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1 Einleitung

1.1 Die Erkrankung Myasthenia gravis

1.1.1 Definition
Myasthenia gravis ist eine Autoimmunerkrankung, die durch Stérung der
Erregungsiibertragung an der neuromuskuldren Endplatte zu einer Schwéache der
Muskulatur fihrt. Sie ist mit verschiedenen Autoantikdrpern assoziiert, die sich gegen

Proteine der postsynaptischen Membran richten (Gilhus et al. 2015).

1.1.2 Epidemiologie
Die Erkrankung weist eine weltweite Inzidenz von etwa 30/1.000.000 Einwohner*innen
auf. Dabei kam es zu einem Anstieg im Verlauf der letzten Jahrzehnte, der vermutlich
durch eine verbesserte Diagnostik der Erkrankung zu erklaren ist (McGrogan et al. 2010).
Die Pravalenz liegt bei etwa 77-200/1.000.000 Einwohner*innen. Beziglich der
Altersverteilung steigt die Inzidenz mit zunehmendem Alter an und zeigt einen Gipfel bei
60-80 Jahren. Bei Frauen gibt es noch einen zusétzlichen Erkrankungsgipfel im jungen
Erwachsenenalter (Phillips 2004, Carr et al. 2010). Das Verhaltnis der Prévalenz von
erkrankten Frauen zu Mannern unter 50 Jahren betrug in einer Studie innerhalb der
norwegischen Bevolkerung 3:1 (Andersen et al. 2010). In der Gruppe der alteren

Neuerkrankten sind Manner stérker vertreten (Kalb et al. 2002).

1.1.3 Symptomatik
Das Hauptsymptom der Myasthenia gravis ist eine meist belastungsabhangige
Muskelschwaéche. Bei der Erstmanifestation der Erkrankung kommt es in 85% der Falle
zu einer Beeintrachtigung der &uBeren Augenmuskulatur, die zu fluktuierenden
Doppelbildern und Ptose fiihren kann. Bei 17% dieser Patient*innen bleibt die
Erkrankung auf die duBReren Augenmuskeln und den Musculus orbicularis oculi
beschrankt. Die Bezeichnung dieser Verlaufsform lautet isoliert-okuldr. Die Symptome
verschlechtern sich typischerweise im Tagesverlauf (Grob et al. 2008). Der Ubergang in
eine generalisierte Form der Erkrankung erfolgt meistens innerhalb von zwei Jahren nach
Erstmanifestation. Dabei kann zusétzlich oder ausschlieRlich die bulbéare, faziale, axiale
und Extremitatenmuskulatur betroffen sein. Daraus folgen Symptome wie beispielsweise

Dysarthrie, Dysphagie, unvollstdndiger Lidschluss, Kopfhalteschwéche und proximal



betonte Muskelschwache. Eine Beeintrachtigung der Atemmuskulatur kann zu
lebensbedrohlichen Ateminsuffizienzen fihren und erfordert sofortige therapeutische
MaRnahmen (Meriggioli et al. 2009).

1.1.4 Pathophysiologie
Auf der Suche nach der Ursache der Myasthenia gravis konnten in den 1970er Jahren
erstmals Autoantikdrper gegen den Acetylcholinrezeptor nachgewiesen werden. Sie
finden sich im Serum von 80-90% der Patient*innen mit einer generalisierten
Verlaufsform (Lindstrom et al. 1976, Vincent et al. 1985). Nikotinische
Acetylcholinrezeptoren sind transmembranare Proteine aus finf Untereinheiten, die an
der postsynaptischen Membran der Endplatte lokalisiert sind und eine entscheidende
Funktion in der Erregungstibertragung zwischen Nerv und Muskel Gbernehmen. Wenn
ein Aktionspotential das Ende des Motoneurons erreicht, wird durch die einhergehende
Depolarisation Acetylcholin aus seinen Vesikeln freigesetzt. Es diffundiert durch den
synaptischen Spalt und bindet an die Acetylcholinrezeptoren an der postsynaptischen
Membran. Daraufhin kommt es zur Offnung dieser ligandengesteuerten lonenkanale und
der Kationeneinstrom in die Muskelzellen fuhrt schlieBlich wiederum durch
Depolarisation zur deren Kontraktion. Bei der Myasthenia gravis kommt es durch
verschiedene Prozesse zur Reduktion der Acetylcholinrezeptoren und Stérungen an der
neuromuskuldren Endplatte, die in Muskelschwache und —ermiidung resultieren (Sine
2012, Huijbers et al. 2014). Diese verantwortlichen Prozesse werden im nachfolgenden
Absatz beschrieben. Im Jahr 2001 wurden dann Autoantikorper gegen die Muskel-
spezifische Kinase (MuSK), ein weiteres Protein an der neuromuskuldren Endplatte,
beschrieben. Sie sind bei 40-70% der Patient*innen ohne Anti-Acetylcholinrezeptor-
Autoantikdrper nachweisbar (Hoch et al. 2001, Sanders et al. 2003). Bei Patient*innen,
die weder Anti-Acetylcholinrezeptor- noch Anti-MuSK-Autoantikorper zeigen, konnte
in 2-50% das lipoprotein receptor-related protein 4 (LRP4) als eine weitere Zielstruktur
von Autoantikdrpern an der Endplatte identifiziert werden (Higuchi et al. 2011, Pevzner
et al. 2012, Zhang et al. 2012). Die unmittelbare Pathogenitét der Autoantikorper gegen
den Acetylcholinrezeptor, MuSK und LRP4 st jeweils mittels passiver
Autoantikorpertransfers bzw. an Tiermodellen mit experimenteller Myasthenia gravis
bewiesen worden (Oda et al. 1981, Klooster et al. 2012, Shen et al. 2013, Gilhus et al.

2015). Bei Betrachtung der prozentualen Vorkommen der Autoantikorper verbleiben



folglich 3-5% der Patient*innen, bei denen keiner der drei oben genannten nachweisbar
ist. Dies wird als seronegative Myasthenia gravis bezeichnet (Gilhus 2016). Neben Anti-
Acetylcholinrezeptor-, Anti-MuSK- und Anti-LRP4-Autoantikérpern wurden auch
Autoantikorper gegen verschiedene Muskelproteine wie zum Beispiel Titin und den
Ryanodinrezeptor beschrieben. Sie kommen aber meist nur in Kombination mit den
anderen Autoantikdrpern vor und spielen daher diagnostisch eine untergeordnete Rolle
(Romi et al. 2005).

Die pathogenen Autoantikdrper beeintrachtigen die Funktion der postsynaptischen
Proteine durch verschiedene Mechanismen. Anti-Acetylcholinrezeptor-Autoantikorper
fihren durch eine Quervernetzung der Acetylcholinrezeptoren zu deren beschleunigten
Abbau durch Endozytose. AuRBerdem verursachen sie durch Komplementaktivierung die
Zerstorung der postsynaptischen Membran und blockieren die Acetylcholin-Bindung am
Rezeptor (Verschuuren et al. 2013). Die Einteilung der Immunglobulin G (1gG) in
Subklassen spielt eine wichtige Rolle und wird in Kapitel 1.3.1 n&her beleuchtet. Die
pathogenetisch  relevanten  Anti-MuSK-Autoantikbrper — gehéren  zur  nicht-
komplementaktivierenden 1gG4-Subklasse im Gegensatz zu 1gG1 und IgG3 bei Anti-
Acetylcholinrezeptor-Autoantikorpern. Anti-MuSK-Autoantikorper zerstoren die pré-
und postsynaptische Ultrastruktur der neuromuskuléren Endplatte und vermindern die
Expression von Acetylcholinrezeptoren (Cole et al. 2010, Richman et al. 2012, Querol et
al. 2013). Es konnte aullerdem gezeigt werden, dass sie mit der Bindung der
Acetylcholinesterase an der neuromuskuldren Endplatte interferieren, wodurch das
schlechte Ansprechen von Anti-MuSK-Autoantikorper positiven Patient*innen auf
Acetylcholinesterasehemmer erklart werden konnte (Kawakami et al. 2011, Morsch et al.
2013). Das Wirkprinzip von Acetylcholinesteraschemmern wird in Kapitel 1.1.5
erlautert. Autoantikorper gegen LRP4 blockieren durch die Bindung an LRP4 die
Signalkaskade, die die Formierung von Acetylcholinrezeptoren ermdglicht. AuRerdem
I6sen sie eine Komplementaktivierung aus und verursachen Schaden an der
neuromuskuldren Endplatte (Shen et al. 2013, Gilhus et al. 2015).

In der Pathophysiologie der Myasthenia gravis spielt auch der Thymus eine Rolle. So
zeigen viele Patient*innen pathologische Thymusverdnderungen und 10-15% sogar

Thymome. Fast alle dieser Patient*innen mit einer paraneoplastischen Myasthenia gravis



haben eine generalisierte Verlaufsform mit Anti-Acetylcholinrezeptor-Autoantikorper-
Nachweis. Entgegengesetzt entwickeln etwa 30% der Patient*innen mit einem Thymom

eine Myasthenia gravis (Marx et al. 2013).

1.1.5 Diagnostik
Neben einer gezielten Anamnese beziiglich Myasthenie-typischer Symptome, erfolgt die
weitere Diagnostik in verschiedenen Bereichen. In der kérperlichen Untersuchung lassen
sich beispielsweise Belastungstests durchfiuhren: Der Simpson-Test fallt positiv aus,
wenn sich bei der untersuchten Person beim Aufwartsblick Uber eine Minute eine Ptose
entwickelt oder verstarkt. Das Cogan-Zeichen beschreibt eine kurze, transiente Zuckung
des Augenlids nach entlastendem Abwaértsblick mit anschlielendem Aufwartsblick
(Toyka 2006). Der modifizierte Besinger-Toyka-Score umfasst die Haltezeiten der
bevorzugt befallenen Muskulatur (Arm-, Bein- und Kopfhaltemuskulatur), die mittels
Spirometer bestimmte Vitalkapazitat und die Symptome einer Schwéche der okuléren,
fazialen und bulbéren Muskelgruppen (Besinger et al. 1983). Neben den Belastungstests
kann auch der Kaltetest auf eine Myasthenia gravis hinweisen. Dabei verbessert sich
beispielsweise die Ptose, nachdem die Augenpartie mit einem Eisbeutel gekihlt wurde
(Reddy et al. 2007). In der Labordiagnostik werden Autoantikorper vor allem gegen den
Acetylcholinrezeptor, aber auch gegen MuSK und LRP4 bestimmt, da sie sehr sensitive
und spezifische Biomarker fir die Erkrankung sind (Zisimopoulou et al. 2013). Bei
Patient*innen mit okularer Myasthenia gravis sind nur in der Halfte der Félle
Autoantikdrper gegen den Acetylcholinrezeptor nachweisbar (Kerty et al. 2014). Von
pharmakologischer Seite lassen sich ebenfalls Indizien fiir eine Myasthenia gravis finden.
Cholinesterasehemmer vermindern den Abbau von Acetylcholin im synaptischen Spalt.
Somit fuhren sie zu einer erhohten Verfugbarkeit von Acetylcholin und verbessern
dadurch die Muskelschwéche. Teil dieser Substanzgruppe sind Pyridostigmin,
Edrophonium und Neostigmin, die sich in ihren Halbwertzeiten und Nebenwirkungen
unterscheiden. Das Ansprechen auf diese Pharmaka ist so spezifisch, dass sie in der
Diagnostik der Myasthenia gravis eingesetzt werden (Gilhus et al. 2015).
Elektrophysiologische Untersuchungen kénnen weitere Hinweise auf eine Myasthenia
gravis geben. So fuhrt eine repetitive, supramaximale Nervenstimulation mit 3 Hz zu
einem pathologischen Dekrement. Auch in der Einzelfaser-Elektromyografie sind
Auffalligkeiten nachweisbar (Schumm et al. 1984, Oh et al. 1992). Bei jeder Myasthenie-



Erstdiagnose wird ein CT oder MRT des Mediastinums durchgefthrt, um das maogliche

Vorliegen eines Thymoms zu erkennen (Jordan et al. 2016).

1.1.6 Therapie
In der Vergangenheit bedeutete Myasthenia gravis oft schwere, chronische
Einschrankungen fir die Patient*innen und hatte eine hohe Mortalitat. Mittlerweile hat
die Weiterentwicklung der Therapiemdglichkeiten und der Intensivbehandlung die
Langzeitprognose deutlich verbessert. Die Lebenserwartung von Myasthenie-
Patient*innen ist nahezu uneingeschrankt (Skeie et al. 2010). Als symptomatische
Therapie ist der Cholinesterasehemmer Pyridostigmin (Handelsname Kalymin) die erste
Wahl bei allen Formen der Myasthenia gravis. Der Wirkmechanismus wurde bereits in
Kapitel 1.1.5 erlautert. Die tégliche Dosis wird basierend auf der Schwere der
Symptomatik und der Toleranz der medikamentdsen Nebenwirkungen auf das autonome
Nervensystem angepasst. Es sind keine negativen Effekte einer Langzeittherapie bekannt
(Sanders et al. 2016). Neben der rein symptomatischen Therapie wird im Regelfall auch
eine Immunsuppression eingeleitet, da dies eine nachhaltigere Symptomkontrolle bewirkt
und bei rein okuldren Verlaufsformen die Gefahr der Generalisierung reduziert (Sommer
et al. 1997). In Beobachtungsstudien konnte eine Remission oder starke klinische
Besserung unter der Therapie mit Prednisolon bei 70-80% der Patient*innen gezeigt
werden (Pascuzzi et al. 1984). Es muss aber immer auch auf die Nebenwirkungen einer
Langzeitsteroidtherapie geachtet werden (Skeie et al. 2010). Wenn eine langfristige
Immunsuppression nétig ist, wird meist Azathioprin mit Prednisolon kombiniert. Diese
zweigleisige Therapie ist wirksamer als eine alleinige Steroidtherapie und fihrt zu
geringeren  Nebenwirkungen (Palace et al. 1998). Die Immunsuppressiva
Mycophenolatmofetil, Rituximab, Ciclosporin, Tacrolimus und Methotrexat sind weitere
therapeutische Optionen, wenn noch kein ausreichender Kklinischer Effekt durch
Azathioprin und Prednisolon erreicht werden konnte (Gilhus et al. 2015). Im Fall einer
drastischen Verschlechterung der myasthenen Symptome, die bis zur Ateminsuffizienz
bei myasthener Krise fihren kann, muss schnell und effizient therapiert werden. Dafir
eignen sich sowohl intravendse Immunglobuline als auch Plasmapherese (Barth et al.
2011, Gilhus 2011). Kirzlich wurde auflerdem der monoklonale Anti-C5-Antikorper
Eculizumab  fur therapierefraktire, generalisierte,  Anti-Acetylcholinrezeptor-

Autoantikorper positive Myasthenia gravis zugelassen, der das Komplementsystem



inhibiert (Howard et al. 2017). Die Rolle des Komplementsystems bei Myasthenia gravis
wird in Kapitel 1.3.2 detailliert besprochen. Weiterhin ist eine Thymektomie fir
bestimmte Patientengruppen sinnvoll, da sie den Krankheitsverlauf positiv beeinflussen
kann. Zu diesen Gruppen gehdren Patient*innen mit Thymom, aber auch Patient*innen
ohne Thymom mit einer early-onset (Erkrankung vor dem 50. Lebensjahr),
generalisierten Myasthenia gravis und Anti-Acetylcholinrezeptor-Autoantikdrpern
(Sanders et al. 2016, Wolfe et al. 2016).

1.2 Cortactin und Agrin als Proteine an der neuromuskuléaren Endplatte

1.2.1 Signalkaskade zur Aggregation von Acetylcholinrezeptoren

Sowohl Cortactin als auch Agrin sind in eine Signalkaskade involviert, die schliel3lich zur
Entwicklung und Differenzierung der neuromuskuléren Endplatte fuhrt. Dies beinhaltet
auch die Aggregation von Acetylcholinrezeptoren. Bevor in den folgenden Absétzen
jeweils im Detail auf den Aufbau und die Funktion der beiden Proteine eingegangen wird,
erfolgt zunéchst eine kurze Darstellung der Signalkaskade und eine Abbildung der
Proteine an der Endplatte. Agrin wird von den Motoneuronen synthetisiert, in den
synaptischen Spalt sezerniert und bindet dort an das membranstandige LRP4. Der
dadurch gebildete tetramere Komplex aktiviert die ebenfalls membranstéandige
Tyrosinkinase MuSK. Durch diesen Mechanismus werden intrazellul&r nachgeschaltete
Signalkaskaden ausgeldst, die Cortactin beinhalten und schlieBlich zur Aggregation von
Acetylcholinrezeptoren fuhren (Kim et al. 2008, Zhang et al. 2008, Madhavan et al.
2009).
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Abbildung 1 Proteine an der neuromuskuldaren Endplatte (llla et al. 2018)

Schematische Darstellung der neuromuskuldren Endplatte: Erregungsiibertragung vom Motoneuron (blau)
auf die Muskelzelle (rot). Acetylcholin (ACh, rote Punkte) wird aus seinen Vesikeln freigesetzt, diffundiert
durch den synaptischen Spalt und bindet an die Acetylcholinrezeptoren (AChR). Diese sind
ligandengesteuerte lonenkandle, die sich daraufhin 6ffnen und einen Kationeneinstrom in die Muskelzelle
ermdglichen. Es sind einige Proteine abgebildet, die fur die Aggregation der Acetylcholinrezeptoren eine
Rolle spielen. Das von den Motoneuronen freigesetzte Agrin bindet an LRP4, wodurch MuSK aktiviert
wird. Cortactin ist in der nachgeschalteten Signalkaskade involviert, die unter anderem zur Aggregation
von Acetylcholinrezeptoren fihrt. Abbildung mit Lizenz UGbernommen aus (llla et al. 2018),
Lizenznummer: 4842680784953, Copyright John Wiley and Sons.

1.2.2 Cortactin
Cortactin ist ein intrazellulares Protein, das von der Gruppe Gallardo, Martinez-
Hernandez et al. im Jahr 2014 als potentielles Autoantigen in der Myasthenia gravis durch
einen Protein-Microarray identifiziert wurde. In diesem Versuch wurde das Serum von
sechs seronegativen Myasthenie-Patient*innen gemischt und auf Reaktivitat mit Gber
9000 humanen Proteinen getestet. In der Auswertung zeigte sich Cortactin als mogliches
Autoantigen. Vor dem Hintergrund seiner hohen Konzentration an der neuromuskuléren
Endplatte und seiner Rolle in der Aggregation von Acetylcholinrezeptoren im Agrin-
LRP4-MuSK-Signalweg, entschloss sich die Gruppe, das Vorkommen von Anti-
Cortactin-Autoantikérpern im Serum von Myasthenie-Patient*innen zu untersuchen



(Gallardo et al. 2014). Bevor die Ergebnisse dieser Studie dargestellt werden, folgt eine
detailliertere Beschreibung des Proteins und seiner Funktionen.

Cortactin ist ein Monomer mit einer molekularen Masse von 80kDa. Es bindet an das
Strukturprotein F-Aktin und moduliert viele Aktin-abhéngige Prozesse wie zum Beispiel
Zellmotilitat und Endozytose (Peng et al. 1997, Daly 2004). Cortactin ist ein Substrat fur
Tyrosinkinasen. Es konnte gezeigt werden, dass es vermehrt zu seiner Phosphorylierung
kommt, wenn Agrin als Signalmolekiil eingesetzt wird. AuRerdem scheint es auch nur in
seiner phosphorylierten Form in die Differenzierung des Zytoskeletts an der
neuromuskuldren Endplatte eingreifen zu kénnen. Agrin-induzierte Aggregation von
Acetylcholinrezeptoren wurde durch den Einsatz von mutierten Cortactin-Proteinen, die
nicht phosphoryliert werden konnten, unterdriickt (Dai et al. 2000, Madhavan et al. 2009).

