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Zusammenfassung (deutsch)

Die Myasthenia gravis (MGQ) ist eine Autoimmunerkrankung der neuromuskuliren Synapse, die durch
die Bildung von Autoantikdrpern gegen Proteine der postsynaptischen Membran gekennzeichnet ist.
Diese Antikorper beeintrachtigen die neuromuskuldre Signaliibertragung, die sich in einer
belastungsabhingigen Muskelschwéche manifestiert. Die experimentelle autoimmune Myasthenia
gravis (EAMG) stellt ein etabliertes préklinisches Modell dar, das zur Untersuchung der
Pathophysiologie der MG sowie zur Evaluierung potenzieller therapeutischer Ansétze genutzt wird. Die
bisherigen EAMG-Modelle sind jedoch aufgrund der aufwendigen Gewinnung des
Acetylcholinrezeptors (AChR) aus den Organen des elektrischen Zitteraals in ihrer Durchfiihrung
limitiert. Das Ziel der vorliegenden Studie war die Entwicklung eines EAMG-Modells in der Maus, das
auf der Immunisierung mit rekombinantem AChR basiert. Hierdurch soll die Verfiigbarkeit des Modells
verbessert und die Mdglichkeit geschaffen werden, transgene Mauslinien zur Untersuchung spezifischer
Krankheitsmechanismen und therapeutischer Interventionen zu verwenden. Fiir die Entwicklung des
EAMG-Modells wurden acht Wochen alte C57BL/6-Miuse mit rekombinantem CHRNA1 (einer
Untereinheit des AChR) immunisiert, welches die immunogene Sequenz enthélt. Die klinischen
Symptome wurden anhand eines standardisierten Scores der Muskelschwéiche sowie einer
Griffkraftmessung nach Belastung bewertet. Histopathologische Analysen der neuromuskuldren
Endplatten (NMJ) wurden durchgefiihrt, um die morphologische Schiadigung durch
Immunzellinfiltration und die reduzierte Anzahl funktioneller Synapsen zu beurteilen. Um die zelluldre
Immunantwort zu charakterisieren, wurden Antikdrper-Titer im Serum mittels ELISA quantifiziert.
Zusitzlich wurden durchflusszytometrische Analysen von B- und T-Zell-Populationen aus
lymphatischen Organen durchgefiihrt. Die EAMG-Méuse wiesen eine belastungsabhiangige
Muskelschwiche auf. Zehn von insgesamt zwolf EAMG-Méusen zeigten einen klinischen Phénotyp mit
einer signifikant reduzierten Griffkraft. Immunhistochemische Analysen der Skelettmuskulatur ergaben
eine reduzierte Dichte von NMJs und eine deutliche Kolokalisation dieser mit Komplementfaktor C3
und IgG. Mittels ELISA wurden signifikant erhohte Antikorper-Titer in den EAMG-Méusen
nachgewiesen. In der Durchflusszytometrie zeigte sich eine dysregulierte T-Helferzellantwort sowie
eine verstirkte Aktivierung und Differenzierung von B-Zellen in den lymphatischen Organen. Die
CXCRS5/CXCL13-Achse spielt eine zentrale Rolle in der B-Zell-Differenzierung und konnte ein
potenzielles therapeutisches Ziel fiir die Behandlung der MG sein. Das auf rekombinantem AChR
basierende EAMG-Modell stellt ein wertvolles Instrument zur Untersuchung der Pathophysiologie von
MG und zur préklinischen Priifung therapeutischer Interventionen dar. Es ermoglicht die Untersuchung
sowohl der zelluldren als auch der humoralen Immunantworten und bietet die Mdglichkeit, neue
therapeutische Strategien zu erforschen. Weitere Forschung ist erforderlich, um das Modell zu validieren

und das therapeutische Potenzial der CXCRS5/CXCL13-Achse zu untersuchen.



Summary (english)

Myasthenia gravis (MQG) is an autoimmune disorder of the neuromuscular junction characterized by the
formation of autoantibodies against post-synaptic membrane proteins. These antibodies impair
neuromuscular transmission, resulting in fatigable muscle weakness. Experimental autoimmune
myasthenia gravis (EAMG) is a well-established preclinical model used to investigate the
pathophysiology of MG and to evaluate potential therapeutic approaches. However, previous EAMG
models have been limited by the labor-intensive extraction of acetylcholine receptor (AChR) from the
organs of the electric eel. The aim of this study was to develop a mouse EAMG model based on
immunization with recombinant AChR to improve the model's accessibility and enable the use of
transgenic mouse lines to investigate specific disease mechanisms and therapeutic interventions. For the
development of the EAMG model, eight-week-old C57BL/6 mice were immunized with recombinant
CHRNALI1 (a subunit of the AChR) which contains the immunogenic sequence. Clinical symptoms were
evaluated using a standardized score for muscle weakness and a grip strength measurement after
exercise. Histopathological analyses of the neuromuscular junctions (NMJ) were performed to assess
morphological damage due to immune cell infiltration and the reduced number of functional synapses.
To characterize the cellular immune response, antibody titers in the serum were quantified using ELISA.
Additionally, flow cytometric analyses of B and T cell populations from lymphoid organs were
conducted. The EAMG mice showed fatigable muscle weakness. Ten out of twelve EAMG mice
exhibited a clinical phenotype with significantly reduced grip strength. Immunohistochemical analyses
of skeletal muscle revealed a reduced density of NMJs and a clear colocalization with complement factor
C3 and IgG. ELISA confirmed significantly elevated anti-AChR antibody titers in EAMG mice. Flow
cytometry revealed dysregulated T-helper cell responses and increased activation and differentiation of
B cells in lymphoid organs. The CXCRS5/CXCLI13 axis appears to play a central role in B-cell
differentiation and may represent a promising therapeutic target for the MG treatment. The recombinant
AChR-based EAMG model is a valuable tool for investigating the pathophysiology of MG and for
preclinical testing of therapeutic strategies. It allows investigation of both cellular and humoral immune
responses and opens new possibilities for exploring innovative therapeutic approaches. Further studies
are needed to validate the model and asses the therapeutic potential of targeting the CXCR5/CXCL13

axis.
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1. Einleitung
1.1 Epidemiologie

Die Myasthenia gravis (MG) ist eine chronische Autoimmunerkrankung, die zu einer
Ubertragungsstorung an der neuromuskuldren Endplatte (NMJ) fithrt. In den letzten
Jahrzehnten sind die weltweite Pravalenz und Inzidenz der MG angestiegen. Dieser Anstieg
lasst sich unter anderem durch eine verbesserte Fritherkennung, Diagnostik und Therapie sowie
durch die gestiegene Lebenserwartung der Patienten erkldren [1]. Aktuell wird die Priavalenz
auf etwa 150-200 pro 1.000.000 Einwohner geschitzt, wihrend die Inzidenz bei 8—10 pro
1.000.000 liegt [2]. In Europa betrdgt die Pravalenz etwa 1:5000, wodurch MG als die hdufigste

erworbene neuromuskuldre Erkrankung gilt [3].

Charakteristisch fiir die MG sind alters- und geschlechtsspezifische Haufigkeitsgipfel: Frauen
erkranken iiberwiegend zwischen dem 3. und 5. Lebensjahrzehnt, wéahrend Ménner vor allem
im hoheren Lebensalter (60—80 Jahre) betroffen sind [4]. Besonders bei der early-onset
Myasthenia gravis (EOMG), die hauptsdchlich vor dem 50. Lebensjahr auftritt, besteht ein

deutliches Geschlechterungleichgewicht mit einer etwa dreifach hoheren Pravalenz bei Frauen.

[4].

Zudem hat der ethnische Hintergrund einen relevanten Einfluss auf den Phidnotyp der MG.
Patienten afrikanischer Abstammung zeigen im Vergleich zu Personen europdischer Herkunft
hdufiger einen schweren sowie frilher einsetzenden Krankheitsverlauf [5].
Bei Patienten ostasiatischer Herkunft wird zudem eine erhdhte Pravalenz von Autoantikdrpern
gegen die muskelspezifische Rezeptor-Tyrosinkinase (Anti-MuSK-AK) im Vergleich zu
Personen aus Europa oder Afrika beobachtet [5, 6, 7].

