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Zusammenfassung

Etwa ein Drittel der Falle von chronischer Herzinsuffizienz (HI) kann auf eine genetische
Veranlagung, metabolischen Stress und kardiale Entzindung zurtckgefuhrt werden.
Frihere Studien legen nahe, dass in diesen Fallen herzreaktive Autoantikdrper (AAK),
darunter insbesondere solche gegen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR), eine Rolle
in der Pathogenese der HI spielen koénnten. Eindeutige Beweise fir einen kausalen
Zusammenhang zwischen der humoralen GPCR-Autoimmunitat und nicht-ischamischer Hl
im Menschen liegen jedoch, bis auf bei der Chagas-Kardiomyopathie, nicht vor.

Es wurden die Fragestellungen Uberprift, ob (1) GPCR-AAk mit einer manifesten Hl
assoziiert sind, (2) serologische Muster solcher Hl-assoziierter GPCR-AAKk sich zwischen
histologischen Untergruppen der HI unterscheiden, (3) Serumspiegel Hl-assoziierter
GPCR-AAk mit etablierten serologischen, hamodynamischen, histologischen,
radiologischen und biochemischen Parametern der Krankheitsaktivitat korrelieren.

Hierfur wurde eine Kohorte von 95 Patienten mit einer neu diagnostizierten nicht-
ischamischen HI prospektiv eingeschlossen. Die kardiale Charakterisierung umfasste eine
transthorakale Echokardiographie, kardiale Magnetresonanztomographie,
Koronarangiographie, sowie Rechtsherzkatheteruntersuchung mit Endomyokardbiopsie.
Mittels hochaufldsender Respirometrie wurden die oxidative Phosphorylierungskapazitat
und die mitochondriale Kopplung der Gewebeproben gemessen. Ein Panel von GPCR-AAk
wurde mithilfe von Immunoassays in Serumproben der HI-Patienten sowie bei 60
Kontrollpersonen ohne HI bestimmt.

AAk gegen Bi-adrenerge (B1AR), Ms-muskarinische (MsR) und Angiotensin-II-Typ-2-
Rezeptoren (AT2R) waren bei HI erhéht (alle p<0,001). AAk gegen as-adrenerge (01AR)
und Angiotensin-Il-Typ-1-Rezeptoren (AT1R) waren bei HI verringert (beide p<0,001). Es
zeigten sich einige Korrelationen von Veranderungen der GPCR-AAk mit Markern der
Krankheitsaktivitat; jedoch waren diese Zusammenhange schwach, auch nach Korrektur
fir das Gesamt-lgG. B1AR-AAk zeigten ein inverse Korrelation mit Markern der
linksventrikularen Fibrose, die durch T1-Mapping (r=-0,362, p<0,05) und den globaler
longitudinaler Strain (r=-0,323, p<0,05) angezeigt wurden. AT,R-AAk waren mit einer
effizienteren myokardialen mitochondrialen Kopplung vergesellschaftet, die mittels
hochauflésender Respirometrie in Myokardbiopsien gemessen wurde (r=-0,352, p<0,05).
Bei HI-Patienten korrelierte zudem eine erhdhte Insulinresistenz mit niedrigen Leveln an
AT.R-AAk (r=-0,240, p<0,05).

Die von uns erhobenen Daten legen nahe, dass GPCR-AAK bei HI deutlich verandert sind.
Ihre Korrelationen mit Parametern kardialen Stoffwechsels und Struktur deuten nicht auf
eine spezifische kardiopathogene Rolle hin, sondern stitzen eher das Konzept protektiver
Eigenschaften spezifischer AAk und ihrer Veranderungen bei HI. Dies legt nahe, dass
weitere mechanistische Untersuchungen erforderlich sind, bevor spezifische, auf GPCR-
Autoantikérper gerichtete Therapien bei nicht-ischdmischer HF klinisch getestet werden
kdénnen.



Summary

Roughly one third of cases of chronic heart failure (HF) can be attributed to genetic
predisposition, metabolic stress, and cardiac inflammation. Previous studies suggest that in
these cases cardiac reactive autoantibodies (AAb), including in particular those against G
protein-coupled receptors (GPCR), may play a role in the pathogenesis of HF. However,
the evidence regarding a causal relationship between humoral GPCR autoimmunity and
non-ischaemic HF in humans remains controversial except in Chagas' cardiomyopathy.

We hypothesized that (1) circulating GPCR-AAD levels are associated with non-ischemic
HF, (2) serological patterns of such HF-associated GPCR-AAD differ between histological
sub-entities within HF patients, (3) serum levels of HF-associated GPCR-AAD relate to
established serological, hemodynamic, histological, radiological, and biochemical
parameters of disease activity.

For this purpose, a cohort of 95 patients with newly diagnosed non-ischemic HF was
prospectively enrolled in this study. Cardiac characterization included transthoracic
echocardiography, cardiac magnetic resonance imaging, coronary angiography, and right
heart catheterization with endomyocardial biopsy. High-resolution respirometry was used
to measure the oxidative phosphorylation capacity and mitochondrial coupling in
endomyocardial biopsies. A panel of GPCR-AAb was determined with immunoassays in
serum samples from the HF patients as well as 60 control subjects without HF.

AADb against Bi-adrenergic (B1AR), Ms-muscarinic (MsR) and angiotensin Il type 2 receptors
(AT2R) were increased in HF (all p<0.001). AAb against as-adrenergic (a1AR) and
angiotensin Il type 1 receptors (AT1R) were decreased in HF (both p<0.001). Correlations
of GPCR-AAb with markers of cardiac or systemic inflammation, cardiac damage,
hemodynamics, myocardial histology or left ventricular inflammation (assessed by T2
mapping) were weak, even when corrected for total IgG. B1AR-AAb were inversely related
to markers of left ventricular fibrosis as indicated by T1 mapping (r=-0.362, p<0.05) and
global longitudinal strain (r=-0.323, p<0.05). AT:R-AAb were associated with higher
myocardial mitochondrial coupling efficiency as measured by high-resolution respirometry
in myocardial biopsies (r=-0.352, p<0.05). In HF patients, increased insulin resistance
related to lower AT2R-AAD levels (r=-0.240, p<0.05).

Our data suggest that GPCR-AADb are significantly altered in HF. Their correlations with
parameters of cardiac metabolism and structure do not suggest a specific cardiopathogenic
role but rather support the concept of protective properties of specific AAb and their
alterations in HF. This suggests that further mechanistic studies are needed before specific
GPCR autoantibody-targeted therapies should be clinically tested in non-ischaemic HF.
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1 Einleitung

1.1  Herzinsuffizienz und Kardiomyopathie
1.1.1 Definition

Die European Society of Cardiology (ESC) definiert in ihrer aktuell gultigen Leitlinie
zur Diagnostik und Behandlung der akuten und chronischen Herzinsuffizienz (HI)
von 2021 die HI als ein klinisches Syndrom mit klassischen Kardinalsymptomen
(z.B. Dyspnoe, Knochelodeme und Erschopfung), das von klinischen Zeichen (z.B.
gestaute Halsvenen und Rasselgerausche in der Lungenauskultation) begleitet
werden kann [1]. Sie resultiert aus einer strukturellen oder funktionellen
Beeintrachtigung des Herzens, die in erhohten kardialen Drucken und einer

unzureichenden Herzleistung in Ruhe oder bei Belastung mundet.

Um verschiedenste Herzerkrankungen zu beschreiben, die in einer Hi
resultieren konnen, wird im klinischen Umgang oftmals der Begriff der
Kardiomyopathie (CM) verwendet [2, 3]. 1968 definierte die Word Health
Organization (WHO) erstmals CM als Erkrankungen unterschiedlicher, oft
unbekannter Atiologie, bei denen eine Kardiomegalie und eine HI vorliegen. Aus
dieser Definition ausgeschlossen waren kardiale Dysfunktionen aufgrund von
Herzklappenerkrankungen, Koronarischamie sowie systemischen oder pulmonalen
Gefalerkrankungen [4]. Seit 1980 bemuht sich die WHO zusammen mit der
International Society and Federation of Cardiology (ISFC) mittels einer von ihr
gegrundeten Task Force, die Definition der CM an das aktuelle wissenschaftliche
Verstandnis der Atiologien der HI anzupassen. In ihrer ersten Fassung von 1980
wurden die CM noch als Herzmuskelerkrankungen unbekannten Ursprungs
definiert, um sie von spezifischen Herzmuskelerkrankungen mit bekannter Atiologie
abzugrenzen [5]. Mit einem wachsenden Verstandnis von Atiologie und
Pathogenese wurde diese Abgrenzung zunehmend unscharf, weshalb die gleiche
Task Force 1995 die CM nun als Erkrankungen des Myokards, welche mit einer
kardialen Dysfunktion einhergehen, definierte. In der gleichen Publikation wurde der
Begriff der spezifischen CM vorgestellt, der Herzmuskelerkrankungen beschreibt,
die mit spezifischen kardialen oder systemischen Storungen einhergehen. Zu

diesen gehorte unter anderen die inflammatorische CM, eng. inflammatory



cardiomyopathy (iCM), welche sich durch eine Myokarditis mit gleichzeitiger
kardialer Dysfunktion und ventrikularem Remodelling definiert und oft zu einer
dilatativen CM (DCM) fuhrt. Formen der iCM konnen idiopathisch, autoimmun oder
auch infektios, wie bei der Chagas-CM, bedingt sein [6, 7]. 2006 prasentierte die
AHA im Rahmen eines Expertengremiums eine aktualisierte Definition der CM. Sie
beschreibt die CM als eine heterogene Gruppe von Erkrankungen des
Herzmuskels, die mit mechanischen oder elektrischen Funktionsstorungen
einhergehen und in der Regel eine unangemessene ventrikulare Hypertrophie oder
Dilatation aufweisen und auf eine Vielzahl von Ursachen zurtckzufuhren sind, die
haufig genetisch bedingt sind. CM beschranken sich entweder auf das Herz oder
sind Teil allgemeiner systemischer Erkrankungen, die in den meisten Fallen zum
Herztod oder zu einer fortschreitenden, durch eine HI bedingten Einschrankung
fuhren [8]. 2007 veroffentliche die Arbeitsgruppe fur myokardiale und perikardiale
Erkrankungen der ESC eine Stellungnahme, in der sie die CM als eine
Myokarderkrankung definiert, bei der der Herzmuskel strukturell und funktionell
abnormal ist, ohne dass eine koronare Herzkrankheit, Bluthochdruck, eine
Herzklappenerkrankung oder eine angeborene Herzerkrankung vorliegen, die
ausreichen wurden die beobachtete Myokardanomalie zu verursachen [9]. An
dieser Definition wird aktuell (Stand: Januar 2024) festgehalten und man ist
mittlerweile dazu Ubergegangen, die Unterarten der CM genauer zu definieren [1,
10-12].

1.1.2 Klassifikation

Zur Einteilung der HI bedient man sich verschiedener Systeme. Die gangigsten
orientieren sich an der linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF), wie in Tabelle 1
dargestellt, oder an der Symptomschwere gemal} der New York Heart Association
(NYHA). Hierbei werden die Stadien | bis IV unterschieden, die von einer kardialen
Erkrankung ohne Einschrankung korperlicher Aktivitat bis hin zu auch in Ruhe

einschrankenden Beschwerden reichen [13].



Form der HI Kriterien

HFrEF - Symptome = klinische Zeichen
- LVEF <40 %

HFmrEF - Symptome = klinische Zeichen
- LVEF41-49%

HFpEF - Symptome = klinische Zeichen

- LVEF 250 %
- Nachweis einer strukturellen Herzerkrankung oder diastolischen
Dysfunktion

Tabelle 1: Einteilung der Herzinsuffizienz nach LVEF gemaR Leitlinie der European Society
of Cardiology [1]. Die klinischen Zeichen sind nicht obligat, da sie in friihen Krankheitsstadien
oder bei kardial kompensierten Patienten nicht zwingen auftreten. Als strukturelle Herzerkrankung
wird das Spektrum der nicht-koronaren Herzerkrankungen bezeichnet, das z.B. valvulare
Erkrankungen oder hypertrophe Kardiomyopathien umfasst [14]. HI Herzinsuffizienz; HFrEF heart
failure with reduced ejection fraction; HFmrEF heart failure with mildly reduced ejection fraction;

HFpEF heart failure with preserved ejection fraction.

Einen starkeren Fokus auf den Krankheitsverlauf legt die Einteilung in akute
und chronische HI [15]. Sie unterscheidet eine chronische Verlaufsform bei
bestehender Diagnose und einem eher allmahlichen Fortschreiten der Krankheit
von der akuten Form, die sich durch eine abrupten Beginn sowie eine

neuaufgetretene kardiale Dekompensation kennzeichnet.

Die Klassifikation der CM unterlag den letzten Jahren ebenfalls einer
kontinuierlichen Weiterentwicklung, um neuen Erkenntnissen zur Atiologie der
verschiedenen Unterformen gerecht zu werden. In einer 2006 publizierten
Stellungnahme der AHA wird die CM in abgrenzbare Erkrankungen des Myokards
unterteilt [8]. In ihr unterscheidet die AHA zwischen primaren und sekundaren CM.
Wahrend primare CM sich auf den Herzmuskel beschranken und mit einer
mechanischen oder rhythmogenen Dysfunktion des Myokards assoziiert sind,
zeichnen sich die sekundaren CM durch eine zusatzliche Beteiligung weiterer

Organsysteme aus (Tabelle 2).

Kardiomyopathie  Ursache Beispiele
Primare Genetisch Familiare hypertrophe CM
Kardiomyopathien Hypertrophie nicht-obstruktive CM

Hypertrophe obstruktive CM




Arrhythmogene rechtsventrikulare CM
Non-Compaction-CM
lonenkanalerkrankungen

Mitochondrielle Myopathien

Gemischt Dilatative CM
Restriktive CM
Erworben Inflammatorische CM (Myokarditis)

Tako-Tsubo-CM
Peripartale CM
Tachykardie-induzierte CM

Sekundare Infiltrativ Amyloidose, Morbus Gaucher, Morbus Hunter

Kardiomyopathien  Speichererkrankung Hamochromatose, Morbus Fabry

Toxisch Drogen, Schwermetalle

Endomyokardial Endomyokardiale Fibrose, Hypereosinophiles
Syndrom

Endokrin Diabetes mellitus, Hyperthyreose, Akromegalie

Inflammatorisch Sarkoidose

Neuromuskular Friedreich Ataxie, Myotone Dystrophie

Autoimmun SLE, Dermatomyositis, Sklerodermie, RA

Tabelle 2: Unterscheidung der primaren und sekundaren Kardiomyopathien nach AHA [8].
CM Kardiomyopathie; SLE Systemischer Lupus erythematodes; RA Rheumatoide Arthritis.

2007 schlug die ESC eine eigene, auf morphologischen und funktionellen
Phanotypen basierende Klassifikation der CM vor [9]. Die CM werden in dieser
Klassifikation wie in Abbildung 1 dargestellt in verschiedene Phanotypen eingeteilt,

die sich wiederrum in genetische und nicht-genetische Untergruppen ordnen.

Kardiomyopathien

l
| I I | |

RCM HCM DCM ARVC Unklassifiziert*
( J
Y
Familiar/Genetisch Nicht-familiar/Nicht-genetisch
[ | ] [ | |
Unidentifizierter Krankheitssubtyp Idiopathisch Krankheitssubtyp
Gendefekt

Abb. 1: Zusammenfassung der von der ESC vorgeschlagenen Kilassifikation der
Kardiomyopathien. ESC European Society of Cardiology; RCM Restriktive Kardiomyopathie;



HCM Hypertrophe Kardiomyopathie; DCM Dilatative Kardiomyopathie; ARVC Arrhythmogene
rechtsventrikulare Kardiomyopathie; *Unklassifizierte Kardiomyopathien enthalten die
Linksventrikulare ~ Non-Compaction-Kardiomyopathie  (LVNC) und die  Tako-Tsubo-
Kardiomyopathie [9].

2013 wurde die MOGE(S) Klassifikation der World Heart Federation zur
Beschreibung von CM vorgestellt. Diese setzt sich aus dem morphofunktionellem
Phanotyp (M), der Organbeteiligung (O), dem genetischen Vererbungsmuster (G),
einer atiologischen Angabe (E) sowie dem funktionellen Status (S) zusammen. Der
Vorteil dieses Systems liegt in der Flexibilitat des Kategorisierens von
Uberschneidenden genetischen und phanotypischen Syndromen [16].

1.1.3 Epidemiologie

Wahrend die Alters-angepasste Inzidenz der HI in den westlichen Industrienationen
zuletzt abnahm, stieg sie durch eine zunehmende Lebenserwartung und den
dadurch bedingten demographischen Wandel der Bevodlkerung insgesamt an [17].
Eine geschatzte globale Pravalenz von 32 bis 64 Millionen Betroffenen [18, 19], eine
europaische Inzidenz von etwa 3/1000 Personenjahren [20] und jahrlich
schatzungsweise 500.000 Falle neu diagnostizierter HI in Deutschland [21]
demonstrieren die Relevanz dieser Erkrankung. Da Studien in der Regel nur
diagnostizierte Falle dokumentierten, liegt die wahre Pravalenz vermutlich deutlich

Uber den oben genannten Zahlen [22].

Betrachtete man die Verteilung der Formen der HI, zeigten Daten aus im
stationaren Rahmen durchgefuhrten Studien, dass HFrEF und HFpEF jeweils etwa
die Halfte der Patienten ausmachten [23, 24]. Im ambulanten Bereich erhobenen
Zahlen nach machte die HFrEF etwa 60% der Patienten aus, gefolgt von der
HFmrEF mit 24% und der HFpEF mit 16% [25]. Etwas mehr als die Halfte der
betroffenen Patientin waren Frauen [26], zudem stieg die Pravalenz mit dem Alter
von etwa 1% der unter 55-jahrigen auf mehr als 10% der Uber 70-jahrigen an [26,
27].



1.1.4 Atiologie

Risikofaktoren wie die koronare Herzkrankheit (KHK), Ubergewicht, Diabetes
mellitus, chronische Niereninsuffizienz, arterielle Hypertonie und ein hoheres
Lebensalter gehen mit einem erhohten relativen Risiko der Entstehung einer Hli
einher [28, 29].

Unter den vielfaltigen Ursachen der HI sind die KHK mit Myokardinfarkt,
arterielle und pulmonale Hypertonien sowie valvulare Erkrankungen die haufigsten
[29]. Patienten kénnen ebenfalls gemischte Atiologien aufweisen, ebenso sind
deutliche geographische Unterschiede in den Atiologien erkennbar [30]. Wahrend
in den Industrienationen insbesondere die KHK und die chronisch obstruktive
Lungenerkrankung (COPD) als Hauptursachen zu nennen sind, werden viele Falle
von HI in Entwicklungslandern durch die hypertensive Herzerkrankung,
rheumatische Herzkrankheit, CM und Myokarditiden verursacht [31]. Weitere
Ursachen beinhalten verschiedene Arrhythmien, infiltrative Erkrankungen,
Speichererkrankungen, neuromuskulare Erkrankungen, Substanzmissbrauch
sowie Behandlung mit bestimmten Chemotherapeutika und anderen

kardiotoxischen Medikamenten [29].