In der Studie von Gallardo, Martinez-Hernandez et al. wurde das Serum von 194
Patient*innen mit Myasthenia gravis mittels enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) und Western Blot auf Anti-Cortactin-Autoantikdrper untersucht. Als Kontrollen
dienten 30 Patient*innen mit Lambert-Eaton-Syndrom, das durch eine prasynaptische
Stérung der Erregungstbertragung an der neuromuskularen Endplatte verursacht wird, 40
Patient*innen mit anderen immunvermittelten Erkrankungen und 19 gesunde
Kontrollpersonen. Positiv auf Anti-Cortactin-Autoantikorper waren folgende Personen:
18 von 91 seronegativen Myasthenie-Patient*innen (19,7%) und 5 von 69 Patient*innen
mit nachgewiesenen Anti-Acetylcholinrezeptor-Autoantikorpern (7,2%). In der Gruppe
der 34 Patient*innen mit Anti-MuSK-Autoantikdrpern wurde kein Serum mit Anti-
Cortactin-Autoantikérpern identifiziert. 1 der 30 Patient*innen mit Lambert-Eaton-
Syndrom (3%) war positiv und 5 der 40 Patient*innen mit anderen
Autoimmunerkrankungen (12,5%) — 2 Patient*innen mit chronisch inflammatorischer
demyelinisierender Polyneuropathie, 1 Patient*in mit systemischem Lupus
erythematodes, 1 Patient*in mit rheumatoider Arthritis und 1 Patient*in mit
Sklerodermie. Die Verdffentlichung stellte keine Aufschlisselung nach Geschlecht zur
Verfugung, weshalb hier Patient*in geschrieben wird. AuBerdem hatte 1 von 20 gesunden
Kontrollpersonen Anti-Cortactin-Autoantikérper (5,2%). Es konnte kein spezifischer
Phénotyp der Anti-Cortactin-Autoantikdrper positiven Patient*innen festgestellt werden
(Gallardo et al. 2014).



Im Jahr 2016 veroffentlichte dieselbe Gruppe, die Cortactin als Antigen urspriinglich
identifiziert hatte, eine weitere Studie zu Anti-Cortactin-Autoantikdrpern bei Myasthenia
gravis. Es wurden Myasthenie-Patient*innen retrospektiv eingeschlossen, von denen ein
Serum von ihrem ersten Krankenhausbesuch vorlag. Methodisch wurde wieder mit
ELISA und Western Blot gearbeitet. Anti-Cortactin-Autoantikérper wurden in folgenden
Patient*innen gefunden: 19 von 201 Patient*innen mit Anti-Acetylcholinrezeptor-
Autoantikdpern (9,5%) - davon 4 mit okuldrer Verlaufsform. 9 von 38 seronegativen
Patient*innen (23,7%) — davon erneut 4 mit okularer Verlaufsform. Bei den 11
Patient*innen mit Anti-MuSK-Autoantikdrpern und den 29 gesunden Kontrollpersonen
kamen keine Anti-Cortactin-Autoantikérper vor. Uber den klinischen Phéanotyp lieR sich
sagen, dass seronegative Patient*innen mit Anti-Cortactin-Autoantikorpern eine okulére
oder milde, generalisierte Verlaufsform hatten, ohne bulbdre Symptome. In der
Veroffentlichung wird diskutiert, dass Anti-Cortactin-Autoantikdrper ein Marker fur eine
gute Prognose sein kénnten (Cortes-Vicente et al. 2016).

1.2.3 Agrin
Agrin ist ein Heparansulfat-Proteoglykan und hat eine molekulare Masse von etwa
500kDa. Es wurde ursprunglich als in die Synaptogenese an der neuromuskuldren
Endplatte involviertes Protein beschrieben. Spater entdeckte man, dass es auch im
zentralen Nervensystem, in der Niere, in der Lunge, in Muskeln und anderen Geweben
vorkommt (Cole et al. 1996, Gesemann et al. 1998). Die membransténdige Isoform von
Agrin wird im Gehirn exprimiert und ist an der Entwicklung von Synapsen, der Plastizitat

und der Signaliibertragung beteiligt (Daniels 2012).

Die in Kapitel 1.2.1 beschriebene Rolle vom Agrin-LRP4-MuSK-Signalweg suggeriert
die Wichtigkeit dieser Proteine fur die Ausbildung von neuromuskuléren Endplatten.
Neuronales Agrin ist ein extrazellulares Matrixprotein, das von Motoneuronen sezerniert
wird. Durch den Kontakt der postsynaptischen Muskelzelle mit Agrin wird die
Aggregation von Acetylcholinrezeptoren induziert und deren Formierung stabilisiert
(Campanelli et al. 1991, Witzemann 2006). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass
in Agrin-defizienten Mé&usen die Acetylcholinrezeptor-Aggregate in ihrer Anzahl, Grolie
und Dichte stark vermindert waren. Die Mduse sind aufgrund einer Ateminsuffizienz

nicht lebensfahig (Gautam et al. 1996). Da Agrin wie zuvor beschrieben so entscheidend



an der Regulation der postsynaptischen Differenzierung beteiligt ist und Autoantikdrper
gegen Acetylcholinrezeptoren, LRP4 und MuSK in Myasthenia gravis als
pathogenetische Faktoren identifiziert wurden (Gilhus et al. 2015), ist es naheliegend
auch Agrin als potentielles Antigen fiir autoimmune Prozesse an der Endplatte in den
Fokus zu nehmen. Kirzlich wurde aullerdem gezeigt, dass Mduse, die mit neuronalem
Agrin immunisiert wurden und daraufhin Anti-Agrin-Autoantikdrper bildeten,
Myasthenie-typische Symptome entwickelten (Yan et al. 2018).

Im Jahr 2012 wurden erstmals Anti-Agrin-Autoantikdrper im Serum von Patient*innen
mit Myasthenia gravis untersucht. Es wurde ein Zell-basierter Assay benutzt. Dabei
fanden sie sich in 24 von 161 Myasthenie-Patient*innen (15%). 11 von den 24 (46%)
Patient*innen waren seronegativ. Es wurden keine klinischen Daten der Patient*innen
veroffentlicht (Cossins et al. 2012).

Im Jahr 2014 gab es gleich zwei Gruppen, die Anti-Agrin-Autoantikérper detektierten. In
der Studie von Zhang et al. wurden ELISA und Farbungen von human embryonic kidney
(HEK)-Zellen angewendet. Anti-Agrin-Autoantikorper wurden in folgenden Myashtenie-
Patient*innen identifiziert: 5 von 83 Anti-Acetylcholinrezeptor-Autoantikdrper positiven
Patient*innen (6%), 2 von 4 seronegativen Patient*innen (50%). Es wurden keine Anti-
Agrin-Autoantikorper in den 6 Anti-MuSK-Autoantikorper positiven Patient*innen, in
den 55 Kontrollpersonen mit anderen neurologischen Erkrankungen und in den 25
gesunden Kontrollpersonen gefunden. Ein einheitlicher klinischer Phanotyp der Anti-
Agrin-Autoantikorper positiven Patient*innen lieR sich nicht beschreiben (Zhang et al.
2014). In der Studie von Gasperi et al. wurden neben ELISA und HEK-Zell-Farbungen
auch Farbungen von neuromuskuldren Endplatten als Nachweismethode genutzt. Anti-
Agrin-Autoantikorper wurden in folgenden Myasthenie-Patient*innen identifiziert: 4 von
15 Patient*innen mit Anti-MuSK-Autoantikorpern (27%) und 1 von 9 Patient*innen mit
Anti-Acetylcholinrezeptor-Autoantikorpern (11%). Es wurden weder in den 30
seronegativen Patient*innen noch in den 16 gesunden Kontrollpersonen Anti-Agrin-
Autoantikorper detektiert (Gasperi et al. 2014).

Cordts et al. untersuchten in einer im Jahr 2017 veroffentlichten Studie ebenfalls Anti-
Agrin-Autoantikorper in Patient*innen mit Myasthenia gravis mittels ELISA und HEK-
Zell-Farbungen. Anti-Agrin-Autoantikorper fanden sich bei 3 von 55 Myasthenie-
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Patient*innen mit Anti-Acetylcholinrezeptor-Autantikdrpern (5%) und 1 von 45
seronegativen Myasthenie-Patient*innen (2%). Der Kklinische Phanotyp der Anti-Agrin-
Autoantikorper positiven Patient*innen wurde folgendermaRen beschrieben: meist
weiblich, frihes Erkrankungsalter, mittlere bis schwere Symptomatik und moderates

Therapieansprechen (Cordts et al. 2017).

Kirzlich erschien eine neue Studie von Rivner et al., in der das Vorkommen von Anti-
LRP4- und Anti-Agrin-Autoantikdrpern in Myasthenie-Patient*innen mittels ELISA
untersucht wurde, die weder Anti-Acetylcholinrezeptor- noch Anti-MuSK-
Autoantikdrper aufwiesen. Bei 23 von 181 eingeschlossenen Patient*innen wurden
sowohl Anti-Agrin- als auch Anti-LRP4-Autoantikorper detektiert. 3 Patient*innen
hatten ausschliellich Anti-Agrin-Autoantikérper und 1 Patient*in ausschlielich Anti-
LRP4-Autoantikdrper. Anti-Agrin-Autoantikorper wurden also in 14% (26 von 181) der
Félle nachgewiesen (Rivner et al. 2020).

1.3 Eigenschaften von Autoantikdrpern bei Myasthenia gravis

In der Myasthenia gravis als Autoantikdrper-vermittelter Erkrankung sind die IgG-
Subklassen der Autoantikorper sowie deren Komplementaktivierungspotential von
pathophysiologischer Bedeutung. Aus diesem Grund wurden diese Eigenschaften bei den
in der Studie detektierten Autoantikdrpern genauer untersucht. Es folgt ein kurzer Exkurs
zu den Grundlagen der 1gG-Subklassen und des Komplementsystems.

1.3.1 1gG-Subklassen bei Myasthenia gravis
IgG ist das haufigste Immunglobulin im menschlichen Serum. Es gibt vier Subklassen:
IgG1, 1gG2, 1gG3 und 1gG4. Obwohl sie zu 90% aus derselben Aminosduresequenz
bestehen, unterscheiden sie sich in einigen Eigenschaften wie zum Beispiel
Antigenbindung, Immunkomplexbildung und Komplementaktivierung (Vidarsson et al.
2014). In Bezug auf Myasthenia gravis sind 1gG-Subklassen deshalb von Bedeutung, weil
sie in den nach Autoantikorper eingeteilten Untergruppen der Erkrankung jeweils
verschieden hdufig vorkommen und pathogenetische Relevanz haben (Querol et al.
2013). So gehoren Anti-Acetylcholinrezeptor-Autoantikdrper zu den 1gG-Subklassen 1
und 3 (Redgaard et al. 1987). Diese 1gG-Subklassen sind starke Aktivatoren des
Komplementsystems, wodurch die komplement-vermittelte ~ Schadigung der
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neuromuskuldren Endplatten in Anti-Acetylcholinrezeptor-Autoantikrper positiver
Myasthenia gravis erkléart wird. Aullerdem sind 1gG1 und IgG3 funktionell bivalent. Das
bedeutet, dass sie zwei Antigene gleichzeitig binden und somit quervernetzen kénnen.
Die Quervernetzung von Acetylcholinrezeptoren und der dadurch folgende
endozytotische Abbau ist ein pathogenetischer Faktor der Myasthenia gravis (Huijbers et
al. 2014). Anti-MuSK-Autoantikorper gehdren zur 1gG-Subklasse 4. Diese 1gG-
Subklasse ist funktionell monovalent und hat antiinflammatorische Eigenschaften (van
der Neut Kolfschoten et al. 2007). Sie ist nicht komplementaktivierend, da sie den
Komplementfaktor C1q nicht binden kann, der einer der ersten Komponenten in der
Komplementkaskade ist (Daha et al. 2011). Auch wenn I1gG4 bezlglich der
beschriebenen Eigenschaften benigne wirkt, konnte an Tierversuchen eindeutig bewiesen
werden, dass es die IgG4-Fraktion der Anti-MuSK-Autoantikorper ist, die die pathogenen
Prozesse an der neuromuskularen Endplatte verursacht (Klooster et al. 2012). Anti-LRP4-
Autoantikorper gehoren zur 1gG1-Subklasse (Higuchi et al. 2011).

1.3.2 Autoantikorper bei Myasthenia gravis und das Komplementsystem
Das Komplementsystem spielt eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunabwehr zur
Eliminierung von Mikroorganismen. Es besteht aus einer Vielzahl von Plasmaproteinen,
die durch proteolytische Spaltung aktiviert werden. Am Ende der Komplementkaskade
steht die Bildung des Membranangriffskomplexes, der sich in die Zellmembran des
Angreifers einfugt und durch Porenbildung zur Lyse oder Schadigung der Zelle fihrt.
Anti-Acetylcholinrezeptor-Autoantikérper der 1gG-Subklassen 1 und 3 stoRen den
klassischen Aktivierungsweg des Komplementsystems an. Dabei bindet zundchst der
Komplementfaktor C1q an den Antigen-Antikorper-Komplex. Darauf folgt die
kaskadenartige Aktivierung vieler weiterer Faktoren, die tber die Spaltung von C3 zur
Spaltung von C5 flhrt. SchlieBlich rekrutiert C5b, ein gespaltener Anteil von C5, die
Faktoren C6, C7, C8 und mehrere Einheiten von C9, die den Membranangriffskomplex
bilden (Howard 2018). Eine Komplement-vermittelte Pathogenese der Myasthenia gravis
wird durch verschiedene Untersuchungen gestutzt: So ist die Ablagerung von
Komplementfaktoren an den neuromuskuldren Endplatten sowohl bei Myasthenie-
Patient*innen mit Anti-Acetylcholinrezeptor-Autoantikorpern als auch bei Ratten mit
experimentell-induzierter Myasthenia gravis gezeigt worden (Engel et al. 1977,

Hoedemaekers et al. 1997). C3- und Cb5-defiziente Ratten sind vor experimentell-
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induzierter ~ Myasthenie  geschitzt, da es nicht zur Bildung des
Membranangriffskomplexes und folglich nicht zur Schédigung der neuromuskulédren
Endplatte kommt. Wiederum ist die Anfalligkeit fur experimentell-induzierte Myasthenie
in Méausen erhoht, die einen defizitdren komplementinhibierenden decay accelerating
factor aufweisen. Aullerdem ist der Komplementverbrauch wahrend einer Exazerbation
der Erkrankung erhoht (De Baets et al. 1988, Tuziin et al. 2013, Huijbers et al. 2014,
Howard 2018). Wie in Kapitel 1.1.6 bereits beschrieben, sind die Therapieoptionen der
Myasthenia gravis um den monoklonalen Anti-C5-Antikdrper Eculizumab erweitert
worden. Eculizumab inhibiert die Spaltung von C5 in C5a und C5b, die an
inflammatorischer Zellchemotaxis und Bildung des Membranangriffskomplexes beteiligt
sind (Rother et al. 2007). Eine Phase 2 Pilotstudie von Eculizumab zeigte deutliche
Klinische Verbesserungen bei Patient*innen mit schwerer, refraktarer Anti-
Acetylcholinrezeptor-Autoantikdrper positiver Myasthenia gravis (Howard et al. 2013).
Fur diese Patientengruppe erfolgte 2017 dann auch die Zulassung des Medikaments auf

Grundlage einer zweiten Studie der Gruppe von JF Howard Jr. (Howard et al. 2017).
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1.4 Ziele der Arbeit

Myasthenia gravis ist eine Autoimmunerkrankung, die durch Autoantikorper-vermittelte
Stérung der Erregungsiibertragung an der neuromuskuléren Endplatte zu einer Schwéche
der Muskulatur fuhrt. Bei 80-90% der Patient*innen mit einer generalisierten Myasthenia
gravis sind Autoantikorper gegen den Acetylcholinrezeptor nachweisbar. Bei den Anti-
Acetylcholinrezeptor-Autoantikdrper negativen Patient*innen finden sich in 40-70%
Autoantikorper gegen das Endplattenprotein  MuSK. Patient*innen, die weder
Autoantikdrper gegen Acetylcholinrezeptoren noch gegen MuSK aufweisen, haben in 2-
50% der Féalle Autoantikdrper gegen das Endplattenprotein LRP4. Es verbleiben folglich
3-5% der Patient*innen, bei denen keiner der oben genannten Autoantikdrper zu finden
ist, was als seronegative Myasthenia gravis bezeichnet wird. Der Autoantikérpernachweis
ist nicht nur ein entscheidendes Indiz in der Diagnostik, sondern auch die Grundlage fiir
die Einteilung von Subgruppen innerhalb des Krankheitsbildes der Myasthenia gravis.
Diese Einteilung kann fir diagnostisches VVorgehen, therapeutische Entscheidungen und
die Prognose richtungsweisend sein. Kirzlich wurden zwei neue Antigene beschrieben,
die Bestandteile der neuromuskuldren Endplatte sind: Cortactin und Agrin. Beide
Proteine tragen im Rahmen von Signalwegen an der postsynaptischen Membran zur
Aggregation von Acetylcholinrezeptoren bei. Das Vorkommen von Autoantikérpern
gegen Cortactin und Agrin in Myasthenia gravis ist in mehreren Studien belegt worden.

Die pathogenetische Relevanz dieser Autoantikorper ist jedoch noch ungeklart.
Ziele der Arbeit sind:

1) Zu untersuchen, ob Autoantikérper gegen Cortactin und Agrin bei unserer

Kohorte von Patient*innen mit Myasthenia gravis im Serum vorliegen.

2) Bei Identifikation von positiven Patient*innen, Bestimmung der Subklassen der
Autoantikdrper, Untersuchung der Komplementbindung und Charakterisierung

des klinischen Phanotyps.
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2 Material und Methoden

Tabelle 1 Proteine und Komplement fir ELISA und Komplementbindungsversuche

Proteine und Komplement

Hersteller, Katalognummer

Complement component C1q from human

serum > 95%

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland,
80295-33-6

Human Cortactin

OriGene Technologies, Rockville, USA
TP604673

Recombinant Human Agrin

R&D Systems, Minneapolis, USA
6624-AG-050

Tabelle 2 Zellen und DNA fir Bindungsversuche an HEK-Zellen

Zellen Hersteller
HEK-293-Zellen ATCC, Wesel, Deutschland
DNA Hersteller

Mini-Agrin Plasmid (enthalt GFP)

Prof. Krdger, Minchen, Deutschland
(Gasperi et al. 2014)

Mini-Agrin kodiert nicht fur die gesamte
Proteinsequenz von Agrin, wobei die fir die
Acetylcholinrezeptor-Aggregation
entscheidenden und die fur neuronales Agrin

typischen Sequenzbereiche enthalten sind.

GFP-Cortactin Plasmid (Ratte)

Anna Huttenlocher (Perrin et al. 2006)
Addgene, Watertown, USA #26722

Tabelle 3 Antikdrper fir ELISA und Bindungsversuche an HEK-Zellen

Antikorper

Hersteller, Katalognummer

Primarantikorper

Anti-Agrin Rabbit Antibody

Prof. Krdger, Miinchen, Deutschland
(Gasperi et al. 2014)

Anti-Cortactin Rabbit Polyclonal Antibody

OriGene Technologies, Rockville, USA
TA324050
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Sekundérantikorper

Anti-Complement C1q Antibody (HRP),
sheep anti-human 19G

LifeSpan BioSciences, Seattle, USA,
LS-C41845

Cy3-conjugated AffiniPure Donkey Anti-
Rabbit IgG

Jackson Immuno-Research, West Grove,
USA, 711-165-152

Cy3-conjugated AffiniPure Goat Anti-
Human IgG

Jackson Immuno-Research, West Grove,
USA, 109-165-003

Mouse anti-Human IgG1 Fc Secondary
Antibody, HRP

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA,
A-10648

Mouse anti-Human IgG2 Fc Secondary
Antibody, HRP

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA,
05-0520

Antibody, HRP

Mouse anti-Human IgG3 (Hinge) Secondary

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA,
05-3620

Mouse Anti-Human IgG4 pFc* (HRP)

Abcam, Cambridge, UK ab99817

Polyclonal Goat anti-Rabbit

Dako, Glostrup, Ddnemark

Immunoglobulins/HRP P0448
Polyclonal Rabbit anti-Human IgG/HRP Dako, Glostrup, Ddnemark
P0214

Tabelle 4 Reagenzien und Material fur ELISA und Bindungsversuche an HEK-Zellen

Reagenz/Material

Hersteller

Abklebefolie Easyseal Transparent

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Agua ad iniectabilia

Berlin-Chemie AG, Berlin, Deutschland

Cellstar Cell Culture Flasks, 75cm?

