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Autoantibodies against Heartmuscle Sarcolemma
in Sera of Patients with an Idiopathic Cardiomyopathy.

Summary. 68 patients with clinical and hemodynamical diagno-
sis of idiopathic cardiomyopathy (CM) were analysed for antibody
in their sera using an immunofluorescence sandwich technique after
titration of the sera in tissue sections. 60 of these patients had
antibodies against heart muscle sarcolemma with titers up to 1:64.
Out of these, the antibodies in 9 sera could be absorbed with group
A streptococci. The antibodies reacted in no case with striated or
smooth muscle sarcolemma. The 25 patients with an obstructive
type of CM showed the highest titers and 12 of them, in addition,
had antinuclear factors in their sera. Theses findings suggested an
auto-allergic etiology for most cases of idiopathic CM.

Key words: 1diopathic cardiomyopathy, primary cardiomyo-
pathy autoantibodies reacting with heart muscle sarcolemma.

Zusammenfassung. Antikdrper gegen Determinanten des Herz-
muskel-Sarkolemms lieBen sich in den Seren von 60 der 68 erfaliten
Patienten mit idiopathischer Cardiomyopathie (CM) nachweisen.
Die Diagnose der Patienten war klinisch und auf Grund haemodyna-
mischer Messungen gestellt worden. Titerendstufen wurden durch
Titration des Patientenserums auf Herzmuskelgewebeschnitten ge-
folgt von Inkubationen mit fluorescenzmarkiertem Kaninchen-
Anti-Human-IgG und fluorescenzmarkiertem Ziegen-Anti-Kanin-
chen-1gG bestimmt. Die Titerendstufen betrugen bis 1:64. Nur in
9 Fallen konnte dieser Antikérper durch Streptokokken der
Gruppe A absorbiert werden, in keinem jedoch durch quergestreifte
oder glatte Muskulatur. Zusitzlich hatten 12 der 25 Patienten mit
CM vom obstruktiven Typus antinucledire Antikdrper im Serum.
Es ist deshalb mit berechtigten Griinden zu diskutieren, ob fiir
die als idiopathische CM diagnostizierten Félle eine Autoimmuner-
krankung angenommen werden kann.

Schliisselwérter : Idiopathische Cardiomyopathie, primire Car-
diomyopathie, Autoantikérper gegen Herzmuskelsarkolemm.

Die Diagnose ,,Cardiomyopathie (CM) wird als
eine nicht vasculdr bedingte Erkrankung des Herzmus-
kels definiert. Nach AusschluB von coronaren Herzer-
krankungen und Coronarsklerosen, erworbenen Herz-
klappenfehlern, angeborenen Vitien und MiBbildun-
gen sowie Folgen von arterieller oder pulmonaler Hy-
pertonie werden auf Grund physikalisch-klinischer
Untersuchungsergebnisse und haemodynamischer
Klriterien eine primére (idiopathische) und eine sekun-
ddre CM unterschieden [6, 7, 9, 10, 12, 25].

Ursachen wie chronische Mangel- und Fehlernih-
rung, post- bzw. peripartale Genese, metabolische St&-

rungen sowie toxische und entziindliche Herzmuskel-
schiadigungen konnen einen Teil der CM, die sekundi-
ren, erkldren [6, 12, 31]: deshalb kann bei den sekundé-
ren CM eine Einteilung nach itiologischen Gesichts-
punkten erfolgen.

Die Atiologie und Pathogenese der primiren CM
sind unbekannt; sie werden nach AusschiuB aller se-
kunddren Formen diagnostiziert [6, 25].

Kaplan[5, 19,20, 22] und Zabriskie [38 —40] haben
gezeigt, daBl Seren von Patienten mit sekundirer CM
Antikorper enthalten, die gegen menschliches Herz-
muskelgewebe gerichtet sind; diese Antikdrper kreuz-
reagieren mit autologen, kérpereigenen Determinan-
ten und sind deshalb als Autoantikdrper zu bezeich-
nen. fi-haemolytische Streptokokken der Gruppe A,
Typ V, besitzen antigene Determinanten, die identisch
sind mit antigenen Determinanten des Herzmuskelsar-
kolemms; sie bewirken somit eine Autoimmunkrank-
heit.

In einem Fall von primidrer CM gelang es uns,
den Nachweis fiir eine solche Autoimmunerkrankung
zu fithren, — auf Grund von Determinantengleichheit
zwischen einem ¢-haemolytischen Streptokokkus und
dem Herzmuskelsarkolemm des obduzierten Patienten
[35, 36].

Es haben sich deshalb die Fragen gestellt, ob auch
bei anderen Patienten mit einer primdren CM Autoan-
tikérper gegen Sarkolemm nachzuweisen sind, ob sol-
che Antikérper gegen die gleichen antigenen Determi-
nanten gerichtet sind wie die nach Infektion von
Gruppe-A-Streptokokken induzierten Antikérper und
ob ihnen eine pathogene Bedeutung zukommt.