Ein Sonderfall unter den Atiologien ist die Chagas-CM. Die zu den iCM
gehorende Erkrankung wird durch das Protozoon Trypanosoma cruzi (T. cruzi)
verursacht und stellt die haufigste Ursache der nicht-ischamischen HI in
Sudamerika dar [32, 33]. In Europa nahm die Anzahl der Infektionen in den letzten
zwei Jahrzehnten zu. Diese traten anfangs nur in Gemeinschaften von aus
Sudamerika emigrierten Personen, zunehmend aber auch aufRerhalb davon auf
[34]. Nach der initialen Infektion durch den Parasiten fUhren zwei primare
Mechanismen der Pathogenese, die durch den Parasiten ausgeloste
Immunreaktion und die durch die Infektion ausgeloste Autoimmunreaktivitat zu einer
akuten und schlieBlich chronischen Myokarditis. In diesem Zustand verursachen
zwei sekundare Mechanismen, neurogene Funktionsstérungen und mikrovaskulare
koronare Dysfunktionen, die mit der Krankheit assoziierten kardialen Beteiligungen

wie DCM, ventrikulare Arrhythmien und Reizweiterleitungsstorungen [35, 36]. Die



Herzschaden und Myokarditis der akuten Phase resultieren aus einer hochgradigen
Parasitamie und einem direkten Parasitismus im Myokard [37]. Autopsiestudien
sowie Endomyokardbiopsien (EMB) lebender Patienten zeigten eine enge
Korrelation der T. cruzi-Gewebebelastung mit dem Ort und der Intensitat des
myokardialen Entzindungsprozesses [38]. Bei der sich langsam entwickelnden
chronischen Phase wurden erstmals moglicherweise pathogene gegen G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren gerichtete Autoantikorper (GPCR-AAK) beschrieben [39].
Im Zuge weiterer Studien konnte gezeigt werden, dass Homologien zwischen
GPCR der Kardiomyozytenmembran und viralen sowie bakteriellen Proteinen die
Bildung endogener kreuzreaktiver AAk durch sogenanntes Antigen-Mimikry

induzieren [40].

1.2 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
1.2.1 Aufbau und Funktion

GPCR sind in die Zell- und Endosomenmembran eingebettete Rezeptoren, die Uber
die Aktivierung Guanintriphosphat (GTP)-bindender Proteine (G-Proteine) fur die
Signaltransduktion in das Zellinnere zustandig sind [41]. Sie stellen mit mehreren
hundert Rezeptoren die grofte Proteinsuperfamilie im Menschen dar und werden
von schatzungsweise 1000 der circa 21000 Protein-kodierenden Gene des
menschlichen Genoms kodiert [42]. Mehr als 1200 verschiedene Rezeptoren sind
bisher identifiziert worden, zu ihren Liganden gehodren unter anderem biogene
Amine, Peptide, Lipide, Nukleotide, Glykoproteine und Proteasen. Ebenfalls werden
exogene Stimuli wie Geschmack, Geruch und Lichtreize durch diese

Rezeptorfamilie vermittelt.

Alle GPCR besitzen eine ahnliche Struktur, schematisch dargestellt in
Abbildung 2. Sieben transmembrandse a-Helices sind durch drei extrazellulare (EC,
—m) und drei intrazellulare (IC, - ) Schleifen miteinander verbunden und bilden so
eine hydrophobe Bindungsdomane fur Liganden [43, 44]. Extrazellular findet sich
ebenfalls das N-terminale Ende des Rezeptorproteins, das bei einigen GPCR als

primare Ligandenbindungsstelle dient. Intrazellular liegt neben den intrazellularen



Schleifen ebenfalls das C-terminale Ende des Rezeptors. Die Zusammensetzung
der Aminosauren der oftmals groften EC, Schleife ermdglicht in den meisten Fallen
die Bildung einer B-Haarnadel-Struktur, welche teilweise in die
Ligandenbindungsstelle eintaucht. So beeinflussen die Konformation und Stabilitat
von EC, die basale Rezeptoraktivitat und die GPCR-Liganden-Interaktion in
gewissem Malde. Anhand von [1-adrenergen-Rezeptoren (AR) und B2AR wurde
nachgewiesen, dass die korrekte Faltung von EC, und/oder EC, fur die Bildung der
Ligandenbindungsstelle essentiell ist [43]. Die Bindung und daruber gesteuerte
Signaltransduktion nach intrazellular erfolgt Uber ein G-Protein, an dessen Bindung
ICu, ICii sowie das C-terminale Ende beteiligt sind.

Abb. 2: Schematische Darstellung eines GPCR und GPCR-AAk Der GPCR-AAK, ein
Immunglobulin der Klasse G (IgG), bindet an die zweite extrazelluldre Schleife. Die sieben
Transmembrandomanen (TM) des Rezeptors sind in Griin dargestellt und nummeriert (I — VII).
Die drei extrazellularen Schleifen (ECru), die die TM miteinander verbinden sind abgebildet.
Intrazellulér liegen die intrazellularen Schleifen (ICi.i1) sowie das C-terminale Ende des Rezeptors,
an den ein GTP-bindendes Protein bindet (hier nicht dargestellt). Die Abbildung wurde teilweise
unter Verwendung von Servier Medical Art erstellt, bereitgestellt von Servier, lizenziert unter einer
Creative Commons Attribution 3.0 unported license.



1.2.2 GPCR-Autoimmunitat bei chronischer Herzinsuffizienz

Die Erstbeschreibung von GPCR-AAk bei kardiovaskularen Erkrankungen erfolgte
1976 durch Sterin-Borda et al., die eine agonistische Aktivitat von Chagas-Seren
nachweisen konnten [39]. 1984 gelang es Borda et al. aus dem Serum von an
Chagas-CM erkrankten herzinsuffizienten Patienten Immunglobulin G (IgG) zu
isolieren, welches in vitro Uber die Aktivierung von BAR des Myokards dessen
Aktivitat modulierte [45]. Im Kontext von CM berichteten Wallukat und Wollenberger
1987 erstmals uber bei Patienten mit idiopathischer DCM vorhandene AAk gegen
den B1AR, die sich gegen die EC, oder EC,, des Rezeptors richten [46].

Aktuell wird davon ausgegangen, dass unter den Formen der nicht-
ischamisch bedingten HIl in etwa 30 % der Falle klare Konzepte der Entstehung und
des Fortschreitens der HI fehlen, sodass diese bisher unter dem Namen der
.Kardiomyopathien unbekannten Ursprungs® klassifiziert wurden [8]. Man nimmt an,
dass insbesondere die nicht-genetischen und erworbenen Formen aus einer
anfanglich meist viralen Infektion entstehen, die zu einer akuten Myokarditis fuhrt,
welche abhangig von der allgemeinen Reaktivitdt des Immunsystems zu einer
chronischen Autoimmunmyokarditis mit Symptomen der HI fuhren kann [11, 47]. So
wurde ein Fortschreiten der HI gezeigt, wenn es zur Bildung von AAk kommt, die
sich gegen bestimmte sarkolemmale GPCR der Myozytenmembran richten [48, 49].
Unter diesen tat sich eine Reihe an kreuzreaktiven Antikorpern (Ak) und/oder AAk
gegen verschiedene kardiale Antigene vor, einschlie3lich mitochondrialer Proteine
(z.B. ATP/ADP-Translokase, Lipoamid, Pyruvatdehydrogenase), sarkolemmaler
Proteine (z.B. Aktin, Laminin, Myosin, Troponin) und am bedeutendsten GPCR der
Myozytenmembran (z.B. B1-, B2-, B3-, as-adrenerge Rezeptoren, muskarinerger

Cholin-Rezeptor 2, Angiotensin-II-Rezeptor Typ 1, Endothelin-Rezeptor A) [50-55].

1.2.3 Therapeutische Ansatze

Wenngleich die Relevanz von GPCR-AAKk bei chronischer HI nicht abschliefend
geklart ist, zeigen klinische Daten, dass sich die Prognose herzinsuffizienter
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Patienten durch das Vorhandensein funktionell relevanter GPCR-AAk
verschlechtert [56, 57]. Folglich stellt sich die Frage nach spezifischen

Therapieregimen, wie es sie fur andere Autoimmunerkrankungen gibt [58, 59].

In diesem Zusammenhang konnten bereits erste Richtungen vorgegeben
werden. In vitro wurde gezeigt, dass die durch 31AR-AAk induzierte Aktivierung des
B1AR durch Inkubation mit B1ECy-ahnlichen Peptiden antagonisiert werden konnte
[60]. In Ratten- und Mausmodellen konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass
eine Neutralisierung von (31AR-AAk durch spezifische zyklische Peptide, die von
B1AR-AAk-induzierten Myokardschaden verhinderte und eine kardiale Dysfunktion
ruckgangig machte [61, 62]. Die neben den oben genannten Beispielen fur neue
Therapierichtungen momentane Standardmedikation der chronischen HI ful3t laut
aktuellen Leitlinien auf dem Einsatz von ACE-Inhibitoren (ACE-l), AT1R-
Antagonisten, Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-Inhibitoren (ARNI), Betablockern,
Mineralcorticoidrezeptor-Antagnositen  sowie  Sodium-Glukose-Transporter-2-
(SGLT2)-Inhibitoren [1, 29]. Daruber hinaus befinden sich weitere Therapien in
verschiedenen Stadien der Entwicklung, die insbesondere fur die GPCR-AAk-
assoziierte HI relevant werden konnten und von denen einige in Tabelle 3 vorgestellt

werden.

Therapie Wirkung

B1ECu-zyklisches Neutralisierung zirkulierender B1AR-AAk und Verringerung der B:1AR-
Peptid AAk-spezifischen B-Gedachtniszellen [62, 63]
Immunoadsorption  Ahnlich der Dialyse; spezifisch mittels membrangebundener Peptide, die
von B1ECi stammen oder unspezifisch mittels Protein-A-Saulen [64-67]
Aptamere Kurze einzelstrangige DNA- oder RNA-Sequenzen, die ein spezifisches
Molekil (z.B. Antikorper) binden kénnen [68, 69]
Tabelle 3: Neue Therapieansitze der GPCR-Autoantikorper-assoziierten Herzinsuffizienz.
B1AR-AAK B1-Adrenorezeptor-Autoantikorper; ECi Zweite extrazellulare Schleife des B1AR; DNA

Desoxyribonukleinsdure; RNA Ribonukleinsaure.
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1.3 Kardialer Energiestoffwechsel
1.3.1 Herzarbeit und Substrate

Mit taglich ungefahr 100.000 Schlagen und einer Pumpleistung von 10.000 Litern
Blut pro Tag hat das Herz bei der Generierung mechanischer Energie einen
enormen Bedarf an chemischer Energie, oder anders formuliert, an Substraten [70,
71]. Diese Leistung wird durch eine effiziente, dem Bedarf angepasste
Substratverwertung ermdglicht. Diese wird in der Literatur haufig in drei Schritte
unterteilt [70, 72]:

|.  Substrataufnahme in die Kardiomyozyten
[I.  Substratumwandlung in Energietrager, insbesondere ATP
[ll.  ATP-Nutzung zur Kontraktion myokardialer Myofibrillen

In Ruhe deckt das gesunde Herz seinen Energiebedarf zu 60 % durch
langkettige Fettsauren, zu 30 % durch Glukose und zu circa 10 % durch andere
Substrate wie Laktat und Ketonkorper [73, 74]. Diese Verteilung kann
bedarfsgerecht, beispielsweise bei korperlicher Anstrengung oder einer
gesteigerten Herzarbeit durch dauerhafte B1AR-Erregung, angepasst werden.
Hierbei steigt der Anteil an verstoffwechselter Glukose, die ein effizienteres
Verhaltnis von Sauerstoffbedarf zur Gewinnung von Adenosintriphosphat (ATP)
aufweist [75, 76]. In Gegensatz dazu bendtigt die Verstoffwechselung freier
Fettsdauren zwischen 27 - 54 % mehr Sauerstoff [77, 78].

Wahrend die Verschiebung der Substratverteilung in einer physiologischen
Situation reversibel ist und sich nach Beendigung der kdrperlichen Belastung wieder
einpendelt, liegt bei einer HI eine dauerhaft erhdhte Glukosenutzung vor [74]. Diese
Anpassung dient initial der Deckung des vermehrten myokardialen Substratbedarfs,
resultiert Uber die Zeit jedoch in einer unzureichenden Substratversorgung des
Myokards [70, 78].
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1.3.2 Atmungskette und oxidative Phosphorylierung

Die Synthese des Energietragers ATP ist die Hauptaufgabe der Mitochondrien.
Diese bestehen aus einer fur die meisten Stoffe permeablen aulieren Membran und
einer inneren Membran, die fur viele Molekule undurchlassig ist und an deren
Oberflache sich die Atmungskette befindet. Die von der inneren Membran

umschlossene Matrix ist Ort weiterer Stoffwechselvorgange [79].

Die Atmungskette wiederum besteht aus vier Proteinkomplexen (Abb. 3), an
denen die oxidative Phosphorylierung zur Energiegewinnung in Form von ATP
stattfindet: Komplex | (NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase), Komplex Il (Succinat-
Ubichinon-Oxidoreduktase), Komplex IlI (Ubichinol-Cytochrom-c-Oxidoreduktase)
und Komplex IV (Cytochrom-c-Oxidase). Den Beginn der Redoxreaktionen stellen
die Reduktionsaquivalente NADH + H* und FADH2 aus dem Abbau der Fette,
Kohlenhydrate und Proteine dar. Die von den Reduktionsaquivalenten
bereitgestellten Elektronen werden uUber die Enzykomplexe der Atmungskette
transportiert, wobei der Prozess entweder bei Komplex | mit NADH + H* oder bei
Komplex Il mit FADH: startet. Zu Beginn Ubertragen diese beiden Komplexe
Elektronen auf Ubichinon, wodurch Ubichinol entsteht. Komplex Il transportiert
diese von Ubichinol weiter auf Cytochrom c, das frei beweglich an der Aul3enseite
der inneren Mitochondrienmembran liegt. Im letzten Schritt katalysiert Komplex 1V
eine Reaktion, bei der die beiden Elektronen von Cytochrom c auf Sauerstoff
Ubertragen werden, aus welchem durch die zusatzliche Aufnahme von Protonen
zwei Molekule Wasser entstehen. Durch die Weitergabe der Elektronen wird jeweils
Energie frei, die genutzt wird, um Protonen aus der mitochondriellen Matrix in den
Intermembranraum zu pumpen, was die Bildung eines Protonengradienten tUber der
inneren mitochondrialen Membran zur Folge hat. Die manchmal auch als Komplex
V bezeichnete ATP-Synthase lasst die Protonen kontrolliert zurick in die Matrix
flielRen, wodurch Energie freigesetzt wird, die zur Phosphorylierung von ADP zu
ATP genutzt wird. Reguliert wird die Atmungskette u.a. durch die vorhandene ADP-
Konzentration. Hohe Spiegel signalisieren einen Energiemangel, der die

Atmungskette anregt, niedrige Spiegel haben einen gegenteiligen Effekt [79].
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| AuBere mitochondriale Membran
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Abb. 3: Atmungskette und oxidative Phosphorylierung Die Reduktionsaquivalente
Nicotinamidadenindinucleotid (NADH + H*) und Flavin-Adenin-Dinukleotid (FADH2) werden an
Komplex | bzw. 1l der Atmungskette zu NAD* bzw. FAD oxidiert. Dabei werden Elektronen auf
Ubichinon (Q) Ubertragen, aus dem dabei Ubichinol entsteht. An Komplex Il werden die
Elektronen von Ubichinol auf Cytochrom c (C) libertragen, an Komplex IV auf Oz, sodass das O2
mit vier Protonen (H*) zu zwei Molekllen Wasser reagiert. Durch die ablaufenden
Redoxreaktionen wird Energie frei die an den Komplexen I, Ill und IV zur Erzeugung eines
Protonengradienten genutzt wird, indem Protonen aus der mitochondrialen Matrix in den
Intermembranraum gepumpt werden. Durch die ATP-Synthase gelangen diese Protonen zurilick
in die Matrix, die dabei freiwerdende Energie wird zur Erzeugung von ATP aus ADP genutzt [79].
Die Abbildung wurde teilweise unter Verwendung von Servier Medical Art erstellt, bereitgestellt

von Servier, lizenziert unter einer Creative Commons Attribution 3.0 unported license.

Die an Komplex IV ablaufende Reaktion, bei der unter dem Verbrauch von
Sauerstoff und Protonen Wasser entsteht, ist Grundlage der in dieser Arbeit
verwendeten Methode der Respirometrie (siehe 2.2.6). Da der Sauerstoffverbrauch
in direktem Zusammenhang zur Aktivitat des Komplex IV steht und damit als
Indikator fur die oxidative Phosphorylierung dient, kann mit ihm die mitochondriale
Aktivitat quantifiziert werden [80]. Der Sauerstoffverbrauch in Abhangigkeit der Zeit
wird hierbei als Sauerstofffluss (O2-Fluss) oder Respiration bezeichnet [81]. Diese
Respiration kann vom Gewicht der gewonnenen Myokardproben abhangig sein, da
eine schwerere Probe zumeist mehr Mitochondrien enthalt als eine leichte. Deshalb
wurde in dieser Arbeit eine Normierung des O-Fluss auf das jeweilige

Probengewicht vorgenommen.

Neben der ATP-Erzeugung ist die Atmungskette Produktionsort reaktiver

Sauerstoffspezies, die in geringen Konzentrationen als regulatorische Mediatoren
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bei verschiedenen Signalwegen der Zelle fungieren, in hohen Konzentrationen

dagegen zellschadigend wirken [82, 83].

1.3.3 Respiratorische Stadien

Die verschiedenen Stadien der mitochondriellen Respiration werden nach dem
Vorliegen bzw. der Abwesenheit der Substrate und Inhibitoren der Atmungskette
und der daraus resultierenden, maximal erreichbaren Geschwindigkeit der

oxidativen Phosphorylierung eingeteilt.

Erstmals 1955 von Chance und Williams definiert, wurden die klassischen
funf metabolischen Stadien der Mitochondrien in Versuchen mit isolierten
Mitochondrien aus Ratten- und Meerschweinchenleberpraparaten unterschieden,
dargestellt in Tabelle 4 [84, 85].

Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3 Stadium 4 Stadium 5

Charakteristika  Aerob Aerob Aerob Aerob Anaerob
ADP-Level Niedrig Hoch Hoch Niedrig Hoch
Substrat-Level Niedrig Nahezu null - Hoch -
Begrenzender Phosphat- Substrat Atmungskette Phosphat- 02
Faktor Akzeptor Akzeptor
Geschwindigkeit Langsam Langsam Schnell Langsam Null

der OXPHOS

Tabelle 4: Die klassischen fiinf Stadien der oxidativen Phosphorylierung in Mitochondrien
[84]. ADP Adenosindiphosphat; OXPHOS Oxidative Phosphorylierung; O2 Sauerstoff.

