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Zusammenfassung	
  

	
  

Myasthenia	
   gravis	
   (MG)	
   ist	
   eine	
   neuromuskuläre	
   Erkrankung	
  mit	
   einer	
   Inzidenz	
   von	
   etwa	
  	
  

20-­‐30/1	
   000	
   000	
   Menschen.	
   Die	
   Erkrankung	
   führt	
   zu	
   einer	
   Störung	
   der	
   synaptischen	
  

Erregungsübertragung	
  an	
  der	
  neuromuskulären	
  Endplatte	
  und	
  damit	
  zu	
  einer	
  zunehmenden	
  

Schwäche	
  der	
  Muskulatur.	
   In	
   etwa	
  80	
  bis	
   90	
  Prozent	
  der	
  Patienten	
  mit	
  Myasthenia	
   gravis	
  

konnten	
  Autoantikörper	
  gegen	
  den	
  Azetylcholinrezeptor	
  nachgewiesen	
  werden,	
  die	
   für	
  die	
  

Symptome	
  verantwortlich	
  sind.	
  In	
  den	
  letzten	
  Jahren	
  wurden	
  bei	
  einigen	
  Myasthenia	
  gravis	
  

Patienten	
  Autoantikörper	
   gegen	
   die	
  muskelspezifische	
   Rezeptor-­‐Tyrosinkinase	
   (MuSK)	
   und	
  

LRP4	
   (lipoprotein	
   receptor-­‐related	
   protein)	
   nachgewiesen.	
   Allerdings	
   gibt	
   es	
   immer	
   noch	
  

eine	
   geringe	
   Anzahl	
   von	
   Myasthenia	
   gravis	
   Patienten,	
   bei	
   denen	
   noch	
   kein	
   für	
   die	
  

Beschwerden	
  ursächlicher	
  Antikörper	
  gefunden	
  werden	
  konnte.	
  	
  

Agrin	
  ist	
  neben	
  LRP4	
  und	
  MuSK	
  ein	
  weiteres	
  Protein	
  an	
  der	
  neuromuskulären	
  Endplatte,	
  und	
  

ist	
  gemeinsam	
  mit	
  den	
  beiden	
  anderen	
  Proteinen	
  für	
  die	
  Bildung	
  und	
  Aufrechterhaltung	
  der	
  

für	
   die	
   Erregungsübertragung	
   notwendigen	
   Aggregation	
   von	
   Azetylcholinrezeptoren	
  

verantwortlich.	
  Deshalb	
  liegt	
  die	
  Vermutung	
  nahe,	
  dass	
  auch	
  Autoantikörper	
  gegen	
  Agrin	
  zu	
  

einer	
   Beeinträchtigung	
   der	
   neuromuskulären	
   Übertragung	
   führen	
   könnten.	
   Auf	
   dieser	
  

Hypothese	
   beruht	
   die	
   vorliegende	
   Studie,	
   in	
   der	
   Seren	
   von	
   54	
   Patienten	
   mit	
   klinisch	
  

diagnostizierter	
   Myasthenia	
   gravis	
   auf	
   das	
   Vorhandensein	
   von	
   anti-­‐Agrin-­‐Antikörpern	
  

untersucht	
  wurden.	
  

30	
   der	
   54	
   untersuchten	
   Seren	
   waren	
   seronegativ	
   für	
   Antikörper	
   gegen	
   den	
  

Azetylcholinrezeptor	
  und	
  MuSK,	
  15	
  Proben	
  hatten	
  erhöhte	
  Konzentrationen	
  an	
  Antikörpern	
  

gegen	
   MuSK	
   und	
   9	
   davon	
   waren	
   seropositiv	
   für	
   anti-­‐Azetylcholinrezeptor-­‐Antikörper.	
   Als	
  

Kontrollgruppe	
  fungierten	
  die	
  Seren	
  von	
  16	
  gesunden	
  Probanden.	
  Anstelle	
  von	
  Volllängen-­‐

Agrin	
  wurde	
  in	
  den	
  Experimenten	
  mini-­‐Agrin	
  verwendet	
  –	
  ein	
  synthetisches	
  Protein,	
  welches	
  

etwa	
  50	
  Prozent	
  der	
  Sequenz	
  von	
  Agrin	
  enthält.	
  Der	
  Nachweis	
  der	
  Autoantikörper	
  erfolgte	
  

mittels	
   zweier	
   unterschiedlicher	
   Methoden:	
   einem	
   ELISA	
   mit	
   gereinigtem	
   mini-­‐Agrin	
   und	
  

immunhistochemischen	
   Färbungen	
   von	
   mit	
   humanem	
   mini-­‐Agrin	
   transfizierten	
   HEK293	
  

Zellen.	
  Durch	
  den	
   ELISA	
   gelang	
   außerdem	
  die	
  Bestimmung	
  der	
  Antikörperkonzentrationen	
  

der	
  detektierten	
  anti-­‐Agrin-­‐Antikörper.	
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In	
  fünf	
  der	
  54	
  untersuchten	
  Seren	
  konnten	
  im	
  ELISA	
  erhöhte	
  Konzentrationen	
  an	
  anti-­‐Agrin-­‐

Antikörpern	
  nachgewiesen	
  werden.	
  Die	
  Antikörperkonzentrationen	
  lagen	
  zwischen	
  0,04	
  und	
  

0,12	
  nM.	
  Zwei	
  dieser	
  fünf	
  Seren	
  färbten	
  spezifisch	
  mit	
  mini-­‐Agrin	
  transfizierte	
  Zellen	
  an,	
  drei	
  

davon	
  zeigten	
  eine	
  spezifische	
  Färbung	
  der	
  neuromuskulären	
  Endplatten	
  in	
  Mausgewebe.	
  In	
  

vier	
   der	
   anti-­‐Agrin-­‐Antikörper-­‐positiven	
   Seren	
   waren	
   zuvor	
   Antikörper	
   gegen	
   MuSK	
  

nachgewiesen	
  worden;	
  eines	
  der	
  Seren	
  war	
  anti-­‐Azetylcholinrezeptor-­‐Antikörper-­‐positiv	
  und	
  

zwei	
  Seren	
  hatten	
  erhöhte	
  Konzentrationen	
  an	
  Antikörpern	
  gegen	
  LRP4.	
  	
