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I. EINLEITUNG

Mehr als die Hilfte aller Doberméanner erkranken im Laufe ihres
Lebens an der dilatativen Kardiomyopathie (DCM). Ein
GroBteil davon verstirbt am Sekundentod oder am kongestiven
Herzversagen. Da es bislang keine kausale Therapie gibt,
konnen die Hunde nur symptomatisch behandelt werden. Das
heift, die Behandlung verzogert und lindert die Symptome, kann
die Erkrankung jedoch nicht heilen. Ein Therapieansatz, der die

Ursache bekdmpft, wire somit sehr wiinschenswert.

In der Humanmedizin wurde eine neue Form der DCM entdeckt
— die Autoantikorper-assoziierte dilatative Kardiomyopathie.
Diese Form der Erkrankung ist durch den pathogenen Effekt von
funktionalen Autoantikdrpern geprégt. Bei vielen Patienten mit
idiopathischer DCM wurden Autoantikorper gegen die B1-
Adrenozeptoren (B1-AAK) in hohen Konzentrationen gefunden.
Die Elimination oder Neutralisation dieser $1-AAK wird somit
als erfolgversprechendes Therapieziel angesehen. Durch
extrakorporale Immunadsorption konnten schon positive
Kurzzeit- und Langzeit-Therapieerfolge in der Humanmedizin
gezeigt werden. Da diese Therapiemethode jedoch sehr zeit- und

kostenintensiv ist, wird in den letzten Jahren nach alternativen
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Therapiemethoden, wie die in vivo Neutralisation der
Autoantikorper, geforscht. Hierbei wurde das Aptamer BC 007
entwickelt. Bei diesem 15-mer DNA-Oligonukleotid konnte in
vitro gezeigt werden, dass es verschiedene Autoantikorper
gegen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, inklusive jene gegen
den B1-Adrenozeptor, neutralisiert. Weiterhin wurde es schon
erfolgreich in vivo an hypertensiven Ratten und vor kurzem in
einer klinischen Phase 1 Studie an gesunden Menschen getestet.
Bislang fehlen jedoch Studien, die den Therapieerfolg von
Aptamer BC 007 bei Patienten mit DCM zeigen.

Ziel dieser Studie war es daher in einem GroBtiermodell mit
DCM herauszufinden, ob Aptamer BC 007 die Autoantikorper
in vivo erfolgreich neutralisiert und folglich zu einer
Funktionsverbesserung des Herzens und zu einer verminderten
Mortalitdt fithrt. Weiterhin sollte die Sicherheit der
Medikamentengabe evaluiert werden. Da die DCM beim
Dobermann und beim Menschen ein dhnliches Erscheinungsbild
aufweisen, kann davon ausgegangen werden, dass der
Pathogenese dhnliche Mechanismen zugrunde liegen. In einer
kiirzlich veroffentlichten Studie konnte gezeigt werden, dass
auch beim Dobermann eine B1-A AK-assoziierte Autoimmunitét

vorkommt, vergleichbar mit der Pathogenese der DCM beim
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Menschen. Der Dobermann diente daher in der jetzigen Studie
sowohl als Modell fiir den Menschen, war aber gleichzeitig auch

selbst Behandlungszielgruppe.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Die dilatative Kardiomyopathie beim

Dobermann

Kardiomyopathien sind laut der Weltgesundheitsorganisation
als Erkrankungen des Myokards mit kardialer Dysfunktion
definiert. Eine Einteilung erfolgt in dilatative Kardiomyopathie,
hypertrophe Kardiomyopathie, restriktive Kardiomyopathie und
arrhythmogene rechtsventrikuldre Kardiomyopathie
(RICHARDSON et al., 1996). Eine aktuellere und umfassendere
Definition der American Heart Association beschreibt
Kardiomyopathien als eine heterogene Gruppe von
myokardialen Erkrankungen, die mit mechanischer und/oder
elektrischer ~ Dysfunktion einhergehen. Diese  weisen
normalerweise, aber nicht ausnahmslos, eine ventrikuldre
Hypertrophie oder Dilatation auf. Die Ursache ist vielfaltig, in
vielen Fillen aber genetisch (MARON et al.,, 2006). Eine
Arbeitsgruppe der European Society of Cardiology definiert die
Kardiomyopathie als eine Herzmuskelerkrankung mit einer
strukturellen und funktionalen Anomalitit des Myokards, in
Abwesenheit von koronaren Herzkrankheiten, Bluthochdruck,

Herzklappenerkrankungen und angeborenen Herzerkrankungen,
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die ausreichend sind, um die myokardialen Anomalien zu
verursachen. Kardiomyopathien werden hier eingeteilt in
spezifische morphologische und funktionale Phanotypen. Jeder
Phanotyp wird dann subklassifiziert in familidr und nicht

familidr (ELLIOTT et al., 2008).

Die DCM wird als systolische Dysfunktion und Dilatation des
linken oder beider Ventrikel definiert, die nicht durch abnormale
Fillungszustinde oder koronare Herzerkrankungen erklart
werden konnen (PINTO et al.,, 2016). Sie ist sowohl beim
Menschen als auch bei vielen Hunderassen eine Hauptursache
von kardiovaskuldrer Morbiditdit und Mortalitit (DUKES-
MCEWAN et al., 2003; MILLAT et al., 2011).

Beim Dobermann ist die DCM durch eine spezielle
Verlaufsform charakterisiert, die durch eine systolische
Dysfunktion und Arrhythmien geprégt ist. Man spricht deshalb
auch von der Dobermann-Kardiomyopathie (O'GRADY &
O'SULLIVAN, 2004b).

1.1. Privalenz

Die DCM ist eine der hidufigsten Herzerkrankungen bei Hunden.
Sie kommt vor allem bei groen Rassen vor (TIDHOLM et al.,
2001). Der Dobermann ist die Rasse bei dem die Erkrankung mit
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am hdufigsten beschrieben wird (PETRIC et al., 2002a). In einer
europédischen Population besteht eine kumulative Privalenz von
58 % (WESS et al., 2010b). In Nordamerika wird eine Pravalenz
von 45 bis 63 % beschriecben (HAZLETT et al.,, 1983;
O’GRADY & HORNE, 1995, 1998). Die DCM entwickelt sich
normalerweise im Erwachsenenalter. Eine Ausnahme stellt der
Portugiesische Wasserhund dar. Bei dieser Rasse ist eine
juvenile Form mit fatalem Verlauf beschrieben (DAMBACH et
al., 1999). Beim Dobermann ist das Durchschnittsalter bei der
Entwicklung von klinischen Symptomen ca. 7-8 Jahre, wobei
ménnliche Doberménner mit ca. 7 Jahren das Endstadium frither
erreichen, als weibliche Doberminner mit ca. 8 Jahren
(CALVERT et al.,, 1997b). Die Spannweite der klinischen
Manifestation ist jedoch sehr weit und liegt zwischen 2 und 15
Jahren (O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004b). In fritheren
Studien wurde zudem eine Geschlechterpradisposition
angenommen. Es wurde beschrieben, dass die DCM
hauptsdchlich oder zumindest hdufiger bei Riiden vorkommt
(CALVERT et al., 1982; HAZLETT et al., 1983; CALVERT et
al., 1997a; CALVERT et al., 1997b). Dies wurde jedoch durch
eine neuere Studie von WESS und Kollegen (2010b) wiederlegt.
Laut dieser Studie kommt die DCM bei minnlichen und

weiblichen Doberménnern gleich oft vor. Es gibt jedoch einen
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Unterschied im Verlauf. Im Durchschnitt tritt bei Dobermann
Riiden ein vergroBertes Herz friher auf, wihrend bei
Dobermann Hiindinnen 6fters Arrhythmien entstehen (WESS et
al., 2010b).

1.2. Atiologie

Die Ursachen fiir die DCM konnen in genetische und nicht
genetische unterteilt werden. Es gibt jedoch Félle in denen eine
genetische  Préddisposition  durch  extrinsische  oder
umgebungsbedingte Aspekte beeinflusst wird (PINTO et al.,
2016). Beim Menschen sind mindestens 20-35 % der Fille
familidr bedingt (MICHELS et al., 1992; GRUNIG et al., 1998;
SWEET et al, 2015) und bislang wurden {ber 50
Genmutationen mit der DCM assoziiert (POSAFALVI et al.,
2013). Nicht genetische Ursachen konnen entweder
endokrinologisch, durch Elektrolytverschiebungen, erndhrungs-
bedingt, infektids, medikamentenassoziiert, toxininduziert oder

autoimmun bedingt sein (PINTO et al., 2016).

Autoimmune Prozesse werden immer Ofter als Ursache oder
Verstarker von  verschiedenen Krankheiten anerkannt.
Klassische Autoantikorper verursachen Immunantworten, die
zur Zerstorung des betroffenen Gewebes fiihren. Es gibt jedoch

eine zusdtzliche Klasse von Autoantikorper, die funktionale
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Aktivitét zeigt. Diese Autoantikorper wirken agonistisch bei G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren und regen so ihre Funktion an
(WALLUKAT & SCHIMKE, 2014). Vor allem Autoantikorper
gegen die Bl-Adrenozeptoren wurden in Seren von
Humanpatienten mit idiopathischer dilatativer Kardiomyopathie
gefunden (WALLUKAT & WOLLENBERGER, 1987b;
LIMAS et al., 1989; MAGNUSSON et al., 1990). Auf diese

wird im zweiten Hauptkapitel ndher eingegangen.

Beim Dobermann wird bislang hauptsachlich von einer
familiiren Atiologie, mit einer autosomal dominanten
Vererbung, ausgegangen (MEURS, 1998; MEURS et al., 2007).
Es wurden schon einige Gene, bei denen es ein Zusammenhang
mit der familidren DCM beim Menschen gibt, beim Dobermann
als Ursache der DCM untersucht. Oft wurde jedoch kein
Zusammenhang festgestellt (STABEJ et al., 2005; MEURS et
al., 2008; O'SULLIVAN et al., 2011). Bislang wurden 3 Loci,
die mit der DCM beim Dobermann assoziiert sind, identifiziert.
Zunichst wurde eine signifikante genomweite Assoziation zur
DCM auf Chromosom 5 gefunden (MAUSBERG et al., 2011).
Weiterhin wurde eine Mutation in dem Pyruvatdehydrogenase-
Kinase-4-Gen (PDK4-Gen) lokalisiert (MEURS et al., 2012).
Diese Mutation ist jedoch nicht signifikant mit der DCM in der
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europdischen Dobermann Population assoziiert (OWCZAREK-
LIPSKA et al., 2013). Vor kurzem wurde eine Mutation im
Titin-Gen identifiziert, welche in engen Zusammenhang mit der
Entwicklung einer DCM beim Dobermann gebracht wurde
(MEURS et al., 2019). Allgemein gibt es auf diesem Gebiet
jedoch noch viel Forschungsbedarf, da keiner dieser Loci alle

DCM Fille erklaren kann.

Hypothyreose und DCM kommen beide gehduft beim
Dobermann vor (PANCIERA, 1994; WESS et al., 2010b;
MOONEY, 2011; BEIER et al., 2015; WESS et al., 2017a).
Daher wurde oft angenommen, dass die Hypothyreose einen
Einfluss auf die Entstehung der DCM hat. In einer neueren
Studie konnte jedoch gezeigt werden, dass obwohl
Doberménner mit DCM ein erhdhtes Risiko haben an einer
Hypothyreose zu erkranken, diese keinen Einfluss auf die
Entwicklung oder Progression der DCM hat (BEIER et al.,
2015).

Eine autoimmune Genese der Dobermann-Kardiomyopathie
konnte lange nicht nachgewiesen werden. BRAZ-RUIVO
(1999) zeigte, dass die DCM beim Dobermann nicht durch eine
latente Parvovirose Infektion ausgelost wird. Weiterhin

untersuchte er die Rolle einer immunologischen Atiologie
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indem er die Serumkonzentrationen von den Immunglobulinen
IgG und IgM sowie die Anzahl der Autoantikdrper gegen die
strukturellen myokardialen Proteine Laminin und Myosin bei
gesunden und erkrankten Doberméinnern bestimmte. Er konnte
bei keiner der Messungen signifikante Unterschiede feststellen.
Wie O'GRADY und O‘SULLIVAN (2004b) in ihrem Review
iiber die dilatative Kardiomyopathie schon feststellten,
schlieBen  diese Ergebnisse die  Moglichkeit einer
immunologischen Reaktion gegen andere myokardiale Proteine
nicht aus. 2008 identifizierten BUSE und Kollegen (2008) fiinf
potentiell DCM-assoziierte Autoantigene (myosin heavy chain
cardiac muscle alpha isoform, alpha cardiac actin, mitochondrial
aconitate hydratase, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase und brain glycogen phosphorylase) bei Hunden
mit spontaner DCM. Darunter waren auch einige Doberménner.
Damit zeigten sie unter anderem die Maoglichkeit auf
Hundemodelle mit spontaner DCM fiir die weitere Forschung
der Autoantikdrper-assoziierten Kardiomyopathie in der
Humanmedizin einzusetzen. In einer aktuellen Arbeit konnte
gezeigt werden, dass beim Dobermann auch Autoantikérper
gegen Bl-Adrenozeptoren in allen Stadien der DCM
vorkommen und die Antikorpertiter mit Fortschreiten der

Erkrankung weiter ansteigen. Weiterhin war die Mortalitétsrate
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bei Autoantikdrper positiven Hunden hoher (WESS etal., 2019).

1.3. Pathophysiologie

Die Hauptabweichung von den normalen physiologischen
Verhiltnissen bei der DCM ist eine gestorte systolische
Funktion durch eine nachlassende myokardiale Kontraktilitit

(SISSON et al., 1999).

Die abnehmende Pumpkraft resultiert in einer verminderten
Verkiirzung der Herzmuskelfasern, welche sich in einem
vergroferten endsystolischen und enddiastolischen Volumen
duBert. Weiterhin fiihrt das verminderte Auswurfvolumen zu
einer initialen Senkung des arteriellen Blutdruckes. Durch
arterielle Barorezeptoren spiirt der Korper den Abfall des
Blutdruckes und reagiert darauf zunichst mit einer Konstriktion
der systemischen Arteriolen. Dies wird durch eine erhohte
Konzentration von Norepinephrin, Angiotensin II, Vasopressin
und Endothelin sowie durch Aktivierung des sympathischen
Nervensystems erreicht. Die erhdhte Sympathikus Aktivitit und
die zirkulierenden Katecholamine steigern weiterhin durch
Stimulation der B1-Adrenozeptoren die Herzkontraktilitat
und -frequenz. Hierdurch wird das Schlagvolumen wieder
normalisiert. Durch das normalisierte Schlagvolumen sowie die

arterioldre Konstriktion wird auch wieder ein normaler



IV. Literaturiibersicht 12

Blutdruck hergestellt. Da sich der Korper jedoch vor einer
Langzeitstimulation der Katecholamine schiitzt, tritt innerhalb
von 24-72 Stunden eine Herunterregulierung der B1-
Adrenozeptoren ein. Folglich kann die Katecholamin
Ausschiittung die Rezeptoren nicht mehr im selben Malle
aktivieren. Dadurch verringert sich die Kontraktilitét erneut und
der Korper muss einen anderen Weg finden, um das
Schlagvolumen zu erhdhen. Dies versucht er, indem er das
enddiastolische Volumen erhoht. Die Nieren werden zur
Natrium- und Wasserretention stimuliert. Der wahrscheinlich
wichtigste Mechanismus zur Natrium- und Wasserretention ist
das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System. Renin wird als
Antwort auf einen verminderten Herzauswurf aus dem
juxtaglomeruldren Apparat der Niere ausgeschieden. Renin ist
ein Enzym, welches das in der Leber gebildete Angiotensinogen
zu Angiotensin I umwandelt. Ein Angiotensin-konvertierendes-
Enzym, das hauptsdchlich in den Endothelzellen der Lunge
vorhanden ist, wandelt Angiotensin I in Angiotensin II um.
Angiotensin II ist ein starker Vasokonstriktor, der zuséatzlich
Durst und die Aldosteron Sekretion stimuliert. Die
Hauptaufgabe von Aldosteron ist es die Natriumresorption und
die Kaliumausscheidung im distalen Tubulus der Nieren

anzuregen. Angiotensin Il bewirkt auBerdem die Freisetzung des
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Antidiuretischen Hormons, welches ebenfalls fiir eine
Riickgewinnung von Wasser in der Niere sorgt. Durch die
verminderte Natrium- und Wasserausscheidung erhoht sich das
Blutvolumen und resultiert in einem gesteigerten vendsen
Riickfluss in den linken Ventrikel. Die erhohte Vorlast
wiederum bewirkt eine erhohte enddiastolische Wandspannung,
welche den Herzmuskel zum Wachstum anregt und so eine
exzentrische Hypertrophie verursacht. Im Endstadium der
Erkrankung kann es zu einem so groen Abfall des
Herzminutenvolumens kommen, dass es zu einem klinisch
signifikanten Abfall des Blutdruckes und als Folge zu einem
Vorwirtsversagen sowie zu einem kardiogenen Schock fiihren

kann (KITTLESON, 1998b, 1998c).

Ebenfalls kann dieses hochgradige Stadium in einem
kongestiven Herzversagen enden. Hier kommt es zu einem
Punkt, an dem das Herz allem Anschein nach nicht mehr grofer
werden kann. Zu diesem Zeitpunkt ist der Herzauswurf immer
noch erniedrigt und folglich alle Mechanismen zur Natrium- und
Wasserretention immer noch aktiv. Das Blutvolumen steigt
somit immer weiter an. Weil der Herzmuskel in diesem
fortgeschrittenen Stadium relativ steif ist und sich nicht weiter

vergroBBern kann, kommt es durch das gesteigerte Blutvolumen,
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das in der Diastole in den Ventrikel gepumpt wird, zu einer
Erhohung des diastolischen Druckes. Da die Mitralklappe
wihrend der Diastole gedffnet ist, werden der linke Ventrikel,
das  linke  Atrium, die Lungenvenen wund die
LungenkapillargefiaBe im Wesentlichen zu einer Kammer.
Dadurch kommt es durch den erhohten Druck im linken
Ventrikel auch zu einem erhohten Druck in den
Lungenkapillaren, was letztendlich zur Bildung eines

Lungenddems fithrt (KITTLESON, 1998b).

Die diastolische Dysfunktion, welche zur Entwicklung des
kongestiven Herzversagens beitrigt, wird vor allem durch eine
verminderte Relaxation und eine erhohte Steitheit des
Herzmuskels verursacht. Griinde fiir ersteres sind ein
verdnderter Kalziumstoffwechsel und eine abnormale Kinetik
der Aktin-Myosin-Interaktion und fiir letzteres eine myokardiale
Fibrose, kardiales Remodeling und die exzentrische

Hypertrophie (O'SULLIVAN et al., 2007a).

Bei einer hochgradigen Dilatation des linken Ventrikels kommt
es in Folge auch hiufig zu einer Mitralklappeninsuffizienz.
Diese ist meist geringgradig. Eine hdmodynamisch relevante
Mitralklappeninsuffizienz tragt jedoch zu einem hochgradigeren

Herzversagen bei. Des Weiteren konnen Arrhythmien, wie
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Vorhofflimmern und anhaltende ventrikuldre Arrhythmien, zum
Auftreten eines Herzversagens beitragen, indem sie den
Herzauswurf noch weiter senken (KITTLESON, 1998b).
AulBlerdem wurden anhaltende ventrikuldre Tachykardien, die zu
Kammerflimmern fithren koénnen, als Ursache fiir den
Sekundentod beschrieben (RUSH & KEENE, 1989; CALVERT
et al., 1997a).

Pathohistologisch sind bei der DCM 2 Formen beschrieben.
Einmal die ,Attenuated-Wavy-Fibers“ (TIDHOLM et al.,
1998), bei der die Herzmuskelzellen einen Durchmesser von
weniger als 6 um und eine wellenformige Erscheinung haben.
Diese Form kommt bei vielen mittelgroBen, grofen und
Riesenrassen vor (TIDHOLM & JONSSON, 2005). Sie ist aber
auch in einer Studie mit juvenilen Doberméinnern beschrieben
(VOLLMAR et al.,, 2003). Die beim Dobermann héaufiger
vorkommende Form ist die bindegewebig-fettige Degeneration
der Kardiomyozyten (CALVERT et al., 1982; HAZLETT et al.,
1983; CALVERT et al, 1997a; EVERETT et al., 1999;
TIDHOLM & JONSSON, 2005). Diese Form ist auch bei der
arrhythmogenen rechtsventrikuldiren Kardiomyopathie beim
Boxer beschrieben (BOUJON & AMBERGER, 2003) und ist
unter anderem mit Arrhythmien assoziiert (CALVERT et al.,
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1997a). SMITH und Kollegen (2008) untersuchten den
Zusammenhang von Arrhythmien und Fettsdurekonzentrationen
im Serum bei Doberménnern und Boxern. Hierbei fanden sie
unterschiedliche Konzentrationen der verschiedenen Fettsduren
bei den beiden Rassen. Sie konnten eine schwache positive
Korrelation von VES und 3 verschiedenen Fettsduren beim
Boxer feststellen, nicht jedoch beim Dobermann. GILBERT und
Kollegen (2000) =zeigten, dass es beim Dobermann
Verianderungen in der Anordnung, Feinstruktur und Biochemie
der myokardialen Kollagenmatrix gibt, welche eine Erkldrung
fiir die Rassepradisposition der Doberménner fiir die DCM

geben konnen.

1.4. Krankheitsstadien
Der Verlauf der dilatativen Kardiomyopathie beim Dobermann

kann in 3 Krankheitsstadien eingeteilt werden.

Das Stadium I der Erkrankung wird auch subklinisches Stadium
genannt. In diesem Stadium sind weder klinische noch
echokardiographisch oder elektrokardiographisch nachweisbare
Anzeichen  einer  Herzerkrankung  vorhanden.  Die
Verinderungen finden auf zelluldrer Ebene statt (O'GRADY &
O'SULLIVAN, 2004b).
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Das Stadium II der Erkrankung wird auch okkultes Stadium
genannt, da flir den Besitzer noch keine Krankheitsanzeichen
erkennbar sind. Es konnen jedoch morphologische
Verdanderungen wie eine linksventrikulire Vergroferung in
Systole und  Diastole oder elektrokardiographische
Verianderungen wie ventrikulire Extrasystolen diagnostiziert
werden (O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004b). Diese
echokardiographischen und elektrokardiographischen
Verdnderungen konnen entweder beide gleichzeitig
vorkommen, oder es kann auch nur eine Form wihrend der
gesamten okkulten Phase dominieren (CALVERT et al., 2000b;
O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004b; WESS et al., 2010b).
Entwickeln sich  echokardiographische = Verdnderungen,
nachdem zuerst isoliert Arrhythmien aufgetreten sind, entstehen
diese morphologischen Verdnderungen meist innerhalb eines
Jahres (CALVERT et al., 2000c; CALVERT & MEURS, 2009).
Dobermidnner mit echokardiographischen Verdanderungen im
okkulten Stadium, die mit Pimobendan behandelt wurden,
hatten in einer Studie eine mediane Zeitspanne von knapp 2
Jahren bis sie entweder kongestives Herzversagen entwickelten
oder am Sekundentod verstarben (SUMMERFIELD et al.,
2012). Im okkulten Stadium sterben bereits ca. ein Drittel bis die

Halfte der erkrankten Dobermanner am Sekundentod
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(CALVERT et al., 2000b; CALVERT et al., 2000c; CALVERT
& MEURS, 2009). Die Doberméinner, die am Sekundentod
versterben, sind im Schnitt ein Jahr jiinger als Doberménner, die
ein kongestives Herzversagen entwickeln (CALVERT et al.,
1997a; CALVERT et al., 2000c).

