

E[Kolla en]
()  Mioliagen) = ———— 01000 [ug/Schnitt]
38,4
E[uns .Protein]
M[unsp.Protein] = —mr ® 1000 [HQ/SChnltt]
o
M[Kollagen]
(C) K[Kollagen] = [“g/mg]
M[Kollagen] + M[unsp.Protein]

Abbildung 6: Berechnung der reinen Kollagenextinktion aus den spektrophotometrisch gemessenen
Extinktionen bei 605 und 540nm sowie der daraus ermittelten Menge an Kollagen und unspezifischem
Protein und der Kollagenkonzentration nach Lopez-de Leon und Rojkind [727].

(a) Sirius-Rot bindet spezifisch an Kollagen I-lll und besitzt eine maximale Absorption bei 540nm, Fast-
Green-FCF bindet an unspezifisches Protein und besitzt ein maximale Absorption bei 605nm (Eunsp.protein])-
Da Fast-Green-FCF zusatzlich eine signifikante ,Absorptionsschulter” bei 540nm besitzt und diese in fixer
Relation (29,1%) zur Extinktion bei 605nm steht muR dies bei der Ermittlung der reinen Extinktion fur
Kollagen berticksichtigt werden (Eikoliagen;)- (b) und (c) Mit Hilfe der von Lopez-De Leon und Rojkind
ermittelten Farbkoeffizienten fir Kollagen (38,4) und unspezifisches Protein (2,08) ist es mdglich die
Menge an Kollagen (Moliagen;) Und unspezifischem Protein (Munsp.protein) j& Schnitt zu bestimmen. Des
weiteren lasst sich daraus die Kollagenkonzentration bezogen auf die Gesamtproteinmenge bestimmen
(Kikotlagen]) Die Farbkoeffizienten sind als optische Dichte pro mg Kollagen (korrigiert) bzw. unspezifisches
Protein bei 540 bzw. 605nm zu verstehen.

wurden anschlieend jeweils 200 ul in Mikrotiterplatten (NUNC-Maxisorb) pipettiert.
Die Bestimmung der Extinktion erfolgte in einem Spektrophotometersystem fiir ELISA-
Platten (SpectraMAX) bei einer Wellenldnge von 540 und 605 nm. Aus dem dreifachen

Ansatz wurde schlielich je Herz der Mittelwert bestimmt.
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2.7. Radioligandenbindungs-Assay

Das eingefrorene Gewebe der Herzspitze wurde fiir die Radioligandenbindungsversuche
verwendet. Hierbei sollte mit dem nichtselektiven, radioaktiv markierten 3-Rezeptor-
antagonisten '’ Tod-Cyanopindolol ('*’ICYP) sowie den nicht markierten f;-selektiven
und -nichtselektiven Antagonisten (CGP20712A bzw. L-Propranolol) nachgewiesen
werden, ob es im Rahmen des Immunisierungsversuchs zu einer quantitativ wie
Subtyp-spezifisch relativ verdnderten Expression von [B-Rezeptoren in der Zellmembran
der Kardiomyozyten gekommen war. Durch die jeweils gebundene bzw. nicht

125

gebundene Menge “ICYP konnte die Konzentration von 3;-/B,-Adrenozeptoren in der

kardialen Membranpriparation errechnet werden.

L-Propranolol ist ein hochaffiner aber nichtselektiver Rezeptorantagonist fiir 3;- und -
Rezeptoren (Ky4-Wert 1,8 bzw. 0,8). Er wurde zur Bestimmung der unspezifischen Bin-
dung von '*ICYP verwendet. Die Affinitit von L-Propranolol fiir B-Adrenozeptoren ist
héher als die von '*’ICYP.

CGP20712A ist ein hochselektiver ;-Rezeptorantagonist. Bei niedrigen
Konzentrationen bindet die Substanz zunichst nur an den [3;-Rezeptor-Subtyp, mit zu-
nehmender Konzentration werden auch ,-Rezeptoren blockiert. Ausgehend von einem
»two-site binding model* zeigt CGP20712A mit seinen unterschiedlichen Affinitéten zu
Bi-und B,-Rezeptoren (Kg-Wert 4,7 bzw. 4046) in der nichtlinearen Regressionsanalyse
bei Bindungsassays mit '’ICYP ein biphasisches Bindungsverhalten. Durch diese
Eigenschatft ist auch eine quantitative Differenzierung von ;- und ,-Adrenozeptoren
im untersuchten Gewebe moglich.

Ferner lasst sich aus dem Ergebnis indirekt ein Nachweis fiir die Effekte von (indu-
zierten) B;-ECy-Antikdrpern auf die Expression von f3;-Rezeptoren in vivo fiihren.

Die Zusammensetzung der angesetzten Pufferlosungen ist in Tabelle 2 dargestellt.
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Homogenisierungspuffer: 10 mM HEPES (pH 7,5)
10 mM MgCl,
2mM EDTA
0,4 M KCl1
0,2 mM PMSF
5 pg/ml Leupeptin
1,5 mM Benzamidin
200 U/ml Aprotinin
2 ug/ml Pepstatin A

Resuspensionspuffer: 32 mM HEPES (pH 7,5)
80 mM NacCl
4 mM EGTA
4 mM EDTA
12,5 mM MgCl,
5 ng/ml Leupeptin
1,5 mM Benzamidin
200 U/ml Aprotinin
2 pg/ml Pepstatin A

Bindungspuffer: 50 mM TRIS-Puffer (pH 7,4)
10 mM MgCl,

Tabelle 2: Zusammensetzung der verwendeten Pufferlosungen beim Radioligandenbindungsassay.

2.7.1.  Aufbereitung und Homogenisierung des Herzgewebes

Das Herzspitzengewebe (-80 °C) wurde auf Eis (4 °C) aufgetaut und fiir jedes Herz
etwa 50 mg Herzgewebe auf Eis (4 °C) prapariert; daraus resultierten letztlich ca. 1,5-3
mg Membranprotein.

Die mechanische Zerkleinerung des Gewebes erfolgte zundchst mit Hilfe einer feinen
Schere in Homogenisierungspuffer. Mit einem Ultra-Turrax wurde das Gewebe 3 bis 4
mal kurz (d.h. je 7-10 Sek.) in 500 pl Homogenisierungspuffer weiter zerkleinert. Im
Anschluss ruhte die Losung fiir 10 Minuten bei 4 °C. Anschlieend wurde die
Membranlosung fiir 10 Minuten bei 4 °C und 4000 rpm zentrifugiert; hierbei
sedimentieren im wesentlichen Zellkernbestandteile. Der Uberstand wurde in
Zentrifugenrdhrchen pipettiert und in einer Ultrazentrifuge fiir 30 Minuten bei 4 °C und
50000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand, der dem Zytosol entspricht, wurde abpipettiert.
Das Sediment, die Zellmembranbestandteile, wurden mit 100 pl Resuspensionspuffer

resuspendiert, die Rohrchen ebenfalls mit 100 pl der gleichen Losung gespiilt. Eine er-
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neute Homogenisierung der Membranen erfolgte in einem Douncer unter Zusatz von

100 ul Homogeniesierungspuffer.

2.7.2.  Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration in der Membranpréparation wurde mittels der Amido-
Schwarz-Methode von Dieckmann-Schuppert ef al. bestimmt, da hierzu nur geringe
Mengen der Membranproteinlésung notig waren [54].

Auf 1 x 1 cm grofBen Zelluloseacetat-Pléttchen wurden jeweils 10 pl Proteinlosung
pipettiert. Nach 15 Minuten Trocknen bei Raumtemperatur wurden die Pléttchen in die
Férbelosung (0,5% Amido Schwarz 10B, 45% Methanol, 45% destilliertes Wasser, 10%
Essigsaure) fiir weitere 10 Minuten tiberfiihrt. Es folgte dreimaliges Waschen in der
Waschlosung (47,5% Methanol, 47,5% destilliertes Wasser, 5% Essigsdure) fiir jeweils
5 Minuten. Die Pldttchen wurden bei Raumtemperatur fiir weitere 5 Minuten ge-
trocknet. Jedes Plittchen wurde in 2 ml-Reaktionsbehalter iiberfiihrt und jeweils mit 1
ml Entfarbelosung (80% Ameisensdure, 10% Essigsdure, 10% Trichloressigsdure) bei
Raumtemperatur fiir 30 Minuten auf einem Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurde die
Extinktion der jeweiligen Losungen bei 620 nm im Spektrophotometer ermittlelt.