Vereinfacht lassen sich die Stadien auch wie folgt beschreiben:
1. Mitochondrien allein (in Anwesenheit von Phosphat)
2. Zugabe von Substrat, geringe Respiration aufgrund von ADP-Mangel
3. Zugabe einer begrenzten Menge ADP, die eine schnelle Respiration
ermoglicht
4. Alles ADP wird in ATP umgewandelt, die Respiration verlangsamt sich

5. Anoxie
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Eine direkte Ubertragung der Ergebnisse auf Versuchsaufbauten mit intakten
oder permeabilisierten Zellen, wie in dieser Arbeit verwendet, ist nicht ohne
Weiteres moglich. Wahrend die Stadien 1 und 3 theoretisch auch in intakten und
permeabilisierten Zellen durchlaufen werden kdnnen, enthalten diese im Gegensatz
zu isolierten Mitochondrien groflere Mengen an intrazellular gespeicherten
Substraten, was eine Abgrenzung der beiden ersten Stadien von Stadium 3
erschwert. Ebenso ist Stadium 4 praktisch nicht erreichbar, da endogenes ADP
nicht komplett aufgebraucht werden kann. Anstelle dessen muss durch die
Hinzugabe von Oligomycin A, eines Inhibitors der ATP-Synthase, in Stadium 3 ein
dem Stadium 4 respiratorisch ahnliches Stadium 40 (,0" fur Oligomycin) erzeugt
werden. Die Stadien 3 und 5 sind so auch in permeabilisierten Zellen erreichbar
[80].

Die ursprunglichen Titrationsprotokolle von Chance und Williams begannen
mit der Zugabe von Mitochondrien in ein luftgesattigtes isotones Medium mit
anorganischem Phosphat, Ausgangspunkt war stets Stadium 1. So wurde von ihnen
damit begonnen, dem Medium ADP hinzuzufiigen, um noch vorhandene endogene
Substrate abzubauen und einen steady state zu erreichen, bevor die weiteren
Substrate hinzugegeben wurden [84]. Spater entwickelten die beiden weitere
Protokolle, in denen sie andere Substrate vor der Applikation des ADP hinzugaben,
was eine konsequente Einteilung in die erstmals vorgeschlagenen Stadien

verkompliziert [85].

In dem von Erich Gnaiger 2007 erstmals publizierten Lehrbuch
»,Mitochondrial Pathways and Respiratory Control — an Introduction to OXPHOS
Analysis” [80] wurde eine Neudefinition der respiratorischen Stadien vorgeschlagen.
Diese sollten eine Anpassung an zeitgemal3e Respirometrieprotokolle darstellen
und ebenfalls in intakten sowie permeabilisierten Zellen Bestand haben. Die Stadien
sind: Kapazitat der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS Kapazitat), Kapazitat
des Elektronentransfersystems (ETS Kapazitat) und LEAK Respiration (Tabelle 5).



16

OXPHOS Kapazitat ETS Kapazitit LEAK Respiration

Definition Maximale Respiration Maximale nicht- Nicht-phosphorylierender

in ADP-Stimulation bei  phosphorylierende, Ruhezustand der un- oder

sattigenden Substrat- entkoppelte partiell gekoppelten
konzentrationen Respiration Respiration
Vergleichbares  Stadium 3 Entkoppeltes Stadium 4
Stadium nach Stadium 3
Chance und
Williams

Tabelle 5: Respirationsstadien nach Gnaiger [80]. OXPHOS Oxidative Phosphorylierung; ETS
Elektronentransfersystem; ADP Adenosindiphosphat.

Mitochondrien, die mit OXPHOS Kapazitat respirieren, erzeugen durch das
Pumpen von Protonen uber die Atmungskettenkomplexe I, Il und IV eine
chemiosmotische Kraft. Diese Kraft treibt die ATP-Synthase dazu an, die
Phosphorylierung voranzutreiben (gekoppelte Atmung), erleichtert den Transport
geladener Molekule und wird dabei selbst teilweise wieder abgebaut (ungekoppelte
Atmung). Bei der OXPHOS Kapazitat spricht man deswegen von einer partiellen
Kopplung, die im Grunde Stadium 3 nach Chance und Williams entspricht. In
intakten Zellen gestaltet es sich schwierig, die maximale OXPHOS Kapazitat zu
erreichen, da ADP und anorganisches Phosphat Uber die Plasmamembranen nicht
in ein Gleichgewicht gebracht werden konnen und somit keine sattigenden
Substratkonzentrationen erreicht werden. Die Permeabilisierung der Zellen unter

dem Erhalt intakter Mitochondrien begegnet diesem Problem [80, 86].

Die ETS Kapazitat wird in einem geoffneten Zustand des transmembrandsen
Protonengradienten bestimmt. Dies bedeutet, dass zusatzlich zu optimalen
Substratkonzentrationen zur Stimulierung des maximalen Flusses Entkoppler (z.B.
Carbonylcyanid-p-Trifluoromethoxy-phenylhydrazon (FCCP)) der Atmungskette
hinzutitriert werden. Diese Entkoppler, ionophore Molekule, ermodglichen eine von
der Phosphorylierung losgeloste Respiration, in der die maximale
Elektronentransferkapazitat der Atmungskettenkomplexe | — IV unabhangig von der
ATP-Synthase und dem Vorhandensein von Phosphatakzeptoren bestimmt werden
kann. So erzwingen sie einen maximalen Sauerstoffverbrauch ohne die Synthese

von ATP. Daruber hinaus bauen sie den Protonengradienten (mitochondriales
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Membranpotential) ab. Dieses Respirationsstadium nach Gnaiger entspricht einem

entkoppelten Stadium 3 nach Chance und Williams [86].

In intakten und permeabilisierten Zellen entspricht die LEAK Respiration dem
durch die Hinzugabe von Oligomycin induzierten Stadium 40. Der LEAK Zustand ist
der nicht-phosphorylierende Ruhezustand der mitochondriellen Atmung, bei der
entweder ADP fehlt oder bei der das phosphorylierende System (die ATP-Synthase)
blockiert wurde. Die Respiration dient nun nicht mehr der Phosphorylierung des
ADP sondern nur noch dem Erhalt des Membranpotenzials [80]. Der noch messbare
Sauerstoffverbrauch resultiert aus sogenannten Protonen-Leckstromen, proton slip
und cation cycling. Diese Vorgange beschreiben verschiedene Prozesse, bei denen
es auch ohne phosphorylierende Aktivitat der ATP-Synthase zu
Protonenverschiebungen zwischen Intermembranraum und Mitochondrienmatrix
kommt, die dann von den Komplexen der Atmungskette zurickgefuhrt werden
mussen [87, 88].

Das oben bereits genannte Oligomycin A ist ein Vertreter der Klasse der
Atmungsketteninhibitoren. Diese greifen blockierend in die Atmungskette ein und
verhindern so die Respiration [86]. Unterschieden werden Inhibitoren der
Phosphorylierung und Inhibitoren des Elektronentransports, alternativkann man sie
auch nach ihren Zielstrukturen, den Komplexen der Atmungskette, differenzieren
[89]. Diese spezifische Hemmung einzelner Komplexe macht man sich
experimentell zu Nutze, um Komplex-spezifische Resultate zu erhalten. Tabelle 6
liefert einen  Uberblick Uber die in dieser Arbeit verwendeten

Atmungsketteninhibitoren.

Komplex Inhibitor
I  NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase Rotenon
Il Succinat-Ubichinon-Oxidoreduktase Malonat

[ll Ubichinol-Cytochrom-c-Oxidoreduktase Antimycin A
IV Cytochrom-c-Oxidase -
V  ATP-Synthase Oligomycin A
Tabelle 6: Verwendete Inhibitoren der Komplexe der mitochondrialen Atmungskette. NADH

Nicotinamidadenindinucleotid; ATP Adenosintriphosphat.
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1.4 Ziele der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Charakterisierung des Einflusses
von GPCR-AAk auf die Herzfunktion im Menschen. Es wurde analysiert, ob
Veranderungen der Serumspiegel der GPCR-AAk eine fur die HI relevante
StellgrofRe sind und ob sich anhand einer veranderten Anzahl an GPCR-AAk im
Patientenserum Hinweise fur eine pathogenetische Rolle finden. Hierbei wurden die

drei Hypothesen Uberpruift, dass:

1. GPCR-AAK mit einer manifesten HI assoziiert sind

2. Serologische Muster solcher Hl-assoziierter GPCR-AAK sich zwischen

histologischen Untergruppen innerhalb der HI-Gruppe unterscheiden

3. Serumspiegel Hl-assoziierter GPCR-AAk mit etablierten serologischen,
hamodynamischen, histologischen, radiologischen und biochemischen

Parametern der Krankheitsaktivitat korrelieren



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien
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ADP

A5285 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA

Octanoyl carnitine

0605 TOCRIS Bioscience, Bristol, UK

Glutamat

G1626 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA

Succinat

S2378 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA

Cytochrom C

C7752 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA

Oligomycin 04876 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
FCCP C2920 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
Rotenon R8875 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
Antimycin A A8674 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
Malat M1000 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
Saponin S2149 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
Imidazol 56750 Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
Taurin T0625 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
MES M8250 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
DTT D0632 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
MgClz+6H20 MAO0O035 Scharlab, Sociedad de responsabilidad limitada,
Barcelona, Spanien
Na:ATP A2383 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
NazPhosphokreatin P7936 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
EGTA E4378 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
K-Lactobionat 153516 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
KH2PO4 P5655 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
HEPES H7523 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
Saccharose S7903 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
BSA fatty acid free AB003 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
KOH P1767 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA
CaCOs C4830 Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis MO, USA

BIOPS Aufbewahrungspuffer

2,77 mM CaK:EGTA
7,23 mM K2EGTA

20 mM Imidazol

20 mM Taurin

50 mM MES
0,5mMDTT

6,56 mM MgCl2+6H20
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5,77 mM Na2ATP
15 mM NazPhosphokreatin

MiRO5 Oxygraph-Puffer

0,5 mM EGTA

3 mM MgCl2+6H20
60 mM K-Lactobionat
20 mM Taurin

10 mM KH2PO4

20 mM HEPES

110 mM Saccharose
1 g/l BSA

RNA/ater®

AM7021, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Saponin-Standardlésung

5 mg Saponin
1 ml BIOPS

Saponin-Lésung

25 pl Saponin-Standardiésung
2,5 ml BIOPS

CaK:EGTA

2,002 g CaCOs
100 mM EGTA
2,3 g KOH

K2EGTA

100 mM EGTA
200 mM KOH
200 ml Aqua dest.

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Serum-Roéhrchen 5 ml

BD Vacutainer® SST™Il Advance Plus Blood Collection
Tubes, REF 367955, Belliver Industrial Estate, Plymouth, UK

Serum-Roéhrchen 5 ml

BD Vacutainer® SST™I|l Advance Plus Blood Collection
Tubes, REF 367957, Belliver Industrial Estate, Plymouth, UK

EDTA Blutbild-Rdhrchen

BD Vacutainer® SST™ K2E 5.4 mg, Plus Blood Collection
Tubes, REF 367957, Belliver Industrial Estate, Plymouth, UK

Citrat-Roéhrchen

BD Vacutainer® 9NC 0.129M, REF 363079, BD Belliver
Industrial Estate, Plymouth, UK

Blutentnahmeset mit Halter

BD Vacutainer® Safety-Lok™ 21G (0,8 x 19 mm), 305 mm
Schlauch, Luer Adapter, REF 367286, BD Belliver Industrial
Estate, Plymouth, UK

Einmalhalter aus Kunststoff

BD Vacutainer® Einmalhalter, REF 364815, BD Belliver
Industrial Estate, Plymouth, UK
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Probengefall 1,3 ml
Schraubverschluss,

Heparin/Glukose

mit

Fluorid-

Sarstedt® 1,3 ml
41.1394.005, Nirmbrecht, Deutschland

Probengefa® FH, Bestellnummer

ProbengefalR 2 ml mit grinem

Cap-Insert

BiozymCryovials® AuRengewinde und Silikon-Dichtungsring,
Art. Nr. 710533; Biozym Cap-Inserts fiir Cryovials®, Art.-Nr.
710533; Biozym Scientific GmbH, Wien, Osterreich

Pflasterrolle

3M™ Transpore™, REF 1527-1; 2,5 cm x 9,1 m, 3M
Deutschland GmbH Health Care

Deutschland

Business, Neuss,

Venenstauer

Roeser Standard Venenstauer, Art.-Nr. 40.718160, Roeser
Medical GmbH, Essen, Deutschland

Hautantiseptikum

Kodan® Tinktur forte farblos, Art.-Nr. 204012, Schiilke & Mayr
GmbH, Norderstedt, Deutschland

Hande-Desinfektionsmittel

Sterillium® classic pure, REF 975512, Bode Chemie GmbH,

Hamburg, Deutschland

Medizinische

Untersuchungshandschuhe

Abena® Classic Nitrile | Powder-Free, REF 290420, Abena
GmbH, Zérbig, Deutschland

Zellstofftupfer

L&R Zelletten®, 5 x 4 cm, REF 13356, Lohmann & Rauscher
International GmbH & Co, KG, Rengsdorf, Deutschland

Pipettenspitzen

epT.l.P.S.® Reloads 2 — 200 ul, LOT F1689590; epT.|.P.S.®
Reloads 50 - 1000 ul, LOT F16884700; epT.l.P.S.°
Standard/Bulk 100 — 5000 pl, LOT F16889300; Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland

6-Well-Zellkulturplatten

VWR® Tissue Culture Plates: 6 wells, sterile, REF 7342323,
VWR International, LLC, Radnor, USA

Mikroreaktionsgefafd 1,5 ml

Eppendorf® Safe-Lock Tubes 1,5 ml, LOT F169519P,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Konisches Rohrchen 15 ml

Falcon® 15 mL Polypropylene Conical Tube, REF 352096,

Corning Science México, Reynosa, Tarnaulipas, Mexiko

Konisches Rohrchen 50 ml

Falcon® 50 mL Polypropylene Conical Tube, REF 352098,

Corning Science México, Reynosa, Tarnaulipas, Mexiko

Substratspritzen Hamilton® Mycrosyringe 10/25/50 mm?®, Hamilton Central
Europe S.R.L., Ghiroda, Rumanien
Filterpapier VWR® Qualitative filterpaper, 410, REF 516-0804, VWR

International, Leuven, Belgien

Vernichtungsbeutel

oehmen® Vernichtungsbeutel 300x200x0,05 mm, Art.-Nr.
VB20, Oehmen Labortechnik, Essen, Deutschland

Sterile Skalpellklinge

BAYHA® Klinge Nr. 11, Art.-Nr. 311, Bayha GmbH, Tuttlingen,

Deutschland
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AT1R-IgG Antikérper ELISA

EIA zur quantitativen Bestimmung von anti-AT1-Ak, 1x96
Best.,, Art.-Nr. 12000, CellTrend GmbH, Luckenwalde,

Deutschland

AT2R-IgG Antikérper ELISA

EIA zur quantitativen Bestimmung von anti-AT1-Ak, 1x96
Best., CellTrend GmbH, Luckenwalde, Deutschland

Muskarinerger Cholin Rezeptor
(M5) Auto-Antikdrper ELISA

EIA zur quantitativen Bestimmung von anti-M5R-Ak, 1x96
Best. , Art-Nr. 15500, CellTrend GmbH, Luckenwalde,

Deutschland

Auto-Antikorper ELISA

Endothelin-Rezeptor-A Auto- | EIA zur quantitativen Bestimmung von anti-ETR-A-Ak, 1x96

Antikdrper ELISA Best. , Art.-Nr. 12100, CellTrend GmbH, Luckenwalde,
Deutschland

Endothelin-Rezeptor-B Auto- | EIA zur quantitativen Bestimmung von anti-ETR-B-Ak, 1x96

Antikdrper ELISA Best. Art.-Nr. 13300, CellTrend GmbH, Luckenwalde,
Deutschland

Alpha-1 adrenerger Rezeptor | EIA zur quantitativen Bestimmung von anti-a1 AR AA, 1x96

Auto-Antikdrper ELISA Best. , Art.-Nr. 12400, CellTrend GmbH, Luckenwalde,
Deutschland

Beta-1 adrenerger Rezeptor | EIA zur quantitativen Bestimmung von anti-31 AR AA, 1x96

Best. , Art.-Nr.

Deutschland

12600, CellTrend GmbH, Luckenwalde,

Anti-ACE-Il-Antikérper ELISA

EIA Quantitative Determination of anti-ACEIlIl-IgG-Antibodies,
1x96 Best., Art.-Nr. 16000, CellTrend GmbH, Luckenwalde,

Deutschland

2.1.3 Gerate

Oxygraph-2k

OROBOROS® Instruments, Innsbruck, Osterreich

Zeitmesser

LGG®-Short period timer with alarm, Katalog-Nr.
38.2022.02, Wertheim, Deutschland

Schiittelmaschine

VWR® Standard Analog Shaker, STD 3500, SN:
100831001, Model-Nummer: 980302EU, VWR

International, Leuven, Belgien

Pipetten 2,5/10/100/1000/5000 pl

Eppendorf Research® plus, Einkanal, Katalog-Nr.
3120000011/ 3120000020/ 3120000046/ 3120000120/
3120000070, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Waage

ME-T Analysenwaage XP205, Mettler Toledo,
Columbus, Ohio, USA
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2.1.4 Software

DatLab® Version 6.1.0.7 OROBOROS Instruments Corp., Innsbruck, Osterreich

IBM® SPSS® Version 25.0.0.2 International Business Machines Corporation, Armonk,
NY, USA

GraphPadPrism® Version 9.1.2 GraphPad Software, San Diego, CA, USA

Medico® Version 26.00.17.10 CGM MEDICO - CGM Clinical Europe GmbH

Microsoft Office® 2016 Microsoft Corporation, Redmond, USA

2.2 Methoden
2.2.1 Studienprotokoll

Die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf genehmigte diese
Studie am 21.12.2015 (Referenznummer 5263R) und verlangerte sie am
16.10.2018 fur weitere funf Jahre. Sie ist bei ClinicalTrials.gov mit der
Identifikationsnummer NCT03386864 registriert. In dieser klinischen, analytischen
Beobachtungsstudie wurden ursprunglich prospektiv Daten unterschiedlicher
Patientenkollektive erhoben, um die Wechselwirkung von HI und kardialer
mitochondrialer Funktion zu untersuchen. Des Weiteren wurden 60 systemisch
gesunde Personen als Kontrollen am Universitatsklinikum Dusseldorf
miteingeschlossen (IRB Zulassungsnummer 3786). Alle studienbezogenen
Untersuchungen stehen in Einklang mit den Statuen der Deklaration von Helsinki
der World Medical Association. Alle Patienten gaben nach Aufklarung durch einen

Studienarzt ihre schriftliche Einwilligung.

2.2.2 Rekrutierung und Patientenkollektiv

FUr die Untersuchung im Rahmen dieser Studie wurden 95 Patienten mit einer
symptomatischen HI eingeschlossen, die im Rahmen der Ursachenabklarung eine
Links- und Rechtsherzkatheteruntersuchung sowie eine EMB erhielten. Die

Patientenrekrutierung sowie die studienbezogenen Untersuchungen fanden im



24

Zeitraum vom 01.10.2016 bis zum einschliefdlich 31.03.2020 statt. Eingeschlossen
wurden Personen im Alter zwischen 20 und 85 Jahren, auf die folgende
Ausschlusskriterien nicht zutrafen:
- Akute Infektionserkrankung innerhalb der letzten zwei Wochen vor
Studieneintritt
- Schwangerschaft
- Alkohol- oder Drogenabhangigkeit (Suchterkrankung), psychiatrische
Erkrankungen
- Risiko fur oder manifeste Infektion mit Humanem Immundefizienz-Virus
(HIV), Hepatitis B oder C
- Aktive Krebserkrankung
- Lebererkrankungen, die nicht auf eine nicht-alkoholische

Fettlebererkrankung zurtckzufuhren sind

In die Kontrollkohorte wurden 60 volljahrige Personen ohne bekannte
Herzinsuffizienz oder Herzinsuffizienz-Symptomatik eingeschlossen, auf die
folgende Ausschlusskriterien nicht zutrafen:

- Systemische Antibiotikatherapie innerhalb der letzten sechs Monate vor

Studieneintritt

- Vorbekannte Endokarditis

- Blutungsstorungen

- Organtransplantation

- Dialysepflichtige Niereninsuffizienz

- Schwangerschaft

Die Abwesenheit einer Herzinsuffizienz bei den Teilnehmern der Kontrollgruppe
zum Zeitpunkt der Blutabnahme wurde =zusatzlich zum anamnestischen
Nichtvorhandensein von Symptomen der Herzinsuffizienz durch die Bestimmung
der Blutserumspiegel von N-terminalem pro-Brain Natriuretischem Peptid (pBNP)
und Troponin T (TpT) mit Festlegung der Grenzwerte von pBNP <125 ng/L und TpT
< 4 ng/L bestatigt. Das Nichtvorhandensein einer systemischen Entzindung wurde
durch die Bestimmung der Serumspiegel von C-reaktivem Protein (CRP) bei < 5
mg/L und Interleukin 6 (IL-6) bei < 7 ng/L festgestellt. Keiner der Studienteilnehmer
(Probanden oder Kontrollen) hatte eine Chagas-Krankheit in der Vorgeschichte
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und/oder hat in den letzten 20 Jahren in Gebieten gelebt, in denen die Chagas-

Krankheit endemisch war.

