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EINLEITUNG

Einleitung

Herzinsuffizienz war im Jahr 2014 die haufigste Hauptdiagnose stationarer
Krankenhausbehandlungen (Statistisches Bundesamt, 2015a) und die vierthau-
figste Todesursache in Deutschland (Statistisches Bundesamt, 2015b). Die hau-
figste nicht-ischamische Ursache einer chronischen Herzinsuffizienz ist die Dila-
tative Kardiomyopathie (DCM), die durch eine ventrikulare Dilatation und ein
eingeschranktes ventrikulares Kontraktionsvermogen gekennzeichnet ist. Die
Prognose dieser Erkrankung ist bei progredientem Verlauf unglinstig; etwa ein
Drittel der Patienten stirbt an plotzlichem Herztod. DCM ist die Hauptindikation
fur eine Herztransplantation (Manolio et al., 1992).

Seit drei Jahrzehnten werden flr die idiopathische Form der DCM autoimmune
Pathomechanismen diskutiert (Wallukat et al., 1987; Limas et al., 1989). Zu den
Zielstrukturen kardiopathogener Autoantikdrper gehoren unter anderem trans-
membrane G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) wie der 3s-Adrenorezep-
tor (Limas et al., 1990; Wallukat et al., 1991; Jahns et al. 2004; Wallukat und
Schimke, 2014). Fur Autoantikdrper gegen den [B:-Adrenorezeptor konnte im
Tierexperiment gezeigt werden, dass diese bei den immunisierten Tieren eine
hochgradige progressive linksventrikulare Dilatation und Dysfunktion hervorru-
fen. Infusionen von Proben erkrankter Tiere in gesunde Tiere fihren bei diesen
ebenfalls zu einem kardiomyopathischen Phanotyp (Jahns et al., 2004; Fukuda

et al., 2004; Buvall et al., 2006; Jane-Wit et al., 2007). Beim Menschen gibt es
eine Assoziation zwischen agonistischen [ -Adrenorezeptor-Antikorpern und
der DCM (Jahns et al., 2006; Stork et al., 2006; Dandel et al., 2012). Diese Anti-
korper eignen sich als unabhangiger pradikativer Biomarker flr den plétzlichen
Herztod (Iwata et al., 2001). Agonistische {3 -Adrenorezeptor-Antikorper finden
sich ebenfalls bei 10-15% der Patienten mit einer Ischamischen Kardiomyopa-

thie (Jahns et al., 1999a) sowie bei bis zu 12% gesunder Probanden (Jahns et
al., 1999b; Liu et al., 1999; Bornholz et al., 2013). Die durchgeflhrten Studien

zur Pravalenz von B -Adrenorezeptor-Autoantikérper bei DCM-Patienten und
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gesunden Probanden liefern Ergebnisse zwischen 26% (Jahns et al., 1999b)
und 95% (Wallukat et al., 1991), was auf die verschiedenen, nicht standardisier-
ten Nachweisverfahren fur Autoantikorper zurtckzufuhren ist. Fur andere kar-
diovaskulare Erkrankungen, die mit dem Auftreten von funktionellen Autoanti-
korpern gegen GPCR assoziiert sind, wie z. B. fUr die Peripartale Kardiomyopa-
thie, finden sich bislang keine Angaben zur Pravalenz von Autoantikérpern
(Wallukat und Schimke, 2014).

Neue Therapiestrategien bei DCM richten sich spezifisch gegen die kardiopa-

thogenen B -Adrenorezeptor-Autoantikorper. Agonistischen Autoantikorpern ge-

gen extrazellulare Domanen des Bs-Adrenorezeptors kommt eine kausale Funk-
tion bei der Entstehung linksventrikularer Dysfunktion zu (Freedman und Lefko-
witz, 2004). Daher sind diese Autoantikérper Targets moglicher Therapieansat-
ze. Dies sind die extrakorporale Immunabsorption (Felix et al., 2002; Staudt et

al. 2005; Patel und Hernandez, 2013; Dandel et al., 2013) sowie die Neutralisa-

tion der B,-Adrenorezeptor-Autoantikorper durch systemische Gabe von synthe-

tischen [ -Adrenorezeptor-mimetischen Epitopen (Haberland et al, 2011;

Munch et al., 2012; Haberland et al., 2014; Boivin et al., 2015). Patienten mit ei-

ner DCM und einer reduzierten linksventrikularen Pumpfunktion profitieren von

diesen Therapiestrategien nur dann, wenn bei ihnen 3.-Adrenorezeptor-Autoan-

tikdrper nachgewiesen werden konnen (Patel und Hernandez, 2013; Dandel et

al., 2013). Fur die erfolgreiche Anwendung dieser neuen Therapiestrategien ist

daher eine Labordiagnostik erforderlich, die es ermoglicht, die B -Adrenorezep-

tor-Autoantikorper-Titer der Patienten spezifisch und mit hoher Sensitivitat friih-
zeitig zu identifizieren, um so die Therapieindikation zu stellen. Weiterhin kann
ein Therapiemonitoring durch die Bestimmung der Autoantikorpertiter unter der
Therapie uberpruft werden. Auch nach Beendigung der Therapie ist eine regel-
mafige Kontrolle sinnvoll, um die Indikation zur Wiederholung der Therapie zu