  

Die	
  Ergebnisse	
  der	
  vorliegenden	
  Studie	
  belegen	
  das	
  Vorhandensein	
  von	
  Antikörpern	
  gegen	
  

Agrin	
  in	
  Patienten	
  mit	
  klinisch	
  diagnostizierter	
  Myasthenia	
  gravis	
  und	
  geben	
  damit	
  Hinweise	
  

auf	
  Agrin	
  als	
  ein	
  neues	
  Antigen	
   in	
  der	
  Pathogenese	
  der	
  Erkrankung.	
   In	
  allen	
   fünf	
  der	
  anti-­‐

Agrin-­‐Antikörper-­‐positiven	
   Seren	
   waren	
   zuvor	
   Antikörper	
   gegen	
   MuSK,	
   LRP4	
   oder	
   den	
  

Acetylcholinrezeptor	
   nachgewiesen	
   worden.	
   Dies	
   weist	
   auf	
   eine	
   hohe	
   Koinzidenz	
   von	
  

Antikörpern	
   gegen	
   unterschiedliche	
   Proteine	
   der	
   neuromuskulären	
   Endplatte	
   in	
   Patienten	
  

mit	
  Myasthenia	
  gravis	
  hin.	
  	
  

Insbesondere	
  konnten	
  in	
  dieser	
  Studie	
  zum	
  ersten	
  Mal	
  drei	
  Autoantikörper	
  gegen	
  Proteine	
  

der	
   neuromuskulären	
   Endplatte	
   in	
   einem	
   Serum	
   nachgewiesen	
   werden.	
   Inwiefern	
   anti-­‐

Agrin-­‐Antikörper	
   an	
   der	
   Entstehung	
   der	
   für	
   die	
   Erkrankung	
   typischen	
   Veränderungen	
   der	
  

Muskulatur	
   beteiligt	
   sind,	
   bleibt	
   weiterhin	
   unklar	
   und	
   könnte	
   Gegenstand	
   zukünftiger	
  

Studien	
  sein.	
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1 Einleitung	
  
	
  

1.1 Myasthenia	
  gravis	
  
	
  

1.1.1 Epidemiologie,	
  Symptomatik	
  und	
  Klassifikation	
  

Myasthenia	
   gravis	
   ist	
   eine	
   Erkrankung	
   des	
   neuromuskulären	
   Systems	
  mit	
   einer	
   jährlichen	
  

Inzidenz	
   von	
   20-­‐30/1	
   000	
   000[1,	
   2].	
   Aufgrund	
   einer	
   verbesserten	
   Therapie	
   und	
  

Lebenserwartung	
   hat	
   sich	
   die	
   Prävalenz	
   der	
   Erkrankung	
   in	
   den	
   letzten	
   Jahren	
   erhöht	
   und	
  

liegt	
  heute	
  weltweit	
  bei	
   etwa	
  80/1	
  000	
  000	
  Einwohnern[3,	
  4].	
   Frauen	
  weisen	
  eine	
  höhere	
  

Prävalenz	
   an	
  Myasthenia	
   gravis	
   auf[5],	
   wobei	
   auch	
   der	
   Krankheitsbeginn	
   vom	
   Geschlecht	
  

abhängig	
  zu	
  sein	
  scheint.	
  Bei	
  Neuerkrankten	
  unter	
  40	
  lässt	
  sich	
  ein	
  höherer	
  Anteil	
  an	
  Frauen	
  

beobachten,	
   während	
   im	
   Alter	
   von	
   über	
   50	
   Männer	
   ein	
   höheres	
   Erkrankungsrisiko	
  

aufweisen[6].	
   

Die	
   typische	
   Symptomatik	
   der	
   Erkrankung	
   –	
   eine	
   unter	
   Belastung	
   zunehmende	
   Schwäche	
  

der	
   Skelettmuskulatur	
   –	
   beruht	
   auf	
   einer	
   Störung	
   der	
   synaptischen	
   Übertragung	
   an	
   der	
  

neuromuskulären	
   Endplatte.	
   Die	
   abnorme	
   Ermüdung	
   der	
   Muskulatur	
   betrifft	
   häufig	
   nur	
  

einzelne	
  Muskelgruppen	
   und	
   diese	
   zu	
   unterschiedlichen	
   Schweregraden.	
   Häufig	
   befallene	
  

Muskelgruppen	
   sind	
   die	
   bulbäre,	
   okuläre	
   und	
   die	
   mimische	
   Muskulatur.	
   In	
   gravierenden	
  

Ausprägungen	
   der	
   Erkrankung	
   lässt	
   sich	
   eine	
   generalisierte	
  Muskelschwäche	
   beobachten.	
  

Sind	
  auch	
  die	
  respiratorischen	
  Muskeln	
  betroffen,	
  besteht	
  die	
  Gefahr	
  einer	
  Ateminsuffizienz.	
  

Erstes	
   Anzeichen	
   der	
   Erkrankung	
   ist	
   häufig	
   eine	
   Schwäche	
   der	
   Muskeln	
   der	
   Augen	
   und	
  

Augenlider;	
   die	
   okuläre	
   Symptomatik	
   stellt	
   bei	
   40	
   bis	
   60	
   Prozent	
   der	
   Erkrankten	
   die	
  

Erstmanifestation	
  dar[7].	
  

Bei	
  einem	
  großen	
  Teil	
  der	
  Patienten	
  lassen	
  sich	
  neben	
  den	
  beschriebenen	
  Symptomen	
  auch	
  

pathologische	
   Veränderungen	
   im	
   Thymus	
   beobachten[8].	
   Typisch	
   ist	
   dabei	
   eine	
  

lymphofollikuläre	
  Hyperplasie	
  mit	
  Keimzentren	
  –	
  in	
  10	
  Prozent	
  der	
  Fälle	
  auch	
  Thymome.	
  	