2.2.3 Studienablauf

Die Dauer des stationaren Aufenthalts der Probanden, die mit einer
symptomatischen Herzinsuffizienz aufgenommen wurden, variierte je nach
weiterem klinischem Verlauf stark. Eine Verlangerung der stationaren
Aufenthaltsdauer aus Studiengrinden wurde vermieden. Die Untersuchungen der
Studie fanden parallel zu oder im Anschluss an die klinisch notwendigen, gemaf
der geltenden Leitlinien durchgefuhrten Untersuchungen statt. Die Reihenfolge der
studienbezogenen Untersuchungen war abhangig von der Verfugbarkeit der

Untersuchungsgerate und -raumlichkeiten.

Im Rahmen ihres stationaren Aufenthalts erhielten die Patienten folgende

zusatzliche Untersuchungen im Zuge der Studie:

- Venose Blutentnahme zur Serum- und Plasmaanalyse

- Kardiale Magnetresonanztomographie (MRT)

2.2.4 Herzkatheteruntersuchung

Bei allen Studienpatienten der HI-Gruppe wurde im Rahmen der klinischen
Untersuchungen eine KHK durch eine Koronarangiographie ausgeschlossen. Am
selben oder an einem der folgenden Tage wurde ebenfalls eine
Rechtsherzkatheteruntersuchung durch einen mit dem Verfahren vertrauten
Facharzt fur Kardiologie der Klinik fur Kardiologie, Pneumologie und Angiologie des
Universitatsklinikums Dusseldorf durchgefuhrt.

Die Linksherz- sowie die Rechtsherzkatheteruntersuchung erfolgten in

Seldinger-Technik unter Punktion der vorzugsweise rechten Arteria bzw. Vena
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femoralis. Unter rontgenologischer Kontrolle der Position des Fuhrungsdrahtes
sowie des Herzkatheters erfolgte eine Messung bzw. Berechnung folgender

Parameter der Hamodynamik (Tabellen 7 und 8).

Parameter Einheit
Herzminutenvolumen (HMV) [/min
Pulmonalarterieller Druck (PAP) mmHg

systolisch - sPAP
diastolisch - dPAP
gemittelt - mPAP

Lungenkapillaren-Verschlussdruck (PCWP) mmHg

Rechtsventrikularer Druck (RVP) mmHg
systolisch - sRVP
diastolisch - dRVP
gemittelt - mRVP

Rechtsatrialer Druck (RAP) mmHg
systolisch - sRAP
diastolisch - dRAP
gemittelt - mRAP

Linksventrikularer Druck (LVP) mmHg
Aortaler Druck (AOA) mmHg
Blutdruck mmHg

systolisch - sBP
diastolisch - dBP
Tabelle 7: Gemessene KenngroBen der Himodynamik. | Liter; min Minute; mmHg Millimeter-

Quecksilbersaule

Parameter Berechnung Einheit
Herzindex (Cl) HMV/KorpergroRe [/min/m?
Mittlerer arterieller Blutdruck (2*dBP + sBP)/3 mmHg
(MAP)

Pulmonalvaskularer Widerstand  80*(mPAP - PCWP)/HMV dyn*s*cm®
(PVR)

Totaler peripherer Widerstand Systemischer Kreislauf: (MAP - RAP)/HMV  dyn*s*cm®
(TPR) Lungenkreislauf: (mPAP — PCWP)/HMV dyn*s*cm®

Tabelle 8: Berechnete KenngroBen der Himodynamik. Mithilfe der zuvor in der Rechts- und
Linksherzkatheterisierung erhobenen Werte berechnete Grofken. HMV Herzminutenvolumen;
dBP diastolischer Blutdruck; sBP systolischer Blutdruck; mPAP mittlerer pulmonalarterieller
Druck; PCWP Lungenkapillaren-Verschlussdruck; | Liter; min Minute; m? Quadratmeter; mmHg

Millimeter-Quecksilbersaule; dyn Dyn; s Sekunde, cm Zentimeter.
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2.2.5 Endomyokardiale Biopsien

Im Rahmen der Rechtsherzkatheteruntersuchung wurden EMB der
rechtsventrikularen Seite des interventrikularen Septums von einem in diesem
Verfahren erfahrenen kardiologischen Facharzt entnommen. Der Entnahme ging
eine klinische Indikationsstellung voraus, bei welcher die Notwendigkeit der EMB
fur die weitere Therapie der Patienten mit HI festgestellt wurde. Mithilfe einer
Biopsiezange (H. + H. Maslanka GmbH, REF EH1518.02-120, Tuttlingen,
Deutschland) wurden zusatzlich zu den klinisch notwendigen 5-7 Gewebeproben 1-
2 zusatzliche Proben mit einer Masse von 0,2 - 2 mg entnommen und mit einer
sterilen Skalpellklinge in ein prapariertes Mikroreaktionsgefal® Gberfuhrt. Grolzere
Stucke wurden fur die weitere histologische Aufarbeitung in vierprozentiger
wassriger Formaldehyd-Losung aufbewahrt, kleinere Stucke wurden fur die
immunhistochemische, virologische und molekularbiologische Analyse in RNA/ater®

konserviert.

Diese Proben wurden bei Raumtemperatur an ein durch das College of
American Pathologists akkreditiertes klinisches Referenzlabor versandt. Hier
wurden histologische Untersuchungen der Herzmuskelbiopsien zur Beurteilung und
Quantifizierung  morphologischer  Veranderungen des Myokards, z.B.
Myozytenhypertrophie und Fibrosenachweis durchgefuhrt. Die histopathologische
Begutachtung mittels Licht- und Fluoreszenzmikroskopie wurde an histologischen
Standardfarbungen (Azan, Hamatoxylin-Eosin, Elastica-van-Gieson, PAS)
vorgenommen. Diese war primar fur den Nachweis einer aktiven Myokarditis
entsprechend den Dallas Kriterien [90] gedacht, jedoch war auch eine
Diagnosestellung anderer Myokarderkrankungen wie einer Riesenzell-Myokarditis,
kardialen Sarkoidose, DCM oder kardialen Speichererkrankung moglich. Die
Beurteilung der Proben fand im Regelfall innerhalb von drei Tagen statt.

Die zusatzlich zu den fur die klinische Diagnostik notwendigen Biopsien
entnommenen weiteren Biopsien wurden in ein Mikroreaktionsgefald mit BIOPS-
Pufferlosung Uberfuhrt. Ununterbrochen eisgekuhlt wurden diese Proben innerhalb

einer Stunde dem weiteren Messvorgang zugefuhrt.
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2.2.6 Hochauflosende Respirometrie

Die ex vivo High-Resolution Respirometry (HRR) ermdglichte es, anhand der
Messung des O2-Verbrauchs bzw. der O2-Verbrauchsgeschwindigkeit die
mitochondriale Leistung in permeabilisierten Endomyokardproben zu bestimmen.
Als Respirometer wurde ein Oxygraph-2k von OROBOROS Instruments (Innsbruck,
Osterreich) verwendet. Die Messkammer des Gerats hatte ein Fassungsvermégen
von 2 mL und wurde wahrend der Messung mittels eines Stopfens luftdicht
verschlossen, um eine Sauerstoffkontamination aus der Umgebungsluft und eine
Beeinflussung der Messung des Sauerstoffverbrauchs zu vermeiden. Durch eine
Clark-Elektrode, ein polarographischer Sensor, erfolgte die Messung der O»-
Konzentration sowie des O2-Flusses. Die Elektrode war durch eine O2-durchlassige
Membran von der Messkammer getrennt, sodass grofere Molekule ferngehalten
wurden. Um die L6sung gleichmalRig in der Kammer zu verteilen, wurde die Losung

kontinuierlich mit einem Magnetrihrer bei 750 Umdrehungen/min durchmischt.

Vor Beginn der Messungen musste der Oxygraph vorbereitet und kalibriert
werden. Dazu wurde mit einem Absaugsystem der von dem vorherigen
Waschprozess in den Messkammern verbliebene 70-prozentige Ethanol abgesaugt
und diese dreimal mit Aqua dest. gespult. Die Versuchsdurchfuhrung erfolgte mit
2,3 ml Versuchsmedium (MiRO5) pro Kammer, der luftdichte Abschluss der
Kammern erfolgte durch einen Stopsel. Nun wurde dem Medium ca. 10 min Zeit
gegeben sich zu homogenisieren und wahrend der Stabilisierung des Sensorsignals
wurde ein Test des Magnetruhrers durchgefuhrt. Nach eingetretener Stabilisierung
des O>-Signals, sichtbar durch eine ausbleibende Veranderung des Ox-Flusses und
ein Einpendeln bei Werten um +/- 1 pmol/s/ml wurde eine Luftkalibrierung
durchgefuhrt. Hierfur wurde der O2-Sensor auf die gegebene Luftsattigung

eingestellt.

Die Gewebeproben wurden nach der Entnahme im Herzkatheterlabor
unverzuglich in das Respirometrielabor gebracht, dort in BIOPS-Medium tberfuhrt
und zuerst manuell mit zwei Pinzetten nach der skinned-fiber-Methode [91, 92]

mechanisch in einzelne Fasern seziert. Zur chemischen Permeabilisierung der
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Herzmuskelfasern wurden die Proben in ein mit Saponin-Losung befulltes Well
gegeben und fur 30 min auf einer Schuttelmaschine mit ca. 80 Umdrehungen/min
inkubiert. Dies ermoglichte die Perforation der Cholesterol-reichen Zellmembran der
Myokardzellen und damit die Aufnahme von Substraten und Inhibitoren wahrend
der spater folgenden Messung [93]. Nach Ablauf der Zeit wurden die Proben in zwei
Schritten in zwei mit MiRo5-Respirationsmedium geflllten Wells far je 10 min auf
der oben genannten Schuttelmaschine mit ca. 80 Umdrehungen/min gewaschen.
AnschlieBRend wurden die Gewebeproben bzw. einzelne Myokardfasern auf
Filterpapier abgetupft, gewogen (Zielgewicht trocken: ca. 1 mg) und zusammen mit
2 ml MiRO5 bei 37°C in die Messkammern des Zweikammer-Respirometers
Uberfuhrt. Nachdem vor Beginn der Messung eine Kalibrierung durchgefuhrt wurde,
erfolgte eine Hyperoxygenierung. Hierfur wurden 5 ml Oz in jede Messkammer
eingebracht, sodass in beiden Messkammern eine O2-Konzentration von 400 - 450
nmol/l vorlag. AnschlieBRend wurde fur alle Myokardproben ein Protokoll der
Substratzugabe durchgefuhrt, welches vergleichbar bereits in vorhergegangenen
Versuchsaufbauten unserer Arbeitsgruppe etabliert und publiziert wurde [94, 95]
(Tabelle 9):

Substrat Konzentration im Oxygraph
Malat 2 mM

Octanoyl-Carnitin 1mM

ADP 2,5mM

Glutamat 10 mM

Succinat 10 mM

Cytochrom C 10 uM

Oligomycin 5uM

FCCP einmalig 0,25 uM, dann Titration in Schritten von 0,15 uM
Rotenon 2

Antimycin A 5uM

Tabelle 9: Respirometrieprotokoll, angelehnt an Scheiber et al. [94]. ADP
Adenosindiphosphat; FCCP Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon; pl Mikroliter

Durch gesattigte Konzentrationen von Malat, Octanoyl-Carnitin und ADP
wurde die Fettsaure-abhangige Respiration (MOct) [96] erreicht. Durch weitere
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Zugabe von Glutamat wurde die durch Komplex | maximal unterstitzte Respiration
erreicht (GMOct). Nach Zugabe von Succinat, einem Substrat des Komplex I, und
in Kombination mit den zuvor hinzugegebenen Substraten wurde die Respiration in
die maximale partiell erreichbare OXPHOS Kapazitat (GMSOct) uberfuhrt. Die
Hinzugabe von Cytochrom C diente der Uberpriifung der Intaktheit der inneren
Mitochondrienmembran. So gilt ein Anstieg des O2-Flusses um mehr als 10 % nach
Gabe von Cytochrom C als Nachweis fur einen Verlust der Integritat der
Mitochondrienmembran und fuhrte zu einem Verwerfen der Messung. Oligomycin
inhibierte die ATP-Synthase und Uberfuhrte die Respiration in den LEAK State 4..
Um nun die maximale entkoppelte ETS Kapazitat darzustellen fand eine
schrittweise Titration von FCCP statt. Abschliefend wurden Rotenon als Hemmstoff
des Komplex | und Antimycin A als Hemmstoff des Komplex Il hinzugegeben,
wodurch eine Naherung des O:-Flux an 0 erwartet wurde. Die weitere Zugabe der
Substrate erfolgte immer dann, wenn sich nach dem vorherigen Substrat ein
konstanter O2-Fluss (Plateau) einstellte. Je nach Substrat betrug die Zeitdauer
dieser Stabilisierung zwischen 5 — 20 min (siehe Abbildung 4).
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Abb. 4: Beispielhafte Darstellung einer Respirometrie-Messung. Abszisse: Zeitlicher Verlauf
der Messung in [h:min]; Ordinate links/blaue Kurve: O2-Konzentration innerhalb der Messkammer
in [nmol/ml]; Ordinate rechts/rote Kurve: Oz Flux pro Masse in [pmol/(s*mg)]. h Stunde; min Minute;
s Sekunde; pmol Pikomol; nmol Nanomol; mi Milliliter; mg Milligramm

Um die Kopplung der Atmungskette sowie die mitochondriale Funktion
unabhangig vom Probengewicht zu beurteilen, wurden Flux Control Ratios [97]
herangezogen. Die Respiratory Control Ratio (RCR) diente als Maly fur die
Kopplungseffizienz. Sie wurde aus OXPHOS / LEAK Respiration, also State 3 /
State 4, gebildet. Eine hohe RCR bedeutet, dass verhaltnismalig mehr O fur die
oxidative Phosphorylierung anstatt nur fur die Aufrechterhaltung des
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Membranpotenzials eingesetzt werden kann [98]. Definitionsgemal} ist sie immer =
1. Dagegen ist die LEAK Control Ratio (LCR) ein Mal} fur den Grad der Entkopplung
der Atmungskette und kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen. Sie wird aus LEAK
Respiration / ETS Kapazitat, also State 4, / State 3 entkoppelt gebildet. Ebenfalls
kann noch das P/E Verhaltnis genutzt werden, um zu beurteilen, zu welchem Grad
die Aktivitat der Atmungskettenkomplexe durch die Kapazitat der ATP-Synthase
limitiert wird. Das P/E Verhaltnis wird aus OXPHOS Kapazitat / ETS Kapazitat
gebildet.

Nach Abschluss der Messungen wurden die Gewebeproben wenn moglich
aus der Messkammer intakt entfernt, erneut gewogen und in flussigem Stickstoff
gekunhlt. Fur weitere Messungen wurden sie aus diesem geborgen und zur Langzeit-

Aufbewahrung bei -80°C eingefroren.

2.2.7 Serum- und Plasmaanalyse

Im Rahmen der Arbeit wurde allen Studienteilnehmern zur Serum- und
Plasmaanalyse Blut abgenommen. Bei den Probanden der HI-Gruppe geschah dies
im Zuge der EMB aus einer Schleuse in der Vena femoralis oder wie bei den
Probanden der Kontrollgruppe mittels einer separaten vendsen Blutentnahme.
Dabei wurden die in Tabelle 10 aufgelisteten ROhrchen entnommen, analysiert und
Uberschiisse bei -80°C verwahrt. Alle Probanden waren zum Zeitpunkt der

Blutentnahme niichtern.

Gefal Bestimmte Parameter

13,5 ml Serum Kreatinin, Cystatin C, Creatin-Kinase, Gesamt-Protein,
hochsensitives C-reaktives Protein (CRP), Insulin, C-
Peptid, Troponin, B-natriuretisches Peptid (pBNP),
Interleukin-6 (IL-6), freie Fettsduren (FFA), Immunglobulin
G (1gG)

3,0 ml EDTA-Plasma Leukozytenzahl, Erythrozytenzahl, Hamoglobin,
Hamatokrit, Thrombozytenzahl, Hdmoglobin A1c

2,7 ml Citrat-Plasma Quick, International Normalized Ratio

Tabelle 10: Bei der Blutentnahme verwendete GefaRe sowie bestimmte Parameter
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Der praanalytische Umgang mit den Blutproben und die Bestimmung etablierter

serologische Parameter erfolgten nach diagnostischem Routineverfahren.

2.2.8 GPCR-Autoantikorper Messung

AAk gegen verschiedene GPCR wurden mit Enzyme-Linked Immunosorbent
Assays (ELISA) (CellTrend GmbH, Luckenwalde, Deutschland) gemafR® der
Herstellanweisungen gemessen. Diese Assays stellen native Rezeptoren in ihrer
physiologischen Membranumgebung als immunogene Ziele fur AAk dar und wurden
mit  polyklonalen Standardseren kalibriert. Die  Assays ermitteln
Autoantikorperspiegel quantitativ in der Einheit Units/ml. Die bestimmten AAk waren

gegen folgende Strukturen gerichtet:

- Komplementfaktor C5a-Rezeptor (C5aR)

- Angiotensin-lI-Rezeptor Typ | (AT1R)

- Angiotensin-lI-Rezeptor Typ Il (AT2R)

- Muskarinerger Cholin-Rezeptor 5 (MsR)

- Endothelin-Rezeptor A (ETaR)

- Endothelin-Rezeptor B (ETsR)

- Alpha-1 adrenerger Rezeptor (a1AR)

- Beta-1 adrenerger Rezeptor (1AR)

- Angiotensin-Converting Enzyme Il (ACE-II)
- Stabilin

Die verwendeten AAk-Enzymimmunoassays sind AAk-Suchtests. Die oben
aufgelisteten Strukturen sind bei diesen an einer Mikrotiterplatte gebunden.
Wahrend der Inkubation tUber 120 min bei 4 °C wurden die in den Proben
vorhandenen AAk an der Platte immobilisiert. Nach Ablauf der Zeit wurden die
Mikrotiterplatten das erste Mal gewaschen. Durch eine Inkubation mit einem
Peroxidase-markierten anti-human-lgG-Sekundarantikorper Uber 60 min bei
Raumtemperatur erfolgte der Nachweis der gebundenen AAK. Nun folgte ein

erneutes Waschen der Platten, bevor eine Substratinkubation tUber 20 min bei
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Raumtemperatur stattfand. Diese Inkubation und die nachfolgende enzymatische
Substratreaktion wurden durch das Zusetzen einer Stopplosung beendet. Die
Reaktion des Substrats mit den Peroxidase-markierten anti-human-IgG-
Sekundarantikdrpern bildete ein farbiges Produkt, dessen Farbintensitat bei einer
Wellenlange von 450 nm gemessen wurde und proportional zu der Konzentration
und/oder Aviditat der AAKk ist.