Das Stadium III ist das overte Stadium. Hier zeigen die
betroffenen Hunde klinische Anzeichen einer Herzerkrankung.
Wenn die Doberménner nicht stark belastet werden, fallen friihe
Symptome wie Leistungsschwéche oft nicht auf. Es konnte
jedoch auch schon beobachtet werden, dass ein sportlich
genutzter Dobermann bis zu 2 Wochen vor der Entwicklung
eines Lungenddems keine Symptome zeigte. Meist sind die
ersten klinischen Anzeichen, die vom Besitzer bemerkt werden,
Husten und Dyspnoe (O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004b).
Nach der Entwicklung eines kongestiven Herzversagens sind die
kardialen Todesursachen meist das Versterben oder die
Euthanasie aufgrund des hochgradigen oder therapieresistenten
Herzversagens, kardiogener Schock oder Sekundentod aufgrund
von ventrikuldren Arrhythmien (CALVERT et al., 1982;
CALVERT et al., 1997b; PETRIC et al., 2002a; O'GRADY &
O'SULLIVAN, 2004b). Erfolgt keine Therapie nach einer durch

ventrikuldre Arrhythmien ausgelosten Synkope, sterben die
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meisten Doberménner innerhalb von 6 Wochen am Sekundentod
(CALVERT & BROWN, 2004; CALVERT & MEURS, 2009).
Mehrere Episoden von Synkopen sind beim Dobermann selten.
Meist versterben sie nach dem ersten Ereignis. Im overten
Stadium sterben ebenfalls 30 bis 50 % der erkrankten
Doberméanner am Sekundentod (CALVERT et al.,, 1997b;
O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004b). Im Vergleich zu anderen
Hunden mit DCM verlduft das klinische Stadium beim
Dobermann rapide progressiv (CALVERT et al., 1982; PETRIC
et al.,, 2002a; CALVERT & BROWN, 2004; O'GRADY &
O'SULLIVAN, 2004b).

L.5. Diagnostische Moglichkeiten

Da Doberménner meist keine Krankheitsanzeichen vor Eintreten
des Endstadiums zeigen, ist es wichtig ein jdhrliches Screening
durchzufiihren, um die Erkrankung friihzeitig zu erkennen und
um eine rechtzeitige und adédquate Therapie starten zu konnen.
Ein jéhrliches Screening wird ab einem Alter von 2-3 Jahren
empfohlen (CALVERT & MEURS, 2009; WESS et al., 2010b;
WESS et al., 2017a). Der aktuelle Goldstandard zur Diagnose
der Dobermann-Kardiomyopathie ist eine Kombination aus 24-
Stunden-Elektrokardiogramm (EKG) und Echokardiogramm
(CALVERT et al., 2000b; CALVERT & WALL, 2001; WESS
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et al., 2017a). Weiterhin konnen zusitzliche Untersuchungen,
wie die Bestimmung von kardialen Biomarkern und die
Anfertigung eines Kurzzeit-EKGs, hilfreich sein, wenn die
erstgenannten Untersuchungen nicht zur Verfiigung stehen

(WESS et al., 2017a).

Ein genetischer Test kann bisher nicht die jdhrlichen
Vorsorgeuntersuchungen ersetzen. Der genetische Test zur
Uberpriifung einer SpleiBstellenmutation im PDK4-Gen kann
niitzlich in den Vereinigten Staaten von Amerika sein (MEURS
et al.,, 2012), ist aber nicht hilfreich in Europa. Dieser Test
konnte in einer europdischen Population keinen Zusammenhang
zwischen der PDK4-Gen-Mutation und der DCM aufzeigen
(OWCZAREK-LIPSKA et al., 2013). Allgemein sollte eine
vorsichtige Interpretation des Gentests erfolgen. Ein negatives
Ergebnis bedeutet nicht, dass der Dobermann keine DCM
entwickeln wird und sollte somit nicht die jédhrlichen
Vorsorgeuntersuchungen ersetzen. Weiterhin bedeutet ein
positives Ergebnis nicht zwingend, dass der Dobermann eine
DCM entwickelt und sollte somit nicht als Todesurteil
aufgefasst werden. Allerdings sollte ebenso ein regelméBiges
Screening sorgfiltig durchgefiihrt werden (WESS et al., 2017a).

Wertvoll kann ein genetischer Test jedoch in der Zuchtauswahl
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sein, da es sonst keine Mdglichkeiten gibt, die Erkrankung
frithzeitig festzustellen. Die Entwicklung weiterer genetischer
Tests sollte also weiterhin ein wichtiges Forschungsthema sein

(PETRIC et al., 2002a; WESS et al., 2017a).

1.5.1. Anamnese und klinische Untersuchung

Eine sorgfiltige Anamnese und Allgemeinuntersuchung kdnnen
schon die ersten Hinweise auf eine dilatative Kardiomyopathie
geben. Bei der Anamnese sollte vor allem hinterfragt werden, ob
Anzeichen von Husten, eine schnellere Atemfrequenz allgemein
und in Ruhe, Inappetenz, Schwiche, Leistungsintoleranz oder
Synkopen bemerkt wurden. Doberméinner zeigen diese
Symptome meist aufgrund eines Linksherzversagens oder
lebensbedrohlicher Arrhythmien (CALVERT et al., 1982;
TIDHOLM & JONSSON, 1997). Bei der klinischen
Untersuchung konnen Tachy- und Dyspnoe, Husten, verstirkte
Atemgerdusche und Crackles, ein systolisches Herzgerdusch
sowie Tachykardien, Arrhythmien und ein Galopprhythmus
auffallen. Weiterhin konnen ein schwacher Puls, Pulsdefizit,
eine verldngerte kapilldre Fiillungszeit, erweiterte Jugularvenen,
Aszites, blasse  Schleimhiute, = Gewichtsverlust und
Muskelabbau und teilweise eine erhohte Korpertemperatur

auftreten (CALVERT et al., 1982; TIDHOLM & JONSSON,
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1996; TIDHOLM & JONSSON, 1997; DUKES-MCEWAN et
al., 2003)

1.5.2. Echokardiographie

Ein ausfiihrlicher Herzultraschall in Kombination mit einem 24-
Stunden-EKG ist der aktuelle Goldstandard zur Diagnose der
dilatativen Kardiomyopathie beim Dobermann (CALVERT et
al., 2000b; CALVERT & WALL, 2001; DUKES-MCEWAN et
al., 2003; WESS et al., 2017a). Laut den aktuellen Screening-
Guidelines der European Society of Veterinary Cardiology
(ESVC) fiir die dilatative Kardiomyopathie beim Dobermann,
sollte ein vollstdndiger Herzultraschall mit einem mitlaufenden
EKG durchgefiihrt werden. Die generellen Leitlinien fiir den
Herzultraschall sollten befolgt werden (THOMAS et al., 1993;
WESS et al, 2017a). Angeborene und erworbene
Herzerkrankungen, die ebenfalls eine Volumeniiberladung und
oder eine systolische Dysfunktion verursachen konnen, sollten
durch Auskultation, Dopplersonographie und gegebenenfalls
weitere Untersuchungen ausgeschlossen werden (SISSON et al.,

1999; DUKES-MCEWAN et al., 2003; WESS et al., 2017a).

Durch die Scheibchensummationsmethode nach Simpson
(SMOD) wird das linksventrikuldre Volumen gemessen. Es

sollte jeweils das enddiastolische und endsystolische Volumen
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in 3 aufeinanderfolgenden Messungen bestimmt werden. Diese
Messungen sollten in der rechtsparasternalen Léngsachse und
im linksapikalen Vierkammerblick durchgefiihrt werden. Um
eine Unterschédtzung des Volumens zu vermeiden, sollte jeweils
das groBBere Volumen verwendet werden (WESS et al., 2017a).
Als Grenzwerte fiir das Vorhandensein einer DCM beim

Dobermann wurden folgende Werte fiir die SMOD festgelegt:

— Enddiastolicher Volumenindex (EDVI): > 95 ml/m?
(Sensitivitit 96,9 %, Spezifitit 98,7 %)

— Endsystolischer Volumenindex (ESVI): > 55 ml/m?
(Sensitivitit 94,4 %, Spezifitit 99,5 %)

Der EDVI und der ESVI sind jeweils das enddiastolische bzw.
endsystolische linksventrikuldre Volumen normalisiert auf die

Korperoberfliche (WESS et al., 2010d; WESS et al., 2017a).

Durch die Motion-Mode-Messung (M-Mode) konnen unter
anderem der Innendurchmesser des linken Ventrikels gemessen
werden. Es sollten jeweils 5 aufeinanderfolgende Messungen in
der Enddiastole (LVIDd) und Endsystole (LVIDs) bestimmt
werden (WESS et al., 2017a). Es wurden verschiedene

Referenzwerte fiir Doberméanner verdffentlicht.

O'GRADY und Kollegen (2009) erstellten folgende
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Referenzwerte:

— LVIDd: > 0.1749 x kg Korpergewicht + 40.3mm
— LVIDs: >0.1402 x kg Korpergewicht + 35.0mm

WESS und Kollegen (2017a) verdffentlichten diese

Referenzwerte:

— LVIDd (Riide): > 48 mm
— LVIDd (Hiindin): > 46 mm
— LVIDs (Riide und Hiindin): > 36 mm

Zu beachten ist, dass in den verschiedenen Studien die M-Mode-
Messungen leicht unterschiedlich aufgenommen wurde. Die M-
Mode-Referenzwerte von O’ GRADY und Kollegen (2009) und
WESS und Kollegen (2017a) stammen beide aus der
rechtsparasternalen  Léngsachse, jedoch ist bei den
erstgenannten die Aorta im M-Mode-Blick offen und bei den
zweitgenannten nicht im Bild (WESS et al., 2017a).

Da es sich gezeigt hat, dass die SMOD im Vergleich zur M-
Mode-Messung tiberlegen ist, um frithe echokardiographische
Verdnderungen bei Doberménnern im okkulten Stadium

festzustellen, sollte die Volumenmessung bevorzugt werden

(WESS et al., 2010d).

Weitere echokardiographische Parameter, die ergéinzend zu den
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oben genannten Parametern fiir die Diagnose der okkulten DCM
herangezogen werden konnen, sind der Abstand zwischen dem
E-Punkt der Mitralklappe und dem Septum (EPSS) und der
Sphiérizitiatsindex (SI) (CALVERT & BROWN, 1986; WESS et
al., 2017a). Der errechnete Referenzwert fiir SI ist < 1,65
(Sensitivitdt 86,8 %, Spezifitit 87,6 %). Der optimale
Referenzwert fiir EPSS ist > 6,5 mm (Sensitivitit 100 %,
Spezifitit 99,0 %) (HOLLER & WESS, 2014). Aufgrund der
moderaten Sensitivitdt und Spezifitit ist der SI jedoch nur
bedingt zur Diagnosestellung zu empfehlen. EPSS wiederum
zeigte sich als wertvolle ergénzende Variable. In Kombination
mit den M-Mode-Messungen konnen die Sensitivitit und
Spezifitit soweit verbessert werden, dass sie vergleichbar mit
den Volumenmessungen mittels SMOD sind (WESS et al.,
2017a).

1.5.3.  Kurzzeit-Elektrokardiogramm

Mit Hilfe eines Elektrokardiogramms kdnnen die Herzfrequenz,
der Herzrhythmus und die mittlere elektrische Herzachse
bestimmt werden (TILLEY & SMITH JR., 2008). Durch
Verdnderungen der Morphologie der QRS-Komplexe sowie der
elektrischen Herzachse konnen VergroBerungen der Ventrikel

vermutet werden. Ebenfalls konnen durch verbreiterte und oder
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erhohte P-Wellen VergrofSerungen der Atrien erkannt werden.
Diese morphologischen Verdnderungen sind jedoch weder sehr
sensitiv noch spezifisch (MILLER et al., 1999). Eine kiirzlich
veroffentlichte Studie zeigte, dass auch bei gesunden
Dobermédnnern héufig eine Linksachsenabweichung der
mittleren elektrischen Herzachse vorkommt (CARNABUCI et
al., 2019). Bei der Bestimmung des Herzrhythmus sollte vor
allem auf das Vorhandensein von ventrikuldren Arrhythmien,
wie zum Beispiel ventrikuldre Extrasystolen (VES), ventrikulédre
Couplets, Triplets, Bigemini, Trigemini und ventrikuldre
Tachykardien sowie supraventrikuldren Arrhythmien, wie zum
Beispiel supraventrikulidre Extrasystolen und Vorhofflimmern,

geachtet werden.

Die Anfertigung eines Kurzzeit-EKGs hat sich mit einer
Sensitivitit von 64,2 % als wenig sensitive Methode zur
Detektion einer okkulten = Dobermann-Kardiomyopathie
erwiesen. Es zeigte sich jedoch, dass bei Vorhandensein von
mindestens einer VES in einem 5-Minuten-EKG die
Wabhrscheinlichkeit sehr hoch ist, dass im 24-Stunden-EKG
mehr als 100 VES vorkommen. Die Spezifitit lag bei 96,7 %
(WESS et al., 2010e). Dies bedeutet, dass zum Ausschluss einer
DCM ein Kurzzeit-EKG nicht ausreichend ist. Treten jedoch
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wiéhrend dem Kurzzeit-EKG ventrikuldre Extrasystolen auf, ist
die Wahrscheinlichkeit sehr hoch, dass eine DCM vorliegt. In
diesem Fall sollte unbedingt ein Langzeit-EKG angefertigt
werden. Ahnliche Ergebnisse konnten in einer Studie mit 188

Boxern festgestellt werden (MEURS et al., 2001).

1.5.4.  Langzeit-Elektrokardiogramm

Das Langzeit-EKG, auch Holter-EKG genannt, wird beim Hund
meist iber 24 Stunden aufgenommen. Es gehort, in
Kombination mit einem Echokardiogramm, zum Goldstandard
der Diagnose einer DCM beim Dobermann (CALVERT et al.,
2000b; CALVERT & WALL, 2001; DUKES-MCEWAN et al.,
2003; WESS et al., 2017a). Das Holter-EKG sollte mindestens
iiber 23 Stunden aufgenommen werden und sollte von guter
Qualitét sein. Da die Analysefunktion der Holter-EKG-Software
meist sehr ungenau ist, sollte ein Kardiologe jede Analyse
iiberpriifen (WESS et al., 2017a). Sehr viele Doberménner mit
grenzwertigen Messungen im Herzultraschall haben VES im 24-
Stunden-EKG. Eine Studie zeigte, dass der GroBteil der Hunde,
der mehr als 100 VES oder Couplets, Triplets oder ventrikuldre
Arrhythmien in 24 Stunden hatte, innerhalb eines Jahres auch
echokardiographische Verédnderungen im Sinne einer dilatativen

Kardiomyopathie entwickelte (CALVERT & WALL, 2001).
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Laut den aktuellen Screening-Guidelines der ESVC sollte ein
Cut-off-Wert von > 300 VES in 24 Stunden oder > 50 VES in
24 Stunden in 2 aufeinanderfolgenden Aufnahmen innerhalb
eines Jahres als diagnostisch fiir die Dobermann-
Kardiomyopathie gelten (GERAGHTY & WESS, 2011; WESS
et al., 2017a). Wenn bis zu 50 VES in 24 Stunden diagnostiziert
werden, sollte vor allem auf die Schlag-zu-Schlag-Frequenz und
die Komplexitit der VES geachtet werden. Wenn eine Schlag-
zu-Schlag-Frequenz von > 250/min oder Couplets, Triplets oder
mehrere VES hintereinander mit einer Schlag-zu-Schlag-
Frequenz von > 260/min auftreten, kann eine Dobermann-
Kardiomyopathie nicht sicher ausgeschlossen werden. Ein
erneutes 24-Stunden-EKG sollte innerhalb von 3 bis 6 Monaten
durchgefiihrt werden. Systemische Erkrankungen, die als
Ursache fiir die ventrikuldren Extrasystolen in Frage kommen,
sollten immer ausgeschlossen  werden.  Ventrikuldre
Ersatzschlige und beschleunigt idioventrikuldre Rhythmen
werden nicht als diagnostisch fiir die dilatative Kardiomyopathie

angesehen (WESS et al., 2017a).

1.5.,5. Rontgen
Eine Rontgenaufnahme des Brustkorbes dient vor allem dazu,

ein Lungenddem bei Dobermédnnern im overten Stadium zu
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diagnostizieren (TIDHOLM et al., 2001). Befunde, die anhand
des Rontgenbildes erhoben werden konnen, sind eine
Kardiomegalie, ein prominentes linkes Atrium, gestaute Venen,
verschiedene Grade von interstitieller oder alveolérer
Lungenzeichnung und teilweise Pleuraerguss und Aszites. Diese
Befunde sind diagnostisch fiir ein kongestives Herzversagen,
sind aber nicht spezifisch fiir eine dilatative Kardiomyopathie.
Ein Rontgenbild des Brustkorbes im okkulten Stadium der DCM
ist oft unauffillig. Teilweise konnen eine Vergroferung des
linken Atriums oder Ventrikels festgestellt werden (DUKES-
MCEWAN et al., 2003). Selbst im overten Stadium kann eine
deutliche Vergroferung des linken Ventrikels rontgenologisch
oft nicht diagnostiziert werden (CALVERT et al., 1982). Daher
ist diese Methode als Screening-Test zur Diagnose einer

okkulten Dobermann-Kardiomyopathie nicht geeignet.

1.5.6.  Biomarker

Die im Jahr 2001 veroffentlichte Definition der ,,Biomarkers
Definitions Working Group* definierte Biomarker als ,.eine
Eigenschaft, die objektiv gemessen und als Indikator fiir
normale biologische Prozesse, pathologische Prozesse oder
pharmakologisches Ansprechen auf eine therapeutische

MaBnahme evaluiert wird“ (BIOMARKERS DEFINITIONS
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WORKING  GROUP, 2001). Die labordiagnostisch
nachweisbaren Biomarker, die am meisten zum Nachweis
kardialer Erkrankungen verwendet werden, sind das N-
terminale-pro-B-Typ-natriuretische-Peptid (NT-proBNP) (DE
LIMA & FERREIRA, 2017) und das kardiale Troponin I (¢Tnl)
(LANGHORN & WILLESEN, 2016). In den aktuellen
Screening-Guidelines der ESVC fiir die Dobermann-
Kardiomyopathie wird betont, dass diese Biomarker nicht den
aktuellen Goldstandard, der aus Echokardiographie und 24-
Stunden-EKG besteht, ersetzen konnen. In Ausnahmefillen, in
denen der Besitzer die empfohlenen jdhrlichen diagnostischen
Tests nicht bezahlen kann oder diese nicht zur Verfiigung
stehen, konnen die Biomarker Verwendung finden (WESS et al.,
2017a). Zusitzlich konnen sie hilfreiche ergdnzende Test sein,
um frithe kardiale Verdnderungen festzustellen (WESS et al.,
2011). Da es jedoch einige sowohl falsch negative als auch
falsch positive Ergebnisse geben kann, kdnnen die Biomarker
nicht die Grundlage fiir eine Diagnosestellung sein, auf welcher
die therapeutischen MaBnahmen entschieden werden (OYAMA
etal.,2013; WESS et al., 2017a). Zusitzlich zu NT-proBNP und
c¢Tnl konnten weitere kardiale Biomarker, wie unter anderem
das atriale natriuretische Peptid (O'SULLIVAN et al., 2007b)
oder verschiedene microRNAs (STEUDEMANN et al., 2013),
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in der Zukunft eine gréBere Rolle spielen.

1.5.6.1. N-terminales-pro-B-Typ-natriuretisches-Peptid

Das natriuretische Peptid Typ B ist ein Hormon, welches zuerst
aus dem Gehirn eines Schweines isoliert wurde. Es wurde daher
zundchst ,,brain natriuretic peptide genannt (SUDOH et al.,
1988). Dieser Name ist jedoch irrefithrend, da es hauptséchlich
in den Herzmuskelzellen der Ventrikel produziert wird
(HOSODA et al, 1991). Daher wird es heute nur noch
natriuretisches Peptid Typ B (BNP) genannt. Durch Uberlastung
und Dehnung der Myokardzellen kommt es zur vermehrten
Produktion des Hormons. Es erfolgt eine Freisetzung des
Vorldufermolekiils BNP, welches in die biologisch aktive Form
C-terminales-BNP und das inaktive NT-proBNP aufgespalten
wird (REYNOLDS & OYAMA, 2008). Da das C-terminale-
BNP ecine sehr kurze Halbwertszeit von ca. 90 Sekunden hat,
wird das NT-proBNP, mit einer Halbwertszeit von ca. 120
Minuten, als labordiagnostischer Parameter bevorzugt
verwendet (DE LIMA & FERREIRA, 2017). Die
natriuretischen Peptide steigern unter anderem die Natriurese
und senken so den Blutdruck und die Vorlast des Herzens. Sie
wirken somit als Gegenspieler von Angiotensin und Aldosteron

(GOETZE, 2004; VOLPE et al., 2016). Das NT-proBNP zeigte
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sich als Biomarker besonders wertvoll, um eine Herzerkrankung
im okkulten Stadium zu diagnostizieren, um kongestives
Herzversagen von  respiratorischen  Erkrankungen zu
unterscheiden und indirekt auch um die myokardiale Funktion
zu beurteilen (MCDONAGH et al., 1998; OYAMA et al., 2007;
PROSEK et al., 2007; BOSWOOD et al., 2008; OYAMA et al.,
2008; OYAMA et al., 2009; DE LIMA & FERREIRA, 2017).

Bei der Beurteilung des NT-proBNP-Spiegels als kardialer
Biomarker miissen vor allem eine Beeinflussung durch andere
Erkrankungen wie Nierenerkrankungen, pulmonale oder
systemische Hypertension und Sepsis sowie fehlerhafte
Probenentnahme und -verarbeitung beachtet werden (OYAMA
et al., 2013). Zusitzlich miissen rassespezifische Unterschiede
(SJOSTRAND et al., 2014) und die Tag-zu-Tag-Variabilitét
beachtet werden (WINTER et al., 2017).