  

Zur	
  Einteilung	
  der	
  Erkrankung	
  nach	
  Schweregrad	
  wird	
  heute	
  hauptsächlich	
  die	
  Klassifikation	
  

der	
  Myasthenia	
  Gravis	
  Foundation	
  of	
  America	
   (MGFA)[9]	
   	
  verwendet.	
  Sie	
  basiert	
  auf	
  einer	
  

von	
  K.	
  E.	
  Ossermann	
  im	
  Jahre	
  1958	
  entworfenen	
  Einteilung[10]	
  und	
  kategorisiert	
  Patienten	
  

nach	
  klinischen	
  Charakteristika.	
  Die	
  Klassifikation	
  definiert	
   fünf	
  Kategorien	
  der	
  Myasthenia	
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gravis,	
  wobei	
  die	
  Klasse	
  I	
  eine	
  rein	
  okuläre	
  Myasthenia	
  gravis	
  und	
  die	
  weiteren	
  vier	
  Klassen	
  

einen	
  zunehmenden	
  Generalisierungsgrad	
  der	
  Erkrankung	
  beschreiben.	
  	
  

	
  

Tabelle	
  1:	
  Klinische	
  Klassifikation	
  der	
  Myasthenia	
  gravis	
  (modifizierte	
  MGFA-­‐Klassifikation	
  2000)[9,	
  11]	
  

Klasse	
   Charakteristika	
  

I	
   rein	
  okuläre	
  Myasthenie,	
  beschränkt	
  auf	
  äußere	
  Augenmuskel	
  und	
  Lidschluss	
  

II	
   leicht-­‐	
  bis	
  mäßiggradige	
  generalisierte	
  Myasthenie	
  mit	
  Einbeziehung	
  anderer	
  Muskelgruppen,	
  oft	
  
einschließlich	
  der	
  Augenmuskeln	
  

III	
   mäßiggradige	
  generalisierte	
  Myasthenie,	
  oft	
  einschließlich	
  der	
  Augenmuskeln	
  

IV	
   schwere	
  generalisierte	
  Myasthenie	
  

V	
   Intubationsbedürftigkeit	
  mit	
  und	
  ohne	
  Beatmung*	
  

Die	
  Klassen	
  II-­‐IV	
  lassen	
  sich	
  in	
  2	
  Subgruppen	
  unterteilen	
  

A	
   Betonung	
  der	
  Extremitäten	
  und/oder	
  Gliedergürtel,	
  geringe	
  Beteiligung	
  oropharyngealer	
  
Muskelgruppen	
  

B	
   besondere	
  Beteiligung	
  oropharyngealer	
  und/oder	
  der	
  Atemmuskulatur,	
  geringere	
  oder	
  gleich	
  
starke	
  Beteiligung	
  der	
  Extremitäten	
  oder	
  rumpfnahen	
  Muskelgruppen	
  

*Notwendigkeit	
  einer	
  Nasensonde	
  ohne	
  Intubationsbedürftigkeit:	
  Klasse	
  IVb	
  

	
  

1.1.2 Pathophysiologie	
  und	
  Diagnostik	
  

In	
  den	
  1970er	
  Jahren	
  wurden	
  Autoantikörper	
  gegen	
  den	
  nikotinischen	
  Azetylcholinrezeptor	
  

(AChR)	
   als	
   erste	
   Ursache	
   für	
   Myasthenia	
   gravis	
   identifiziert.	
   In	
   etwa	
   80	
   Prozent	
   aller	
  

Myasthenia	
   gravis	
   Fälle	
   sind	
   diese	
   Autoantikörper	
   kausal	
   für	
   die	
   Muskelschwäche[12].	
  

Nikotinische	
  Azetylcholinrezeptoren	
  sind	
   ligandengesteuerte	
  Transmembranrezeptoren,	
  die	
  

an	
   der	
   postsynaptischen	
   Seite	
   der	
   neuromuskulären	
   Endplatte	
   hoch	
   konzentriert	
   sind.	
   Als	
  

ionotrope	
   Rezeptoren	
   dienen	
   sie	
   der	
   schnellen	
   Signalübertragung	
   zwischen	
   Nerv	
   und	
  

Muskel.	
   Sie	
   werden	
   dabei	
   durch	
   die	
   kooperative	
   Bindung	
   zweier	
   Azetylcholinmoleküle	
  

aktiviert	
   und	
   fungieren	
   im	
   geöffneten	
   Zustand	
   als	
   unspezifische	
   Kationenkanäle	
  mit	
   einer	
  

Leitfähigkeit	
   vor	
   allem	
   für	
   Natrium.	
   Bei	
   einer	
   Reduktion	
   der	
   nikotinischen	
  

Azetylcholinrezeptoren	
   an	
   der	
   neuromuskulären	
   Endplatte	
   wird	
   die	
   Signalübertragung	
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zwischen	
   Nerv	
   und	
   Muskel	
   gestört	
   und	
   somit	
   die	
   Erregung	
   des	
   Muskels	
   erschwert.	
   Die	
  

Antikörper,	
   welche	
   an	
   den	
   Azetycholinrezeptor	
   binden,	
   vermindern	
   die	
   neuromuskuläre	
  

Transmission	
  über	
  drei	
  Mechanismen[13-­‐16].	
  Einerseits	
  führen	
  die	
  Antikörper	
  zur	
  Fixierung	
  

von	
   Komplementfaktoren,	
   welche	
   die	
   fokale	
   Lyse	
   der	
   postsynaptischen	
   Membran	
  

verursachen,	
  die	
  Anzahl	
  an	
  Azetylcholinrezeptoren	
  vermindern	
  und	
  deren	
  Lokalisation	
  in	
  der	
  

Nähe	
   der	
   Azetylcholinfreisetzung	
   stören.	
   Andererseits	
   führt	
   eine	
   erhöhte	
   Quervernetzung	
  

der	
   Rezeptoren	
   zu	
   einer	
   gesteigerten	
   Endozytose,	
   wodurch	
   wiederum	
   die	
   Anzahl	
   der	
  

Rezeptoren	
   vermindert	
   wird.	
   Selten	
   schließlich	
   behindern	
   die	
   Antikörper	
   auch	
   direkt	
   die	
  

Bindung	
   von	
   Azetylcholin	
   an	
   die	
   Rezeptoren.	
   Anhand	
   des	
   erfolgreichen	
   Nachweises	
   von	
  

Autoantikörpern	
   gegen	
   den	
   nikotinischen	
   Azetylcholinrezeptor	
   lassen	
   sich	
   seropositive	
  	
  

(anti-­‐AChR-­‐Antikörper-­‐positive	
   MG)	
   und	
   seronegative	
   Myasthenia	
   gravis	
   (anti-­‐AChR-­‐

Antikörper-­‐negative	
  MG)	
  unterscheiden.	
  	
