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|. Kurzdarstellung

1. Aufgabenstellung

Ziel des Vorhabens war, ein neues Konzept zur Therapie der Anti-B;-Antikorper (Ak)-
positiven Herzinsuffizienz zunéchst eingehend in einem human-analogen Tiermodell
zu untersuchen und technisch wie strategisch (Herstellung Anti-Bi-Ak-neutralisieren-
der Zyklopeptide fur die klinische Phase, Optimierung der Applikationsintervalle und
Dosisfindung) so zu optimieren, dass klinische Therapiestudien im Menschen begon-
nen werden kénnen. Parallel dazu sollte eine neue, sensitive diagnostische Methode
zum Nachweis poly- und monoklonaler Ratten- und Maus-Anti-B;-Ak sowie humaner
Anti-B1-Ak fuir serielle Screening-Untersuchungen weiterentwickelt werden.
Antikdrper-neutralisierende Zyklopeptid-Homologe des B:-AR (ZP) sollten dabei bei-
den Zielen dienen. Im Tiermodell konnten erste, i.R. unserer Vorarbeiten generierte
Zyklopeptide eine Anti-B;-Ak-induzierte Herzschadigung verhindern, und eine bereits
manifeste Immun-Kardiomyopathie wieder umkehren. Kardioprotektive Antikorper-
neutralisierende ZP wurden bisher in der Kardiologie und bei der Herzinsuffizienz
noch nicht eingesetzt. Vor Anwendung dieses neuen Therapiekonzepts beim
Menschen sollte zudem der Mechanismus, der der in Vorarbeiten gesehenen im-
munmodulatorischen Wirkung der Zyklopeptide zugrunde liegt, weiter aufgeklart
werden.

2. Voraussetzungen der Vorhabensdurchfiihrung

Jungere experimentelle und klinische Daten weisen auf eine wichtige Rolle von
Autoimmunphanomenen bei Entstehung und im Verlauf einer Herzpumpschwéche
bzw. ,Herzinsuffizienz* hin. Bei einigen Patienten kénnen i. R. einer fehlgeleiteten
Immunreaktion gebildete funktionell aktive Autoantikdrper gegen den fir die Pump-
funktion wichtigsten kardialen Rezeptor - den B;-adrenergen Rezeptor (B1-AR) - die
Herzerkrankung wahrscheinlich sogar auslosen. Das kardiale Schadigungspotential



von Antikérpern gegen die 2. extrazellulare Domane dieses Rezeptors (Anti-p;-ECy)
wurde vor kurzem zweifelsfrei in einem human-analogen Rattenmodell
nachgewiesen.

In diesem Modell haben wir ein neues Konzept zur Pravention und Therapie der Anti-
B1-ECy-induzierten Herzschadigung umgesetzt. Dazu haben wir AntikGrper-neutra-
lisierende Zyklopeptid-Homologe und Zyklopeptid-Mutanten dieser extrazellularen
Rezeptor-Domane generiert. Die zunachst als Fangermolekile fur Anti-p;-ECy
konzipierten Zyklopeptide und deren Mutanten reduzierten aber nicht nur die Anti-B;-
ECy Antikorperspiegel im Serum, sondern supprimierten dartber hinaus auch
spezifisch die Anti-B1-EC;-produzierenden B-Zellen in der Milz behandelter Tiere.

3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Planung: In der 1. Forderphase (01/04/2007-30/09/2008) war eine Herstellung von
optimierten Zyklopeptidvarianten, deren peptidchemische Charakterisierung, deren
Basis-Pharmakokinetik inkl. des Nachweises ihrer Vertraglichkeit in vivo (Basis-Toxi-
kologie/GLP-Sicherheitspharmakologie) sowie der Nachweis einer relevanten
Reduktion des Surrogatparameters Betal-Ak-Spiegel im Rattenmodell, und
aulRerdem der funktionelle Nachweis einer relevanten Reduktion BetalAk-induzierter
FRET-(cAMP) Signale durch die neuen Zyklopeptide geplant bzw. zu erbringen.
Ablauf: Bis Ende 09/2008 konnte die GLP-Herstellung einer optimierten
Zyklopeptidvariante (klin. Entwicklungskandidat) und deren peptidchemische
Charakterisierung erzielt werden. Auch die Basis-Pharmakokinetik inkl. des
Nachweises der in Vivo Vertraglichkeit (Basis-Toxikologie/GLP-
Sicherheitspharmakologie) konnte fir eine 2-fach Applikation bis zur 100-fachen
klinisch geplanten Applikations-Dosis erbracht werden. Ebenso konnten wir eine
relevante Reduktion des Surrogatparameters Betal Ak-Spiegel im Rattenmodell (a)
in vitro ca. 80%-Reduktion (p<0.00001) und (b) in vivo Uber 50%-Reduktion nach 12
Therapiemonaten (p<0.0001) nachweisen. Zudem konnten wir zeigen, dass die Ko-
inkubation mit optimierten Zyklopeptiden zu einer relevanten >60%igen Reduktion
BetalAk-induzierter FRET-(CAMP) Signale fihrt (zun&chst mit Kaninchen, Maus und
Ratten-Betal-Ak (alle p<0.00001)).