In einer Studie mit 328 Doberminnern wurde die
Plasmakonzentration des zirkulierenden NT-proBNP in
verschiedenen Stadien der DCM evaluiert. Es zeigte sich, dass
das NT-proBNP ein sensitiverer Marker ist, um
echokardiographische im Vergleich zZu elektro-
kardiographischen Verdnderungen vorherzusagen. Bei einem

Cut-off-Wert von > 400 pmol/L lag die Sensitivitdt bei 90 %
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und die Spezifitit bei 75 %, um echokardiographische
Verdnderungen festzustellen. Um alle Stadien vorherzusagen
lag die Sensitivitdt bei 81 % und die Spezifitét bei 75 %. Erhohte
man den Cut-off-Wert auf > 550 pmol/L lag die Spezifitit bei
90 %, die Sensitivitit jedoch nur noch bei 79 %, um
echokardiographische Verdnderungen festzustellen. Dieser Cut-
Off-Wert wurde als bester pradiktiver Wert fiir
echokardiographische Verdnderungen bei der Dobermann-
Kardiomyopathie angesehen (WESS et al., 2011). In einer
anderen Studie mit 155 asymptomatischen Doberménnern fiihrte
die Kombination aus einem NT-proBNP-Cut-off-Wert von
> 457 pmol/L und einem Holter-EKG zu einer Sensitivitit von
94,5 % und einer Spezifitit von 87,8 %, um eine okkulte DCM
festzustellen. In dieser Studie konnte eine okkulte DCM
ebenfalls besser be1 Dobermédnnern mit echokardiographischen
Verdnderungen festgestellt werden, als bei Doberminnern, die
nur ventrikuldre Arrhythmien hatten (SINGLETARY et al.,
2012). Laut den aktuellen Screening-Guidelines der ESVC ist
ein  Cut-off-Wert von >500 pmol/L gut, um
echokardiographische Verdanderungen im Sinne einer okkulten
Dobermann-Kardiomyopathie vorauszusagen. Im
Umkehrschluss  ist es  bei  einer  NT-proBNP-

Plasmakonzentration von < 500 pmol/L unwahrscheinlich, dass
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derzeitig echokardio-graphische Verdnderungen bei der DCM
vorliegen. Jedoch reichen die Forschungsergebnisse bislang
nicht aus, um ein Holter-EKG oder Echokardiogramm zu
ersetzen. Der Nachweis der NT-proBNP-Konzentration sollte

als ergidnzender Test angesehen werden (WESS et al., 2017a).

1.5.6.2. Kardiales Troponin I

Das Troponin I ist die inhibitorische Untereinheit des
Sarkomers, der kontraktilen Einheit der Muskelzellen
(LANGHORN & WILLESEN, 2016). Es hat gewebespezifische
Isoformen fiir die Skelett- und Herzmuskelzellen (MISSOV &
DE MARCO, 1999). Da das kardiale Troponin I (cTnl)
eindeutig von der Isoform des Skelettmuskels unterschieden
werden kann, stellt es einen herzspezifischen Marker dar.
Zusitzlich 1st es ein sehr spezifischer Marker fiir eine
Myokardschiddigung, da die Troponine nur intrazelluldr
vorkommen und somit nur aus geschddigten Herzmuskelzellen
freigesetzt werden. Hierbei sollte jedoch beachtet werden, dass
cTnl zwar herzspezifisch, jedoch nicht krankheitsspezifisch ist.
Es wird sowohl bei den verschiedensten Herzerkrankungen als
auch bei Myokardschdden durch nicht kardiale Erkrankungen
freigesetzt (OYAMA & SISSON, 2004; SPRATT et al., 2005;
LANGHORN & WILLESEN, 2016). Beispiele fiir extrakardiale
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Erkrankungen, die ebenfalls ein erhohtes c¢Tnl verursachen
konnen, sind unter anderem systemische inflammatorische
Prozesse (LANGHORN et al., 2013; HAMACHER et al., 2015),
Infektionskrankheiten (LOBETTI et al., 2002; KOUTINAS et
al., 2012; SILVESTRINI et al., 2012), eine Niereninsuffizienz
(PORCIELLO et al., 2008) oder eine Magendrehung
(SCHOBER et al., 2002). Die Limitationen fiir das ¢Tnl zur
Verwendung als kardialer Biomarker sind dhnlich wie die zuvor

genannten bei dem NT-proBNP (WESS et al., 2017a).

In einer Studie mit 336 Doberménnern konnte gezeigt werden,
dass cTnl bei Doberminnern in allen Stadien der DCM
signifikant erhoht war. Der cTnl-Wert stieg noch weiter
signifikant an, wenn die Hunde Symptome entwickelten. Der
beste Cut-off-Wert, um alle Krankheitsstadien der DCM
vorauszusagen war < 0,22 ng/ml (Sensitivitdt 78,9 %, Spezifitit
87,3 %). Der Test war auch bei den Dobermédnnern erhoht, die
nur VES und keine echokardiographischen Verdnderungen
zeigten. Die Sensitivitdt war jedoch bei den Doberménnern mit
echokardiographischen Verdnderungen besser (WESS et al.,
2010c).

Bei der Beurteilung der Testergebnisse muss beachtet werden,

dass es verschiedene Analysetests auf dem Markt gibt und diese
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eventuell nicht immer vergleichbar sind (WESS et al., 2017a).
Aktuell wird oft ein hochsensitiver cTnl-Test verwendet. In
einer Studie mit dem hochsensitiven Testverfahren wurde ein
Cut-off-Wert von > 0,113 ng/ml bestimmt. Mit diesem Wert
konnen Dobermidnner erkannt werden, die verdichtig fiir eine
Dobermann-Kardiomyopathie sind (Sensitivitit: 81,2 %,
Spezifitit: 73,2 %). Ab einem Cut-off-Wert von > 0,242 ng/ml
ist das Vorliegen einer DCM sehr wahrscheinlich (Sensitivitét:
42,3 %, Spezifitit: 97,2 %). In dieser Studie erwies sich der
hochsensitive Test etwas besser als der konventionelle cTnl-
Test um Hunde frithzeitig zu erkennen, bevor sie echo- bzw.
elektrokardiographische Verdanderungen aufweisen (KLUSER
et al., 2019).

Auch hier ist der Nachweis von cTnl nur als erginzend
anzusehen. Die Beweislage reicht nicht aus, um den
Goldstandard mit Echokardiogramm und Holter-EKG zu

ersetzen.

In einer Studie, in der die prognostischen Faktoren fiir den
Sekundentod beim Dobermann untersucht wurden, war c¢Tnl
eine wichtige Variable, um den Sekundentod vorauszusagen.
Doberménner mit einem vergroflerten Herz und einer c¢Tnl-

Konzentration > 0,34 ng/ml, hatten ein deutlich erhohtes Risiko
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am Sekundentod zu versterben (KLUSER et al., 2016).

1.6. Therapeutische Méglichkeiten

Bislang gibt es keine kausale Therapie bei der Dobermann-
Kardiomyopathie. Die bisherigen Therapieoptionen kénnen nur
den Beginn der Symptome verzogern oder diese abschwéchen
(SUMMERFIELD et al, 2012). Weiterhin soll die
Lebensqualitdt erhoht und die Mortalitdt verringert werden
(SISSON et al., 1999). Es gibt bisher keine allgemeinen
Richtlinien beziiglich der Therapie der okkulten DCM
(CALVERT & MEURS, 2009). Im Folgenden werden die
wichtigsten ~Medikamente, die bei der Dobermann-

Kardiomyopathie eingesetzt werden, kurz erléautert.

1.6.1.  Pimobendan

Pimobendan ist ein sogenannter Inodilatator. Das heif3t, es wirkt
positiv inotrop und bewirkt eine vendse und arterielle
Vasodilatation (HOGAN & GREEN, 2009). Dies wird durch die
Hemmung der  Phosphodiesterase Il  und  eine
Kalziumsensibilisierung erreicht (LEE et al., 1989). Es ist das
Medikament, das bisher den grofiten therapeutischen Nutzen in
der okkulten Phase der Dobermann-Kardiomyopathie bewiesen

hat. In einer gro3en Multicenterstudie lebten die Doberménner,
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die mit Pimobendan behandelt wurden, im Durchschnitt 9
Monate ldnger bis sie ein kongestives Herzversagen
entwickelten im Vergleich zu Doberménnern, die ein Placebo
erhielten (SUMMERFIELD et al., 2012). Auch im klinischen
Stadium der Erkrankung erwies es sich als wichtiges
Medikament, das die Uberlebenszeit verlingert, wenn es
zusitzlich zu Furosemid und einem ACE-Hemmer gegeben wird

(FUENTES et al., 2002; O'GRADY et al., 2008).

1.6.2.  Angiotensin-konvertierendes-Enzym-Hemmer

ACE-Hemmer (ACE: Angiotensin konvertierendes Enzym)
blockieren, wie der Name schon sagt, das Angiotensin
konvertierende Enzym. Dadurch wird die Bildung von
Angiotensin II verhindert, welches normalerweise eine
Vasokonstriktion, Fliissigkeits-retention, Hypertrophie und
Fibrose der Herzmuskelzellen und der glatten GefaBmuskulatur,
Aldosteron-Freisetzung und Verstirkung des sympathischen

Nervensystem bewirkt (HOGAN & GREEN, 2009).

Bislang gibt es nur eine einzige Studie, die den Effekt des ACE-
Hemmers Benazepril Hydrochlorid auf das Voranschreiten der
Dobermann-Kardiomyopathie im okkulten Stadium
untersuchte. In dieser retrospektiven Studie war die Zeit bis

klinische Symptome auftraten ca. 3 Monate ldnger bei
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Dobermédnnern, die Benazepril erhielten, im Vergleich zu den
Hunden, denen keines verabreicht wurde (O'GRADY et al.,
2009). Die positive Auswirkung von ACE-Hemmer im
klinischen Stadium von Hunden mit DCM wurde von mehreren
prospektiven Studien nachgewiesen (THE COVE STUDY
GROUP, 1995; THE IMPROVE STUDY GROUP, 1995;
ETTINGER etal., 1998; THE BENCH STUDY GROUP, 1999).

1.6.3. Antiarrhythmika

Es gibt ein immer weiterwachsendes Spektrum von
antiarrhythmischen Medikamenten. Fiir eine bessere Ubersicht
wurden verschiedene Einteilungssysteme entwickelt. Das
bekannteste ist die Klassifikation nach Vaughn Williams, die
von Harrison modifiziert wurde (MUIR et al., 1999). Hier
werden die Antiarrhythmika in 4 Klassen eingeteilt. Klasse 1
besteht aus Medikamenten, die einen Einfluss auf den
Natriumkanal haben. Klasse 2 umfasst die Betablocker. Klasse
III besteht aus Medikamenten, die das intrazelluldre
Aktionspotential verlingern. Medikamente der Klasse VI sind
Kalziumkanalblocker (VAUGHAN  WILLIAMS, 1984;
HARRISON, 1985).

Die Therapie von ventrikuldren Arrhythmien hat das Ziel das

Sekundentodrisiko zu verringern, die Anzahl der gefdhrlichen



IV. Literaturiibersicht 40

Arrhythmien zu reduzieren und die damit verbundenen
klinischen Symptome zu eliminieren (MOISE, 1999). Da
bislang nur wenige Studien {iber den FEinsatz von
Antiarrhythmika beim Dobermann vorliegen, gibt es keine

eindeutigen Therapieempfehlungen.

Eine Studie, die 1996 veroffentlicht wurde, evaluierte den
Einsatz von Tocainid bei 23 Doberméinnern mit okkulter
Kardiomyopathie. Es konnte eine mindestens 70 prozentige
Reduktion der Gesamtzahl der VES in ca. 80 % der behandelten
Hunde dosisabhéingig, kurzzeitig erreicht werden. Ein
therapeutischer Effekt, der lingere Zeit anhielt, war bei den
Hunden mit systolischer Dysfunktion jedoch oft nicht zu
erreichen. Aufgrund der hohen Kosten und der potenziell
schwerwiegenden = Nebenwirkungen, wie z.B. eine
Endotheldystrophie der Kornea oder Nierenfunktionsstorungen,
empfohlen die Autoren das Medikament nicht linger als 3

Monate einzusetzen (CALVERT et al., 1996).

In einer kleinen, retrospektiven Studie wurde der Einfluss der
antiarrhythmischen Therapie auf die Uberlebenszeit von 19
Doberméannern mit okkulter DCM evaluiert. Die Hunde, die
Antiarrhythmika erhielten, lebten signifikant Ilénger als

diejenigen, die keine erhielten. Alle Hunde in dieser Studie
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starben am Sekundentod. Daher war die Schlussfolgerung der
Autoren, dass Antiarrhythmika den Sekundentod herauszdgern,

aber nicht verhindern konnen (CALVERT & BROWN, 2004).

In einer prospektiven Studie mit 39 Dobermédnnern im frithen
Arrhythmie-Stadium wurde der Einfluss der Verabreichung von
alleinigem Ramipril oder der Kombination von Ramipril mit
Sotalol oder keiner Therapie verglichen. Die mediane Zeit bis
die Malignitit der Arrhythmien zunahm, war bei den
Doberménnern, die eine Kombination aus Ramipril und Sotalol
erhielten lénger, als bei den Hunden die keine Therapie oder nur
Ramipril erhielten. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant

(GLATZMEIER & WESS, 2012).

Bei 43 Doberménnern mit malignen Arrhythmien wurden in
einer prospektiven Studie 2 unterschiedliche Therapieansitze
miteinander verglichen. Den Hunden wurde randomisiert eine
Dauertherapie entweder mit Amiodaron oder einer Kombination
aus Sotalol und Mexiletin verabreicht. Die Studie konnte keinen
eindeutigen Vorteil von einem der beiden Therapieansitze auf
die Uberlebenszeit aufzeigen. Jedoch war die Uberlebenszeit in
beiden Gruppen deutlich ldnger, als die in der Literatur
angegebene von 3 bis 38 Tage ohne Therapie. Daher vermuteten

die  Autoren einen therapeutischen Effekt beider
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Therapieansitze (KASUSKE & WESS, 2015).

Beim Einsatz von Antiarrhythmika muss beachtet werden, dass
diese auch proarrhythmogen wirken und auch andere, teilweise
schwerwiegende Nebenwirkungen auslosen konnen
(ETTINGER, 2010). In einer Studie beim Dobermann konnte
gezeigt werden, dass Amiodaron in vielen Féllen hepatotoxisch
wirkt. Daher sollten die Leberenzyme vor dem Einsatz dieses
Medikamentes und mindestens einmal im Monat wihrend der
Therapie bestimmt werden (KRAUS et al., 2009). Weiterhin
wurde der therapeutische Einsatz von Amiodaron, sowohl beim
Menschen, als auch bei Hunden, in Zusammenhang mit einer
Thrombozytopenie gebracht, weswegen auch die regelméfige
Uberpriifung eines Blutbildes zu empfehlen ist (WEINBERGER
etal., 1987; CALVERT et al., 2000a).

1.6.4. Diuretika

Diuretika stellen den Grundstein der Therapie des kongestiven
Herzversagens dar. Hiervon sind Schleifendiuretika diejenigen,
die am meisten verwendet und auch als die potentesten
Entwiésserungsmedikamente angesehen werden. Sie blockieren
den  Natrium-Kalium-Chlorid-Cotransporter im  dicken,
aufsteigenden Teil der Henle-Schleife und bewirken somit eine

vermehrte Wasser- und Elektrolytausscheidung (SCHROEDER,
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2010).

Furosemid ist das Schleifendiuretikum, welches am héufigsten
zur Therapie von Hunden im Herzversagen verwendet wird
(KITTLESON, 1998a). Es ist wichtig die geringstmogliche
Dosis zu verabreichen, um Nebenwirkungen, wie Dehydratation
und Hypokalidmie, zu vermeiden (HOGAN & GREEN, 2009).
Ein weiteres Schleifendiuretikum, das inzwischen fiir Hunde
zugelassen ist, ist Torasemid. Es ist ein noch potenteres
Medikament, das eine lingere Halbwertszeit besitzt und somit
weniger oft als Furosemid gegeben werden muss (ISHIDO &
SENZAKI, 2008). Es wird oft bei Hunden eingesetzt, die eine
Resistenz gegen Furosemid entwickelt haben (OYAMA et al.,
2011). Bei einer Resistenz gegen Schleifendiuretika, ist es
weiterhin sinnvoll ein zweites Diuretikum, das in einem anderen

Teil des Nephrons wirkt, einzusetzen (ELLISON, 1991).

1.7. Prognose

Die Uberlebenszeit von Doberminnern im okkulten Stadium der
DCM ist sehr variabel. Der Grofiteil der Hunde bei denen zum
ersten Mal echokardiographische oder elektrokardiographische
Anzeichen fiir eine DCM im Alter von 3 bis 4 Jahren entdeckt
werden, sterben auch innerhalb von 3 bis 4 Jahren (CALVERT
et al., 1997a). Hunde die in dieser Phase am Sekundentod
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versterben, leben deutlich kiirzer (CALVERT et al., 1997a). In
einer retrospektiven Studie, die den Einfluss von
Antiarrhythmika auf die Uberlebenszeit bei Dobermiinnern im
okkulten Stadium untersuchte, lebten die Hunde mit
antiarrhythmischer Therapie ca. ein halbes Jahr bevor sie am
Sekundentod verstarben. Die unbehandelten Hunde hatten eine
mediane Uberlebenszeit von 11 Tagen (CALVERT & BROWN,
2004). Eine neuere Studie, welche die Faktoren untersuchte, die
prognostisch sind fiir das Risiko am Sekundentod zu versterben,
zeigte, dass ein vergroBertes Herz der wichtigste negativ
prognostische Faktor ist. Weitere Faktoren sind das
Vorhandensein von ventrikuldren Tachykardien, eine maximale
Schlag-zu-Schlag-Frequenz der VES iiber 260 Schlige pro
Minute oder eine cTnl Konzentration von tiiber 0,34 ng/ml
(KLUSER et al., 2016). Eine groe Multicenterstudie
untersuchte bei Doberménnern, mit einer systolischen
Dysfunktion im okkulten Stadium, den Einfluss von
Pimobendan auf die Zeit bis zum Eintritt des Herzversagens
oder bis zum Sekundentod. In dieser Studie dauerte die Zeit bis
zum Herzversagen oder Sekundentod im Median ca. 2 Jahre bei
den Hunden, die Pimobendan erhielten, im Vergleich zu 15
Monaten bei den Hunden, die kein Pimobendan bekamen. In

dieser Studie wurden Hunde mit anhaltenden ventrikulidren



IV. Literaturiibersicht 45

Tachykardien ausgeschlossen (SUMMERFIELD et al., 2012).

Die Prognose von Dobermdnnern im klinischen Stadium der
DCM ist schlecht (CALVERT et al., 1982; CALVERT et al.,
1997b; PETRIC et al., 2002a). Sie haben einen schnelleren
Verlauf mit kiirzeren Uberlebenszeiten im Vergleich zu anderen
Hunderassen (CALVERT et al., 1982; PETRIC et al., 2002a;
O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004b; SIMPSON et al., 2015).
Die beschricbene mediane Uberlebenszeit ab Beginn der
klinischen Symptome ist 6,5 Wochen (CALVERT et al., 1982;
CALVERT et al., 1997b). Nur ein verschwindend geringer Teil
der Hunde, die gut auf die Therapie ansprechen, leben ldnger als
ein Jahr (CALVERT et al, 1997b). In einer prospektiven,
placebokontrollierten Doppelblindstudie war die mediane
Uberlebenszeit von 10 Doberminnern, die mit Pimobendan
behandelt wurden, signifikant linger gegeniiber den Hunden, die
mit einem Placebo behandelt wurden. Die mediane
Uberlebenszeit betrug 329 im Vergleich zu 50 Tage (FUENTES
et al, 2002). In einer weiteren, prospektiven,
placebokontrollierten Doppelblindstudie mit 16 Dobermédnnern
im Herzversagen betrug die Zeit bis zum Therapieversagen 130
Tage bei den mit Pimobendan behandelten Hunden, im

Vergleich zu 14 Tage bei den Kontrollhunden (O'GRADY et al.,
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2008). Vorhofflimmern und beidseitiges Herzversagen waren in
einer Studie von CALVERT und Kollegen (1997b) bei
Doberménnern im Endstadium negativ prognostische Faktoren.
In einer neueren Studie von SEUSS und Kollegen (2016) war
Vorhofflimmern jedoch kein negativ prognostischer Faktor. In
der letztgenannten Studie zeigten die Faktoren bilaterales CHF,
Alter, ein groBBeres EDVI, vorberichtliche Synkopen und das
Vorliegen mindestens einer VES im Kurzzeit-EKG eine
negative Bedeutung in Bezug auf die Uberlebenszeit von

Doberménnern im klinischen Stadium (SEUB & WESS, 2016).
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2. Die Rolle der Autoimmunitit bei der

dilatativen Kardiomyopathie

Dieses Kapitel soll einen Uberblick iiber den bisherigen
Wissenstand zur Rolle der Autoimmunitét bei der dilatativen
Kardiomyopathie geben. Da es dazu beim Hund noch sehr
wenige Veroffentlichungen gibt, wird vor allem auf den

aktuellen Kenntnisstand in der Humanmedizin eingegangen.

Autoimmunitdt wird immer mehr als Ursache oder Verstirker
von verschiedenen Krankheiten anerkannt (BECKER et al.,
2017a). Die Autoimmunkrankheit wird definiert als ,,Krankheit,
die ganz oder teilweise auf die Bildung von Autoantikdrper u.
deren schiddigende Einwirkung auf den Gesamtorganismus bzw.
Organsysteme [...] zuriickzufiihren ist“ (REICHE et al., 2003).
Im Gegensatz zu den klassischen Autoantikdrpern, die eine
direkte inflammatorische, verletzende oder zerstorende
Wirkung auf die Zielzellen, -gewebe oder -organe haben, steht
eine neue Klasse von funktionalen Autoantikdrpern. Diese
Autoantikorper werden in der Humanmedizin zunehmend als
Verursacher oder Verstirker der DCM angesehen. Es handelt
sich hierbei um Autoantikérper gegen G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren. Durch die Bindung an die Rezeptoren iiben sie vor

allem eine agonistische Wirkung aus, die zu einer Regulierung
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der Rezeptorvermittelten Signalkaskade fiihrt (LIMAS et al.,
1990b; JAHNS et al.,, 2004a; SCHULZE et al., 2005;
BORNHOLZ et al., 2014; BECKER et al., 2017a). Vor allem
Autoantikdrper gegen den [B1-Adrenozeptor und den
muskarinergen M2-Rezeptor wurden in hohen Konzentrationen
bei Patienten mit DCM gefunden (WALLUKAT et al., 2000;
WALLUKAT & SCHIMKE, 2014). Der Begriff ,,funktionale
Autoantikorperkrankheit wird fiir diese Form der Erkrankung,
bei der Autoantikorper gegen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
eine pathogene Rolle spielen, vorgeschlagen (BECKER et al.,
2017a).

2.1. Privalenz

In der Humanmedizin wurden verschiedene Autoantikdrper im
Serum von Patienten mit DCM entdeckt. Zum einen wurden
Autoantikorper gegen Myosin und Tropomyosin in DCM-
Patienten gefunden. Hier liegt die Pridvalenz zwischen 20 und
66 % (CAFORIO et al., 1992; KONSTADOULAKIS et al.,
1993; GOLDMAN et al., 1995). Eine Studie zeigt, dass die
Autoantikorpertiter im Verlauf der Erkrankung sinken oder die
Autoantikorper sogar  vollkommen verschwinden. Das
Vorhandensein und das Fortbestehen der Autoantikorper ist mit

einem milderen Krankheitsverlauf assoziiert (CAFORIO et al.,
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1997).