stellen.
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Eine geeignete Diagnostik zum Nachweis von B -Adrenorezeptor-Autoantikor-

pern ist derzeit nicht verfugbar, da die B -Adrenorezeptor-Autoantikorper sich

gegen den zweiten extrazellularen Loop des Rezeptors richten, der eine extra-
zellulare a-Helix ausbildet (Cherezov et al., 2007). Die kardiopathogenen Auto-
antikorper binden an bestimmte Konformationen dieser Struktur und induzieren

oder stabilisieren dadurch eine aktive oder aktivierte Konformation im Rezeptor-

molekdl (Bornholz et al., 2013). Da die B -Adrenorezeptor-Autoantikorper an ein

konformationales Epitop des B.-Adrenorezeptors in der Zellmembran der intak-

ten Zelle binden, ist eine Kreuzreaktion mit linearen mimetischen Peptiden oder
denaturierten Varianten der Zieldomane nur schwach ausgepragt (Jahns et al.,
1999b; Bornholz et al., 2013; Bornholz et al., 2014). Folglich korrelieren Mes-
sungen, die auf der Antikdrper-Bindung an lineare Peptidhomologe der Zieldo-
mane basieren, auch nur schwach mit Messungen, die eine Antikdrperbindung
an den nativen (31-Adrenorezeptor verwenden (Jahns et al., 1999b; Jahns et al.,
2000; Bornholz et al., 2013). Daher sind peptidbasierte Immunassays derzeit
nicht als pradikative diagnostische Methode zum Nachweis klinisch relevanter
B+-Adrenorezeptor-Autoantikdrper anzusehen (Jahns et al., 2015; Bornholz et
al., 2014; Jahns et al., 2006).
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Ziel der Arbeit

Ein neues Nachweisverfahren fur Autoantikorper gegen den B+-Adrenorezeptor
kann moglicherweise die bestehende diagnostische Licke in der Fruherken-
nung von Autoantikorpern schliel3en. Dieses nutzt dabei im Gegensatz zu Fest-
phasen-Immunassays, die mit linearen Peptidhomologen aus der Zieldomane
des Rezeptors arbeiten, den gesamten Rezeptor als Antigen. Das Verfahren ba-
siert auf der durchflusszytometrischen Messung nativer humaner Fibrosarkom-
zellen, die ein fluoreszenzmarkiertes Konstrukt des [(s-Adrenorezeptors stabil
Uberexprimieren. Der Uberexprimierte Rezeptor dient als Antigen mit adaquater
Reprasentation des konformationellen Epitopes. Auf diese Weise soll das Ver-
fahren ebenso wie funktionelle Assays zwischen Patienten mit einer DCM und

gesunden Probanden unterscheiden.
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Material und Methoden

Zellkultur

Es wurden humane Fibrosarkomzellen HT1080 (# DSMZ ACC 315, Braun-
schweig) verwendet, die ein C-terminal mit Yellow Fluorescent Protein (YFP)
markiertes Konstrukt des humanen [+-Adrenorezeptors stabil Uberexprimieren.
Die verwendeten Zelllinien wurden als subkonfluente Monolayer bei 37 °C in
humider Atmosphare mit 5% CO,-Gehalt in Wachstumsmedium (DMEM high
glucose, 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pyg/ml Streptomycin [Gibco/ Invitro-
gen]) kultiviert. Die Selektion der transfizierten Zellen erfolgte mit 0,6 pg/ml Pu-
romycin (Sigma, St. Louis, USA). Beim Passagieren wurden die Zellen nach Ab-
nehmen des Uberstehenden Kulturmediums zunachst mit PBS gewaschen, an-
schlielend mit EDTA (0,5 ml; 625 yM in PBS; 5 Minuten) abgel6st und in einer
1:6-Verdinnung mit Kulturmedium alle zwei Tage in Zellkulturflaschen (25 cm?)
wieder ausgesat. Die fur die Messungen verwendeten transfizierten Zellklone
exprimierten 2-3 Millionen B+-adrenerge Bindungsstellen pro Zelle. Die Expres-
sion war Uber 50 Passagen stabil. Die interpassagere Varianz betrug +20%. Die
Wildtyp-Zellen (HT1080) hatten keine [B:-Adrenorezeptoren auf der Oberflache
und 200+80 B,-Adrenorezeptoren pro Zelle. Der Anteil der endogenen (3.-Adre-
norezeptoren auf der Zelloberflache an allen 3-adrenergen Bindungsstellen be-
trug weniger als 0,01%. Fluoreszenzmikroskopische Bilder wurden mit einem
inversen Mikroskop ausgestattet mit einer Charge-Coupled-Device-Kamera auf-
genommen. Die lebenden Zellen wurden zur Untersuchung in CO.-unabhangi-
gem Medium (20% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 1%
GlutaMAX-I [Gibco/ Invitrogen]) bei 37 °C kultiviert und beobachtet.