  

In	
   der	
   Diagnostik	
   der	
   Myasthenia	
   gravis	
   kommen	
   zahlreiche	
   unterschiedliche	
   Tests	
   und	
  

Methoden	
   zum	
   Einsatz.	
   Die	
   klinisch-­‐neurologische	
   Symptomatik	
   kann	
   beispielsweise	
   im	
  

Simpson-­‐Test	
  untersucht	
  werden,	
  wobei	
  bei	
  einem	
  länger	
  als	
  eine	
  Minute	
  anhaltenden	
  nach	
  

oben	
  gerichteten	
  Blick	
  eine	
  Zunahme	
  der	
  Ptosis	
  oder	
  das	
  Auftreten	
  von	
  Doppelbildern	
  auf	
  

eine	
  Muskelschwäche	
   hinweisen[17].	
   Bei	
   an	
  Myasthenia	
   gravis	
   erkrankten	
   Patienten	
   zeigt	
  

eine	
  repetitive	
  supramaximale	
  Stimulation	
  des	
  Nervs	
  mit	
  einer	
  Frequenz	
  von	
  3	
  Hz	
  (repetitive	
  

Nervenstimulation,	
   RNS)	
   eine	
   progressive	
   Verkleinerung	
   des	
  

Muskelsummenaktionspotentials[18].	
   Auch	
   in	
   der	
   sogenannten	
   Einzelfaser-­‐

Elektromyographie	
   (single	
   fiber	
   electromyography,	
   SFEMG)	
   lassen	
   sich	
   typische	
  

Veränderungen	
   nachweisen[18].	
   Ein	
   weiterer	
   wichtiger	
   Bestandteil	
   der	
   Diagnostik	
   ist	
   der	
  

Edrophoniumchlorid-­‐Test.	
   Edrophoniumchlorid	
   hemmt	
   die	
   Azetylcholinesterase	
   und	
   führt	
  

durch	
   die	
   verlängerte	
   Wirkung	
   des	
   Azetylcholins	
   an	
   der	
   neuromuskulären	
   Endplatte	
   bei	
  

Patienten	
   zu	
   einer	
   kurzzeitigen	
   Verbesserung	
   der	
   Symptomatik[19].	
   In	
   der	
   serologischen	
  

Diagnostik	
   werden	
   anti-­‐AChR-­‐Antikörpertiter	
   bestimmt[20,	
   21];	
   durch	
   bildgebende	
  

Verfahren	
  lassen	
  sich	
  pathologische	
  Veränderungen	
  des	
  Thymus	
  nachweisen.	
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1.1.3 Seronegative	
  Myasthenia	
  gravis	
  

Von	
  einer	
  seronegativen	
  Myasthenia	
  gravis	
  spricht	
  man,	
  wenn	
  keine	
  Antikörper	
  gegen	
  den	
  

Azetylcholinrezeptor	
  nachgewiesen	
  werden	
  können	
  –	
  dies	
   trifft	
   für	
  etwa	
  10	
  bis	
  20	
  Prozent	
  

der	
  diagnostizierten	
  Fälle	
  zu.	
  In	
  den	
  letzten	
  Jahren	
  konnten	
  bei	
  Patienten	
  mit	
  seronegativer	
  

Myasthenia	
   gravis	
   Antikörper	
   gegen	
   verschiedene	
   Proteine	
   nachgewiesen	
   werden.	
   So	
  

konnten	
  bei	
  einem	
  Teil	
  der	
  Patienten	
  Antikörper	
  gegen	
  die	
  muskelspezifische	
  Tyrosinkinase	
  

(MuSK)[21]	
  und	
  2011	
  erstmals	
  Antikörper	
  gegen	
  LRP4	
  nachgewiesen	
  werden[22].	
  Außerdem	
  

wurden	
  wiederholt	
  Antikörper	
   gegen	
  eine	
  Vielzahl	
  weiterer	
  Proteine	
  nachgewiesen,	
  deren	
  

ursächlicher	
   Zusammenhang	
   mit	
   der	
   Symptomatik	
   der	
   Erkrankung	
   allerdings	
   häufig	
   noch	
  

nicht	
   bewiesen	
  werden	
   konnte.	
   	
   Beispiele	
   dafür	
   sind	
   niedrig	
   affine	
   Antikörper	
   gegen	
   den	
  

AChR[23]	
   sowie	
  Antikörper	
  gegen	
  die	
  Azetylcholinesterase,	
  den	
  Ryanodin-­‐Rezeptor[24,	
  25]	
  

oder	
  Titin[26].	
  	