2.2.9 Kardiale Magnetresonanztomographie

Bei Probanden der HI-Gruppe wurde im Verlauf des stationaren Aufenthalts eine
kardiale MRT mit einem 1,5-Tesla-Scanner (Philipps Achieva 1.5T XR MRI System,
Philipps, Best, Niederlande) durchgefuhrt. Neben den Standardsequenzen fur die
Beurteilung ventrikularer Volumina und Funktion wurden Strain-Analysen

durchgefuhrt sowie T1- und T2-Maps analysiert.

Bei der Analyse ventrikularer Volumina und Funktion wurden folgende
Parameter gemessen: linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser (LVEDD),
rechtsventrikularer enddiastolischer Durchmesser (RVEDD), linksventrikularer
endsystolischer Durchmesser (LVESD), linksventrikulares enddiastolisches
Volumen (LVEDV), rechtsventrikulares enddiastolisches Volumen (RVEDV),
linksventrikulares  endsystolisches Volumen (LVESV), rechtsventrikulares
endsystolisches Volumen (RVESV), linksventrikulares Schlagvolumen (LVSV),
rechtsventrikulares Schlagvolumen (RVSV), linksventrikulares Herzzeitvolumen
(LVCO), rechtsventrikulares  Herzzeitvolumen (RVCO), linksventrikulare
Ejektionsfraktion (LVEF), rechtsventrikulare Ejektionsfraktion (RVEF), Dicke des
interventrikularen Septums (IVS), Dicke der freien Wand des linken Ventrikels (LW),
linksventrikulare Masse, sowie die Durchmesser des Aortenbulbus, der Aorta
ascendens, des Aortenbogens, der Aorta descendens, des
Pulmonalarterienstamms und der rechten und linken Pulmonalarterie (RPA, LPA).

Strain-Analysen wurden in Bildserien der langen Achse (longitudinaler Strain)

oder der kurzen Achse (diastolische Strain-Rate) bestimmt. Dazu wurde der von der
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Firma TOMTEC (TOMTEC Imaging Systems GmbH, Munchen, Deutschland)
konzipierte Algorithmus zum Feature Tracking verwendet. Hierbei werden die
Grenzen des Ventrikels manuell identifiziert und dann automatisch durch alle
Phasen des Herzzyklus mit einer Bildrate von 25 ms pro Bild verfolgt. Die
diastolische Strain-Rate wurde als fruhe diastolische zirkumferentielle Strain-Rate
in vier mittventrikularen Segmenten als AStrain /temporale Auflosung ermittelt. Die
zirkumferentielle Strain-Rate wurde hierbei als Steigung von der End-Systole zur
Mitt-Diastole definiert [99, 100].

T1 Maps wurden mit der Modified Look-Locker Inversion recovery (MOLLI)
Sequenz erstellt und spiegeln als T1 Relaxationszeit eine diffuse Myokardfibrose
wider [101, 102]. Die mithilfe der gradient-spin-echo (GraSE) Methode erstellten T2
Maps geben als T2 Relaxationszeit Auskunft (iber myokardiale Odeme, die im
Rahmen von Entziandungsprozessen entstehen [103, 104]. In der Nachbearbeitung
wurden die Durchschnittswerte der apikalen, mittventrikularen und basalen
Schichten berechnet, um die globalen linksventrikularen T1- und T2-

Relaxationszeiten zu bestimmen.

Grunde, die eine kardiale MRT verhinderten waren u.a. vorliegende
Kontraindikationen (z.B. Metall im Korper), starke Platzangst, eine zu umfangreiche
Korperfulle der Probanden oder die ausdrickliche Weigerung, eine MRT zu

durchlaufen.

2.2.10 Statistische Tests und Software

Daten zu Vorerkrankungen, Medikation und Laborwerten wurden aus dem
klinikeigenen Patientendatensystem ,Medico® (CGM MEDICO - CGM Clinical
Europe GmbH, Version 26.00.17.10) entnommen

Die von uns vorgenommene Normierung der AAK-auf die Gesamt-IgG-
Konzentration, welche durch eine Division der AAK-Werte durch die Gesamt-IgG-

Konzentration erfolgte, fuhrte zu Werten im Bereich der zweiten Dezimalstelle. Da
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diese Werte eine log-Normalverteilung aufwiesen, entschieden wir uns zur
besseren Darstellbarkeit der Daten fur eine anschliefende (log+1)-Transformation
der Daten. Die verfugbaren demografischen, klinischen und Labordaten sowie die
GPCR-Antikorperspiegel wurden zwischen HI- und Kontrollpatienten verglichen.
Fir Sensitivitatsanalysen wurde der Mann-Whitney-U-Test auf nicht verarbeitete
GPCR-Antikorperdaten angewendet. Der Einfluss von Storfaktoren wurde fur jede
Antikorperart in einem separaten linearen Modell getestet. In einer explorativen
Analyse wurden zusatzliche Vergleiche durchgefuhrt, um die Heterogenitat und den
Zusammenhang zwischen GPCR-Antikorperspiegeln und klinischen Parametern
innerhalb der Herzinsuffizienzkohorte zu testen. Fur den Vergleich von mehr als
zwei Gruppen wurde eine gewohnliche einseitige Varianzanalyse (ANOVA)
verwendet. Spearman-Rangkoeffizienten wurden fur Korrelationsanalysen
verwendet und in den Abbildungen mit univariaten linearen Regressionslinien
dargestellt. Alle statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism® Version 9.1.2
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) und SPSS Statistics 25.0.0.2
(International Business Machines Corporation, Armonk, NY, USA) durchgefuhrt.
Abbildungen und Tabellen wurden mit GraphPad Prism® Version 9.1.2 erstellt.

Bei allen Tests wird ein Ergebnis von p < 0,05 als signifikant betrachtet,

Ergebnisse von p < 0,1 wurden als Tendenzen gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Patienten- und Kontrollencharakterisierung

Beim Vergleich der Patienten der HI-Gruppe und der Kontrollgruppe wurden
hinsichtlich laborchemischer Charakteristika deutliche Unterschiede festgestellt. Die
Merkmale der beiden Gruppen sind in Tabelle 11 zusammengefasst. Die
fortgeschrittene HI bei Patienten der HI-Gruppe wurde zusatzlich zu den
vorhandenen klinischen Symptomen anhand des Cl (2,17 + 0,62 I/min/m?), der
LVEF (28,95 + 10,26 %) sowie des erhdhten PCWP (18,71 + 8,55 mmHg)
festgestellt. Bei den 60 Personen der Kontrollgruppe handelte es sich um
systemisch gesunde Menschen, die in der Regel etwas alter (56,7 vs. 59,1 Jahre)

waren und unter denen mehr Frauen waren (26 vs. 53 %).

In der HI-Gruppe lagen CRP- und IL-6-Serumspiegel aulerhalb der
Normwerte und deuten auf eine meist subklinische oder geringgradige systemische
Entzindung hin. Auch in Bezug auf Parameter der Nierenfunktion wie Kreatinin und
Cystatin C sowie der Schadigung des Herzens unterschieden sich die beiden
Gruppen deutlich. Wahrend die TpT- (64,38 + 59,14 ng/l) und pBNP-Werte (8075 *
36169 pg/ml) der herzinsuffizienten Patienten weit auRerhalb der Normbereiche von
<10 - 20 ng/l bzw. <125 pg/ml lagen, schlossen die TpT- (3,64 + 4,03 ng/l) und
pBNP-Werte (44,54 + 34,01 pg/ml) der Kontrollgruppe eine akute sowie chronische
HI mit hoher Sicherheit aus.

Parameter Einheit HI Kontrollen o]

n 95 60

Demographie
Geschlecht Méannlich 74 (%) 47 (%) 0,001
Alter Jahre 56,7 + 12,1 59,1+ 13,6 0,069

Kardiale Funktion

Cl l/min/m? 2,17 + 0,62 - -
LVEF % 28,95 + 10,26 - -
RAP (M) mmHg 7,87 +5,64 - .

PAP (M) mmHg 27,64 + 10,68 - -
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PAP (sys) mmHg 42,10 £ 14,63 - -
PAP (dia) mmHg 17,93 = 8,50 - -
PCWP mmHg 18,71 £ 8,55 - -
Kardio-MRT

T1 Relaxationszeit ms 1058 + 74,16 - -
T2 Relaxationszeit ms 58,80 £ 10,90 - -
Laborwerte

Kreatinin mg/dl 1,22 £ 1,03 0,78 £0,15 < 0,001
CK U/l 75,74 £ 58,17 84,85 + 74,93 0,033
Gesamtprotein g/dl 14,27 + 75,87 7,39 £ 0,63 < 0,001
Gesamt-IgG mg/dI 955,0 + 306,3 1139 + 230,2 < 0,001
TpT ng/l 64,38 + 59,14 3,64 £ 4,03 < 0,001
pBNP pg/ml 8075 + 36169 44,54 £ 34,01 < 0,001
IL-6 pg/ml 15,97 + 44,89 1,71+£0,75 < 0,001
Cystatin C mg/I 1,40 £ 0,81 0,80 £ 0,12 < 0,001
CRP mg/dl 1,96 + 5,94 0,19 £ 0,40 < 0,001
Medikation

Betablocker % 94 - -
ARB % 12 - -
ARNI % 24 - -
Aldosteronantagonist % 15 - -
Calciumkanalblocker % 9 - -
Insulin % 8 - -
Metformin % 11 - -

Tabelle 11: Patientencharakteristika. Cl Cardiac Index; LVEF Linksventrikulare
Ejektionsfraktion; RAP Rechtsatrialer Druck; PAP Pulmonalarterieller Druck; PCWP
Lungenkapillaren-Verschlussdruck; CK Creatin-Kinase; IgG Immunglobulin G; TpT Troponin T;
pBNP n-terminales pro Brain natriuretisches Peptid; IL-6 Interleukin 6; CRP Capsel-reaktives
Protein; ARB Angiotensin-lI-Rezeptorblocker; ARNI Angiotensin-Rezeptor-Neprilysin-Inhibitoren;
pg Pikogramm. Daten angegeben als Anzahl (%) oder Median + Standardabweichung. P-Werte

sind fur mittels ungepaartem t-Test or Mann-Whitney-U Test berechnet.
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3.2 Unterschiede in GPCR-AAk Serumspiegeln

Bei der Mehrheit der untersuchten GPCR-AAk lagen deutliche Unterschiede
zwischen der HI-Gruppe und der Kontrollgruppe vor. Wie in Abbildung 5 dargestellt,
waren die Konzentrationen der AAk gegen den AT2R, den MsR und den (34AR in der
HI-Gruppe hoher als in der Kontrollgruppe. Diese Unterschiede waren mit p < 0,001
hoch signifikant. Die Befunde konnten in jedem Fall der Haupt- und der folgenden
Sensitivitatsanalysen repliziert und verifiziert werden: a) in nicht-transformierten
Rohdaten; b) in lgG-normalisierten Daten; c) in IgG-normalisierten und log-
transformierten Daten; und d) in IgG-normalisierten und log-transformierten Daten,

korrigiert fur Alter und Geschlecht in linearen Regressionsmodellen.
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Abb. 5: Bei der HI-Gruppe erhohte Serumspiegel der Autoantikorper. Mittelwerte mit
Standardfehler. n = 95 vs. 60. Mann-Whitney Test. ns: nicht signifikant. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001. Linke Spalte: Nicht-transformierte Daten; Rechte Spalte: I1gG-
normalisierte und log-transformierte Daten. A: AT2-Rezeptor-Autoantikorper, B: Ms-Rezeptor-
Autoantikorper, C: Bi-adrenerger-Rezeptor-Autoantikdrper, gemessen mittels Membran-ELISA;

D: Bi-adrenerger-Rezeptor-Autoantikorper, gemessen mittels Cyclopeptid-ELISA.
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Bei einigen der gemessenen AAk waren die in der HI-Gruppe gemessenen
Konzentrationen niedriger als die der Kontrollgruppe, dargestellt in Abbildung 6.
Dies waren die AAk gegen den AT1R, den ETgR, den a+/AR und ACE-Il. Diese
Befunde wurden ebenso wie die zuvor gezeigten Erhohungen in a) nicht-
transformierten Rohdaten; b) IgG-normalisierten Daten; c) IgG-normalisierten und
log-transformierten Daten; sowie d) in IgG-normalisierten und log-transformierten
Daten, korrigiert fur Alter und Geschlecht in linearen Regressionsmodellen,
repliziert und verifiziert. Bei drei der vier in der Kontrollgruppe erhohten AAk nahmen
die Unterschiede nach IgG-Normierung deutlich ab, bei den AAk gegen ACE-II

verschwand der signifikante Unterschied ganzlich.
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Abb. 6: Bei der HI-Gruppe verminderte Serumspiegel der Autoantikorper. Mittelwerte mit
Standardfehler. n = 95 vs. 60. Mann-Whitney Test. ns: nicht signifikant. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001. Linke Spalte: Nicht-transformierte Daten; Rechte Spalte: I1gG-
normalisierte und log-transformierte Daten. A: AT+-Rezeptor-Autoantikorper, B: ETs-Rezeptor-

Autoantikorper, C: ai-adrenerger-Rezeptor-Autoantikérper; D: ACE-II-Autoantikérper.
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Wie in Abbildung 7 dargestellt lieRen sich fur AAk gegen den C5aR, den ETaR und
Stabilin zwischen den beiden Gruppen sowohl in den nicht-transformierten wie in
den IgG-normalisierten und log-transformierten Daten jedoch keine Unterschiede
der Serumlevel feststellen. Der bei den AAk gegen ACE-Il initial feststellbare
Unterschied verschwand nach der IgG-Normalisierung und wurde daher ebenfalls

nicht weiter verwertet (siehe Abbildung 6).
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Abb. 7: Unveranderte Serumspiegel der Autoantikorper gegen den C5a- und ETa-Rezeptor
sowie gegen Stabilin. Mittelwerte mit Standardfehler. n = 95 vs. 60. Mann-Whitney Test. ns: nicht
signifikant. Linke Spalte: Nicht-transformierte Daten; Rechte Spalte: IgG-normalisierte und log-
transformierte Daten. A: Cb5a-Rezeptor-Autoantikorper, B: ETa-Rezeptor-Autoantikérper, C:

Stabilin-Autoantikorper.
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Anschlielend wurde die HI-Kohorte nach der wie in 2.2.5 beschrieben
durchgefuhrten Histopathologie in die Untergruppen iCM (inkl. Myokarditis) (n=30),
DCM (n=25), andere CM (n=11) und kein Hinweis auf Pathologie (n=29) eingeteilt,
um die AAk-Spiegel auf atiologisch bedingte Unterschiede hin zu untersuchen.
Weder die Erhohungen der 31AR-, MsR- und AT2R-AAk noch die Verminderungen
der a1AR-, ETgR- und AT{R-AAk waren mit einer dieser histopathologischen
Kategorien verbunden, zwischen den Gruppen bestanden keine Unterschiede in

den Serumspiegeln der AAk.

3.3 GPCR-AAk und gestorte Hamodynamik

In der HI-Gruppe wurde eine inverse Korrelation zwischen dem PVR und den Cb5a-
R-, AT1R -, ETaR-, a1AR- sowie den B+1AR-AAk beobachtet, von denen nach
Normalisierung der AAk auf das Gesamt-IgG jedoch keine Korrelation des PVR und
der GPCR-AAKk erhalten blieb. Ahnlich waren Korrelationen zwischen dem HMV und
den ETaR-, a1AR- und den B1AR-AAk nachweisbar, die einer Gesamt-lgG-

Normalisierung nicht standhielten.

Abgesehen davon waren keine belastbaren Assoziationen von GPCR-AAk
(native oder IgG-normalisierte und log-transformierte Serumspiegel) mit den
gemessenen hamodynamischen Parametern der Patienten nachweisbar, wie in

Tabelle 12 gezeigt.

HMV Cl LVEF PCWP PVR TPR

A

C5a-R-AAk 0,074 0,066 -0,025 0,039 -0,257* -0,120
AT1R-AAK 0,150 0,090 -0,155 -0,004 -0,281* -0,083
AT2R-AAk -0,028 -0,035 -0,095 0,093 -0,178 0,025
MsR-AAK 0,140 0,167 -0,040 0,016 -0,209 -0,088
ETAR-AAK 0,256* 0,201 -0,087 -0,024 -0,294* -0,134
ETsR-AAk 0,058 0,062 -0,078 0,116 -0,071 -0,087
a1AR-AAk 0,253* 0,169 -0,075 0,048 -0,240* -0,153
B1AR-AAK (memb.) 0,220 0,179 -0,093 -0,001 -0,322 -0,114
B1AR-AAK (cyc.) 0,225* 0,170 0,023 -0,046 -0,118 -0,131
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ACE-II-AAK 0,136 0,183 0,089 -0,183 -0,117 -0,132
Stabilin-AAk 0,129 0,145 -0,065 -0,061 -0,073 0,026
B

C5a-R-AAk -0,071 -0,034 -0,021 0,062 -0,204 0,066
AT1R-AAK -0,014 0,001 -0,081 0,046 -0,165 0,132
AT2R-AAk -0,149 -0,099 -0,110 0,133 -0,137 0,216
MsR-AAK -0,059 0,047 0,034 0,080 -0,114 0,221
ETAR-AAK 0,035 0,033 -0,019 0,035 -0,179 0,113
ETsR-AAk -0,056 -0,023 -0,040 0,137 0,013 0,098
a1AR-AAk 0,112 0,096 -0,020 0,117 -0,146 0,021
B1AR-AAK (memb.) 0,131 0,138 -0,048 0,031 -0,230 0,006
B1AR-AAK (cyc.) 0,026 0,014 0,085 0,001 -0,030 0,197
ACE-II-AAK 0,087 0,132 0,109 -0,116 -0,063 -0,027
Stabilin-AAk 0,099 0,096 -0,002 0,115 0,004 -0,064

Tabelle 12: Korrelationen hamodynamischer Parameter und GPCR-AAk. n = 54 — 86.
Angaben in Spearman r. *p<0,05. A: Nicht-transformierte Daten; B: IgG-normalisierte und log-
transformierte Daten. HMV Herzminutenvolumen; Cl Herzindex; LVEF Linksventrikulare
Ejektionsfraktion; PCWP  Lungenkapillaren-Verschlussdruck; PVR  Pulmonalvaskularer

Widerstand; TPR Totaler peripherer Widerstand.