Patientenproben
Das Probenmaterial wurde bei Nachuntersuchungen von Patienten mit einer
DCM (n =41, m:w = 9:1, Alter: 35-73 Jahre, Median: 54 Jahre, NYHA IlI-IV) am

Universitatsklinikum Greifswald gewonnen (Reg.-Nr. des Ethikvotums der Artze-
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kammer Mecklenburg-Vorpommern: [l UV 34/04). Die Proben wurden zufallig
ausgewahlt. Alle Patienten waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme unter leitlini-
engerechter Therapie seit mehr als drei Monaten klinisch stabil. Die linksventri-
kulare Ejektionsfraktion (LVEF) lag zwischen 18% und 38% (Median: 30%) und
der linksventrikulare enddiastolische Durchmesser (LVEDD) lag zwischen 52
mm und 75 mm (Median: 69 mm). Ausschlusskriterien waren aktive Infektionen,
bekannte Autoimmunerkrankungen, Krebserkrankungen, Alkoholabhangigkeit
und/ oder Herzinsuffizienz bekannter Ursache. Eine Koronare Herzerkrankung
sowie eine akute Myokarditis wurden koronarangiographisch sowie bei entspre-
chender Indikation (nach Dallas-Kriterien; Aretz, 1986) durch Myokardbiopsie
ausgeschlossen. Als Referenz dienten Proben von gesunden Probanden (n =
49, gleiche Alters- und Geschlechtsverteilung) ohne klinische Symptome einer
Herzerkrankung, mit unauffalligem echokardiographischem Befund und/ oder

normwertigen Plasmaspiegeln von Troponin | und NT-pro-BNP.

Proben, Standards und Kontrollen

Humane Plasma- und Serumproben wurden bei -20 °C fur ein Jahr aufbewahrt.
Die bendétigten IgG-Fraktionen wurden aus den Proben durch Mikroaffinitats-
chromatographie (Protein A/G Agarose plus, Pierce, Rockford, IL, USA) aufge-
reinigt, der pH-Wert auf 8 eingestellt und die IgG-Fraktionen bei -20 °C gelagert.
Als Positivkontrolle fur IgG gegen ein extrazellulares Epitop des humanen B+-
Adrenorezeptor dienten polyklonale Kaninchen-Antikorper (Bioss, Biotrend,
Kdln), die eine Kreuzreaktion mit der N-terminalen Domane des humanen [34-
Adrenorezeptors zeigen. Als Positivkontrolle fiur DCM-assoziierte humane f3+-
Adrenorezeptor-Autoantikorper dienten vereinigte IgG-Fraktionen von DCM-Pa-
tienten, fur die bereits gezeigt wurde, dass diese gro3e Mengen an agonisiti-
schen B-Adrenorezeptor-Autoantikdrpern enthalten (Nikolaev et al., 2007;
Bornholz et al., 2013). Als Negativkontrolle wurden vereinigte 1gG-Fraktionen

von gesunden Probanden (Privigen, CSL Plasma, Marburg) verwendet, fur die
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bereits gezeigt wurde, dass diese frei von Bi-Adrenorezeptor-Autoantikorpern
sind (Bornholz et al., 2013).

Messverfahren

FUir die Messung der IgG-Bindung an native [(s-Adrenorezeptor wurden
HT1080-Zellen, die YFP-markierte humane (:-Adrenorezeptoren Uberexprimie-
ren, und Wildtyp-Zellen auf 24-well-Platten im Verhaltnis 1:1 kokultiviert, bis
eine Konfluenz von 80% erreicht war. AnschlieRend wurden die Zellen mit den
zu testenden IgG-Fraktionen fur 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach Ablosen
der Zellen mit Accutase (Sigma-Aldrich, Manchen) wurden die gebundenen hu-
manen IgG mit Alexa Fluor 647 (AF647) markierten Sekundarantikérpern (Invi-
trogen, Karlsruhe) gefarbt. Die Fluoreszenzmessung erfolgte mittels Durchfluss-
zytometrie (FACS CANTO II, Software: FACSDiva 6.0, Becton & Dickinson, Hei-
delberg). Dabei erfolgte die Fluoreszenzanregung mit den Wellenlangen 488
nm (griin) und 633 nm (rot) und die Messung bei 515 nm (YFP) und bei 647 nm
(AF647). Es wurden mediane Fluoreszenzintensitaten von tber 10° Events pro
Messung erfasst. Die Auswahl (,Gaten®) der Zellpopulation intakter Einzelzellen
bei den durchflusszytometrischen Messungen erfolgte mittels Vorwarts- (FSC)
und Seitwartsstreulicht (SSC). Die Differenzierung zwischen Bs-Adrenorezeptor-
positiven und -negativen Zellen erfolgte anhand des 99%-Konfidenzintervalls
der bimodalen logarithmischen Normalverteilung der grunen Fluoreszenzinten-
sitat (s. Abbildung 2, S. 9). Die IgG-Bindung an die beiden Zellpopulationen
wurde aus dem Median der roten Fluoreszenzintensitat als stetige Variable ab-
geleitet. IgG-Konzentrationen, Troponin | und NT-pro-BNP wurden mittels labor-

medizinischer Routineverfahren bestimmt.