  	
  

Auf	
  der	
  Suche	
  nach	
  den	
  Ursachen	
  für	
  die	
  Symptomatik	
  einer	
  Myasthenia	
  gravis	
  in	
  Patienten	
  

ohne	
  nachweisbare	
  Antikörper	
  gegen	
  den	
  Azetylcholinrezeptor	
  konnten	
  Hoch	
  et.	
  al	
  2001	
  in	
  

70	
   Prozent	
   der	
   getesteten	
   anti-­‐AChR-­‐seronegativen	
   Patientenseren	
   Immunglobulin	
   G-­‐

Antikörper	
   gegen	
   MuSK	
   identifizieren[21].	
   MuSK	
   spielt	
   eine	
   entscheidende	
   Rolle	
   in	
   der	
  

Bildung	
   der	
   neuromuskulären	
   Endplatten	
   und	
   ist	
   auch	
   an	
   der	
   adulten	
   neuromuskulären	
  

Endplatte	
  nachweisbar.	
  In	
  darauffolgenden	
  Untersuchungen	
  konnten	
  bei	
  einer	
  variierenden	
  

Anzahl	
   von	
   seronegativen	
  Myasthenia	
   gravis	
   Patienten	
   Antikörper	
   gegen	
  MuSK	
   gefunden	
  

werden.	
   Zouvelou	
   et	
   al.	
   berichteten	
   auch	
   von	
   doppel-­‐seropositiver	
   MG	
   mit	
   Antikörpern	
  

sowohl	
  gegen	
  MuSK	
  als	
  auch	
  gegen	
  den	
  Azetylcholinezeptor[27].	
  	
  

Erst	
  2011/12	
  konnten	
  Pevzner	
  et	
  al.,	
  Higuchi	
  et	
  al.	
  und	
  Zhang	
  et	
  al.	
  Autoantikörper	
  gegen	
  

LRP4	
   nachweisen[22,	
   28,	
   29].	
   LRP4	
   wurde	
   kurz	
   zuvor	
   als	
   Rezeptor	
   für	
   Agrin	
   an	
   der	
  

neuromuskulären	
   Endplatte	
   im	
   Skelettmuskel	
   identifiziert[30-­‐32].	
  Der	
  Anteil	
   an	
   anti-­‐AChR-­‐	
  

und	
   anti-­‐MuSK-­‐seronegativen	
   (doppel-­‐seronegativen)	
   MG	
   (DSNMG)	
   Patienten	
   mit	
  

Antikörpern	
   gegen	
   LRP4	
   variiert	
   allerdings	
   stark	
   in	
   den	
   genannten	
   Untersuchungen.	
  

Während	
  Pevzner	
  et	
  al.	
  bei	
  etwa	
  50	
  Prozent	
  der	
  untersuchten	
  DSNMG	
  Patienten	
  Antikörper	
  

gegen	
  LRP4	
  nachweisen	
  konnte,	
  waren	
  es	
  in	
  den	
  von	
  	
  Higuchi	
  und	
  Zhang	
  untersuchten	
  Seren	
  

nur	
   etwa	
  3	
   bis	
   9,2	
   Prozent.	
   2014	
  untersuchten	
   Zisimopoulou	
   et	
   al.	
   809	
  Myasthenia	
   gravis	
  

Patientenseren	
   aus	
   zehn	
   Ländern	
   auf	
   Antikörper	
   gegen	
   LRP4	
   und	
   konnten	
   diese	
   in	
   18.7	
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Prozent	
   der	
   Patientenseren	
   mit	
   doppel-­‐seronegativer	
   Myasthenia	
   gravis	
   nachweisen[33].	
  

Außerdem	
  hatten	
   8	
   der	
   107	
   untersuchten	
   anti-­‐AChR-­‐seropositiven	
   Patientenseren	
   und	
   10	
  

der	
  67	
  anti-­‐MuSK-­‐seropositiven	
  Seren	
  nachweisbare	
  Antikörper	
  gegen	
  LRP4,	
  wobei	
  es	
   sich	
  

damit	
  um	
  sogenannte	
  doppel-­‐seropositive	
  Myasthenia	
  gravis	
  handelt.	
  

Ein	
   weiterer	
   Fall	
   von	
   doppel-­‐seropositiver	
   Myasthenia	
   gravis,	
   diesmal	
   mit	
   nachweisbaren	
  

Antikörpern	
   sowohl	
   gegen	
   den	
   Azetylcholinrezeptor	
   als	
   auch	
   gegen	
   MuSK,	
   wurde	
   2012	
  

vorgestellt[27].	
   Zuletzt	
   berichteten	
   Zisimopoulou	
   et	
   al.[33]	
   über	
   Patienten	
   mit	
   doppel-­‐

seropositiver	
   Myasthenia	
   gravis;	
   darunter	
   befinden	
   sich	
   Patienten	
   mit	
   Antikörpern	
   gegen	
  

AChR	
   und	
   LRP4	
   und	
   Patienten	
  mit	
   Antikörpern	
   gegen	
  MuSK	
   und	
   LRP4.	
   In	
   der	
   genannten	
  

Studie	
   ergaben	
   sich	
   Hinweise	
   darauf,	
   dass	
   Patienten	
  mit	
   doppel-­‐seropositiver	
  Myasthenia	
  

gravis	
   möglicherweise	
   unter	
   einer	
   schwereren	
   Symptomatik	
   als	
   Patienten	
   mit	
   nur	
   einem	
  

Autoantigen	
  leiden.	
  

	
  

1.1.4 Doppel-­‐seronegative	
  Myasthenia	
  gravis	
  als	
  Autoimmunerkrankung	
  

Bis	
  zu	
  10	
  Prozent	
  der	
  Patienten	
  mit	
  Myasthenia	
  gravis	
  bilden	
  weder	
  Antikörper	
  gegen	
  den	
  

Azetylcholinrezeptor	
  noch	
  gegen	
  MuSK.	
  Allerdings	
  gibt	
  es	
  deutliche	
  Hinweise	
  darauf,	
  dass	
  es	
  

sich	
   auch	
   bei	
   der	
   sogenannten	
   „doppel-­‐seronegativen“	
   Myasthenia	
   gravis	
   um	
   eine	
  

Antikörper-­‐vermittelte	
   Autoimmunkrankheit	
   handelt.	
   So	
   konnten	
   bei	
   einem	
   passiven	
  

Transfer	
   von	
   Immunglobulinen	
   seronegativer	
   MG	
   Patienten	
   in	
   Versuchstiere	
   eine	
  

Beeinträchtigung	
  der	
  neuromuskulären	
  Übertragung	
  und	
  ein	
  –	
  wenn	
  auch	
  verhältnismäßig	
  

geringer	
  –	
  Verlust	
  von	
  ACh-­‐Rezeptoren	
  beobachtet	
  werden[34].	
  	