Mit Hilfe der Extinktionswerte einer BSA-Standardldsung mit unterschiedlichen
Proteinkonzentrationen (0;1;3;5;7;8;10;15;20ug pro 10ul) wurde aus den gemessenen
Extinktionswerten der Herzmembran-Proteinldsungen die einzelne Konzentration be-
rechnet und danach mit Homogenisierungspuffer auf die im weiteren Verlauf ver-
wendete einheitliche Membranproteinkonzentration von 0,7 pg/ul verdiinnt. Die
Konzentration der verschiedenen Membranproteinlosungen lagen vor der Verdiinnung

zwischen 4 und 13 pg Protein pro pl Losung.

40



Bindungs- Konzentration Konzentration Volumina/Pipettierablauf
cinteilung %510d-Cyano- B-Rezeptor-
pindolol antagonist
(‘*ICYP)
100 pl TRIS-Puffer
Maximale Bindung 70 pM ) 50 ul 5\1/)11;176211 rotein
(TB) 200 pM K P
50 pl 'BICYp
50 pl TRIS-Puffer (pH 7,8)
et I R et
UB) g 200 pM 5 mM K p
50 ul PICYP
CGP20712A 50 ul TRIS-Puffer (pH 7,8)
1 nM 50 ul Membranprotein
. . 5nM 50 pl CGP20712A (in
sBchilZi 5; unter- 30 nM jew. Konzentration)
Konzentrationen 70pM 0.3 uM 1 125
von CGP207124 0.5 uM 0 Icyp
1 uM
3uM
16 uM

Tabelle 3: Pipettierschema des Radioligandenbindungsassays an Rattenherzmembranen. — 35 ug
Membranprotein der Herzspitze wurden mit 200 pmol/l "BICYP zur Bestimmung der absoluten f-
Adrenorezeptorenzahl inkubiert; die unspezifische Bindung wurde durch Zugabe von 5 mmol/l L-
Propranolol bestimmt. Zur quantitativen Bestimmung der B4- und P.-Rezeptorsubtypen wurden 35 ug
Membranprotein mit 70 pmol/l '|CYP bei unterschiedlichen Konzentrationen des B1-selektiven
Rezptorblockers CGP20712A inkubiert. Die angebenen Konzentrationen beziehen sich auf das End-
volumen von 200 pl je Probe.

2.7.3.  Radioligandenverdringungs-Assay

Fiir jede Probe wurden 35 pg Membranprotein in 50 pl verwendet bei dreifachem
Probenansatz. Die Pipettierung in die Messrohrchen erfolgte auf Eis. Die Rezeptor-
antagonisten-Losungen wurden 4fach konzentriert angesetzt bei einem Probenend-
volumen von 200 ul. Die Zugabe des '*’ICYP zu den Proben erfolgte in den ent-
sprechend ausgewiesenen Radioaktiv-Rédumen.

Die maximale Bindung von '*’Tod-Cyanopindolol (2200 Ci/mmol; NEN) wurde bei 200

und 70 pM bestimmt. Die unspezifische Bindung von '**

ICYP an die Membranproteine
wurde durch Inkubation mit 5 mM L-Propranolol ermittelt (Tabelle 3).

Zur Bestimmung der Expression von ;- und 3,-Rezeptoren im Herzgewebe wurde die
Bindung von 70 pM '*’ICYP bei unterschiedlichen Konzentrationen von CGP20712A
(1 nM, 5nM, 30 nM, 0,3 uM, 0,5 uM, 1 uM, 3 uM, 16 uM und 4 mM) bestimmt

(Tabelle 3).
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Die Losungen in den Reagenzrohrchen wurden kurz durchmischt und fiir 90 Minuten
bei 25 °C im Wasserbad inkubiert. Durch Zugabe von 4 °C kaltem, 0,05 M TRIS-HCI-
Puffer (pH 7,5) in die R6hrchen wurde die Reaktion gestoppt. Es folgte rasches
Filtrieren (Whatman GF/C) des Rohrcheninhalts iiber eine Vakuumabsaugvorrichtung
sowie mehrmaliges Spiilen der R6hrchen mit 0,05 M TRIS-Puffer zur Entfernung des
ungebundenen '“ICYP. Die filtergebundene Radioaktivitit wurde im Gammacounter
gemessen.

Aufgrund des jeweils gebundenen bzw. nicht gebunden '*ICYP-Anteils bei den unter-
schiedlichen Antagonistenkonzentrationen konnte die Konzentration von -Adreno-
zeptoren im kardialen Mempranprotein errechnet werden. Mittels computergestiitzter
nichtlinearer Regressionsanalyse wurde aus dem biphasischen Verlauf der Bindungs-
kurve von CGP20712A zwischen B;- und ,-Rezeptoren differenziert und die relativen

Anteile berechnet.

2.8. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte computergestiitzt mit dem Programm GraphPad
Prism (GraphPad Software Inc.). Ein p < 0,05 wurde als signifikant gewertet.

Die Ergebnisse der echokardiographischen Verlaufsuntersuchungen der drei
Versuchstiergruppen wurde mittels ,,repeated-measures*-Varianzanalyse (ANOVA)
gestestet, gefolgt von einem Bonferroni-post-hoc-Test auf Gruppenunterschiede im
Verlauf.

Die Parameter der Herzkatheteruntersuchung sowie der histologisch-morphometrischen
Untersuchungen wurden mittels ungepaartem Student-t-Test auf signifikante Unter-

schiede getestet.
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C. ERGEBNISSE

1. Echokardiographie

Im Verlauf der 15 Monate des Immunisierungsversuchs erfolgten insgesamt 6 echo-
kardiographische Untersuchungen der Lewisratten (Abb. 2).

Ein Tier der NaCIl-Gruppe (Ratte 30) starb am Tag der 2. Ultraschallkontrolle aufgrund
der Verletzung eines groBeren peritonealen BlutgefiaB3es durch die Narkoseinjektion.
Die statistische Beurteilung der tiber den Verlauf von 15 Monaten gewonnenen Para-
meter aller drei Versuchstiergruppen wurde nach ,,repeated-measures‘‘-Varianzanalyse

(ANOVA) mittels Bonferroni-post-hoc-Analyse durchgefiihrt.

1.1. Intra- und Interobserver-Variabilitét

Die Auswertung der digitalisierten Bilder wurde wie beschrieben ,,online*, also am
Echogerit wihrend der Untersuchung sowie ,,offline* durchgefiihrt.

Die Intraobserver-Variabilitdt im Rahmen der ,,online- und ,,offline“-Auswertung lag
fiir den M-Mode bei 1,7%, fiir die Doppleruntersuchung bei 2,1%.

Die Interobserver-Variabilitdt wurde ausschlieBlich fiir die ,,offline“-Auswertung er-
hoben. Sie ergab fiir den M-Mode 3,2% und fiir den Doppler 4,5%.

Da sich die Intra- als auch die Interobserver-Variabilitdt nicht signifikant unterschieden,

wurde im Weiteren auf eine entsprechende Differenzierung der Parameter verzichtet.