Statistik

Ergebnisse stetiger Variablen sind angegeben als arithmetischer Mittelwert +
Standardfehler (SEM). GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., USA) wur-
de fur lineare Regressionsanalysen, Signifikanztests (Shapiro-Wilk-Test, Mann-



MATERIAL UND METHODEN

Whitney-U-Test) und Receiver Operator Characteristics (ROC) verwendet. p-

Werte < 0,05 wurden als signifikant betrachtet.
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Ergebnisse

Fluoreszenzmikroskopie

Abbildung 1 zeigt reprasentative fluoreszenzmikroskopische Bilder einer Zellmi-
schung (1:1) von HT1080-Zellen, die 2-3 Millionen YFP-markierte +1-Adrenore-
zeptor pro Zelle stabil Uberexprimieren, und nativen HT1080-Zellen ohne [31-Ad-
renorezeptor. Die Mischung dieser Zellen wurde mit IgG-Fraktionen von DCM-
Patienten inkubiert, fir die ein positiver [(+-Adrenorezeptor-Autoantikor-
per-Nachweis vorlag (Bornholz et al., 2013). In den Zellen, die den YFP-mar-
kierten [B4-Adrenorezeptor Uberexprimieren, ist das antikdrperabhangige Fluo-
reszenzsignal (rot) mit der Fluoreszenz des YFP (grin) an den Uberexprimieren
B+-Adrenorezeptor an der Zelloberflache kolokalisiert. Die Bi-Adrenorezeptor-
negativen, nativen HT1080-Zellen (Pfeile) zeigen hingegen keine B+-Adrenore-
zeptor-abhangige YFP-Fluoreszenz an der Zelloberflache und wurden durch die
fluoreszenzmarkierten [(:-Adrenorezeptor-Autoantikorper der DCM-Patienten

kaum gefarbt.

1

Phasenkontrast o B1-AR-YFP Patienten-IgG

Abbildung 1: Phasenkontrast- und Fluoreszenzmikroskopische Bilder. Zellmischung (1:1)
von Wildtyp (Pfeil)- und B:-Adrenorezeptor-YFP-tUberexprimierenden HT1080-Zellen, inkubiert
mit 0,3 g/L 1gG von B+-Adrenorezeptor-Autoantikorper-positiven DCM-Patienten und AF647-
markierten anti-IgG. Griin: Rezeptor. Rot: rezeptorgebundene IgG. Die Skalierung in der linken
Abbildung gilt fir alle drei Bilder. (vgl. Bornholz et al., 2016)
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Durchflusszytometrische Messungen

Abbildung 2 zeigt die reprasentative Darstellung durchflusszytometrisch gemes-
sener Fluoreszenzintensitaten einer 1:1-Mischung der (3+-Adrenorezeptor-positi-
ven und der Bs-Adrenorezeptor-negativen Zellpopulation. Anhand der auf der
Ordinate dargestellen Bs-Adrenorezeptor-abhangigen YFP-Fluoreszenz unter-
scheiden sich diese beiden Populationen. Die beiden Zellpopulationen unter-
scheiden sich auch hinsichtlich der auf der Abszisse dargestellten roten Fluo-
reszenzintensitat, die von zellgebundenen IgG-Antikdrpern abhangt. Als Mafl
fur die Menge der spezifisch an die Bs-Adrenorezeptor gebundenen IgG dient
die Differenz (AF;) von Median der roten Fluoreszenzintensitat (AF647) der [3+-
Adrenorezeptor-positiven Zellpopulation und Median der roten Fluoreszenzin-
tensitat der 3+-Adrenorezeptor-negativen Zellpopulation. Diese beiden Zellpopu-
lationen werden anhand der bimodalen logarithmischen Normalverteilung der

grunen Fluoreszenzintensitaten unterschieden (Abb. 2, horizontale Linie).

YFP /AU

T ]‘]]]"I T '] ]]]i"]‘ . T ]. ].]]]]]I T T ]]]]]]I T
10 10 10* 10°
AF647 [ AU

Abbildung 2: Repréasentative Darstellung durchflusszytometrisch gemessener Fluores-
zenzen einer 1:1-Mischung von Bi-Adrenorezeptor-positiven und -negativen Zellen. Abs-
zisse: rote Fuoreszenzintensitat (AF647) in AU. Ordinate: griine Fluoreszenzintensitat (YFP) in
AU. Horizontale Linie: Trennung der (B+-Adrenorezeptor-positiven und -negativen Zellpopulatio-
nen nach 99%-Konfidenzintervall der bimodalen logarithmischen Normalverteilung der griinen

Fluoreszenzintensitat. (vgl. Bornholz et al., 2016)
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Validierung des Nachweisverfahrens