1.2 Atiologie & Pathophysiologie

Die genaue Atiologie der MG ist bislang noch nicht abschlieBend geklért. Es handelt sich um
eine heterogene Autoimmunerkrankung, die in verschiedene Subtypen unterteilt werden kann.
Diese unterscheiden sich hinsichtlich des Alters bei Krankheitsbeginn, der klinischen
Symptome, der  Thymuspathologie @ sowie  der  nachweisbaren = Antikdrper.
Die bestehende Variabilitit der Subtypen legt nahe, dass unterschiedliche pathophysiologische
Mechanismen zur Entstehung von Autoantikorpern beitragen und somit den klinischen Verlauf
der Erkrankung beeinflussen. Die Mehrzahl der bei der MG nachgewiesenen Autoantikdrper

richten sich gegen verschiedene Strukturen der postsynaptischen Membran, darunter der

1



Acetylcholinrezeptor (Anti-AChR-AK), die muskelspezifische Rezeptor-Tyrosinkinase
(MuSK), das Lipoprotein-related Protein 4 (LRP4) und Agrin [8, 9, 10].

1.2.1 Physiologische Grundlagen der neuromuskuliren
Transmission und Kontraktion

Die motorische Endplatte ist eine chemische Synapse, die fiir die Ubertragung von
Erregungspotenzialen zwischen den Nervenfasern und den Muskelfasern verantwortlich ist.
Sie besteht aus der Prasynapse der terminalen Nervenfasern, in denen Acetylcholin (ACh) in
Vesikeln gespeichert ist, einem synaptischen Spalt sowie einer postsynaptischen

Muskelmembran, an der sich die entsprechenden Acetylcholinrezeptoren (AChR) befinden.

Ein préasynaptisches Aktionspotenzial 6ffnet spannungsabhingige Calciumkanile, wodurch
Calciumionen (Ca?") in die Présynapse einstromen und die Freisetzung von ACh aus
synaptischen Vesikeln auslosen. ACh diffundiert durch den synaptischen Spalt und bindet an
nikotinische AChR der postsynaptischen Membran. Der daraus resultierende Einstrom von
Natriumionen (Na") depolarisiert das Endplattenpotenzial (EPP) und 10st bei Erreichen des
Schwellenwerts ein Muskelaktionspotenzial aus [11]. Dieses breitet sich iiber das T-Tubulus-
System aus und aktiviert spannungsabhingige Dihydropyridinrezeptoren (DHPR), die
mechanisch mit Ryanodinrezeptoren (RyR1) des sarkoplasmatischen Retikulums gekoppelt

sind. Die dadurch induzierte Ca**-Freisetzung ins Zytosol initiiert die Muskelkontraktion.

Im physiologischen Ruhezustand befindet sich die Konzentration freier Ca?"-Ionen im Zytosol
im unteren nanomolaren Bereich. In diesem Zustand sind die Myosin-Bindungsstellen auf den
Aktinfilamenten durch Tropomyosin  blockiert, welches gemeinsam mit den
Troponinuntereinheiten T, I und C einen regulatorischen Proteinkomplex bildet. Dieser

Komplex reagiert hochempfindlich auf Verinderungen des intrazelluldren Ca®*-spiegels [14].

Der Ca**-Einstrom infolge des Aktionspotenzials induziert eine Konformationsédnderung des
Troponin-Tropomyosin-Komplexes durch Bindung an Troponin C, wodurch die Myosin-
Bindungsstellen auf dem Aktin freigelegt werden. Dies ermoglicht die zyklische
Querbriickenbildung zwischen Aktin und Myosin [15]. Der nachfolgende Kraftschlag tibertragt
die durch die Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATP) gespeicherte Energie in mechanische
Bewegung. Nach Ablosung von Adenosindiphosphat und Phosphat kippt das Myosinkdpfchen
in seine energetisch niedrigere Konformation und verschiebt das Aktinfilament

sarkomerzentral. Die Bindung eines neuen ATP-Molekiils 16st die Aktin-Myosin-Verbindung



und initiiert den néchsten Zyklus, der bei anhaltender Ca**-Verfiigbarkeit und ausreichender

ATP-Konzentration kontinuierlich ablauft [15, 16].

Die Beendigung der Kontraktion und Einleitung der Relaxation erfordert die rasche Reduktion
der freien Ca?"-Konzentration im Zytosol. Diese erfolgt primir durch die Aktivitit der
sarkoplasmatischen Ca**-ATPase (SERCA), einer energieabhéngigen Pumpe, die Ca*" aktiv
zuriick in das sarkoplasmatische Retikulum transportiert [12, 13]. Mit abnehmender Ca**-
Verfiigbarkeit dissoziiert das lon von Troponin C, worauthin Tropomyosin seine inhibitorische
Position wieder einnimmt und eine erneute Querbriickenbildung verhindert. Der Muskel kehrt

dadurch in den entspannten Zustand zuriick [14, 15, 16].

Dieser komplexe Regulationsmechanismus ermdéglicht eine hochgradig kontrollierte, schnelle
und reversible Muskelaktivitit, bei der Ca®" als zentrales Schaltsignal fungiert, SERCA die
intrazellulire Homoostase wiederherstellt und Aktin-Myosin-Interaktionen die mechanische

Kraftentwicklung vermitteln.
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Abb. 1 Physiologische Motorische Endplatte. Die Abbildung stellt eine physiologische motorische Endplatte
dar. Ein Aktionspotential an der Prisynapse der terminalen Nervenfaser fiihrt zur Offaung von
spannungsabhéngigen Calcium-Kandlen und somit zu einem Calcium-Einstrom in die Prisynapse. Calcium
(Ca*") fiihrt zu einer Freisetzung des Acetylcholins aus den Vesikeln in den synaptischen Spalt. Acetylcholin
bindet an die entsprechenden Rezeptoren an der postsynaptischen Membran und fiihrt durch die Offnung von
spannungsabhéngigen Natrium-Kanélen (Na") zu einer Depolarisation des Muskels.

1.2.2 Autoantikorper der Myasthenia gravis

Die MG wird als Modellerkrankung fiir antikérpervermittelte Autoimmunerkrankungen
angesehen. Bei dieser sind insbesondere pathogene Autoantikorper von hoher Relevanz, da
deren Zielstrukturen bestimmte Proteine und Rezeptoren der postsynaptischen Membran sind
und aufgrund dessen die neuromuskulire Ubertragung bei der MG stéren. Der iiberwiegende
Teil der Patienten (80-90 %) weist Antikdrper gegen den nikotinischen AChR auf, welche die
cholinerge Signaliibertragung zwischen Nerven- und Muskelzellen storen [17]. Hierbei handelt

es sich iiberwiegend um oligoklonale Antikorper der Immunglobulin-G-Klasse (IgG), die
4



verschiedene Oberflichenepitope des AChR gezielt erkennen und binden konnen. Seltener
werden Antikorper der Immunglobulin-A- (IgA) oder M-Klasse (IgM) nachgewiesen, deren
pathophysiologische Bedeutung bislang jedoch nicht eindeutig geklart ist [18].

Da der AChR eines der priméren Ziele der Autoantikorper bei der MG darstellt, kommt seiner
Interaktion mit diesen Antikdrpern eine entscheidende Rolle in der Pathophysiologie der
Erkrankung zu. Durch die Bindung an den AChR koénnen die Antikorper die neuromuskulére

Ubertragung iiber drei verschiedene Mechanismen stéren:

1. Aktivierung des Komplementsystems: AChR-Antikorper konnen das klassische
Komplementsystem aktivieren und die Bildung des Membranangriffskomplexes
(MAC) inititeren. Der MAC schadigt die Muskelmembran und fiihrt zu einem
vermehrten Abbau der AChR sowie der spannungsabhingigen Calciumkanéle in der
Préasynapse [19, 20, 21].

2. Erhohte Abbaurate der AChR: Durch die Bindung der Antikérper kommt es zu einer
Quervernetzung der AChR, die unter anderem eine verstirkte Internalisierung und
Degradation der Rezeptoren verursacht. Dies fiihrt zu einer verringerten AChR-Dichte
an der postsynaptischen Membran [22].

3. Direkte Inhibition der AChR: Die Antikérper konnen die AChR direkt blockieren,
sodass sie ihre Funktion verlieren und kein freies Acetylcholin mehr binden konnen [23,

24, 25].