Wir haben deshalb innerhalb von 3 Jahren alle
Patienten des uns zur Verfiigung stehenden Kranken-
gutes mit der Diagnose einer priméren, idiopathischen
CM auf Antikérper gegen Herzmuskelsarkolemm
bzw. gegen Herzmuskulatur untersucht. In der Mehr-
zahl der Fille haben wir Antikorper mit Spezifitit
ftir Herzmuskelsarkolemm nachweisen kénnen und
damit die iiber eine geringere Anzahl von Patienten
mitgeteilten Ergebnisse bestitigt [27, 28]. Die dabei
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entwickelte Methode bietet den Ansatz zu einem sero-
logischen Labortest, mit dem primére CM diagnosti-
ziert und von den sekundiren Formen eindeutiger als
bisher abgegrenzt werden kénnen.

Krankengut und Methoden
1. Patientenseren
Patienten mit primdrer Cardiomyopathie

Die Diagnose primire CM wurde nach Ausschluff der Ursa-
chen, die fiir eine sekundire CM gelten [7, 12, 25], bei 68 Patienten
unseres Krankengutes! im Zeitraum von Ende 1970 bis Herbst
1973 gestellt.

Bei der Diagnostik der priméren CM wurden folgende Untersu-
chungen routinemiBig durchgefiihrt: Blutbild, BSG und Bestim-
mung von Enzymkonzentrationen im Serum, Elektrophorese der
Serumproteine, Antistreptolysin-Titer, virologische Untersuchun-
gen sowie Fettwerte im Serum. Es lieBen sich in keinem Fall Anzei-
chen fiir entziindliche Prozesse, Carditis rheumatica, Abweichungen
der Enzymkonzentrationen von der Norm, oder Fettstoffwechsel-
storungen nachweisen; die Luesreaktionen im Serum waren bei
allen Patienten negativ.

EKG-Verianderungen unterschiedlicher Ausprigung waren bei
allen Patienten festzustellen [7, 91; 66 der 68 Patienten mit klinischen
Hinweisen auf das Vorliegen siner priméren CM wurden zur Festle-
gung der Diagnose ciner Herzkatheterisation unterzogen und auf
Grund der intracardialen MeBergebnisse in 3 Gruppen eingeteilt
[6, 25}:

25 Fille mit hypertrophisch-obstruktiver Form (HOCM),

42 Fille mit kongestiver CM (Insuffizienz-Typ),

1 Fall mit obliterativer CM.

Die HOCM zeigten Veriinderungen der Carotispulskurve mit
rasch ansteigendem und abfallendem Gipfel; das Apex-Cardio-
gramm fiihrte nach einer iiberhdhten Vorhofkontraktionswelle (a-
Welle) zu einer Doppelgipfelbildung. Die erhaltenen Druckwerte
zeigten ein sog. paradoxes Druckverhalten : nach Auslésen ventricu-
Vdrer Extrasystolen kommt es wihrend einer der Extrasystole folgen-
den Kammerkontraktion zu einem Anstieg des Druckgradienten
zwischen Ventrikel und Aorta. Ein einheitlich verdndertes EKG-Bild
ist bei der HOCM nicht festzustellen: hiufig sind — auch in
unserem Krankengut — grofie Q-Wellen.

Die kongestive CM weist als hdufigste Form der priméren CM
eine zunehmende Herzinsuffizienz auf, in jedem Fall eine Cardiome-
galie (wie bei allen 42 Patienten), oft einen 3. oder 4. Herzton,
systolische Gerdiuschphaenomene, — immer ein verindertes EKG
[11]. Die typische Dilatation der Ventrikel wurde durch eine der
Herzkatheterisation folgende Angiocardiographie als deutliche Ver-
groBerung des linksventriculdren endsystolischen und enddiastoli-
schen Volumens festgestellt.

Die Gruppe der obliterativen CM ist sehr selten; wir konnten
einen Fall einordnen, — eine Endocarditis fibroplastica ,,Loffler*.
Die Druckverhiltnisse wurden wie dic bei HOCM als Kriterien
der Einteilung herangezogen.

1 Die Seren von Patienten, bei denen die Diagnose einer priméren
CM gestellt worden war, wurden aus folgenden Kliniken zur Verfii-
gung gestellt: I. und II. Medizinische Klinik der Technischen Uni-
versitit Miinchen. IT11. Medizinische Abteilung des Stidt. Kranken-
hauses Miinchen-Harlaching.

Patienten mit anderen myocardialen Erkrankungen

Seren von 21 Patienten mit ausgedehntem Vorder- oder Hinter-
wandmyocardinfarkt wurden 612 Std sowie 4 —5 Wochen nach
Beginn der Symptome des Herzinfarktes entnommen und getestet;
8 Patienten mit Re-Infarkt wurden ebenfalls in das Krankengut
einbezogen. Die Herzinfarkte wurden mittels EKG und Abweichun-
gen der Enzymkonzentrationen von der Norm (SGOT, SGPT, CPK)
sowie nach klinischem Verlauf verifiziert.

Weiterhin wurden 18 Seren von Patienten nach Myocardioto-
mie und 9 Seren von Myocarditis-Patienten untersucht. Die ersten
wurden wegen einer Mitralstenose, eines Vorhofseptum-Defektes
oder anderer Herzfehler operiert, die Myocarditis-Fille durch viro-
logische Untersuchungen verifiziert (Coxsackie, Echo, PPLO etc.).