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

CoverGrip Coverslip Sealant

Biotium Inc, Fremont, USA

Deckglaser, rund, 12 mm

Novoglas Labortechnik Langenbrick, Bern,

Schweiz

1M H2SOq4

Fluka Analytical, Honeywell International,
Morristown, USA

Neubauer Zahlkammer

A. Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland

Nunc 96 Well Immuno Platten

neoLab Migge GmbH, Heidelberg,

Deutschland
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Nunc Zellkultur-Multischalen, 24W

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Obijekttrager

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland

PBS Dulbecco

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

TMB Substrate Solution

Bender Medsystems GmbH, Wien,
Osterreich

Total 1IgG (Human) ELISA Kit

Abnova Corporation, Taipeh, Taiwan

Triton X-100

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Trypan Blue solution 0,4%

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Trypsin-EDTA 0,05%

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Vectashield Mounting Medium with DAPI

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Tabelle 5 Losungen und Puffer fir ELISA und Bindungsversuche an HEK-Zellen

L6sung und Puffer

Herstellung

Blockierungsldsung

Ansetzen von 0,1M PBS mit 3,33% BSA und
0,05% Tween 20

BSA/PBS 10%

Auflésen von 1g BSA in 9ml 0,1M PBS

BSA/PBS 2% Verdinnung von BSA/PBS 10% mit 0,1M
PBS im Verhaltnis 1:4
BSA/PBS 1% Verdinnung von BSA/PBS 2% mit 0,1M

PBS im Verhéltnis 1:1

0,1M Carbonatpuffer

Auflésen von 4,2g NaHCO3; und 1,78g
Na,COs in 500ml destilliertem Wasser,
Titration auf pH 9,4

5M NaCl

Auflosen von 146,19 NaCl in destilliertem
Wasser, Auffullen auf 500ml

0,1M PBS

800ml Stammldsung A + 160 ml
Stammlésung B, Titration auf pH 7,4,
Hinzuftigen von 60ml 5M NaCl, Auffillen

auf 2| mit destilliertem Wasser

PFA 4%

Aufldsen von 4g PFA 95% in 100ml 0,1M
Phosphatpuffer
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0,1M Phosphatpuffer 405ml 0,2M Stammlésung A + 95ml
Stammlésung B, Titration auf pH 7,4,
Auffillen auf 11 mit destilliertem Wasser

Stammlésung A Auflésen von 35,69 Na;HPO, x 2 H,0 in 11
destilliertem Wasser

Stammldsung B Auflésen von 31,2g NaH,PO4 x 2 H,O in 1 |
destilliertem Wasser

Waschpuffer Ansetzen von 0,1M PBS mit 0,05% Tween
20

Benotigte Bestandteile zur Herstellung Hersteller

Bovines Serumalbumin (BSA) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

NaCl > 99,8% Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Na,COs Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

NaHCO3 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

NaH2PO4x 2 H,0 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Na;HPO4 x 2 H20 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Tween 20 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Paraformaldehyd (PFA) 95% Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 6 Lésungen und Puffer fr Kultivierung und Transfektion von HEK-Zellen

Bezeichnung Herstellung

2x HBS-Puffer Herstellen von 12mM Glucose aus D-(+)-
Glucose-Pulver, 10mM KCI, 280mM NaCl
und 1,5mM NaHPOQO4x 2H,0 in Wasser,
Titration auf pH 6,95 mit NaOH, sterile
Filtration und Lagerung in Aliquots bei -
20°C

HEK-Medium Ansetzen von 5ml L-Glutamin mit 5ml
Penicillin/Streptomycin und 50ml sterilem,
30 Minuten bei 56°C hitzeinaktiviertem
Gibco FBS, Auffullen auf 500ml mit MEM,

sterile Filtration
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CaC|2

Titration von 2,5M CacCl; in Wasser auf pH
7,0, sterile Filtration, Lagerung in Aliquots
bei -20°C

PDL

Auflésen von sterilem Poly-D-Lysin
Hydrobromid-Pulver in 50ml destilliertem,
sterilem Wasser, Lagerung in Aliquots

0,IXxTE

Verdunnung von TE in Wasser 1:10.000,
sterile Filtration, Lagerung in Aliquots bei
4°C

Benotigte Bestandteile zur Herstellung

Hersteller

CaClz

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

D-(+)-Glucose powder, BioReagent

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Gibco Fetal Bovine Serum (FBS)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

KCI > 99,5% Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
L-Glutamin Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Minimal essential medium (MEM)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

NaCl > 99,8%

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Na,HPO,4x 2H,0

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

NaOH

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Penicillin/Streptomycin 10000U/ml

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Poly-D-Lysine hydrobromide

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

TE Puffer (100X), pH 8,0

PanReac AppliChem,Illinois Tool Works
Inc., Glenview, USA

Tabelle 7 Verwendete Gerate

Gerate

Hersteller

COz-Inkubator

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Fluoreszenzmikroskop und Objektive (20x,
40x)

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Inversmikroskop

Olympus, Tokio, Japan

Kamera

SPOT Imaging Solutions, Burroughs, USA

Multiskan FC Mikrotitterplatten-Photometer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Sterilbank

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Woasserbad Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach,
Deutschland

Zentrifuge Hettich Lab Technology, Tuttlingen,
Deutschland

Tabelle 8 Verwendete Programme

Programm Hersteller

EndNote Thomson Reuters, NY, USA

GraphPad Prism GraphPad Software Inc, San Diego, USA
Imagel National Institutes of Health, Bethesda, USA
Microsoft Office Microsoft Corporation, Redmond, USA
Skanlt Software 4.1 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
VisiView Visitron Systems, Puchheim, Deutschland

2.1 Ethikvotum

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat befiirwortet. Es

liegt ein positives Ethikvotum unter der Antragsnummer 267/16 vor.

2.2 Geschlechtergerechte Sprache

Wie im ,Leitfaden Dissertationsarbeit der Medizinischen Fakultit gefordert, wurde
beim Verfassen der Dissertation geschlechtergerechte Sprache verwendet. Dazu kommt
der Genderstern immer dann zum Einsatz, wenn Personen beider Geschlechter Teil einer
Gruppe sind wie zum Beispiel bei ,Patient*innen“. Bei der Rekrutierung der
Patient*innen wurde nicht abgefragt, ob sich die Personen innerhalb der bindren
Geschlechterordnung identifizieren. Die Einteilung in ,,ménnlich* und ,,weiblich* wurde

allein aufgrund der Namen der Patient*innen vorgenommen.

Die Anti-Cortactin-Autoantikorper positiven Patient*innen werden unabhdngig von
ihrem Geschlecht als Patient 1-3 bezeichnet, um eine bessere Lesbarkeit zu gewéhrleisten
und Verwechslungen zu vermeiden. Auch zusammengesetzte Worter wie zum Beispiel
»Patientenserum* oder ,,Patientengruppe‘ werden aufgrund der besseren Lesbarkeit ohne

Genderstern geschrieben.
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2.3 Patient*innen und Kontrollpersonen

Alle Teilnehmer*innen an der Studie wurden umfassend mindlich und schriftlich
aufgeklart und haben eine schriftliche Einverstandniserklarung zur Teilnahme abgelegt.
Auch bereits vorhandenes Material aus friheren Studien wurde verwendet, wenn die
Patient*innen und Kontrollpersonen zum Entnahmezeitpunkt einer Weiterverwendung
fir wissenschaftliche Zwecke zugestimmt hatten. Es erfolgte eine Pseudonymisierung

aller Proben.

2.3.1 Probengewinnung
Den Patient*innen und Kontrollpersonen wurde 20ml Blut aus einer peripheren Vene
abgenommen. Die Blutentnahmerdhrchen wurden zentrifugiert, das Serum aliquotiert

und bei -20°C gelagert.

Wenn bei Myasthenie-Patient*innen im Rahmen eines stationdren Aufenthalts aus
therapeutischen Griinden eine Plasmapherese notwendig war, wurde dabei, mit

Einverstandnis der Betroffenen, Plasmapherese-Material asserviert.

2.3.2 Patient*innen
Es wurden 135 Patient*innen mit Myasthenia gravis in die Studie eingeschlossen. VVon
69 Patient*innen lag eine Serum-Probe und von 82 Patient*innen eine Plasmapherese-
Probe vor. Folglich gab es 16 Patient*innen, von denen beide Probenarten zur Verfligung
standen. Die Seren wurden prospektiv im Zeitraum von Februar 2017 bis Februar 2019
in der Spezialambulanz fur Myasthenie oder auf Stationen der Neurologischen
Universitatsklinik Wiirzburg gesammelt. Die Plasmapherese-Proben wurden im Zeitraum

von 2006 bis 2017 asserviert und retrospektiv in die Studie eingeschlossen.

Die Einschlusskriterien waren folgendermafen festgelegt: Die Patient*innen zeigten das
klinische Bild einer Myasthenia gravis wie Doppelbilder, Ptosis, bulbdre Symptome oder
Muskelschwache mit Zunahme bei Belastung ohne andere zugrundeliegende Erkrankung.
AuBerdem mussten mindestens zwei der folgenden drei Kriterien erfillt sein: Nachweis
von Anti-Acetylcholinrezeptor-, Anti-MuSK-, oder Anti-LRP4-Autoantikorpern
und/oder elektrophysiologischer Nachweis eines Dekrements nach repetitiver

Stimulation und/oder positives Ansprechen auf Cholinesterasehemmer.
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Da nicht alle 135 Patient*innen die Einschlusskriterien erfiillten, eine Myasthenia gravis
aber trotzdem als sehr wahrscheinliche Diagnose galt, wurde die Untergruppe ,,Verdacht
auf (V.a.) Myasthenie* gebildet. Darin befanden sich 22 Patient*innen, die alle
seronegativ auf oben genannte Autoantikdrper waren. Sie zeigten zwar das klinische Bild
einer Myasthenie und sprachen mehrheitlich auf Cholinesterasehemmer an, jedoch fehlte
oft der Nachweis des Dekrements in der Nervenserienstimulation. Die
elektrophysiologische Untersuchung ergab entweder ein negatives Ergebnis, wurde nicht
durchgefuhrt oder die Ergebnisse waren in den Arztbriefen, gerade bei langer

Erkrankungsdauer, nicht auffindbar.

Die Gruppe der eingeschlossenen 135 Patient*innen liel? sich wie folgt charakterisieren:
Sie bestand aus 64 Frauen und 71 Mannern. Der Altersmedian betrug 66 Jahre
(Spannweite 16 bis 86 Jahre). Bezuglich nachgewiesener Autoantikdrper hatten 105
Patient*innen Anti-Acetylcholinrezeptor-Autoantikorper, 6 Patient*innen Anti-MuSK-
Autoantikdrper und 24 Patient*innen waren seronegativ. Im Hinblick auf die von der
Erkrankung betroffenen Muskelgruppen wurden 11 Patient*innen der okuldren und 124

Patient*innen der generalisierten Verlaufsform zugeordnet.

Tabelle 9 Charakterisierung der in die Studie eingeschlossenen Patient*innen

Eingeschlossene Patient*innen
n=135

Vorliegende Probenart Serum Plasmapherese-Material

69 82
Geschlechterverteilung maénnlich weiblich

71 64
Verlaufsform der MG generalisiert okular

124 11
Nachgewiesene Anti- Anti-MuSK-AK Seronegativ
Autoantikdrper (AK) Acetylcholin-

rezeptor-AK
105 6 24
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Klinische Befunde, Ergebnisse elektrophysiologischer Untersuchungen und Laborwerte
wurden den Arztbriefen der Neurologischen Universitatsklinik Wurzburg entnommen

und tabellarisch erfasst.

2.3.3 Kontrollpersonen
Es wurden insgesamt 50 Kontrollpersonen herangezogen, die pro- und retrospektiv
rekrutiert wurden. Jeweils 25 der Personen waren weiblich und mannlich. Der
Altersmedian betrug 54 Jahre (Spannweite 18 bis 82 Jahre). Einschlusskriterium war,

dass die Personen keine Autoimmunerkrankungen hatten.

2.4 Statistische Auswertung und verwendete Programme

Fur die ELISAs wurde Skanlt Software 4.1 verwendet. Die Berechnung der deskriptiven
Statistik wurde mit Excel durchgefiihrt. Die Erstellung von Graphiken erfolgte mit Graph

Pad Prism.

2.5ELISA

2.5.1 Funktionsprinzip und zugrundeliegendes Protokoll
Ein ELISA ist ein Nachweisverfahren fur Antikorper, die an ein spezifisches Antigen
binden. Dabei erfolgt der Nachweis tiber die im Photometer messbare Farbreaktion bei
enzymatischer Umsetzung des Substrates am Sekundarantikdrper, wenn dieser an den
Komplex aus Antigen und Primérantikorper bindet (Engvall et al. 1971, Van Weemen et
al. 1971). Der Versuchsablauf fand an zwei aufeinanderfolgenden Tagen statt. Am ersten
Tag wurde eine Nunc 96 Well Immuno Platte mit dem jeweiligen Antigen beschichtet.
Es wurden Well-Dupletts fur die Positivkontrolle, die Kontrollen der Antikorper ohne
Serum, sowie alle zu testenden Seren vorbereitet. AuRerdem wurde flr jedes zu testende
Serum ein unbeschichtetes Well-Duplett vorgesehen, um das Signal unspezifischer
Bindungen am Ende subtrahieren zu konnen. Zuletzt wurde die Platte mit einer
Abdeckfolie abgeklebt und lber Nacht bei 4°C im Kihlschrank gelagert. Das Ziel des
zweiten Versuchstages war es, nach Hinzugabe von Primér- und Sekundéarantikorper, das
photometrische Signal jedes Wells zu messen. Dazu wurde die Patte zunachst zwei Mal
mit 200ul phosphate buffered saline (PBS) pro Well gewaschen und gut ausgeklopft.
Danach wurden die Wells mit jeweils 200ul Blockierungslosung bei 37°C fir eine Stunde

unter Agitation inkubiert, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Nach zwei

23



Waschschritten mit Waschpuffer erfolgte das Auftragen der Primérantikorper. Hierzu
dienten die Seren, das Plasmapherese-Material oder der kommerzielle Anti-Zielantigen-
Antikorper. Nach Inkubation fir eine Stunde bei 37° C unter Agitation folgte das
viermalige Waschen mit 200ul Waschpuffer pro Well. Als ndchstes wurden die
Sekundarantikorper in einer Menge von jeweils 100l aufgetragen. Der Polyclonal Rabbit
anti-Human 1gG/HRP in einer Verdiinnung von 1:10.000 in Blockierungsldsung diente
zur Detektion von menschlichen Antikorpern im Serum oder Plasmapherese-Material.
Der Polyclonal Goat anti-Rabbit Immunoglobulins/HRP in einer Verdiinnung von 1:2000
in Blockierungslosung wurde fiir die Positivkontrolle genutzt. Die Kopplung der
Sekundarantikorper an das Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRP = horseradish
peroxidase) fuhrte spater zur gewinschten Farbreaktion. Die Inkubationszeit betrug dann
30 Minuten bei 37°C unter Agitation. Nach vier Waschschritten mit Waschpuffer wurde
100pI Tetramethylbenzidin (TMB) Losung pro Well aufgetragen, die als Substrat fur die
Meerrettich-Peroxidase diente. Die L6sung inkubierte dann im Dunkeln flr 15 Minuten
bei Raumtemperatur, um die Farbreaktion ungestort ablaufen zu lassen. Die Reaktion
wurde schlieBlich mit 50ul Schwefelsédure pro Well abgestoppt. Die optische Dichte der

Wells wurde im Multiskan FC Mikrotitterplatten-Photometer bei 450nm gemessen.

Der Schwellenwert, um ein Serum als Antikorper positiv getestet zu deklarieren, wurde
als vier Standardabweichungen Uber dem Mittelwert der optischen Dichten der

Kontrollen definiert.

2.5.2 Anti-Cortactin-ELISA

Es wurden alle Patienten- und Kontrollseren sowie das gesamte Plasmapherese-Material
mittels ELISA auf Anti-Cortactin-Autoantikorper getestet. Zur Beschichtung der Platten
wurde Human Cortactin eingesetzt. Es wurde dazu in Carbonatpuffer auf eine
Zielkonzentration von 1pg/ml verdiinnt und in einer Menge von jeweils 100ul pro Well
aufgetragen. Als Primérantikorper fur die Positivkontrolle diente der Anti-Cortactin
Rabbit Polyclonal Antibody in einer Verdinnung von 1:100 in Blockierungslosung. Die
Seren wurden 1:100 in Blockierungslosung verdinnt und jeweils 100ul in ein
beschichtetes und ein unbeschichtetes Well-Duplett pipettiert. Der weitere Ablauf des
ELISAs erfolgte wie in Kapitel 2.5.1 beschrieben.
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2.5.3 Anti-Agrin-ELISA

Es wurden alle Patienten- und Kontrollseren sowie das gesamte Plasmapherese-Material
mittels ELISA auf Anti-Agrin-Autoantikorper getestet. Zur Beschichtung der Platten
wurde Recombinant Human Agrin eingesetzt. Es wurde dazu in Carbonatpuffer auf eine
Zielkonzentration von 1ug/ml verdinnt und in einer Menge von jeweils 100ul pro Well
aufgetragen. Als Primdrantikorper flr die Positivkontrolle diente der Anti-Agrin Rabbit
Antibody in einer Verdinnung von 1:1000 in Blockierungslosung. Die Seren wurden
1:100 in Blockierungslésung verdiinnt und jeweils 100l in ein beschichtetes und ein
unbeschichtetes Well-Duplett pipettiert. Der weitere Ablauf des ELISAs erfolgte wie in
Kapitel 2.5.1 beschrieben.

2.5.4  Auswertungsprinzip der ELISAs
Der genaue Ablauf der ELISA-basierten Versuche wurde in Kapitel 2.5.1 dargelegt. Wie
dort beschrieben basierten die ELISA Werte der einzelnen Proben auf den optischen
Dichten, die als Ergebnis der Farbreaktion von TMB L6ésung mit Meerrettich-Peroxidase
vom Photometer in den Wells gemessen wurden. Im Anschluss erfolgte mittels Excel die
Berechnung des finalen Werts jeder Probe, um méglichst nur das spezifische Signal
abzubilden und eine Verfalschung durch unspezifische Hintergrundaktivitat zu
vermeiden. Die Grundlage flr die Berechnung legten folgende Aspekte des Versuchs:
Fur jede Probe wurde ein Well-Duplett mit dem Zielantigen beschichtet und zusatzlich
ein unbeschichtetes Well-Duplett vorgesehen. Abgesehen von der Beschichtung wurden
alle vier Wells wéhrend des Versuchsablaufs im Sinne von Blockierung, Waschschritten,
Auftragen von Primér- und Sekundéarantikorpern, Substratzugabe und Abstoppen der
Farbreaktion gleich behandelt. Fur die Auswertung wurde jeweils der Mittelwert der
optischen Dichten der Well-Dupletts gebildet und dann der Mittelwert des
unbeschichteten Dupletts von dem des beschichteten Dupletts abgezogen. Der finale Wert
stellte folglich nur das spezifische Signal dar, das durch die Reaktion des Serums als
Priméarantikdrper mit dem Zielantigen erfolgte. Wenn die Subtraktion in seltenen Féllen
zu einem negativen Ergebnis fiihrte, wurde der Wert auf 0 gesetzt. Das Prinzip wird durch
nachstehende Graphik schematisch veranschaulicht. Zur Erstellung aller folgenden
Diagramme wurde immer der wie beschrieben berechnete, finale ELISA Wert jeder Probe

verwendet.
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A Zielantigen OD = Optische Dichte

Anti-Zielantigen-Antikorper Unspezifischer Antikorper
Ej Ej
Beschichtetes Well-Duplett Unbeschichtetes Well-Duplett

A Mittelwert der OD Mittelwert der OD

N/

Bildung des finalen Werts C

A - =l C

Abbildung 2 Schema zum Auswertungsprinzips der ELISA Werte

Fur jede Probe wurden die optischen Dichten (OD) eines beschichteten und eines unbeschichteten Well-
Dupletts gemessen und jeweils der Mittelwert gebildet. Durch die Subtraktion des Mittelwerts des
unbeschichteten Well-Dupletts (B) vom Mittelwert des beschichteten Well-Dupletts (A) wurde der finale
Wert (C) gebildet, der nur das spezifische Signal der jeweiligen Probe darstellt und den Einfluss von
unspezifischen Bindungen auf den Wert verhindert.