Ziel ist es, aus den durchflusszytometrisch erhobenen Daten ein valides Mal}
fur die Bindung der Autoantikdrper an den (:-Adrenorezeptor zu bestimmen.
Die Differenz der Mediane der grunen Fluoreszenzintensitat (Af,) von +-Adre-
norezeptor-positiven und -negativen Zellpopulationen wird als interner Standard
fur die mittlere Dichte von (1-Adrenorezeptoren auf der Oberflache der transfi-
zierten Zellen verwendet. Dementsprechend lieferte der Quotient der Mediane
von roter und gruner Fluoreszenzintensitat (AF.4) ein Mal} fur die B+-Adrenore-
zeptor-spezifische 1gG-Bindung, das von mdglicherweise auftretenden Fluktua-

tionen der Rezeptorexpression unabhangig ist.

40-

= =

0.0 0.1 0.2 0.3
lgG (g/L)

Abbildung 3: AF,,-Werte in Abhangigkeit von der IgG-Konzentration. Positivkontrolle: Ka-
ninchen, die mit einem Peptidhomologen der N-terminalen Doméne des humanen 8 -Adrenore-
zeptor immunisiert wurden (gefullite Quadrate), IgG von B+-Adrenorezeptor-Autoantikdrper-posi-
tiven DCM-Patienten (gefiillte Kreise), IgG von gesunden Probanden (ungefiillte Kreise), Nega-
tivkontrolle: humane 1gG ohne Bi-Adrenorezeptor-Autoantikdrper (ungefillte Quadrate). Mittel-
wert + Standardfehler, n = 3. (vgl. Bornholz et al., 2016)

Um die Linearitat der Konzentrationsabhangigkeit von AF,, zu validieren, wur-
den Kaninchen-Antikorper gegen Peptidhomologe der N-terminalen Domane

des humanen Bs-Adrenorezeptors, vereinigte IgG-Fraktionen von 31-Adrenore-
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zeptor-Autoantikoérper-positiven DCM-Patienten sowie vereinigte IgG-Fraktionen
von Gesunden eingesetzt. Als Negativkontrolle dient eine kommerziell erhaltli-
che Zubereitung von humanen IgG-Antikorpern, fur die die Abwesenheit von (3+-
Adrenorezeptor-Autoantikdrpern zuvor bereits gezeigt wurde (Bornholz et al.,
2013). Diese Negativkontrolle (Abb. 3, ungeflllte Quadrate) zeigt im Gegensatz
zu den anderen drei IgG-Zubereitungen keinen konzentrationsabhangigen An-
stieg von AF .

Die Steigung der Kurve fur die Bs-Adrenorezeptor-spezifischen Antikdrper aus
Kaninchen (Abb. 3, geflllte Quadrate) sowie fur die DCM-assoziierten Autoanti-
korper (Abb. 3, gefillte Kreise) ist deutlich steiler als jene fur die IgG von gesun-
den Probanden (Abb. 3, ungeflllte Kreise). Die unterschiedlichen Steigungen
der IgG-Bindungskurven zeigen, dass IgG von gesunden Probanden eine gerin-
gere Aviditat zum [B-Adrenorezeptor haben als Bi-Adrenorezeptor-Antikorper
aus dem Blut von DCM-Patienten.

Eine Unterscheidung der IgG-Signale von Autoantikorper-positiven DCM-Pati-
enten und jener von Autoantikorper-negativen gesunden Probanden ist bei ei-
ner IgG-Konzentration von 0,3 g/L moglich. Bei IgG-Konzentrationen unterhalb
von 0,1 g/L fallen die Kurven zusammen. Daher wird fur die durchflusszytome-

trische Bestimmung von AF,, eine IgG-Konzentration von 0,3 g/l gewahit.

Giitekriterien des Nachweisverfahrens

Zur Bestimmung des pradikativen Wertes von AF,, fur Patienten mit chronischer
Herzinsuffizienz aufgrund einer DCM werden AF,,-Werte, die mit den isolierten
lgG von DCM-Patienten (n = 41) gewonnen wurden, mit solchen von gesunden
Probanden gleichen Alters und Geschlechts (n = 49) verglichen. Alle Patienten
befanden sich bei Blutentnahme klinisch in Stadien fortgeschrittener Herzinsuffi-
zienz (NYHA 1lI-1V) und zeigten eine linksventrikulare Dilatation sowie eine ein-
geschrankte linksventrikuldare Pumpfunktion, fur die eine andere Ursache als

eine DCM ausgeschlossen wurde.
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In der Kontrollgruppe mit gleicher Alters- und Geschlechtsverteilung wurden Er-
krankungen des Herzens durch das Fehlen kardiospezifischer klinischer Sym-
ptome, einen unauffalligen echokardiographischen Befund und/ oder normwerti-
ge kardiale Laborparameter (Troponin |, NT-pro-BNP) ausgeschlossen. Bei 71%
(29/41) der DCM-Patienten zeigte sich ein AF,,-Wert oberhalb der Grenze eines
95%-Konfidenzintervalls der Werte gesunder Kontrollen, der als Cut-off verwen-
det wurde (p < 0,0001; Abb. 4A).