3.4 GPCR-AAk und kardiale Funktionalitat

Die Serumspiegel der GPCR-Autoantikorper in der Gruppe der HI-Patienten wurden
mit dem myokardialen T2-Mapping, das myokardiale Odeme und Entziindungen
widerspiegelt, sowie mit dem myokardialen T1-Mapping verglichen, das als Marker
fur Gewebsfibrose sowie Lipid- und Eisenanreicherung verwendet wird. Diese

Ergebnisse sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

Die globalen linksventrikularen T1-Relaxationszeiten korrelierten signifikant
mit den Serumspiegeln von MsR- und B1AR-AAK. Die inverse Korrelation der T1-
Mapping-Daten mit B1AR-AAKk zeigte sich auch nach der Normalisierung auf das
Gesamt-IgG, wohingegen die Korrelation mit den MsR-AAk nach der Normalisierung
auf das Gesamt-IgG verschwand. Zwischen den verschiedenen GPCR-AAk und
den T2-Mapping-Daten der Patienten konnten keine Korrelationen beobachtet
werden. MRT-basierte Analysen der linksventrikularen Dehnung zeigten eine
schwache Assoziation zwischen erhohten B1AR-AAk sowie ACE-II-AAK und einer

beeintrachtigten systolischen GLS als Marker der Myokarddeformation. Diese
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Assoziationen waren vor sowie nach der Normalisierung auf das Gesamt-IgG stabil.
Im Gegensatz dazu stand die diastolische Dehnungsrate in keinem Zusammenhang

mit zirkulierenden AAK.

T T2 peak GLS diastolic SR

A

C5a-R-AAk 0,020 -0,094 -0,149 0,092
AT1R-AAk -0,045 -0,044 -0,102 -0,007
AT2R-AAk 0,079 -0,182 -0,048 0,069
MsR-AAk 0,345* 0,024 -0,080 -0,039
ETAR-AAk -0,042 -0,165 0,010 0,154
ETsR-AAk 0,142 -0,166 -0,137 0,102
a1AR-AAk 0,045 0,058 -0,199 -0,067
B1AR-AAK (memb.) 0,074 -0,109 -0,058 0,190
B1AR-AAK (cyc.) 0,118 0,035 -0,363* 0,183
ACE-II-AAk -0,124 0,042 -0,466* 0,059
Stabilin-AAk 0,197 0,057 -0,133 -0,656
B

C5a-R-AAk -0,200 -0,159 -0,117 0,021
AT1R-AAk -0,311 0,012 0,000 -0,183
AT2R-AAk -0,159 -0,227 -0,009 -0,069
MsR-AAk -0,132 -0,015 -0,086 -0,042
ETAR-AAk -0,284 -0,155 0,055 -0,153
ETsR-AAk -0,053 -0,179 -0,059 -0,011
a1AR-AAk -0,278 0,065 -0,156 -0,059
B1AR-AAK (memb.) -0,234 -0,061 -0,012 -0,200
B1AR-AAK (cyc.) -0,362* -0,005 -0,323* 0,029
ACE-II-AAk -0,247 0,194 -0,355* 0,019
Stabilin-AAk 0,042 0,033 -0,081 -0,025

Tabelle 13: Korrelationen im CMR erhobener Parameter mit GPCR-AAk. n = 37 —43. Angaben
in Spearman r. *p<0,05. A: Nicht-transformierte Daten; B: IgG-normalisierte und log-transformierte
Daten. peak GLS left ventricular global peak systolic longitudinal strain; Diastolic SR diastolic

strain rate

Beim Vergleich der kardialen Volumina und Funktion lieRen sich
Zusammenhange zwischen dem rechts- und linksventrikularen Schlagvolumen
sowie dem rechtsventrikularen enddiastolischen Durchmesser mit den gemessenen
AAk finden (Tabelle 14). Das linksventrikulare Schlagvolumen korrelierte signifikant
mit B1AR-AAK, das rechtsventrikulare Schlagvolumen dagegen invers mit ACE-II-
AAk. Diese Assoziationen zeigten nach einer Normalisierung auf das Gesamt-IgG

jedoch keine Bestandigkeit. Erst nach der Normalisierung zeigten sich der
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Zusammenhang des rechtsventrikularen enddiastolischen Volumens mit

Autoantikorpern gegen den a+AR sowie gegen Stabilin.

LV SV RV SV RVEDD LVSV RVSV RVEDD
A B

C5a-R-AAk 0,086 -0,049 -0,165 -0,071  -0,020 -0,121
AT1R-AAK 0,149 -0,103 0,210 -0,013  -0,182 0,273
AT2R-AAk -0,011 0,009 -0,046 -0,121  -0,046  -0,044
MsR-AAK 0,140 0,030 0,085 -0,030 -0,056 0,151
ETAR-AAK 0,236 -0,146 0,115 0,045 -0,210 0,169
ETsR-AAk 0,047 -0,100 -0,049 -0,084  -0,057 0,071
a1AR-AAk 0,283 0,093 0,228 0,164  -0,095 0,303*
B1AR-AAK (memb.) 0,308* 0,097 0,111 0,167  -0,016 0,226
B1AR-AAK (cyc.) 0,179 0,064 0,231 -0,018  -0,105 0,239
ACE-II-AAK 0,171 -0,395* -0,066 0,034  -0,200 0,042
Stabilin-AAk 0,138 0,105 0,247 0,078 0,106 0,332*

Tabelle 14: Korrelationen kardialer Volumina und GPCR-AAk. n = 25 — 45. Angaben in
Spearman r. *p<0,05. A: Nicht-transformierte Daten; B: IgG-normalisierte und log-transformierte
Daten. LV SV linksventrikulares Schlagvolumen; RV SV rechtsventrikuldres Schlagvolumen;

RVEDD rechtsventrikularer enddiastolischer Durchmesser.

3.5 GPCR-AAk und Metabolismus

Innerhalb der HI-Gruppe waren 26 Teilnehmer glukosetolerant, 47 Teilnehmer
hatten einen Pradiabetes und 22 Teilnehmer hatten einen manifesten Typ-2-
Diabetes. Gemal der aktuell gultigen Leitlinie der American Diabetes Association
[105] wurden Probanden als normoglykamisch eingeordnet, wenn ihr HbA1c <5,7
% und Nuchternblutzucker <100 mg/dl oder ihr 2h-oGTT-Wert <140 mg/dl lag.
Diabetisch waren die Probanden bei einem HbA1c 26,5 % und einem
Nuchternblutzucker >126 mg/dl oder einem 2h-oGTT-Wert von 2200 mg/dl. Alle
Teilnehmer, die zwischen diesen Werten lagen, wurden als pradiabetisch

eingeordnet.

Unter den Hl-assoziierten GPCR-AAK wiesen C5a-R-, AT2R- und 31AR-AAK,
wie in Tabelle 15 gezeigt, Assoziationen mit Markern des Glukosestoffwechsels auf.

Die C5a-R- und AT2R-AAk standen in inverser Beziehung zur Insulinresistenz, die
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nach dem Homoostasemodell (HOMA-IR) ermittelt wurde. Der HOMA-Index wird
wie folgt berechnet [106]:

HOMA-Index = (Nuchterninsulin [uu/ml] * NUchternblutzucker [mg/dl]) / 405
bzw.
HOMA-Index = (Nuchterninsulin [uu/ml] * Nuchternblutzucker [mmol/l]) / 22,5

Ein HOMA-Index <2 macht eine vorliegende periphere Insulinresistenz (IR)
unwahrscheinlich, ein Wert von 2 — 2,5 kann als Hinweis auf eine IR gewertet
werten. Werte von 2,5 — 5 machen eine IR wahrscheinlich, bei Werten >5 ist eine

IR vorhanden.

Diese Zusammenhange waren insofern robust, als dass sie nach der
Normalisierung auf das Gesamt-lgG fortbestanden. Nach der Normalisierung zeigte

sich hinzukommend eine inverse Korrelation der 1AR-AAk mit dem Insulinspiegel.

BZ Insulin HOMA-IR HbA1c C-Peptid
A

C5a-R-AAk -0,131 -0.164 -0.236* -0.008 -0.146
AT1R-AAK -0.060 -0.136 -0.169 -0.029 -0.136
AT2R-AAK -0.098 -0.163 -0.228* 0.066 -0.137
MsR-AAK -0.072 0.112 0.175 -0.025 -0.142
ETAR-AAk -0.046 -0.063 -0.104 0.052 -0.139
ETsR-AAK -0.041 -0.032 -0.080 0.029 -0.043
aAR-AAK -0.013 -0.078 -0.081 -0.041 -0.073
B1AR-AAk (memb.) -0.090 -0.158 -0.189 -0.031 -0.202
B1AR-AAK (cyc.) 0.058 -0.071 -0.077 0.024 -0.029
ACE-II-AAK -0.077 -0.110 -0.120 -0.055 -0.124
Stabilin-AAk 0.040 -0.004 -0.009 0.029 0,039
B

C5a-R-AAk -0.093 -0.177 -0.233* 0.040 -0.109
AT1R-AAK 0.018 -0.198 -0.174 0.021 -0.084
AT2R-AAK -0.081 -0.180 -0.240* 0.090 -0.106
MsR-AAK -0.010 -0.147 -0.187 0.063 -0.070
ETAR-AAk 0.039 -0.107 -0.079 0.073 -0.036
ETsR-AAK 0.022 -0.040 -0.047 0.068 -0.014
aAR-AAK 0.072 -0.147 -0.094 0.014 -0.032
B1AR-AAk (memb.) -0.019 -0,219* -0.199 -0.002 -0.132
B1AR-AAK (cyc.) 0.113 -0.084 -0.044 0.105 0.068
ACE-II-AAk -0.045 -0.206 -0.173 -0.025 -0.115
Stabilin-AAk 0.085 -0.003 0.021 0.039 0.083




48

Tabelle 15: Assoziation der GPCR-AAk und Markern des Glukosestoffwechsels. n = 95 — 88.
Angaben in Spearman r. *p<0,05. A: Nicht-transformierte Daten; B: IgG-normalisierte und log-
transformierte Daten. BZ Nichternblutzucker; HOMA-IR Homoeostatic Model Assessment for

Insulin Resistance; HbA1c Glykiertes Hamoglobin; C-Peptid connecting-Peptid.

Daruber hinaus konnten wir Zusammenhange zwischen C5aR-, AT1R-,
AT2R- sowie ETgR-AAk mit mehreren Markern des Lipidstoffwechsels nachweisen,
wie in Tabelle 16 gezeigt. Die genannten AAk standen in einem inversen Verhaltnis
zu den Serumspiegeln von Triacylglycerin, Cholesterin und LDL. Zu den
zirkulierenden freien Fettsauren zeigte sich ein positiv gerichtetes Verhaltnis mit
AAk gegen den C5a-R sowie den AT1R. Diese Zusammenhange waren insofern
robust, als dass sie auch nach der Normalisierung auf das Gesamt-IgG

nachzuweisen waren.

TAG Cholesterin LDL HDL FFS

A

C5a-R-AAk -0,191 -0,248* -0,254* 0,014 0,278*
AT1R-AAK -0,099 -0,218* -0,243* -0,058 0,263*
AT2R-AAK -0,171 -0,223* -0,229* 0,056 0,122
MsR-AAk 0,113 -0,080 -0,172 0,024 -0,036
ETAR-AAK -0,032 -0,096 -0,083 -0,071 0,169
ETsR-AAK 0,010 -0,175 -0,224* -0,141 0,014
a1AR-AAk 0,109 -0,063 -0,123 -0,075 0,105
B1AR-AAk (memb.) -0,003 -0,074 -0,120 -0,032 0,068
B1AR-AAK (cyc.) 0,145 -0,073 -0,164 -0,052 0,119
ACE-II-AAK 0,054 0,077 0,024 0,106 0,055
Stabilin-AAk 0,176 0,003 -0,074 -0,116 -0,019
B

Cb5a-R-AAk -0,295* -0,318* -0,310* 0,015 0,295*
AT1R-AAK -0,123 -0,187 -0,185 -0,023 0,211*
AT2R-AAK -0,242* -0,299* -0,298* 0,029 0,158
MsR-AAk 0,019 -0,105 -0,171 0,029 -0,006
ETAR-AAK -0,087 -0,122 -0,092 -0,058 0,119
ETsR-AAK -0,076 -0,187 -0,224* -0,109 0,035
a1AR-AAk 0,058 -0,076 -0,108 -0,063 0,084
B1AR-AAk (memb.) -0,040 -0,051 -0,079 -0,013 0,066
B1AR-AAK (cyc.) 0,019 -0,137 -0,183 -0,079 0,177
ACE-II-AAK 0,094 0,136 0,105 0,149 0,019
Stabilin-AAk 0,123 0,015 -0,058 -0,104 -0,020

Tabelle 16: Zusammenhang der GPCR-AAk mit Markern des Lipidstoffwechsels. n = 95 —

88. Angaben in Spearman r. *p<0,05. A: Nicht-transformierte Daten; B: IgG-normalisierte und log-
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transformierte Daten. TAG Triacylglycerin; LDL Low Density Lipoprotein; HDL High Density
Lipoprotein; FFS Freie Fettsauren.

3.6 GPCR-AAk und myokardiale Mitochondrienfunktion

Um mogliche Zusammenhange zwischen einer GPCR-Autoimmunitat und der
Funktion myokardialer Mitochondrien zu untersuchen, wurden die Serumspiegel HI-
assoziierter GPCR-AAKk mit den Daten aus der Respirometrie verglichen, die in
entsprechenden Myokardproben durchgefuhrt wurde. Hierbei gelang es nicht, einen
direkten Zusammenhang zwischen der GPCR-Autoimmunitat und der OXPHOS
oder der ETS Kapazitat zu finden.

Die LCR jedoch stand in inverser Beziehung zu den IgG-normalisierten AAk
gegen den C5a-R, AT2R, MsR, ETgR, B1AR und Stabilin. Ohne IgG-Normalisierung
verschwanden die Assoziationen mit MsR- und B1AR-AAk, wohingegen die
Assoziation mit AT2R-AAk stabil blieb (Tabellen 17 und 18).

Oct ADP Glu Suc Cyt Omy
A
C5a-R-AAk 0,100 0,108 0,089 0,093 0,049 -0,027
AT1R-AAk 0,036 -0,001 -0,029 -0,003 -0,029 -0,027
AT2R-AAk -0,097 -0,041 -0,035 -0,003 -0,003 -0,068
MsR-AAk -0,075 -0,010 0,021 0,080 0,058 0,017
ETAR-AAk 0,009 0,012 -0,018 -0,004 -0,024 0,028
ETsR-AAk -0,069 0,001 0,015 0,066 0,039 -0,036
a1AR-AAk 0,046 0,026 -0,002 0,050 0,011 0,040
B1AR-AAk (memb.) 0,010 0,023 -0,036 0,014 -0,012 -0,044
B1AR-AAk (cyc.) 0,037 0,050 0,034 0,070 0,043 0,044
ACE-II-AAk 0,054 0,094 0,122 0,183 0,176 0,199
Stabilin-AAk -0,096 -0,093 -0,052 0,013 -0,002 -0,023
B
C5a-R-AAk 0,043 0,067 0,048 0,002 -0,022 -0,116
AT1R-AAk -0,041 -0,064 -0,086 -0,092 -0,092 -0,095
AT2R-AAk -0,096 -0,077 -0,064 -0,067 -0,058 -0,163
MsR-AAk -0,060 -0,024 0,005 -0,026 -0,025 -0,117
ETAR-AAk -0,038 -0,016 -0,028 -0,060 -0,059 -0,070
ETsR-AAk -0,133 -0,024 -0,030 -0,048 -0,062 -0,180
a1AR-AAk -0,014 -0,019 -0,041 -0,039 -0,055 -0,055
B1AR-AAk (memb.) -0,007 0,006 -0,042 -0,046 -0,057 -0,101




50

B1AR-AAK (cyc.) 0,028 0,056 0,030 -0,030 -0,036 -0,102
ACE-II-AAK 0,004 0,072 0,102 0,139 0,140 0,144
Stabilin-AAk -0,124 -0,075 -0,032 -0,019 -0,023 -0,121
FCCP Rot Ama LCR RCR S RCRA
A
C5a-R-AAk 0,095 0,188 -0,082 -0,145 0,172 0,208
AT1R-AAK 0,034 0,123 0,039 -0,116 0,031 0,050
AT2R-AAk 0,139 0,186 -0,065 -0,280* 0,061 0,002
MsR-AAK 0,079 0,234 0,044 -0,163 0,086 -0,044
ETAR-AAK 0,082 0,081 0,018 -0,137 -0,019 -0,002
ETsR-AAk 0,121 0,207 -0,054 -0,201 0,116 0,045
a1AR-AAk -0,006 0,147 0,091 -0,045 0,031 -0,004
B1AR-AAK (memb.) -0,007 0,136 0,126 -0,083 0,046 0,038
B1AR-AAK (cyc.) 0,076 0,370* 0,107 -0,091 0,052 0,029
ACE-II-AAK 0,186 0,164 0,090 -0,005 0,059 -0,138
Stabilin-AAk 0,008 0,083 0,002 -0,117 0,022 -0,097
B
C5a-R-AAk 0,134 0,049 -0,043 -0,271* 0,177 0,263*
AT1R-AAK 0,022 -0,063 0,187 -0,121 -0,021 0,029
AT2R-AAk 0,133 -0,030 -0,011 -0,352* 0,105 0,059
MsR-AAK 0,124 0,024 0,175 -0,338* 0,095 0,067
ETAR-AAK 0,105 -0,097 0,156 -0,228 0,011 0,057
ETsR-AAk 0,134 0,108 0,029 -0,371* 0,109 0,165
a1AR-AAk 0,012 0,005 0,238 -0,100 -0,007 0,033
B1AR-AAK (memb.) 0,027 0,052 0,232 -0,139 0,014 0,071
B1AR-AAK (cyc.) 0,098 0,171 0,208 -0,249* 0,075 0,174
ACE-II-AAK 0,239 0,101 0,109 -0,082 0,041 -0,117
Stabilin-AAk 0,034 0,050 0,045 -0,249* 0,071 0,011

Tabellen 17 und 18: Zusammenhang der GPCR-AAk mit Markern der mitochondriellen
Funktion. Angaben in Spearman r. *p<0,05. A: Nicht-transformierte Daten; B: IgG-normalisierte
und log-transformierte Daten. Oct Octanoyl-Carnitin; ADP Adenosindiphosphat; Glu Glutamat;
Suc Succinat; Cyt Cytochrom C; Omy Oligomycin; FCCP  Carbonylcyanid-p-
trifluoromethoxyphenylhydrazon; Rot Rotenon; Ama Antimycin A; LCR Leak Control Ratio; RCR
S Respiratory Control Ratio Succinat; RCR A Respiratory Control Ratio ADP.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit erfolgte eine ausfuhrliche Bewertung einer Gruppe von GPCR-AAK,
bei denen derzeit von einer kardiopathogenen Wirkung ausgegangen wird [107].
Anhand der in Abschnitt 1.4 formulierten Fragestellungen und der in dieser Arbeit

erhobenen Daten konnten folgende Kernaussagen getroffen werden:

1. Patienten mit einer HI unterscheiden sich von herzgesunden Patienten in den
Serumspiegeln der AAk gegen AT1R, AT2R, MsR, a1AR, B1AR und ETgR.

2. Bei Patienten mit nicht-ischamischer HI stehen Veranderungen dieser AAk
in keinem Zusammenhang mit der zugrundeliegenden histologischen
Unterteilung, kardialen Hamodynamik, ungunstigen prognostischen

Parametern oder kardialen Struktureigenschaften.

3. Bei Patienten mit nicht-ischamischer HI stehen AT2R- und C5aR-AAk in
umgekehrter Beziehung zur systemischen Insulinresistenz (HOMA-IR) und
zur myokardialen mitochondrialen Entkopplung. MsR-AAk stehen ebenfalls
im Zusammenhang mit der myokardialen mitochondrialen Entkopplung, nicht

aber mit der Insulinresistenz.