Gesunde Kontrollpersonen

Seren von 31 klinisch gesunden Kontrollpersonen wurden eben-
falls analysiert; sie setzten sich aus Arzten der Klinik zusammen,
bei denen anamnestisch und auf Grund mindestens jahrlich erfolgter
Routineuntersuchungen eine cardiale oder andere Erkrankung aus-
geschlossen waren. Aullerdem wurden hierbei junge Ménner beriick-
sichtigt, bei denen zum 1. Mal ein unkompliziertes Ulcus ventriculi
festgestellt war, die in diesem Zusammenhang klinisch durchunter-
sucht und mit Ausnahme des Magenulcus als gesund befunden wur-
den.

2. Herzmuskel-Gewebeschnitie

Das Gewebe wurde bei der Autopsie jugendlicher, durch Unfall
plotzlich verstorbener Patienten aus dem linken Ventrikel des Her-
zens entnommen. Die Zeit der Entnahme bei den drei Patienten
war 6,9 resp. 12 Std post mortem. Alle drei Patienten hatten die
Blutgruppe 0, Rh positiv. Pathologisch-anatomisch wurden weder
makroskopisch noch mikroskopisch cardiale Verdnderungen festge-
stelit. Diese Gewebestiicke wurden bei —196° C in fliissigem N, ein-
gefroren und in Plastiksickchen in N, aufbewahrt. Kleine Blocke
dieses Herzmuskelgewebes wurden auf —30°C gebracht und von
ihnen in einem Kryostaten 5 dicke Schnitte gefertigt, auf Objekt-
trager aufgezogen und wihrend mindestens 30 min mit einem Fhn
bei Zimmertemperatur getrocknet. DieSchnitte wurden in trockenem
Aceton 10min bei +4°C fixiert und anschlieBend erneut ge-
trocknet. Soiche Schnitte wurden bei +4°C aufbewahrt und inner-
halb von 14 Tagen verwendet.

3. Antiseren
Alle Antiseren wurden selbst hergestellt und gereinigt {34, 37].

Slow-IgG (y,)-Fraktionen

Sie wurden aus menschlichem Plasma, Kaninchen- und Ziegen-
serum hergestellt durch: 7. Ausfallung von Globulin aus dem Serum
{nach vorhergehender Inaktivierung bei 56°C fiir 30 min) bei 4°C
mit240 g Ammoniumsulfat per Liter gefolgt von 2. Chromatographie
auf DEAE-Cellulose bei pH 6,5 in 0,0175 M Natrium-Phosphat-
Puffer (1 g DEAE-Cellulose, DE 32 Whatman pro 40 mg Protein),
Sammeln der Durchlauffraktion, die 3. nach Ausfillung bei 4° C
mit 320 g Ammoniumsulfat per Liter und Dialyse gegen phosphatge-
pufferte Kochsalzldsung (PBS: 137 mM NaCL; 2,68 mM KCI;
7,68 mM Na,HPO,; 1,47 mM KH,PO,) auf 2550 mg Protein
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pro ml konzentriert wurde. Die Immunglobulin-Fraktionen (IgG)
verhielten sich elektrophoretisch wie sehr langsam wandernde y,-
Fraktionen (slow IgG) und waren immunoelektrophoretisch einheit-
lich.

Kaninchen-Anti-Human-IgG Serum

10mg v,-Fraktion aus menschlichem Serum in komplettem
Freund Adjuvans wurden jeweils einem Kaninchen in FuBpfoten
injiziert, nach 3 Wochen Serum gewonnen und 2 mg subkutan inji-
ziert. Dieser Vorgang wurde 5mal wiederholt, die entnommenen
Seren schlieBlich vereinigt, bei 56°C fir 30min inaktiviert und
bei —40° C tiefgefroren aufbewahrt.

Ziegen-Anti-K aninchen-1gG Serum

40 mg 7y,-Fraktion aus Kaninchen-Serum 1in komplettem
Freund Adjuvans wurde in 6 Quaddeln einer Ziege intracutan inji-
ziert, nach 3 Wochen Serum gewonnen und der Injektionsvorgang
wiederholt. Seren von 4 Wiederholungen wurden vereinigt, bei 56° C
flir 30 min inaktiviert und bei —40° C tiefgefroren.

Fluorescenzmarkiertes y,-Globulin

Nach Priparation von y,-Frakiionen aus Kaninchen-Anti-Hu-
man-TgG Seren und aus Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG Seren wurden
zu je 100mg Protein (50mg/ml PBS) 2ml 0,2M Phosphatpuffer
pH 9,3 und zu dieser Losung bei Zimmertemperatur tropfenweise
I mg Fluoresceinisothiocyanat (FITC) per 100 mg Protein gegeben,
fiir 1 Std das pH oberhalb von 9,0 gehalten, danach neutralisiert
und auf Sephadex G 25 in 0,01 M Phosphatpuffer pH 7.6 das freie
Fluorescein vom markierten Protein getrennt. Diese Proteinfraktio-
nen wurden an DEAE-Cellulose, dquilibriert mit 0,01 M Phosphat-
puffer pH 7,6 und 0,2% NaNj;, adsorbiert und mit verschiedenen
Konzentrationen von NaCl auf Grund ihrer verschiedenen Markie-
rungsgrade eluiert. Die Proteinfraktionen wurden schlieBlich mit
20 mg Aceton-getrockneter, pulverisierter Meerschweinchen-Leber
per 1 mg Konjugat absorbiert. Das molare Verhditnis Fluorescein
zu Protein der konjugierten y,-Fraktion des Kaninchen-Anti-Hu-
man-IgG war 2,64, das des Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG 1,41.