4. Wissenschaftlicher und technischer Stand zu Vorhabensbeginn

Herzinsuffizienz ist definiert als eine Funktionsstérung des Herzens mit der Folge,
dass die Blutversorgung des Korpers nicht ausreicht, um den metabolischen Bediirf-
nissen des Organismus gerecht zu werden. In Deutschland leben ca.1.5 Mio Patien-
ten mit Herzinsuffizienz, Tendenz ansteigend. Neben einer angeborenen
Herzmuskelschwache oder Herzklappenfehlern beruht die myokardiale Kontrak-
tionsstorung haufig auf einer Mangelversorgung des Herzens selbst durch eine
koronare Herzerkrankung (ca. 60% der Falle). Bei ca. 30% der Patienten aber ist die
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Ursache der Pumpfunktionsstorung letztlich unklar; diese Herzerkrankungen werden
unter dem Begriff der idiopathischen“ dilatativen Kardiomyopathien (DCM)
subsumiert.?

Jingere Kklinische und experimentelle Daten weisen auf eine wichtige Rolle von
Autoimmunph&nomenen bei kardialen Erkrankungen und besonders bei der DCM
hin. Obwohl bei der DCM eine pathophysiologische Relevanz von myokardialen
Autoantikdrpern schon seit mehr als 20 Jahren diskutiert wird, gibt es bis heute nur
wenige systematische Untersuchungen zur klinischen Bedeutung solcher Autoim-
munphanomene. Aufgrund theoretischer Uberlegungen hangt das Potential eines
Autoantikdrpers, eine Herzerkrankung ungunstig zu beeinflussen oder gar
auszulésen, primér von der Zugangigkeit und der funktionellen Bedeutung der
jeweiligen Zielstruktur/en ab. Folglich stellen AntikGrper gegen regulatorische
Schlisselproteine auf der Myozytenoberflache Hauptkandidaten fir die Induktion ei-
ner Herzerkrankung dar.®> Vor allem Autoantikérpern gegen den fiir die
Herzpumpfunktion wichtigen kardialen p;-adrenergen Rezeptor (Anti-B1-AR) scheint
deshalb eine wichtige Rolle bei der Entstehung und im Verlauf einer Herzinsuffizienz
zuzukommen. Gegen die 2. extrazellulare Bi;-AR-Doméne gerichtete ,konformatio-
nelle* Patienten-, aber auch Kaninchen- oder Ratten-Antikdrper (Anti-3;-EC,) sind
dabei offensichtich in der Lage, eine aktive Rezeptorkonformation zu induzieren oder
zu stabilisieren, was zur Verstarkung der Wirkung hormoneller Effektoren (z.B. Adre-
nalin/Noradrenalin) filhrt.*® Dies fordert allerdings auch den Circulus vitiosus aus p-
adrenerger Uberstimulation, Herunterregula-tion/Degradation von B-Rezeptoren und
Progression einer Herzinsuffizienz.”® Der direkte Nachweis eines mdglichen kausa-
len Zusammenhangs zwischen Herzschadigung und aktivierenden Anti-B1-AR gelang
dann erst vor kurzem in einem human-analogen Rattenmodell.’

Die tatsachliche klinische Relevanz von Anti-B1-AR Autoantikérpern beim Menschen
ist noch nicht endgultig geklart. Dies liegt v.a. an den uneinheitlichen Nachweisme-
thoden und der damit uneinheitlichen Definition dieser Autoantikérper.® Eigene
Untersuchungen haben gezeigt, dass nur knapp 50% der in einem Peptid-ELISA de-
tektierten humanen Anti-B;-AR auch dazu in der Lage waren, intakte humane B-AR
auf Zelloberflachen zu erkennen.'® Nur diese Antikorper konnten dann auch die Re-
zep-torfunktion beeinflussen. In einer Pilotstudie fand sich bei Herzgesunden nur
eine sehr geringe Pravalenz aktivierender Anti-B;-AR (<1%), wenn beim Screening
intakte Rezeptor-exprimierende Zellsysteme eingesetzt wurden. Mit derselben
Methode liessen sich jedoch bei ca. 13% der Patienten mit ischamischer
Kardiomyopathie (ICM) und ca. 30% der Patienten mit DCM funktionell aktive
Autoantikérper gegen humane B1-AR nachweisen.®® Diese Patienten hatten
gegeniiber Ak-negativen Patienten eine schlechtere Herzpumpfunktion,'® und im 10-
Jahres Follow-up auch eine ca. 3-fach erhohte kardiovaskuldare Sterblichkeit.***?