2.5.5 Titerbestimmungen
Zur Bestimmung der Titer der auf Anti-Cortactin-Autoantikdrper positiv getesteten Seren
wurde das Material in Verdlinnungsreihen mittels ELISA gemessen und diejenige
Verdunnung als Titer bestimmt, bei der das Messergebnis zuletzt noch Uber dem
festgelegten Schwellenwert lag. Hierfur wurde jedes Serum in den Verdinnungen 1:100,
1:200, 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:5000 und 1:10.000 getestet. Auf gleiche Weise wurde ein
negativ getestetes Kontrollserum behandelt und gemessen.
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2.5.6 Subklassenbestimmungen

Zur Subklassenbestimmung der Anti-Cortactin-Autoantikorper positiven Seren wurden
wieder Versuche mittels ELISA durchgefihrt. Der Versuchsablauf erfolgt wie in 2.5.1
und 2.5.2 beschrieben mit dem Unterschied, dass anstelle eines allgemeinen Anti-human-
IgG-Sekundérantikdrpers Subklassen-spezifische Sekundarantikdorper eingesetzt wurden.
Als Primérantikorper dienten die Seren von den Patienten 1 bis 3 und den positiven
Kontrollen 1 und 2 in einer Verdinnung von 1:100 in Blockierungslésung. AuBerdem
wurde ein negatives Kontrollserum als Negativkontrolle getestet. Als Subklassen-
spezifische Sekundarantikorper wurden der Mouse anti-Human 1gG1 Fc Secondary
Antibody, HRP in der Verdiinnung 1:1000, der Mouse anti-Human IgG2 Fd Secondary
Antibody, HRP in der Verdinnung 1:4000, der Mouse anti-Human 1gG3 (Hinge)
Secondary Antibody, HRP in der Verdinnung 1:3000 und der Mouse Anti-Human IgG4
pFc® (HRP) in der Verdiinnung 1:2000 eingesetzt. Die Verdinnungen wurden jeweils mit
Blockierungslosung vorgenommen. Diese Antikorper waren ebenfalls HRP-konjugiert
und erzeugten mit TMB eine Farbreaktion.

2.5.7 Komplementbindungsversuche
Auf Grundlage eines ELISAs wurden Komplementbindungsversuche mit den Anti-
Cortactin-Autoantikérper  positiven  Seren  durchgefihrt.  Hierfur wurde der
Komplementbestandteil C1q verwendet, der an den Antigen-Antikdrper-Komplex bindet
und Uber einen HRP konjugierten Anti-C1g-Sekundarantikorper detektiert werden kann.
C1lq eignet sich als Nachweis fiir eine Komplementbindung, da es ein Bestandteil vom
Faktor C1 ist, mit dem die Komplementkaskade beginnt (siehe Kapitel 1.3.2). Der
Versuch wurde an drei aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrt. Am ersten Tag erfolgte
das Beschichten einer Nunc 96 Well Immuno Platte mit dem Zielantigen. In diesem Fall
wurde wie in Kapitel 2.5.1 und 2.5.2 Human Cortactin aufgetragen. Am zweiten Tag
wurden die Primérantikorper appliziert. Die Platte musste dafur zundchst durch vier
Waschschritte mit jeweils 200l Waschpuffer pro Well vorbereitet werden. Es erfolgte
eine zweistundige Inkubation von Blockierungslosung bei 37°C unter Agitation zum
Blockieren von unspezifischen Bindungen. Nach erneuten vier Waschschritten wurden
nun die Primérantikorper aufgetragen. Die Patienten- und Kontrollseren wurden dazu
1:20 verdunnt. Die Platte wurde Gber Nacht bei 4°C im Kuhlschrank aufbewahrt. Am

dritten Versuchstag erfolgte das Auftragen von C1q und des Sekundérantikorpers. Nach
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sechs Waschschritten wurde dazu zunédchst das Clq auf eine Zielkonzentration von
10pl/ml verdunnt und in einer Menge von 100l pro Well pipettiert. Die Inkubationszeit
betrug zwei Stunden bei Raumtemperatur unter Agitation. Nach sechs weiteren
Waschschritten wurde der Sekundarantikorper Anti-Complement C1g Antibody (HRP)
in einer Verdinnung 1:200 in Blockierungsldsung mit 100pl pro Well aufgetragen und
fiir 30 Minuten inkubiert. Es erfolgten vier Waschschritte, bevor 100ul TMB Lésung pro
Well 15 Minuten lang bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert wurde. Die
Farbreaktion wurde mit 50ul H2SO4 pro Well gestoppt und die optische Dichte im
Multiskan FC Mikrotitterplatten-Photometer bei 450nm bestimmt.

Wie in Kapitel 2.5.4 beschrieben wurden auch hier die Mittelwerte der Well-Dupletts
gebildet und der Mittelwert der fiir jede Probe individuell bestimmten optischen Dichten

aus den unbeschichteten Wells subtrahiert.

2.5.8 Gesamt-1gG-Bestimmungen
Zur Bestimmung des Gesamt-1gG-Gehaltes der Patientenseren, des Plasmapherese-
Materials und der Kontrollseren wurden alle Proben mittels des kommerziellen Total 1gG
(Human) ELISA Kits (Abnova) gemessen. Dazu wurde nach Protokoll des Herstellers

gearbeitet.

2.6 Bindungsversuche an transfizierten HEK-293-Zellen

HEK (human embryonic kidney) -293-Zellen sind menschliche embryonale Nierenzellen,
die als Zelllinie in der Zellbiologie in den 1970er Jahren etabliert wurden und seitdem
hé&ufig eingesetzt werden, da sie sich gut kultivieren und mit Fremd-DNA transfizieren
lassen (Graham et al. 1977). Zur Detektion von Autoantikérpern kdnnen sie nach
folgendem Prinzip genutzt werden: Die Zellen exprimieren nach Transfektion mit einer
Zielantigen-DNA das entsprechende Protein, an das Autoantikdrper aus menschlichem
Material als Primdrantikbrper dann binden koénnen. Die Anlagerung von mit
Cyaninfarbstoffen (Cy3) markierten Sekunddrantikbrpern an den Antigen-
Priméarantikdrper-Komplex kann daraufhin mittels Fluoreszenzmikroskop detektiert

werden.
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2.6.1 Kultivierung
Alle Arbeitsschritte mit den lebenden Zellen wurden zur Vermeidung von Kontamination
unter der Sterilbank durchgefuhrt. Die Kultivierung der HEK-293-Zellen erfolgte in
75cm? Zellkultur Flaschen bei 37°C und 5% CO> in einem Inkubator. Das Ausdiinnen der
Zellkultur erfolgte zwei Mal pro Woche in folgenden Schritten: Nach Absaugen des
HEK-Mediums wurde die Flasche mit 2ml PBS Dulbecco gewaschen. Dann wurde mit
Iml Trypsin-EDTA 0,05% fir 2 Minuten inkubiert, um die Zellen vom Flaschenboden
zu lésen. Sie wurden danach in 10ml HEK-Medium aufgenommen und in einem Falcon
bei 1500rpm und Raumtemperatur fiir 5 Minuten zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes wurde das Pellet resuspendiert und die Zellzahl mittels Anfarben der
Zellsuspension durch Trypan Blau im Verhaltnis 1:1 und Auszahlen in einer Neubauer
Zahlkammer berechnet. Danach wurde die Zellsuspension mit HEK-Medium auf die
Zielkonzentration von 2 Millionen Zellen pro Flasche verdiinnt und ein Endvolumen von

10ml erneut ausgesat.

2.6.2 Transfektion
Im Detail erfolgten die Bindungsversuche an den HEK-293-Zellen Uber 6 Tage. Am
ersten Tag wurde eine 24-Well-Platte mit 122mm-Deckglasern belegt. Um fiir eine bessere
Haftung der Zellen zu sorgen, wurden sie mit 150ul Poly-D-Lysin (PDL) beschichtet.
Nach einer Stunde Inkubation bei 37°C wurden die Deckglaser zwei Mal mit
destilliertem, sterilem Wasser gewaschen und (ber Nacht trocknen gelassen. Am
Folgetag erfolgte das Ausséden der HEK-Zellen. Zur Berechnung der Zellzahl und
entsprechenden Verdiunnung wurde wie in Kapitel 2.6.1 beschrieben vorgegangen. Es
wurden 20.000 Zellen pro Deckglas in einer Suspension von 200pul aufgetragen. Nach
24h Inkubationszeit erfolgte an Tag 3 die Transfektion mit der Fremd-DNA. Dazu diente
die Calcium-Phosphat-Prazipitation, bei der durch das Ausféllen von Calciumphosphat
ein Komplex mit der zu bertragenden DNA gebildet wird. Die entstandenen Kristalle
werden dann tber Endozytose in die Zellen aufgenommen (Graham et al. 1973). Es wurde
Agrin-DNA und Cortactin-DNA verwendet, die jeweils an green fluorescent protein
(GFP) gekoppelt waren, was eine erfolgreiche Transfektion sichtbar machte. Parallel
wurden immer auch Zellen nur mit GFP-DNA transfiziert, um Vergleiche ziehen zu
kdnnen. Zur Herstellung des Transfektionsansatzes wurden 44% 0,1x TE-Puffer, die
Fremd-DNA in einer Konzentration von 1ug/ml, 1,25% 2,5M CaCl, und 2x HBS-Puffer
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zum Auffullen in ein Mikroreaktionsgefal gegeben und vermischt. Der Ansatz wurde 5
Minuten lang im Wasserbad bei 37°C inkubiert. SchlieBlich wurden je 50ul pro Well
tropfenweise zu den Zellen gegeben und diese Uber Nacht inkubiert. Am vierten Tag
wurden die Zellen zwei Mal mit aufgewarmtem, frischem HEK-Medium gewaschen.

Zuletzt wurden etwa 300pl Medium pro Well belassen und die Platte weiter inkubiert.

2.6.3 Féarbung
An Tag 5 wurden die Zellen fixiert, mittels Triton permeabilisiert und die
Primarantikdrper aufgetragen. Zunéchst wurden alle Wells nach Absaugen des Mediums
mit PBS Dulbecco gewaschen. Dann erfolgte die Fixierung der Zellen mit 200ul 4%igem
PFA fur 20 Minuten. AnschlieBend wurden die Wells drei Mal mit PBS Dulbecco
gewaschen. Zur Blockierung unspezifischer Bindungen wurde im néchsten Schritt das
PBS abgesaugt und 10%iges BSA/PBS fir 20 Minuten inkubiert, in das zur
Permeabilisierung der Zellmembranen Triton X-100 in einer Konzentration von 0,3%
hinzugegeben wurde. Im Anschluss wurde der Uberstand abgenommen und 1%iges
BSA/PBS fir 5 Minuten aufgetragen und danach wieder entfernt. Dann erfolgte das
Auftragen der Primarantikorper, die in 2%igem BSA/PBS verdinnt wurden. Die Zellen

wurden tber Nacht bei 4°C inkubiert.

An Tag 6 wurden die fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorper appliziert. Dazu wurden,
nach dreimaligem Waschen der Wells mit PBS Dulbecco, Cy3-konjugierte
Sekundarantikdrper in einer Menge von 200ul pro Well aufgetragen. Dazu dienten der
Cy3-conjugated AffiniPure Goat Anti-Human IgG flr das humane Material und der Cy3-
conjugated AffiniPure Donkey Anti-Rabbit IgG fiir die Positivkontrolle, beide in einer
Verdunnung von 1:300. Die Verdunnungen erfolgten jeweils in 2%igem BSA/PBS. Nach
einstiindiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden die Wells drei Mal mit PBS
gewaschen. Daraufhin erfolgte das Eindeckeln der Deckglaser auf beschrifteten
Objekttragern mittels Vectashield Mounting Medium with DAPI. DAPI steht fir
Diamidinphenylindol und ist ein Farbstoff, der in der Fluoreszenzmikroskopie zur
Markierung von DNA genutzt wird. Zur Fixierung der Deckgldser wurden diese mit
CoverGrip Coverslip Sealant umrandet. Nach angemessener Zeit zum Trocknen konnten

die Objekttrager verblindet unter dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt werden.
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2.6.4 Bindungsversuche an Cortactin-transfizierten HEK-293-Zellen
Es wurden die 5 im ELISA positiv getesteten Patienten- und Kontrollseren und 5 im
ELISA negative Kontrollseren an Cortactin-transfizierten HEK-Zellen getestet. Als
Primarantikdrper dienten die Patienten- und Kontrollseren und ein kommerzieller
Antikorper fur die Positivkontrolle. Dazu wurde das Serum 1:100 und 1:500 verdiinnt
und mit 200ul pro Well aufgetragen. Fur die Positivkontrolle wurde der Anti-Cortactin
Rabbit Polyclonal Antibody in einer Verdinnung von 1:200 verwendet.
Korrespondierend zu jedem Serum wurde eine Kontrolle mit GFP-transfizierten Zellen
durchgefuhrt. In der Auswertung wurde dementsprechend jede Probe mit der Positiv- und

der GFP Kontrolle verglichen.

2.6.5 Bindungsversuche an Agrin-transfizierten HEK-293-Zellen
Es wurden alle Patientenseren und 5 Kontrollseren an Agrin-transfizierten HEK-293-
Zellen getestet, da im ELISA keine positiven Seren identifiziert werden konnten und der
Zell-basierte Assay zur Bestatigung der negativen Ergebnisse im ELISA dienen sollte.
Als Primarantikorper dienten die Patienten- und Kontrollseren und ein kommerzieller
Antikorper fur die Positivkontrolle. Dazu wurde das Serum 1:100 und 1:500 verdunnt
und mit 200ul pro Well aufgetragen. Fir die Positivkontrolle wurde der Anti-Agrin
Rabbit Antibody in einer Verdiinnung von 1:1000 verwendet. Korrespondierend zu jedem
Serum wurde eine Kontrolle mit GFP-transfizierten Zellen durchgefuhrt. In der
Auswertung wurde dementsprechend jede Probe mit der Positiv- und der GFP Kontrolle

verglichen.

2.6.6 Auswertungsprinzip der Bindungsversuche an transfizierten HEK-293-
Zellen

Der Versuchsablauf fiir die Bindungsversuche an transfizierten HEK-293-Zellen erfolgte
wie in Kapitel 2.6 beschrieben. Die Farbungen wurden verblindet am
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Grundlage dafir waren die Signale der
Fluoreszenzfarbstoffe Cy3 (rot), GFP (griin) und DAPI (blau), die in den entsprechenden
Kanalen beurteilt wurden. Cy3 war an den Sekundarantikorper gekoppelt, wodurch eine
farbliche Markierung der Zellen bei dessen Bindung an den Zielantigen-
Primarantikorper-Komplex erfolgte. GFP war jeweils in den DNAs von Agrin und

Cortactin enthalten, wodurch der Transfektionserfolg kontrolliert werden konnte. Die
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Anféarbung der DNA und somit der Zellkerne durch DAPI, das beim Eindeckeln appliziert
wurde, ermoglichte einen Uberblick Gber alle intakten Zellen auf dem Deckglas. Zur
Beurteilung der Farbungen wurde wie folgt vorgegangen: Die im Cy3-Kanal gefarbt
erscheinenden Zellen wurden im GFP-Kanal auf ihre Transfektion tberprift. Wenn die
Lokalisation des Cy3-Signals mit der des GFP-Signals Ubereinstimmte, wurde die Probe
als positiv gewertet. Dies setzt schlieRlich voraus, dass der Cy3-konjugierte
Sekundarantikdrper genau an die Zellen gebunden hat, die erfolgreich transfiziert wurden
und das Zielantigen exprimierten, an das der Priméarantikorper aus der Probe binden
konnte. Erschienen die Zellen im Cy3-Kanal dahingegen als recht homogen schwach
gefarbt und lieBen keine Kolokalisation mit dem GFP-Signal zu, wurde die Probe als
negativ gewertet. In diesem Fall hat der Cy3-konjugierte Sekundarantikdrper
unspezifisch an alle Zellen gebunden und eine Hintergrundfarbung verursacht,
unabhangig vom Transfektionserfolg. Mittels Uberlagerung der Cy3- und der GFP-
Aufnahmen lieR sich die Kolokalisation nach dem Mikroskopieren besonders gut
nachvollziehen. Die zuerst folgende Abbildung 3 veranschaulicht das
Auswertungsprinzip schematisch. Die darauf folgende Abbildung 4 zeigt den Sachverhalt
anhand von Aufnahmen des Fluoreszenzmikroskops. AuRerdem floss auch die Intensitat
des Cy3-Signals in die Bewertung der Farbungen mit ein. Bei spezifischen Bindungen
erfolgte eine Einteilung in schwach und stark.
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GFP enthaltende Ziel-DNA Cy3-konjugierter Sekundarantikorper

(Sek.-AK)

Priméarantikorper
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@

Abbildung 3 Schematische Gegenuberstellung des Bindungsverhaltens des Sekundarantikérpers (A
und B) und des daraus folgenden Cy3-Signals (A* und B*)

Das Bindungsverhaltens des Cy3-markierten Sekundarantikorpers erfolgte in Abhangigkeit von der
Anwesenheit des Zielantigen-Primarantikdrper-Komplexes: In A bindet der Sekundarantikdrper an die
Zellen, die transfiziert wurden und das Zielantigen exprimierten, an das dann ein Primérantikdrper binden
konnte. Es handelt sich um eine spezifische Bindung. In B bindet der Sekundarantikdrper an alle Zellen,
unabhéngig vom Transfektionserfolg. Es handelt sich um eine unspezifische Bindung. Das unter dem
Mikroskop sichtbare Cy3-Signal zeigte sich jeweils korrespondierend: In A* resultierte ein spezifisches
Cy3-Signal, wodurch die Probe als positiv gewertet wurde. In B* resultierte ein unspezifischer Cy3-
Hintergrund, wodurch die Probe als negativ gewertet wurde.
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Uberlagerung der GFP- und DAPI Aufnahmen

A| Spezifische Bindung des Sek.-AK B | Unspezifische Bindung des Sek.-AK

Cy3-Aufnahmen

A* | Spezifisches Cy3-Signal B* | Unspezifischer Cy3-Hintergrund

Abbildung 4 Aufnahmen-basierte Gegenuberstellung der vorliegenden bzw. transfizierten HEK-293-
Zellen (A und B) und des aus dem Bindungsverhalten des Sekundarantikérpers folgenden Cy3-
Signals (A* und B¥*)

Das Bindungsverhaltens des Cy3-markierten Sekunddrantikdrpers erfolgte in Abhéngigkeit von der
Anwesenheit des Zielantigen-Primérantikorper-Komplexes: In A sind die GFP- und DAPI-Aufnahmen des
Fluoreszenzmikroskops tberlagert, sodass man sieht, wie viele Zellen in dem Bildausschnitt vorliegen
(DAPI, blau) und welche von ihnen erfolgreich transfiziert wurden (GFP, griin). Die GFP-geférbten Zellen
exprimieren das Ziel-Antigen. Die Bindung des Priméar- und Sekundarantikdrpers ist nicht sichtbar. In A*
erfolgte eine spezifische Bindung des Sekundarantikdrpers an die transfizierten Zellen. Es resultierte ein
spezifisches Cy3-Signal, wodurch die Probe als positiv gewertet wurde. In B* erfolgte eine unspezifische
Bindung des Sekundéarantikorpers an alle Zellen, unabhangig vom Transfektionserfolg. Es resultierte ein
unspezifischer Cy3-Hintergrund, wodurch die Probe als negativ gewertet wurde. Mafstab 15 pm.
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3 Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind in Kurzform in der aus dieser Studie hervorgegangenen

Veroffentlichung beschrieben (Doppler et al. 2021).

3.1 Detektion und Charakterisierung von Anti-Cortactin-Autoantikdrpern

Mittels ELISA und Bindungsversuchen an transfizierten HEK-293-Zellen konnten 5
Seren mit Anti-Cortactin-Autoantikorpern identifiziert werden. 3 der 5 Seren stammten
von Myasthenie Patient*innen, die anderen 2 Seren hingegen von Kontrollpersonen.
AnschlieBend wurden die detektierten Autoantikérper genauer charakterisiert. In keiner
der Plasmapherese-Proben konnten Anti-Cortactin-Autoantikdrper nachgewiesen

werden.