4. Fluorescenz-Mikroskopie

Die Lokalisation fluorescenzmarkierter Verbindungen im Ge-
webeschnitt wurde an einem Leitz-Orthoplan-Mikroskop ausge-
fithrt. Hierbei wurde Durchlichtmikroskopie (im Phasenkontrast
mit einem Zernike-Kondensor) kombiniert mit der Fluorescenz-
Mikroskopie im Auflichtverfahren (mit Hilfe eines Opak-Illumina-
tors). Als Lichtquelle fiir die Fluorescenzmikroskopie diente eine
Hg-Hochdrucklampe 100 Watt, deren Anregungslicht mit einem In-
terferenzlinienfilter von 487 nm gefiltert wurde, wihrend ein Kan-
tensperrfilter 530 nm die Beobachtung des emittierten Lichtes er-
laubte. Fiir die Untersuchungen wurde der Opak-Spiegel Nr. 3 be-
nutzt.

5. Histoimmunologische Fluorescenztechnik

Anti-Sarkolemm Antikérper im Serum von Patienten

Verdiinnungsreihen der zu testenden Humanseren wurden in
PBS angesetzt. Aus ihnen wurden jeweils 20 ul auf einen luftgetrock-

7b  Khn. Wsehr. 53. Jahig.

neten Gewebeschnitt getropft, das Praparat in einer feuchten Kam-
met fiir 60 min inkubiert, danach mit PBS fiir 2 x 5 min gewaschen,
kurzin dest. Wasser getaucht, vorsichtig getrocknet (1. Inkubations-
schritt) und mit fluorescenzmarkiertem Kaninchen-Anti-Human-
IgG (1 mg/ml) fiir 45 min inkubiert. Nach 2 x 5 min Waschen in
PBS, Eintauchen in dest. Wasser und geringem Trocknen (2. Inkuba-
tionsschritt) wurde fiir 30 min mit fluorescenzmarkiertem Ziegen-
Anti-Kaninchen-IgG (0,5 mg/ml) inkubiert (3. Inkubationsschritt).
Nach emeutem Waschen wurde das Préparat mit einer Mischung
aus 50% Glycerin — 50% 0,2 M Phosphatpuffer pH 7,6 eingebettet
und mikroskopisch anatysiert. Ein Schnitt wurde dann als negativ
beurteilt, wenn im Bereich des Sarkolemms des Herzmuskels sowie
der Zellkerne die Fluorescenz gegeniiber den Schnitten mit héherer
Serumkonzentration nicht mehr nachweisbar war. Als Titerendstufe
wurde die Verdiinnungsstufe eines Human-Serums bezeichnet, bei
der noch Fluorescenz optisch nachweisbar war.

Anti-Nucleus Antikdrper im Serum von Patienten

Fiir die Bestimmung des Gehaltes an antinucledren Antikdrpern
(ANF) wurden frische, 5 u dicke Rattenleberschnitte verwandt, die
Aceton-fixiert waren; sie wurden mit dem Serum flir 45 min inku-
biert (1. Inkubationsschritt), gewaschen und mit fluorescierendem
Kaninchen-Anti-Human-I1gG (2. Inkubationsschritt) die Bindung
an Zellkerne gemessen. Als positive Kontrollen dienten Seren von
Patienten mit Lupus erythematodes visceralis, Titerendstufe war
die Verdiinnungsstufe des Humanserums, bei der Zellkerne der Le-
ber durch FITC-Antikdrper-Anfiarbung noch optisch sichtbar wa-
ren.

6. Isolierung von Streptokokken-Zellmembranen

Die Priparation wurde in Anlehnung an [2, 8] durchgefiihrt,
Beta-haemolytische Streptokokken der Gruppe A wurden in Serum-
Bouillon (20 1 von Todd-Hewitt-Brithe) bei 37° C 12 Std geziichtet,
autoklaviert, die Bakterien mit 3000 RpM aus dem Nihrboden ab-
zentrifugiert, 2x mit physiologischer NaCl-Lésung und 1 x mit
Aqua dest. gewaschen und mit Aqua dest. aufgeschwemmt. Nach
Homogenisierung (Homogenisator der Fa. Braun, Melsungen) mit
Glaskugeln von 0,16 —0,18 mm Durchmesser fiir 5min wurde der
Uberstand bei 8000 x g fiir 60 min bei +4° C zentrifugiert, das
Sediment verworfen, der Uberstand in PBS resuspendiert und fiir
120 min bei 8000 x g erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde
in einer priparativen Ultrazentrifuge (Spinco, Rotor Nr. 30) bei
100000 x g fiir 120 min zentrifugiert, das Sediment in PBS aufge-
nommen.