1.2. M-Mode-Untersuchung

Echokardiographisch war nach 9 Monaten Immunisierung mit dem (3;-ECy-Antigen
eine signifikante Erweiterung des linken Ventrikels der immunisierten Tiere nachzu-
weisen. Im weiteren Verlauf trat diese Differenz immer deutlicher hervor, wieder-
gespiegelt in einem signifikanten Anstieg des LVES und des LVED (Abb. 6). Damit
einhergehend war bei den 3,-Tieren eine deutliche Zunahme der errechneten links-
ventrikuldren Masse ab der 5. Echokontrolle nachweisbar (p < 0,0001). Im Mittel wurde
die LV s in der letzten Untersuchung fiir die B;-Gruppe auf 1,48 + 0,07 g und fiir
beide Kontrollgruppen auf 1,23 + 0,09 g bestimmt. Beziiglich der Dimensionen der
Herzhinterwand (LVPW) sowie des interventrikuldren Septums (IVS) waren im Verlauf

keine signifikanten Differenzen zwischen den Versuchstiergruppen nachzuweisen.
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Als Ausdruck einer beginnenden systolischen Kontraktionsstérung war die Ver-
kiirzungsfraktion (FS) nach 12 Monaten bei den ;-Rattten ebenfalls signifikant redu-
ziert (B-Rattten in Relation zu den jeweiligen Kontrolltiergruppen p < 0,05 nach 12
Monaten; Abb. 7a).

w
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--a-- LVED NaCl

—a—LVES [4-EC,
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Abbildung 6: M-Mode-Auswertung der echokardiographischen Verlaufskontrolle. — Darstellung der
,offline“-Auswertung an digitalisiert gespeicherten Bildern mit Bestimmung des LVED und LVES nach 15
Monaten Immunisierung bei mit (a) B1-ECy-Antigen immunisierten Lewis-Ratten und mit (b) Kochsalz be-
handelten Tieren. (c) Bereits nach 9 Monaten zeigte sich eine signifikante Erweiterung der links-
ventrikularen Diameter (LVES, LVED) bei den B1-Ratten, was im weiteren Verlauf noch deutlicher sichtbar
wurde. Die statisitische Auswertung wurde mittels ANOVA- und Bonferroni-post-hoc-Analyse durchgefihrt
(Mittelwert=SEM; **p < 0,01, ***p < 0,001).
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1.2. Doppler-Untersuchung

Die Dopplerkontrollen zeigten iiber den Versuchszeitraum von 15 Monaten ab der 5.
Untersuchung einen signifikanten Abfall der Herzleistung bei den Ratten der [3;-
Gruppe. Dies spiegelt sich entsprechend im korpergewichtsbezogenen Herzindex (CI)
wieder (p < 0,05 nach 12 Monaten Immunisierung, p < 0,01 nach 15 Monaten; Abb.
7¢).

Das Herzzeitvolumen (HZV) der ;-Tiere war bei vergleichbar hoher Herzfrequenz
(HF) in den letzten zwei Dopplerkontrollen reduziert; der Unterschied war statistisch
signifikant (p < 0,05 nach 12 Monaten, p < 0,01 nach 15 Monaten; Abb. 7b und c).
Die maximalen Flussgeschwindigkeiten im linksventrikuldren Ausflusstrakt (VmaxAo)
zeigte im Verlauf keine signifikanten Verdnderungen in allen Versuchstiergruppen. Sie
lag im Mittel bei 0,76 m/s bei den 3;-Ratten, fiir die GST- bzw. NaCl-Tiere bei 0,78
bzw. 0,80 m/s.
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Abbildung 7: Auswertung der M-Mode- und Doppleruntersuchungen — (a) Die regionale Ver-
kirzungsfraktion (FS), bestimmt aus dem LVED und dem LVES im M-Mode, war bei den B4-Tieren nach 9
Monaten Immunisierung reduziert, stellte sich aber im Vergleich zu den Kontrollgruppen (GST und NaCl)
erst in der 5. und 6. Untersuchung als statistisch signifikant dar. (b) Die mit zunehmendem Alter auf-
tretende Reduktion der Herzfrequenz (HF) im Verlauf zeigte sich bei allen Versuchsgruppen, signifikante
Differenzen zwischen den Gruppen waren nicht nachweisbar. (c) Als Ausdruck einer abnehmenden Herz-
leistung war der korpergewichtsassoziierte Herzindex (Cl) 12 und 15 Monate nach Immunierungsbeginn
bei den B4-Tieren deutlich reduziert.

Statistische Auswertung durch ,repeated-measure“-ANOVA und Bonferroni-post-hoc-Analyse (Mittel-
wert+SEM; *p < 0,05, **p < 0,01).
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2. Herzkatheteruntersuchung

Nach 15 Immunisierungsmonaten erfolgte 3 Tage nach der Abschluss-Echokardio-
graphie die Linksherzkatheteruntersuchung der 34 Lewis-Ratten jeweils in Kurz-
narkose. Im Anschlufl daran wurde {iber den Katheter die Blutentnahme und die
kontrollierte Entblutung durchgefiihrt; anschlieBend wurden die Herzen entnommen.
Da die GST- und NaCl-Versuchstiergruppen in der Auswertung der aufgezeichneten
Parameter keine signifikante Differenz aufwiesen wurden sie als Kontrolltiergruppe
statistisch zusammengefasst.

Die Auswertung der digital aufgezeichneten Parameter ergab eine signifikante Re-
duktion der linksventrikuldren Funktion bei 3;-ECy-immunisierten Tieren. Bei gleicher
Herzfrequenz war der linksventrikuldre Druck (LVSP) bei den 3;-Ratten signifikant
reduziert. Dies zeigte sich auch in den Parametern fiir die Kontraktilitdt und die Re-
laxation des linken Ventrikels; im Mittel waren diese Parameter im Vergleich zu den
Kontrolltieren um den nahezu identischen Absolutwert vermindert (p < 0,001; Tabelle
4).

Der enddiastolische linksventrikuldre Fiillungsdruck (LVEDP) war bei dieser Ver-

suchstiergruppe tendenziell erhoht; der Unterschied war allerdings nicht statistisch

signifikant.
Kontrollen (N=19) B1-ECy (N=15) P-Wert
Herzfrequenz, HF [S/min] 209 £5 205+£3 n.s.
LVSP [mmHg] 127,223 119,0 + 0,9 <0,05
LVEDP [mmHg] 11,9+ 1,9 149+ 1,4 n.s.
Kontraktilitat, +dP/dtimax 5025 + 145 4057 + 104 <0,001
[mmHg/s]
Relaxation, -dP/dt . 4685 + 173 3617 + 142 <0,001
[mmHg/s]

Tabelle 4: Ergebnisse der Linksherzkatheteruntersuchung von Lewisratten nach 15 Monaten Immuni-
sierung mit B¢-ECy-Antigen (B1-ECy-Ratten, N=15) bzw. GST-Antigen bzw. Kochsalz (=Kontrolltier-
gruppen, zusammen N=19).

LVSP= linksventrikularer systolischer Druck; LVEDP= enddiastolischer linksventrikularer Fillungsdruck
(Mittelwert=SEM)
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3. Herzgewicht

Hinsichtlich des Korpergewichts zeigten die Versuchstiergruppen keine statistisch
signifikanten Differenzen (f;-Tiere 502,2 + 6,8 g, Kontrolltiere 513,1 + 6,8 g).

Das Herzgewicht (Nassgewicht, HG) der mit 3;-ECy-Antigen immunisierten Tiere lag
nach 15 Immunierungsmonaten mit 1377 £ 25 mg jedoch deutlich hoher als bei den
Kontrollratten (1285 £ 21 mg; p < 0,01). Noch deutlicher wurde dieser Unterschied bei

Bestimmung des relativen korpergewichtskorrigierten Herzgewichts (p < 0,001; Abb.
8).

3.0- 2 5% zzz: Kontrolltiere

W Beta-EC,-Tiere

2

Herzgewicht, Herzgewichtsindex,
[g] [mg/g]

Abbildung 8: Absolutes und relatives Herzgewicht (Herzgewichtsindex) nach 15 Monaten
Immunisierung — Das absolute Herzgewicht lag nach 15 Immunisierungsmonaten bei den mit B41-ECy-
Antigen immunisierten Tieren (N=15) signifikant hdher als bei der Kontrolltiergruppe (N=19); noch
deutlicher kam dies beim relativen Herzgewicht zum Tragen (*p < 0,01; **p < 0,001; Mittelwert+SEM).
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4. Histologisch-morphometrische Beurteilung von Herzgewebe an

Paraffinschnitten

Die Herzen der 34 Lewis-Ratten wurden im Anschluss an die Herzkatheteruntersuchung
entnommen und zundchst in 10%-PBS-gepuffertem Formalin fiir mindestens 48
Stunden fixiert. Es folgte die Priparation der Herzen am Vibratom mit Anfertigung von
800 um dicken Gewebescheiben und die erneute Inkubation in gepuffertem Formalin.
Zur morphometrischen Auswertung wurden die 800 um-Scheiben computergestiitzt
ausgewdhlt, die einer anatomischen Region 2-3mm unterhalb der Mitralklappe
entsprachen. Diese Scheiben wurden anschlieBend in Paraffin {iberfiihrt und hiervon
mittels Microtom 1 pum-Schnitte angefertigt.