Durch diese Mechanismen kommt es insgesamt zu einem Verlust der AChR und dadurch zu
einer gestdrten neuromuskuliren Ubertragung. Infolgedessen nehmen sowohl die Amplituden
der Miniaturendplattenpotentiale als auch der EPPs ab, was zu ausbleibenden
Muskelkontraktionen, einer belastungsabhdngigen Muskelschwéiche sowie schnellerer

korperlicher Erschopfung fiihrt [22, 26].

In den letzten Jahren wurde durch die vorausgehende Forschung deutlich, dass die MG eine
immunologisch heterogene Erkrankung ist. So konnten bei einem Teil der seronegativen
Patienten — also solchen ohne nachweisbare Anti-AChR-AK - Autoantikdrper gegen
alternative Zielstrukturen identifiziert werden. Hierzu zéhlen insbesondere Antikorper gegen
die MuSK, LRP4 oder Agrin [11].
Dabei handelt es sich liberwiegend um Subklassen der Antikérper der Immunglobulin-G (IgG)
1, 3 und insbesondere 4, wobei insbesondere [gG4-Antikdrper im Zusammenhang mit MuSK-

assoziierter MG eine pathophysiologisch bedeutsame Rolle spielen.
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So lassen sich ungefdhr bei 5-10 % der Patienten Autoantikorper gegen MuSK nachweisen,
welches eine essenzielle Rolle bei der Aggregation des AChR wihrend der neuromuskulédren
Synapsenbildung spielt. Anti-MuSK-AK sind typischerweise mit einem ausgeprégten,
generalisierten Muskelschwund assoziiert, der frithzeitig die Bulbus- und Gesichtsmuskulatur
involviert, wihrend eine Schwiche der Extremititen sowie der okuldren Muskulatur seltener
beobachtet wird. Die Erkrankung betrifft iiberwiegend weibliche Patienten und ist durch eine
geringere Fluktuation der Muskelkraft sowie ein erhdhtes Auftreten von Atemmuskelschwiche
im Vergleich zu anderen Subtypen der MG gekennzeichnet [27, 28]. Anti-MuSK-AK binden
an die Immunglobulin-dhnliche Doméne des Proteins und verhindern dessen Phosphorylierung,
wodurch die Agrin-LRP4-MuSK-Dok-7-Signalkaskade funktionell unterbrochen wird. Da
diese Signalachse entscheidend fiir die synaptische Organisation ist, fiihrt ihre Stérung zu einer
reduzierten Dichte von AChR in der postsynaptischen Membran sowie zu einer gestorten
Anordnung der Rezeptoren gegeniiber der prasynaptischen Nervenendigung [29, 30]. Dariiber
hinaus zeigt die Antikdrperkonzentration bei MuSK-positiver MG haufig eine Korrelation mit
dem klinischen Schweregrad und reflektiert im zeitlichen Verlauf die Aktivitdt der Erkrankung

[31].

Auch LRP4, der physiologische Rezeptor fiir Agrin, stellt ein relevantes Autoantigen bei
seronegativer MG dar. LRP4-Antikorper lassen sich bei etwa 1-5 % aller MG-Patienten
nachweisen und bei circa 7-33 % der doppelt seronegativer MG-Félle nachweisen [32, 33, 34].
LRP4 vermittelt als postsynaptischer Agrinrezeptor die Aktivierung von MuSK und initiiert so
die AChR-Aggregation an der neuromuskuldren Endplatte. LRP4-Antikorper verhindern die
MuSK-Aktivierung und fiihren infolgedessen zu einer gestorten AChR-Clusterung sowie einer
destabilisierten neuromuskulédren Endplatte [35]. Klinisch préasentieren sich LRP4-Antikorper-
positive Patienten hiufig mit einem vergleichsweisen milden Verlauf, wobei vornehmlich
fokale oder okuldre Symptome im Vordergrund stehen [32, 33]. Eine myasthene Krise tritt in
diesem Subtyp nur selten auf und die Notwendigkeit einer respiratorischen Unterstiitzung im

Krankheitsverlauf ist insgesamt gering [36].

Autoantikorper gegen Agrin sind bislang nur in Einzelfdllen beschrieben und ihre klinisch-
pathophysiologische Relevanz bleibt derzeit unzureichend charakterisiert. Als 16slicher Ligand
von LRP4 ist Agrin ein zentraler Initiator der MuSK-abhédngigen Signalkaskade, die essenziell
fiir die Induktion, Organisation und strukturelle Stabilitidt der neuromuskuldren Endplatte ist.
Eine Beeintriachtigung der Agrin-Funktion kann folglich die postsynaptische Reifung erheblich

storen und die Effizienz der neuromuskuldren Transmission nachhaltig einschrinken [37].



Die Identifikation dieser unterschiedlichen Autoantikorper verdeutlicht die Komplexitit und
Variabilitit der immunologischen Mechanismen bei MG. Ungeachtet dessen bleibt der
nikotinische AChR das am besten charakterisierte Zielantigen und steht weiterhin im
Mittelpunkt experimenteller Modelle. Vor diesem Hintergrund konzentriert sich die
vorliegende Arbeit gezielt auf die AChR-assoziierte Form der MG. Hierfiir wurde das in der
aktuellen Forschung etablierte Tiermodell der experimentellen autoimmunen Myasthenia
gravis (EAMG) gewihlt, das durch aktive Immunisierung gegen den AChR induziert wird.
Diese Fokussierung ermdoglicht eine spezifische Analyse der pathophysiologischen Prozesse
und der immunologischen Mechanismen, die fiir die Modellentwicklung und das Versténdnis

der AChR-positiven MG von zentraler Bedeutung sind.

1.2.3 Die Rolle des Thymus

Der Thymus selbst ist ein priméres lymphatisches Organ und bildet sich normalerweise nach
der Pubertit zuriick. Seine Hauptfunktion besteht in der Ausreifung, Differenzierung und
Elimination von T-Lymphozyten. Die genaue Rolle des Thymus in der MG und seine
Beteiligung an der Produktion von Autoantikdrpern ist jedoch noch nicht abschlieBend geklért.
Allerdings ist die MG die hédufigste paraneoplastische Erkrankung, die mit Thymomen und
Thymushyperplasien assoziiert wird. So konnte bei 10-20 % aller MG-Patienten ein Thymom
nachgewiesen werden [38]. Umgekehrt bilden etwa 50 % der Thymom-Patienten Anti-AChR-
AK, ohne klinische Symptome einer MG zu zeigen, wéahrend weitere 30 % im Verlauf ihres
Lebens tatsachlich an einer MG erkrankten [27].
Dies ist auf die Beschaffenheit der Thymome zuriickzufiihren. Sie weisen morphologische
Ahnlichkeiten mit der Rinde des Thymus auf, sodass sie die Reifung von naiven CD4-T-Zellen
fordern und reife T-Zellen in die Peripherie exportieren konnen [39]. Die Thymektomie stellt
daher eine relevante therapeutische Mafinahme bei MG dar, von der insbesondere jiingere

Patienten mit Thymushyperplasie und nachweisbaren Anti-AChR-AK profitieren [40].

Dieser therapeutische Nutzen ist unter anderem auf die zahlreichen Keimzentren in der
hyperplastischen Thymusdriise zuriickzufiihren, in denen B-Zellen Anti-AChR-AK
produzieren, welche zur Pathogenese der Erkrankung beitragen. Keimzentren sind
typischerweise auf lymphatische Organe mit B-Zell-Produktion beschrinkt und treten im
gesunden Thymus nur in geringem Mal3e auf [41]. In mehreren Studien wurde bei Patienten
mit EOMG eine erhohte Anzahl von B-Zellen sowie IgG-produzierenden Plasmazellen
nachgewiesen. Dies deutet darauf hin, dass Keimzentren eine potenzielle Schliisselrolle in der
Aktivierung von B-Zellen und der Produktion von Anti-AChR-AK produzierenden
7



Plasmazellen sein konnten [42, 43, 44, 45, 46]. Allerdings variierten die Anti-AChR-Titer nach
einer erfolgreichen Thymektomie. Es wird angenommen, dass im Thymus generierte
Plasmazellen die Fahigkeit besitzen, in periphere Gewebe zu migrieren [47].
Dabei diirfte es sich liberwiegend um langlebige Plasmazellen handeln, die sich durch eine
deutlich verldngerte Lebensdauer von den kurzlebigen Plasmazellen unterscheiden, welche
typischerweise nach Antigenkontakt rasch einem apoptotischen Zelltod unterliegen.
Diese langlebigen Zellen sind in der Lage, liber lingere Zeitraume hinweg kontinuierlich Anti-

AChR-AK zu sezernieren [48].