3.1.1 Anti-Cortactin-ELISA
Es wurden alle Patientenseren, Plasmapherese-Proben und Kontrollseren wie in Kapitel
2.5.1 und 2.5.2 beschrieben mittels ELISA auf Anti-Cortactin-Autoantikdrper getestet.
Der Schwellenwert flr die Detektion wurde als vier Standardabweichungen tber dem
Mittelwert der optischen Dichten der Kontrollseren definiert. Zur Berechnung des
Mittelwerts der Kontrollseren wurden die beiden Kontrollseren mit positivem Anti-
Cortactin-Autoantikérper Nachweis ausgeschlossen. Die Berechnung basierte folglich
nur auf den optischen Dichten von 48 statt 50 Kontrollseren. Der Mittelwert der
Kontrollseren betrug 0,131 (Spannweite 0 bis 0,438). Vier Standardabweichungen tber
dem Mittelwert lagen dementsprechend bei 0,496. Der Mittelwert der Patientenseren
betrug 0,235 (Spannweite 0,035 bis 1,740) und der der Plasmapherese-Proben 0,152
(Spannweite 0 bis 0,374). Die optische Dichte von drei Patientenseren lag tber dem
Schwellenwert: Patient 1 (optische Dichte: 1,740), Patient 2 (optische Dichte 0,668) und
Patient 3 (optische Dichte 1,184). Aullerdem Uberschritten die optischen Dichten von
zwei Kontrollseren ebenfalls den Schwellenwert: Kontrolle 1 (optische Dichte 4,095) und
Kontrolle 2 (optische Dichte 4,040). Keine der optischen Dichten der Plasmapherese-
Proben lag tber dem Schwellenwert. Im hiernach aufgefiihrten Diagramm sind die

Messwerte und der Schwellenwert dargestellt.
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AD

Optische Dichte bei 450nm

Abbildung 5 Verteilung der optischen Dichten im Cortactin-ELISA

Vergleich der Verteilung der optischen Dichten (OD, abgebildet auf der y-Achse) zwischen den
verschiedenen Probenarten bzw. Teilnehmergruppen (abgebildet auf der x-Achse): Patientenseren,
Plasmapherese (PE)-Material und Kontrollseren. Die durchgezogene Linie bei y=0,496 stellt den
Schwellenwert dar, der als vier Standardabweichungen uber dem Mittelwert der Kontrollseren (ohne die
positiven Kontrollseren) definiert wurde. Drei Patientenseren und zwei Kontrollseren liegen tber dem
Schwellenwert: Patient 1 (OD: 1,740), Patient 2 (OD: 0,668), Patient 3 (OD: 1,184), Kontrolle 1 (OD:

4,095), Kontrolle 2 (OD: 4,040).

3.1.2 Bestimmung der Titer der Anti-Cortactin-Autoantikorper positiven Seren
Die Titer der 5 Seren mit nachgewiesenen Anti-Cortactin-Autoantikdrpern wurden
mittels Verdinnungsreihen im ELISA bestimmt. Dazu wurde wie in Kapitel 2.5.5

beschrieben vorgegangen. Die Titer sind tabellarisch aufgelistet.

Tabelle 10 Titer der Anti-Cortactin-Autoantikdrper positiven Seren

0,496

Anti-Cortactin-Autoantikorper positives Serum Titer
Patient 1 1:500
Patient 2 1:100
Patient 3 1:100
Positive Kontrolle 1 1:2000
Positive Kontrolle 2 1:2000
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3.1.3 Bestimmung der IgG-Subklassen der Anti-Cortactin-Autoantikorper
positiven Seren

Die IgG-Subklassen der Anti-Cortactin-Autoantikdrper positiven Seren wurden mittels
ELISA bestimmt, bei dem subklassenspezifische Sekundarantikdrper verwendet wurden
(siehe Kapitel 2.5.6). Patient 1 und die positive Kontrolle 2 zeigten praddominant eine
IgG3-Subklasse. Die Ergebnisse der positiven Kontrolle 1 lieRen auf eine IgG1-Subklasse
schliel3en. Die optischen Dichten der Patienten 2 und 3 fielen jeweils sehr gering aus, was
moglicherweise mit den niedrigen Antikorpertitern der Seren zusammenhéngt (siehe
Kapitel 3.1.2). Fur diese beiden Proben lieR sich die 1gG-Subklasse nicht eindeutig
bestimmen. Im folgenden Balkendiagramm sind die ELISA-Ergebnisse fiir die einzelnen

Proben und 1gG-Subklassen jeweils dargestelit.
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Abbildung 6 1gG-Subklassen der Anti-Cortactin-Autoantikdrper positiven Seren

Die optischen Dichten im ELISA (y-Achse) bei Einsatz der subklassenspezifischen Sekundérantikorper
(farbige Legende) sind flr jedes Serum mit nachgewiesenen Anti-Cortactin-Autoantikérpern (x-Achse)
aufgefiihrt. Patient 1 und die positive Kontrolle 2 zeigten prddominant eine 1gG3-Subklasse, die positive
Kontrolle 2 hingegen eine 1gG1-Subklasse. Die optischen Dichten von Patient 2 und 3 lieRen keine
eindeutige Zuordnung zu einer 1gG-Subklasse zu. Dies steht méglicherweise im Zusammenhang mit den
niedrigen Antikorpertitern der Seren.
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3.1.4 Komplementbindungsversuche  der  Anti-Cortactin-Autoantikorper
positiven Seren

Mittels ELISA wurde die Komplementbindung der Anti-Cortactin-Autoantikorper
positiven Seren getestet. Zum Vergleich dienten 2 im ELISA negativ getestete
Kontrollseren. Methodisch wurde wie in Kapitel 2.5.7 beschrieben vorgegangen. Die
hdchsten optischen Dichten zeigten Patient 1 (OD: 3,685), das positive Kontrollserum 1
(OD: 3,489) und das positive Kontrollserum 2 (OD: 4,264), wodurch eine eindeutige
Komplementbindung belegt wurde. Diese drei Seren hatten auch die hdchsten optischen
Dichten und Titer im Anti-Cortactin-ELISA gezeigt (siehe 3.1.1 und 3.1.2). Bei ihnen
konnten die Subklassen 1gG1 bzw. IgG3 festgestellt werden (siehe 3.1.3). Patient 2 und
Patient 3 erreichten ebenfalls leicht erhohte Werte mit optischen Dichten von 1,525 und
1,935. Daraus lie sich auf eine schwache Komplementbindung schlief3en. Die im ELISA
negativ auf Anti-Cortactin-Autoantikérper getesteten Kontrollseren zeigten geringere
optische Dichten von 0,872 und 0,977. Die Werte sind im folgenden Balkendiagramm
dargestellt.
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Optische Dichte bei 450nm
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Abbildung 7 Komplementbindungsverhalten der Anti-Cortactin-Autoantikrper positiven Seren
Vergleich der optischen Dichten (y-Achse) der Anti-Cortactin-Autoantikorper positiven Seren (hellgrau)
mit zwei ELISA-negativen Kontrollseren (dunkelgrau) im Komplementbindungsversuch. Die héchsten
optischen Dichten und damit eine eindeutige Komplementbindung zeigten Patient 1 (OD: 3,685), die
positive Kontrollen 1 (OD: 3,489) und die positive Kontrolle 2 (OD: 4,264). Patient 2 (OD: 1,525) und
Patient 3 (OD: 1,935) erreichten leicht erhdhte Werte, was eine schwache Komplementbindung annehmen
lasst. Die negativen Kontrollseren zeigten geringere optische Dichten (OD: 0,872 und 0,977).

3.1.5 Bestatigung der Spezifitdt mittels Bindungsversuchen an Cortactin-
transfizierten HEK-293-Zellen

Es wurden die 5 im ELISA positiv auf Anti-Cortactin-Autoantikrper getesteten Seren
und 5 im ELISA negative Kontrollseren an Cortactin-transfizierten HEK-293-Zellen
getestet, um die Spezifitat der Autoantikdrper zu bestéatigen. Dies gelang fir die positiven
Kontrollseren 1 und 2 und das Serum des Patienten 2. Methodisch wurde wie in Kapitel

2.6.1 bis 2.6.4 beschrieben vorgegangen.

Anfangs wurden die Seren in den Verdinnungen 1:100 und 1:500 getestet, wobei letztere
eine deutlich schwachere Hintergrundfarbung aufwies und somit besser zur Beurteilung
geeignet war. Aus diesem Grund wurden die Zellen im Verlauf ausschlie3lich mit einer
Serumverdunnung von 1:500 gefarbt. In den Abbildungen werden die Aufnahmen der
verschiedenen Kanale nebeneinander aufgefihrt, sodass ein Vergleich zwischen den Cy3-

und GFP-Signalen moglich ist. Die Uberlagerung ermdglicht das Uberpriifen der
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Kolokalisation wie in Kapitel 2.6.6 beschrieben. Die Aufnahme des DAPI-Signals gibt
einen Uberblick tiber alle auf dem Deckglas vorhandenen Zellen.

In Abbildung 8 wird die starke Bindung der im ELISA positiv auf Anti-Cortactin-
Autoantikorper getesteten Kontrollseren 1 und 2 an Cortactin-transfizierten HEK-293-
Zellen dargestellt, die die ELISA-Ergebnisse bestatigt. Dazu dient der Vergleich
zwischen der Positivkontrolle, einem im ELISA negativ getesteten Kontrollserum und
den beiden positiven Kontrollseren 1 und 2. Die Aufnahmen der Positivkontrolle und der
positiven Kontrollseren zeigen, dass eine spezifische Bindung des Sekundarantikdrpers
an die erfolgreich mit Cortactin-DNA transfizierten Zellen erfolgte und dabei keine
Bindung an die zusatzlich vorhandenen, nicht transfizierten Zellen vorlag. Die
Lokalisation des Cy3- und des GFP-Signals ist deckungsgleich (siehe Uberlagerung). Die
Intensitat des Cy3-Signals spricht auRerdem fiir eine starke Bindung. Folglich wurden die
Bindungsversuche mit dem Serum der Kontrollpersonen 1 und 2 als stark positiv
gewertet. Die Aufnahmen des dargestellten, im ELISA negativ getesteten Kontrollserums
zeigen, dass eine schwache und unspezifische Hintergrundfarbung vorlag, die
unabhéngig vom Transfektionserfolg war. Die Lokalisationen des Cy3- und des GFP-

Signals stimmen nicht Gberein.
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Cy3 Kanal GFP Kanal Uberlagerung DAPI Kanal

Positivkontrolle

Positives Kontrollserum 1: starke Bindung

Positives Kontrollserum 2: starke Bindung

-

Negativkontrolle

Abbildung 8 Starke Bindung der positiven Kontrollseren 1 und 2 an Cortactin-transfizierten HEK
293-Zellen

Vergleich der Positivkontrolle und einer Negativkontrolle (im ELISA negativ getestetes Kontrollserum)
mit den im ELISA positiv getesteten Kontrollseren 1 und 2. Bei der Positivkontrolle und den Kontrollseren
1 und 2 ist die Lokalisation des Cy3- und des GFP-Signals (siehe Uberlagerung) deckungsgleich, was eine
spezifische Bindung des Sekundarantikdrpers bestétigt. Zusétzlich spricht die Intensitat des Cy3-Signals
fur eine starke Bindung. Die Negativkontrolle zeigt eine schwache, homogene Cy3-Hintergrundfarbung,
die fur eine unspezifische Bindung des Sekunddrantikorpers spricht. Alle Seren wurden in einer
Verdunnung von 1:500 verwendet. Malistab 15 pm.

In Abbildung 9 wird die schwache Bindung der im ELISA positiv auf Anti-Cortactin-
Autoantikorper getesteten Patienten 1, 2 und 3 an Cortactin-transfizierten HEK-293-
Zellen dargestellt. Patient 2 zeigte ein konsistentes Bindungsverhalten, bei dem eine

spezifische Bindung des Sekundarantikorpers an die erfolgreich mit Cortactin-DNA
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transfizierten Zellen erfolgte. Die Lokalisation des Cy3- und des GFP-Signals war
deckungsgleich (siehe Uberlagerung). Die Intensitit des Cy3-Signals war jedoch
schwécher ausgeprégt als bei den positiven Kontrollseren 1 und 2 (siehe Abbildung 8).
Folglich wurden die Bindungsversuche mit dem Serum von Patient 2 an HEK-293-Zellen
als schwach positiv gewertet und das ELISA-Ergebnis damit bestétigt. Patient 1 und 3
zeigten hingegen ein inkonsistentes Bindungsverhalten an den HEK-293-Zellen. In
manchen Bereichen der Objekttrager waren spezifische Bindungen der Seren an die
Zellen zu erkennen. Cy3- und GFP-Signal stimmten dort tGberein (siehe mit A markierte
Zeile in Abbildung 9). Allerdings gab es auch Zellgruppen, die basierend auf dem GFP-
Signal eindeutig transfiziert waren, an denen aber keine Bindung der Seren nachgewiesen
werden konnte (siehe mit B markierte Zeile). Folglich wurden die Bindungsversuche mit
den Seren von Patient 1 und 3 als negativ gewertet und die ELISA-Ergebnisse nicht

bestétigt.
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Cy3 Kanal GFP Kanal Uberlagerung DAPI Kanal

Patient 2: Konsistente, schwache Bindung - positiv gewertet

Patient 1: Inkonsistente, schwache Bindung - negativ gewertet

A .
.

Patient 3: Inkonsistente, schwache Bindung - negativ gewertet

A
>

Abbildung 9 Schwache Bindung der Patientenseren 1 bis 3 an Cortactin-transfizierten HEK-293
Zellen

Patient 2: Konsistentes, schwaches Bindungsverhalten. Die Bindung ist spezifisch, da Cy3- und GFP-Signal
iibereinstimmen (siehe Uberlagerung), allerdings ist die Intensitéit des Cy3-Signals schwacher ausgeprigt
als bei den positiven Kontrollseren 1 und 2 (siehe Abbildung 8). Wertung folglich als schwach positiv.
Patient 1 und 3: Inkonsistentes, schwaches Bindungsverhalten. In manchen Bereichen der Objekttrager gab
es spezifische Bindung mit Ubereinstimmung des Cy3- und GFP-Signals (siehe mit A markierte Zeilen).
Allerdings gab es auch Zellgruppen, die basierend auf dem GFP-Signal eindeutig transfiziert waren, an
denen aber keine Bindung der Seren nachgewiesen werden konnte (siehe mit B markierte Zeilen). Wertung
folglich als negativ. Alle Seren wurden in einer Verdinnung von 1:500 verwendet. MaBstab 15 pum.
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3.1.6 Bestimmung des Gesamt-1gG-Gehalts aller Proben

Es wurde der Gesamt-1gG-Gehalt der 69 Patientenseren, der 50 Kontrollseren und der 82
Plasmapherese-Proben mittels eines kommerziellen ELISA Kits bestimmt (siehe Kapitel
2.5.8), um die Seren mit Anti-Cortactin-Autoantikérpern diesbezuglich einordnen zu
konnen. Der Mittelwert aller Patientenseren lag bei 9,33g/l (Spannweite 3,65g/l bis
16,429/1), der aller Kontrollseren bei 10,549/l (Spannweite 5,52¢g/l bis 17,46g/l1) und der
aller Plasmapherese-Proben bei 6,449/l (Spannweite 1,81g/l bis 14,6g/l). Die
Verteilungen dieser Daten sind in unten folgendem Diagramm dargestellt. Die Gesamt-
IgG-Gehalte der auf Anti-Cortactin-Autoantikorper positiv getesteten Seren sind unter
dem Diagramm tabellarisch aufgefuhrt. Die Werte von Patient 1 und 2 sowie von
Kontrolle 1 und 2 liegen dabei unter dem Mittelwert ihrer Vergleichsgruppe.
Ausschliel3lich Patient 3 hat einen hoheren Gesamt-1gG-Gehalt als die Patientenseren im
Durchschnitt.
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Abbildung 10 Verteilung des Gesamt-1gG-Gehalts im Gesamt-1gG-ELISA

Vergleich der Verteilung der Gesamt-lgG-Gehalte in g/l (abgebildet auf der y-Achse) zwischen den
verschiedenen Probenarten bzw. Teilnehmergruppen (abgebildet auf der x-Achse): Patientenseren,
Kontrollseren und Plasmapherese (PE)-Material.

44



Tabelle 11 Gesamt-1gG-Gehalt der Seren mit Anti-Cortactin-Autoantikdrpern

Seren mit Anti-Cortactin- Gesamt-1gG-Gehalt (g/l) Mittelwert der
Autoantikdrpern Vergleichsgruppe (g/l)
Patient 1 9,0 9,33

Patient 2 8,84

Patient 3 13,82

Kontrolle 1 10,52 10,54

Kontrolle 2 9,93

3.1.7 Wiederholte Serumentnahme und -untersuchung bei den Patienten 1, 2
und 3 im Studienverlauf

Nachdem in den Patientenseren 1, 2 und 3 Anti-Cortactin-Autoantikdrper nachgewiesen
wurden, sollte das Vorhandensein von diesen Autoantikdrpern im Serum der
Patient*innen zu einem spéteren Zeitpunkt Uberpruft werden. Da alle drei Patient*innen
regelmaBig in die Myasthenie-Ambulanz der Neurologischen Universitatsklinik
Wirzburg kamen, war es moglich, Verlaufsseren von ihnen zu erhalten. Dazu gaben sie
erneut ihr Einverstandnis. VVon den positiven Kontrollpersonen 1 und 2 konnten keine
Verlaufsseren akquiriert werden. Im folgenden Diagramm werden die urspringlichen
ELISA-Ergebnisse der Patientenseren 1 bis 3 mit den Ergebnissen der jeweils
abgenommenen Verlaufsseren gegentibergestellt. Die Verlaufsseren liegen dabei alle
unter dem Schwellenwert mit den folgenden optischen Dichten: 0,262 (Patient 1), 0,317
(Patient 2) und 0,139 (Patient 3).
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Abbildung 11 Vergleich der urspringlichen ELISA-Ergebnisse mit den Ergebnissen der
Verlaufsseren der Patienten 1-3

Vergleich der optischen Dichten (y-Achse) der urspringlich abgenommenen Seren (erstes Serum,
dunkelgrauer Balken) mit den optischen Dichten der zu einem spéteren Zeitpunkt abgenommenen Seren
(Verlaufsserum, hellgrauer Balken) der Patienten 1, 2 und 3 (x-Achse). Dabei zeigte sich, dass die
Verlaufsseren alle unter dem Schwellenwert von 0,496 lagen.

3.1.8 Zusammenfassung der Ergebnisse der Anti-Cortactin-Autoantikorper
positiven Seren

In Kapitel 3.1.1 bis 3.1.7 wurden die Ergebnisse jedes einzelnen Versuchs zur Detektion

und Charakerisierung von Anti-Cortactin-Autoantikorpern aufgefuhrt. Fir die

Ubersichtlichkeit folgt nun eine Tabelle, die die Einzelergebnisse fir jedes Anti-

Cortactin-Autoantikorper positive Serum zusammenfasst.
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Tabelle 12 Zusammenfassung der Ergebnisse der Anti-Cortactin-Autoantikdrper positiven Seren

Patient 1 Patient 2 Patient 3 Kontrolle Kontrolle
1 2
Optische Dichte | 1,740 0,668 1,184 4,095 4,040
(OD) bei
Detektion
AK-Titer 1:500 1:100 1:100 1:2000 1:2000
IgG-Subklasse 1gG3 Nicht Nicht lgG1 1gG3
bestimmbar bestimmbar
Komplement- 3,685 1,525 1,935 3,489 4,264

bindung (OD)

Bindung an Negativ Positiv Negativ Positiv Positiv
HEK-Zellen
Inkonsistente | Konsistente | Inkonsistente | Starke Starke
schwache schwache schwache Bindung Bindung
Bindung Bindung Bindung
Gesamt-1gG- 9,0 8,84 13,82 10,52 9,93
Gehalt in g/l
Verlaufsserum 0,262 0,317 0,139 Nicht Nicht
(OD) vorhanden | vorhanden

3.2 Klinische Merkmale der Anti-Cortactin-Autoantikorper positiven

Patient*innen

Bei 5 Personen wurden Anti-Cortactin-Autoantikorper nachgewiesen. 3 davon waren
Myasthenie-Patient*innen, deren klinische Merkmale im Folgenden naher beschrieben
werden. Auch die 2 positiven Kontrollpersonen werden charakterisiert. Alle Angaben

beziehen sich auf den Rekrutierungszeitpunkt, wenn nicht anderweitig spezifiziert.