A 80 . B 100
°

60- X
L >
Q) ® - —

W 404 5. 2z 30
%ee® 7]
0’ o o
(o] w ()

°
0 | 1
0 0 50 100
Kontrollen DCM-Patienten (100 - Spezifitat) / %

Abbildung 4: Gutekriterien des durchfluRzytometrischen Nachweisverfahrens der IgG-
Bindung an Bi-Adrenorezeptoren. A: AF,-Werte fur IgG von DCM-Patienten (n = 41, Kreise)
und gesunde Kontrollen (n = 49, Punkte), gepunktete Linie: Cutt-off-Wert (oberes 95%-Konfi-

denzintervall fur die gesunden Kontrollprobanden). B: ROC-Analyse der Daten aus A.

Die ROC-Analyse (Abb. 4B) zeigt eine Flache unter der Kurve von 0,9179 %
0,0285 (p < 0,0001) und ergibt fir den gewahlten Cut-off-Wert eine Sensitivitat
von 73% sowie eine Spezifitat von 96%.

Autoantikorper und echokardiographische Befunde
Eine Assoziation von AF,4 als Mal fur die lgG-Autoantikdrper, die an den 34-Ad-
renorezeptor binden, mit der linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF) zeigt

sich bei den untersuchten DCM-Patienten (n = 31) nicht (Abb. 5, r2 = 0,0039).
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Auch fur den linksventrikularen enddiastolischen Durchmesser (LVEDD) zeigt
sich bei den untersuchten DCM-Patienten (n = 26) keine Assoziation (r* =
0,0887) mit AF, (Abb. 5). Allerdings finden sich bei einem LVEDD > 70 mm bei
allen untersuchten DCM-Patienten (n = 6) B+-Adrenorezeptor-Autoantikdrper-Ti-
ter oberhalb des Cut-off-Wertes.

80- 80-
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L<L1 ° o, ® [ X J L<L1 ° ° ® .
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Abbildung 5: Korrelation der Autoantikérper mit der linksventrikuldaren Ejektionsfraktion
(LVEF) und mit dem linksventrikuldaren enddiastolischen Durchmesser (LVEDD) bei DCM-
Patienten. Die Menge der Bs-Adrenorezeptor-Autoantikdrper der DCM-Patienten (n = 31) wurde
uber die 1gG-Bindung an Bi-adrenerge Rezeptoren durchflusszytometrisch gemessen (AF,,-
Werte, Ordinate). Die LVEF und der LVEDD wurden zum Zeitpunkt der Blutentnahme bestimmt.
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Diskussion

Die entwickelte durchflusszytometrische Methode zum Nachweis von (3;-Adre-
norezeptor-Autoantikérpern im Blut von Patienten nutzt native B+-adrenerge Re-

zeptoren als Antigen. Mit Hilfe dieser Methode konnte bei 71% der untersuchten

Patienten mit DCM Autoantikorper gegen den {3 -adrenergen Rezeptor nachge-

wiesen werden. Dieses Ergebnis stimmt tberein mit der Pravalenz von 3;-Adre-
norezeptor-Autoantikorpern, die Uber deren Fahigkeit zur Rezeptorstimulation
ermittelt wurde: 50-70% bei DCM-Patienten gegenuber nur 5-10% in der gesun-
den Population (Wallukat und Schimke, 2014; Nikolaev et al., 2007; Liu et al.,
1999; Patel und Hernandez, 2013). Das Analytikverfahren scheint geeignet zur
Unterscheidung von physiologischen und pathologischen Spiegeln von (3;-Adre-
norezeptor-Autoantikorpern in humanen IgG-Zubereitungen.

Wie in der Literatur beschrieben (Bornholz et al., 2014; Jahns et al., 1999b),
zeigt sich, dass die chemische Fixierung zur Zerstérung des Epitops fuhrt, des-
sen Ziel die DCM-assoziierten B:-Adrenorezeptor-Autoantikérper sind. Daher
mussen Immunassays, die auf denaturierten oder synthetischen Epitoprepra-
sentationen basieren, als unzuverlassig angesehen werden (Jahns und Boege,
2015), und ein auf nativen Zellen basierendes Assay scheint besser fur eine va-
lide und aussagekraftige Bewertung klinisch relevanter humaner (+-Adrenore-
zeptor-Autoantikorper geeignet zu sein. Unter den bereits entwickelten Nach-
weisverfahren (Nikolaev et al., 2007; Bornholz et al., 2013; Holthoff et al., 2012;
Wallukat et al., 2001; Christ et al., 2005; Eckerle et al., 2013) bietet das hier vor-
gestellte die Vorteile, dass es zum einen auf einer stabilen immortalisierten hu-
manen Zelllinie basiert und zum anderen mit der Durchflusszytometrie eine
analytische Plattform nutzt, die in klinischen Routinelaboratorien vorhanden ist.
Des weiteren bietet es die Moglichkeit zur Standardisierung.