Infolge der zuvor dargelegten Aspekte lasst sich festhalten, dass der Thymus eine zentrale Rolle
in der Immunopathogenese der AChR-MG einnimmt. Zur Entstehung der Autoimmunitit
tragen insbesondere Keimzentren, Anti-AChR-AK-produzierende B-Zellen,
Thymusepithelzellen, myoide Zellen und antigenprésentierenden Zellen (APC) bei [22, 49, 50].
Thymusepithelzellen und myoide Zellen prédsentieren hierbei den reifenden T-Zellen die
Antigene direkt oder mittels APC und kdnnen unter anderem zur Ausbildung von autoreaktiven
T-Zellen gegen Skelettmuskelproteine wie den AChR fiihren [51, 52]. Die fir AChR
spezifischen autoreaktiven T-Zellen konnten bereits mehrfach in Thymomen sowie im
peripheren Blut von MG-Patienten nachgewiesen werden [53]. Ebenfalls der
Transkriptionsfaktor Autoimmun-Regulator (AIRE) spielt eine entscheidende Rolle bei der
Vermeidung von Autoimmunitit, indem er wihrend der Negativselektion in der Thymopoese,
die T-Zellen mit einer hohen Affinitét fiir Antigene eliminiert. Aufgrund Thymuspathologien
kommt es vermehrt zu einer gestdrten Expression dieses Transkriptionsfaktors, wodurch

autoreaktive CD4"- und CD8"-T-Zellen freigesetzt werden konnen [54].

Durch das hieraus resultierende Ungleichgewicht der T-Zell-Untergruppen sowie der
dysregulierten Zytokine, wird die Ausbildung von autoreaktiven B-Zellen und langlebigen

Anti-AChR-AK produzierenden Plasmazellen gefordert [55].
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Abb. 2 AChR-Prisentation im Thymus. Thymusepithelzellen sind in der Lage, CD4"-T-Zellen Epitope
des Acetylcholinrezeptors (AChR) zu présentieren und so die Produktion von AChR-Antikérpern zu fordern.
Zudem werden myoide Zellen, die AChR préasentieren, von diesen Antikdrpern angegriffen und es kommt zur
Freisetzung von AChR-Immunkomplexen, die wiederum antigenprisentierende Zellen aktivieren konnen. Die
antigenprésentierenden Zellen konnen die B-Zellen zur Antikdrperproduktion anregen.

1.2.4 Die Rolle der T-Zellen

Obwohl die MG primir als durch B-Zellen vermittelte Autoantikorper-Erkrankung gilt, tragen
verschiedene T- und B-Zell-Subtypen wesentlich zur Pathogenese bei. Hierzu zdhlen
insbesondere T-Helferzellen Typ 1, 2 und 17 (TH1, TH2, TH17), follikuldre T-Helferzellen
(Tth) sowie regulatorische T- und B-Zellen (Tregs, Bregs) und deren Zytokine.

So konnte mittels Tiermodellen beispielsweise aufgezeigt werden, dass Miuse, bei denen
CD4"- oder CD8"-T-Zellen depletiert wurden, keine EAMG nach Immunisierung mit AChRs
entwickelten [56, 57, 58]. Abhédngig von den jeweils vorherrschenden Zytokinen sind 7-kelper-
precursors (Thp) in der Lage, sich zu TH1-, TH2-, TH17-Zellen oder Tregs zu differenzieren.
Die Mehrheit der CD4*-T-Zellen fungiert dabei entweder als antigenspezifische Helferzellen
oder proinflammatorische Zellen. Wahrend TH1-Zellen Interleukin (IL) -2 und Interferon-y,

produzieren, schiitten TH2-Zellen die IL 4, IL-5 und IL-10 aus [59]. Bei der MG sind sowohl
9



autoreaktive TH1- als auch TH2-Zellen involviert. TH2-Zytokine wie IL-4 fordern die B-Zell-
Aktivierung, wihrend TH1-Zellen durch Interferon-y die Antigenprésentation verstirken
konnen. Zudem weisen AChR-MG-Patienten erhdhte Spiegel von IL-4, IL-10, IL-17 und IL-

21 in CD4"-T-Zellen auf, was auf eine komplexe Immunregulation hindeutet [60, 61].

Diese dysregulierte T-Zell-Antwort kann bei der MG ein entziindliches Milieu schaffen, das
die Bildung von antikorperproduzierenden B-Zellen fordert. IL-4 beispielsweise ist bekannt
dafiir, dass es den Klassenwechsel von B-Zellen zu IgG fordert und dadurch die
Antikorperproduktion verstirkt [62, 63]. IL-17 kann indirekt die Aktivierung und
Differenzierung von B-Zellen unterstiitzen, indem es Stromazellen stimuliert und den

Isotypenwechsel zu IgG verstirkt [62, 64].

Bei der Entwicklung der MG spielen auch die verminderte Aktivitit regulatorischer Zelltypen
wie Tregs eine entscheidende Rolle, die normalerweise die Immuntoleranz aufrechterhalten und
iiberschieBende Immunreaktionen von anderen T-Zellen und APC unterdriicken konnen. Sie
hemmen insbesondere autoreaktive T- und B-Zellen, die in der MG eine zentrale Rolle spielen.
Bei mehreren Autoimmunerkrankungen, unter anderem auch in der MG mit
Thymushyperplasien, konnten vermehrt dysfunktionale Tregs nachgewiesen werden [65, 66,
67]. Hierbei war insbesondere die regulatorische Funktion beeintréchtigt, nicht aber die Anzahl

der Tregs [68, 69, 70, 71].

1.3 Aktueller Stand der Wissenschaft und Ziele der
Arbeit

MG ist eine prototypische Erkrankung fiir die antikérpervermittelte Autoimmunitét.
Die detaillierte Aufklirung der zugrunde liegenden pathophysiologischen Mechanismen,
insbesondere der Rolle von Autoantikdrpern und ihrer Interaktion mit dem Komplementsystem,
hat die Entwicklung gezielter therapeutischer Ansitze ermoglicht.
Ein bedeutendes Beispiel fiir einen solchen Ansatz ist die Komplementblockade mittels
monoklonaler Antikorper gegen den Komplementfaktor C5, die darauf abzielt, die
komplementvermittelte Zytotoxizitdt an der NMJ zu verhindern [72]. Durch die Hemmung
spezifischer Komplementkomponenten wird die schiddliche Immunantwort, die zu einer

Storung der neuromuskuldren Signaliibertragung flihrt, effektiv moduliert.
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Ein weiterer innovativer Therapieansatz ist die gezielte Hemmung des neonatalen Fc-Rezeptors
(FcRn), wie es in der Behandlung von MG durch das verminderte Recycling von
Autoantikdrpern zum Tragen kommt [73]. Diese Therapie zielt darauf ab, die Lebensdauer von
Autoantikdrpern zu verkiirzen und somit die autoimmunvermittelte Schiadigung zu reduzieren.
Die klinische Wirksamkeit dieser therapeutischen Interventionen unterstreicht die Relevanz
eines tiefgehenden Verstindnisses der zugrunde liegenden Krankheitsmechanismen und betont
die Notwendigkeit, die Immunpathogenese von MG weiter zu erforschen, da weiterhin bei einer

relevanten Anzahl an Patienten die Erkrankung nicht ausreichend zu kontrollieren ist [74].