Durch dieses Priparationsverfahren war es moglich, die gleiche anatomische Region der
Rattenherzen miteinander zu vergleichen.

Da die ermittelten Parameter zwischen den Kontrolltiergruppen (GST- und NaCl-
Gruppe) keine signifikanten Unterschiede aufwiesen, wurden diese Gruppen als

Kontrollgruppe zusammengefasst (N=19).

4.1. Makroskopisch-morphometrische Auswertung an HE-Schnitten

Diese Untersuchung wurde an HE-gefarbten Paraffinschnitten der jeweils ausgewihlten
Herzscheibe vorgenommen. Die HE-Schnitte wurden anschlieBend eingescannt und
digital ausgewertet (Adope Photoshop auf Apple Macintosh G3; Abb. 9).

Zur Bestimmung der kardialen Wand- und Cavumflichen wurde zunichst die links-
ventrikuldre Muskelfliche (LVWA) aus der Differenz von linksventrikulirer Quer-
schnitts- und Cavumfldache (LVA, LVCA) sowie die rechtsventrikuldre Kavumfliache
(RVA) ermittelt.

In Anlehnung an die echokardiographische M-Mode-Bildgebung erfolgte die computer-
gestlitzte Beurteilung der Diameter und Wanddicken des linken Ventrikels. Der Mittel-
wert des LVD ergab sich hierbei aus den beiden senkrechten und schriagen Durch-
messern des linken Ventrikels; fiir die mittlere Dicke der linksventrikuldren Hinter- und
Vorderwand sowie die Septumdicke wurden je drei Messungen durchgefiihrt (Abb. 9).
Bereits in der exemplarischen Ubersichtsdarstellung ist eine deutliche VergroBerung des
linken Ventrikels der mit 3;-ECy-Antigen immunisierten gegeniiber den Kontrolltieren

(GST- und NaCl-Gruppe) zu erkennen (Abb. 9).
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Abbildung 9: Makroskopisch-morphometrische Auswertung von HE-gefdarbten Paraffinschnitten
der mit B+-ECy-Antigen immunisierten Tiere und der Kontrolltiere (1,5fache VergroRerung) — Computer-
gestutzte Messung des interventrikuldren Septums (IVS), der linksventrikuldren Hinterwand (HW) und des
linksventrikularen Kavumdurchmessers (LVD). Zusatzlich wurden linksventrikulare Querschnitts- und
Cavumflache (LVA, LVCA) ermittelt; aus der Differenz wurde die linksventrikuldre Muskelquerschnitts-
flache bestimmt (LVWA). Des Weiteren wurde die rechtsventrikulare Cavumflache bestimmt zur Be-
urteilung einer maoglichen Beteiligung des rechten Ventrikels.

LVA und die LVCA waren bei den 3;-Ratten signifikant gréBer, beziiglich der ab-
soluten LVWA zeigte sich zwischen den Versuchstiergruppen jedoch kein signifikanter
Unterschied. Entsprechend war dann das Verhéltnis von LVWA zu LVA bei den f3;-
Tieren deutlich reduziert (p < 0,001). Beziiglich der RVCA ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb. 10, Tabelle 5).

Die Auswertung der linksventrikuldren Diameter und Wanddicken unterstreicht die Er-
gebnisse der Flichenauswertung.

Wie die linksventrikuldre Cavumfldche war auch der linksventriuldre Cavum-
durchmesser (LVD) bei den ;-Tieren signifikant gréer (p <0,0001). Die absoluten
Messwerte von linksventrikuldrer Hinterwand (HW) und interventrikuldrem Septum
(IVS) waren bei den mit B;-ECy-Antigen immunisierten Versuchstieren deutlich kleiner

als bei den Kontrolltieren (p < 0,05; Tabelle 5).
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Abbildung 10: Graphische Darstellung der makroskopisch-morphometrischen Untersuchung an
HE-Schnitten. — Der linke Ventrikel zeigt sich bei den Bs4-Ratten nach 15 Monaten Immunisierung
signifikant vergréRert mit Erweiterung des linksventrikularen Cavums (LVCA bzw. LVD) bei nahezu gleich-
bleibender Muskelquerschnittsflache (LVWA). Daraus erklart sich die signifikante Verringerung der Re-

lation von linksventrikularem Muskelquerschnitt (LVWA) zur linksventrikularen Gesamtflache.
(***p < 0,0001; Mittelwert+SEM)

Zusammenfassend stellt sich bei den 3;-Tieren eine deutliche Dilatation des linken

Ventrikels dar, bedingt durch eine Zunahme der Innenfldche des linksventrikuliren

Cavums bei gleichzeitiger Abnahme der relativen und absoluten linksventriuldren

Wanddicken. Hinsichtlich des rechten Ventrikels ergaben sich keine Unterschiede

zwischen den Versuchstiergruppen (Tabelle 5).
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Kontrollen (N=19) B,-ECy (N=15) P-Wert
LVA [mm?] 76,3+ 1,1 81,5+£2,1 <0,05
LVCA [mm?] 27,8+0,7 34,4+0,9 <0,0001
LVWA [mm?] 48,5+0,9 47,1+1,3 n.s.
Relation LVWA/LVA [%] 63,6 £ 0,63 57,8+0,5 <0,0001
RVCA [mm?] 8,52+0,51 9,67 +0,61 n.s.
LVD [mm] 5,68 £ 0,09 6,42 £ 0,11 <0,0001
HW [mm] 1,91 £0,03 1,77 £ 0,03 <0,05
IVS [mm] 1,81 £0,02 1,70 £ 0,02 <0,05

Tabelle 5: Ergebnisse der makroskopisch-morphometrischen Auswertung an HE-gefarbten 1 um-
Paraffinschnitten — Die entsprechenden Abklirzungen der bestimmten Parameter sind in Abbildung 9 dar-
gestellt. (MittelwertexSEM)
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4.2. Mikroskopisch-morphometrische Auswertung an PAS-Schnitten

Fiir die Auswertung wurden PAS-geférbte Paraffinschnitte des Herzens verwendet.

Die Schnitte wurden unter dem Mikroskop (Zeiss Axiovert 135) mit angeschlossener
Spot-Insight-Color-Kamera (Visitron-Systems) bei 120-facher VergroBerung
untersucht. Beurteilt wurde die Querschnittsfliche der Herzmuskelzellen und des
entsprechenden Zellkerns (in pm?) jeweils im Bereich der Herzvorder- und -hinterwand,
des Septums sowie des rechten Ventrikels (Abb. 11). Pro Paraffinschnitt und Bereich
wurden computergestiitzt die Mittelwerte von jeweils 20 Muskelzellen bzw. Zellkernen

bestimmt.

Kntrolle

‘e

(Y. 2l
s kY

Abbildung 11: Histologisch-morphometrische Auswertung an PAS-gefarbten 1pm-Paraffin-
schnitten. - Je Versuchstierherz wurden am Mikroskop Ubersichtsaufnahmen bei 50facher VergroRerung
(a2 und c) aus den anatomischen Bereichen der Vorder- und Hinterwand, des Septums und des rechten
Ventrikels angefertigt.

Die GréRe der Myozyten und der entsprechenden Nuclei erfolgte computergestiitzt bei 120-facher Ver-
groRerung (in um?) von 20 quergeschnittenen Myozyten je Paraffinschnitt (b und d, ausgewertete Zellen
sind grau unterlegt).
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Im Vergleich zwischen B;-ECj-immunisierten Tieren und Kontrollen (GST u. NaCl-
Gruppe) zeigte sich die Querschnittsfliche der Muskelzellen nicht signifikant unter-
schiedlich. Beziiglich Zellkerngro3e und Relation von Nucleus- zu Myozytengrofe (in
Prozent, %) ergaben sich in der ;-Gruppe deutlich erhhte Messwerte (jeweils p <
0,05; Tabelle 6, Abb. 12).

Bei keinem Versuchstier fanden sich im Myokard Hinweise auf ein entziindliches Ge-

schehen oder deutliche fokale Infiltrate.