4.1 HIl-assoziierte Erhohung von GPCR-AAk
41.1 B1AR-AAk

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass bei herzinsuffizienten Patienten nicht-
ischamischer Genese (B1AR-AAKk in erhohtem Malie gegenuber herzgesunden
Kontrollen vorliegen. Diese Beobachtung steht im Einklang mit einer Vielzahl an
veroffentlichten Daten, die auf eine spezifische Assoziation dieser AAk-Spezies mit
verschiedenen kardiovaskularen Erkrankungen hinweisen, allen voran mit der
idiopathischen DCM [107]. Die Pravalenz von B+1AR-AAk liegt hier je nach
verwendeter Nachweismethode zwischen 30 — 80 %. Daruber hinaus sind B1AR-
AAk auch mit peripartaler CM, Myokarditis, Chagas-CM, ventrikularer Tachykardie
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sowie Arrhythmien assoziiert [55]. Wurde friher die Stimulation der B1-adrenergen
Signaltubertragung [56, 119, 120] sowie eine nachfolgende Desensibilisierung und
Runterregulation des 1AR als hauptsachliche Auswirkung der B1AR-AAKk vermutet,
werden mittlerweile weitere mogliche Pathomechanismen diskutiert [121, 122].
Eine Kreuzreaktivitat in Verbindung mit anderen adrenergen und muskarinergen
Rezeptor-AAk [123-125], direkte Kardiomyozytentoxizitat durch Veranderungen der
kardialen L-Typ-Kalziumkanalen sowie durch 31AR-AAk ausgeldste Apoptose [122,
126, 127] [51, 128], eine Homodimerisierung von B1AR mit Beeintrachtigung der
kardialen Signalwege und Kontraktilitat sowie eine Einflussnahme der B1AR-AAk
auf kardiale Fibroblasten [121] sind Gegenstand aktueller Forschung und zeichnen
ein facettenreiches Bild der Auswirkungen von B1AR-AAk. Wenngleich die
vorliegende Arbeit nur das Vorliegen von aktivierenden, gegen die zweite
extrazellulare Schleife des Rezeptors gerichtete B1AR-AAk nachweisen konnte,
reihen sich die Ergebnisse in eine lange Reihe beobachteter Veranderungen der
GPCR-Autoimmunitat bei HI.

41.2 AT2R-AAk

Der im Rahmen dieser Arbeit beobachtete erhohte Spiegel von AT2R-AAk in der HI-
Gruppe muss im Hinblick auf seine mogliche Relevanz fur die nicht-ischamische Hl
bewertet werden. Unseres Wissens wurde bisher keine vergleichbare humorale
Veranderung der AT2R-AAk im Menschen beobachtet. Die Rolle des AT2R selbst
bei HI wurde in jungster Zeit eingehend untersucht, dabei wird der AT2R zunehmend
als integrativer Bestandteil des schutzendes Arms des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (RAAS) anerkannt. Aktuelle Studien weisen darauf hin, dass
eine AT2R-Aktivierung bei HI eine schutzende Rolle spielt und dartber hinaus an
der Regeneration des Herzens beteiligt ist [129, 130]. So konnte im Mausmodell
gezeigt werden, dass eine AT:R-Aktivierung zu einer signifikant verringerten
Narbenbildung in der Frihphase nach einem Myokardinfarkt sowie zu einer
Verringerung der linksventrikularen Dilatation und Dysfunktion fuhrt [131]. Ebenso
hatte eine Uberexpression des AT2R bei genetisch modifizierten Mausen
schutzende Auswirkungen auf das Remodelling des linken Ventrikels und die
Herzleistung in der Spatphase nach einem Myokardinfarkt [132, 133]. Diese
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Wirkungen konnten durch die positiven zellularen Mechanismen der AT2R-
Aktivierung erklart werden, so zum Beispiel Entzindungshemmung, Anti-Apoptose,
Aktivierung des Bradykinin/NO/cGMP-Systems sowie eine Forderung des
Geweberegenerationsprozesses und Verhinderung des Abbaus der extrazellularen
Matrix in der postinfarktionellen Phase [131, 134]. Inwieweit diese Wirkungen auf
die nicht-ischamische HI Ubertragbar sind bedarf weiterer Abklarungen, jedoch ist
ein protektiver Effekt im Sinne einer Hochregulierung des AT2R bei HI denkbar, da
aktuelle pathogenetische Konzepte eine regulatorische Rolle der GPCR-AAk
bekraftigen [113]. Voraussetzung hierfur ware, dass die gemessenen AAk eine
stimulierende Wirkung auf den AT2R ausuben, was noch nachgewiesen werden

muss.

41.3 MsR-AAk

Der in dieser Arbeit beobachteten, erhohten Serumspiegel der MsR-AAk erinnert an
eine ahnliche Beobachtung, die vor kurzem bei einer Gruppe von Probanden
fortgeschrittenen  Alters beobachtet wurde, die sich einer invasiven
Parodontaltherapie unterzogen. Hier zeigten sich ebenfalls erhdhte Spiegel an MsR-
AAk gegenuber einer gesunden Kontrollgruppe, die MsR-AAk korrelierten dabei mit
der Intensitat und dem zeitlichen Verlauf der Parodontaltherapie, nicht aber mit
ebenfalls erhobenen kardialen Markern [135]. Die Autoren dieser Studie
konzentrierten sich dabei auf den Ms-Subtyp, da dieser eine starke Assoziation mit
einer Verschlechterung der Herzfunktion in einer Kohorte von Patienten nach
Myokarditis aufwies [136]. Die muskarinergen Rezeptoren und korrespondierende
AAKk sind in einer Reihe von Erkrankungen vertreten. AAk gegen den M2-Subtyp
sind dabei mit verschiedenen Herz-Kreislauf-Erkrankungen assoziiert [125, 137-
141], AAk gegen den Ms-Subtyp spielen eine Rolle bei der Entstehung des Sjogren-
Syndroms [142]. AAk gegen die Mz- und M4-Subtypen sind an der Pathogenese des
chronische Erschopfungssyndrom (eng. chronic fatigue syndrome) beteiligt [143,
144]. AAk gegen den MsR wurden bisher nurim Zusammenhang mit dem posturalen
orthostatischen Tachykardiesyndrom (POTS) beschrieben. Die im Zusammenhang
mit dem POTS von Gunning et al. untersuchten Patientinnen wiesen

interessanterweise auch eine erhohte Anzahl von AAk gegen andere Subtypen der



54

muskarinergen Rezeptoren sowie verschiedenen adrenergen Rezeptoren auf [145].
Die aktuell noch nicht abschlie3end veroffentlichte Etiology, Titer-Course and effect
on Survival of cardiac autoantibodies-study (ETiCS-Studie), die eine prospektive
Kohortenstudie zum Titerverlauf kardialer AAk und deren Auswirkung auf das
Patientenuberleben ist, umfasst eine Analyse der AAk gegen alle MR-Subtypen
[136]. Sollten die Autoren ein ahnliches Verhalten der MsR-AAk beobachten, liel3e
sich hieraus womaoglich eine bisher unbeschriebene Prasentation von MsR-AAKk bei

HI ableiten.

4.2 HIl-assoziierte Verminderung von GPCR-AAk
421 AT:.R-AAk

Bei herzinsuffizienten Patienten nicht-ischamischer Genese bestanden niedrigere
Serumlevel von AT41R-AAk gegenuber herzgesunden Kontrollen. AT1R-AAk wurden
in diese Arbeit mit aufgenommen, da bereits mehrfach nachgewiesen werden
konnte, dass sie bei Krankheitsbildern wie der malignen Hypertonie, der
Praeklampsie sowie bei vaskularen NierentransplantatabstoBungen malfigeblich
beteiligt sind [55]. Wichtig fur die in dieser Arbeit gemachten Beobachtung ist die
Tatsache, dass AT1R und AT2R sich denselben endogenen Liganden, Angiotensin
I, teilen und dabei verschiedene und oft gegensatzliche Wirkungen entfalten. Die
beschriebene Verminderung an AT41R-AAk und gleichzeitige Zunahme von AT2R-
AAk spiegeln dabei die bekannten Auswirkungen der entsprechenden
Rezeptoraktivierungen auf die kardiovaskulare Regulierung wider [146] und
konnten daher aufgrund ihrer Auswirkungen auf die Blutdruckregulation fur Hl

relevant sein.

4.2.2 o1AR-AAK

Gegenuber den herzgesunden Probanden bestanden bei herzinsuffizienten

Patienten niedrigere Serumlevel an a1AR-AAK. Erhohte Serumlevel an a1AR-AAk
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sind mit einer malignen Hypertonie sowie der pulmonalen Hypertonie assoziiert,
ebenso ist ein Zusammenhang mit der Demenz vom Alzheimer-Typ beschrieben
[53, 55]. Im Tiermodell fuhrte die Immunisierung von Ratten mit a1AR-AAk-positiven
Seren von Alzheimer-Patienten zu einer Schwellung der Endothelzellen von
Hirngefalden und bewirkte so eine Verringerung des cerebralen Blutflusses [147]. In
einem anderen Tiermodell entwickelten immunisierte Ratten keine Hypertonie,
dafur jedoch eine kardiale Hypertrophie und weitere Anzeichen fur kardiales
Remodelling [148]. In vitro konnte anhand neonataler Kardiomyozyten gezeigt
werden, dass die agonistische Wirkung von a1AR-AAK eine Erhohung des
intrazellularen Calciums und einen hypertrophen Umbau der Kardiomyozyten
bewirkt [149, 150]. Die Autoren der Studie argumentieren, dass eine a1AR-
Immunisierung eine mogliche Ursache fur hypertensive Blutdruckwerte darstellen
konnte. Die in dieser Arbeit beobachteten niedrigeren Serumlevel von a1AR-AAk
konnten im Sinne einer Gegenregulation bei einer fortgeschrittenen Herzinsuffizienz
gedeutet werden, wobei aufgrund des Querschnittsaufbaus der Studie keine
abschliellenden Aussagen zu zeitlichen Verlaufen der Serumlevel gemacht werden

konnen.

4.2.3 ETsR-AAk

Erhohte Serumlevel des Vasokonstriktors Endothelin  sind mit einer
Vorhofsdilatation, einer kardialen Fibrose und der HI assoziiert [151]. Seine
vaskularen Wirkungen werden durch die Endothelin-Rezeptoren Typ A (ETAR) und
Typ B (ETsR) vermittelt [152, 153]. ETgR spielen moglicherweise eine Rolle bei
Erkrankungen, die mit Gefallentzindungen und Atherosklerose einhergehen.
Kompetitive Bindungsstudien in vitro zeigten, dass ETgR in den Koronararterien von
Patienten mit Atherosklerose hochreguliert sind [154]. Unter physiologischen
Bedingungen stehen die gefalRerweiternden Wirkungen des endothelialen ETgR
den gefallverengenden und mitogenen Wirkungen von ETAR in den glatten
Muskelzellen der Gefalle gegenuber, wodurch ein Gleichgewicht zwischen ETAR-
und ETgR-vermittelten Wirkungen im Kreislauf entsteht. Unter pathologischen

Bedingungen konnte es zu einer Herunterregulierung von endothelialem ETgR und
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seiner gefallerweiternden Wirkung kommen. Die in dieser Arbeit gemachten
Beobachtungen passen zu den Erkenntnissen aus Studien mit transgenen ETgR-
Tieren und Knockout-Mausen sowie einigen klinischen Studien, die Einblicke in die
gefallschitzende Rolle von ETgR gegeben und darauf hinweisen, dass eine
Dysregulation von ETgR mit Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie der Hypertonie, KHK,
zerebraler Ischamie und Atherosklerose in Verbindung gebracht werden konnte
[155].

4.3 GPCR-AAk ohne Hl-assoziierte Veranderungen
4.3.1 ETAR-AAk

Den Endothelin-Rezeptor Typ A (ETaR) aktivierende ETaR-AAk liefen sich im
Plasma von Patienten mit einer pulmonalen Hypertonie nachweisen [156, 157]. Fur
eine pathogenetische Rolle der ETAR-AAk spricht, dass ihre Entfernung mittels
Immunapharese zu einer Verbesserung der klinischen Symptome fuhrte sowie eine
Regredienz der Vorhofs- und Ventrikeldilatation verursachte [156]. Ahnlich wie bei
den B1AR-AAk scheint die zweite extrazellulare Schleife des ETAR das priméare Ziel
der ETAR-AAK zu sein [158]. Die Effekte der ETAR-AAk auf das Herz sind trotz der
Expression von ETaR auf menschlichen Kardiomyozyten weiterhin nicht vollstandig
geklart, eine protektive Rolle bei der HI aber auch ein Beitrag zur Pathogenese der
HI sind denkbar [159]. Unter experimentellen Bedingungen zeigten Endotheline
direkte positiv inotrope und positiv chronotrope Wirkungen auf das Herz, auch ein
tonischer, durch den ETaAR vermittelter Beitrag zur Ventrikelkontraktilitat wurde
beobachtet [160]. In Anbetracht der nicht abschlief3end geklarten Auswirkungen von
ETAR-AAK lieRen sich in dieser Arbeit keine HI-assoziierten erhdhten oder
erniedrigten Serumlevel an ETAR-AAk beobachten.
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4.3.2 ACE-II-AAk

Angiotensin |l wird vom ACE 2, einem Homolog des ACE, in Angiotensin (1-7)
umgewandelt, welches vasoprotektive Effekte aufweist. ACE-II-AAk stehen unter
Verdacht, das Gleichgewicht zwischen dem stark vasokonstriktorischen
Angiotensin |l und Angiotensin (1-7) zu storen und so fur verschiedene
Vaskulopathien zu pradisponieren. Erhohte Werte an ACE-II-AAK wurden bei
Patienten mit pulmonaler Hypertonie und bei Patienten mit systemischer Sklerose
nachgewiesen [161, 162]. Chappell et al. propagierten erhohte Spiegel an ACE-II-
AAk als Kompensationsmechanismus der das Gleichgewicht des Renin-
Angiotensin-Systems zugunsten von Angiotensin (1-7) verandert, antifibrotische
und entzindungshemmende Wirkungen ausibt und die vasokonstriktiven
Wirkungen von Angiotensin || abschwacht [163]. Daruber hinaus konnte ein
Zusammenhang zwischen ACE-II-AAk und endothelialer Dysfunktion bei Patienten
mit COVID-19 gezeigt werden [164], dezidierte Wirkungen im Bereich der
Herzinsuffizient sind jedoch bisher nicht beschrieben. Wir sahen keine messbaren
Differenzen in den Serumspiegeln der ACE-II-AAk bei den HI-Patienten sowie der
Kontrollkohorte.

4.3.3 C5aR-AAk

Der C5a-Rezeptor des gleichnamigen Komplementfaktors C5 ist fur seine Rolle als
beidseitiger Schalter des Komplementsystems bekannt, in der er situativ pro- oder
antiinflammatorisch wirken kann [165]. Dieser GPCR-AAkK wurde mit in unsere
Studie einbezogen, da Hinweise vorliegen, dass eine Cb5aR-vermittelte
Abschwachung der Wirkung von B1AR im Herzen besteht [166]. Nicht bekannt ist
bisher, ob es sich um einen direkten oder indirekten Zusammenhang handelt,
ebenso konnte in dieser Arbeit keine Hl-assoziierte Erhohung oder Verminderung

an C5aR-AAk gesehen werden.
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4.3.4 Stabilin-AAk

Stabilin-1 ist ein bewahrter Marker fur aktivierte Makrophagen, von dem eine
immunsuppressive Rolle angenommen wird, die die Schadigung des Myokards
wahrend einer Myokarditis begrenzt [167-169]. Die Bestimmung der Stabilin-AAk
erfolgte, da von Lund et al. gezeigt werden konnte, dass Ak gegen Stabilin-1 bei
Patienten mit erhohtem CRP mit einer hoheren NYHA-Klasse und bei Patienten mit
hohen Leveln an TpT mit einem niedrigeren linksventrikularen enddiastolischen
Druck assoziiert waren. Die Autoren der Studie interpretieren ihre Ergebnisse so,
dass es sich bei Stabilin-1-Ak um physiologische Ak handelt, die mit
homdoostatischen  Funktionen  zusammenhangen [170]. Zwischen den
herzgesunden Probanden und der HI-Gruppe war keine Veranderung der
Serumlevel an Stabilin-AAk feststellbar, ebenso lag keine Assoziationen mit den

oben genannten Biomarkern homdostatischer Funktionen vor.

4.4 GPCR-AAK, Krankheitsaktivitat und
Myokardschaden

Es wurde ein umfangreiches Screening nach Korrelationen zwischen HI-
assoziierten Veranderungen von GPCR-AAk und klinischen sowie experimentellen
Parametern von Krankheitsaktivitat, Prognose und Myokardschaden durchgefuhrt.
Jedoch war kein Zusammenhang mit den bestimmten Markern oder
hamodynamischen Parametern, die fur eine beeintrachtigte systolische Funktion
sprechen wurden, festzustellen. Auch lieR sich kein Zusammenhang mit
Myokarddédemen sowie kardialen Entzindungsprozessen, von uns beurteilt durch
T-2 Mapping [171], erkennen. Ebenso waren keine Assoziationen der GPCR-AAkK
mit histologischen Nachweisen oder Serummarkern fur Myokardschaden

erkennbar.

Diese Negativbefunde stehen im Widerspruch zu einigen vorangegangenen
Studien, was auf mehrere Ursachen zuruckzufuhren sein konnte. Zum einen

basieren die meisten anderen Studien auf einer quantitativen Bestimmung
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zirkulierender GPCR-AAk durch IgG-Bindung an sogenannte lineare Peptide. Diese
Messungen reflektieren jedoch nicht unbedingt die Auswirkungen der
Antikdrperbindung auf die Rezeptorfunktion [116, 118, 172, 173]. Andere Studien
wiederum stutzen sich ausschliel3lich auf Funktionsmessungen, die nur in geringem
Mafle mit den zirkulierender Antikorperspiegeln in Verbindung stehen [117, 174]. In
dieser Arbeit verwendeten wir daher eine Methode, die beide Ansatze kombiniert,
indem sie die IgG-Bindung an den nativen Rezeptor oder an ein zirkulares Peptid
misst, welches das mit der aktiven Rezeptorkonformation verbundene Autoepitop
exakt widerspiegelt [175, 176]. Eine genauere Diskussion der von uns verwendeten

Assays findet sich in 4.7.1.

Eine weitere Ursache fur die Diskrepanz dieser Arbeit zu anderen Studien
konnte in einer eine abweichenden Reprasentation von Rezeptor-Polymorphismen
innerhalb der Studienpopulation liegen. Fur B1AR beispielsweise wurde bereits
nachgewiesen, dass bestimmte Polymorphismen einen signifikanten Einfluss auf
die Ligandenbindung sowie die funktionellen Auswirkungen von GPCR-AAK haben
[177]. Daruber hinaus erfolgte unseres Wissens in keiner der bisherigen Studien
eine Normierung der gemessenen GPCR-AAk auf das Gesamt-IgG. Folglich sind
diese  Ansatze anfallig fur storende  Auswirkungen  systemischer
Entzindungsphanomene auf die Konzentrationen einzelner zirkulierender GPCR-
AAk. Solche Effekte wurden bisher bereits bei Parodontitis-Patienten nachgewiesen
[135] und konnten auch in dieser Arbeit bei HI-Patienten beobachtet werden. Und
schliel3lich wiesen alle Patienten der HI-Gruppe dieser Studie ein fortgeschrittenes
Stadium der HI auf, das eine EMB rechtfertigte. Im Unterschied zu den meisten
frGheren Studien wurden also nicht alle vorkommenden Phanotypen inklusive friher

Stadien der nicht-ischamischen HI in unsere Studiengruppe aufgenommen.