Ein erheblicher Teil der wissenschaftlichen Evidenz fiir die zentrale Rolle der
Komplementaktivierung in der Verstirkung der Immunantwort und der damit verbundenen
Exazerbation der MG stammt aus praklinischen murinen Modellen [75, 76].
Diese Modelle haben es erméglicht, die komplexen immunologischen Mechanismen, die zur
Pathogenese der Erkrankung beitragen, zu entschliisseln. Insbesondere konnte der MAC als ein
entscheidender Faktor identifiziert werden, der fiir den Verlust des AChR verantwortlich ist
und die neuromuskuldre Signaliibertragung erheblich beeintrachtigt [75]. Die Aktivierung des
Komplementsystems fiihrt zu einer Zytotoxizitit an der NMJ und verstiarkt die autoimmune
Reaktion, die in der Stérung der AChR-vermittelten Kommunikation zwischen Nerv und
Muskel resultiert. Unter den verschiedenen Tiermodellen hat sich insbesondere die EAMG als
praklinisches Modell zur Untersuchung der Pathophysiologie von MG etabliert.
Das EAMG-Modell wird insbesondere genutzt, um die Immunantwort von Anti-AChR-AK zu
untersuchen und potenzielle therapeutische Interventionen zu evaluieren. Das Modell ist
bedeutsam, da es sowohl den klinischen Phanotyp der MG mit der belastungsabhingigen
Muskelschwiche als auch die zugrunde liegenden immunologischen Mechanismen realistisch
abbildet. Die Mehrheit der aktuellen EAMG-Modelle basiert auf der Immunisierung von Ratten
mit AChR, das in der Regel aus elektrischen Aalen wie beispielsweise dem Torpedo californica

(auch als Tetronarce californica bekannt) isoliert wird [77].

Die Vorgehensweise ist jedoch mit diversen Herausforderungen verbunden. Der Umgang mit
den Tieren sowie die Isolierung und Aufbereitung des AChR aus den Aalen stellen technische
Hiirden dar. Die Herstellung und Verfiigbarkeit von ausreichenden Mengen des Antigens flir
die Immunisierung ist begrenzt, was die Reproduzierbarkeit und den praktischen Einsatz des
Modells einschrankt. Zudem steht diese Methode dem 3R-Prinzip entgegen. Das 3R-Prinzip
(,,Replace, Reduce, Refine®) ist ein zentraler Grundbestandteil der biomedizinischen Forschung

zur Vermeidung, Verringerung und Verbesserung von Tierversuchen beziehungsweise der
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Verwendung von Tieren fiir wissenschaftliche Zwecke. Diese limitierten Ressourcen werfen
die Notwendigkeit auf, alternative Strategien zur Antigenbeschaffung zu entwickeln. Ein
vielversprechender Alternativansatz in diesem Zusammenhang ist die Verwendung von
rekombinantem AChR [78, 79]. Der Einsatz von rekombinantem AChR konnte nicht nur die
Verfiigbarkeit des Antigens verbessern, sondern auch eine standardisierte Immunisierung
ermoglichen, die eine hohere Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit von Experimenten

gewdhrleisten wiirde.

Trotz der potenziellen Vorteile des rekombinanten AChR existieren bislang nur wenige
Studien, die den Einsatz von rekombinantem AChR in experimentellen Modellen systematisch
untersucht haben. Dariliber hinaus wurde in keiner dieser Untersuchungen ein murines
Modellsystem verwendet [77]. Die Implementierung eines solchen Ansatzes in der Maus bietet
jedoch erhebliche methodologische und relevante Vorteile. Hierbei ist insbesondere die
Verfiigbarkeit von transgenen Mauslinien zu nennen, die fiir die Untersuchung spezifischer
genetischer Mechanismen und fiir die Testung von Therapeutika von besonderem Interesse
sind. Die Entwicklung eines rekombinanten AChR-Modells, das auf Méusen basiert, konnte
somit nicht nur die Probleme der Antigenverfiigbarkeit iiberwinden, sondern auch neue
Moglichkeiten fiir die Untersuchung der MG-Pathophysiologie und die Entwicklung

innovativer Behandlungsstrategien eréffnen.

Vor diesem Hintergrund erscheint die Etablierung eines murinen EAMG-Modells unter
Verwendung von rekombinanten AChRs in Méusen als besonders vielversprechender Ansatz.
Ein solches Modell konnte nicht nur bestehende Limitationen hinsichtlich
Antigenverfiigbarkeit und Spezieswahl adressieren, sondern auch die préiklinische Forschung

durch die Integration genetisch verdnderbarer Mausmodelle erheblich bereichern.

Das EAMG-Modell stellt ein etabliertes und unverzichtbares Instrument zur Rekonstruktion
der zugrunde liegenden Krankheitsmechanismen der MG dar, einschlieBlich der
Pathophysiologie durch Autoantikérper und der Komplementaktivierung, die die
neuromuskuldre Signaliibertragung beeintrachtigen. Ziel der vorliegenden Arbeit war daher,
die Entwicklung eines modifizierten EAMG-Modells, das durch den FEinsatz von
rekombinantem AChR als Antigen eine erhohte Reproduzierbarkeit und Verfiigbarkeit
ermoglicht. Ein besonderer Fokus lag auf der Immunisierung von Méusen anstelle von Ratten,
um die Anwendung des Modells auf transgene Mauslinien zu erweitern und so die
Untersuchung spezifischer genetischer Modifikationen sowie molekularer Mechanismen zu

erleichtern.
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Das entwickelte Modell wurde darauf ausgelegt, einen klar definierten klinischen Phénotyp zu
induzieren, der eine prizise Quantifizierung des Krankheitsverlaufs erlaubt. Dariiber hinaus
sollte es die Bindung von Autoantikdrpern sowie die komplementvermittelte Schiadigung der
NMJ zuverléssig detektieren. Alle Tierversuche dieser Arbeit wurden von dem Landesamt fiir
Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV) Nordrhein-Westfalen genehmigt
(Projektnummer G 408/21 bzw. 81-02.04.2021 A408) und geméil lokalen, nationalen sowie

europdischen Richtlinien durchgefiihrt.

Die in dieser Dissertation dargestellten Ergebnisse wurden bereits in der folgenden Publikation

veroffentlicht: Theissen et al., Cells, 2024;13(6):508 (Siehe 2.).
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3. Diskussion

Die MG zéhlt zu den am besten erforschten Erkrankungen, wenn es um das Zusammenspiel
zwischen pathogenen Autoantikorpern und komplementvermittelten Gewebeschdaden geht.
In diesem Kontext hat sich das Modell der EAMG als iiberaus wertvoll erwiesen, insbesondere
bei der Aufkldrung der zugrunde liegenden Pathophysiologie und der Evaluation neuer
therapeutischer Strategien [72, 73, 80]. Das EAMG-Modell ermoglicht eine detaillierte Analyse
der zentralen Immunmechanismen, die zur Entstehung der MG beitragen, mit einem
besonderen Fokus auf die T-Zell-Dysregulation, die Differenzierung von B-Zellen zu
Plasmazellen, die Produktion von Antikérpern und die komplementvermittelte Schadigung des

Gewebes [81].

Gleichzeitig ist zu beachten, dass die Ubertragbarkeit tierexperimenteller Ergebnisse auf den
Menschen mit methodischen und biologischen Limitationen behaftet ist. Unterschiede in der
Immunantwort zwischen Spezies, das Fehlen individueller Krankheitsvariabilitdt sowie die teils
kiinstlich induzierte Krankheitsentstehung im Tiermodell schrinken die Aussagekraft in Bezug
auf die klinische Relevanz potenzieller Therapien ein. Dennoch bleiben priklinische
Tiermodelle, wie die EAMG, ein unverzichtbares Instrument, um sowohl die Chancen als auch
die potenziellen Risiken neuer therapeutischer Ansitze systematisch zu evaluieren, bevor diese

in klinische Priifungen iiberfiihrt werden.

Vor dem Hintergrund dieser Chancen und Einschridnkungen zielt die vorliegende Arbeit darauf
ab, das etablierte EAMG-Modell weiterzuentwickeln — insbesondere durch den Einsatz von
rekombinantem AChR als Antigen sowie durch die Verwendung der Maus als Versuchstier. Im
Folgenden sollen die Ergebnisse dieses Ansatzes unter Beriicksichtigung der erzielten
Erkenntnisse, methodischen Stirken und Limitationen sowie moglicher Implikationen fiir

zukiinftige Forschungsansétze kritisch diskutiert werden.
3.1 Etablierung eines EAMG-Mausmodells

In fritheren Studien zur EAMG wurden iiberwiegend Ratten als Modell verwendet, bei denen
der AChR aus elektrischen Aalen als Antigen zur Immunisierung diente [61, 66].
Die Nutzung von AChR aus Aalen stellt jedoch erhebliche Herausforderungen dar, da sowohl
die Haltung und Ziichtung der Tiere als auch die Isolierung und Aufbereitung des Antigens mit
hohem technischem Aufwand und begrenzter Verfiigbarkeit verbunden sind. Dies erschwert
nicht nur die Standardisierung und Reproduzierbarkeit experimenteller Ansdtze, sondern steht

auch im Widerspruch zu den Prinzipien der tierexperimentellen Forschung.
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Im Sinne des 3R-Prinzips (Replace, Reduce, Refine) stellt das in dieser Arbeit etablierte
Mausmodell, basierend auf der Immunisierung mit rekombinantem AChR, einen wichtigen
Fortschritt dar. Durch den Einsatz eines biotechnologisch hergestellten Antigens konnen
tierische Ressourcen geschont (Reduce), invasive Eingriffe zur Antigengewinnung vermieden
(Replace) und die Belastung der Versuchstiere durch eine verbesserte Standardisierung
reduziert werden (Refine). Dartiber hinaus tragt das Modell zur Erhhung der Reliabilitit und
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen bei.