Kontrollen (N=18) Bi-ECi (N=15) P-Wert
Myozytengrofle [pm?] 606,5 +31,8 603,7 +28,2 ns.
NucleusgroBe [pum?] 36,90 + 1,73 45,70 +2,52 <0,05
Nucleus/Myozyten- 6,82+ 0,16 7,56 0,23 <0,05
Relation [%]

Tabelle 6: Ergebnisse der computergestiitzten histologisch-morphometrischen Auswertung an
PAS-gefarbten 1 ym-Paraffinschnitten (MittelwerteSEM).
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Abbildung 12: Histologisch-morphometrische Auswertung der Myozyten. — Der Myozytenquerschnitt
zeigte sich beim Vergleich der Versuchstiergruppen nicht signifikant different (Balken links). Allerdings
erwiesen sich sowohl die Nuclei als auch das Verhaltnis von Nucleus- zu Myozytenquerschnitt bei p1-
Tieren gegeniiber den beiden Kontrolltiergruppen (GST- und NaCl-Tiere) als deutlich vergroRert (*p <
0,05; Balken mitte und rechts). (MittelwertezSEM)
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5. Spektrophotometrische Kollagenbestimmung an Paraffinschnitten

Die Beurteilung des Kollagengehaltes der Herzgewebe erfolgte an Paraffinschnitten wie
von Lopez-De Leon et al. beschrieben [/27]. Die Schnitte wurden nacheinander mit
zwei verschiedenen Pikrinsdure-Farbstofflosungen (Sirius-Rot und Fast-Green-FCF) in-
kubiert. Die im Gewebe gebundenen Farbstoffe wurden eluiert und die Menge
spektrophotometrisch bestimmt.

Mit Hilfe der von Lopez-De Leon ef al. ermittelten Koeffizienten im Rattenherzgewebe
fiir Kollagen (38,4) und unspezifisches Gewebsprotein (2,08) wurden die Extinktionen
fiir Kollagen bzw. Gewebsprotein in ug pro Schnitt bzw. die Kollagenkonzentration in

Abhingigkeit vom Gesamtproteingehalt bestimmt.

Kontrollen (N=19) B1-ECy (N=15)
Extinktion Kollagen 0,057 £ 0,003 0,054 £ 0,002
Extinktion Gewebsprotein 0,219 + 0,008 0,226 £ 0,005
Kollagengehalt [pug/Schnitt] 1,47 £ 0,07 1,41 £ 0,06
Gewebsproteingehalt [pg/Schnitt] 106,92 + 3,68 107,89 £2,47
Kollagen/Gewebsprotein [pg/g] 13,86 £ 0,53 13,20 £ 0,59

Tabelle 7: Spektrophotometrischen Kollagenbestimmung an 1 pm-Paraffinschnitten von Rattenherzen
nach Lopez-De Leon et al.— Entsprechend der Farbkoeffizienten fur Fast-Green-FCF und Sirius-Rot er-
folgte die Berechnung des Kollagen- und Gewebeproteingehalts pro Schnitt. Hieraus wurde die relative
Kollagenkonzentration bezogen auf den Gesamtproteingehalt im Herzgewebe ermittelt. Es ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontrollen (GST und NaCl) und mit B4-EC;-Antigen immuni-
sierten Ratten. (Mittelwert+SEM)

Beim Kollagengehalt ergaben sich nach 15 Monaten zwischen 3;-ECp-immunisierten
Tieren und den Kontrolltiergruppen (GST und NaCl) keine statistisch signifikanten
Unterschiede. Entsprechend waren die daraus ermittelten Konzentrationen fiir Kollagen
und Gesamtprotein sowie die Kollagenkonzentration in beiden Gruppen nahezu gleich

hoch (Abb. 13 und Tabelle 7).
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Abbildung 13: Spektrophotometrische Bestimmung von Kollagengehalt und Kollagenkonzentration
an Paraffinschnitten von Lewis-Ratten nach 15monatiger Immunisierung mit g1-EC;-Antigen (N=15) oder
GST bzw. physiologischer Kochsalzlosung (N=10 bzw. 8, Kontrollgruppen). — 1 um-dicke Paraffinschnitte
der Rattenherzen wurden mit Sirius-Rot- und Fast-Green-FCF-Pikrinsaureldsung inkubiert und die je-
weilige Extinktion der eluierten Farbstoffe bei A=540 und 605 nm spektrophotometrisch bestimmt. Der
Kollagengehalt im Rattenmyokard zeigte sich zwischen den Versuchstiergruppen nicht signifikant (n.s.)
different. (Mittelwert+SEM)
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6. Radioligandenbindungs-Assay

Die Radioligandenbindungsversuche wurden an aufgearbeitetem Membranprotein der
Rattenherzspitze durchgefiihrt. Jeder Messpunkt wurde aus drei verschiedenen Proben
pro Membranpréparation ermittelt; je Probe wurden 35 ng Membranprotein verwendet.
Hierbei zeigte sich eine deutlich reduzierte Bindung von '*ICYP (70 bzw. 200 pM) an
Herzmembranen von B;-ECy-immunisierten Tieren. Hieraus ergab sich eine Reduktion
der Gesamtzahl myokardialer 3-Adrenozeptoren von ca. 30% in immunisierten gegen-

tiber Kontrolltieren (Tabelle 8 und Abb. 14).

Kontrollen (N=19) B1-ECy (N=15) P-Wert
B-Adrenozeptoren-Konzentration 32,5+23 17,4£0,5 <0,0001
gesamt [fmol/mg]
B1-Adrenozeptoranteil [%] 67,3+1,8 46,7+ 1,8 <0,0001

Tabelle 8: Radioligandenbindungsassay mit 125Iod-CyanopindoIoI (125ICYP) — 35 pg kardiales
Mempranprotein wurden mit 200 bzw. 70 pM 25/CYP inkubiert. Bestimmung der B4-/B2-Relation durch
Reihenverdiinnung des B1-selektiven Rezeptorantagonisten CGP20712A und anschlieRender nichtlinearer
Regressionsanalyse Ermitteln der unspezifischen Bindung mittels Propranolol (5 mmol/l). (Mittel-
wert:SEM)

Das Verhiéltnis von ;- zu ,-Rezeptoren wurde durch Reihenverdiinnung des ;-
selektiven Rezeptorantagonisten CGP20712A bei 70 pM '*ICYP ermittelt. Durch stei-
gende Konzentrationen von CGP20712A lésst sich hierbei aufgrund der Verdriangung
von '“’ICYP die spezifische Konzentration von B;-Rezeptoren im kardialen
Mempranprotein bestimmen. Mittels nichtlinearer Regressionsanalyse ergibt sich, unter
Annahme von zwei Bindungsstellen, ein typischer biphasischer Kurvenverlauf von
CGP20712A an myokardialen Mempranpréparationen mit hoher Affinitét am ;-Re-
zeptor und mehrerer Log-Stufen geringerer Affinitdt am f,-Rezeptor. Dabei ergab sich
eine signifikante Reduktion von 3;-Rezeptoren in Herzpréiparationen 3;-ECy-immuni-

sierter Tiere wihrend die absolute Konzentration von 3,-Rezeptoren nahezu unver-

andert in den Versuchstiergruppen war (Tabelle 8 und Abb. 14).
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Abbildung 14: Radioligandenverdrangungs-Assay an myokardialen Membranpraparationen — Durch
nichtlineare Regressionsanalyse in der (a) Ligandenbindungskurve Nachweis einer Reduktion des Anteils
der B4-Rezeptoren um etwa 30% bei den B4-ECy-immunisierten Ratten im Vergleich zu den Kontrollen.