Bei Doberminnern mit DCM wurde ebenfalls die Rolle von
Autoantikérpern gegen Myosin und Laminin untersucht. Es
konnte jedoch kein Unterschied zwischen den gesunden und
erkrankten Doberménnern festgestellt werden (BRAZ-RUIVO,
1999).

Weiterhin wurden Autoantikdrper gegen das kardiale Troponin
I gefunden. Die Privalenz betrdgt zwischen 16 und 28 % bei
DCM-Patienten (SHMILOVICH et al., 2007; LANDSBERGER
etal., 2008; LEUSCHNER et al., 2008). Das Vorhandensein von
Autoantikorpern gegen das cTnl zeigt keine Assoziation mit
dem klinischen Zustand und Outcome der Patienten

(MIETTINEN et al., 2008).

Eine autoimmune Komponente wird bei der DCM vor allem in
Zusammenhang mit Autoantikdrpern gegen G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren gebracht. Hierbei spielen hauptsédchlich
Autoantikorper gegen die B1-Adrenozeptoren und gegen die
muskarinergen M2-Rezeptoren eine Rolle (WALLUKAT et al.,
2000; WALLUKAT & SCHIMKE, 2014). Es scheint, dass die
31-AAK bei der DCM die dominanten Autoantikorper sind, da
sie mit einer hoheren Affinitdt an die Rezeptoren binden und bei

einem grofBeren Anteil der Patienten mit DCM gefunden werden
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(WALLUKAT et al., 2000). Die Pravalenz der B1-AAK variiert
stark in den verschiedenen Studien. Je nachdem welche
Messmethode angewandt wurde, liegt die Priavalenz zwischen
26 und 95 % (LIMAS et al., 1989; WALLUKAT et al., 1991;
MATSUI et al., 1995; JAHNS et al., 1999; SCHULZE et al.,
2005; STORK et al., 2006; HOLTHOFF et al., 2012; BECKER
et al, 2017a). Wihrend in manchen Studien zwischen
Autoantikdrpern gegen die erste und zweite extrazelluldre
Schleife der B1-Adrenozeptoren unterschieden  wird
(WALLUKAT et al., 1995; SCHULZE et al., 2005), werden in
anderen Studien agonistisch wirkende B1-AAK allgemein
bestimmt (STORK et al., 2006). Mehrere Studien zeigten die
funktionale Aktivitdt beider Arten von B1-AAK (WALLUKAT
etal., 1995; WALLUKAT et al., 2000). In einer neueren Studie
zeigten Autoantikorper gegen die erste extrazelluldre Schleife
jedoch eine deutlich geringere Aktivitit, als die Autoantikorper
gegen die zweite extrazelluldre Schleife (NIKOLAEV et al.,
2007).

Beim Dobermann wurden ebenfalls B1-AAK in allen
verschiedenen Stadien der DCM entdeckt. Bei erkrankten
Doberménnern konnten diese bei 67,8 %, bei gesunden bei

61,3 % nachgewiesen werden. Die Messwerte waren bei einigen
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Hunden schon im kardiologisch unauffilligen Stadium erhoht
und stiegen beim Fortschreiten der Erkrankung weiter an.
AuBlerdem hatten die Autoantikdrper-positiven Hunde eine
signifikant hohere Gesamt- sowie kardiale Mortalitit (P = 0,002;
p = 0,037). Die Bindungsstelle der Autoantikdrper war die
zweite extrazelluldre Schleife der B1-Adrenozeptoren (WESS et
al., 2019).

Der erste Beweis fiir die Existenz von Autoantikorper gegen den
muskarinergen M2-Rezeptor bei Patienten mit DCM wurde von
FU und Kollegen (1993) erbracht. Die Pridvalenz dieser
Autoantikorper wurde zwischen 18 und 51 % beschrieben
(NUSSINOVITCH & SHOENFELD, 2012). Diese funktionalen
Autoantikdrper iiben einen negativ chronotropen Effekt auf die
Kardiomyozyten aus. In Anwesenheit von B1-AAK haben sie
jedoch nur einen geringen kontrdren Einfluss auf den positiv
chronotropen  Effekt der adrenergen  Autoantikdrper

(WALLUKAT et al., 2000).

2.2. Atiologie

Die genaue Ursache der Entwicklung der Autoantikorper ist in
den meisten Fillen noch nicht vollstindig geklért. Es gibt viele
verschiedene Thesen. ROOT-BERNSTEIN und
FAIRWEATHER (2015) haben diese Thesen in Bezug auf
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Myokarditis aufgefiihrt und diskutiert. Alle Thesen haben die
Annahme gemeinsam, dass Autoimmunkrankheiten durch
Umweltfaktoren, beispielsweise Infektionen oder chemische
Einwirkungen, ausgelost werden. BECKER und Kollegen
(2017a) haben diese Thesen dann in Bezug auf

Kardiomyopathien untersucht und zusammengefasst.

Die dlteste These ist die ,,verborgene Antigen Theorie®.
Eigenantigene sind im Normalzustand fiir das Immunsystem
nicht erreichbar. Im Falle einer Gewebeverletzung konnen diese
Antigene jedoch zugdnglich werden und somit durch
autoreaktive T- und B-Zellklone angegriffen werden. Diese
Gewebeverletzung kann durch physikalische und chemische
Reize sowie infektidose und entziindliche Prozesse verursacht
werden. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass zusitzliche
Bedingungen, wie solche die durch genetische Pradispositionen
oder Umwelteinfliisse hervorgerufen werden, fiir die
Verursachung der Krankheit notwendig sind (BECKER et al.,
2017a). Ein Beispiel fiir die verborgenen Antigene sind die
intrazelluldren Proteine Myosin und Troponin I (LIAO et al.,
1995). Autoantikdrper gegen diese versteckten Antigene wurden
héufig bei Patienten mit DCM gefunden (CAFORIO et al., 1992;
KONSTADOULAKIS et al., 1993; GOLDMAN et al., 1995;
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SHMILOVICH et al., 2007, LANDSBERGER et al., 2008;
LEUSCHNER et al., 2008).

Die These der ,,molekularen Mimikry* beschreibt das Konzept
bei dem Krankheitserreger Proteine entwickeln, die denen der
Proteine des Wirtes dhnlich sind, um sich vor dessen
Immunsystem zu schiitzen (DAMIAN, 1964). Bei einer
Immunantwort gegen die pathogenen Proteine kommt es somit
zu einer Kreuzreaktion gegen korpereigene Proteine
(FUJINAMLI et al., 1983; FUIINAMI & OLDSTONE, 1985).
Ein Beispiel hierfiir ist die Chagas-Krankheit, welche durch das
Protozoon Trypanosoma cruzi verursacht wird (VAN
VOORHIS et al., 1991). Unter anderem ist Trypanosoma cruzi
durch molekulare Mimikry in der Lage eine funktionale
Autoimmunantwort gegen den B1-Adrenozeptor auszuldsen
(FERRARI et al., 1995). Es stellt sich hierdurch die Frage, ob
auch die B1-AAK, die bei der idiopathischen DCM gefunden
werden, durch ein bislang nicht identifiziertes virales Pathogen
verursacht werden (MAGNUSSON et al., 1996). SPOTNITZ
und LESCH (2006) stellten die Hypothese auf, dass die
idiopathische DCM eine Langzeitfolge einer ausgeheilten
viralen Myokarditis durch Coxsackie-B- oder auch andere Viren

sein konnte. Sie duBerten die Vermutung, dass eine genetische
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Veranlagung dazu fithren kann, dass ruhendes virales Erbgut
intramyokardial persistiert und durch Aktivierung eine DCM

auslosen kann.

Die ,,bystander or adjuvant effect theory” wurde aus der Frage
heraus entwickelt, warum es nicht moglich ist eine
Autoimmunkrankheit, ohne die Verwendung eines Hilfsmittels,
durch kreuzreaktive, inaktivierte Pathogene zu verursachen. Der
Grundgedanke  dieser These ist es, dass unter
Normalbedingungen autoreaktive Immunitdt streng reguliert
wird. In der Gegenwart eines Hilfsmittels, werden jedoch
Zytokine produziert, die autoreaktive T-Zellen unspezifisch
aktivieren und dadurch die Pathogenese induzieren (ROOT-
BERNSTEIN & FAIRWEATHER, 2015). Da bei der DCM
Autoantikorper gegen  G-Protein-gekoppelte = Rezeptoren
gefunden werden, die im Normalzustand nicht verborgen sind,
aber gut toleriert werden, liegt die Vermutung nahe, dass hier
ebenfalls Hilfsstoffe oder spezielle Bedingungen vorhanden sein
miissen, um die Erkrankung auszulésen (BECKER et al.,

2017a).

Bei der ,.epitope spread theory* produziert das Immunsystem
initial spezifische T- und B-Zellen als Antwort auf ein

dominantes Antigen, beispielsweise eines Infektionserregers
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oder eines Eigenantigens. Um die Wirksamkeit der
Immunantwort zu erhhen, werden mit der Zeit andere Epitope
und Molekiile, die eine dhnliche Struktur haben oder rdumlich
nahe beieinander liegen, angegriffen. Dieser Mechanismus kann
die Chronizitit in Autoimmunkrankheiten fordern (BECKER et
al., 2017a). Bei der DCM wurde diese Epitop-Ausweitung bei
Ratten, die mit einem C-Protein-Fragment immunisiert wurden,
beobachtet. T-Zell-Aktivierung und B-Zell-Epitop-Ausweitung
werden als Schliisselelemente fiir die Entwicklung einer DCM
in Folge einer Myokarditis angesehen (MATSUMOTO et al.,
2007).

Eine weitere Theorie ist unter anderem die ,,dual T cell receptor
theory. Bei dieser These geht man davon aus, dass die
Selbsttoleranz durch T-Zellen iiberwunden wird, welche
Rezeptoren fiir 2 verschiedene Antigene aufweisen. Einer der
Rezeptoren zielt gegen ein Fremdantigen, wihrend der andere
gegen ein Eigenantigen gerichtet ist. Im Falle einer T-Zell-
Aktivierung durch das Fremdantigen, wiirde die folgende
klonale Expansion unbeabsichtigter Weise eine Uberwindung
der Selbsttoleranz mit Hilfe des autoreaktiven Rezeptors

veranlassen (BECKER et al., 2017a).

In Hinblick auf die verschiedenen Theorien muss beachtet
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werden, dass die meisten klinischen und experimentellen Daten
auf mehrere Arten interpretierbar sind und keine einzelne
Theorie als alleinige Erkldrung der Ursache angesehen werden

kann (ROOT-BERNSTEIN & FAIRWEATHER, 2015).

2.3. Pathophysiologie

Die Pathogenese bei der Autoantikdrper-assoziierten dilatativen
Kardiomyopathie wird vor allem mit den BI-AAK in
Zusammenhang gebracht (WALLUKAT et al., 2000). Der B1-
Adrenozeptor gehort zur Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren. Er macht etwa 70-80% der kardialen B-
Adrenozeptoren aus (FRIELLE et al., 1987; JAHNS et al.,
2006a). Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren stellen die
grofite Superfamilie im menschlichen Genom dar. Sie sind an
fast allen Prozessen im Korper beteiligt (UNAL et al., 2012;
BECKER et al., 2017a).

Um den Pathomechanismus zu erkldren, wird zunichst der
Autfbau der Adrenozeptoren beschrieben. Der 31-Adrenozeptor
besteht aus 7 transmembrandsen Alpha-Helices, die eine
hydrophobe  Tasche  formen. Diese umfasst die
Lipiddoppelschicht der Membran und dient als Bindungsstelle
fiir die Liganden (BYWATER, 2005; JAHNS et al., 2006a). Die

7 transmembrandsen Helices werden durch 3 extrazelluldre und
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3 intrazelluldre Schleifen verbunden. Mit dem intrazellulér
gelegenen Bereich koppeln die B1-Adrenozeptoren mit den
stimulierenden G-Proteinen (JAHNS et al., 2006a). An den
extrazelluldren Teil, genauer gesagt an die erste und zweite
extrazelluldre Schleife, konnen die Autoantikorper binden

(WALLUKAT et al., 1995).

Die B1-AAK wurden zum ersten Mal von WALLUKAT und
WOLLENBERGER (1987b) in Seren von Patienten mit DCM
entdeckt. In den darauffolgenden Jahren wurde diese
Entdeckung von anderen Forschern bestitigt (LIMAS et al.,
1989; MAGNUSSON et al., 1990). Obwohl der genaue
Pathomechanismus noch nicht vollstindig geklirt ist, wurde in
den letzten Jahren die Wirkungsweise der Autoantikorper immer
mehr aufgekldrt und die krankheitsinduzierende Wirkung
bewiesen. Dies wird im Folgenden genauer erldutert: Die
agonistischen BI-AAK aktivieren den Rezeptor auf eine
dhnliche Weise wie die natiirlichen Agonisten (WALLUKAT &
SCHIMKE, 2014). Durch die Bindung der Autoantikérper an
die erste oder zweite extrazellulire Schleife der BI-
Adrenozeptoren wird die aktive Rezeptorkonformation
stabilisiert und die intrazelluldre Signalkasakade ausgeldst. Die

G-Proteine aktivieren die Adenylatzyklase, welche die Bildung
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des  sekunddren  Botenstoffes  zyklisches  Adenosin-
monophosphat  (cAMP)  katalysiert und die L-Typ-
Kalziumkanéle aktiviert. Das cAMP regt wiederum die
Proteinkinase A an, welche verschiedene Substrate
phosphoryliert, die in die Regulation des intrazelluldren
Kalziumspiegels involviert sind. Dies erhoht die myokardiale
Inotropie und Lusitropie (JAHNS et al., 2006a). LIAO und
Kollegen (1997) waren die ersten, die andeuteten, dass die B1-
AAK die myokardiale Kalziumkonzentration erhéhen und

dadurch eine Myokardschddigung verursachen.

Einer der Unterschiede zwischen den natiirlichen Agonisten und
den B1-AAK ist die unterschiedliche Bindungsstelle. Die
klassischen Agonisten binden an die hydrophobe Tasche. Die
31-AAK binden an die erste oder zweite extrazelluldre Schleife
(WALLUKAT & SCHIMKE, 2014). Die agonistische Wirkung
der BI-AAK beruht auf der Stabilisierung der aktiven
Rezeptorkonformation. Diese Stabilisierung konnte durch die
Bildung eines Rezeptor-Dimers erfolgen (HOEBEKE, 2001;
WALLUKAT & SCHIMKE, 2014). In verschiedenen Studien
konnte jedoch gezeigt werden, dass bestimmte Voraussetzungen
fiir eine vollstindige Wirkungsentfaltung der B(1-AAK
notwendig sind (WALLUKAT & SCHIMKE, 2014). Diese
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konnten beispielsweise durch eine genetische Préadisposition
(LIMAS et al., 2004; CAFORIO et al., 2007) sowie durch
metabolische  Verdnderungen aufgrund einer Ischémie
(LUKITSCH et al., 2012), Hypoxie oder Entziindung (JAHNS
et al., 2008; WALLUKAT & SCHIMKE, 2014) hervorgerufen
werden. Weiterhin wurde gezeigt, dass die BI-AAK die
Schlagkraft der Myozyten in konzentrationsabhéngiger Weise
nur um bis zu 80 % der maximalen Schlagkraft, die durch
Isoproterenol ausgelost wird, erhohen (MAGNUSSON et al.,
1994).

Fiir den pathogenen Effekt der Autoantikérper wird zudem eine
fehlende  Desensibilisierung  verantwortlich ~ gemacht
(WALLUKAT et al, 1991). Bei der physiologischen
Stimulation durch die klassischen B-adrenergen Agonisten, wie
Adrenalin und Noradrenalin, erfolgt eine Herunterregulierung
der B-Adrenozeptoren und eine Desensibilisierung der 8-
adrenergen Reaktion innerhalb von 60 Minuten. Der Agonisten-
dhnliche-Effekt, der durch die 31-AAK ausgeldst wird, bleibt
jedoch mehr als 6 Stunden bestehen. Dies verursacht einen
persistierenden positiv chronotropen Effekt. Die Zellen
verlieren somit ihren wichtigen Schutzmechanismus gegen eine

agonistisch wirkende Uberstimulation. Dadurch kénnte die
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Krankheit  ausgelést und  aufrechterhalten  werden
(WALLUKAT et al., 1991; MAGNUSSON et al, 1994;
WALLUKAT et al., 2000). Eine permanente 31-Adrenozeptor-
Stimulation kann somit eine Kalziumiiberladung und eine
Schadigung der Herzmuskelzellen (LIAO et al., 1997) sowie
Apoptose und Zelltod verursachen (STAUDT et al., 2003;
JANE-WIT et al., 2007; HABERLAND et al., 201la;
WALLUKAT & SCHIMKE, 2014).

Der Beweis fiir den kausalen Zusammenhang von 31-AAK und
der Entwicklung einer DCM konnte schlieBlich durch die in vivo
Immunisierung mit synthetischen Peptiden gegen die zweite
extrazelluldire Schleife des humanen B1-Adrenozeptoren in
Kaninchen erbracht werden. Nachdem die Kaninchen ein Jahr
lang aktiv mit den Peptiden immunisiert wurden, zeigten sie
morphologische Verdnderungen des Herzens, die einer DCM
dhneln (MATSUI et al., 1997). JAHNS und Kollegen (2004a)
konnten diesen kausalen Zusammenhang bestéitigen. Sie
immunisierten Ratten gegen die zweite extrazelluldre Schleife,
welche bei Ratten und beim Menschen eine hundertprozentige
Ubereinstimmung der Sequenz besitzt. Die immunisierten
Ratten entwickelten zuerst alle Autoantikdrper gegen die B1-

Adrenozeptoren und schlieSlich nach 9 Monaten eine schwere
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linksventrikuldre Dilatation und Dysfunktion. Wenn Serum von
diesen Ratten auf gesunde iibertragen wurde, dann entwickelten

diese Ratten ebenfalls einen DCM-dhnlichen-Phinotyp.

Klinische Studien bei DCM-Patienten zeigten, dass 1-AAK mit
einer deutlich reduzierten kardialen Funktion (JAHNS et al.,
1999), der hiufigeren Entstehung von malignen ventrikuldren
Arrhythmien (CHIALE et al., 2001), einem verstirkten
Auftreten von plotzlichem Herztod (IWATA et al., 2001) sowie
einer allgemein erhohten kardialen Mortalitdt (STORK et al.,
20006) assoziiert sind. ZUO und Kollegen (2015) untersuchten in
einer Studie den Mechanismus durch welchen die B1-AAK
ventrikuldre Arrhythmien verursachen. Sie fanden heraus, dass
diese ein verldangertes QT-Intervall induzieren und dadurch

direkt die ventrikuldren Arrhythmien auslosen konnen.

Dariiber hinaus wurde der pathogene Effekt der B1-AAK
schlieBlich durch einen therapeutischen Nachweis der
Autoantikorper-Neutralisation ~ bewiesen. ~ Durch  eine
Immunadsorption konnten sowohl eine Verbesserung der
Herzfunktion und des klinischen Status der Patienten (FELIX et
al., 2000; MULLER et al., 2000; KNEBEL et al., 2004) als auch
eine Reduktion der Mortalitdt in einem Zeitraum von 5 Jahren

nach der Autoantikorper Entfernung erzielt werden (DANDEL
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etal., 2012a).

Auf die therapeutischen Moglichkeiten wird spéter noch einmal
genau eingegangen. Zunichst werden jedoch die diagnostischen

Moglichkeiten detaillierter beschrieben.

24. Diagnostische Moglichkeiten

Die Beweise fiir die Pathogenitéit der B1-AAK sowie flir den
therapeutischen Nutzen der Autoantikorper-Neutralisation
werden zunehmend anerkannt. Da es sich gezeigt hat, dass nur
Patienten mit B1-AAK von der Autoantikorper-Neutralisation
profitieren (DANDEL et al., 2012a), ist der Bedarf nach einem
geeigneten diagnostischen Test hoch. Es wird eine adiquate
Testmethode gesucht, um die Patienten mit B1-AAK zu
identifizieren und um die zirkulierenden Antikorper-
konzentrationen =~ wéihrend  der  Therapie und  zur
Verlaufskontrolle zu iiberpriifen. Bislang gibt es verschiedene
Verfahren zur 31-A AK-Detektion. Keiner dieser Tests ist jedoch
fiir eine Routinelabordiagnostik geeignet (BORNHOLZ et al.,
2014). Die Schwierigkeit bei der Autoantikdrper-Bestimmung
ist, dass die Bindung der 31-AAK zum nativen B1-Adrenozeptor
durch sémtliche Fixationen sehr schnell zerstort wird
(BORNHOLZ et al., 2013). Zudem kann der Einfluss der B1-

AAK auf die Rezeptorkonformation und die nachgeschaltete
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Signalkaskade schwer von einem synthetischen Imitat
dargestellt werden. Folglich kdnnen die funktionalen 31-AAK
nur von Testverfahren, die den nativen B1-Adrenozeptor als

Antigen verwenden, zuverldssig nachgewiesen werden

(BORNHOLZ et al., 2014).

Im Folgenden werden die wichtigsten Methoden inklusive ihrer

Vor- und Nachteile beschrieben.

24.1. Kardiomyozyten-Kontraktions-Assay

Der Kardiomyozyten-Kontraktions-Assay (KKA) wurde 1987
zum ersten Mal von WALLUKAT und WOLLENBERGER
(1987b) zur Messung von Autoantikorpern gegen G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren etabliert. Dieser Bioassay wird noch
heute zur Autoantikorper-Detektion verwendet und zeigt sich als
verldssliche Methode (JOSHI-BARR et al., 2016). Zur Messung
der BI-AAK wird der positiv chronotrope Effekt der
Autoantikérper auf spontan schlagende, kultivierte, neonatale
Kardiomyozyten von Ratten gemessen. Die Schlagfrequenz der
Herzzellen wird mittels eines Mikroskops bestimmt. Fiir die
Zellkulturen werden Kardiomyozyten von 1-3 Tage alten Ratten
gewonnen. Die Praparation und Kultivierung der Zellkulturen ist
sehr aufwendig und dauert mehrere Tage (WALLUKAT &
WOLLENBERGER, 1987b; WALLUKAT et al., 2010a). Die
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Vorteile dieser Methode sind, dass hiermit der klinisch relevante
Anteil an funktional aktiven Autoantikorpern bestimmt werden
kann. Weiterhin zeigte der Test eine sehr hohe Sensitivitit. Die
Nachteile dieses Bioassays sind, dass er auf Kardiomyozyten
von Ratten beruht, die jedes Mal neu gewonnen werden miissen.
Weiterhin ist sowohl die Préparation der Zellkultur als auch die
manuelle Auswertung mit dem Mikroskop sehr zeitintensiv. Es
konnen maximal 10-15 Proben pro Tag von einem Laboranten
untersucht werden. Daher ist diese Methode nicht als
Routinelaboruntersuchung geeignet (BORNHOLZ et al., 2014;
JOSHI-BARR et al., 2016).