Ein vielversprechender alternativer Ansatz ist der Einsatz von rekombinantem AChR, das
unabhdngig von tierischen Quellen in stabilen Mengen hergestellt werden kann.
Dies reduziert nicht nur die Anzahl der fiir die Antigenproduktion bendtigten Tiere, sondern
ermdglicht auch eine kontrollierte und standardisierte Immunisierung. Die Verwendung von
Maiusen anstelle von Ratten bietet erhebliche Vorteile fiir die préklinische Forschung, da Méuse
nicht nur einfacher zu halten, sondern auch genetisch besser charakterisiert sind. Zudem
ermdglicht die Verfligbarkeit transgener Mauslinien sowie sogenannter Knockout-(KO)-
Modelle eine gezielte Untersuchung immunologischer und molekularer Mechanismen, was zu
einer erhohten Validitat fiihrt [82, 83]. Aufgrund seiner umfassenden Charakterisierung sowie
der Vielzahl verfiigbarer genetischer Werkzeuge bietet der weit verbreitete C57BL/6-Stamm

eine ideale Grundlage fiir genetische und pharmakologische Untersuchungen.

Im vorliegenden EAMG-Modell fiihrte die Immunisierung mit humanem rekombinantem
neuronal acetylcholine receptor subunit alpha-1 (CHRNAT1) zur Ausbildung eines klinischen
Phénotyps, der durch belastungsabhidngige Muskelschwéche gekennzeichnet war. Zudem
konnte mittels Immunhistochemie der komplementvermittelte Schaden an den NMJs
nachgewiesen werden, was einen zentralen Mechanismus der MG im Modell widerspiegelt.
Die Kolokalisation von C3 und IgG mit den NMJs entspricht der humanen Pathophysiologie.
Zudem zeigte sich eine deutliche Reduktion sowohl in der Anzahl als auch in der Komplexitét
der NMJs, was die Schiddigung und Funktionsbeeintrachtigung der neuromuskuldren

Ubertragung weiter verdeutlichte.
3.2 T- und B-Zell-Dysregulation in der EAMG

In dem EAMG-Modell konnten zudem dysregulierte T-Helferzell-Kompartimente sowie eine
gestorte Differenzierung und Aktivierung von B-Zellen nachgewiesen werden, was mit dem
aktuellen Wissen iiber die Pathophysiologie der MG iibereinstimmt [84]. Dabei zeigte sich eine
unterschiedliche Immunzellzusammensetzung zwischen der Milz und den Lymphknoten der

EAMG-Maiuse. In der Milz waren sowohl vermehrt aktivierte B-Zellen als auch Plasmazellen
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nachweisbar, wobei die aktivierten B-Zellen eine erhohte Expression von MHC-II und des
CXC-Motiv-Chemokinrezeptors 5 (CXCRS) aufwiesen. Dies konnte auf eine gesteigerte
Antigenprésentation und Interaktion mit follikuléren T-Helferzellen hinweisen. Eine &hnliche
Verschiebung zeigte sich in den Lymphknoten, wo ebenfalls eine Zunahme aktivierter B-Zellen
mit hoher CXCRS5-Expression beobachtet wurde. Im Gegensatz zur Milz war jedoch keine

vermehrte Prasenz von Plasmazellen in den Lymphknoten der EAMG-Méuse festzustellen.

Die Rolle der B-Zellen und ihrer Differenzierungsstadien, insbesondere der Plasmazellen, ist
ein zentraler Aspekt in der Pathophysiologie der MG, da sie maBgeblich an der Produktion
pathogener Autoantikorper beteiligt sind. Sowohl bei MG-Patienten als auch in der EAMG
konnte eine Expansion antikdrperproduzierender B-Zellen in lymphatischen Organen wie dem

Thymus, der Milz und den Lymphknoten nachgewiesen werden [85].

Vor diesem Hintergrund war es von besonderer Relevanz, diese zentralen immunologischen
Mechanismen im EAMG-Modell zu reproduzieren und ndher zu charakterisieren.
Das vorliegende Modell ermdglicht die Untersuchung der Immunzellaktivierung und -
differenzierung in lymphatischen Organen, wodurch wichtige pathophysiologische Prozesse
nachgebildet werden koénnen. Trotz dieser Fortschritte besteht weiterhin ein Forschungsbedarf
hinsichtlich der systematischen Analyse von B-Zellen und anderen Immunzellpopulationen in
lymphoiden Geweben sowohl bei MG als auch in der EAMG. Ein vertieftes Verstidndnis der B-
Zell-Dynamik kann potenzielle therapeutische Zielstrukturen zur Modulation der
Autoimmunreaktion und zur gezielten Steuerung der Autoantikérperproduktion aufzeigen.
Dartiiber hinaus konnte dieses Wissen wesentlich zur Optimierung des Einsatzzeitpunkts B-
Zell-gerichteter Therapien — wie etwa Rituximab — beitragen. Wie die Ergebnisse der
RINOMAX-Studie nahelegen, ist insbesondere bei neu diagnostizierter MG der friihzeitige

therapeutische Eingriff entscheidend fiir die Wirksamkeit solcher Interventionen [86].

Neben den dysregulierten B-Zell-Kompartimenten lieBen sich ebenfalls vermehrt 1L-4"-Tfh-
Zellen in der Milz und auch in den Lymphknoten nachweisen. Tth sind ein Subtyp der CD4"-
T-Zellen und sind relevant fiir die Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen und
Gedichtnis-B-Zellen. Sie sind in der Lage CXCRS5 zu exprimieren und in lymphatischen
Follikeln die Antikorperproduktion sowie die Aufrechterhaltung der Keimzentren zu fordern

[87].

Neben 1L-47-Tth-Zellen wurde in der Milz auch eine erhohte Anzahl an 1L-17"-Tth-Zellen

festgestellt. Bereits frithere Studien der EAMG konnten erhdhte Konzentrationen von IL-17-
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produzierenden Zellen im peripheren Blut der Mause nachweisen [88]. Auch beim Menschen
lieBen sich solche CD4"-T-Zellen mit einer erhohten Produktion von IL-4, 1L-17 und 1L-21
finden [61, 89]. Die beobachtete Dysregulation der T-Zell-Antwort kdnnte eine zentrale Rolle
bei der Induktion und Aufrechterhaltung der antikdrperproduzierenden B-Zell-Populationen
spielen. Insbesondere die Zytokine IL-4 und IL-17 scheinen dabei eine mal3gebliche Funktion
zu iibernehmen. IL-4 ist bekannt dafiir, den Klassenwechsel von B-Zellen zu IgG zu fordern,
wodurch die Produktion spezifischer Antikorper verstirkt wird und ein proinflammatorisches
Milieu entsteht, welches die Pathogenese der Erkrankung beglinstigen konnte [62, 63].
Zusitzlich konnte 1L-17 iiber die Aktivierung von Stromazellen indirekt zur Modulation der B-
Zell-Funktion beitragen. Diese stromazelluldre Aktivierung kann wiederum den
Isotypenwechsel zu 1gG verstiarken und dadurch die Differenzierung sowie Aktivierung von B-

Zellen unterstiitzen [62, 64].

Die genannten Mechanismen unterstreichen die enge Interaktion zwischen T- und B-Zellen im
Verlauf der autoimmunvermittelten Immunantwort und verdeutlichen die Relevanz einer

gestorten T-Zell-Homdostase fiir die Pathophysiologie der EAMG.