Um tibriggebliebene Zellwinde von Zellmembranen zu losen,
wurden kleine Mengen von Streptomyces albus-Enzym (Endo-N-
Acetyl-Muramidase) zugegeben [16, 17, 30, 32]. Diese Aufschwem-
mung von Streptokokken-Zellmembranen enthielt 13 mg Protein per
ml.

7. Humanes Muskelgewebe- Homogenat

Herzmuskel wurde 412 Std nach Autopsie, quergestreifte
Skeletmuskulatur aus M. rectus abdominalis ynd glatte Muskulatur
aus der Cervix uteri von Operationsmaterial gewonnen, in einem
Fleischwolf zerkleinert und in dreifachem Volumen 0,01 M Tris-
HCl-Puffer, 0,25 M Saccharose pH 7,2 aufgenommen und in einem
Potter-Elvehjem-Apparat fein homogenisiert. Die Suspension wurde
fiir 30 min bei 16000 x g zentrifugiert und der Uberstand zur Ab-
sorption von Seren verwendet. Die Proteinkonzentration betrug fiir
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das Priparat aus Herzmuskel 16 mg/ml, fiir das aus Skeletmuskula-
tur 14 mg/ml und das aus glatter Muskulatur 9 mg/ml.

8. Absorptionstechnik

Ein Teil der Streptokokken-Zellmembranen (Methoden 6) bzw. .

ein Teil Muskelextrakt (Methoden 7) wurde mit einem gleichen
Teil Patientenserum gemischt und fiir 120 min bei Zimmertempera-
tur inkubiert, anschlieBend fiir 20 min bei 8000 RpM abzentrifugiert
und der Uberstand in PBS bis 1:128 verdiinnt; diese Verdiinnungen
wurden auf Herzmuskelschnitten inkubiert, um die Titerstufe des
Antikdrpers zu erfassen (Methoden 5).

9. Cardiolipin-Bestimmung

Jedes Patienten-Serum wurde zum Ausschiul} falsch-positiver
Ergebnisse mit dem Cardiolipin-Flockungs-Test und auf Lues-
Nebenreaktionen untersucht.

Als Kontrollen wurden CF-positive Seren von Patienten mit
Lues-Infektionauf humanen Herzmuskel-Gewebeschnitte inkubiert.

Ergebnisse

1. Methode und Spezifitit des Nachweises
humoraler Antikorper aus Seren von Patienten mit
primdrer Cardiomyopathie

Herzmuskelgewebeschnitte, inkubiert mit Verdiin-
nungsreihen humaner Seren der CM-Patienten, ban-
den humanes Immunglobulin sarkolemmal und sub-
sarkolemmal (Abb. 1). Dieses Human-Immunglobulin
konnte mit der Immunfluorescenzmethode nur bei ad-

ditiver Verwendung von Kaninchen-Anti-Human-IgG
und Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG nachgewiesen wer-
den: die Menge an gebundenem fluorescierendem Im-
munglobulin des Kaninchen-Anti-Human-IgG reichte
fiir einen fluorescenzmikroskopischen Nachweis nicht
aus. Erst die zusitzliche Anwendung von fluorescie-
rendem Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG Immunglobulin
ermoglichte es den Bindungsort zu lokalisieren
{Abb. 1). Dic ,,Anfirbbarkeit™ in diesem 3-Schichten-
Verfahren des Immunfluorescenztestes war abhingig
von der Konzentration des in dem ersten Schritt zuge-
fligten Patientenserums. Voraussetzung hierfiir war,
dafl Antikorper aus Kaninchen-Anti-Human-IgG und
Ziegen-Anti-Kaninchen-1gG  Immunglobulinfraktio-
nen unter Sittigungsbedingungen eingesetzt werden.
Nach Vorinkubation mit unverdiinntem Patientense-
rum und Kaninchen-Anti-Human-IgG in Konzentra-
tionen von 4 mg/ml, 2 mg/ml und 1 mg/m! und nach-
folgender Inkubation mit Ziegen-Anti-Kaninchen-
IgG (10 mg/ml) war die Fluorescenz auf dem Schnitt
gleich stark, wihrend sie bei niedrigeren Konzentratto-
nen abnahm. Aus analogen Verdinnungsversuchen
mit Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG bei gleichbleibender
Konzentration des Human-Serums und des Kanin-
chen-Immunglobulins (1 mg/ml) ergab sich eine kriti-
sche Konzentration von 0,5 mg/ml fiir gleichbleibende
Fluorescenz auf dem Schnitt. Mit einer Konzentration
von 1 mg/ml Kaninchen-Immunglobulin und 0,5 mg/
ml Ziegen-Immunglobulin werden also alle Antigen-
Determinanten in dem Inkubationssystem zur Satti-
gung titriert. Inkubation der Schnitte mit /. markier-