Ahnliche Nachweisverfahren zu dem in der vorliegenden Arbeit vorgestellten fur
Bs-adrenerge Autoantikérper wurden ebenfalls flr Autoantikbrper gegen andere
Membranproteine wie den Rezeptor des Thyreoidea stimulierenden Hormons
(TSH) (Lytton et al., 2010), den N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor (Lazar-Molnar et
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al., 2014), B>~ und a.-Adrenorezeptor (Li et al., 2014), den muskarinergen M-
Rezeptor (Preuss et al., 2014) und dopaminergen D,-Rezeptor (Dale et al.,
2012) entwickelt. Die Kolokalisation von IgG mit biofluoreszenten (+-Adrenore-
zeptor auf der Oberflache nativer Zellen, die hier durchflusszytometrisch ge-
messen wird, kann ebenfalls durch quantitative Epifluoreszenzmikroskopie oder
mittels Mikrotiterplatten-Epifluoreszenz-Lesegerat bestimmt werden (Roggen-
buck et al., 2013). Es wurde aber in friheren Arbeiten (Bornholz et al., 2013)
festgestellt, dass diese alternativen Messverfahren der Fluoreszenz durch die
Variabilitat des Hintergrundsignals beeintrachtigt werden, welches zu hoch ist,
um eine Tag-zu-Tag-Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten, die fir eine diagnos-
tische Anwendung erforderlich ist. Daher scheint die Durchflusszytometrie das
geeignetste Ausleseverfahren zu sein.

Eine Bewertung steht noch aus, ob die durchflusszytometrische Methode zur
Identifikation und zum Monitoring von Patienten geeignet ist, bei denen ein Risi-
ko besteht, eine Bs-Autoantikdrper-assoziierte chronische Herzinsuffizienz und/
oder eine DCM zu entwickeln. Klinische Korrelationen lassen vermuten, dass
eine erhdhte kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitdt von DCM-Patienten as-
soziiert ist mit B4-Adrenorezeptor-Autoantikorpern, die die Rezeptoraktivitat mo-
dulieren (z. B. Rezeptorstimulation), aber nicht mit 3;,-Adrenorezeptor-Autoanti-
korpern, die lediglich an den Rezeptor binden, ohne seine Funktion zu veran-
dern (Stork et al., 2006; Jahns et al., 1999b; Nikolaev et al., 2007; lwata et al.,
2001). Diese funktionelle Unterscheidung der Autoantikorper erfolgt bei dem
entwickelten Nachweisverfahren nicht. Obwohl der Test Personen bzw. Patien-
ten mit B+-Adrenorezeptor-Autoantikdrpern im Blut zuverlassig erkennt, ist wahr-
scheinlich ein darauffolgender funktioneller Test erforderlich, um unter den -
Adrenorezeptor-Autoantikérper-positiven Individuen jene zu identifizieren, die
ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung einer Autoimmun-DCM bzw. Herzinsuffi-
zienz aufgrund von Antikorpern haben, die den kardialen (31-Adrenorezeptor ak-
tivieren (Stork et al., 2006; Jahns et al., 1999b).

Die funktionelle Wirkung von [31-Adrenorezeptor-Autoantikérpern wird an isolier-

ten Kardiomyozyten, d. h. durch Anderungen der Spontan-Schlagfrequenz pri-
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marer neonataler Kardiomyozyten (Wallukat et al., 2001) bzw. humaner em-
bryonaler Kardiomyozyten (Bornholz et al., 2013) oder durch die Induktion eines
Kalziumeinstroms, eines Aktionspotentials oder einer Zellverkiurzung in pri-
maren ventrikularen Rattenkardiomyozyten (Christ et al., 2005; Eckerle et al.,
2013) getestet. Diese Assays gelten als Goldstandard, da sie direkt an den an-
genommenen kardiopathogenen Mechanismen der 3:-Adrenorezeptor-Autoanti-
korper ansetzen. Allerdings sind diese Methoden schwierig zu standardisieren
und fur die Laboratoriumsdiagnostik ungeeignet, da sie auf Primarkultur von dif-
ferenzierten Zellen basieren. Geeignetere funktionelle Nachweisverfahren ba-
sieren auf Zelllinien, die Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) Re-
porter fur die aktivierungsassoziierte Konformationsanderung des [+-Adrenore-
zeptor Uberexprimieren (Bornholz et al., 2013) oder auf der 31-Adrenorezeptor-
vermittelten Modulation des intrazellularen zyklischen Adenosin-3',5'-mono-
phosphat (cCAMP) (Nikolaev et al., 2007). Diese FRET-basierten Assays kdénnen
im Schnellverfahren auf 96-well-Platten ausgelesen werden, eine Technik, die
als Hochdurchsatz-Diagnostikverfahren in einigen Laboratorien zur Verfugung
steht. Angesichts der Komplexitat von bendtigter Ausstattung und Standardisie-
rung ist die Moglichkeit einer Anpassung dieser FRET-Verfahren an eine breite-
re diagnostische Verwendung jedoch zweifelhaft. Es ist daher eher zu erwarten,
dass sie von wenigen spezialisierten Zentren als Bestatigungstests angeboten
werden ebenso wie die auf primaren Kardiomyozyten basierenden funktionellen
Assays.