Patient 1 ist ein méannlicher Myasthenie-Patient, der zum Zeitpunkt der Rekrutierung 72

Jahre alt war. Es wurden in der Routinediagnostik weder Anti-Acetylcholinrezeptor- noch
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Anti-MuSK-Autoantikérper bei ihm nachgewiesen. Der Patient gilt folglich als
seronegativ. Die Entnahme der Serumprobe fur die Studie erfolgte 4 Monate nach der
Myasthenie-Erstdiagnose, als der Patient einen Termin in der Myasthenie-Ambulanz in
der Neurologischen Universitatsklinik Wirzburg wahrnahm. Klinisch fihrend waren bei
thm zum damaligen Zeitpunkt seit 4 Wochen fluktuierende Doppelbilder, die fast den
ganzen Tag anhielten. Er flhlte sich im Alltag stark eingeschrankt, da er beispielsweise
weder Lesen, Autofahren noch im Garten arbeiten konnte. Seine Verlaufsform der
Erkrankung wird als isoliert-okuldre Myasthenie eingeordnet. In der Kklinischen
Untersuchung fielen Doppelbilder beim Blick in alle Richtungen und eine fluktuierende
Ptose rechts auf. Cogan- und Simpson-Zeichen waren positiv. Der Patient zeigte keine
faziale Schwache und die kaudalen Hirnnerven waren intakt. Die formale Kraftpriifung
ergab keine Paresen. Es wurde ein Besinger-Toyka-Score von 3 von 7 erhoben
(Vitalkapazitat 3,261, okuldare Symptome nach 5 Sekunden, 5 Stunden nach letzter
Kalymin-Einnahme). Zu diesem Zeitpunkt wurde er mit 4x60mg Kalymin téglich
behandelt. Der Patient nahm keine systemischen Steroide oder Immunsuppressiva ein.
An Vorerkrankungen sind bei ihm arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus Typ 2,
Schlafapnoesyndrom und Asthma bronchiale bekannt. Bei Patient 1 konnte 22 Monate
nach der Rekrutierung fir die Studie ein Verlaufsserum abgenommen werden. Wie in
Kapitel 3.1.7 beschrieben, wurden im Verlaufsserum keine Anti-Cortactin-
Autoantikdrper mehr nachgewiesen. Zu diesem Zeitpunkt berichtete der Patient (ber
einen symptomfreien Verlauf seiner Myasthenie in den vorangegangenen 3 Monaten. Es
wurde ein Besinger-Toyka-Score von 1 von 7 erhoben (Vitalkapazitat 2,88 |, Haltezeiten
normal). Seine tagliche Therapie bestand aus 3x50 mg Azathioprin, 1x2,5 mg Prednisolon
und 2x60 mg Kalymin.

Patient 2 ist eine weibliche Myasthenie-Patientin. Zum Zeitpunkt der Rekrutierung war
die Patientin 66 Jahre alt. In der Routinediagnostik wurden Anti-MuSK-Autoantikdrper
bei ihr nachgewiesen. Die Entnahme der Serumprobe fur die Studie erfolgte 25 Jahre nach
der Myasthenie-Erstdiagnose, als die Patientin einen Termin in der Myasthenie-
Ambulanz in der Neurologischen Universitatsklinik Wiurzburg wahrnahm. Die
Verlaufsform der Erkrankung war bei ihr in der Vergangenheit als generalisiert mit
bulbarer Betonung eingeordnet worden. Zum Rekrutierungszeitpunkt war sie

symptomfrei, nachdem sie sich gerade erst von einer Exazerbation der Myasthenie im
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Rahmen einer mehrwochigen Grippe mit zehntéagiger Hospitalisierung erholt hatte. Die
klinische Untersuchung zeigte keine okuldren oder bulbdaren Symptome. In der formalen
Kraftprifung waren keine Paresen feststellbar. Es wurde ein Besinger-Toyka-Score von
3 von 7 erhoben (Kopfhaltezeit 75 Sekunden, Vitalkapazitat 2 I). Ihre Langzeittherapie
bestand aus 150 mg Azathioprin und 5 mg Prednisolon t&glich. Cholinesterasehemmer
nahm sie aufgrund schlechter Vertraglichkeit nicht mehr ein, wobei diese durchaus eine
Symptomverbesserung bewirkt hatten. Bei der Patientin waren keine Vorerkrankungen
bekannt. 27 Monate nach der Rekrutierung flr die Studie konnte ein Verlaufsserum
abgenommen werden. Wie in Kapitel 3.1.7 beschrieben, wurden im Verlaufsserum keine
Anti-Cortactin-Autoantikdrper mehr nachgewiesen. Zu diesem Zeitpunkt berichtete die
Patientin Uber eine deutliche Reduktion der Belastungsfahigkeit. Sie konnte langere
Gehstrecken nur noch verlangsamt zuriicklegen und fuhlte sich abgeschlagen. Zudem war
ihr eine Schwache der Kopfstreckmuskulatur, eine zunehmende Dysarthrie sowie
vereinzelt Schluckbeschwerden in den letzten 12 Monaten aufgefallen. In der klinischen
Untersuchung zeigten sich weder okulére noch bulbare Symptome. Die Kopfhaltezeit war
mit 55 Sekunden verkurzt. Es ergab sich kein Hinweis auf manifeste Paresen, auch nicht
nach repetitiver Belastung. Es wurde ein Besinger-Toyka-Score von 2 von 21 Punkten
erhoben. Die tégliche Therapie bestand weiterhin aus 150 mg Azathioprin und 5 mg
Prednisolon.

Patient 3 ist ebenfalls eine weibliche Myasthenie-Patientin. Zum Zeitpunkt der
Rekrutierung war die Patientin 24 Jahre alt. In der Routinediagnostik wurden Anti-
Acetylcholinrezeptor-Autoantikorper bei ihr nachgewiesen. Die Entnahme der
Serumprobe fiir die Studie erfolgte wenige Tage nach der Myasthenie-Erstdiagnose, als
sich die Patientin in einem stationdren Aufenthalt an der Neurologischen
Universitatsklinik Wirzburg befand. Klinisch fihrend waren bei ihr das Auftreten von
Doppelbildern und eine Ptose rechts gewesen. Sie fiihlte sich seit 2 Wochen abgeschlagen
und das Treppensteigen fiel ihr schwer. Sprech- oder Schluckstérungen verneinte sie. Ihre
Verlaufsform der Erkrankung wurde als generalisierte Myasthenie eingeordnet. In der
klinischen Untersuchung zeigten sich eine Ptose rechts und Doppelbilder bei Blick nach
rechts. Das Cogan-Zeichen war positiv. Im Simpson-Test sanken die Bulbi zwar nicht ab,
jedoch gab die Patientin im Verlauf dabei Doppelbilder an. Sie zeigte keine manifesten

Paresen. Zu diesem Zeitpunkt wurde sie symptomatisch taglich mit 4x60 mg Kalymin
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behandelt. Beziglich einer immunsuppressiven Therapie wurde gerade mit 50 mg
Azathioprin und 10 mg Prednisolon taglich bei ihr begonnen. An Vorerkrankung waren
bei der Patientin eine Schilddrusenunterfunktion, Morbus Crohn, Migréne und Alopezie
bekannt. 12 Monate nach der Rekrutierung flr die Studie konnte ein Verlaufsserum
abgenommen werden. Wie in Kapitel 3.1.7 beschrieben, wurden im Verlaufsserum keine
Anti-Cortactin-Autoantikdrper mehr nachgewiesen. Zu diesem Zeitpunkt berichtete die
Patientin Uber einen symptomfreien Verlauf ihrer Myasthenie in den vorangegangenen 4
Monaten. Es wurde ein Besinger-Toyka-Score von 0 von 21 Punkten erhoben. Die
tagliche Therapie bestand aus 225 mg Azathioprin, 2,5 mg Prednisolon und 1-3x60 mg
Kalymin.

Bei der positiven Kontrollperson 1 handelt es sich um eine zum Rekrutierungszeitpunkt

36 Jahre alte Frau ohne autoimmune Vorerkrankungen.

Die positive Kontrollperson 2 ist ein zum Rekrutierungszeitpunkt 84 Jahre alter Mann

ohne autoimmune Vorerkankungen.

Die Klinik der Myasthenie-Patient*innen, bei denen Anti-Cortactin-Autoantikdper
nachgewiesen werden konnten, war nicht homogen. Die Patient*innen unterschieden sich
im Geschlecht, Alter, Erkrankungsdauer, Verlaufsform und den zuvor nachgewiesenen,
krankheitstypischen Autoantikdrpern voneinander. Es kann kein einheitlicher Phanotyp
flr diese Patientengruppe abgeleitet werden. Die folgende Tabelle stellt die besprochenen

Merkmale systematisch gegeniiber.
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Tabelle 13 Klinische Merkmale der Anti-Cortactin-Autoantikdrper positiven Patient*innen

Patient 1 Patient 2 Patient 3
Geschlecht mannlich weiblich weiblich
Alter 72 Jahre 66 Jahre 24 Jahre
Nachgewiesene seronegativ Anti-MuSK- Anti-AChR-
Autoantikdrper Autoantikorper Autoantikorper
Krankheitsdauer 4 Monate 25 Jahre Erstdiagnose
Fuhrende Doppelbilder, Ptose | symptomfrei Doppelbilder, Ptose

Symptomatik

rechts

rechts

Besinger-Toyka

Score

3 von 7 Punkten

3 von 7 Punkten

Nicht erhoben

Verlaufsform der

Myasthenie

okular

generalisiert, bulbéare

Betonung

generalisiert

Therapie (tagliche
Dosis)

4x60 mg Kalymin

150 mg Azathioprin 5
mg Prednisolon

4x60 mg Kalymin,
50 mg Azathioprin
und

10mg Prednisolon
(alle gerade erst

begonnen)
Vorerkrankungen arterielle keine Schilddrisenunter-
Hypertonie, funktion, Morbus
Diabetes mellitus Crohn, Migréne,
Typ 2, Alopezie
Schlafapnoe-
syndrom, Asthma
bronchiale
Verlaufsserum Patient 1 Patient 2 Patient 3
Zeitlicher Abstand | 22 Monate 27 Monate 12 Monate
zur ersten BE
Flhrende symptomfrei Subjektiv reduzierte symptomfrei

Symptomatik

Leistungsfahigkeit,
verkiirzte

Kopfhaltezeit
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Besinger-Toyka- 1 von 7 Punkten 2 von 21 Punkten 0 von 21 Punkten

Score
Therapie (tagliche 3x50 mg 150 mg Azathioprin, 5 | 225 mg Azathioprin,
Dosis) Azathioprin, 1x2,5 | mg Prednisolon 2,5 mg Prednisolon,

mg Prednisolon, 1-3x60 mg Kalymin

2x60 mg Kalymin

3.3 Keine Detektion von Anti-Agrin-Autoantikrpern

In keinem der Patienten- oder Kontrollseren konnten mittels ELISA oder
Bindungsversuchen an Agrin-transfizierten HEK-293-Zellen Autoantikérper gegen

Agrin nachgewiesen werden.

3.3.1 Anti-Agrin-ELISA
Es wurden alle Patientenseren, Plasmapherese-Proben und Kontrollseren wie in Kapitel
2.5.1 und 2.5.3 beschrieben mittels ELISA auf Anti-Agrin-Autoantikorper getestet. Der
Schwellenwert fur die Detektion wurde als vier Standardabweichungen Utber dem
Mittelwert der optischen Dichten der Kontrollseren definiert. Der Mittelwert der
Kontrollseren betrug 0,056 (Spannweite 0 bis 0,170). Vier Standardabweichungen tber
dem Mittelwert lagen dementsprechend bei 0,246. Der Mittelwert der optischen Dichten
der Patientenseren betrug 0,071 (Spannweite O bis 0,243) und der der Plasmapherese-
Proben 0,037 (Spannweite 0 bis 0,177). Kein Einzelwert der optischen Dichten der
Patientenseren oder Plasmapherese-Proben lag tiber dem Schwellenwert von 0,246. Die
Detektion von Anti-Agrin-Autoantikorpern gelang folglich nicht. Die Messwerte und der

Schwellenwert sind in dem hiernach aufgefuhrten Diagramm dargestellt.
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Abbildung 12 Verteilung der optischen Dichten im Agrin-ELISA

Vergleich der Verteilung der optischen Dichten (abgebildet auf der y-Achse) zwischen den verschiedenen
Probenarten bzw. Teilnehmergruppen (abgebildet auf der x-Achse): Patientenseren, Plasmapherese (PE)-
Material und Kontrollseren. Die durchgezogene Linie bei y=0,246 stellt den Schwellenwert dar, der als vier
Standardabweichungen tber dem Mittelwert der Kontrollseren definiert wurde. Keine einzelne Probe liegt
dariiber, folglich konnten keine Anti-Agrin-Autoantikdrper detektiert werden.

3.3.2 Validierung des Anti-Agrin-ELISAs
Zur methodischen Validierung des Anti-Agrin-ELISAs stellte Frau Prof. Dr. Claeys
(Neurologische Universitatsklinik Lowen, Belgien) freundlicherweise 4 Seren von
Myasthenie Patient*innen zur Verfligung, die im Rahmen einer vergleichbaren Studie
(Cordts et al. 2017) mittels ELISA positiv auf Anti-Agrin-Autoantikdrper getestet worden
waren. Die Seren wurden hier gemal des in Kapitel 2.5.1 und 2.5.3 beschriebenen
Protokolls erneut auf Anti-Agrin-Autoantikdrper untersucht und die optischen Dichten
wie in Kapitel 2.5.4 erlautert ausgewertet. Das Versuchsergebnis zeigte, dass bei keinem
der 4 Seren unter den hiesigen Konditionen und dem hiesigen Versuchsaufbau Anti-
Agrin-Autoantikorper detektiert werden konnten. Die Mittelwerte der optischen Dichten
der beschichteten Well-Dupletts lagen zwar jeweils noch tber dem Schwellenwert von
0,246, doch nach der Subtraktion des Mittelwerts der unbeschichteten Well-Dupletts
sanken die finalen Werte unter den Schwellenwert ab. Folgendes Balkendiagramm dient
zur Veranschaulichung der Werte. Die 4 zugesendeten Seren sind als ,,Belgienserum® 1

bis 4 benannt.
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Abbildung 13 Optische Dichten der Belgienseren im Agrin-ELISA

Darstellung der Mittelwerte der optischen Dichten der beschichteten und unbeschichteten Well-Dupletts
der Belgienseren im Balkendiagramm. Alle Mittelwerte liegen zunéchst tber dem Schwellenwert von
0,246, der bei y=0,246 als Linie eingetragen ist. Nach der Subtraktion der Mittelwerte der unbeschichteten
Well-Dupletts von denen der beschichteten Well-Dupletts sinken die finalen Werte jeweils unter den
Schwellenwert ab. Die Belgienseren wurden folglich mit dem hiesigen Versuchsaufbau negativ auf Anti-
Agrin-Autoantikoper getestet.

3.3.3 Bindungsversuche an Agrin-transfizierten HEK-293-Zellen
Es wurden alle 69 Patientenseren und 5 Kontrollseren an Agrin-transfizierten HEK-293-
Zellen getestet, um die negativen Ergebnisse im Agrin-ELISA zu bestatigen. Auch mit
den Belgienseren, die zur Validierung des Anti-Agrin-ELISAs zugeschickt worden waren
(siehe Kapitel 3.3.2), wurden Bindungsversuche an Agrin-transfizierten HEK-293-Zellen
durchgefiihrt. Methodisch wurde wie in den Kapiteln 2.6.1 bis 2.6.3 und 2.6.5

beschrieben vorgegangen.

Die Seren wurden in den Verdinnungen 1:100 und 1:500 getestet, wobei letztere eine
deutlich schwéchere Hintergrundfarbung aufwies und somit besser zur Beurteilung
geeignet war (siehe Abbildung 15). Aus diesem Grund erfolgt in der Abbildung 14 der
Vergleich zwischen der Positivkontrolle und den exemplarisch ausgewdahlten Seren
ausschlieBlich in der Verdunnung 1:500. Die Aufnahmen der verschiedenen Kandle
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werden nebeneinander aufgefuhrt, sodass ein Vergleich zwischen den Cy3- und GFP-
Signalen maglich ist. Die Uberlagerung erméglicht das Uberpriifen der Kolokalisation
wie in Kapitel 2.6.6 beschrieben. Die Aufnahme des DAPI-Signals gibt einen Uberblick

uber alle auf dem Deckglas vorhandenen Zellen.

Die Aufnahmen der Positivkontrolle zeigten, dass eine spezifische Bindung des
Sekundarantikorpers an die erfolgreich mit Agrin-DNA transfizierten Zellen erfolgte und
dabei keine Bindung an die zusatzlich vorhandenen, nicht transfizierten Zellen vorlag.
Die Lokalisation des Cy3- und des GFP-Signals ist deckungsgleich. Die Aufnahmen des
dargestellten Kontrollserums, des Patientenserums und des Belgienserums zeigen
reprasentativ.  flir das gesamte getestete Material, dass eine unspezifische
Hintergrundfarbung vorlag, die unabhdangig vom Transfektionserfolg war. Die
Lokalisationen des Cy3- und des GFP-Signals stimmen nicht Uberein. Somit wurden die

negativen Ergebnisse des Anti-Agrin-ELISAs im Zell-basierten Assay bestétigt.
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Cy3 Kanal GFP Kanal Uberlagerung DAPI Kanal

Positivkontrolle

Kontrollserum

Patientenserum

Belgienserum

Abbildung 14 Farbungen der Agrin-transfizierten HEK-293-Zellen

Vergleich der Positivkontrolle mit jeweils einem reprasentativen Serum jeder Probengruppe: Kontrollseren,
Patientenseren und Belgienseren. Bei der Positivkontrolle ist die Lokalisation des Cy3- und des GFP-
Signals deckungsgleich (siehe Uberlagerung), was eine spezifische Bindung des Sekundarantikdrpers
bestatigt. Die anderen dargestellten Seren zeigen eine schwache, homogene Cy3-Hintergrundfarbung, die
fur eine unspezifische Bindung des Sekundérantikdrpers spricht. Alle Seren wurden in einer Verdinnung
von 1:500 verwendet. Mafistab 15 um.
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Cy3 Kanal GFP Kanal Uberlagerung DAPI Kanal

Kontrollserum Verdiinnung 1:100

Kontrollserum Verdiinnung 1:500

Abbildung 15 Vergleich der Farbungen bei Serumverdinnung 1:100 und 1:500

Reprasentativer Vergleich der Farbungen eines Kontrollserums in den Verdinnungen 1:100 und 1:500. Bei
der Beurteilung der Farbungen von Agrin-transfizierten HEK-293-Zellen wiesen die Serumverdiinnungen
von 1:100 mehrheitlich eine starkere unspezifische Hintergrundfarbung auf als die Verdiinnungen von
1:500. Aus diesem Grund werden die Aufnahmen in Abbildung 14 nur in der Serumverdiinnung von 1:500
verglichen. Mal3stab 15 pum.
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4 Diskussion

4.1 Cortactin und Agrin als neue Antigene bei Myasthenia gravis

Nachdem in den 1970er Jahren erstmals Anti-Acetylcholinrezeptor-Autoantikdrper bei
80-90% der Patient*innen mit generalisierter Myasthenia gravis nachgewiesen wurden,
begann die Suche nach weiteren Antigenen von Autoantikdrpern, die moglicherweise
ebenfalls zum Krankheitsbild der Myasthenia gravis fuhren. Die Identifizierung von Anti-
MuSK- und Anti-LRP4-Autoantikérpern in den letzten zwei Jahrzehnten als ebenfalls
pathogenetisch ursachlich brachte die Erkenntnis, dass nicht nur direkte Wirkungen am
Acetylcholinrezeptor, sondern auch Signalwege zur Formierung und Aufrechterhaltung
der neuromuskul&ren Endplatte eine Rolle bei der Myasthenia gravis spielen (Gilhus et
al. 2015). Da aber nach wie vor bei 3-5% der Myasthenie-Patient*innen kein
Autoantikdrpernachweis gelingt (Gilhus 2016), ist die Erforschung der Pathogenese nicht
vollstdndig abgeschlossen. Der Agrin-LRP4-MuSK-Signalweg geriet folglich in den
Fokus und auch das nachgeschaltet davon agierende intrazelluldre Cortactin reihte sich in
die Gruppe der potentiellen Antigene mit ein (Kim et al. 2008, Zhang et al. 2008,
Madhavan et al. 2009, Gallardo et al. 2014). Im Kapitel 1.2 sind Informationen zu
Funktion und Zusammenspiel der oben genannten Proteine aufgefiihrt. In den letzten
Jahren bemihten sich verschiedene Forschungsgruppen um eine Erweiterung des
Wissensstandes bezuglich des Vorkommens von Autoantikdrpern bei Myasthenia gravis
und der daraus folgenden Identifizierung von Subgruppen innerhalb des Krankheitsbildes
mit spezifischen klinischen Merkmalen. Dabei wurden von Gallardo et al. (Gallardo et al.
2014) und Cortes-Vicente et al. (Cortes-Vicente et al. 2016), die zur selben
Forschungsgruppe gehoren, zwei Studien zu Anti-Cortactin-Autoantikérpern in
Myasthenia gravis verdffentlicht. Anti-Agrin-Autoantikorper wurden von Cossin et al.
(Cossins et al. 2012), Gasperi et al. (Gasperi et al. 2014), Zhang et al. (Zhang et al. 2014),
Cordts et al. (Cordts et al. 2017), Rivner et al. (Rivner et al. 2020) und Wang et al. (Wang
etal. 2021) im Serum von Myasthenie-Patient*innen nachgewiesen. Die nun in Wirzburg
durchgefuhrte Studie reiht sich in die Untersuchungen der genannten Forschungsgruppen
ein und beleuchtet neben dem Vorkommen von Anti-Cortactin- und Anti-Agrin-
Autoantikorpern in  einer am  Universitatsklinikum  Wirzburg  rekrutierten

Patientenkohorte auch Eigenschaften der detektierten Autoantikdrper wie die 1gG-
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Subklasse und das Komplementbindungsverhalten sowie klinische Aspekte der
eingeschlossenen Patient*innen (Doppler et al. 2021). Im folgenden Kapitel 4.2 wird
vergleichend auf die detektierten Préavalenzen der Autoantikorper und die angewandten

Methoden der verschiedenen Studien eingegangen.