Um einen Bioassay zu erhalten mit dem mehr Proben in kiirzerer
Zeit untersucht werden konnen, wurde der KKA zu einem High-
Throughput-Bioassay ~ weiterentwickelt. = Dieser ~ Assay
verwendet, statt Herzzellen von  Ratten, humane
Kardiomyozyten. Die Anderung der Schlagfrequenz muss nicht
manuell mit dem Mikroskop wie bei dem KKA bestimmt
werden, sondern wird automatisch durch den ,,high throughput
imager gemessen. Dadurch kann eine sehr viel hohere
Probendurchsatzleistung erzielt werden. Der High-Throughput-
Bioassay wurde mit dem klassischen KK A verglichen und zeigte
grofBtenteils iibereinstimmende Ergebnisse (JOSHI-BARR et al.,
2016). Die Nachteile dieses Bioassays sind jedoch, dass er
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ebenfalls auf primdren Zellkulturen basiert, die jedes Mal neu
hergestellt werden miissen, wenn der Assay durchgefiihrt wird.
Daher eignet er sich auch nicht als Test im Routinelabor

(BORNHOLZ et al., 2014).

2.4.2.  Fluorescence-activated-cell-sorting-Assay

Der Fluorescence-activated-cell-sorting-Assay wurde von
BORNHOLZ und Kollegen (2016) beschrieben. Dieser
Bioassay  basiert auf der  durchflusszytometrischen
Quantifizierung von verschiedenen Gammaglobulinen, die an
lebende Zellen binden, in denen der 31-Adrenozeptor exprimiert
ist. Die rezeptorspezifische Immunglobulin-Bindung wird durch
Fluoreszenzmessung bestimmt. Die Ergebnisse waren
vergleichbar mit den anderen Bioassays (BORNHOLZ et al.,
2016). Wie die anderen Bioassays, die auf lebenden Zellen
basieren, ist auch dieser Assay fiir die Routinelabordiagnostik

ungeeignet (BORNHOLZ et al., 2014).

2.4.3. Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay

In verschiedenen Studien wurde ein peptidbasierter Enzyme-
linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) zur Autoantikorper-
Detektion verwendet (MATSUI et al., 1995; JAHNS et al.,
1999; JAHNS et al., 2004a; PEI et al., 2012). Die Validitét dieser
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Messmethode wird jedoch stark in Frage gestellt (JAHNS &
BOEGE, 2015). Es zeigte sich, dass die Sensitivitdt dieses
Testes deutlich geringer ist im Vergleich zu Verfahren, die
native B1-Adrenozeptoren verwenden (JAHNS et al., 2004a;
BORNHOLZ et al., 2013). Weiterhin kann mit diesem Test nicht
zwischen funktional aktiven Autoantikérpern und solchen,
welche die Rezeptorsignalkaskade nicht auslésen konnen,
unterschieden werden. Diese Unterscheidung ist jedoch wichtig,
da nur die funktional aktiven B1-AAK eine klinische Relevanz
besitzen (JAHNS et al., 1999; JAHNS et al., 2000; NIKOLAEV
et al., 2007; HERDA et al., 2012).

HOLTHOFF und Kollegen (2012) berichteten von der
Entwicklung eines neuen zellbasierten, kompetitiven ELISA
zum Nachweis von funktional aktiven humanen B1-AAK. Der
Assay verwendet das native BIl-Adrenozeptor Protein als
Zielantigen. Ein kompetitiver Ansatz wurde gewéhlt, um die
Spezifitit zu erhohen. Hierfiir wurden verschiedene
monoklonale Maus-Antikorper gegen die zweite extrazelluldre
Schleife des 31-Adrenozeptors entwickelt und auf ihre Spezifitit
und Affinitdt gegeniiber dem B1-Adrenozeptor getestet. Der
monoklonale Antikorper 23-6-7 zeigte die

erfolgversprechendsten Ergebnisse. Dieser Antikorper bindet



IV. Literaturiibersicht 67

spezifisch an die zweite extrazelluldre Schleife des humanen B1-
Adrenozeptors und ist in der Lage die Rezeptoraktivitit zu
stimulieren. Die funktional relevanten humanen B1-AAK aus
Patientenseren binden an das gleiche oder an {iberlappende
Epitope und reduzieren dadurch das ELISA-Signal. Die
Ergebnisse dieser Studie wurden mit einem peptidbasierten
ELISA verglichen. Die Autoren berichten von einem deutlich
geringeren Anteil an falsch positiven Ergebnissen. Weiterhin
soll dieser Test einfach und reproduzierbar in allen Laboren
etabliert werden konnen (HOLTHOFF et al., 2012). Die
Limitationen dieses Testes sind die verwendete Zellfixierung
und der monoklonale kompetitive Antikorper. Beide reduzieren
die verfligbaren Konformationsepitope. Daher ist die
Sensitivitit dieses Testes fragwiirdig und sollte iiberpriift

werden (BORNHOLZ et al., 2014).

2.4.4.  Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer

Mit der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Methode kann
der intrazellulire = cAMP-Spiegel gemessen  werden
(NIKOLAEYV etal., 2007). Da die funktionalen 31-AAK den B1-
Adrenozeptor aktivieren und somit eine intrazelluldre
Signalkaskade inklusive cAMP-Produktion ausldsen (JAHNS et
al., 2006a), kann mit dieser zellbasierten Methode die
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Anwesenheit von funktional aktiven 31-AAK bestimmt werden.
Fir dieses Verfahren wurden embryonale, menschliche
Nierenzellen, die den humanen B1-Adrenozeptor dauerhaft
exprimieren, mit einem fluoreszierenden cAMP-Sensor
voriibergehend transfiziert. Die cAMP-Messungen wurden 24—
48 Stunden nach der Transfektion mit Hilfe eines Mikroskops
durchgefiihrt (NIKOLAEV et al., 2007). Mit dieser Methode
konnten sowohl B1-AAK gegen die zweite als auch gegen die
erste extrazelluldre Schleife ermittelt werden. Letztere konnten
durch die von den Autoren zuvor durchgefiihrten Methoden
(peptidbasierter ~ ELISA, Immunfluoreszenz, cAMP-
Radioimmunoassay) nicht entdeckt werden. Die Vorteile dieses
Testverfahrens sind die einfache und schnelle Durchfiihrung
sowie die sensitivere Bestimmung von funktional aktiven
Antikorpern. Die Ergebnisse dieser Studie miissen jedoch noch
in einer grofleren Patientenpopulation bestéitigt werden

(NIKOLAEYV et al., 2007).

Allgemein bleibt das bisher ungeloste Problem der
Standardisierung und Validierung der Testverfahren. Der 1-
Adrenozeptor bietet sehr viele verschiedene Epitope als Ziel.
Daher ist es fast unmoglich Standards und Kalibratoren zu

entwickeln, die fiir die gesamten B1-AAK Varianten
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reprasentativ sind. Folglich kann die Richtigkeit all dieser
Ansitze nur durch die klinische Korrelation der Testergebnisse
in kontrollierten Studien beurteilt werden. Dies stellt ein
Problem fiir die Zertifizierung und Akkreditierung der
diagnostischen Moglichkeiten fiir die routineméfige Einfiihrung

dar (BORNHOLZ et al., 2014).

2.5. Therapeutische Moglichkeiten

Da zunehmend Beweise fiir die Pathogenitit der funktionalen
31-AAK vorliegen (BORNHOLZ et al., 2014), besteht der
Bedarf fiir gezielte therapeutische MalBnahmen gegen die
Autoantikorper. Im Folgenden werden die verschiedenen

Therapieansdtze genauer beschrieben.

2.5.1. Betablocker

Schon bevor 31-AAK bei Patienten mit DCM entdeckt wurden,
zeigten kleinere Studien einen positiven Effekt von
Betablockern zur Behandlung von Patienten im kongestiven
Herzversagen aufgrund einer DCM (WAAGSTEIN et al., 1975;
SWEDBERG et al., 1979, 1980). Dies wurde 1993 von einer
groBeren, placebokontrollierten Multicenterstudie bestétigt
(WAAGSTEIN et al., 1993).

JAHNS und Kollegen (1999) =zeigten spiter, dass der
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stimulierende Effekt der B1-AAK in vitro durch Betablocker
gestoppt werden kann. Dies wurde als Erklarung fiir den zuvor
beobachteten positiven Einfluss der Betablocker bei der DCM
vorgeschlagen. In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden,
dass durch die Behandlung mit dem selektiven Betablocker
Bisoprolol, bei Kaninchen mit autoimmun bedingter
Myokardschiddigung, eine deutlich positive Wirkung erreicht
werden konnte (MATSUI et al., 2000). Betablocker spielen
somit bei der Behandlung der DCM eine wichtige Rolle, kdnnen
jedoch bei den Patienten nicht so hoch dosiert werden, dass alle
1-Adrenozeptoren blockiert werden. NIKOLAEV und
Kollegen (2007) zeigte, dass dies nur in Kombination mit
synthetischen Peptiden gegen die zweite extrazelluldre Schleife
der B1-Adrenozeptoren gelingt. Betablocker sind somit als eine
gute unterstiitzende Therapie bei symptomatischen Patienten mit
DCM anzusehen, sind jedoch nicht ausreichend, um die durch
Autoantikorper ausgeloste Rezeptoraktivierung komplett zu
verhindern. Es werden daher noch weitere therapeutische

Malnahmen bendtigt.

2.5.2. Immunadsorption
Immunadsorption ist ein Verfahren zur spezifischen oder

unspezifischen Autoantikorper Entfernung aus dem Blut von
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Patienten. Der Blutkreislauf des Patienten wird dabei an eine
extrakorporale Maschine angeschlossen. In dieser Maschine
werden die Blutzellen und das Plasma getrennt. Das Antikorper-
enthaltende Plasma wird dann durch eine Saule geleitet, welche
Liganden enthilt, die sdmtliche Immunglobuline und
Autoantikorper binden. Danach wird das Antikorper freie
Plasma wieder mit den Blutzellen zusammengefiihrt und zuriick

in den Patienten geleitet (BECKER et al., 2017a).

1996 wurde in einer ersten Studie die Immunadsorption bei
Menschen mit DCM getestet. Hier konnte gezeigt werden, dass
durch dieses Verfahren die B1-AAK-Spiegel deutlich sinken und
in Folge eine Verbesserung der Herzfunktion, der
Leistungsfahigkeit und des Befindens der Patienten eintritt
(WALLUKAT et al, 1996a). Dies konnte durch mehrere
Studien bestétigt werden, die sowohl einen positiven
Kurzzeiteffekt (DORFFEL et al., 1997; FELIX et al., 2000;
BABA et al, 2010b; HERDA et al, 2010) als auch
Langzeiteffekt (MULLER et al., 2000; DORFFEL et al., 2004;
KNEBEL et al., 2004; TRIMPERT et al., 2010) bewiesen. Bei
Patienten, die auf der Warteliste fiir eine Herztransplantation
standen, konnte durch die Immunadsorption auf diese komplett

verzichtet oder sie zumindest iber mehrere Jahre nach hinten
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verschoben werden. Ebenfalls konnte in der selben
retrospektiven Studie belegt werden, dass nur die Patienten, bei
denen B1-AAK vorhanden sind, von einer Immunadsorption
profitieren (DANDEL et al., 2012a). Eine weitere Studie zeigte,
dass die B1-AAK 12 Monate nach der Immunadsorption erneut
auftreten. Der positive therapeutische Effekt blieb aber linger

bestehen (TRIMPERT et al., 2010).

Die initiale Behandlung der Immunadsorption ist sehr
kostenintensiv. Rechnet man die Kosten jedoch auf die Jahre um
und zieht die lingere Uberlebenszeit in Betracht, hat diese
Therapiemethode  durchaus angemessene Kosten pro
gewonnenem  Lebensjahr (HESSEL et al., 2004).
Nichtsdestotrotz ist die Immunadsorption sehr zeitaufwandig
und kann aufgrund der bendtigten Gerdte nur in speziellen
Zentren durchgefiihrt werden (WALLUKAT et al.,, 2016b).
Daher wird nach weiteren, einfacheren Therapieoptionen

geforscht.

2.5.3. Peptide

Die Idee zur Entwicklung der peptidbasierten Therapie war, dass
wenn Peptide die Krankheit auslosen konnen, sie diese, wenn sie
richtig eingesetzt werden, ebenfalls verhindern kd&nnen

(ANDERTON, 2001). Es wurden Peptide entwickelt, die den
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zelluldren B1-Adrenozeptor nachahmen, um mit diesem um die
B1-AAK zu konkurrieren. Auf diese Weise sollten die Peptide
den pathogenen Effekt der B1-AAK reduzieren oder am besten
autheben (BECKER et al., 2017a). In einer Studie wurden
Ratten entweder mit zyklischen Peptiden oder mit dem
Betablocker Bisoprolol oder einer Kombination aus beidem
behandelt. Die Ratten waren zuvor mit dem B1-Adrenozeptor
immunisiert worden, um ein Herzversagen auszulosen. Durch
die Therapie mit den Peptiden, welche die zweite extrazelluldre
Schleife des B1-Adrenozeptors nachahmten, konnte eine durch
Autoantikorper ausgeloste kardiale Schidigung verhindert
werden. Wéhrend eine Bisoprolol Monotherapie nur das
Voranschreiten der Krankheit aufhielt, konnte durch die
Therapie mit Peptiden, allein oder in Kombination mit
Bisoprolol, der kardiale Schaden fast komplett riickgingig
gemacht werden (BOIVIN et al., 2015). In einer Phase 1 Studie
wurde die Sicherheit und Wirksamkeit des Medikamentes beim
Menschen nachgewiesen (MUNCH et al.,, 2012). In einer
weiteren Studie wurden jedoch Nebenwirkungen, wie eine
verstirkte Immunogenitit, durch die Peptide belegt. Daher
wurden keine weitere Schritte unternommen, um das
Medikament fiir den Menschen zuzulassen (BECKER et al.,
2017a).
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2.54. Aptamere

Ein sehr vielversprechender Therapieansatz ist die in vivo
Neutralisation  der  Autoantikdrper  durch ~ Aptamere
(HABERLAND et al., 2011c). Diese Molekiile sind kurze,
einzelstrangige DNA- oder RNA-Oligonukleotide, die mit einer
hohen Affinitdt und Spezifitt an ihr Ziel binden (WANG et al.,
2011).

Das erste und bisher einzige Aptamer, das von der Food and
Drug Administration zugelassen wurde, ist das Pegaptanib
Sodium (Handelsname: Macugen; Eyetech
Pharmaceuticals/Pfizer). Es wurde 2004 als Medikament
anerkannt und wird zur Behandlung der altersbedingten
Makuladegeneration eingesetzt (NG et al., 2006). Seither erhielt
noch kein weiteres Aptamer die Zulassung. Es werden jedoch
einige bereits in klinischen Studien in fortgeschrittenen Stadien

getestet (FAMULOK & MAYER, 2014).

Aptamere konnen einfach chemisch hergestellt werden. Thre
Sequenzinformation kann digital geteilt werden und somit als
Vorlage fiir die Herstellung dienen (FAMULOK & MAYER,
2014). Durch die einfache Skalierbarkeit, entstehen
vergleichsweise geringe Produktionskosten (KEEFE &
SCHAUB, 2008). AuBlerdem zeichnet sie eine hohe In-vivo-
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Stabilitdt aus (KEEFE et al., 2010). Thre Hitzebestandigkeit ist
ein Vorteil bei der Herstellung, Verarbeitung, Transport und
Lagerung. Zudem besteht dadurch die Moglichkeit sie zu
sterilisieren (HABERLAND et al., 2011c). Der grofBte Vorteil
ist die geringe Toxizitdt und fehlende Immunogenitit
(MARQUIS & GRINDEL, 2000). Dadurch zeigt dieser
Therapieansatz eine deutlich bessere Eignung im Vergleich zu
peptidbasierten Therapiemethoden (HABERLAND et al.,
2011c). Weiterhin wurde in einer neueren Studie die Hypothese
aufgestellt, dass Aptamere den gleichen therapeutischen Nutzen
wie eine Immunadsorption bringen konnen (WALLUKAT etal.,
2016b). Durch die geringeren Kosten und einfachere
Handhabung, konnten sie somit ein potenzielles Medikament fiir

die allgemein zugéngliche Medizin sein.

HABERLAND und Kollegen (2011a) stellten ein Aptamer vor
—das Aptamer 110 — das spezifisch an die zweite extrazellulére
Schleife des B1-Adrenozeptor bindet. Das Neutralisations-
potential wurde in vitro mit Hilfe von 31-AAK gepriift, die von
Patienten mit DCM, Chagas-Krankheit oder Peripartum-
Kardiomyopathie isoliert wurden. Als Untersuchungsmethode
wurde der Kardiomyozyten-Kontraktions-Assay verwendet. Die

Zugabe von Aptamer 110 verringerte die durch die B1-AAK
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induzierte erhohte Schlagfrequenz und Zelltoxizitdt in einer
dosisabhingigen Weise. In Anwesenheit der durch Aptamer
neutralisierten [B1-AAK, blieben die Zellen vollstindig
responsiv zu den Agonisten und Antagonisten, wie Isoprenalin
und Bisoprolol (HABERLAND et al., 2011a). Durch die selbe
Arbeitsgruppe wurde spiter bewiesen, dass das Aptamer 110 die
Féhigkeit hat, die B1-AAK auch in vivo bei Ratten mit erhdhtem
Blutdruck zu neutralisieren (HABERLAND et al., 2014).

Das Aptamer, das in der vorliegenden Studie verwendet wurde,
ist 2016 von WALLUKAT und Kollegen (2016b) beschrieben
worden. Es handelt sich um das Aptamer BC 007, ein
einzelstringiges 15-mer DNA-Oligonukleotid
(5’-GGTTGGTGTGGTTGG-3"), auch unter dem Namen
ARCI183 bekannt (HABERLAND et al., 2016).

Urspriinglich wurde Aptamer BC 007 als Thrombin Inhibitor
entwickelt (PABORSKY et al.,, 1993). Es war das erste
Thrombin inhibitorische Aptamer das eine klinische Phase 1
Studie durchlief. Da jedoch sehr hohe Dosierungen fiir diesen
Zweck benotigt wurden und sich somit ein ungiinstiges Kosten-
Nutzen-Verhiltnis herausstellte, wurde die Entwicklung fiir

diesen Bereich eingestellt (KEEFE et al., 2010).

Spater stellte sich heraus, dass Aptamer BC 007 ein
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Breitspektrum-Neutralisator ist, das sdmtliche bekannten
kardiovaskulédr-pathogenen Autoantikorper gegen G-Protein-
gekoppelte  Rezeptoren in  vitro neutralisieren kann

(HABERLAND et al., 2016).

In der Studie von WALLUKAT und Kollegen (2016b) wurde
gezeigt, dass dieses Aptamer ebenfalls die Autoantikorper in
vivo bei Ratten mit erhohtem Blutdruck neutralisieren kann.
Dieselbe Autoantikdrperneutralisation konnte in den Seren von
Patienten mit DCM erreicht werden, indem die Patienten
entweder mit einer Immunadsorption therapiert oder das Serum
ex vivo mit Aptamer behandelt wurde (WALLUKAT et al.,
2016b). Mit diesem Aptamer wurde somit eine neue, einfach
applizierbare Therapiemoglichkeit entwickelt, die sdmtliche
getesteten  Autoantikorper  gegen  G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren mit einer hohen Affinitidt und Spezifitét neutralisiert.
Aptamer BC 007 stellt daher ein geeignetes Molekiil dar, um die
Bedeutung der Autoantikorper gegen G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren weiter zu erforschen (HABERLAND et al., 2016).
Kiirzlich wurde in einer klinischen Phase 1 Studie gezeigt, dass
Aptamer BC 007 auch bei gesunden Menschen in vivo
Autoantikorper gegen  G-Protein-gekoppelte = Rezeptoren
erfolgreich neutralisieren kann (MUELLER et al., 2019).
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Bislang fehlen jedoch immer noch Studien, die den klinischen
Nutzen der Autoantikdrperneutralisation durch Aptamer BC 007
bei Patienten mit DCM zeigen.

Ziel der vorliegenden Studie war es daher in einem
Grofitiermodell, anhand von Doberminnern mit
Autoantikorper-assoziierter dilatativer Kardiomyopathie, die
Effektivitidt von Aptamer BC 007 in der Neutralisation von B1-
AAK in vivo zu iiberpriifen. Weiterhin sollte die Sicherheit und
Wirksamkeit, im Sinne von einer Funktionsverbesserung des
Herzens und einer verlingerten Uberlebenszeit, der Behandlung

mit Aptamer BC 007 evaluiert werden.
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Abstract

Aims

Aptamer BC 007, a 15mer single-strand DNA oligonucleotide
(5'-GGTTGGTGTGGTTGG-3'), was developed to neutralize
functional autoantibodies which bind to the extracellular
domains of G-protein coupled receptors (GPCR-AAB) leading
to the modulation of receptor-mediated signaling cascades that
induce pathophysiological states.

Among the GPCR-AAB, there are those directed against the $1-
adrenergic receptor (B1-AAB) that are highly present in patients
with dilated cardiomyopathy (DCM) and are increasingly
accepted as disease drivers.

Using Doberman Pinschers (DP) with DCM, which possess
similarities with human DCM among these B1-AAB positivity
for that the disease-driving role in DP DCM was demonstrated,
the safety of BC 007, efficacy for neutralizing B1-AAB, and the

DP's outcome were investigated.
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Methods

Fourteen client-owned B1-AAB positive DP with electro- and
echocardiographically-indicated DCM were treated with BC
007. For controlling, two groups were created: 14 B1-AAB-
positive DP with DCM not treated with BC 007 (control 1) and
14 DP with DCM closely matched to the BC 007-treated DP
(control 2), retrospectively selected from the institutional
database of DP. After treatment, DP were monitored both
echocardiographically and for B1-AAB, and survival curves
were calculated.

Results

Based on clinical and laboratory examination, no adverse effects
associated with BC 007 treatment were observed during the
study.

Forty-eight hours after treatment, the DP's blood was free of B1-
AAB, which led to a reduction or stabilization of left ventricular

end-systolic volume (EVSI) during B1-AAB free time in 10 of
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the treated DP. In one DP, where B1-AAB returned after 3
months and ESVI worsened again, a second BC 007 treatment
after 9 months again cleared the blood from B1-AAB and
improved the ESVI.

Compared to the controls, DP treated with BC 007 showed a
significantly longer survival time (572 days, IQR 442-840
days)vs. control group 1 (266 days, IQR 97-438 days; log rank:
p = 0.009) and control group 2 (229 days, IQR 174-319 days;
log rank: p = 0.012).

Conclusion

Treatment with BC 007 for B1-AAB neutralization was safe,
resulted in a long-lasting reduction of B1-AAB combined with
improved cardiac function and prolonged the survival of DP
with DCM. Using a natural large animal model of DCM
considered superior to small animal models of immunization-
induced cardiomyopathy, combined with a study design

comparable to clinical trials, we believe that our results provide
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the basis for optimism that treatment with BC 007 might also be

effective in human patients with DCM.