Abb. 1. Darstellung der Lokalisation von Antikérper aus Patientenserum auf einem menschlichen Herzmuskelschnitt. Der Schnitt wurde
mit einem Patientenserum, das 1:32 verdiinnt war, inkubiert. Die Lokalisation des Bindungsortes erfolgte durch Inkubation mit den
fluorescenzmarkierten Immunoglobulinen, Kaninchen-Anti-Human-IgG, gefolgt von Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG. VergroBerung 360 x
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tem Kaninchen-Anti-Human-IgG allein, oder 2. ge-
folgt von markiertem Ziegen-Anti-Kaninchen-IgG,
oder 3. von markiertem Ziegen-Anti-Kaninchen-I1gG
allein, jeweils ohne Vorinkubation mit Human-Serum
vom CM-Patienten, oder 4. gleiches wie 1—3 nach
Vorinkubation mit Serum von gesunden Kontrollper-
sonen bewirkten keine Fluorescenz des Schnittes. Als
Kontrollen fiir die Spezifitdt der Antikorper aus CM-
Serum gegen Herzmuskelsarkolemm wurden alle Se-
ren auf Gewebeschnitten von Skeletmuskulatur und
glatter Muskulatur titriert. In keinem Fall lieB sich
eine Fluorescenz nachweisen.

2. Reproduzierbarkeit der Methode

Um zu prifen, ob die antigenen Determinanten
des durch Autopsie gewonnenen menschlichen Herz-
muskelgewebes (1) durch fortschreitende Autolyse eine
Anderung erfahren und in der Lage sind, Antikdrper
aus dem Serum zu binden, wurden 63 Patientenseren
simultan an 3 Herzmuskelproben untersucht, die
6 Std, 9 Std resp. 12 Std post mortem entnommen und
bei —196° C konserviert worden waren (Tabelle 1).
Es wurden nur diese 3 Herzmuskelgewebsstiicke be-
nutzt, d.h. immer auf den gleichen Standard zuriickge-
griffen. Es war nicht erkennbar, dal die antigenen
Determinanten mit zunehmender Zeitdauer nach post-

Tabelle 1. Histologischer Nachweis von Serumantikérper nach Bin-
dung an Herzmuskelsarkolemm

Endverdiinnung Zah! der positiven Seren
des Patienten- (Endstufen)
serums
(Titerendstufe) 6 Std*® 9 Std*® 12 Std*
Cardio- 1:1 — 1 -
myopathie 1:2 4 5 4
Patienten 1:4 8 8 9
(n=63) 1:8 10 9 10
1:16 14 15 14
1:32 11 12 13
1:64 7 6 7
1:128 1 - -
Myocarditis-  1:1 1 1 -
Patienten 12 - 1 1
n=9) 1:4 — - —
1:8 — - —
1:16 — - —
1:32 — - —
Gesunde 1:1 1 1 1
Kontroll- 1:2 — - 1
Personen 1:4 - - —
(n=31) 1:8 — - —
1:16 — - -

? Die Zahlen in Klammern geben den Zeitpunkt der Entnahme
des Herzmuskels post mortem an.

mortaler Entnahme des Herzmuskels (bis zu 12 Std)
eine Anderung erfahren haben. Es ist wahrscheinlich,
daB3 diese Tatsache mit der im Vergleich zu anderen
Organen langsamer fortschreitenden Autolyse der
Herzmuskulatur zu erkldren ist. Bei der Bestimmung
des Titers jeweils eines Serums auf den 3 verschiedenen
Herzmuskelpriparaten, am gleichen Tag oder an ver-
schiedenen Tagen, variierte die Titerbestimmung um
maximal 1 Stufe (Tabelle 1). Patientenseren, die iiber
langere Zeit von !/, —1 Jahr bei —40° C eingefroren
aufbewahrt worden waren, zeigten einen Verlust an
AntikOrperaktivitit von etwa einer Titerstufe. Herz-
muskelgewebe von Patienten mit rheumatisch beding-
ten Vitien, ob intra operationem oder post mortem
gewonnen, waren nicht verwertbar. Schnitte von sol-
chen Geweben lieferten bereits positive Resultate,
wenn sie nur mit fluorescenzmarkiertem Kaninchen-
Anti-Human-IgG (ohne vorherige Inkubation mit Pa-
tientenserum) behandelt worden waren. Human-Anti-
kérper muB also bereits in vivo am Sarkolemm dieser
Testpréiparate gebunden sein. Fiir die immunhistologi-
sche Untersuchung schied somit frisches Herzmuskel-
gewebe, das aus Operationsmaterial gewonnen worden
war, aus.

3. Serumantikorper-Konzentrationen
bei idiopathischer Cardiomyopathie

Die Untersuchung von Serum auf Antikrper ge-
gen Herzmuskelsarkolemm bei 68 Patienten mit pri-
mérer, idiopathischer Cardiomyopathie ergab, dal
dieser Antikdrper in 60 Fillen nachweisbar war. Die
Mehrzahl der Seren hatte einen Titer von 1:16, nur
wenige einen Titer von 1:2 bzw. 1:64 (Tabelle 1,
Abb. 2).

Anzahl Patienten

10r

4 ARHEE B ] Titer
1 Vao Va Ve Ve Va2 Ves Vi endstufe
Abb. 2. Titerendstufen der Anti-Sarkolemm-Antikdrper von Patien-
tenseren mit idiopathischer Cardiomyopathie. Antikdrper war nach-
weisbar bei der CM vom kongestiven Typus in 35/42 Fillen (linke
Sdulen), vom obstruktiven Typus in 24/25 Fillen (mittlere Siulen)
und vom obliterativen Typus in 1/1 Fillen (rechte Sdulen)
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Die Verteilung von Titerendstufen der Patientense-
ren in den einzelnen klinischen Formen war unter-
schiedlich. So hatten die Patienten mit einer priméren
CM vom Insuffizienztypus im Mittel weniger Antikor-
peg als Patienten mit hypertrophisch-obstruktiver CM
(Abb. 2). Die Anzahl der Seren von Patienten mit obli-
terativer CM war zu klein, um sie analysieren zu kon-
nen.