  

Weitere	
  Hinweise	
  auf	
  eine	
  autoimmune	
  Genese	
  der	
  Erkrankung	
  sind	
  eine	
  Verbesserung	
  der	
  

Symptomatik	
  durch	
  Plasmaaustausch	
  und	
  immunsuppressive	
  Therapie	
  mit	
  Prednisolon	
  oder	
  

Azathioprin	
  und	
  das	
  Auftreten	
  von	
  transienter	
  neonataler	
  Myasthenia	
  gravis	
  in	
  Kindern	
  von	
  

seronegativen	
  Müttern[34,	
  35].	
  	
  

	
  Das	
   klinische	
   Bild	
   und	
   das	
   Erkrankungsalter	
   der	
   doppel-­‐seronegativen	
   Myasthenia	
   gravis	
  

variiert	
   stark.	
   In	
   einigen	
   Fällen	
   wurde	
   von	
   einem	
   Krankheitsbeginn	
   in	
   früher	
   Kindheit	
  

berichtet,	
   wobei	
   allerdings	
   auch	
   ein	
   noch	
   nicht	
   diagnostiziertes	
   kongenitales	
   myasthenes	
  

Syndrom	
   nicht	
   ausgeschlossen	
   werden	
   konnte[36,	
   37].	
   Wie	
   bei	
   vielen	
   anderen	
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Autoimmunerkrankungen	
   erkrankten	
   die	
   meisten	
   der	
   in	
   der	
   Literatur	
   beschriebenen	
  

Patienten	
  mit	
  seronegativer	
  Myasthenia	
  gravis	
  im	
  Erwachsenenalter;	
  im	
  Mittel	
  mit	
  etwa	
  40	
  

Jahren.	
  Die	
  geschlechtliche	
  Verteilung	
  variiert	
  in	
  den	
  bisher	
  veröffentlichten	
  Berichten.	
  Viele	
  

Patienten	
  weisen	
  eine	
  okuläre	
  Symptomatik	
  bei	
  Krankheitsbeginn	
  auf;	
   in	
  vielen	
  Fällen	
  setzt	
  

sich	
  diese	
  auch	
   im	
  weiteren	
  Krankheitsverlauf	
   fort.	
   Im	
  Allgemeinen	
  scheinen	
  Patienten	
  mit	
  

doppel-­‐seronegativer	
  MG	
   (anti-­‐AChR-­‐seronegativ	
   und	
   anti-­‐MuSK-­‐seronegativ,	
   DSNMG)	
   vor	
  

allem	
  im	
  Vergleich	
  mit	
  anti-­‐MuSK-­‐seropositiver	
  Myasthenia	
  gravis	
  eine	
  mildere	
  Symptomatik	
  

mit	
   einer	
   relativ	
   seltenen	
   Beteiligung	
   sowohl	
   der	
   bulbären	
   als	
   auch	
   der	
   respiratorischen	
  

Muskulatur	
  aufzuweisen.	
  Veränderungen	
  des	
  Thymus	
  treten	
  in	
  Patienten	
  mit	
  DSNMG	
  selten	
  

auf[38];	
   trotzdem	
   sind	
   einige	
   Fälle	
   von	
   DSNMG	
   mit	
   einer	
   Hyperplasie	
   des	
   Thymus	
  

beschrieben[23]. 

	
  

1.2 Agrin	
  

Agrin	
   ist	
   ein	
   Heparansulfat-­‐Proteoglykan	
  mit	
   einer	
   molekularen	
  Masse	
   von	
   etwa	
   400-­‐600	
  

kDa[39].	
   Das	
   AGRN	
  Gen	
   kodiert	
   für	
   eine	
   Proteinsequenz	
   von	
   circa	
   2000	
   Aminosäuren	
  mit	
  

einer	
  berechneten	
  Masse	
  von	
  220	
  kDa;	
  zahlreiche	
  Glykosylierungen	
  des	
  Proteins	
  sind	
  für	
  die	
  

beträchtliche	
  Differenz	
  zur	
  Masse	
  des	
  nativen	
  Proteins	
  von	
  etwa	
  500	
  kDa	
  verantwortlich[40,	
  

41].	
  

Obwohl	
   Agrin	
   anfangs	
   als	
   ein	
   von	
   den	
   Motoneuronen	
   in	
   die	
   Basallamina	
   der	
  

neuromuskulären	
   Endplatte	
   sezernierter	
   Faktor	
   identifiziert	
   wurde[42],	
   ist	
   heute	
   bekannt,	
  

dass	
   das	
   Protein	
   in	
   vielen	
   unterschiedlichen	
   Geweben	
   exprimiert	
   wird.	
   So	
   konnte	
   die	
  

Expression	
   von	
   Agrin	
   im	
   Gehirn,	
   Rückenmark,	
  Muskel,	
   Nieren,	
   Leber,	
   Lunge	
   und	
   anderen	
  

Geweben	
  nachgewiesen	
  werden[43-­‐45].	
   Im	
  zentralen	
  Nervensystem	
  konnte	
  die	
  Bedeutung	
  

von	
   Agrin	
   für	
   die	
   Entwicklung	
   von	
   Synapsen,	
   die	
   Plastizität	
   und	
   die	
   Signalübertragung	
   an	
  

interneuronalen	
  Synapsen	
  nachgewiesen	
  werden[46].	
  Während	
  der	
  Entwicklung	
  wird	
  Agrin	
  

im	
   gesamten	
   Gehirn	
   stark	
   exprimiert;	
   im	
   adulten	
   Gehirn	
   ist	
   die	
   Expression	
   von	
   Agrin	
   vor	
  

allem	
  in	
  Regionen	
  mit	
  ausgeprägter	
  synaptischer	
  Plastizität	
  wie	
  dem	
  Hippocampus	
  und	
  dem	
  