Keywords

Anti-betal-adrenergic  receptor  antibodies, BC 007,

cardiomyopathy, Doberman Pinscher, heard failure, treatment
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Introduction

The aptamer BC 007 is a 15mer single-strand DNA
oligonucleotide (5’-GGTTGGTGTGGTTGG-3’) which has
recently been patented for its potency to neutralize
autoantibodies directed against G-protein coupled receptors, a
new class of autoantibodies discovered in the second half of the
1970s (STERIN-BORDA et al., 1976; SMITH et al., 1977;
BORDA et al., 1984). In contrast to “classic” autoantibodies,
inflammatory or destruction injury is not invariably the
consequence of the attack of autoantibodies on cells, tissues or
organs. This new type of autoantibody specifically binds to the
extracellular domains of G-protein coupled receptors (GPCR).
After binding to GPCR, the related autoantibodies (GPCR-
AAB) exert predominantly but not exclusive agonistic effects
(LIMAS et al., 1990a; WALLUKAT & WOLLENBERGER,
1991; XIA et al., 2003; JAHNS et al., 2006b), leading to the

modulation of receptor-mediated signal cascades with an impact
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on physiological functions; these are therefore called “functional
autoantibodies”. Finally, GPCR-AAB induce disturbed
metabolic balance and pathological conditions that are crucial in
GPCR-AAB-associated autoimmunity. The related diseases
could be summarized as “functional autoantibody disease”,
whereby cardiovascular diseases and diseases associated with
vascular pathologies are clearly predominant in the presence of
GPCR-AAB (BECKER et al., 2017b).

Among the GPCR-AAB-positive diseases, human dilated
cardiomyopathy (DCM) belongs to those with the highest
prevalence of GPCR-AAB.

Originally, on the basis of the Olmstead country study, a DCM
prevalence of nearly 1/2500 was reported in general reference
books. However, recent re-calculation of the Olmstead data
revised the prevalence of DCM to almost 10-fold higher: 1/250
(HERSHBERGER et al., 2013). DCM patients present highly

prevalent (up to 80%) autoantibodies against the B1-adrenergic
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receptor (B1-AAB). Sometimes, B1-AAB are combined with
autoantibodies against the muscarinic M2 receptor (prevalence:
up to 40%), both regarded as disease drivers (WALLUKAT &
SCHIMKE, 2014). Not least for this reason, DCM pioneered the
establishment and further development of the concept of
"functional autoantibody disease", which, at the end of the last
millennium, led to the testing of a treatment concept in which
the blood of patients with DCM was cleared by extracorporeal
immunoadsorption of GPCR-AAB and in particular 1-AAB. In
the majority of these studies, clear short- and long-term benefits
were demonstrated through improved cardiac function and,
above all, longer survival (BECKER et al., 2019a). However,
cost factors, logistic problems and the burden of
immunoadsorption on patients should not be underestimated and
alternative treatment strategies were sought, such as the in vivo
neutralization of GPCR-AAB. To achieve such a treatment

concept, BC 007, an aptamer that successfully neutralizes
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several cardiovascular-pathogenic GPCR-AAB in vitro,
including B1-AR-AAB, has been introduced (HABERLAND et
al., 2016) and successfully tested for the in vivo neutralization of
B1-AAB in spontaneously hypertensive rats (WALLUKAT et
al., 2016a) and recently also in human (MULLER et al., 2019).
However, studies to demonstrate the benefit of P1-AAB
neutralization by BC 007 in DCM are still lacking. To overcome
this, we aimed to use the current animal study to test the efficacy
of BC 007 to neutralize B1-AAB in vivo, as well as testing its
safety and the resulting outcome of the treated animals. For this
study, we used client-owned Doberman Pinschers (DP) with
DCM (prevalence: 58.2% in a European DP population (WESS
etal., 2010a)). DP with DCM show a lot of similarities to human
DCM (SMUCKER et al.,, 1990a; PETRIC et al., 2002b;
O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004a; HAMLIN, 2007b;
HENSLEY et al., 2017b) and, most importantly, as for human

DCM, DP DCM is closely associated with f1-AAB (prevalence:
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67.8%), with an indication for the disease-driving role of B1-
AAB (WESS et al., 2019). In the present study, we show that
i.v. treatment with BC 007 induced no adverse -effects,
effectively reduced f1-AAB in DP with DCM and resulted in

improved long-term outcome of the dogs.

Methods

Study design

The study was conducted in accordance with the German animal
welfare law. The study protocol was approved by “Regierung
von Oberbayern — Sachgebiet 54, Verbraucherschutz und
Veterindrwesen (approval number 55.2-1-54-2532-35-2016)”.
This study was a prospective, clinical, controlled exposure

study.
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Animals

Client-owned purebred DP attending the Cardiology
Department of “Medizinische Kleintierklinik, Ludwig-
Maximilians-Universitdt Miinchen” for routine check-up,
cardiomyopathy diagnostics or cardiomyopathy follow-up were
analyzed for DCM between October 2013 and January 2017 and
consecutively enrolled in the study after signed consent was
obtained from the owners.

Based on the guidelines of the European Society of Veterinary
Cardiology (WESS et al., 2017b), DCM was diagnosed by
echocardiograph indicative for cardiac dysfunction: left
ventricular end-systolic (ESVI) (>55 ml/m?) and end-diastolic
volume (EDVI) (>95 ml?) indexed to body surface area based on
Simpson’s method. After the owner gave consent, blood was

sampled for the measurement of B1-AAB.
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Measurement of f1-AAB

I) For the measurement of B1-AAB, 2 milliliters of
venous blood was taken. The serum was immediately
centrifuged and frozen at -80°C until analysis. To measure [3-
AABs, a bioassay established by Wallukat and Wollenberger
was used (WALLUKAT & WOLLENBERGER, 1987a), which
was modified and standardized as described in (WALLUKAT et
al., 2010b). In this bioassay, the chronotropic response of
spontaneously beating cultured neonatal rat cardiomyocytes to
the IgG prepared from the dogs’ serum was recorded. For this
purpose, six fields with synchronic and rhythmic beating
cardiomyocytes were marked on the culture flask. The basal
beating rate of the six fields was counted for 15 seconds and
averaged. After addition of the IgG preparation to the culture
flasks and incubation for 40 to 60 min at 37°C, the beating rate
in the six fields were counted again for 15 s and average. (1 unit

of B1-AAB activity = 1 beat/min frequency increase; lower limit
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of detection (LLD) =4.0 U; cut off B 1-AAB positivity > 8.0 U).
Through the use of bisoprolol for specific blocking the B1-
adrenergic receptor, the cells’ chronotropic response can be

attributed to B1-AAB.

) For comprehensive information about the IgG
preparation, bioassay test setup and procedure for the
measurement of B1-AAB, see (BORNHOLZ et al., 2017;

WALLUKAT et al., 2018).

1110

Study groups

Three study groups (the BC 007 group, control group 1 and
control group 2) were created. Each group consisted of 14 dogs.
The BC 007 group and the control group 1 were prospectively
generated. B1-AAB were measured in every dog of the BC 007
group and control group 1 before study inclusion. Dogs were
included in the BC 007 group if they were f1-AAB-positive (>

8.0 U) and presented DCM related to the inclusion criteria. If a
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dog was B1-AAB-positive and fulfilled the inclusion criteria for
DCM but the owner declined the treatment with BC 007 or could
not commit to bringing the dog to all follow-up appointments, it
was assigned to control group 1. Control group 2 was
retrospectively generated. For the selection of related dogs, the
database of all DP participating in the continuing prospective
longitudinal study from March 2005 to January 2017 was sorted
for EDVI and, ESVI. Dogs that were the closest in the database
to the dogs in the BC 007 group were selected for control

group 2.

Exclusion criteria

DP diagnosed with significant systemic diseases or congenital
or acquired heart diseases other than DCM were excluded from
the study. Dogs that had atrial fibrillation and/or signs of

congestive heart failure (CHF) were excluded.
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Examinations

Detailed clinical history was gathered, including information
about sex, age, body weight, medication and known systemic
diseases. A complete general clinical examination,
echocardiography and Holter-ECG were performed on all dogs.
In the BC 007 group, complete blood count analyses and
chemistry screens as well as blood pressure measurements were
undertaken to monitor adverse events. On the day of the infusion
of BC 007, blood coagulation was monitored. In case of clinical
signs of CHF, X-ray examinations were undertaken on dogs.
Table 1 shows an overview and timeline of the performed

examinations.
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Table 1. Study design
Screening/
Baseline Infusion | Day | Day | Day 3 6 9
Day -28 to Day 0 1 10 30 | months | months | months
Day 0
Clinical history X A A A A X X X
Clinical X A A A A X X X
examination
Intensive adverse A A
event assessment
Blood coagulation A A
Blood count A A A A A A A A
Serum chemistry A A A A A A A A
Echocardiography X A A A A X X X
Holter monitoring X A A A A X X X
Blood pressure A A A A A A A A

X: all dogs; A: dogs treated with BC 007

Echocardiography

A complete echocardiogram with simultaneous ECG was

performed and assessed by cardiology residents or diplomats in

right and left lateral recumbency on unsedated dogs using a 2.0—

3.5 MHz (Vivid 7 dimensions; General Electric Medical

Systems, Waukesha, WI) or a 1-5 MHz (EPIQ 7C; Philips
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GmbH Market DACH, Germany) transducer according to
official recommendations (THOMAS et al., 1993). The left
ventricular end-diastolic volume and the left ventricular end-
systolic volume were measured using Simpson’s method of disc.
The left ventricular end-diastolic and end-systolic volume index
were obtained by normalizing the values to the body surface
area. The ratio of the left atrial dimension to the aortic annulus
dimension (LA:Ao) was obtained from the right parasternal

short-axis 2-dimensional view.

Holter ECG

Twenty-four-hour ambulatory Holter recordings were
performed on all dogs. Two different commercially available
Holter analysis software programs (Amedtech ECGpro Holter
software, EP 810 digital Recorder; Medizintechnik Aue GmbH,
Aue, Germany; Custo tera; Arcon Systems GmbH, Starnberg,

Germany) were used. Manual verification of the arrhythmias



IV. Publikation 97

recognized by the software programs was performed. For
statistical analysis, the total number of ventricular premature
complexes (VPCs), the fastest rate (FR) of all VPCs and the

number of ventricular tachycardia (VTach) events were used.

Administration of BC 007

BC 007 was administered via an intravenous infusion over 20
minutes. During the infusion, the dog was lying on a blanket on
the floor in a position it preferred. Heart rate and rhythm were
monitored continuously via ECG. In addition, all wvital
parameters were checked every 5 minutes.

To find the effective dose that can completely neutralize all B1-
AABEs, the dose was gradually reduced from 4 mg via 2 mg to 1

mg per kg body weight.
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Concomitant treatment

All concomitant medications that DP received during the course
of the study are recorded in Table 2. All DP were treated with
pimobendan, except 1 dog in the BC 007 group (see below). DP
that developed CHF during the course of the study also received
furosemide. Depending on the malignancy criteria in the Holter-
ECG, dogs received different antiarrhythmic drugs. The
following concomitant drugs were prescribed: Sotalol
hydrochloride, =~ Amiodarone  hydrochloride, = Mexiletine
hydrochloride, Flecainide acetate and Ramipril. The same

criteria for the prescription of medication were applied to all DP.

Endpoint
The endpoint was defined as death from cardiac reasons. This

included either sudden cardiac death or death because of CHF.
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed using PASW Statistics,
Version 18.0; IBM Corporation, Armonk, NY. Undetectable B1-
AAB activities (below the lower limit of detection, LLD) were
numerically expressed as values representing one-half of the
LLD. Continuous variables are presented as mean + standard
deviation unless specified otherwise. For categorical data, the
frequency of occurrence was determined. Baseline
characteristics of the 3 study groups were summarized and
assessed for homogeneity between the BC 007 group and each
of the control groups. Continuous baseline variables were
compared by an unpaired Student’s t-test. For categorical
variables, a Pearson Chi-Square or Fisher’s exact test was used.
The proportion of DP experiencing the endpoint was compared
between groups using a Chi-Square test. The median time to
endpoint was estimated and survival curves were generated

using the Kaplan-Meier method. A comparison of the median
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time to endpoint was performed using a Log Rank test. DP that
died of non-cardiac causes or were still alive on the last day of
follow-up were censored. Additionally, an all-cause mortality
analysis was performed using the Kaplan-Meier method to
estimate overall survival. Survival time was compared by the
Log Rank test. The univariate Cox Regression analysis was
performed to identify variables that are independently associated
with cardiac mortality. For the analysis, the following baseline
variables were included: treatment with BC 007, age, sex, ESVI,
LA:Ao, VPCs, FR of VPCs and VTach. All baseline variables
that had a p-value of <0.1 in the univariate analysis were
included in the multivariable Cox Regression analysis. The
multivariable analysis was performed in a backward stepwise
manner. The variable with the highest p-value was eliminated at
each subsequent step until in the final model all variables had a
p-value <0.05.

For all analyses a p-value <0.05 was considered significant.
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Results

Basic characteristics and p1-AAB activity at enrolment

Enrolment in the study began in October 2013 and finished in
January 2017. Follow-up was continued until the study was
closed in January 2018. In total, 28 DP with DCM were enrolled
for prospective examination, 14 in each of the 2 study groups
(BC 007 group/control group 1). Table 1 shows the timeline of
the examinations performed in both groups. Control group 2 was
retrospectively designed. The baseline variables of the 3 groups
are summarized in Table 2. The analyses for homogeneity of
groups showed no significant difference between the BC 007
group and each of the control groups at baseline. With respect to
B1-AAB activity, the BC 007 group and control group 1 were

not significantly different.
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Table 2. Baseline characteristics of the Doberman Pinschers of
the treatment and control groups at enrolment (mean + standard

deviation or number and percentage)

Aptamer P P
Parameter Control 1 Control 2 value value
BC 007
C1 C2
Basic parameters
Gender 8/6 7/7 9/5
0.705 0.699
(male/female) (57%/43%) (50%/50%) (64%/36%)
Age (years) 72+2.1 69+23 73+£2.7 0.765 0913
Weight (kg) 36.7+6.5 37.2+58 37.3+£5.0 0.824 0.784
p1-AAB
21+3 20+ 6 0.400
(A beats/min)
Cardiac treatment
14/14 14/14
Pimobendan 13/14 (93%) 1.000 1.000
(100%) (100%)

Ramipril 12/14 (86%) 12/14 (86%) 13/14 (93%) 1.000 1.000
Sotalol 5/14 (36%) 4/14 /28%) 5/14 (36%) 1.000 1.000
Mexiletine 1/14 (7%) 0/14 (0%) 0/14 (0%) 1.000 1.000
Flecainide 5/14 (36%) 4/14 (28%) 2/14 (14%) 1.000 0.385
Amiodarone 2/14 (14%) 4/14 (28%) 4/14 (28%) 0.648 0.648
Furosemide 1/14 (7%) 0/14 (0%) 0/14 (0%) 1.000 1.000
Dogs treated
with anti- 7/14 (50%) 8/14 (57%) 9/14 (64%) 0.705 0.445
arrhythmics
Time since start
of Pimobendan 4.6+49 33+£1.6 48+2.0 0.352 0.854
(months)
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Echocardiography
EDVI (mL/m?) 117 £33 108 £ 17 120 +33 0.349 0.814
ESVI (mL/m?) 81 +31 69+ 16 80 +28 0.218 0.883
LA:Ao 1.36+£0.28 1.38+0.09 1.36+£0.21 0.845 0.952

24-Hour Holter ECG

VPCs per 24 h 721+ 1019 1821 +3159 503 + 892 0.226 0.554
FR of VPCs

259 + 36 270 +49 248 £42 0.510 0.455
(bpm)
VTach per 24 h 0.14+0.54 2.21+6.66 0.14 +0.54 0.256 1.000
Number of dogs

1/14 (7%) 3/14 (21%) 1/14 (7%) 0.596 1.000
with VTach

A PR/min = change in pulse rate per minute, EDVI = End-diastolic volume index, ESVI = End-
systolic volume index, LA:Ao = left atrial dimension to the aortic annulus dimension, VPCs =
Ventricular premature complexes, FR = the fastest rate of all VPCs, bpm = beats per minutes,

VTach = number of ventricular tachycardia

Safety of BC 007

Based on clinical examination and the clinical chemistry,
hematology and hemostaseology parameters, no adverse effects
strongly associated with BC 007 treatment were observed in any
of the treated dogs during the course of the study. In the BC 007

group (4 dogs), as well as in control groups 1 (2 dogs) and 2 (3
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dogs), dogs died due to neoplasia in the follow-up period; this

difference was not significantly different.

Efficacy of BC 007 for f1-AAB neutralization

For dogs 1 to 9 of the BC 007 group, B1-AAB were measured
on every visit; the first measurement was 5 min after starting the
treatment and the last was after 24 months in dog 3. For dogs 10
to 14 of the BC 007 group, B1-AABwere measured at least until
day 30.

For the 9 dogs being closely monitored for B1-AAB for 48 hours
after starting BC 007 treatment, Figure 1 shows that the f1-AAB
level was reduced below the LLD. This was despite the BC 007
dose being lowered from 4 mg/kg b.w. (dogs 1-6) to 2 mg/kg
b.w. (dog 7) and to 1 mg/kg b.w. (dogs 8 and 9), which was
consequently applied for DP 10 to 14. Among the treated DP,

B1-AAB return was observed at the earliest after 9 months. All
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dogs were pre-treated with pimobendan at least 2 weeks before
study inclusion.

Only 1 DP was already positive again for B1-AAB at 3 months.
This dog fulfilled the admission criteria with an ESVI = 55.3
mL/m? immediately at the time of enrolment. However, its
systolic dysfunction was only very mild and the authors decided
to give BC 007 without starting pimobendan treatment
beforehand. Consequently, this dog was the only one that did not
receive pimobendan at the beginning of the study. Due to the
early return of B1-AAB, the dog was treated with BC 007 a
second time after 9 months, which in turn led to a lowering of

1-AAB below the LLD for the next 3 months.
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Figure 1 Time-dependent B1-AAB activity in the serum of dogs

before and after treatment of BC 007
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Follow up

Left ventricular end-diastolic volume/body surface area
(EDVI) and left ventricular systolic volume/body surface area
(ESVI)

After BC 007 administration and the disappearance of B1-AAB
for at least 3 month, 10 dogs presented with decreased or
stabilized left ventricular sizes compared with the sizes before
BC 007 treatment. Figure 2A shows the results for a DP
remaining free of B1-AAB following BC 007 treatment until the
study end (12 months), with EDVI and ESVI decreasing
continuously from 93.48 and 56.68 ml/m? to 57.78 and 34.67
ml/m?, respectively. None of the dogs had relevant mitral valve
insufficiency secondary due to volume overload. Figure 2B
shows the dog that was treated twice. This DP presented with
reduced EDVI (89.70 vs. 81.45 ml/m?) and ESVI (55.28 vs.
49.97 ml/m?) 1 month after the first BC 007 treatment; for ESVI,

there was a further reduction to 49.07 ml/m? at the follow-up



IV. Publikation 108

examination after 3 months. However, thereafter, EDVI and
ESVI started to increase until the second treatment at 9 months
to EDVI 0 97.97 ml/m? and ESVI of 62 ml/m?. After the second
BC 007 treatment, EDVI and EDVI decreased again to 73.71
ml/m? and ESVI to 40.79 ml/m? until 15 months after the first
and 6 months after the second treatment, respectively. EDVI
(88.10 ml/m?) and ESVI (59.00 ml/m?) re-increased thereafter,

but neither exceeded the pre-study levels.
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Figure 2 Left ventricular end-diastolic volume/body surface
area (EDVI) and left ventricular systolic volume/body surface
area (ESVI) after BC 007 treatment related to the B1-AAB
positivity (+) and P1-AAB negativity (-) demonstrated
exemplarily for 2 DP. (A) DP remaining free of B1-AAB
following BC 007 treatment. (B) DP BC 007 treated twice due

to autoantibody recurrence after 3 month.
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Survival

The median time in the study for all DP was 289 days. Twenty-
nine of the 42 dogs reached the endpoint, giving an overall event
rate of 69%. Fifty percent of the DP in the BC 007 group, 85.7%
of those in control group 1, and 71.4% of those in control group
2 reached the endpoint. The proportion of DP that reached the
endpoint was not significantly different between the BC 007
group and control group 1 (p = 0.103), or between the BC 007
group and control group 2 (p = 0.246). However, dogs in control
group 1 experienced sudden cardiac death more often than dogs
in the BC 007 group (p = 0.008). The outcome of the 42 dogs is

summarized in Table 3.
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Table 3. Outcome of all under study

BC 007 Control 1 Control 2
Outcome

(n=14) (n=14) (n=14)
Sudden cardiac

4 (29%) 11 (79%) 7 (50%)
death
Congestive Heart

3 (21%) 1 (7%) 3 (21%)
Failure
Neoplasia 4 (29%) 2 (14%) 3 (21%)
Other non-cardiac

0 (0%) 0 (0%) 1 (7%)
deaths
Still Alive 3 (21%) 0 (0%) 0 (0%)

No DP was lost to follow-up. The estimated median time to

endpoint was significantly longer for DP that received BC 007

(572 days, IQR 442-840 days) than for DP in control group 1

(266 days, IQR 97-438 days; log rank: p = 0.009) and control

group 2 (229 days, IQR 174-319 days; log rank: p = 0.012)

(Figures 3 and 4). The median time to reach the endpoint for DP

in the BC 007 group was approximately 10 months and 11
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months longer, respectively, compared to the control groups.
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Figure 3. Kaplan-Meier survival curves plotting the estimated

percentage of dogs in the BC 007 group and control group 1 that

have not yet met the primary endpoint, against time. IQR =

interquartile range
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Figure 4. Kaplan-Meier survival curves plotting the estimated

percentage of dogs in the BC 007 group and control group 2 that

have not yet met the primary endpoint, against time. IQR =

interquartile range

When comparing the all-cause mortality, the estimated median

survival time in the BC 007 group was 442 days (IQR 228-724
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days) vs. 176 days (IQR 92-383) in control group 1 (log rank: p
= 0.031) and 209 days (IQR 89-312) in control group 2 (log
rank: p = 0.002). In the univariate Cox Regression analysis,
when comparing the BC 007 group to control groups 1 and 2,
the following variables demonstrated an association with the
time to the primary endpoint at a p-value < 0.1 and were entered
in the first run of the multivariate analysis: treatment with BC
007, ESVIL, LA:Ao and VPCs (Table 4 and 5). The final model
of the multivariate Cox Regression analysis only contained 2
variables in both comparisons. Treatment with BC 007 was the
only variable showing a beneficial effect on mortality (Hazard
Ratio (HR): 0.081 (95% CI: 0.016-0.406), p = 0.002 and HR:
0.107 (95% CI: 0.026-0.436), p = 0.002). In contrast, ESVI
showed a slight adverse effect on mortality (HR: 1.041 (95% CI
1.014-1.069), p = 0.002 and HR: 1.035 (95% CI: 1.017-1.055),

p <0.001).
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Table 4. Results of the univariate Cox Regression analysis

comparing the Aptamer BC 007 group and the control group 1.

Variables with a p-value < 0.1 that entered the multivariable

analysis are displayed in bold.