Die funktionellen und anatomischen Unterschiede zwischen Milz und Lymphknoten konnten
malgeblich zu den in unserem EAMG-Modell beobachteten differenzierten Immunantworten
in diesen Organen beitragen. Beide Organe sind essenzielle Bestandteile des Immunsystems,
iibernehmen jedoch unterschiedliche Aufgaben in der Immunregulation, was zu spezifischen
immunologischen Reaktionen in den jeweiligen Geweben fiihrt. Die Milz fungiert primaér als
Filter fiir das Blut und dient als wichtiges Reservoir fiir Immunzellen, insbesondere fiir B-Zellen
und Monozyten. Thre zentrale Funktion besteht darin, zirkulierende Antigene zu erkennen und
eine addquate Immunantwort einzuleiten [90]. Dartiber hinaus stellt die Milz einen bedeutenden
Ort fiir die Initiierung adaptiver Immunreaktionen dar, insbesondere im Kontext systemischer

Infektionen oder Autoimmunerkrankungen.

Im Gegensatz dazu sind Lymphknoten als spezialisierte immunologische Organe darauf
ausgerichtet, die Interaktion zwischen APC und T-Zellen zu erleichtern. Sie fungieren als
zentrale Knotenpunkte fiir die Immuniiberwachung und
-aktivierung, indem sie Antigene aus dem lymphatischen System aufnehmen und gezielt
Immunzellen aktivieren [91]. Insbesondere sind Lymphknoten fiir die Differenzierung und
Proliferation von T-Zellen von entscheidender Bedeutung, wodurch sie einen zentralen Ort der

Modulation der adaptiven Immunantwort darstellen.
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Vor diesem Hintergrund konnte die in dem vorliegenden Modell beobachtete verstarkte
Immunantwort in der Milz durch verschiedene Faktoren bedingt sein. Zum einen konnten
zirkulierende Antigene, die aus der systemischen Immunisierung resultieren, eine verstédrkte
Aktivierung von B-Zellen und nachgeschalteten Immunprozessen in der Milz auslésen. Zum
anderen konnte die Milz als primérer Ort der Antikdrperproduktion eine zentrale Rolle in der
Pathogenese der EAMG spielen, indem hier verstirkt Plasmazellen ausdifferenzieren, welche
autoreaktive AntikOrper produzieren. Die spezifische Funktionalitit der Milz als Blutfilter
konnte zudem zu einer erhohten Antigenexposition und damit zu einer amplifizierten
Immunreaktion in diesem Organ fiihren. In einer Fallserie von Patienten mit therapieresistenter
MG fiihrte eine Splenektomie bei einem Teil der Patienten zu einer Verbesserung der
Symptome, was auf eine verminderte Produktion pathogener Autoantikorper durch die
Entfernung dieses immunologisch aktiven Organs hindeutet [92]. Diese Beobachtungen legen
nahe, dass die Milz im EAMG-Modell nicht nur als Filter, sondern als zentraler Ort der
Immunantwort fungiert, was die verstarkte Immunaktivitit in diesem Organ plausibel erklért

und gleichzeitig Hinweise fiir mogliche therapeutische Interventionen liefert.

Insgesamt verdeutlichen diese Unterschiede zwischen Milz und Lymphknoten die komplexen
regulatorischen Mechanismen, die der Immunantwort in der EAMG zugrunde liegen und
unterstreichen die Notwendigkeit einer differenzierten Betrachtung dieser Organe bei der

Analyse der Pathophysiologie der Erkrankung.

3.3 Die CXCRS5-CXCL13-Achse

Bei der vorliegenden Arbeit konnte eine vermehrte Expression von CXCRS in aktivierten B-
Zellen in sekundiren lymphoiden Organen von EAMG-Maéusen festgestellt werden. CXCRS
wird auf der Oberfldche von Tth und B-Zellen exprimiert und spielt eine zenrale Rolle bei der
Bildung von Keimzentren sowie bei der Positionierung von Tth und B-Zellen in lymphatischen
Organen [93]. Beim Menschen zeigen thymische Plasmablasten zudem eine erhdhte Expression
von CXCRS [94]. CXCRS wirkt als chemotaktischer Rezeptor, der den Chemokin C-X-C-
Liganden 13 (CXCL13) erkennt, welcher von aktivierten T-Zellen sezerniert wird und die
Migration von  B-Zellen in  lymphoide  Organe  ermdglicht [95,  96].
CXCL13 hingegen wird normalerweise von lymphatischem Gewebe produziert und ist
entscheidend fiir die Entwicklung von sekundiren lymphatischen Organen (Milz,
Lymphknoten) sowie von B1-Zellen [97, 98, 99]. B1-Zellen sind eine Untergruppe der B-Zellen
und wurden in der Vergangenheit mit der Autoantikdrperproduktion und der Entwicklung von

Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht [100, 101].
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Diese Daten deuten darauf hin, dass der CXCRS5/CXCL13-Signalweg ein potenzieller Treiber
der B-Zell-Differenzierung bei EAMG und mdglicherweise bei humaner MG ist. Allerdings
berichteten  eine  Reihe  von  vorausgehenden  Studien iiber  abweichende
CXCR5/CXCL13-Signalwege bei MG, insbesondere in Féllen, die mit einer Thymuspathologie
assoziiert sind [93, 102]. Daher konnte die unterschiedliche Expression von CXCL13 bei MG-
Patienten eine wichtige Rolle bei der Vorhersage des Krankheitsverlaufs spielen und sich als

interessantes therapeutisches Ziel entwickeln.

3.4 Limitationen und Ausblick

Im Zuge des gewdhlten Versuchsansatzes zeigten sich verschiedene Einschrankungen. Eine
zentrale Limitation besteht darin, dass das verwendete EAMG-Modell ausschlie8lich auf
rekombinantem AChR basiert. Wihrend die durch Anti-AChR-AK vermittelte MG erhebliches
wissenschaftliches Interesse geweckt hat, bleiben die therapeutischen Optionen fiir durch
Antikorper gegen die MuSK oder durch LRP4 induzierte MG begrenzt. In der vorliegenden
Arbeit wurde ausschlieBlich die Wirkung von AChR untersucht. Daher lassen sich keine
Aussagen dariiber treffen, ob die Verabreichung von rekombinantem MuSK oder LRP4
ebenfalls geeignete Modelle zur Induktion der EAMG auslosen konnten. Hierbei sei jedoch
darauf hingewiesen, dass frithere Studien an Méusen gezeigt haben, dass eine Immunisierung

mit MuSK oder LRP4 prinzipiell durchfiihrbar ist [103, 104].

Eine weitere Einschrankung dieser Studie besteht darin, dass frithere Modelle nicht die gleiche
Immunzellanalyse verwendet haben, sodass nicht festgestellt werden konnte, ob das
immunologische Profil dieses Modells den vorherigen EAMG-Modellen entspricht.
Daher mochten wir in zukiinftigen Untersuchungen auch die Rolle weiterer
Immunzellpopulationen bewerten, die in unserer Studie fehlten. Hierzu z&hlen vor allem die
Bregs sowie angeborene Immunzellen. Ein weiterer wichtiger Aspekt, den wir in zukiinftigen
Arbeiten genauer untersuchen mdchten, ist die zeitliche Dynamik der Immunantwort im
EAMG-Modell. Eine differenzierte Betrachtung der Immunzellantworten zu verschiedenen
Zeitpunkten im Verlauf der Erkrankung konnte neue Einblicke in die pathophysiologischen
Mechanismen liefern. Hierbei planen wir, die Immunantwort in verschiedenen Lebenswochen
der Méuse zu analysieren, da die Alterung der Tiere und die unterschiedlichen
Entwicklungsstadien des Immunsystems potenziell Einfluss auf die Krankheitsevolution und
die Immunantwort haben konnen. Eine detaillierte Untersuchung der Immunzellverdnderungen
zu spezifischen Zeitpunkten konnte zudem helfen, die zeitliche Variation der Immunreaktionen

besser zu verstehen.
20



Dariiber hinaus planen wir, mittels mehrfacher Antikérperbestimmungen durch Enzyme-linked-
Immunosorbent Assay (ELISA) zu unterschiedlichen Zeitpunkten die Antikdrperantwort im
Verlauf der Erkrankung genauer zu tiberwachen. Dies wiirde es ermoglichen, tiefgreifende
Erkenntnisse beziiglich der Imnmunantwort zu erlangen, insbesondere hinsichtlich der Spezifitat
und Quantitdt der Autoantikdrper, die mit der MG assoziiert sind. Es wére interessant zu
untersuchen, wie sich diese Antikorperspiegel in Abhéngigkeit von den verschiedenen
Lebensphasen der Tiere verindern und ob es Korrelationen mit der Schwere der klinischen

Symptome oder der histopathologischen Auspriagung der Erkrankung gibt.