Dach	
  des	
  dritten	
  Ventrikels	
  hoch[43].	
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1.2.1 Struktur	
  von	
  Agrin	
  und	
  mini-­‐Agrin	
  

Das	
   Proteinrückgrat	
   von	
   Agrin	
   besitzt	
   zahlreiche	
   Domänen,	
   welche	
   homolog	
   zu	
   anderen	
  

Proteinen	
  der	
  extrazellulären	
  Matrix	
  sind.	
  Der	
  N-­‐terminale	
  Bereich	
  enthält	
  neun	
  Follistatin-­‐

ähnliche	
  Domänen	
  und	
  zwei	
  Laminin-­‐EGF-­‐ähnliche	
  Bereiche.	
  Das	
  N-­‐terminale	
  Ende	
  ist	
  für	
  die	
  

Bindung	
   von	
   Agrin	
   an	
   Laminin	
   und	
   damit	
   (zusammen	
   mit	
   der	
   Bindungsstelle	
   für	
  

Dystroglykan)	
   für	
   die	
   Verankerung	
   von	
   Agrin	
   in	
   der	
   Basallamina	
   verantwortlich[47].	
   Die	
  	
  

C-­‐terminale	
   Domäne	
   hingegen	
   ist	
   durch	
   drei	
   zur	
   globulären	
   Domäne	
   der	
   Laminin	
  α-­‐Kette	
  

homologe	
  Sequenzbereiche	
  und	
  vier	
  EGF-­‐ähnliche	
  Domänen	
  charakterisiert[44,	
  48,	
  49].	
  Die	
  

Domänen	
  G1	
  und	
  G2	
  des	
  C-­‐terminalen	
  Ende	
  dienen	
  der	
  Bindung	
  an	
  Dystroglykan[50,	
  51],	
  die	
  

G3	
  Domäne	
  und	
  die	
  umgebenden	
  Sequenzbereiche	
  sind	
  notwendig	
  und	
  hinreichend	
  für	
  die	
  

Aggregation	
   der	
   Azetylcholinrezeptoren	
   an	
   der	
   neuromuskulären	
   Endplatte[52]	
   (siehe	
  

Abbildung	
  1).	
  	
  

Bedingt	
   durch	
   zwei	
   alternative	
   Transkriptionsstartstellen	
   existieren	
   zwei	
   Varianten	
   von	
  

Agrin.	
   Eine	
   lösliche	
   Form,	
   in	
   der	
   eine	
   Signalsequenz	
   im	
   N-­‐Terminus	
   für	
   die	
   Sekretion	
   von	
  

Agrin	
   verantwortlich	
   ist,	
   und	
   eine	
   Transmembranform,	
   die	
   an	
   der	
   Zelloberfläche	
   verbleibt	
  

und	
  nicht	
  in	
  die	
  Basallamina	
  sekretiert	
  wird[53,	
  54].	
  Die	
  sekretierte	
  Form	
  von	
  Agrin	
  ist	
  für	
  die	
  

Bildung	
  der	
  neuromuskulären	
  Endplatte	
  ausschlaggebend.	
  Die	
  Transmembranform	
  von	
  Agrin	
  

wird	
  hauptsächlich	
  im	
  zentralen	
  Nervensystem	
  exprimiert.	
  Beide	
  Formen	
  von	
  Agrin	
  können	
  

in	
  vitro	
  die	
  Aggregationen	
  von	
  AChR	
  auf	
  kultivierten	
  Myotuben	
  bewirken[53-­‐55].	
  	
  

Drei	
   Spleißstellen	
   in	
   der	
   C-­‐terminalen	
   Hälfte	
   von	
   Agrin,	
   bei	
   Nagern	
   als	
   x-­‐,	
   y-­‐und	
   z-­‐Stelle	
  

bezeichnet,	
   sind	
   für	
   die	
   Bildung	
   verschiedener	
   Isoformen	
   verantwortlich,	
   welche	
  

gewebespezifisch	
   exprimiert	
   werden[56-­‐58].	
   Im	
   Huhn	
   werden	
   die	
   letzten	
   beiden	
  

Spleißstellen	
  A-­‐	
  und	
  B-­‐Stelle	
  genannt.	
  Nur	
   Isoformen	
  von	
  Agrin,	
  welche	
   Inserts	
  an	
  der	
  B/z-­‐

Stelle	
  aufweisen,	
  können	
  die	
  Aggregation	
  von	
  ACh-­‐Rezeptoren	
  bewirken	
  und	
  sind	
  damit	
  für	
  

die	
   postsynaptische	
   Differenzierung	
   der	
   neuromuskulären	
   Endplatte	
   in	
   vivo	
  

verantwortlich[59].	
  	
  

In	
  der	
  vorliegenden	
  Arbeit	
  wurde	
  das	
  sogenannte	
  „mini-­‐Agrin“-­‐Protein	
  verwendet.	
  Das	
  mini-­‐

Agrin-­‐Konstrukt,	
  welches	
   für	
  die	
  Expression	
  verwendet	
  wurde,	
  kodiert	
   für	
  ein	
  etwa	
  25	
  kDa	
  

N-­‐terminales	
   und	
   ein	
   etwa	
   80	
   kDa	
   C-­‐terminales	
   Fragment	
   von	
   Agrin.	
   Es	
   enthält	
   die	
   für	
  

neuronales	
   Agrin	
   spezifischen	
   Inserts	
   an	
   den	
   A/y-­‐	
   und	
   B/z-­‐Spleißstellen:	
   ein	
   vier	
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Aminosäuren	
   langes	
   Insert	
   an	
   der	
  A/y-­‐Stelle	
   und	
   ein	
   leicht	
   verändertes	
   acht	
  Aminosäuren	
  

langes	
  Insert	
  an	
  der	
  B/z-­‐Stelle	
  (Agrin-­‐Isoform	
  y4z8)[58].	
  	