(b) Signifikant reduzierte p-Adrenozeptorgesamtzahl (fmol/mg Membranprotein; ***p < 0,0001) bei kon-
stanter relativer p-Rezeptordichte. (Mittelwerte+SEM)
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D. DISKUSSION

1. Pathogenetisches Potenzial von B;-Rezeptorantikorpern

Die Pathogenese der idiopathischen dilatativen Kardiomyopathie ist derzeit noch un-
geklart; ihr Anteil an priméren Herzmuskelerkrankungen wird zwischen 46 und 50%
angegeben [66, 106, 167]. Als mogliche exogene Ursache werden im wesentlichen zwei
Hypothesen diskutiert: bei einem Teil der Patienten wird eine klinisch inapparente oder
chronifizierte Virusinfektion angenommen, zum anderen konnten primére Stérungen
des Immunsystems in Verbindung mit Zytokin- und Antikdrper-vermittelten Effekten
eine ursdchliche Rolle spielen [/28]. Beiden Hypothesen gemeinsam ist das Auftreten
korpereigener Autoantikorper gegen kardiale Antigene [30, 138, 174]. Das pathoge-
netische Potenzial eines Autoantikorpers ist vermutlich in erster Linie abhidngig von der
Zugiéngigkeit des korrespondierenden Antigens und der funktionellen Bedeutung des
Target-Antigens.

Klinische und wissenschaftliche Untersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, dass
Antikorpern gegen den f;-adrenergen Rezeptor, insbesondere gegen dessen zweite
extrazellulire Doméne (3;-ECy), eine Schliisselrolle in der Pathogenese der iDCM zu-
kommen kdnnte. So zeigten Antikdrper aus dem Blut von iDCM-Patienten in vitro eine
agonistische ,,sympathomimetische* Aktivitit [97, 98, 134]. Klinisch konnte das Vor-
kommen solcher Antikérper bei betroffenen Patienten mit einer signifikant schlechteren
linksventrikuldren Funktion, einer hoheren Priavalenz fiir ventrikuldre Arrhythmien,
einer erhdhten Inzidenz fiir den plotzlichen Herztod und kiirzlich sogar mit einem etwa
dreifach erhohten Risiko fiir kardiovaskulédr bedingten Tod assoziiert werden [95, 98,
177].

In vitro-Experimente von Magnusson et al. sowie Jahns ef al. zeigten ferner, dass die
stimulatorischen Effekte von [3;-Rezeptorantikdrpern durch 3;-Rezeptorblocker auf-
gehoben werden konnen [97, 98, 134]. Diese Beobachtung kdnnte auch zu dem giins-
tigen Effekt von kardioselektiven [3;-Rezeptorblockern in klinischen Studien (CIBIS
und MERIT-HF) hinsichtlich des Verlaufs einer Herzinsuffizienz — auch bei Patienten
mit iDCM — beigetragen haben [4, 7]. Auch die Effekte einer direkten Elimination von

Bi-Rezeptorantikdrpern aus dem Blut von Herzinsuffizienz-Patienten durch spezifische
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und nicht-spezifische Immunadsorption wurde in verschiedenen Pilotstudien untersucht.
Es konnte gezeigt werden, dass sich bei einem Teil der iDCM-Patienten sowohl die
Herzfunktion als auch klinische Symptomatik nach Immunadsorption tendenziell ver-
besserten [65, 150, 188].

Bislang war es allerdings nicht gelungen, einen direkten Nachweis fiir einen kausalen
Zusammenhang zwischen f3;-Rezeptorautoantikorpern und der Induktion bzw. Pro-

gression einer dilatativen Kardiomyopathie zu fiihren.
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2. Induktion einer dilatativen Kardiomyopathie in der Ratte durch

Immunisierung mit B-ECy-Antigen

Auf der Grundlage der von Witebsky (bzw. Koch im deutschen Sprachraum)
formulierten Postulate fiir Autoimmunerkrankungen wurde ein Tiermodell etabliert, das
die Induktion einer dilatativen Kardiomyopathie durch Immunisierung von Ratten mit
der zweiten extrazelluldren Doméne des humanen J;-adrenergen Rezeptors nachweisen
sollte. Vorausgegangene, dhnliche Versuche von Matsui ef al. sowie Iwata et al. waren
am Kaninchenmodell durchgefiihrt worden mit allerdings in Teilen widerspriichlichen
Resultaten [95, 140]. Wir entschieden uns fiir das Modell der Ratte, da die
Aminosduresequenz der zweiten extrazellulairen Domine des 3;-Rezeptors bei Mensch
und Ratte zu 100% identisch ist [72, 129].

Der zweite extrazelluldre Loop des 31-Rezeptors war bereits Jahre zuvor als potentes
Antigen identifiziert worden, da es sowohl B- als auch T-Zell-Epitope besitzt [ /00,
131]. Hoebeke et al. konnten zudem nachweisen, dass nur dieser Abschnitt des 3;-
Rezeptors diese Antigen-Eigenschaften besitzt [§7].

Dariiber hinaus konnte bereits im Vorfeld gezeigt werden, dass synthetisch hergestellte
B1-ECy-Peptide und auch ,-ECy-Antigen-enthaltende Fusionsproteine in Immuni-
sierungsversuchen mit Kaninchen und Méusen zur Induktion von funktionell aktiven [3;-

ECy-Antikorpern fiihrten [95, 97, 140].

2.1. Regulation kardialer $-adrenerger Rezeptoren

Der Anteil der ;-Rezeptoren an den kardialen Adrenozeptoren wird mit 70 bis 80%
angegeben [72]. Eine ,,allosterische* Blockade des 3;-adrenergen Rezeptors durch
spezifische 3;-Rezeptorantikdrper kdnnte einerseits zu einer gesteigerten Expression
von [3;-Rezeptoren fithren, wohingegen bei agonistdhnlichen Antikdrpern theoretisch
eine Downregulation und Degradation von [3;-Rezeptoren erwartet wiirde [97]. Bei
unserem Immunisierungsversuch wurden durch Radioligandenkompetitions-
Experimente absolute und relative Verdnderungen der Expression von f3;- und 3,-
Adrenozeptoren in der Kardiomyozytenmembran erfasst. Die Immunisierung mit f3;-

ECj-Antigen induzierte bei allen 15 Tieren eine Downregulation des [3;-Rezeptors um
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ca. 30% mit Verschiebung der [3;-/B,-Rezeptorrelation von 68:32 (Kontrolltiere) zu
47:53 (Bi-Ratten). Indirekt wird dadurch der agonistédhnliche Effekt der induzierten 3;-
ECy-Antikorper an den 3-Rezeptoren des Rattenherzens unterstrichen.

Die beiden Kaninchenmodelle zeigten sich hinsichtlich der Rezeptorexpression dif-
ferent: so fiihrten die induzierten [3;-Antikdrper bei Matsui et al. zu einer vermehrten
Expression des [3;-Rezeptors im Herzgewebe [ /40], hingegen konnten Iwata et al., im
Einklang mit unseren Befunden, eine ;-Downregulation nachweisen [95]. Dieser
offensichtliche Widerspruch konnte auf Unterschiede im tier(stamm)-spezifischen
Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC) und/oder auf den spezifischen epitop-
abhingigen sowie funktionellen Eigenschaften der jeweils induzierten 3;-ECy;-
Antikdrper beruhen [119].

Die Aktivierung des 3;-adrenergen Rezeptors durch Agonisten (Adrenalin,
Noradrenalin) fiihrt iber die B-adrenerge Signalkaskade (Gs-Protein, Adenylatzyklase)
zur Bildung von zyklischem AMP (cAMP); die cAMP-abhingige Proteinkinase A
(PKA) erhoht durch Phosphorylierung weiterer Effektorproteine den intrazelluldren
Ca*"-Spiegel, was zur einer Zunahme der Inotropie in den Kardiomyozyten fiihrt [77,
126]. Die in unserem Tiermodell induzierten 3;-ECp-Antikrper erkannten zu 100%
den nativen humanen [3;-Rezeptor [96]. In der funktionellen Analyse an transfizierten
Zellsystemen induzierten diese ,,allosterischen‘ konformationserkennenden ,-ECy;-
Antikorper eine Erhdhung des intrazellulairen cAMP-Spiegels und zeigten somit
agonistdhnliche Eigenschaften [96]. Diese Beobachtung geht konform mit den Unter-
suchungsergebnissen anderer Arbeitsgruppen der vergangenen Jahre; hierbei konnte
gezeigt werden, dass nahezu alle Antikorper, die gegen die zweite extrazellulire
Schleife des ;-adrenergen Rezeptors gerichtet sind, bestimmte Konformere des 3;-Re-
zeptors erkennen konnen [87, 97]. Eine wichtige funktionelle Eigenschaft dieser konfor-
mationellen Antikorper ist vermutlich die Induktion oder Stabilisierung einer aktiven
Rezeptorkonformation, was wiederum zu einer Wirkungsverstiarkung der physio-
logischen Agonisten (Adrenalin, Noradrenalin) am [3;-Rezeptor fiihren kann [97, 133,
148]. So wiire denkbar, dass es in unserem Modell infolge der B;-adrenergen Uber-

stimulation zu einer Downregelation und Degradation der 3;-Rezeptoren mit Ver-
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schiebung der 3;-/f,-Relation am Herzen kam, was wiederum die Progression der

Herzinsuffizienz bzw. Kardiomyopathie erkldren konnte [23, 126].