Ein zentrales Ziel zukiinftiger Untersuchungen sollte die detaillierte Charakterisierung
immunologischer Verdnderungen in den lymphatischen Organen im zeitlichen Verlauf der
Erkrankung darstellen. Dabei ist insbesondere von Interesse, inwieweit sich unterschiedliche
Immunzellpopulationen — etwa im Thymus, in der Milz und in den Lymphknoten — wéhrend
der verschiedenen Lebenswochen der Tiere in ithrer Zusammensetzung, Aktivierung oder
Differenzierung verdndern. Neben der bereits beschriebenen Expansion von B-Zellen in diesen
Organen wire es zudem von Bedeutung, die Dynamik antikdrperproduzierender B-Zell-
Subpopulationen weiter zu analysieren. Friihere Arbeiten konnten sowohl bei MG-Patienten als
auch im EAMG-Mausmodell eine Vermehrung dieser Zellen in lymphatischen Geweben
nachweisen [69]. Dariiber hinaus wurde beschrieben, dass aktivierte und klonal expandierte B-
Zellen nicht nur in zentralen lymphatischen Organen, sondern auch im peripheren Blut von
MG-Patienten nachweisbar sind [105, 106, 107, 108]. Besonders interessant wére es, diesen
Befund zukiinftig auch im EAMG-Mausmodell zu bestitigen, um die Relevanz peripher
zirkulierender B-Zellen fiir die Krankheitsentstehung und -progression weiter einordnen zu
konnen. Die genaue zeitliche und rdumliche Einordnung dieser Prozesse konnte entscheidend
zum besseren Verstindnis der Pathogenese beitragen und neue therapeutische Ansatzpunkte

eroffnen.

Zusitzlich beabsichtigen wir, den Einfluss auf neuromuskuldre Strukturen eingehender zu
untersuchen, wobei der Fokus insbesondere auf den NMlJs liegen soll. Unser besonderes
Interesse gilt dabei der Frage, ab welcher Lebenswoche bei den Méusen eine signifikante
Schéadigung der NMJ nachweisbar ist, insbesondere in Form von Komplementablagerungen
(C3) und IgG. Dariiber hinaus mochten wir untersuchen, ob die Komplexitit der NMJ mit
zunehmendem Krankheitsverlauf abnimmt beziehungsweise ein chronischer Schaden entsteht
und in welchem Zusammenhang diese Verdnderungen mit der Schwere der klinischen

Symptome stehen.
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Ein weiterer Aspekt unseres Modells war die Beurteilung des klinischen Phianotyps der Miuse,
vor allem der belastungsabhéngigen Muskelschwiche. Die von uns gewéhlte Methode der
Messung der Maximalkraft nach korperlicher Belastung mittels Grip strength test ist eine
etablierte Methode in Tiermodellen. Trotz der Verblindung von Kontroll- und EAMG-Méusen
und der Einbeziehung von unterschiedlichen Untersuchern bleibt diese Methode in einem
gewissen Mafle subjektiv. Daher wire es methodisch sinnvoll, zukiinftig ergdnzend den
Rotarod-Test einzusetzen, um die motorische Aktivitdt der Méause objektiver zu bewerten. Der
Rotarod ist ein weit verbreiteter Test zur Beurteilung der motorischen Koordination und
Ausdauer. Hierbei werden die Méuse auf einen sich rotierenden Stab gesetzt und es wird die

Zeit gemessen bis sie herabfallen [109].

Ein wesentlicher Grund fiir die Wahl von Mausen als Modellorganismus in der vorliegenden
Studie war die Verfiigbarkeit transgener Mauslinien, die gezielte Untersuchungen spezifischer
genetischer Mechanismen ermoglichen. Zudem erlaubt die Verwendung dieser Mausmodelle
die Evaluation potenzieller therapeutischer Ansétze. In diesem Zusammenhang planen wir die
weitere Validierung unseres Modells unter Einsatz verschiedener KO-Mauslinien, die fiir
zentrale Prozesse der Immunregulation, der neuromuskuldren Signaliibertragung sowie der
Autoimmunitét relevant sind. Von besonderem Interesse ist hierbei die Untersuchung der
EAMG in CXCR5-KO-Méusen, um die funktionelle Bedeutung der CXCRS/CXCLI13-
Signalachse zu analysieren. Diese Signalkaskade hat in unserem Modell eine zentrale Rolle
eingenommen und konnte wesentlich zur Pathogenese der EAMG beitragen. Die gezielte
Ausschaltung von CXCRS erlaubt es, die immunologischen Mechanismen dieser Erkrankung
weiter zu charakterisieren und potenzielle therapeutische Zielstrukturen zu identifizieren. Die
Untersuchung des EAMG-Modells in IL-17-Knockout-(IL-177/")-Médusen konnte von
besonderem Interesse sein, da IL-17 eine zentrale Rolle in der Pathogenese vieler
Autoimmunerkrankungen spielt, einschlieBlich der MG. Friihere Studien haben eine erhdhte
Frequenz IL-17-produzierender CD4"-T-Zellen in EAMG-Mausen nachgewiesen [88]. Zudem
zeigte sich in IL-17-defizienten Mausen ein abgeschwichter EAMG-Phénotyp, was darauf
hindeutet, dass IL-17 an der Modulation der Immunantwort und der Verstirkung der

neuromuskuldren Schidigung beteiligt sein konnte [110].

Die EAMG stellt ein bedeutendes Tiermodell zur Untersuchung der Pathogenese der MG dar.
Jedoch sind die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen und die Generalisierbarkeit
der daraus abgeleiteten Mechanismen mit wesentlichen Limitationen behaftet.

Insbesondere die genetische Homogenitit der verwendeten Mauslinien fithrt zu einer
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standardisierten Immunantwort, die sich von der biologischen Variabilitdt des menschlichen
Immunsystems unterscheidet, wodurch die Relevanz der Modellbefunde fiir die menschliche
Krankheit eingeschrinkt sein kann. Umweltfaktoren, wie sie bei Menschen den
Krankheitsverlauf beeinflussen, bleiben in Mausmodellen unberiicksichtigt, was die externe
Validitdt der Studien begrenzt. Zusétzlich werden in Mausmodellen in der Regel akute
Krankheitsphasen untersucht, wohingegen die chronische Natur der menschlichen MG,
einschlieBlich langfristiger Komplikationen und Therapieanpassungen, nur unzureichend
abgebildet werden kann. Vor diesem Hintergrund ist es notwendig, ergdnzende klinische
Studien sowie humanisierte Modelle zu entwickeln, die eine bessere Ubertragung der

gewonnenen Erkenntnisse auf die menschliche Erkrankung ermoglichen.

Trotz dieser Limitationen bildet das vorgestellte EAMG-Modell zentrale immunologische und
pathophysiologische Aspekte der MG ab und ermdglicht die gezielte Untersuchung von
immunmodulatorischen Therapieansdtzen. Die zentrale Rolle der B-Zell-Aktivierung und der
Tth-Dysregulation deutet auf potenzielle therapeutische Angriffspunkte hin, insbesondere in
Bezug auf die CXCRS5/CXCL13-Signalachse und IL-4-vermittelte B-Zell-Differenzierung. Ein
entscheidender Vorteil des Modells besteht in der Verwendung von rekombinantem AChR, das
eine standardisierte, hochreproduzierbare Immunantwort gewihrleistet und damit die
Vergleichbarkeit experimenteller Ergebnisse zwischen Versuchen und Laboren signifikant
erhoht. Diese Standardisierung ermoglicht nicht nur eine prézisere Quantifizierung
pathophysiologischer Mechanismen, sondern tragt auch wesentlich zur Umsetzung des 3R-
Prinzips bei, indem die Anzahl der benétigten Versuchstiere reduziert und deren Belastung
minimiert wird. Durch die Verbindung aus methodischer Robustheit, hoher Reproduzierbarkeit
und ethischer Vertretbarkeit stellt das dargestellte EAMG-Modell eine exzellente Plattform fiir
weiterfithrende pathophysiologische Studien sowie die priklinische Erprobung innovativer

therapeutischer Strategien unter Umsetzung des 3R-Prinzips dar.
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