4.2 Pravalenzen der Autoantikdrper und angewandte Detektionsmethoden

4.2.1 Anti-Cortactin-Autoantikorper
Bei der in Wirzburg durchgefuhrten Studie wurden in den Seren von 3 Myasthenie-
Patient*innen und von 2 Kontrollpersonen Anti-Cortactin-Autoantikorper mittels ELISA
detektiert. Fur die Seren von Patient 2 und den beiden Kontrollpersonen konnte die
Autoantikorperbindung in Bindungsversuchen an HEK-293-Zellen bestatigt werden.
Diese Ergebnisse weisen nach den vorausgegangenen Studien (Gallardo et al. 2014,
Cortes-Vicente et al. 2016) erneut das Vorkommen von Anti-Cortactin-Autoantikdrpern
in einem Anteil von Patient*innen mit Myasthenia gravis nach. Die Pravalenz der Anti-
Cortactin-Autoantikorper stellt sich in der hiesigen Studie mit 4,3% (3 von 69
Patientenseren) niedriger dar als in den anderen Studien, die Préavalenzen von 11,9% (23
von 194 Patientenseren) (Gallardo et al. 2014) und 11,7% (28 von 239 Patientenseren)
(Cortes-Vicente et al. 2016) zeigten. In den Studien wurde methodisch ebenfalls ein
ELISA als Suchtest verwendet. Die Bestéatigung erfolgte mittels Western Blot. Mdgliche
Erklarungen fir die unterschiedlichen Pravalenzen sind die insgesamt geringere Anzahl
von rekrutierten Patient*innen, unterschiedlich festgesetzte Schwellenwerte im ELISA
und die niedrigere Sensitivitit von Zell-basierten Nachweisverfahren, gerade bei Seren
mit geringem Autoantikdrpertiter. Anti-Cortactin-Autoantikdrper wurden in der hiesigen
Studie bei seronegativen Myasthenie-Patient*innen im Vergleich zu den
vorausgegangenen Studien nicht deutlich haufiger nachgewiesen. Dies ist wahrscheinlich
der insgesamt geringen Anzahl von Anti-Cortactin-Autoantikorper positiven Seren
geschuldet, die eine tatsachliche VVergleichbarkeit innerhalb der Untergruppen erschwert.
Eine Besonderheit der hiesigen Studie ist, dass erstmals Anti-Cortactin-Autoantikorper
im Serum eines Anti-MuSK-Autoantikorper positiven Patienten nachgewiesen wurden.
Fur die Ubersichtlichkeit folgt eine tabellarische Gegeniiberstellung der in den drei

Studien nachgewiesenen Prdvalenzen von Anti-Cortactin-Autoantikdrpern in den
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verschiedenen

Gruppen  der

nachgewiesenen Autoantikdrpern.

Myasthenie-Patient*innen

basierend auf

bereits

Tabelle 14 Vergleich der Préavalenzen von Anti-Cortactin-Autoantikdrpern im Serum von
Patient*innen mit Myasthenia gravis (MG) in vorliegenden Studien

Studie Pravalenz Pravalenz bei | Pravalenz bei | Pravalenz bei

gesamt seronegativer Anti-AChR- Anti-MuSK-
MG positiver MG positiver MG

Gallardo et al. | 11,9% 19,7% 7,2% 0%

2014
(23 von 194 | (18 wvon 91| (5von 69 Seren) | (0 von 34 Seren)
Seren) Seren)

Cortes-Vicente | 11,7% 23,7% 9,5% 0%

et al. 2016
(28 wvon 239 | (9von 38 Seren) | (19 wvon 201 | (0von 11 Seren)
Seren) Seren)

Hiesige Studie | 4,3% 6,7% 2% 33,3%

Doppler et al.

2021 (3 von 69 Seren) | (1 von 15 Seren) | (1 von 51 Seren) | (1 von 3 Seren)

Die Ergebnisse der hiesigen Studie bekréftigen auBerdem, dass Anti-Cortactin-

Autoantikdrper nicht Myasthenie-spezifisch sind wie auch Gallardo et. al erstmals

beschrieben hatte (Gallardo et al. 2014). Dort waren 5,2% (1 von 19 Kontrollpersonen)

positiv auf Anti-Cortactin-Autoantikorper getestet worden. Diese Grofienordnung

entspricht in etwa den 4% (2 von 50 Kontrollpersonen), die in der hiesigen Studie Anti-

Cortactin-Autoantikorper aufwiesen. Wie in Kapitel 3.1.2 und Kapitel 3.1.5 beschrieben,

hatten diese beiden positiven Kontrollpersonen sogar die hochsten Serumtiter und zeigten

eine starke Bindung in den Zell-basierten Bestatigungstests, sodass von einer spezifischen

Bindung im ELISA ausgegangen werden kann. Der Gesamt-1gG-Gehalt der beiden Seren

lag unterhalb des Mittelwerts aller Kontrollseren (siehe Kapitel 3.1.6). Somit ist eine
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Verfalschung der Ergebnisse aufgrund eines erhohten Gesamt-1gG-Gehalts
ausgeschlossen.

4.2.2 Anti-Agrin-Autoantikorper
In der hiesigen Studie wurden weder in den Patienten- noch in Kontrollseren Anti-Agrin-
Autoantikorper detektiert. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu funf vorausgegangenen
Studien und einer nachgefolgten Veroffentlichung, die Anti-Agrin-Autoantikorper in
einem Anteil von Seren von Patient*innen mit Myasthenia gravis gefunden haben
(Cossins et al. 2012, Gasperi et al. 2014, Zhang et al. 2014, Cordts et al. 2017, Rivner et
al. 2020, Wang et al. 2021). Die Prévalenzen der Anti-Agrin-Autoantikdrper in diesen
Studien werden im Folgenden tabellarisch gegeniibergestellt. Die Unterschiede in den
Detektionsraten sind vermutlich auf die Seltenheit von Agrin als Antigen zurtckzufihren.
Methodisch wurde mit ELISAs und bzw. oder Zell-basierten Nachweisverfahren
gearbeitet. Dabei kann auch die unterschiedliche Festlegung von Schwellenwerten die
Anzahl der als positiv klassifizierten Proben beeinflussen. In Kapitel 4.2.3 wird auRerdem
auf die Problematik der unspezifischen Bindungen von Seren im ELISA eingegangen.
Dieser Sachverhalt erklart einen weiteren Einflussfaktor auf die Ergebnisse und gibt ein
mdgliches Indiz, warum die aus Belgien zugesendeten Seren im hiesigen ELISA negativ

getestet wurden (siehe Kapitel 3.3.2).
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Tabelle 15 Vergleich der Pravalenzen von Anti-Agrin-Autoantikdrpern im Serum von Patient*innen
mit Myasthenia gravis in vorliegenden Studien

Studie Pravalenz Pravalenz  bei | Pravalenz  bei | Pravalenz  bei
gesamt seronegativer Anti-AChR- Anti-MuSK-
MG positiver MG positiver MG
Cossins et al. | 15% 15%
2012
(24 von 161 | (11von73Seren) | (13 Seren wvon | (0 Seren von
Seren) unbekannter unbekannter
Gesamtzahl) Gesamtzahl)
Gasperi et al. | 9,3% 0% 11,1% 26,7%
2014
(5 von 54 Seren) | (0 von 30 Seren) | (1 von 9 Seren) (4 von 15 Seren)
Zhang et al |75% 50% 6% 0%
2014
(7 von 93 Seren) | (2 von 4 Seren) (5 von 83 Seren) | (0 von 6 Seren)
Cordts et al | 4% 2,3% 5,5% 0%
2017
(4 von 100 Seren) | (1 von 44 Seren) | (3 von 55 Seren) | (0 von 1 Serum)
Rivner et al. | 14,4% 1,9%
2020
(26 von 181 | (3von 158 Seren) | Keine Keine
Seren) Patient*innen Patient*innen
eingeschlossen eingeschlossen
Wang et al. 2021 | 0,92% 1,8% 0,6% 0%
(18 wvon 1948 | (9von493Seren) | (9 wvon 1396 | (0 von 50 Seren)
Seren) Seren)

4.2.3 Serum-spezifischer Hintergrund im ELISA

Im Verlauf der ELISA Testungen fur die hiesige Studie zeigte sich, dass es regelméalig

zu unspezifischen Bindungen der Seren an die Mikrotiterplatten kam. Bestimmte Seren

wiesen hohe optische Dichten auf, zeigten jedoch bei wiederholter Testung auch dann
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erhohte Werte, wenn die Wells gar nicht mit dem entsprechenden Protein beschichtet
waren. Daraufhin wurden alle Proben erneut getestet und fiir jedes Serum wurden die
optischen Dichten von zwei Well-Dupletts gemessen: ein mit dem Protein beschichtetes
und ein unbeschichtetes Duplett. Der Mittelwert des unbeschichteten Dupletts wurde
dann von dem des beschichteten Dupletts abgezogen. Diese VVorgehensweise fuhrt zu
einem unverfalschten Ergebnis und ist in Kapitel 2.5.1 schematisch veranschaulicht.
Kirzlich veroffentlichte die Forschungsgruppe Moritz et al. einen Artikel beziiglich
dieser Problematik. Anhand einer Studie zur Detektion von Anti-fibroblast growth factor
receptor 3 (FGFR3)-Autoantikdrpern im Serum von Patient*innen mit inflammatorischen
Neuropathien beschreiben sie das Risiko von Fehldiagnosen durch unspezifische
Bindungen der Seren im ELISA. Um falsch positive bzw. falsch negative Ergebnisse zu
verhindern, schlagen sie vor, fur jedes Serum den individuellen, Serum-spezifischen
Hintergrund zu bestimmen und diesen dann von den urspriinglich bestimmten optischen
Dichten abzuziehen. Dies entspricht genau der Vorgehensweise, die in der hiesigen
Studie zur Anwendung kam. Auch wenn dies aufwéndiger ist und zu einem hdheren
Verbrauch von Reagenzien fiihrt, empfehlen sie nachdriicklich so zu verfahren, um die
Sensitivitat und Spezifitat der ELISAS zu erhdhen (Moritz et al. 2019). Das Phdnomen
der unspezifischen Bindungen von Seren im ELISA und den darauf folgenden, méglichen
Fehldiagnosen ist auch von anderen Forschungsgruppen beschrieben worden (Kenna et
al. 1985, Glven et al. 2014, Elshafie et al. 2016, Terato et al. 2016). Im Rahmen einer
detaillierten Analyse des Problems wurde gezeigt, dass Seren vor allem dann unspezifisch
binden, wenn sie erhohte Konzentrationen von IgG und anderen inflammatorischen
Mediatoren enthalten. Dies kann gerade bei Seren von Patient*innen mit
Autoimmunerkrankungen wie der Myasthenia gravis der Fall sein. AuBerdem kommt es
h&ufiger zu unspezifischen Bindungen, wenn die Seren erhéhten Temperaturen ausgesetzt
waren (Glven et al. 2014). Um eine Verfélschung der hiesigen Ergebnisse
auszuschlielen, wurde die Gesamt-lgG-Konzentration aller Proben bestimmt (siehe
Kapitel 3.1.6). Als Losungsansatze zur Reduktion des Einflusses von unspezifischen
Bindungen der Seren im ELISA werden verbesserte Blockierungslosungen bzw. Puffer
(Terato et al. 2014) und eine Optimierung des Studiendesigns wie bei Moritz et al. (Moritz

et al. 2019) und der hiesigen Studie vorgeschlagen.
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4.3 Pathogenitat der Autoantikorper

4.3.1 Beweis der pathogenetischen Bedeutung
Im Jahr 1957 legten die Postulate von Witebsky et al. eine erste Grundlage flr die
Etablierung der autoimmunen Atiologie menschlicher Erkrankungen (Witebsky et al.
1957). In ihrer Erweiterung werden drei Aspekte fiir den Beweis der pathogenetischen
Bedeutung von Autoantikérpern benannt (Rose et al. 1993): 1) Die Ubertragung der
Erkrankung durch passiven Transfer der Autoantikorper auf ein gesundes Individuum
stellt eine direkte Evidenz dar. Auf natlrlichem Wege geschieht dies bei der
transplazentaren Ubertragung von Autoantikérpern von einer erkrankten Schwangeren
auf das ungeborene Kind. 2) Ein indirekter Nachweis der Pathogenitdt von
Autoantikorpern ist mittels experimenteller Tiermodelle moglich, in denen die
Erkrankung beispielsweise durch Immunisierung mit dem Antigen oder direkte
Ubertragung von Patientenantikorpern in den Tieren reproduziert werden kann. 3) Zuletzt
gibt es noch unterstiitzende Indizien, die eine autoimmune Genese nahelegen wie unter

anderem ein positives Ansprechen auf immunsuppressive Therapien.

Ob Anti-Cortactin- und Anti-Agrin-Autoantikdrper bei Myasthenia gravis von
pathogenetischer Bedeutung sind oder nur als Epiphdanomene auftreten, wird in den

folgenden Kapiteln diskutiert.

4.3.2 Anti-Cortactin-Autoantikorper
Gegen eine pathogenetische Relevanz von Anti-Cortactin-Autoantikorpern bei
Myasthenia gravis spricht, dass sie nicht krankheitsspezifisch sind. Wie in Kapitel 4.2.1
beschrieben, fanden sie sich sowohl in der Studie von Gallardo et al. (Gallardo et al. 2014)
als auch in der hiesigen Studie bei 4-5% der Kontrollpersonen. Aullerdem zeigte eine
weitere Studie, dass Anti-Cortactin-Autoantikérper bei verschiedenen autoimmunen
Myositisformen zu finden sind. In besagter Studie wurden sie bei 7 von 34 der
Polymyositis-Patient*innen (20%), bei 9 von 117 der Dermatomyositis-Patient*innen
(7,6%) und bei 2 von 7 Patient*innen mit immunvermittelter nekrotisierender Myopathie
(26%) detektiert. Ebenfalls positiv waren 2 Patient*innen mit Sklerodermie und 1
Patient*in mit systemischem Lupus erythematodes (Labrador-Horrillo et al. 2014). Auch
in der Studie von Gallardo et al. wiesen 5 von 40 Patient*innen (12,5%) mit anderen

Autoimmunerkrankungen  Anti-Cortactin-Autoantikérper auf. Darunter waren 2
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Patient*innen mit chronisch inflammatorischer demyelinisierender Polyneuropathie, 1
Patient*in mit systemischem Lupus erythematodes, 1 Patient*in mit rheumatoider
Arthritis und 1 Patient*in mit Sklerodermie (Gallardo et al. 2014). Die genannten
Erkrankungen entstehen durch jeweils unterschiedliche Mechanismen, was eine
pathogenetisch bedeutende Rolle von Anti-Cortactin-Autoantikdrpern unwahrscheinlich

macht.

Bei Cortactin handelt es sich um ein intrazelluléres Protein. Autoantikérper kénnen
allerdings nur dann pathogenetisch wirksam sein, wenn das Zielantigen fir sie zugéanglich
ist (Genth 1999). Mdglicherweise kénnte Cortactin durch strukturelle Schédigung an der
muskuléren Endplatte mit dem Serum in Kontakt kommen, woraufhin die
Autoantikorperbildung induziert wirde. Dies ware nicht nur bei Patient*innen mit
Myasthenia gravis denkbar, sondern auch bei gesunden Personen, beispielsweise im
Rahmen von sportlicher Betatigung. Infektionen sind weitere potentielle Ausléser von
autoimmunen Reaktionen. Es ist bekannt, dass Viruserkrankungen den Transport von
intrazelluldren Proteinen an die Zelloberflache begunstigen kénnen (Genth 1999). Bei 2
der positiv auf Anti-Cortactin-Autoantikdrper getesteten Patient*innen in der hiesigen
Studie sind milde Infektionen vor der Serumentnahme dokumentiert worden. Allerdings
beinhaltet die Patientenkohorte auch einige Patient*innen, die im Rahmen eines
stationdren Aufenthalts aufgrund einer myasthenen Krise rekrutiert wurden. Im Serum
dieser Patient*innen wurden keine Anti-Cortactin-Autoantikdérper detektiert, obwohl

myasthene Krisen mit einer verstarkten Immunreaktion einhergehen.

In Kapitel 3.1.7 wurde beschrieben, dass alle 3 Patient*innen mit Anti-Cortactin-
Autoantikdrpern im Studienverlauf eine zweite Serumprobe abgaben, die in allen 3 Féllen
ein negatives Anti-Cortactin-ELISA Ergebnis erbrachte. Somit scheinen Anti-Cortactin-
Autoantikorper voriubergehende Phdnomene zu sein. In Kapitel 3.2 sind die klinischen
Charakteristika dieser Patient*innen zum ersten und zum zweiten Serumentnahme-
Zeitpunkt gegentibergestellt. Dabei fallt auf, dass Patient 1 und Patient 3 zum Zeitpunkt
der Entnahme des Verlaufsserums im Gegensatz zur ersten Serumentnahme eine
immunsuppressive Therapie aus Azathioprin und Prednisolon einnahmen und
symptomfrei waren. Moglicherweise fuhrte die Immunsuppression zu einer Abnahme der

Antikorpertiter. Allerdings ware dies kein plausibler Grund fir ein vollstdndiges
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Verschwinden von Anti-Cortactin-Autoantikorpern, wahrend Anti-Acetylcholinrezeptor-
Autoantikorper weiterhin nachweisbar sind (Patient 3).

Es konnten jedoch durchaus einige funktionelle Eigenschaften der detektierten Anti-
Cortactin-Autoantikérper nachgewiesen werden. So zeigten die 3 der 5 positiven Seren
mit den hochsten Autoantikdrper-Titern auch eine eindeutige Komplementbindung im
ELISA-basierten Komplementbindungsassay mit Clq (siehe Kapitel 3.1.4). Dies
bestatigt die Spezifitat der Antigen-Antikdrper-Bindung. Bei der Bestimmung der 1gG-
Subklassen sind bei besagten 3 Seren die Subklassen IgG1 oder IgG3 festgestellt worden
(siehe Kapitel 3.1.3), welche den prddominanten Subklassen der Anti-
Acetylcholinrezeptor-Autoantikdrpern entsprechen (Redgaard et al. 1987). Antikorper
dieser Subklassen sind, wie in Kapitel 1.3.2 beschrieben, starke Aktivatoren des
Komplementsystems und kénnen dadurch zu einer inflammatorischen Reaktion fihren.
Da in den vorausgegangenen Studien zur Detektion von Anti-Cortactin-Autoantikdrpern
keine Komplementbindung untersucht und keine Subklassenbestimmung durchgefiihrt

wurde, ist hierbei kein Vergleich mit bereits vorhandener Literatur moglich.

Es bleibt folglich ungeklart, inwieweit Anti-Cortactin-Autantikdrper pathogenetisch

relevant sind. Dieser Sachverhalt konnte in weiteren Studien untersucht werden.