Systematische Untersuchungen an grdsseren Patienten-Kollektiven zur Pravalenz
und Kklinischen Relevanz von funktionell aktiven Anti-B1-AR stehen aber noch aus.

Neben der Standardtherapie der Herzinsuffizienz (ACEI, ARB, Diuretika, Aldosteron-
antagonisten, Herzglykoside) besteht das einzige bisher etablierte, offenbar z.T. auch
gegen aktivierende Anti-B1-AR wirksame konventionelle pharmakologische Therapie-
regime in einer Gabe kardioselektiver B-Blocker im Spéatstadium der Erkrankung. Bei
Anti-B1-Ak positiven herzinsuffizienten Patienten erscheint eine prophylaktische Gabe
von Betablockern schon im Frihstadium der Erkrankung sinnvoll. Gegenwartige
experimentelle Therapie-Ansétze bei Patienten mit Autoimmun-Kardiomyopathie zie-
len ne-ben dem Versuch einer pharmakologische Antagonisierung der Autoantikorper-
Effekte auch auf eine direkte Elimination der Autoantikérper selbst ab, z.B. durch
unspezifische'® oder spezifische Immunadsorption,™* wobei die mittel- und langfristige
Effektivitdt dieses personell und materiell sehr aufwendigen Ansatzes bisher nicht
durch doppeltblinde randomisierte Studien gesichert ist.”> Rezeptor-Antikérper-neu-
tralisierende Peptide wurden trotz klinischer Erfolge in anderen medizinischen Berei-
chen (z.B. Therapie der MS mit Myelinantigen-Peptidgemischen (Copaxone®), Thera-
pie der RA mit TNF-Rezeptor-Dimeren (Enbrel®)) bisher bei Herzinsuffizienz oder der
DCM noch nicht eingesetzt.>*° Die direkte Konkurrenz eines Rezeptor-Antikdrper-neu-
tralisieren-den ZP als Medikament waren vor allem B-Blocker. Wegen des giinstigeren
hamodynamischen Profils der ZP (Blutdruck und Herzfrequenz werden durch die
bisher generierten Zyklopeptide nicht signifikant beeinflusst) héatte dies klinisch
vermutlich Vorteile und somit ein hohes Marktdurchdringungs-Potential. Die Anti-B;-
Ak-spezifische Immunadsorption als weitere Alternative kommt fur den breiten
klinischen Einsatz nicht in Frage, sondern wird nur experimentell in
hochspezialisierten Zentren angeboten. Sie ist auch weiterhin mit Kosten von ca.
2000.- € pro Patient und Behandlungstag wesentlich aufwéndiger und teurer als die
voraussichtlichen Behandlungskosten mit einem Rezeptor-homologen Zyklopeptid.
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5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Unser Vorhaben erforderte bereits in der 1. Forderphase (Zuwendungsempfanger:
Universitdt Wiuirzburg) eine koordinierte Forschungsaktion auf dem Gebiet der
Herzinsuffizienz/Molekularbiologie herausragend ausgewiesener Kliniken und
Institute der Universitat Wuarzburg mit dem Rudolf-Virchow-Zentrum/ DFG-
Forschungszentrum fir Experimentelle Biomedizin und mit der Pharmazeutika pro-
duzierenden Industrie. Das Vorhaben vereinte somit schon in der 1. Férderphase die
fur die (insbesondere in der 2. Forderphase geplanten) Kklinischen Studien
erforderliche Expertise der Medizinischen Klinik und Poliklinik | (Patienten-Screening
und -Einschluf3, wichtiges Mitglied im KNHI) mit der experimentellen Expertise des
Instituts far Pharmakologie (Tierversuche/FRET-Verfahren) und der
immunologischen Expertise des Instituts fir Virologie und Immunbiologie (B-/T-
Zellanalyse; Kooperation mit dem Institut fur Virologie und Immunbiologie, Universitat
Danberdinaus ist von den GoBio-Antragstellern mit Beginn der 1. Férderphase (als
Ausgrindung der Universitadten Wirzburg und Tubingen) die Firma Corimmun GmbH
gegrundet worden. Die weitere Unterstitzung der neu gegriindeten Corimmun GmbH
durch das BMBF (Zuwendungsempféanger der 2 GoBio Forderphase) dient u.a. auch
dem Erhalt der Einbindung der universitdren Arbeitsgruppe (zukinftig F&E
Auftragnehmer der Fa. Corimmun) in das wahrend der 1. Foérderphase
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