4. Spezifitit des Serumantikorpers

Um die Spezifitat der Nachweismethode sowie des
Antikorpers zu iberpriifen, wurden die Seren der Pa-
tienten mit primérer CM mit homologem Herzmuskel-
gewebe und mit isolierten Membranen von Strepto-
kokken der Gruppe A absorbiert.

Diese Membranen wurden im Verhéltnis 1:1 mit
Serum von Patienten mit primirer CM gemischt und
auf Herzmuskelschnitten bis 1:128 titriert. Aus dem
Serum von 9 Patienten lieB sich auf diese Weise der
Antikdrper total absorbieren: Es waren dies 8/41 Seren
von Patienten mit einer CM vom Insuffizienztypus und
1/25 Seren von Patienten mit obstruktiver, hypertro-
phischer CM. Alle {ibrigen Seren hatten nach Absorp-
tion unveranderte bzw. in 12/6G Fillen um eine Stufe
erniedrigte Antikorpertiter.

Um die Spezifitdt der immunhistologischen Nach-
weismethode zu kontrollieren, wurden alle Seren mit
humanem Herzmuskel absorbiert. In allen Fillen lief3
sich der Antikérper abhéngig von der Menge zugegebe-
nen Herzmuskelextraktes aus dem Serum herausabsor-
bieren ; 2 mg Herzmuskelextraktprotein in 1 ml Serum
bewirkten eine Abnahme des Titers von 1:32 auf 1:4,
8 mg in 1 ml Serum eine totale Elimination des Anti-
kérpers. Auch bei Patienten mit Zustand nach Cardio-
tomie waren dadurch die Antikdrper zu beseitigen (12
Falle).

Absorptionen mit Homogenaten von quergestreif-
ter Skeletmuskulatur und glatter Muskulatur, die mit
Proteinkonzentrationen des Gewebehomogenates bis
zu 7mg/m! Serum ausgefithrt wurden, erzielten keine
Erniedrigung oder Elimination der Antikérpermenge
gegen Herzmuskelsarkolemm.

5. Antinucledrer Antikorper
bei primdren Cardiomyopathien

Antikorper gegen Nucleoproteine, DNS und an-
dere Zellkernbestandteile (ANF) werden bei vielen au-
toimmunologischen Erkrankungen beobachtet. Aus
diesem Grunde wurden alle CM-Seren qualitativ auf
ihren Gehalt an ANF untersucht. Nur Patienten mit

Tabelle 2. Anzahl der Patienten mit antinucledrem Antikérper bet
primérer Cardiomyopathie

kongestiv — insuffizient 3/42
obstruktiv — hypertrophisch 11/25
obliterativ /1

Es ist die Zahl der Patienten mit antinucledrem Antikérper
pro Patienten — Gesamtzahl einer Gruppe angegeben.

obstruktiver, hypertrophischer CM besaBlen in etwa
der Halfte der Félle ANF (Tabelle 2).

6. Uberpriifung des Vorkommens
von Antisarkolemm-Antikérper

Seren von 31 klinisch gesunden Probanden wurden
auf Antisarkolemm-Antikérper getestet (Tabelle 1).
Nur in 2 Fillen wurde eine Antikérperbindung an
das Sarkolemm beobachtet, jedoch war dies nur mit
unverdiinntem Serum demonstrierbar. Von 21 Patien-
ten, I —35 Tage nach frischen, ausgedehnten Myocard-
infarkten sowie 12 Patienten 1—I18 Tage nach Re-
Infarkten, hatte keiner Antisarkolemm-Antikdrper im
Serum. Dagegen waren Antikdrper bei 2 von 9 Patien-
ten mit akuter Myocarditis mit einem Titer von 1:1
bzw. 1:2 nachweisbar. In diesen letzten Fillen konnte
eine Streptokokken-Infektion nicht ausgeschlossen
werden.

7. Ausschiuf falsch-positiver Lues-Reaktionen

Alle Seren der Patienten mit priméirer CM wurden
mit dem Cardiolipin-Flockungstest und auf Lues-
Nebenreaktionen untersucht: in keinem Fall konnte
ein positiver Befund nachgewiesen werden. Zur Kon-
trolle wurden 3 Seren von Patienten mit positiven
Lues-Reaktionen auf humane Herzmuskel-Gewebe-
schoitte inkubiert: es konnte keine Bindung von
Immunglobulin an Sarkolemm gefunden werden.