Folglich werden praktische Screening-Verfahren bendtigt, die eine standardi-
sierbare Identifikation von [s-Adrenorezeptor-Autoantikdrper-positiven Individu-
en ermoglichen und die Lucke zwischen der klinischen Routinediagnostik und
einem Bestatigungstest fur potentiell kardiopathogene funktionelle Effekte von
B+-Adrenorezeptor-Autoantikdrpern in spezialisierten Zentren schlieRen. Die
hier vorgestellte Nachweismethode ist moglicherweise ein solches Screening-
Verfahren. Gleichwohl muss die konkrete Rolle dieses Assays im Rahmen einer
diagnostischen Gesamtstrategie in einer prospektiven diagnostischen Kohorten-

studie validiert werden (Deubner et al., 2010).
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Der entwickelte durchflusszytometrische Nachweis kardiopathogener Autoanti-
korper gegen den (3+-Adrenorezeptor kann zur Untersuchung der Pravalenz die-
ser Autoantikorper bei weiteren kardiovaskularen Erkrankungen genutzt werden
sowie zur Identifikation und zum Monitoring von Patienten, bei denen aufgrund

dieser Antikorper das Risiko fir eine DCM und Herzinsuffizienz besteht.
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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Hintergrund

Bei bestimmten Formen der Herzinsuffizienz spielen Autoantikérper gegen den
kardialen Bs-adrenergen Rezeptor eine ursachliche Rolle. Um davon betroffene
Patienten einer spezifischen Therapie zuzufuhren, ist ein frihzeitiger Nachweis
prognostisch bedeutsam. Dazu soll eine durchflusszytometrische Nachweisme-
thode fur kardiopathogene Autoantikérper dienen, die auf deren Bindung an den
Bs-adrenergen Rezeptor in der Zellmembran intakter humaner Zellen basiert.
Methodik

Ausgangspunkt fur den Nachweis sind humane Fibrosarkomzellen (HT1080),
die ein biofluoreszentes Konstrukt des humanen (Bs-adrenergen Rezeptors stabil
Uberexprimieren. Diese Zellen prasentieren an ihrer Oberflache das konforma-
tionelle Epitop, an das die Autoantikorper binden. So kdnnen gereinigte Antikor-
perpraparationen aus Serum nach Fluoreszenzmarkierung mittels Sekundaran-
tikdrper durchflusszytometrisch untersucht werden.

Ergebnisse

Die durchflusszytometrische Analyse der Fluoreszenzintensitaten ergibt ein
Maf fur die Bindung der Autoantikorper an den [(s-adrenergen Rezeptor. Die
Menge an Autoantikérpern gegen den (1-adrenergen Rezeptor kann bei varia-
bler Antikbrper-Gesamtmenge untersucht werden. Bei gleicher Antikérper-Ge-
samtmenge weisen Patienten mit Dilatativer Kardiomyopathie (DCM) eine gro-
Rere Menge an Autoantikdrpern gegen den (s-adrenergen Rezeptor auf als Ge-
sunde. Bei 71% der DCM-Patienten konnte mit diesem Verfahren ein Nachweis
von Autoantikérperbindung an den (+-adrenergen Rezeptor erbracht werden.
Schlussfolgerungen

Die entwickelte Nachweismethode misst durchflusszytometrisch die Menge der
Autoantikorper, die an den Bs-adrenergen Rezeptor in humanen Zellen bindet.
Sie kann im untersuchten Kollektiv zuverlassig zwischen DCM-Patienten und

gleichaltrigen Herzgesunden unterscheiden (Sensitivitat: 73%, Spezifitat: 96%).
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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkurzungsverzeichnis

AAK
AF

AU
AR
cAMP
DCM
DMEM
EDTA
ELISA
FACS
FRET
FSC
HT

LVEDD
LVEF
mF
NMDA
NYHA
PBS
ROC
SEM
SSC
TSH
WT
YFP

Autoantikorper

Alexa Fluor

Arbitrary Unit

Adrenerger Hormonrezeptor

Zyklisches Adenosin-3',5'-monophosphat
Dilatative Kardiomyopathie

DuLBecco's modified EAGLE's medium
Ethylendiamintetraacetat

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Fluorescence Activated Cell Sorting
Fluorescence Resonance Energy Transfer
Vorwartsstreulicht

Humane Fibrosarkomzellen
Immunglobulin G

Linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser
Linksventrikulare Ejektionsfraktion

Mean Fluorescence Intensity
N-Methyl-D-Aspartat

New York Heart Association
Phosphatgepufferte physiologische Salzlésung
Receiver Operator Characteristics
Standard Error of the Mean
Seitwartsstreulicht

Thyreoidea stimulierendes Hormon
Wildtyp

Yellow Fluorescent Protein
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