Die einzigen bedeutsamen Assoziationen zwischen GPCR-AAk und
Indikatoren der Krankheitsaktivitat der Hl, die in dieser Kohorte gefunden wurden,
waren eine inverse Korrelation zwischen (1AR-AAk und der globalen
linksventrikularen T1-Relaxationszeit sowie der linksventrikularen GLS. Diese sind
Marker fur eine Myokardfibrose, Lipid- und Eisenakkumulation im Myokard
beziehungsweise der kardialen Kontraktilitat [102]. Beide Korrelationen blieben

auch nach der Normierung auf das Gesamt-lgG stabil erhalten. Dass beide
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Korrelationen invers gerichtet waren, was eine Zunahme an (31AR-AAk verbunden
mit einer Abnahme der T1-Relaxationszeit und der GLS bedeutet, steht im
Widerspruch zu Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die im Tiermodell durch
Immunisierung gewonnen wurden und darauf hindeuten, dass B1AR-AAk eine
myokardiale Fibrosierung stimulieren und die kardiale Kontraktilitat beeintrachtigen
[121, 137, 178, 179]. Es ist durchaus denkbar, dass die humorale B1AR-
Autoimmunitat wieder nachlasst, sobald sich eine Myokardfibrose etabliert hat, was
im fortgeschrittenen Krankheitsstadium der HI-Patienten dieser Studie der Fall sein
durfte. DarUber hinaus gibt es Hinweise auf einen kompensatorischen Anstieg der
B1AR-AAKk bei Myokarditiden padiatrischer Patienten [180]. Da in dieser Arbeit nur
Aussagen zu Querschnittskorrelationen ohne kausale Zusammenhange gemacht
werden konnten, sind weitere Studien zum zeitlichen Zusammenhang zwischen
kardialer Fibrose und Funktionseinschrankung mit humoraler 31AR-Autoimmunitat
erforderlich, um einen madglichen mehrphasischen Zeitverlauf der 1AR-AAk zu

untersuchen.

4.5 GPCR-AAk und Metabolismus

Die erhobenen Daten zeigten eine inverse Korrelation von AT2R- sowie C5aR-AAk
zur systemischen Insulinresistenz, wahrend ein Anstieg der zirkulierenden freien
Fettsauren, wie er bei einer Insulinresistenz haufig zu beobachten ist [181],
ebenfalls mit erhohten Titern von C5aR- und AT1R-AAk verbunden war. Bereits
bekannt ist, dass eine Stimulation des AT2R eine protektive Wirkung bei HI und
Diabetes-assoziierter Atherosklerose hat [129, 182]. Daruber hinaus steigert eine
AT2R-Aktivierung durch Angiotensin Il den kapillaren Blutfluss und unterstitzt den
Insulin-vermittelten Glukoseverbrauch. Gegensatzlich dazu fuhrt eine AT1R-
Aktivierung zu einer reduzierten Verfugbarkeit von NO und einer Vasokonstriktion
sowie zu einer gestorten Signalubertragung von Insulin und einer Insulinresistenz
[183].

Einerseits konnten die Daten darauf hindeuten, dass niedrige Spiegel von

AT2R-AAKk die Insulinresistenz fordern, die wiederum maligeblich far die
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Entwicklung eines Typ-2-Diabetes ist [184-186]. Andererseits kann eine mogliche
Einflussnahme der Insulinresistenz auf die AT2R-Aktivitdt und deren
kardioprotektive Wirkung uber zirkulierende AT2R-AAk nicht ausgeschlossen
werden [187]. Daher ist es naheliegend zu spekulieren, dass der beobachtete
Zusammenhang  zwischen  AT2R-AAk und Insulinresistenz  an  der
diabetesbedingten Herzerkrankung oder an den schlechteren Ergebnissen von HI-
Patienten mit Typ-2-Diabetes beteiligt sein konnte [187-191]. Dennoch kann eine
mogliche Beteiligung der AT2R-AAk an der Insulinresistenz aufgrund der
retrospektiv erhobenen Daten nicht von einer reinen Assoziation abgegrenzt

werden.

Daruber hinaus konnten Zusammenhange zwischen C5aR-, AT/1R-, AT2R-
sowie ETgR-AAk mit mehreren Markern des Lipidstoffwechsels nachgewiesen
werden. C5aR-AAk standen in einem inversen Verhaltnis zu Cholesterin, LDL sowie
freien Fettsauren. AT2R-AAK korrelierten ebenfalls invers mit Cholesterin und LDL.
Die AT1R-AAk waren positiv mit den freien Fettsauren korreliert. Schlief3lich zeigten
ETsR-AAK eine inverse Korrelation zum LDL. Diese Zusammenhange waren
insofern robust, als dass sie auch nach der Normalisierung auf das Gesamt-IgG

nachzuweisen waren.

Roy et al. zeigten, dass Cb5aR-defiziente Mause ernahrungsunabhangig
einen reduzierten Korperfettanteil, niedrigere Plasmalipide sowie eine geringere
Fettspeicherung aufweisen [192]. Eine Verabreichung von Cb5aR-selektiven
Antagonisten fuhrte zu einem Gewichtsverlust und einer Verbesserung der
Insulinresistenz und der Fettgewebsentzindung [193]. Die in dieser Arbeit
beobachteten Assoziationen sind vereinbar mit der kurzlich identifizierten Rolle von
Cb5a und dem Cb5aR bei metabolischen Stérungen wie Adipositas [194, 195],
wenngleich die genaue Art der Zusammenhange sowie die Richtung einer

moglichen Kausalitat nicht abschlieRend geklart bleiben.

Eine Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems im Fettgewebe
mit fortfolgender Steigerung der Expression von AT2R durch Palmitinsaure, einer
freien Fettsaure, sowie durch Pharmaka, verhindert nachweislich eine Dyslipidamie,

ernahrungsbedingte Adipositas und eine Insulinresistenz [196, 197]. Auch
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anderweitig konnte gezeigt werden, dass ein AT2R-Agonismus fur diese positiven
Auswirkungen verantwortlich ist, wohingegen eine Aktivierung des AT1R eher
gegenteilige Effekte hat [198]. Diese Erkenntnisse decken sich mit dem in dieser
Arbeit beobachteten Zusammenhang von AT12R-AAK und Markern des
Lipidstoffwechsels.

Wie in 4.2.3 beschrieben spielen ETgR eine Rolle bei Erkrankungen, die mit
Gefallentzundungen und Atherosklerose einhergehen. Bei der Suche nach
Verbindungen zwischen ETgR, dem Endothelin-System und einer beeintrachtigten
Gefalfunktion stellten Kuczmarski et al. eine signifikante inverse Korrelation
zwischen ETgR und LDL-Cholesterin fest, was im Einklang mit den hier erhobenen
Daten steht [199]. Man geht von einer athero- bzw. vasoprotektiven Funktion der
ETsR aus, so werden endotheliale ETgR als Reaktion auf eine LDL-Behandlung
hochreguliert und zeigen eine deutliche NO-freisetzende Kapazitat [200]. Ebenso
bekannt ist die agonistische Wirkung der ETsR-AAk auf den ETgR, wie von Speck

et al. zusammenfassend beschrieben [201].

4.6 GPCR-AAk und myokardiale Mitochondrienfunktion

Es existieren verschiedene Ansatze, den fortschreitenden Funktionsverlust der
Kardiomyozyten bei der Entwicklung der HI zu erklaren. Dazu gehdren unter
anderem eine gestorte Kalzium-Signalweiterleitung, oxidativer Stress und eine
gestorte Mitochondrienfunktion, die teilweise durch eine eingeschrankte oxidative
Kapazitat erklart wird [202, 203]. Im Tiermodell liel3 sich belegen, dass
insulinresistente Mause aufgrund einer ektopen Lipidakkumulation eine
myokardiale Steatose und damit einhergehend eine myokardiale Dysfunktion
entwickelten. Myokardiale Mitochondrien reagierten auf diese Lipidakkumulation,
indem sie ihre Respiration verstarkten, was eine vermehrte Bildung an reaktiven
Sauerstoffspezies und eine ineffizientere Energiegewinnung zur Folge hatte [204].
Auch wurde bereits gezeigt, dass eine Exposition gegenuber Typ-2-Diabetes die
mitochondriale oxidative Kapazitat einschrankt, was eng mit einer Insulinresistenz

und einer Hyperglykamie einhergeht [188]. Parallele Beobachtungen wurden bereits
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ausfuhrlich in Lebergewebe und Skelettmuskel von Patienten mit Typ-2-Diabetes
beschrieben [185]. Eine Einschrankung der mitochondrialen Atmung lief3 sich auch
schon kurz nach einer Herztransplantation im myokardialen Gewebe eines
Patientenkollektivs von Transplantationsempfangern mit Typ-2-Diabetes, die
Spenderherzen von nicht-diabetischen Spendern erhielten, zeigen. Diese
Veranderungen im Myokard konnten sowohl bei Pradiabetes sowie bei Typ-2-
Diabetes gezeigt werden, gingen phanotypischen Merkmalen einer
Kardiomyopathie voraus und unterstreichen die Relevanz einer metabolischen
Dysbalance fur das Myokard [188, 205]. Wie in 4.5 beschrieben, konnten in dieser
Arbeit Korrelationen zwischen GPCR-AAk und einer Insulinresistenz, Cholesterin,
LDL sowie freien Fettsauren beobachtet werden. Eine funktionelle Verkntupfung von
GPCR-AAK, metabolischer Dysbalance und einer reduzierten
Mitochondrienfunktion als Einflussfaktoren auf die Herzgesundheit erscheint daher

plausibel.

In dieser Arbeit konnte auch festgestellt werden, dass erhohte
Konzentrationen von AT2R-AAk mit einer besseren mitochondrialen Effizienz
assoziiert waren. Diese wird anhand der LCR beurteilt, wie ausfuhrlich in 2.2.6
beschrieben [97, 206]. Abadir et al. konnten mithilfe der Immunelektromikroskopie
das Vorhandensein von AT2R auf der inneren Mitochondrienmembran nachweisen
und zeigten, dass deren Aktivierung an die mitochondriale NO-Produktion gekoppelt
ist und die mitochondriale Respiration moduliert [207]. Bei der Steigerung der NO-
Produktion wird von einer direkten Stimulation der NO-Synthase und/oder einer
indirekten Vermittlung durch Bradykinin-abhangige Mechanismen ausgegangen
[208, 209]. Die in dieser Arbeit beobachtete gesteigerte Effizienz der
mitochondrialen Kopplung stutzt die Hypothese einer physiologischen
Regulierungsfunktion des AT2R-AAk [210]. In diesem Fall wirde die Rolle von
AT2R-AAk bei der Anpassung des mitochondrialen Stoffwechsels das Konzept der
protektiven Wirkung von AT2R auf das Myokard bei HI weiter untermauern. Die
beobachtete Korrelation von AT2R-AAk mit einer besseren mitochondriellen
Effizienz sowie einer geringeren Insulinresistenz lasst die Vermutung zu, dass es
bei einer vorliegenden Insulinresistenz zu einer kompensatorischen Steigerung der

AT2R-AAK kommen konnte, die wiederum eine protektive Wirkung auf die
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Mitochondrien entfalten. Gegen ein abschlielendes Urteil in diesem
Zusammenhang spricht, dass die beobachteten Assoziationen nur moderat waren

und die von uns erhobenen Daten keine Aussagen zu Kausalitaten zulassen.

4.7 Methodik
471 GPCR-Assays

Derin 1.2.1 beschriebene Aufbau der GPCR weist insbesondere bei den B1AR eine
Vielzahl von kurzlebigen Konformationsepitopen auf, die Zielstruktur der 31AR-AAk
sind. Als Konsequenz reagieren die AAk kaum mit linearen Reprasentationen oder
denaturierten Versionen der Rezeptordomanen. 31AR-AAk waren nicht in der Lage,
an denaturierte humane B1AR zu binden, die so auf Western-Blots verwendet
werden. Auch Kkorreliert der Nachweis von B1AR-AAk durch ihre Bindung an
immobilisierte Peptidhomologe der Rezeptordomane schlecht mit den Ergebnissen
von Immunoassays, die auf nativem (B1AR basieren, das auf intakten Zellen
prasentiert wird [52]. Darlber hinaus ist das blof3e Vorhandensein von B1AR-AAk
nicht maRgebend fur die Differenzierung von HI-Patienten und herzgesunden
Probanden. Ausschlaggebend ist das Vorhandensein von agonistischen 31AR-AAK,
die im Falle der DCM mit einer erhohten Morbiditat und Mortalitat korreliert sind [56].
Um dieser Problematik zu begegnen, wurden in dieser Arbeit AAk gegen (1AR
zusatzlich durch IgG-Bindung an ein zyklisches Peptid bestimmt. Dieses stellt eine
Nachbildung des Konformationsepitops der ECy des Rezeptors dar, das mit der
aktiven Rezeptorkonformation assoziiert ist. In immunisierten Mausen konnte
bereits gezeigt werden, dass eine Vorab-Absorption mittels dieses Peptids die
kardiopathogene Wirkung der stimulierenden Rezeptor-AAk neutralisiert [108]. Das
zyklische Peptid wurde auf Mikrotiterplatten aufgetragen, die in ahnlicher Weise wie
die oben genannten kommerziellen Immunoassays bearbeitet wurden. Das Assay
wurde mit einem murinen humanisierten monoklonalen Ak gegen das Autoepitop
(AdvanceCor, Munchen, Deutschland) kalibriet um eine Angabe der
Autoantikorperwerte in IgG/ml zu ermdglichen. Die beiden Assays fur B1AR-AAk

zeigten eine in Abbildung 8 dargestellte, angemessene Korrelation mit einigen
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Ausreildern, die sich durch das Vorhandensein von 31AR-AAk erklaren lassen, die

nicht gegen die EC\i des Rezeptors gerichtet sind.

Vergleich Immunassays
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Abb. 8: Korrelation der in der HI-Gruppe mittels Membran- bzw. Cyclopeptid-immunassay

gemessenen B1AR-AAk. n = 91. Spearman r. ng Nanogramm; mg Milligramm.

4.7.2 HOMA-Index

Der von uns in Abschnitt 3.5 zur Abschatzung der endogenen Insulinresistenz
verwendete HOMA-Index ist ein etabliertes und validiertes Modell der Glukose-
Insulin-Homoostase [211, 212]. Der Index ist maRRgeblich abhangig von der Qualitat
der eingespeisten Daten und besitzt einige Limitationen. So wurde bereits gezeigt,
dass der HOMA-Index bei Personen mit ein niedrigeren BMI, einer geringen
Betazellfunktion und hohen Nuchternglukosespiegeln, beispielsweise bei schlanken
Patienten mit Typ-2-Diabetes mit Insulinsekretionsdefekten, nur eingeschrankt
aussagekraftig ist [213]. Daruber hinaus ist der HOMA-Index bei insulinpflichtigen
Patienten mit Typ-2-Diabetes und Patienten, die Sulfonylharnstoffe fur ihre
Diabeteserkrankung einnehmen, nur eingeschrankt verwertbar [214]. In dieser
Arbeit wurde der Index fur eine Einschatzung der metabolischen Lage unserer HI-
Probanden und der Korrelationen mit den von uns gemessenen GPCR-AAk

verwendet.
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4.8 Limitationen

Die wichtigste Limitation dieser Arbeit stellt der Beobachtung- und
Querschnittsaufbau der Studie dar. Dieser lasst anhand der in der Studie gezeigten
Korrelationen keine Ruckschlisse auf Kausalitat oder den zeitlichen Ablauf von
Ereignissen zu und sollte daher generell als hypothesengenerierend betrachtet

werden.

Eine weitere Limitation ergab sich daraus, dass es im Rahmen dieser Arbeit
nicht moglich war, die Kontrollgruppe in gleichem Umfang wie die Probanden mit HI
zu untersuchen. Invasive Diagnostik wie die Messung intrakardialer Drucke und
Volumina per kathetergestutztem Verfahren oder die Entnahme endomyokardialer
Biopsien wurden aufgrund des verfahrensassoziierten Risikos nicht durchgefihrt.
Den Differenzen der beiden Gruppen in der Alters- als auch in der
Geschlechtsverteilung wurde begegnet, indem bei den Hauptgruppenvergleichen
der GPCR-AAk eine Korrektur fur diese Parameter in der linearen

Regressionsanalyse vorgenommen wurde.

Eine Starke der Arbeit lag im Umfang der durchgefuhrten Untersuchungen,
sodass eine moglichst aussagekraftige Gesamtbewertung der Relevanz von
GPCR-AAK in herzinsuffizienten Patienten angestrebt wurde. Es erfolgte die
Beurteilung von hamodynamischen, strukturellen, histologischen, metabolischen
und mitochondriellen Parametern. Wir verwendeten bereits etablierte Verfahren und

griffen wo notig auf zertifizierte Produkte und Partner zurlck.

AbschlielRend ist zu nennen, dass diese Studie monozentrisch durchgefuhrt
wurde, weshalb die GroRe der Patientenkohorte limitierter war, als es bei einer grof3
angelegten multizentrischen Studie mdglich gewesen ware. Eine groliere Kohorte
konnte weitere wichtige Aufschlisse liefern, um die teils widerspruchliche Literatur
besser einordnen zu kdnnen. Dahingegen kann ein Vorteil des monozentrischen
Ansatzes in einer potenziell hoheren internen Validitat der Labormessungen liegen.

Weitere Studien, die sich auf einzelne Aspekte der in dieser Arbeit angeschnittenen
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pathogenetischen Vorgange konzentrieren und diese genauer ausleuchten,

konnten von Interesse sein.

5 Schlussfolgerungen

Zusammenfassend zeigen die in dieser Arbeit erhobenen Daten einen
Zusammenhang zwischen nicht-ischamischer HI und Veranderungen der GPCR-

Autoimmunitat.

Allerdings konnen die in dieser Arbeit nachgewiesenen Assoziationen allein
keine Kausalitaten beweisen oder ausschlieBen. Die Bestandigkeit dieser
Veranderungen bei verschiedenen Ursachen der nicht-ischamischen HI deutet nicht
auf eine direkte kardiopathogene Wirkung von GPCR-AAK hin, wie sie fur andere
gegen das Herz gerichtete AAk gezeigt werden konnte [215, 216]. Im Gegenteil,
Korrelationen von GPCR-AAk mit Parametern des kardialen Stoffwechsels und der
Struktur stitzen eher das Konzept protektiver Eigenschaften spezifischer AAk und
ihrer Veranderungen bei HIl. Daher scheint es zuerst nicht schlussig, dass die
Entfernung oder Neutralisierung von Hl-assoziierten GPCR die HI in gleicher Weise

verbessern sollte, wie dies in bestimmten Tiermodellen gezeigt wurde [217].

Insgesamt unterstreicht diese Arbeit, wie wichtig es ist, die Auswirkungen von
GPCR-AAK innerhalb ihrer Klasse weiter zu differenzieren, bevor GPCR-AAk-

regulierende Therapien entwickelt werden kdonnen.
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