2.2. Histomorphologie der Rattenherzen

Die morphometrische Auswertung der Herzen der mit 3;-ECy-Antigen immunisierten
Ratten zeigte das Bild einer dilatativen Kardiomyopathie mit Erweiterung des linken
Ventrikels und gleichzeitiger Abnahme der linksventrikuldren Wanddicke. Es zeigte
sich jedoch kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Gehalts von Kollagen I-III
im Myokard.

Die vorangegangenen Immunisierungsmodelle am Kaninchen wiesen in diesen Punkten
differente Ergebnisse auf: Matsui ef al. sahen nach 12 Monaten Immunisierung eine
leichte aber signifikante Erweiterung beider Herzhohlen mit einer tendenziellen Ab-
nahme der linksventrikuldren Wanddicke ohne interstitielle Fibrose [/40]; hingegen
wiesen Iwata et al. eine signifikante linksventrikuldre Hypertrophie sowie eine Zu-
nahme der interstitiellen Fibrose nach 6 Monaten Immunisierung nach, die allerdings
nach insgesamt 12 Monaten nicht mehr nachzuweisen war [95]. Die differenten Resul-
tate der Kaninchenmodelle sind méglicherweise durch unterschiedliche funktionelle
Eigenschaften der jeweils induzierten Antikorper erklarbar.

Unsere im Modell der Ratte erzielten Ergebnisse lassen sich am ehesten durch den
chronischen, jedoch milden agonist-dhnlichen Effekt der induzierten Antikdrper am f3;-
Rezeptor erkldren. So wire denkbar, dass die ;-Antikorper durch geringe aber
kontinuierliche sympathomimetische Stimulation am Herzen einen Circulus vitiosus
initiieren und/oder verstirken, der letztlich zu einer progredienten Herzinsuffizienz ge-
fiihrt hat. Diese Beobachtung deckt sich weitgehend mit dem Herzinsuffizienzmodell
von Woodiwiss ef al.: Durch niedrig dosierte Gabe von Isoproterenol {iber 7 Monate
konnte in Ratten eine dilatative Kardiomyopathie induziert werden. In diesem Modell
fand sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Kollagengehaltes im
Myokard [/92]; interessanter Weise zeigte sich in diesem Modell jedoch eine signi-
fikant reduzierte Quervernetzung des myokardialen Kollagens. Inwieweit dieser
Mechanismus in unserem Modell zu einer linksventrikuldren Dilatation beigetragen
haben konnte, war im Rahmen der durchgefiihrten Analysen nicht zu beantworten. Die

Beobachtungen von Woodiwiss et al. decken sich mit Untersuchungen von Gunja-
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Smith et al. an Herzen von iDCM-Patienten; auch hier zeigte sich eine reduzierte
Kollagenquervernetzung im Myokard [80, 192].

Die mikromorphometrische Analyse der Herzen unserer mit ;-ECy-Antigen immuni-
sierten Tiere ergab eine signifikante VergroBerung der Kardiomyozytenkerne ohne
signifikante Zunahme der MyozytengroBe. Ahnliche Beobachtungen hatten auch Scholz
et al. 1994 und Yan ef al. 1999 an Herzmuskelgewebe von DCM-Patienten gemacht
[172, 196]. Als Grund hierflir wird eine Steigerung der Genexpression vermutet, wie
dies u.a. fiir das ANF-Gen nachgewiesen werden konnte [36]. Diese konnte als ein
Kompensationsmechanismus der sympathischen Uberstimulation sowie der mecha-
nischen Wandbelastung im Rahmen der eingeschrankten Pumpfunktion des dilatierten
Herzens aufgefasst werden. Das Ausmal} der Zellkernvergrof3erung scheint dabei nach
bisherigen Ergebnissen sogar mit der Auspragung der linksventrikuléren Dilatation zu

korrelieren [36, 46].

2.3. Funktion der Rattenherzen

Im Gegensatz zu bisher vorliegenden Immunisierungsexperimenten war es bei unserem
Versuch mdéglich, durch echokardiographische Verlaufsuntersuchungen in vivo
funktionelle wie auch morphologische Verdnderungen nach Induktion von Anti-f3;-ECy-
Antikorpern am Rattenherzen zu beurteilen. So war es durch diese nicht-invasive Form
der Verlaufsbeurteilung u.a. moglich zu zeigen, dass bei 3;-ECy-Antikdrper-positiven
Tieren etwa 9 Monate nach Beginn der Immunisierung eine linksventrikuldre Dilatation
auftrat, einhergehend mit einer Dysfunktion des linken Ventrikels. Diese Dilatation und
Dysfunktion des linken Herzens verliefen im Weiteren dann langsam aber stetig pro-
gredient. Aufgrund der vorgesehenen Herzkatheteruntersuchungen sowie des an-
stehenden Transferversuchs wurde der Immuniserungsversuch nach 15 Monaten be-
endet, bevor die Ratten das Endstadium einer schweren Herzinsuffizienzerkrankung
erreichten; eine Fortsetzung der monatlichen Antigen-Boosts hétte vermutlich zu einem
nicht erwiinschten Anstieg der Mortalitét gefiihrt.

Zusammenfassend legen unsere Ergebnisse nahe, dass die durch 3;-ECy-Antikorper in-
duzierte Kardiomyopathie eine langsame, sich aber progredient entwickelnde
Erkrankung darstellt. Es ist davon auszugehen, dass sich solch ein Verlauf beim

Menschen tiber mehrere Jahre bis Jahrzehnte erstrecken kann.
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3. Ausblick

Mit Hilfe des hier beschriebenen Modells konnte gezeigt werden, dass die Immuni-
sierung gegen das 3;-ECy-Antigen in der Ratte zur Induktion einer dilatativen Kardio-
myopathie fiihren kann. Diese ist durch eine progrediente linksventrikuldre Dilatation
und Dysfunktion mit relativer Abnahme der linksventrikuldren Wanddicke sowie einer
selektiven Downregulation der 3;-adrenergen Rezeptoren im Myokard gekennzeichnet.
Die selektive Downregulation der 3;-Rezeptoren im Zusammenhang mit der DCM
wurde auch beim Menschen wiederholt beschrieben [/26].

Eine signifikante Zunahme der interstitiellen Fibrosierung konnten wir in unserem
Modell nicht nachweisen. Dies deckt sich mit den Befunden von Staudt et al.; im Frih-
stadium der DCM hatte die Arbeitsgruppe ebenfalls keinen Anhalt fiir eine Zunahme
der Fibrosierung im Herzmuskelgewebe von Patienten [/76]. Wir konnen jedoch nicht
ausschlieflen, dass in unserem Modell eine reduzierte Kollagenquervernetzung im Herz-
muskelgewebe zu der beobachteten linksventrikuldren Dilatation und Dysfunktion bei-
getragen haben konnte [/92]. Es liegt dennoch nahe, dass der Phinotyp unseres Kardio-
myopathiemodells iberwiegend auf dem agonist-dhnlichen Effekt der induzierten [3;-
Rezeptorantikdrper beruht. Dies wird durch den Nachweis der selektiven 3;-Down-
regulation in der Myozytenmembran immunisierter Tiere zusétzlich unterstrichen.
Dieses, von uns gemdl3 der Witebsky’schen Postulate (bzw. Koch’schen Postulate im
deutschen Sprachraum) in der Ratte etablierte Modell, legt eine pathogenetische
Relevanz von aktivierenden B;-Antikorpern bei der dilatativen Kardiomyopathie nahe
[170]. Zunichst wurde durch die Induktion der Antikérper und des
kardiomyopathischen Phénotyps (=indirekter Nachweis) das zweite Postulat erfiillt. In
dem anschlieBend durchgefiihrten Transferversuch (=direkter Nachweis) wurden die aus
dem Induktionsversuch gewonnenen Antikdrper genetisch identischen Ratten appliziert,
was dann bei diesen zur Induktion eines kardiomyopathischen Phianotyps fiihrte, was
somit das 3. Postulat fiir eine Autoimmunkardiomyopathie erfiillte [96, 170]. Folglich
sollte die durch Anti-f3;-Rezptorantikérper induzierte dilatative Kardiomyopathie
nunmehr als eigenstindige pathogenetische Entitit unter den bereits etablierten, durch
Rezeptorautoantikdrper vermittelten Autoimmunerkrankungen (z.B. Myasthenia gravis,