. Hazard Ratio

Variable 95%, CI of the HR | P-value
(HR)

Treatment
with Aptamer 0.284 0.104 - 0.776 0.014
BC 007
Age 1.118 0.886 — 1.409 0.347
Sex 1.271 0.490 — 3.300 0.622
ESVI 1.015 0.999 —1.032 0.060
LA:Ao 18.110 0.939 — 349.139 0.055
VPCs 1.000 1.000 — 1.000 0.007
FR of VPCs 1.004 0.992 -1.017 0.497
VTach 1.058 0974 -1.149 0.181

HR: hazard ratio, CI: confidence interval, ESVI = end-systolic volume index,

LA:Ao = left atrial dimension to the aortic annulus dimension, VPCs =

ventricular premature complexes, FR = the fastest rate of all VPCs, VTach =

number of ventricular tachycardia
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Table 5. Results of the univariate Cox Regression analysis

comparing the Aptamer BC 007 group and the control group 2.

Variables with a p-value < 0.1 that entered the multivariable

analysis are displayed in bold.

. Hazard Ratio

Variable 95%, CI of the HR | P-value
(HR)

Treatment
with Aptamer 0.257 0.084 — 0.789 0.018
BC 007
Age 0.962 0.781 - 1.185 0.716
Sex 2.096 0.711 - 6.176 0.180
ESVI 1.008 1.008 — 1.040 0.003
LA:Ao 14.070 1.236 — 160.135 0.033
VPCs 1.001 1.000 — 1.001 0.002
FR of VPCs 1.000 0.986-1.014 0.991
VTach 1.054 0.379 -2.928 0.920

HR: hazard ratio, CI: confidence interval, ESVI = end-systolic volume index,

LA:Ao = left atrial dimension to the aortic annulus dimension, VPCs =

ventricular premature complexes, FR = the fastest rate of all VPCs, VTach =

number of ventricular tachycardia
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Discussion

Autoimmunity associated with GPCR-AAB, specifically with
B1-AAB, is increasingly accepted as a pathogenic driver of
DCM in humans (BECKER et al., 2017b; BECKER et al.,
2019a). As a result, the search for treatment strategies to
counteract these autoantibodies has been initiated.

With the finding of aptamers which inhibit the activity of p1-
AAB, new promising drugs for the in vivo neutralization of f1-
AABs has been discovered (HABERLAND et al., 2011b).
Compared with antibodies, aptamers present a couple
advantages in both biological and chemical properties, as well
as in production and delivery; among these, their low
immunogenicity favors aptamers for human treatment
(BRUNO, 2015).

BC 007 is an aptamer that highly effectively neutralized B1-
AAB isolated from patients with DCM in vitro, as well as

several other GPCR-AAB found in patients with cardiovascular
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disease and diseases associated with cardiovascular changes
(WALLUKAT et al., 2016a). BC 007 was therefore proposed
for the treatment of patients with DCM, as well as for those
patients with DCM who carry further GPCR-AAB due to
comorbidities. Compared to the already successfully tested
extracorporeal immunoadsorption for the blood clearance of B1-
AAB, BC 007 treatment for the in vivo neutralization of f1-AAB
should be superior in terms of patient burden, logistics and costs.
We present here for the first time an animal study showing that
the neutralization of BI1-AABs after BC 007 treatment, in
addition to the indication of its safety and efficacy for f1-AAB

neutralization, improved the outcomes in DCM.
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Animal model and study design

Rodent models, mainly those with cardiomyopathy artificially
induced by immunization, were used to demonstrate the role of
f1-AAB as cardiomyopathy driver and consequently as
treatment target (MATSUI et al., 2003; JAHNS et al., 2004b).
However, based on ELISA experiments (WENZEL et al., 2018),
the functional autoantibodies found in the immunization models
seem to differ from human autoantibodies in both quality and
quantity. Furthermore, due to several disadvantages between
small animal models such as mice and rats, as well as humans,
e.g. in genetic regulation and cardiac performance listed in
(RECCHIA & LIONETTI, 2007; MILANI-NEJAD et al.,
2014), it was stated that:

“... for research aimed at clinical translation, it is imperative
that initial results from small rodent studies be confirmed in a

2

large animal model that more closely resembles humans ...

(CAMACHO et al., 2016).
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In accordance with this, we have selected DP as a model due to
the high prevalence of DCM (WESS et al., 2010a), with many
similarities compared to the related human disease (SMUCKER
et al, 1990a; PETRIC et al, 2002b; O'GRADY &
O'SULLIVAN, 2004a; HAMLIN, 2007b; HENSLEY et al.,
2017b), including the indication for B1-AAB as a DCM driver
(WESS et al., 2019). With DP as the study model, and using the
enrolment of client-owned purebred DP attending a veterinary-
medical institution for routine check-up, disease diagnostics or
follow-up, we were able to design our study in a manner similar
to common clinical studies. In addition, the DP of our study
came from different breeding populations throughout Europe
and therefore have greater genetic diversity, which can better

reflect the pathogenic situation in human DCM.
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Safety of BC 007

BC 007 was safe during treatment and immediately thereafter
(day 0 and 1), as well as in the follow-up. In this context, and in
addition to relevant markers of clinical chemistry and
hematology, we specifically monitored the influence of BC 007
on coagulation due to its potency for thrombin inhibition that
was primarily suggested as indication for the treatment with this
aptamer. However, an insufficient dose-response relationship
counteracted further developments in this area as cited in
(KEEFE & SCHAUB, 2008).

In the current study, blood clotting was closely observed on the
day of BC 007 treatment, but clinically relevant prolongation of
bleeding could be excluded. In our opinion, the much lower dose
of BC 007 required for neutralization of B1-AABs compared to
the dose for anticoagulation, together with the very short half-
life of BC 007 (KEEFE & SCHAUB, 2008; HABERLAND et

al., 2014; MUELLER et al., 2018), prevented any clotting
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problems that might counteract the administration of BC 007 for
GPCR-AAB neutralization. This agreed with recently published
data of the BC 007 clinical trial phase 1 (MUELLER et al.,
2018).

Additionally, the treated dogs were monitored closely for other
adverse events during the complete duration of the study.
Although 4 dogs in the BC 007 group died in the follow-up due
to neoplasia, this could not be attributed to any adverse effect of
BC 007 because deaths due to neoplasia were in a comparable
range in the untreated control groups (2 dogs in control group 1
and 3 dogs in control group 2). Furthermore, it is known that DP
possess a higher risk of neoplasia in general (YAU et al., 2017).
No other BC 007-related adverse events were observed,
indicating that BC 007 administration is safe and tolerable. This
confirmed data from a standard battery of pharmacological and

toxicological safety studies that had already been performed in
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rats and dogs and which allowed BC 007 to be clinically tested

in humans.

Efficiency of BC 007 for p1-AAB neutralization

To determine the effective dose of BC 007 for B1-AAB
neutralization, the administered dose of BC 007 was gradually
reduced from 4 mg via 2 mg to 1 mg per kg b.w. Because the
BC 007 dose of 1 mg/kg b.w. was effective for complete 1-
AAB neutralization, the majority of DP (7 dogs) were treated
with this dose. We cannot completely rule out that the different
doses of BC 007 will in principle have an influence on the
outcome of the DP. Due to the short half-life of BC 007 and the
fact that all DP were B1-AAB negative after treatment, such an
effect seems rather unlikely, which is why we are skeptical about
any relationship between the administered dose of BC 007 (2
mg/kg body weight) and the very early return of B1-AAB in DP

7. DP 7 was the only animal that did not receive pimobendan
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before BC 007 treatment. Pimobendan is a calcium sensitizer
and an inhibitor of phosphodiesterase 3 with positive inotropic
and vasodilatory potency, which prolonged the time to the onset
of clinical signs in DP with preclinical DCM (SUMMERFIELD
et al., 2012). However, to what extent the early return of p1-
AAB in DP 7 can be explained by the fact that this dog did not

receive pimobendan must remain speculative.

Follow-up

Left ventricular end-diastolic volume/body surface area
(EDV1) and left ventricular systolic volume/body surface area
(ESVI)

For DCM patients, the increased left ventricular ejection fraction
(LVEF) calculated from the end-diastolic and systolic volume is
a commonly used indicator for the benefit of f1-AAB blood
clearance by extracorporeal immunoadsorption whereby, with

respect to the different study times, improved cardiac function
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visible by decreased LVED was seen 3, 6 and 12 months,
respectively, after the treatment, as summarized in (BECKER et
al., 2019a).

As demonstrated for 10 of the 14 treated DP, we have now used
the measurement of EDVI and EVSI to show that the benefit of
B1-AAB blood clearance by immunoadsorption demonstrated in
patients with DCM could also be achieve by the in vivo
neutralization of $1-AAB by BC 007. In addition, as clearly
shown in Figures 2A and B, the time interval with functional
heart improvement was clearly associated with the f1-AAB free
time interval. This corroborated the data of P1-AAB
immunoadsorption studies, where the patient benefit (decreased
NYHA class) disappeared after the return of PB1-AAB
(WALLUKAT et al., 1996b) or only patients with complete 31-
AAB clearance profited from immunoadsorption (BABA et al.,

2010a).
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In accordance with the ESVC guidelines for the diagnosis of
DCM in DP we have used the EDVI and ESVI to diagnose and
monitor the disease progression and the effect of BC007,
whereas in human patients the ejection fraction (LVEF) is
usually used (WESS et al., 2017b). However, the LVEF is just
calculated form EDVI and ESVI and looking directly at the
remodeling in diastole and systole allowed us to evaluate the
remodeling and systolic function directly and not just by the
LVEF. Patients with DCM have often severe mitral
regurgitation (MR) secondary to LV dilation, although in our
study the cardiac dilation was not jet so severe and therefore
none of the DP had relevant mitral insufficiency. In patients with
secondary MR, ESV can be relatively low, despite of a low
stroke volume (JAHNS et al.) and LVEF calculation from the
EDV and ESV can reveal misleadingly higher values because in

fact EF represents the fraction of blood which leaves the
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ventricle during systole (i.e. SV + regurgitation volume into the
left atrium) (HETZER & DANDEL, 2011).

Focusing on LV volume changes instead of EF measurements is
therefore a strategy if a regurgitation volume cannot be reliably
measured, and thus this strategy was chosen by the authors of

the study before the start of the study.

Survival

The median time to the primary endpoint was significantly
longer in the BC 007 group compared to the control groups,
related to the univariate Cox Regression analysis, due to the BC
007 treatment. In the multivariate analysis, this effect is
strengthened further with a lower hazard ratio and narrower
confidence intervals.

Furthermore, it can be concluded from the multivariate analysis,

that heart size is the main negative factor for survival time. This
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finding is consistent with another study that determined the
predictors of sudden cardiac death in DP (KLUSER et al., 2016).
The median time to the primary endpoint was prolonged for
approximately 10—11 months. This prolongation approximately
equaled the PI1-AAB-free time until the recurrence of
autoantibodies. This agrees with our recent study that f1-AAB-
positive DP with DCM have a significantly shorter survival time
than comparable DP without f1-AAB (WESS et al., 2019).

Last but not least, the longer survival time due to neutralizing
B1-AAB by BC 007 in DP with DCM strongly corresponded to
the survival effects published for people with DCM who were
treated with immunoadsorption for P1-AAB removal

(DANDEL et al., 2012b).

Limitations

The most relevant limitation is the small sample size, which

prevented the exact analysis of BC 007 on the
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echocardiographic and electrocardiographic variables. In
addition, due to the small number of dogs, the estimated
interquartile ranges and confidence intervals are relatively
wide. The results should therefore be interpreted with caution,

before further studies have manifested the data.

Conclusion

Treatment with the aptamer BC 007 was safe in DP with dilated
cardiomyopathy, showed a high efficiency in neutralizing p1-
AAB and provided benefits due to prolonged survival time. As
we collected the data in a natural large animal model of DCM,
which is considered superior to small animal models of
immunization-induced cardiomyopathy, combined with the
possibility of designing our DP study in a manner comparable to

clinical studies, we believe that our results provide the basis for
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optimism that treatment with BC 007 might also be effective in

human patients with DCM.
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IV. DISKUSSION

DCM ist sowohl beim Menschen (BROCH et al., 2015) als auch
beim Hund (O'GRADY & O'SULLIVAN, 2004b) eine héufige
Ursache von kardialer Morbiditdt und Mortalitdit. Da
Autoantikorper gegen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren hiufig
bei DCM-Patienten gefunden werden (WALLUKAT et al.,
2000; WESS et al., 2019) und vor allem B1-AAK mit einer
verkiirzten Uberlebenszeit assoziiert sind (STORK et al., 2006;
WESS et al., 2019), ist es sinnvoll diese nachzuweisen und wenn
moglich zu eliminieren. Unter verschiedenen Therapiemodellen,
gilt die in vivo Neutralisation mit Aptameren als eine der
erfolgreichsten neuen Therapieansidtze (BECKER et al., 2019b).
Bislang fehlen jedoch Studien, die den Therapieerfolg von
Aptamer BC 007 bei Patienten mit DCM nachweisen. In der
aktuellen Studie konnte gezeigt werden, dass durch die Gabe
von Aptamer BC 007 bei Hunden mit Autoantikdrper-
assoziierter dilatativer Kardiomyopathie, die Autoantikérper
erfolgreich in vivo neutralisiert werden. Weiterhin konnten in
der Studie keine Nebenwirkungen durch das Medikament
festgestellt werden. Es handelt sich hierbei um die erste

veroffentlichte Studie die zeigt, dass durch die in vivo



V. Diskussion 137

Neutralisation der BI1-AAK durch Aptamer BC 007 eine

signifikant verlingerte Uberlebenszeit erreicht werden kann.

1. Dobermann als Grof3tiermodell

In der vorliegenden Studie wurde der Dobermann als
Grofitiermodell fiir den Menschen gewéhlt. Es wurden
reinrassige Doberménner, die in Privatbesitz verschiedener
Besitzer waren, ausgesucht. Dieses Modell wurde gewdhlt, weil
Tiere mit einer natiirlich vorkommenden DCM nicht probat in
einem Labor geziichtet werden konnen. In der vorliegenden
Studie kamen die Dobermdnner aus verschiedenen
Zuchtpopulationen aus Europa. Dadurch ergab sich eine grof3ere
genetische Vielfalt, welche somit die genetische Variabilitét in
der Humanmedizin besser widerspiegeln kann. Da das
Erscheinungsbild der DCM beim Menschen und beim Hund sehr
dhnlich ist, kann davon ausgegangen werden, dass vergleichbare
Pathomechanismen zugrunde liegen (PETRIC et al., 2002a). Die
Pathogenese bei der AutoantikoOrper-assoziierten dilatativen
Kardiomyopathie wird beim Menschen vor allem mit den 1-
AAK in Zusammenhang gebracht (WALLUKAT et al., 2000).
Diese Autoantikorper konnten neuerdings ebenfalls beim
Dobermann nachgewiesen werden (WESS et al., 2019). Auch

hier kann eine Pathogenitit der Autoantikdrper vermutet
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werden, da in dieser Studie auch gezeigt wurde, dass die
Autoantikorper-positiven Hunde kiirzer als die Autoantikdrper-
negativen lebten (WESS et al., 2019). Die Rasse Dobermann
eignet sich weiterhin sehr gut als Modell, da die DCM in dieser
Population sehr hédufig vorkommt. Mehr als jeder zweite
Dobermann entwickelt im Laufe seines Lebens diese
Erkrankung (WESS et al., 2010b). Schon vor dreifig Jahren
schlugen SMUCKER und Kollegen (1990b) den Dobermann als
Grofitiermodell fiir die DCM vor. 2007 wurde der Dobermann
erneut als mdgliches Tiermodell fiir die Forschung iiber
ventrikuldre Arrhythmien in der Humanmedizin genannt
(HAMLIN, 2007a). Als BUSE und Kollegen (2008) fiinf
potentiell DCM-assoziierte Autoantigene bei Hunden, darunter
10 Doberménner, mit spontaner DCM mit einem Screening-Test
nachwiesen, schlugen sie ebenfalls vor Hundemodelle mit
spontaner DCM fiir die weitere Forschung der Autoantikorper-
assoziierten  Kardiomyopathie in der Humanmedizin
einzusetzen. In einer neueren Studie wurde der Dobermann
bereits als GrofBtiermodell fiir die Forschung der DCM in der
Humanmedizin verwendet (HENSLEY et al., 2017a). In der
gegenwirtigen Studie sollte der Dobermann nicht nur als
Grofitiermodell fir die Humanmedizin dienen, sondern auch

selbst Behandlungszielgruppe sein. Da es bislang nur
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symptomatische Therapiemdglichkeiten bei der Dobermann-
Kardiomyopathie gibt, konnte er von diesem potenziell kausalen

Therapieansatz selbst profitieren.

2. Dosierung Aptamer BC 007

Die ersten 5 Hunde in dieser Studie wurden mit einer Dosierung
von 4 mg/kg Aptamer BC 007 an 2 aufeinanderfolgenden Tagen
behandelt. Von der Gesamtmenge von 4 mg/kg Aptamer BC 007
an einem Tag, wurden 2 mg/kg als Bolus iiber 20 Sekunden und
2 mg/kg als Infusion iiber 20 Minuten gegeben. Diese Dosierung
wurde schon zuvor in einer Studie mit Ratten getestet. Es zeigte
sich dass diese Dosierung ausreichend ist, um alle B1-AAK
langfristig zu neutralisieren (HABERLAND et al., 2014). Um
jedoch die minimale therapeutische Dosis herauszufinden,
wurde in der aktuellen Studie nach und nach die Dosierung
herabgesetzt. Zunichst wurde sie auf eine einmalige Gabe an nur
einem einzigen Tag reduziert. Weiterhin wurde schlieBlich der
Bolus weggelassen und die Gesamtmenge nur noch als Infusion
iiber 20 Minuten gegeben. Da diese Dosierung immer noch
ausreichend war, um die B1-AAK zu neutralisieren, wurde im
Folgenden die Dosis schrittweise halbiert, wenn diese bei 2
konsekutiven Hunden nachweisbar die Autoantikdrper voll

neutralisiert hatte. Die geringste Dosis die gegeben wurde, war
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eine einmalige Gabe von 1 mg/kg Aptamer BC 007. Diese
Dosierung war immer noch ausreichend, um die B1-AAK
vollstindig zu neutralisieren. Somit konnte in dieser Studie nicht
die kleinstmdgliche therapeutische Dosis bestimmt werden.

Weitere Studien sind hierflir notwendig.

Die unterschiedlichen Dosierungen von Aptamer BC 007, die in
dieser Studie verbreicht wurden, konnten einen Einfluss auf den
beobachteten therapeutischen Effekt gehabt haben. Da das
Aptamer jedoch eine sehr kurze Halbwertszeit von 5 bis 10
Minuten hat (KEEFE et al., 2010) und da alle Hunde nach der
Behandlung Autoantikdrper-negativ. waren, erscheint ein

solcher Effekt eher unwahrscheinlich.

3. Sicherheit

Ein Ziel dieser Studie war es die Sicherheit der Gabe von
Aptamer BC 007 bei Hunden, als Grofitiermodell fiir den
Menschen und als Behandlungszielgruppe selbst, zu evaluieren.
Der groBle Vorteil dieses Aptamers ist, dass es sich schon in
einem fortgeschrittenen Stadium der klinischen Entwicklung
befindet. Das Aptamer BC 007 wurde urspriinglich unter dem
Namen ARCI183, als ein Heparinersatz fiir die intraoperative

Hemmung von Thrombin, entwickelt (KEEFE & SCHAUB,
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2008; HABERLAND et al., 2016). Fiir diese Verwendungsart
wurde die Sicherheit der Applikation schon getestet. Eine Phase-
1-Studie wurde mit dem Medikament durchgefiihrt. Hier konnte
die Sicherheit der Gabe beim Menschen gezeigt werden. Es
wurde jedoch fiir die gewiinschte Gerinnungshemmung eine zu
groBe Menge des Medikamentes bendtigt. Daher war die
Administration unter wirtschaftlich gesehenen Aspekten nicht
rentabel und die Firma beschloss die Entwicklung des
Medikamentes einzustellen (KEEFE & SCHAUB, 2008). Etwas
spater fand man heraus, dass dasselbe Molekiil sdmtliche
Autoantikorper gegen G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die mit
kardiovaskuldren Erkrankungen in Verbindung stehen,
neutralisieren kann. Die Dosis, die fiir die Neutralisation
bendtigt wird, ist viel geringer. Daher ist das Aptamer BC 007
ein vielversprechender Breitspektrum-Neutralisator, das bei
vielen verschiedenen Erkrankungen eingesetzt werden konnte

(HABERLAND et al., 2016).

In der vorliegenden Studie konnte die Sicherheit der
Verabreichung von Aptamer BC 007 bestitigt werden. Es
konnten keine Nebenwirkungen durch die Applikation
festgestellt werden. Zur Evaluation wurden die Tiere

engmaschig kontrolliert. Am Tag der Verabreichung wurden die
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Hunde wihrend der gesamten Infusionsdauer an einen EKG-
Monitor angeschlossen. Das EKG wurde kontinuierlich
tiberwacht. Zusitzlich wurden alle 5 Minuten die Vitalparameter
bestimmt, um mogliche Nebenwirkungen, wie einen
anaphylaktischen Schock, sofort zu erkennen und behandeln zu
konnen. Bei keinem der Doberminner traten jedoch
Abweichungen der physiologischen Verhiltnisse auf. Weiterhin
wurde die Blutgerinnung vor der Gabe, innerhalb 5 Minuten
nach der Gabe und 3 Stunden spiter kontrolliert. Bei keinem der
Hunde traten klinisch relevante Abweichungen auf. Dies war
aufgrund der deutlich niedriger verwendeten Dosierungen und
der sehr kurzen Halbwertszeit von Aptamer BC 007 (KEEFE &
SCHAUB, 2008) auch nicht zu erwarten (HABERLAND et al.,
2016). Zusitzlich wurde der Blutdruck gemessen und ein
Blutbild sowie eine Analyse der Serumchemie angefertigt, um
Hinweise auf mogliche Nebenwirkungen zu erhalten. Diese
Untersuchungen wurden vor der Applikation sowie einen Tag,
10 Tage, 30 Tage, 3 Monate, 6 Monate und 9 Monate nach der
Verabreichung durchgefiihrt. Bei keinem der Hunde traten
Veridnderungen auf. Daher kann die Sicherheit der Applikation
angenommen werden. Diese Schlussfolgerung ist in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der klinischen Phase 1

Studie beim Menschen, welche kiirzlich veroffentlicht wurden
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(MUELLER et al., 2019).

In der jetzigen Studie wurde von jedem der Hunde die
Todesursache festgehalten. Vier Hunde starben in der Aptamer-
Gruppe aufgrund einer Neoplasie. Dies konnte als eine
Nebenwirkung der Behandlung mit Aptamer BC 007 angesehen
werden. Jedoch starben in den Kontrollgruppen auch 2
beziehungsweise 3 Doberménner als Folge einer Neoplasie. Der
Unterschied zwischen den Gruppen, um an einer Neoplasie zu
versterben, war statistisch nicht signifikant (P = 0,357 und P =
0,663), obwohl die behandelten Doberméanner ldnger lebten und
somit einem hdheren Risiko ausgesetzt waren, an einer
Neoplasie zu erkranken. Zudem wurde die Rasse Dobermann
schon in vorherigen Studien mit einem erhohten Risiko eine
Tumorerkrankung zu entwickeln assoziiert (KERLIN &
HENDRICK, 1996; YAU et al., 2017).