4.3.3 Anti-Agrin-Autoantikdrper

Im Gegensatz zu Anti-Cortactin-Autoantikdrpern wurde bei Anti-Agrin-Autoantikorpern
ein pathogenetischer Effekt in einem experimentellen Tiermodell nachgewiesen. Dazu
wurden Mause mit den zwei Isoformen von Agrin, neuronalem N-Agrin und muskularem
M-Agrin, aktiv immunisiert. Es wurden dann die Muskelkraft der Tiere, die Morphologie
ihrer neuromuskularen Endplatten und die neuromuskulare Ubertragung evaluiert.
AusschlielRlich die Mduse, die mit dem neuronalen N-Agrin immunisiert wurden, zeigten
Myasthenie-assoziierte ~ Symptome  wie  Muskelschwéache und  geschadigte
neuromuskulare Endplatten. Die Bildung von Anti-Agrin-Autoantikérpern gegen beide
Isoformen wurde durch eine Anti-Agrin-ELISA Testung der M&useseren bestatigt. Die
Ergebnisse dieser Studie weisen folglich eine pathogenetische Rolle von Anti-Agrin-
Autoantikdrpern bei Myasthenia gravis nach, die sich spezifisch fir neuronales Agrin
zeigte (Yan et al. 2018).
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In einer kirzlich veroffentlichten Studie wurden die Effekte des Transfers von
aufgereinigten Autoantikorper einer Myasthenie-Patientin auf M&use beschrieben. Die
Patientin wies sowohl Anti-LRP4- als auch Anti-Agrin-Autoantikorper auf. Die Mause
zeigten nach der Injektion Symptome wie Gewichtsverlust und Muskelschwache und
Myasthenie-typische Verénderungen in der Neurophysiologie. Bei der histologischen
Untersuchung waren Schaden an der neuromuskuldren Endplatte nachweisbar. In der
Studie wurden auch die molekularen Mechanismen hinter der Antikérperbindung weiter
untersucht. Als das Ziel-Epitop der Anti-Agrin-Autoantikérper wurde die LG1/2 Doméne
von Agrin identifiziert (Yu et al. 2021). Diese Domane ist allerdings nicht an Agrins
Interaktion mit LRP4 beteiligt, sodass sich die Frage stellt, ob die Anti-Agrin-
Autoantikdrper nur ein Epiphanomen darstellen und der pathogene Effekt ausschlieBlich
durch die Anti-LRP4-Autoantikdrper zustande kommt. Das Ziel-Epitop der Anti-LRP4-
Autoantikorper, die B3 Doméne, bindet ndmlich an MuSK und spielt somit eine Rolle in
der Signalkaskade, die zur Formierung von Acetylcholinrezeptoren fihrt. Um sichere
Aussagen zur Pathogenitdt von Anti-Agrin-Autoantikorpern treffen zu kdnnen, mussten
Autoantikdrper von Patient*innen aufgereinigt werden, die ausschlieRlich diese
Autoantikorper im Serum aufweisen. Die Frage der klinischen Relevanz von Anti-Agrin-
Autoantikdrpern konnte durch die vorliegende Studie nicht geklart werden (Lisak 2021).

Im Jahr 2017 wurde eine Studie verdffentlicht, in der Anti-Agrin-Autoantikorper auch
bei Patient*innen mit amyotropher Lateralsklerose (ALS) gefunden wurden. Sie wurden
bei 9 von 65 ALS-Patient*innen (13,8%) detektiert. Die positiv getesteten Patient*innen
hatten sowohl Symptome des ersten als auch des zweiten Motoneurons, sodass der Effekt
der Autoantikdrper nicht allein durch ihre Rolle an der neuromuskuldaren Endplatte erklart
werden kann (Rivner et al. 2017). Das Vorliegen der Studie zeigt, dass Anti-Agrin-
Autoantikdrper nicht spezifisch fir Myasthenia gravis sind. Ihr Vorkommen bei einer
anderen neurologischen Erkrankung mit ganzlich unterschiedlicher Pathogenese spricht
dafur, dass Anti-Agrin-Autoantikorper als Epiphd&nomen bei mehreren neuromuskuléren

Erkrankungen auftreten.

4.4 Klinische Charakteristika von Subgruppen innerhalb der Myasthenia gravis

Seit Hoch et al. im Jahr 2001 Anti-MuSK-Autoantikdrper bei Patient*innen mit
Myasthenia gravis detektierte (Hoch et al. 2001), die bis dahin keinen Autoantikorper-
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Nachweis hatten, wurde diese Patientengruppe bezlglich klinischer Charakteristika
genauer untersucht. Es konnten einige entscheidende Unterschiede zu Anti-
Acetylcholinrezeptor-Autoantikorper positiver Myasthenia gravis festgestellt werden, die
von diagnostischer und therapeutischer Relevanz sind. Folglich kénnen Anti-MuSK-
Autoantikdrper positive Patient*innen als eigene Subgruppe innerhalb der Erkrankung
gesehen werden (Gilhus et al. 2015). Die typischen klinischen Charakteristika sind
folgende: Es handelt sich mehrheitlich um weibliche Erkrankte mit einem eher friihen
Krankheitsbeginn. Sie weisen oftmals eine selektive faziale und bulbére Muskelschwéache
auf und es kommt hdufiger zu respiratorischen Krisen. Die Extremitatenmuskulatur ist
weniger schwer und inkonsistenter betroffen. In dieser Patientengruppe ist das Auftreten
von ausgepragten Muskelatrophien méglich. Anti-MuSK-Autoantikorper sind fast nie bei
Patient*innen mit einer rein okuléren Verlaufsform zu finden (Evoli et al. 2003, Sanders
et al. 2003, Meriggioli et al. 2009). In den neurophysiologischen Untersuchungen wie der
repetitiven Nervenstimulation und der Einzelfaser-Elektromyographie zeigten Anti-
MuSK-Autoantikdrper positive Patient*innen weniger stark abweichende Muster (Padua
et al. 2006). Die Histologie des Thymus ist in dieser Patientengruppe normalerweise nicht
pathologisch verdndert (Lauriola et al. 2005, Leite et al. 2005), weshalb die Patient*innen
auch nicht erfolgreich auf Thymektomien ansprechen (Evoli et al. 2003, Sanders et al.
2003). Ein weiterer therapeutisch relevanter Unterschied ist, dass Cholinesterasehemmer
bei Anti-MuSK-Autoantikdrper positiven Patient*innen weniger gut wirksam sind. Sie
l6sen in dieser Patientengruppe zum Teil starke Unvertraglichkeiten aufgrund ihrer
cholinergen Nebenwirkungen aus, haben keinen Effekt oder flihren sogar zu klinischer
Verschlechterung (Hatanaka et al. 2005). Dahingegen sprechen Anti-MuSK-
Autoantikdrper positive Patient*innen besonders in der Langzeitbehandlung sehr gut auf

den monoklonalen CD20 Antikorper Rituximab an (Diaz-Manera et al. 2012).

Vor dem Hintergrund der klinischen Unterschiede zwischen den Subgruppen der Anti-
MuSK-Autoantikdrper- und der Anti-Acetylcholinrezeptor-Autoantikdrper-assoziierten
Myasthenia gravis ist es bei Detektion eines neuen Autoantikorpers immer lohnenswert,
die entsprechenden seropositiven Patient*innen auf gemeinsame Charakteristika zu
untersuchen. In den folgenden Kapiteln wird dieser Aspekt fiir Anti-Cortactin- und Anti-

Agrin-Autoantikorper diskutiert.
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4.4.1 Anti-Cortactin-Autoantikdrper positive Patient*innen
In der Studie von Gallardo et al. konnte kein einheitlicher Phénotyp der 23 Anti-
Cortactin-Autoantikérper positiven Myasthenie-Patient*innen festgestellt werden
(Gallardo et al. 2014). Die klinischen Daten der Patient*innen wurden dennoch detailliert
aufgeschlusselt, sodass sie im Folgenden mit den Daten der zweiten Studie zu Anti-
Cortactin-Autoantikérpern mit 28 detektierten Patient*innen von Cortes-Vicente et al.
gegenubergestellt werden kénnen (Cortes-Vicente et al. 2016). Diese Studie kam zu dem
Schluss, dass seronegative Patient*innen mit Anti-Cortactin-Autoantikérpern signifikant
junger waren als Patient*innen mit Anti-Acetylcholinrezeptor-Autoantikérpern oder aber
seronegative Patient*innen ohne Anti-Cortactin-Autoantikorper. AuBerdem zeigten die
Anti-Cortactin-Autoantikdrper positiven Patient*innen eine Praddominanz von okuldren
oder milden generalisierten Verlaufsformen ohne bulbdre Symptome. In der hiesigen
Studie sind nur drei Patient*innen mit Anti-Cortactin-Autoantikdrpern detektiert worden.
Ihre Kklinischen Daten sind im Kapitel 3.2 detailliert aufgefiihrt und werden in der
folgenden tabellarischen Darstellung mit den Ergebnissen der anderen Studien
verglichen. Bei einer so geringen Anzahl von detektierten Patient*innen lassen sich

allerdings keine allgemeingultigen Aussagen treffen.
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Tabelle 16 Vergleich der klinischen Charakeristika von Anti-Cortactin-Autoantikdrper positiven
Patient*innen mit Myasthenia gravis in vorliegenden Studien

Gallardo et al. Cortes Vicente et al. | Hiesige Studie
Doppler et al.
Detektierte 23 28 3
Patient*innen
Davon mit Anti- |5 19 1
AChR-AK
Davon mit Anti-|0 0 1
MuSK-AK
Davon seronegativ 18 9 1
Klinisch analysierte | Alle 23 9 seronegative Alle 3 Patient*innen

vor 50. Lebensjahr:
70,58%

bei Erkrankungs-
beginn 34,9 Jahre

Gruppe Patient*innen Patient*innen
Geschlecht 68,18% weiblich 77,8% weiblich 66,66% weiblich
Alter Erkrankungsbeginn Durchschnittsalter 72 Jahre, 66 Jahre, 24

Jahre

Verlaufsform

22.22% okular

66,66% okular

33,33% okulér

Thymom

77,78% 33,33% milde | 66,66%
generalisiert (davon | generalisiert Form | generalisiert
30,76% mit | (keine  Patienten | (davon 50% mit
bulbérer Betonung) | mit bulbarer | bulbérer Betonung)
Betonung)
Patient*innen mit | 1 0 0
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Immunsuppressive | 76,48% 55,6% 33,33%
Therapie

4.4.2 Anti-Agrin-Autoantikorper positive Patient*innen
Von den sechs vorliegenden Studien zur Detektion von Anti-Agrin-Autoantikdrpern bei
Myasthenia gravis geben nur vier weiterfihrende Informationen zu den klinischen Daten
der positiven Patient*innen. Die Studien von Cossins et al. (Cossins et al. 2012) und
Zhang et al. (Zhang et al. 2014) enthalten diesbeziglich keine Angaben. Da in der
hiesigen Studie keine Anti-Agrin-Autoantikdrper detektiert wurden, kénnen ebenfalls
keine Daten verglichen werden. Es werden folglich die Ergebnisse der Studien von
Gasperi et al., Cordts et al., Rivner et al. und Wang et al. diskutiert. In der Studie von
Gasperi et al. wurden Anti-Agrin-Autoantikérper in den Seren von 5 Myasthenie-
Patient*innen detektiert. In den klinischen Daten dieser 5 Patient*innen konnten keine
wesentlichen Gemeinsamkeiten festgestellt werden. Die Krankheitsschwere war jeweils
sehr unterschiedlich. Es wurde jedoch erhoben, dass alle 5 Patient*innen mit
Doppelbildern symptomatisch gewesen waren und auch eine Beteiligung der Gesichts-,
Nacken- und bulbaren Muskulatur vorlag (Gasperi et al. 2014). In der Studie von Cordts
et al. wiesen 4 Seren von Myasthenie-Patient*innen Anti-Agrin-Autoantikdrper auf. Sie
waren mehrheitlich weiblich und zeigten einen Krankheitsbeginn vor dem 50.
Lebensjahr. Die Erkrankungsschwere reichte von milden Verlaufen bis zu schwerer
Beeintrachtigung. Das Therapieansprechen war variabel (Cordts et al. 2017). Die jeweils
geringe Anzahl von Anti-Agrin-Autoantikdrper positiven Patient*innen lasst jedoch
keinen angemessenen Vergleich der Patientengruppen zu, aus dem sich verléssliche
Schlisse ziehen lieRen. In der Studie von Rivner et al. wurden 27 Patient*innen detektiert,
die entweder Anti-Agrin- oder Anti-LRP4-Autoantikdrper hatten. Davon hatten 23
Patient*innen beide Antikorper, 3 Patient*innen ausschlief3lich Anti-Agrin- und 1
Patient*in ausschlieBlich Anti-LRP4-Autoantikérper. Die aus 27 Patient*innen
bestehende Gruppe wurde mit den 154 seronegativen Patient*innen verglichen, bei denen
keinerlei Autoantikérper nachgewiesen wurden. Dies wurde so entschieden, da jeweils
nur eine geringe Anzahl von Patient*innen ausschliel3lich einen der beiden Antikorper
aufwies. Die Gruppe mit Anti-Agrin- oder Anti-LRP4-Autoantikdrpern zeigte signifikant

haufiger generalisierte Verlaufe, die auch klinisch schwerwiegender waren. Die
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Patient*innen zeigten mehrheitlich ein gutes Ansprechen auf die Standardtherapien. Sie
waren zu 59% weiblich und der durchschnittliche Erkrankungsbeginn lag bei 44 Jahren.
Im Vergleich zu den seronegativen Patient*innen gab es keine signifikanten Unterschiede
bezuglich Geschlechterverteilung und Alter (Rivner et al. 2020). In der Studie von Wang
et al. wurden Anti-Agrin-Autoantikorper in den Seren von 18 Myasthenie-Patient*innen
detektiert. Davon wiesen 9 Patient*innen ausschlie}lich Anti-Agrin-Autoantikorper auf
und die anderen 9 waren positiv fur Anti-Agrin- und Anti-Acetycholinrezeptor-
Autoantikorper. Die klinischen Daten zeigten, dass es sich bei den Anti-Agrin-
Autoantikdrper positiven Patient*innen mehrheitlich um Ménner tber 40 Jahren handelte,
die okuldare wund bulbdre Symptome hatten sowie eine Schwache der
Extremitatenmuskulatur. Auch wenn die Symptome insgesamt schwerwiegender waren,
lieBen sie sich mit einer Therapie mit Pyridostigmin und Prednisolon gut behandeln
(Wang et al. 2021).

4.5 Ausblick

In dieser Studie wurden das Vorkommen und die Eigenschaften von Autoantikérpern
gegen die Zielantigene Cortactin und Agrin im Serum von Patient*innen mit Myasthenia
gravis untersucht. Wie in zwei vorausgegangenen Studien (Gallardo et al. 2014, Cortes-
Vicente et al. 2016) konnten Anti-Cortactin-Autoantikorper in einem kleinen Anteil von
Myasthenie-Patient*innen, aber auch Kontrollpersonen in dieser Studie nachgewiesen
werden. lhre pathogenetische und diagnostische Rolle ist aber nach wie vor nicht
eindeutig geklart. Es bedarf groRerer Patientenkohorten, die folglich eine groRere Anzahl
von positiven Patient*innen aufweisen, um aussagekraftigere Untersuchungen
durchfiihren zu konnen. Eine Herausforderung in dieser Studie war die Spezifitat der
Detektionsmethoden, die beim ELISA durch die Subtraktion des Serum-spezifischen
Hintergrundsignals verbessert werden konnte. Dies ist auch fir zukilnftige Studien
empfehlenswert. Als weitere Methode konnten Bindungsversuche an Muskelschnitten
und somit motorischen Endplatten von Mausen durchgefiihrt werden. Die
Charakterisierung der Autoantikorper durch Untersuchung der 1gG-Subklasse und des
Komplementbindungsverhaltens ist sinnvoll, da sie Auskunft Gber die funktionellen
Eigenschaften und somit das pathogene Potential der Autoantikorper gibt. Das erneute

Testen der Patient*innen im Verlauf der Studie lieferte ebenfalls einen Hinweis fir die
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Frage, ob Anti-Cortactin-Autoantikérper eine pathogene Rolle haben oder temporar
vorkommende Epiphédnomene sind. Anti-Agrin-Autoantikdrper sind in der hiesigen
Studie nicht detektiert worden. Dies reflektiert ihr seltenes Vorkommen bei Myasthenia
gravis. Auch hier bedarf es zukinftig gréRerer Patientenkohorten, um die

Detektionswahrscheinlichkeit zu erhdhen.

Die weitere Erforschung der heterogenen pathogenen Prozesse bei der Myasthenia gravis
ist besonders fiir die Patientengruppe von Bedeutung, bei der zuvor keiner der bereits
bekannten, pathogenetisch ursdachlichen Anti-Acetylcholinrezeptor-, Anti-MuSK- oder
Anti-LRP4-Autoantikorper nachgewiesen werden konnte. Uber eine Erhebung der
klinischen Daten einer grofien Gruppe dieser Patient*innen lielen sich diagnostische
Parameter und Therapieansprechen analysieren, um Hypothesen (ber die
pathogenetischen Mechanismen aufzustellen. Mittels experimenteller Tiermodelle
kdnnten die Untersuchungen auf eine nachste Stufe gehoben und die Auswirkungen von
Anti-Cortactin-Autoantikdrpern in vivo beobachtet werden. Dazu kdnnte man entweder
Cortactin injizieren, um eine Autoantikorperbildung auszulésen oder Anti-Cortactin-

Autoantikdrper aus Patientenserum extrahieren und passiv transferieren.

Ohne Autoantikorpernachweis ist die Diagnostik der Myasthenia gravis deutlich
erschwert. Auch fur das therapeutische Vorgehen ware ein eindeutiger Biomarker fur
autoimmune Prozesse von groer Bedeutung, da dem Einsatz von Immunsuppressiva und
immunmodulatorischen Medikamenten somit eine wissenschaftliche Grundlage gelegt
ware. Aus diesen Grinden stellt die Suche und Charakterisierung weiterer Autoantikdrper
zur Aufklarung der pathogenetischen Prozesse der Myasthenia gravis fur die Zukunft eine

so wichtige Aufgabe dar.
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5 Zusammenfassung

Myasthenia gravis ist eine Autoimmunerkrankung, die durch Stérung der
Erregungsiibertragung an der neuromuskuldaren Endplatte zu einer Schwéache der
Muskulatur fihrt. Mit dem Nachweis von Autoantikdrpern, die sich gegen verschiedene
Proteine an der postsynaptischen Membran richten, namentlich Acetylcholinrezeptoren,
MuSK und LRP4, konnte in den vergangenen Jahrzehnten ein grofRer Teil der
Pathophysiologie der Myasthenia gravis erklart werden. Es verbleiben aber weiterhin 3-
5% der Myasthenie-Patient*innen mit einem generalisierten Verlauf und bis zu 50% der
Patient*innen mit einem okuldren Verlauf, bei denen keine Autoantikorper zu detektieren
sind. Ohne Autoantikérpernachweis wird die Diagnostik der Erkrankung deutlich
erschwert. Die ebenfalls postsynaptisch lokalisierten Proteine Cortactin und Agrin sind
klrzlich als potentielle Zielantigene in den Fokus geriickt, da sie an einer Signalkaskade
zur Aggregation von Acetylcholinrezeptoren beteiligt sind. Das Ziel dieser Studie war es,
eine an der Neurologischen Universitatsklinik Wirzburg rekrutierte Kohorte von 135
Myasthenie-Patient*innen auf das Vorkommen von Autoantikdrpern gegen Cortactin und
Agrin zu untersuchen. In vorausgegangenen Studien konnten diese jeweils in einem
kleinen Anteil von Myasthenie-Patient*innen nachgewiesen werden. Mittels ELISA
wurden die hiesigen 69 Patientenseren, 50 Kontrollseren und 82 Plasmapherese-Proben
auf die jeweiligen Autoantikdrper untersucht. Dabei fanden sich Anti-Cortactin-
Autoantikorper in 3 Seren von Myasthenie-Patient*innen und in 2 Seren von
Kontrollpersonen. Die Spezifitdt der Autoantikorperbindung konnte fur die beiden
Kontrollseren und das Patientenserum 2 an Cortactin-transfizierten HEK-293-Zellen
bestéatigt werden. Es erfolgte eine Charakterisierung der detektierten Autoantikdorper
bezlglich des Titers, der IgG-Subklasse und der Fahigkeit zur Komplementaktivierung.
Es konnte kein gemeinsamer klinischer Phénotyp der Anti-Cortactin-Autoantikorper
positiven Patient*innen festgestellt werden. Die pathogenetische und diagnostische Rolle
von Anti-Cortactin-Autoantikorpern bleibt weiterhin ungeklart. Fir verldssliche
Aussagen bedarf es einer grolieren Anzahl von positiven Patient*innen. Weder mittels
ELISA noch mittels Bindungsversuchen an Agrin-transfizierten HEK-293-Zellen wurden
Autoantikorper gegen Agrin in den Patienten- oder Kontrollseren nachgewiesen. Dieses

Ergebnis reflektiert ihr seltenes Vorkommen bei Myasthenia gravis.
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