M. Basedow), beriicksichtigt werden [71, 85].
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Das im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit entwickelte Tiermodell liefert zudem eine
gute Basis fiir weitere grundlagenwissenschaftliche Untersuchungen und die
Entwicklung potenziell neuer Therapieansitze fiir B;-Antikorper-positive DCM-
Patienten. Moglich wire hierbei das Austesten unterschiedlicher kardioselektiver [3;-
Rezeptorblocker, mit dem Ziel einer ,,optimierten” Verminderung oder gar Authebung
der sympathomimetischen Effekte der 3;-Rezeptorantikorper [71, 97, 139].

Neuere experimentelle Ansétze streben eine Elimination von aktivierenden f3;-
Rezeptorantikdrpern durch nicht-selektive oder selektive Immunadsorption an [750),
188]. Die Verfahren erscheinen materiell und personell sehr aufwindig; zudem konnte
ihre mittel- und langfristige Effektivitit bisher nicht durch randomisierte kontrollierte
Studien gesichert werden [85].

Bislang ungeklért sind auch die pathophysiologischen Mechanismen, die zur Induktion
von Anti-f;-Autoantikérpern beim Menschen fiihren konnen, sowie deren letztliche
klinische Relevanz. Aufgrund unterschiedlicher Nachweismethoden schwanken die An-
gaben zur Inzidenz von f3;-Antikdrpern bei DCM-Patienten bisher zwischen 30 und
95% [98, 134, 189]. Eine Vereinheitlichung der Nachweismethoden hitte nicht zuletzt
auch eine einheitliche Definition funktionell aktiver 3;-Antikorper beim Menschen zur
Folge. In dieser Hinsicht konnten Nikolaev et al. kiirzlich unter Verwendung eines
fluoreszierenden cAMP-Sensors an intakten humanen Zellen eine Methode
(Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer; FRET) zur schnelleren und zuverldssigen
Detektion funktionell aktiver 3;-Antikorper entwickeln, die nun aber noch an grof3eren

Patientenpopulationen evaluiert werden muss [/53].
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E. ZUSAMMENFASSUNG

Vor etwas mehr als 20 Jahren wurden erstmals an das Myokard bindende 3;-Rezeptor-
antikorper im Zusammenhang mit der Chagas-Krankheit beschrieben [/9]. Die Arbeiten
der beiden folgenden Jahrzehnte konnten zeigen, dass solche 3;-Rezeptorantikdrper mit
einer Pravalenz von ca. 30 bis 95% (in Abhdngigkeit vom verwendeten Nachweis-
verfahren) v.a. auch bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie nachgewiesen wer-
den konnen [94, 98, 134, 190]. Insbesondere Antikorper gegen die zweite extrazellulire
Domine des B;-adrenergen Rezeptors (31-ECy) scheinen dabei in der Lage zu sein, den
Rezeptor funktionell zu beeinflussen und zu aktivieren [98]. 1-ECy; wurde in der Folge
als potentes Autoantigen mit T- und B-Zell-Epitopen identifiziert [/37, 148, 180]. Erste
klinische Untersuchungen an Patienten mit DCM haben gezeigt, dass das Vorhanden-
sein zirkulierender ;-ECy-Antikorper mit einer schlechteren linksventrikuldren
Funktion [98], dem Auftreten ventrikuldrer Arrhythmien [35] sowie mit einer erhohten
kardiovaskuldren Mortalitdt verbunden ist [/77]. Der Verdacht, dass 3;-Antikorper bei
der DCM nicht nur ein Epiphdnomen, sondern bei einem Teil der betroffenen Patienten
auch mogliche Krankheitsursache darstellen konnten, verstirkten dann in jlingster Zeit
die Bestrebungen, ein Tiermodell fiir die Antikorper-induzierte Genese einer Kardio-
myopathie zu generieren.

So fanden 1997 Matsui et al. im Kaninchenmodell nach Immunisierung mit einem [3;-
ECj-homologen Peptid iiber 12 Monate eine biventrikuldre Dilatation und kompen-
satorische Hochregulation der B-Adrenozeptoren im Myokard [/40]. Im Gegensatz dazu
fanden Iwata et al. wenige Jahre spéter im gleichen Tiermodell nach 6-monatiger
Immunisierung eine linksventrikuldre Hypertrophie bei 3;-ECy-Antikorper-positiven
Tieren und eine Downregulation der B-Rezeptoren [95]. Diese Diskrepanzen lieBen das
Kaninchenmodell daher als fraglich geeignet erscheinen.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit wurde die Lewis-Ratte zur Generierung
eines Kardiomyopathiemodells gewihlt, da die 3;-ECy-Sequenz bei Ratte und Mensch
100% homolog ist [72, 129]. Zur Immunisierung verwendeten wir ein Fusionsprotein
aus GST und der humanen ,-ECy-Sequenz.

Der Schwerpunkt des Vorhabens lag auf der Charakterisierung der durch die Immuni-

sierung induzierten morphologischen und funktionellen Veranderungen am Herzen der
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Versuchstiere. Echokardiographisch konnte bei immunisierten Tieren bereits nach 9
Monaten eine linksventrikuldre Erweiterung nachgewiesen werden, die sich nach 12
bzw. 15 Immunisierungsmonaten durch das Auftreten einer progredienten links-
ventrikuldren Dysfunktion (Echokardiographie/Herzkatheteruntersuchung) auch
funktionell manifestierte. Makroskopisch-morphometrisch lief3 sich an Paraffinschnitten
eine Erweiterung des linken Ventrikels bei relativer Abnahme der Wanddicke nach-
weisen und bestétigte somit histologisch die echokardiographischen Messungen. Die
mikroskopische Analyse zeigte eine relative VergroBerung der Kardiomyozytenkerne
ohne signifikante Zellhypertrophie. Durch Radioligandenbindungsversuche konnte zu-
dem in ,-ECy-immunisierten Tieren eine Downregulation der kardialen 3;-Rezeptoren
nachgewiesen werden.

Durch die Immunisierung mit 3;-ECy-Antigen konnte der Phanotyp einer DCM somit
erstmals in der Ratte induziert werden. Dieser Phénotyp ist vermutlich iiberwiegend auf
die agonist-dhnliche funktionelle Aktivitéit der durch spezifische Immunisierung
induzierten [3;-Rezeptorantikorper zuriickzufithren. Das vorgestellte Tiermodell erfiillt
dabei einerseits die immunologischen Kriterien des 1. Koch’schen Postulats fiir den
»indirekten* Nachweis einer Kardiomyopathieinduktion durch Antikorper, die gegen
die zweite extrazellulire Doméne des 3;-adrenergen Rezeptors gerichtet sind.
Andererseits lieferte es im Anschluss auch die direkte Evidenz fiir eine kausale Rolle
solcher Antikorper bei der Induktion einer Autoimmunkardiomyopathie durch den
Transfer induzierter Antikdrper auf genetisch identische, herzgesunde Ratten
(Nachahmen von Rezeptor-Autoantikorpern).

Zukiinftig konnte dieses Tiermodell auch dazu dienen, weitere immunologische Fak-
toren, die an der Entwicklung einer Autoimmunkardiomyopathie durch 3;-Rezeptor-
antikorper beteiligt sind, zu untersuchen. Ferner konnen mit diesem Modell neue thera-
peutische Ansitze fiir die Behandlung der Rezeptorantikdrper-positiven Kardiomyo-
pathie entwickelt werden, mit dem Ziel einer spiateren Anwendung im Tiermodell er-

probter Strategien auch bei Antikorper-positiven Patienten.
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