Diskussion

Im Serum von 60 Patienten mit primérer idiopathi-
scher Cardiomyopathie (90%) war ein gegen Herzmus-
kelsarkolemm gerichteter Antikérper nachweisbar.
Dieser reagierte nicht mit dem Sarkolemm von glatter
oder Skeletmuskulatur. Der Befund legt den Gedan-
ken nahe, daB ein Zusammenhang zwischen Vorkom-
men des Antikdrpers und der Erkrankung im Sinne
einer Autoimmunkrankheit besteht. Dies kann um so
mehr angenommen werden, als bei bestimmten rheu-
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matischen Herzerkrankungen in den vergangenen Jah-
ren ebenfalls Antikdrper, die mit menschlichem Herz-
muskel reagieren, nachgewiesen werden konnte [3, 4,
1315, 18, 21, 23, 24, 26, 31, 38]. Diese Antikdrper
— von Zabriskie ,,heart reactive antibodies” genannt
— sind Streptokokken-Zellmembran induziert bzw.
weisen Kreuzreaktionen mit Antigenen von Strepto-
kokken der Gruppe A auf [15, 38, 39]. Sie sind durch
Streptokokken-Zellmembranen absorbierbar. Unsere
Ergebnisse zeigen jedoch, daB eine solche Verwandt-
schaft antigener Determinanten bei der priméiren Car-
diomyopathie nicht besteht. Hiermit im Einklang be-
finden sich auch unsere klinisch erhobenen Befunde,
nach denen ein Herzrheumatismus ausgeschlossen
wird.

Nach Cardiotomien wird humoraler Antikdrper,
der nicht durch Streptokokken-Membranen absor-
bierbar ist [18, 28], dhnlich wie im Fall der idiopathi-
schen CM nachgewiesen. Es wird hierbei deshalb eine
nicht durch Streptokokken induzierte Immunantwort
angenommen, sondern als Ursache der Untergang von
autologem Herzgewebe in Abhéngigkeit vom ,,myo-
cardialenTrauma‘ diskutiert[1,15,29]. Andererseits ist
jedoch auch eine Booster-Reaktion nach Entfernung
eines Endocarditisherdes denkbar, wenn die die Endo-
carditis auslosenden Bakterien mit Herzmuskel kreuz-
reagicrende antigene Determinanten besitzen. Fiir letz-
tere Annahme spréche, dafl bei Myocardinfarkten, bei
denen ebenfalls Gewebsuntergang stattfindet, bisher
keine Antisarkolemm Antikérper gefunden wurden [4,
7}, was wir nach unseren Ergebnissen an Patienten
mit Myocardinfarkten bestétigen kénnen.

In einem Modellsystem mit humanem ANF und
mit den auch in der vorliegenden Arbeit verwendeten
fluorescenzmarkierten Anti-Immunglobulinen haben
wir kiirzlich die quantitativen Verhéiltnisse des hier
benutzten Testsystems und dessen Empfindlichkeit
untersucht [37]. Durch Photometrie der fluorescenz-
markierten Antikorper in loco wurde am Mikroskop
gezeigt, dafl der Nachweis von Antikdrper in dem
Dreischichten-System gegentiber dem in dem Zwei-
schichten-System zehnfach sensitiver ist, und daB es
sehr wohl gelingt, die Sattigung antigener Determinan-
ten auf dem Gewebeprdparat quantitativ zu erfassen
[37]. Fiir eine diagnostische Routinemethode erschien
diese Methode jedoch zunéchst zu aufwendig, weshalb
wir hier auf das Titrationsverfahren mit Endpunktbe-
stimmung zuriickgegriffen haben.

Aus unseren Ergebnissen an Seren von Patienten
mit idiopathischer primarer CM kann geschlossen wer-
den, daf} auf Grund der Titerendstufen die Antikorper-
menge im Serum hoch ist, andererseits aber die Anzahl
oder Dichte der antigenen Determinanten am Herz-
muskelsarkolemm gegen die der Antikérper gerichtet

ist, klein sein muB, da die gebundenen Antikdrper
ansonsten bereits mit einem Zweischichten-System
nachweisbar werden.

Der bei der primiren Cardiomyopathie vorkom-
mende spezifische AntikOrper gegen Herzmuskelsar-
kolemm sowie der antinuclelire Antikérper kénnten
eine Erklirung der Pathogenese dieser Erkrankung im
Sinneeinerspeziellen Autoimmunkrankheit liefern. Da
in der Mehrzahi der Fille die Erkrankung mit einer
Cardiomegalic und einer Herzinsuffizienz einhergeht,
die durch Digitalispriparate nicht beeinfluBbar ist,
koénnte angenommen werden, dall der Antikorper des
Patienten eine Schidigung am Herzmuskel im Sinne
einer cytotoxischen oder auch intercelluldren Reaktion
hervorruft {18, 33, 36]. Eine solche Schiddigung wiirde
dann die Leistung des Herzmuskels herabsetzen und
in der Folge eine kompensatorische Hypertrophie des
Herzens ausldsen. Die Abkldrung eines soichen Vor-
ganges kann nur experimentell gelést werden. Ver-
laufsformen der Krankheit sollten Hinweise liefern.

Herrn Prof. Dr. W. Gdssner (Pathologisches Institut der TUM)
sind wir fiir die Erlaubnis dankbar, einen Teil der Untersuchungen
in seinem Institut ausfithren zu kdnnen, der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft fiir eine Sachbeihilfe (Wa 20/5).
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