Weiterhin hatten die behandelten Doberminner eine signifikant
lingere Uberlebenszeit in der Gesamtmortalititsanalyse. Dies
bestitigt zusdtzlich die Annahme, dass die Applikation von

Aptamer BC 007 sicher und gut vertréglich ist.
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4. Wirksamkeit

Ein weiteres Ziel dieser Studie war es die Wirksamkeit der
Therapie mit Aptamer BC 007 bei Patienten mit DCM zu
bestimmen. Hierfiir wurde zum einen eine Analyse der
Uberlebenszeit mit Hilfe der Kaplan-Meier-Methode und zum
anderen eine Cox Regressionsanalyse durchgefiihrt. Weiterhin
wurde eine Funktionsverbesserung des Herzens anhand einer
Analyse des EDVI und ESVI untersucht. Ebenfalls wurde
bestimmt, ob die Autoantikdrper durch die Therapie erfolgreich

neutralisiert wurden.

Eine vollstindige Neutralisation der 31-AAK erfolgte bei allen
behandelten Hunden. Bei einem Grof3teil der Doberménner, bei
dem die Autoantikorper bis zum Lebensende weiter gemessen
wurden, traten die B1-AAK erneut nach 9 bis 13 Monaten auf.
Dieser beobachtete Wiederanstieg ist in Ubereinstimmung mit
einer Studie von TRIMPERT und Kollegen (2010), bei der die
Autoantikorper nach einer Immunadsorption nach 12 Monaten
wieder auftraten. Nur bei einem Dobermann traten die
Autoantikorper schon nach 3 Monaten wieder auf. Hierbei
handelte es sich um den einzigen Dobermann, der zu
Studienbeginn kein Pimobendan erhalten hatte. Pimobendan ist

ein Kalzium-Sensitizer und ein Phosphodiesterase-Typ 3-
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Inhibitor, welches schon in einer groBen Multicenterstudie als
wirksames Medikament zur Verldngerung der okkulten Phase
der DCM beim Dobermann evaluiert wurde (SUMMERFIELD
et al., 2012). Ob es jedoch einen Zusammenhang zwischen der
fehlenden Therapie mit Pimobendan und dem schnellen
Wiederauftreten der Autoantikorper gibt, ist sehr fraglich und

musste in weiteren Studien untersucht werden.

In der aktuellen Studie konnte eine  direkte
Funktionsverbesserung des Herzens durch eine Behandlung mit
Aptamer BC 007 bei 10 von 14 Doberminnern nachgewiesen
werden. Dies zeigte sich durch eine Verkleinerung der
enddiastolischen und endsystolischen Volumina nach der Gabe
von Aptamer BC 007. Diese Funktionsverbesserung war zeitlich
mit der B1-AAK freien Zeit assoziiert, da die Volumina nach
dem Wiederauftreten der B1-AAK wieder groBBer wurden. Diese
Ergebnisse bekriftigen die Resultate anderer Studien in denen
die klinische Verbesserung der Patienten durch eine
Immunadsorption ebenfalls mit dem Wiederauftreten der B1-
AAK verschwand (WALLUKAT et al., 1996a) oder nur die
Patienten, bei denen eine komplette Elimination der 31-AAK
erreicht werden konnte, von der Immunadsorption profitierten

(BABA et al., 2010b).
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Mit Hilfe der Kaplan-Meier-Methode konnte gezeigt werden,
dass die Zeit bis zum kardialen Tod bei den mit Aptamer BC 007
behandelten Hunde im Vergleich zur Kontrollgruppe 1 ca. 10
Monate und im Vergleich zur Kontrollgruppe 2 ca. 11 Monate
langer war. Dies entspricht auch etwa der Zeit von der
Neutralisation bis zum Wiederauftreten der 31-AAK. Es kann
vermutet werden, dass die Hunde durch eine erneute Gabe nach
dem Wiederauftreten der Autoantikorper profitieren wiirden.
Dies muss allerdings durch weitere Studien bestétigt werden.
Ein Dobermann wurde in der vorliegenden Studie zweimal im
Abstand von 9 Monaten behandelt, da die 31-AAK schon nach
3 Monaten wiederauftraten und nach 9 Monaten, das Herz
wieder deutlich vergrofert war. Das Herz verkleinerte sich nach
beiden Gaben von Aptamer BC 007 deutlich. Da der Hund
wihrend diesem Zeitraum nicht mit Pimobendan behandelt
wurde, kann der Effekt noch eindeutiger mit der Gabe von 31-
AAK assoziiert werden. Die Gabe von Pimobendan konnte bei
diesem Hund um 21 Monate herausgezdgert werden. Auch bei
der zweiten Gabe von Aptamer BC 007 konnten keine
Nebenwirkungen festgestellt werden. Zum Zeitpunkt der
Abfassung dieser Arbeit lebt dieser Dobermann immer noch
ohne klinische Symptome. Dadurch kann ebenfalls vermutet

werden, dass die Hunde von mehrmaligen Gaben von Aptamer
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BC 007 profitieren wiirden und der Krankheitsverlauf somit fiir
langere Zeit aufgehalten werden kann. Dies muss jedoch durch
weitere Studien mit einer groleren Studienpopulation bestétigt

werden.

Mit Hilfe der Cox Regressionsanalyse konnte gezeigt werden,
dass die lingere Uberlebenszeit bei den behandelten Hunden
allein auf die Gabe von Aptamer BC 007 zuriickzufiihren ist. In
der univariaten Cox Regressionsanalyse, war Aptamer BC 007
die einzige Variable mit einem positiven Effekt auf die
Uberlebenszeit. Dies wurde in der multivariaten Analyse mit
einer noch niedrigeren Hazard Ratio und engeren
Konfidenzintervallen bestitigt. Dieses Ergebnis steht in
Einklang mit der Studie von DANDEL und Kollegen (2012a) in
der gezeigt wurde, dass Menschen durch eine Immunadsorption
positive  Langzeiteffekte  erfahren, durch die eine
Herztransplantation nicht mehr bendtigt wird oder diese um
Jahre verzogert werden kann. Die vorliegende Studie ist jedoch
die erste, die einen positiven Langzeiteffekt durch die in vivo

Neutralisation durch Aptamer BC 007 beschreibt.

Eine weitere Schlussfolgerung, die durch die multivariate Cox
Regressionsanalyse gezogen werden kann, ist, dass die

HerzgroBe den groBten negativen Effekt auf die Uberlebenszeit
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hat. Dies ist in Ubereinstimmung mit der Studie von KLUSER
und Kollegen (2016), in der die Variablen mit einem negativen
Effekt, in Bezug auf den Sekundentod, bestimmt wurden. Hier
war ebenfalls ein vergroBertes Herz der grofite negativ

prognostische Faktor.

Die mediane Uberlebenszeit von allen Doberminnern
zusammen in der vorliegenden Studie erscheint kurz, wenn man
sie mit der PROTECT Studie (SUMMERFIELD et al., 2012)
vergleicht. In jener Studie betrug die mediane Zeit bis zum
Sekundentod oder Herzversagen 718 Tage bei den
Doberminnern, die mit Pimobendan behandelt wurden
(SUMMERFIELD et al., 2012). In der aktuellen Studie betrug
die mediane Zeit bis zum kardialen Tod bei den mit Aptamer BC
007 behandelten Hunden 572 Tage und bei den Hunden in den
Kontrollgruppen 266 bzw. 229 Tage. Daher konnte
angenommen werden, dass die lingere Uberlebenszeit, der mit
Aptamer BC 007 behandelten Hunde, nur dadurch bedingt ist,
dass die Hunde in den Kontrollgruppen ungewdhnlich kurz
lebten. Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass die Hunde in
der gegenwirtigen Studie schon ca. 3,3 — 4,8 Monate mit
Pimobendan, aufgrund ihrer vergroferten Herzen, behandelt

wurden. Weiterhin hatten die Hunde in der PROTECT Studie
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bei Studienbeginn nur ein geringgradig vergrofertes Herz. Der
mediane, normalisierte linksventrikuldre Innendurchmesser in
der Endsystole, quantifiziert durch eine M-Mode-Messung,
betrug 1,4. Dieser Wert ist nur geringgradig {iiber dem
Referenzbereich. Der mediane, normalisierte linksventrikulire
Innendurchmesser in der Enddiastole betrug 1,77. Dieser Wert
befindet sich sogar innerhalb des Referenzbereiches. In der
vorliegenden Studie wurde die HerzgroBe mit Hilfe der
Scheibchensummationsmethode nach Simpson bestimmt. Daher
kann die Herzgrofe der beiden Studien nicht direkt verglichen
werden. Die Hunde in der aktuellen Studie hatten jedoch sowohl
systolisch als auch diastolisch ein deutlich vergrofertes Herz.
Da ein vergroBertes Herz die Variable mit dem groften
negativen Einfluss ist, kann hierdurch der Unterschied in der
Uberlebenszeit erklirt werden.

Allgemein kann man sagen, dass eine verlidngerte
Uberlebenszeit von 306 bzw. 343 Tagen mit einer nur
einmaligen Behandlung von Aptamer BC 007 einen sehr grof3en
Erfolg darstellt. Durch die erfolgreiche zweimalige Behandlung
eines Dobermanns in der aktuellen Studie kann spekuliert
werden, dass die Uberlebenszeit durch weitere Gaben nach dem
Wiederauftreten der B1-AAK noch weiter verlingert werden

konnte. Dies sollte jedoch in weiteren Studien iiberpriift werden.
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5. Limitationen

Die grofite Limitation der vorliegenden Studie ist der relativ
kleine  Stichprobenumfang. Die kleine Anzahl von
Studienpatienten ist dadurch bedingt, dass es schwierig war
geeignete Doberminner aus Privatbesitz zu finden, die alle
Einschlusskriterien  erfiillten. = Aufgrund der  kleinen
Stichprobengrofle und da einige Hunde friih verstarben, war es
nicht moglich, den Einfluss, den die Behandlung mit Aptamer
BC 007 auf die verschiedenen echokardiographischen und
elektrokardiographischen Variablen im Verlauf der Zeit hat,
exakt zu vergleichen. Ebenfalls waren, aufgrund der relativ
kleinen Anzahl von Doberménnern, die geschéitzten
Interquartilsabstinde und Konfidenzintervalle relativ breit.

Daher miissen die Ergebnisse mit Vorsicht interpretiert werden.

Weiterhin hatten beide Kontrollgruppen ihre Schwachstellen.
Die Kontrollgruppe 1 wurde aus Doberménnern gebildet, von
denen die Besitzer die Behandlung mit Aptamer BC 007
ablehnten oder nicht gewéhrleisten konnten ihren Hund zu allen
Kontrolluntersuchungen vorbei zu bringen. Diese Entscheidung
wurde getroffen, da die engmaschigen Kontrolluntersuchungen
bei den mit Aptamer BC 007 behandelten Hunden als wichtig

erachtet wurden, um mogliche Nebenwirkungen friithzeitig
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erkennen und den Einfluss des Medikamentes besser beurteilen
zu konnen. Dadurch konnte die Verteilung zwischen den
Gruppen jedoch beeinflusst sein. Um die positiven Endresultate
noch einmal mit einer weiteren, besser ibereinstimmenden
Kontrollgruppe zu  vergleichen, wurde die zweite
Kontrollgruppe erstellt. Die Schwachstelle bei dieser Gruppe ist,
dass sie retrospektiv erstellt wurde und dass die B1-AAK nicht
gemessen wurden. Es war jedoch nicht moglich die
Autoantikérper bei allen Hunden zu bestimmen, da es bisher
keine massentaugliche Messmethode gibt. Daher kann es sein,
dass diese Kontrollgruppe Doberménner enthdlt, die
Autoantikorper-negativ sind. Eine vorherige Studie hat jedoch
schon gezeigt, dass B1-AAK einen negativen Einfluss auf die
Uberlebenszeit haben (WESS et al., 2019). Daher kann das
Ergebnis der vorliegenden Studie nur insofern beeinflusst sein,
dass der positive FEinfluss des Medikamentes auf die
Uberlebenszeit im  Vergleich zur Kontrollgruppe 2
abgeschwicht wurde. Da jedoch ein signifikanter Einfluss auf
die Uberlebenszeit belegt werden konnte, ist diese Limitation zu

vernachléssigen.

Ein Problem fiir den zukiinftigen Therapieeinsatz von Aptamer

BC 007 bei der Autoantikdrper-assoziierten Kardiomyopathie,
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ist die Schwierigkeit der B1-AAK-Bestimmung. Es gibt bislang
keinen massentauglichen Test fiir die zuverlissige Messung und
Unterscheidung von funktional aktiven B1-AAK (BORNHOLZ
etal., 2014). Da eine Studie in der Humanmedizin jedoch schon
gezeigt hat, dass nur die Patienten mit vorhandenen, funktional
aktiven Autoantikorpern von einer Immunadsorption profitieren
(DANDEL et al., 2012a), lasst sich vermuten, dass dies ebenfalls
fiir die Behandlung mit Aptamer BC 007 zutrifft. In diesem Fall
wire eine fiir das Routinelabor geeignete Diagnosemdoglichkeit
unabdingbar, um die Behandlung mit Aptamer BC 007 im

normalen Klinikalltag etablieren zu konnen.

6. Ausblick

Diese aktuelle Studie zeigt, dass Aptamer BC 007 bei
Dobermédnnern mit Autoantikdrper-assoziierter dilatativer
Kardiomyopathie eine gute Vertraglichkeit aufweist und daher
unbedenklich verabreicht werden kann. Weiterhin konnte schon
durch eine einmalige Gabe die Uberlebenszeit um ca. 10 bis 11
Monate verldangert werden. Aufgrund der Tatsache, dass es sich
hier jedoch um eine Pilotstudie mit einer kleinen
Studienpopulation handelt, sollten diese Ergebnisse am besten
durch eine grofle, prospektive, randomisierte, doppelt

geblindete, placebokontrollierte Studie bestétigt werden. Da es
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sich hierbei um ein GrofBtiermodell mit natiirlich vorkommender
DCM handelt, welches einem Kleintiermodell mit durch
Immunisierung induzierter DCM iiberlegen ist, geben die
vorliegenden Ergebnisse Anlass optimistisch zu sein, dass die
Therapie mit Aptamer BC 007 ebenfalls bei Menschen mit DCM
und vorhandenen B1-AAK erfolgreich eingesetzt werden kann.
Wenn die diagnostischen Probleme der 81-AAK iiberwunden
werden, konnte mit Aptamer BC 007 ein neues,
erfolgversprechendes therapeutisches Mittel fiir die Behandlung
der AutoantikOrper-assoziierten dilatativen Kardiomyopathie

zur Verfiigung stehen.
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V.ZUSAMMENFASSUNG

Die dilatative Kardiomyopathie (DCM) ist sowohl beim
Menschen, als auch beim Hund eine der hiufigsten Ursachen
kardialer Morbiditdt und Mortalitét. In der Humanmedizin ist
mittlerweile neben einer genetischen Ursache auch eine
autoimmune Genese anerkannt. Diese Form der Erkrankung ist
durch funktional aktive Autoantikdrper gegen G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren geprdgt. Bei Patienten mit DCM
kommen vor allem Autoantikérper gegen die Bl-
Adrenozeptoren (B1-AAK) hdufig vor. Der pathogene Effekt
dieser funktionalen Autoantikérper konnte bereits in mehreren
Studien nachgewiesen werden. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass diese Patienten von einer Elimination oder
Neutralisation der Autoantikorper, durch eine verbesserte
Herzfunktion und eine ldngere transplantationsfreie
Uberlebenszeit, profitieren. Diese Elimination erfolgte bislang
durch eine Immunadsorption. Da diese Methode sehr kosten-,
zeit- und materialintensiv ist, wird nach neueren, einfacheren
Therapiemoglichkeiten geforscht. Hierfiir wurde unter anderem
das Aptamer BC 007 entwickelt. Es handelt sich hierbei um ein

kurzes, einzelstringiges DNA-Molekiil, das sémtliche
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bekannten kardiovaskuldr-pathogenen Autoantikdrper gegen G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren spezifisch bindet und dadurch
neutralisiert. Bislang fehlen jedoch Studien iiber den

Therapierfolg von Aptamer BC 007 bei Patienten mit DCM.

Auch beim Dobermann konnten bereits B1-AAK nachgewiesen
werden. Eine neuere Studie zeigte zudem, dass die Doberméinner
mit einer systolischen Dysfunktion und vorhandenen B1-AAK
deutlich kiirzer leben, als Doberménner in einem vergleichbaren
Stadium ohne die Autoantikdrper. Da mehr als jeder zweite
Dobermann im Laufe seines Lebens an der DCM erkrankt und
es bislang nur symptomatische Therapiemoglichkeiten gibt, ist
auch hier der Bedarf nach neueren, moglicherweise kausalen

Therapieansatzen hoch.

Das Ziel der vorliegenden Studie war es daher die Sicherheit und
Wirksamkeit der Therapie mit Aptamer BC 007 beim
Dobermann mit DCM zu evaluieren. Der Dobermann diente
dabei zum einen als GroBtiermodell fiir den Menschen, war
jedoch zum anderen selbst die Behandlungszielgruppe. Hierfiir
wurden 14 Doberménner, die eine echokardiographisch
nachgewiesene DCM und einen positiven BI1-AAK-Titer
aufwiesen, mit Aptamer BC 007 behandelt. Zur Kontrolle

wurden 2 verschiedene Gruppen mit jeweils 14 Doberménnern
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erstellt, die nicht mit Aptameren behandelt wurden. Die
behandelten Hunde wurden engmaschig auf Nebenwirkungen
untersucht um die Sicherheit der Verabreichung zu ermitteln.
Zur Evaluation der Wirksamkeit von Aptamer BC 007, wurde
die Uberlebenszeit der behandelten Hunde mit der in den
Kontrollgruppen verglichen. Weiterhin wurde der Einfluss der
verschiedenen Variablen auf die Uberlebensdauer bestimmt und
die Veranderung der Herzfunktion anhand der enddiastolischen

und endsystolischen Volumina analysiert.

Wahrend der gesamten Studiendauer konnten keine
Nebenwirkungen der Behandlung mit Aptamer BC 007
festgestellt werden. Achtundvierzig Stunden nach der
Verabreichung von Aptamer BC 007 waren bei allen
behandelten Doberménnern keine B1-AAK mehr vorhanden.
Dies fithrte zu einer Reduktion oder Stabilisierung der
endsystolischen Volumina wéhrend der Autoantikdrper freien
Zeit bei 10 der 14 behandelten Doberménnern. Die mit Aptamer
BC 007 behandelten Doberméanner zeigten eine signifikant
verlingerte Uberlebenszeit (572 Tage, IQR 442 — 840 Tage) im
Vergleich zur Kontrollgruppe 1 (266 Tage, IQR 97 — 438 Tage;
log rank: p = 0,009) und zur Kontrollgruppe 2 (229 Tage, IQR
174 — 319 Tage; log rank: p =0,012).
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Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Verabreichung
von Aptamer BC 007 bei Doberménnern mit Autoantikdrper-
assoziierter dilatativer Kardiomyopathie sicher ist und eine
erfolgreiche Neutralisation der B1-AAK erreicht wird.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Behandlung einen

signifikant positiven Effekt auf die Uberlebenszeit hat.

Bei dieser Studie handelt es sich um eine Pilotstudie mit einer
relativ kleinen Studienpopulation. Daher sollten die Ergebnisse
noch durch eine grofere Studie bestitigt werden. Die
vorliegenden Ergebnisse lassen jedoch vermuten, dass mit der
Behandlung mit Aptamer BC 007, sowohl beim Dobermann als
auch beim Menschen mit einer Autoantikdrper-assoziierten
dilatativen Kardiomyopathie, eine neue, erfolgversprechende

Therapiemoglichkeit zur Verfiigung steht.
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VI. SUMMARY

Dilated cardiomyopathy (DCM) is a major cause of cardiac
morbidity and mortality in humans and dogs. Besides a genetic
background, an autoimmune origin of the disease has been
accepted in human medicine. This form of disease is
characterized by functional autoantibodies against G-protein-
coupled receptors. In patients with DCM, particularly
autoantibodies against the B1-adrenergic receptor (31-AAB) are
frequently found. Several studies have verified the pathogenic
effect of these functional autoantibodies. Furthermore, it has
been shown that these patients benefit from an elimination or
neutralization of the autoantibodies. This was reflected in an
improved cardiac function and a longer transplantation-free
survival. Up to now, the elimination has been carried out by an
immunoadsorption. As this technique is very cost-, time- and
material-intensive, research is being done into newer, feasible
therapeutic options. For this purpose, Aptamer BC 007 was
developed. It is a short, single-stranded DNA molecule that
specifically binds and neutralizes all known cardiovascular-
pathogenic autoantibodies against G-protein-coupled receptors.

However, studies to demonstrate the benefit of B1-AAB
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neutralization by Aptamer BC 007 in patients with DCM are still
lacking.

Recently 31-AAB were detected in Doberman pinchers as well.
One study also showed that the Doberman pinchers with a
systolic dysfunction and existing B1-AAB live significantly
shorter than Doberman pinchers in a similar stage without the
autoantibodies. Since more than every second Doberman
pincher is likely to be affected by DCM throughout its lifetime
and there are only symptomatic therapeutic options so far, the

need for newer, possibly causal treatment approaches is high.

Therefore, the aim of the present study was to evaluate the safety
and efficacy of the treatment with Aptamer BC 007 in Doberman
pinchers with DCM. The Doberman pincher served on the one
hand as a large animal model for humans, but on the other hand
was itself the treatment target group. For this purpose, 14
Doberman pinchers, who had an echocardiographically detected
DCM and a positive B1-AAB titer, were treated with Aptamer
BC 007. Two different control groups were created, each
containing 14 Doberman pinchers. The dogs of the control
groups were not treated with aptamers. To determine the safety
of the administration, the treated dogs were closely monitored

for side effects. The survival time of the treated dogs was
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compared with that in the control groups to evaluate the efficacy
of Aptamer BC 007. Furthermore, the influence of the different
variables on the survival time was determined and changes in
the cardiac function were analyzed on the basis of changes in the

end-diastolic and end-systolic volume.

No adverse effects associated with the Aptamer BC 007
treatment were observed during the entire course of the study.
Forty-eight hours after treatment, the blood of all treated
Doberman pinchers was free of B1-AAB. This led to a reduction
or stabilization of the end-systolic volume during B1-AAB free
time in 10 of the 14 treated Doberman pinchers. Compared to
the controls, Doberman pincher treated with Aptamer BC 007
showed a significantly longer survival time (572 days, IQR 442-
840 days) vs. control group 1 (266 days, IQR 97-438 days; log
rank: p = 0.009) and control group 2 (229 days, IQR 174-319
days; log rank: p = 0,012).

The results of this study demonstrate Aptamer BC 007 is safe
for use in Doberman pinchers with autoantibody-associated
dilated cardiomyopathy and a successful neutralization of the
31-AAB can be achieved. In addition, it was shown the

treatment has a significant positive effect on the survival time.

This study is a pilot study with a relatively small study
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population. Therefore, the results should be confirmed by a
larger study. However, the present results suggest that treatment
with Aptamer BC 007 provides a new and promising therapeutic
option for Doberman pinchers as well as for people with

autoantibody-associated dilated cardiomyopathy.
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