  

Um	
  das	
  mini-­‐Agrin-­‐Konstrukt	
  auf	
  die	
  Fähigkeit,	
  die	
  Aggregation	
  der	
  Azetylcholinrezeptoren	
  

zu	
   induzieren,	
   testen	
   zu	
   können,	
  wurden	
  C2C12	
  Myotuben	
  mit	
   unterschiedlichen	
  Mengen	
  

von	
   rekombinantem	
   humanen	
   mini-­‐Agrin	
   inkubiert	
   und	
   anschließend	
   die	
   Dichte	
   an	
  

aggregierten	
   ACh-­‐Rezeptoren	
   bestimmt.	
   In	
   Konzentrationen	
   von	
   1	
   bis	
   5	
   nM	
   konnte	
   so	
  

nachgewiesen	
   werden,	
   dass	
   humanes	
   mini-­‐Agrin	
   die	
   Aggregation	
   von	
   ACh-­‐Rezeptoren	
  

induziert	
  (Huzé,	
  persönliche	
  Mitteilung).	
  

	
  

	
  

Abbildung	
  1:	
  Struktur	
  von	
  Agrin	
  und	
  mini-­‐Agrin[60]	
  

Die	
   Proteinstruktur	
   von	
   Agrin	
   wird	
   von	
   zahlreichen	
   Elementen	
   gebildet.	
   Aufgrund	
   zweier	
  
Transkriptionsstartstellen	
   	
   im	
   N-­‐terminalen	
   Teil	
   gibt	
   es	
   zwei	
   Formen	
   von	
   Agrin,	
   eine	
   mit	
   einer	
   N-­‐
terminalen	
  Domäne	
  (NtA)	
  und	
  einer	
  Signalsequenz	
  (SS),	
  welche	
  zur	
  Sekretion	
  des	
  Proteins	
  führt,	
  und	
  
eine	
   transmembrane	
   Form	
   (TM	
   Transmembranregion).	
   Außerdem	
   finden	
   sich	
   in	
   Agrin	
   neun	
  
Follistatin-­‐ähnliche	
  Domänen	
   (FS),	
   zwei	
   Laminin-­‐EGF	
   ähnliche	
   (LE),	
   vier	
   EGF-­‐ähnliche,	
   und	
   eine	
   SEA	
  
Domäne	
  (SEA).	
   In	
  der	
  Mitte	
  der	
  Sequenz	
  finden	
  sich	
  zwei	
  Serin-­‐	
  und	
  Threonin-­‐reiche	
  Regionen	
  (S/T).	
  
Den	
  C-­‐termialen	
  Bereich	
  bilden	
  drei	
   Laminin	
  G-­‐homologe	
  Domänen	
   (LG1-­‐3).	
  Mini-­‐Agrin	
  besteht	
  aus	
  
einem	
  N-­‐terminalen	
  und	
  einem	
  C-­‐terminalen	
  Abschnitt	
  von	
  Agrin.	
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1.2.2 Agrin	
  an	
  der	
  neuromuskulären	
  Endplatte	
  	
  

Aufgrund	
   ihrer	
   Größe	
   und	
   der	
   relativ	
   einfachen	
   Zugänglichkeit	
   hat	
   die	
   neuromuskuläre	
  

Endplatte	
  viel	
  zum	
  heutigen	
  Verständnis	
  der	
  Entwicklung	
  und	
  Funktionsweise	
  von	
  Synapsen	
  

beigetragen.	
   Sie	
   gilt	
   deshalb	
   als	
   die	
   am	
   besten	
   charakterisierte	
   Synapse	
   im	
   gesamten	
  

Nervensystem.	
   Der	
   Neurotransmitter	
   Azetylcholin	
   gibt	
   das	
   Signal	
   vom	
   Nerv	
   an	
   die	
  

Muskelzelle	
   weiter.	
   An	
   der	
   postsynaptischen	
   Membran	
   der	
   neuromuskulären	
   Endplatte	
  

finden	
   sich	
   deshalb	
   nikotinische	
   ACh-­‐Rezeptoren.	
   Die	
   Rezeptoren	
   erzeugen	
   nach	
   Bindung	
  

von	
   Azetylcholin	
   ein	
   überschwelliges	
   Endplattenpotential,	
   das	
   ein	
   Muskelaktionspotential	
  

auslöst[61].	
  Dieses	
  bewirkt	
  eine	
  Kalziumfreisetzung	
  aus	
  dem	
  sarkoplasmatischen	
  Retikulum,	
  

welche	
  eine	
  Kontraktion	
  der	
  Muskelfaser	
  bewirkt[62].	
  	
  

Voraussetzung	
   für	
   die	
   Auslösung	
   der	
   Muskelfaserkontraktion	
   ist	
   eine	
   erfolgreiche	
  

synaptische	
  Übertragung.	
  Dazu	
   ist	
  eine	
  hohe	
  Konzentration	
  von	
  Azetylcholinrezeptoren	
   im	
  

Bereich	
  der	
  postsynaptischen	
  Dichte	
  notwendig.	
  Diese	
  Konzentration	
  entsteht	
  während	
  der	
  

Embryonalentwicklung	
   der	
   neuromuskulären	
   Endplatte	
   aufgrund	
   des	
   Austausches	
   von	
  

Signalen	
   zwischen	
   Muskelfaser	
   und	
   Motoneuron[63,	
   64].	
   Der	
   wesentliche	
   molekulare	
  

Regulator	
  während	
   der	
   Entwicklung	
   und	
   Regeneration	
   der	
   neuromuskulären	
   Endplatte	
   ist	
  

das	
   extrazelluläre	
   Matrixprotein	
   Agrin.	
   Agrin	
   wird	
   in	
   den	
   Motoneuronen	
   synthetisiert,	
  

entlang	
  des	
  Axons	
  transportiert	
  und	
  schließlich	
  in	
  die	
  synaptische	
  Basallamina	
  sekretiert[42].	
  

Basalmembran-­‐gebundenes	
   Agrin	
   interagiert	
   mit	
   einem	
   Rezeptorkomplex	
   in	
   der	
  

postsynaptischen	
   Membran	
   und	
   induziert	
   über	
   eine	
   Signalkaskade	
   die	
   Bildung	
   aller	
  

postsynaptischen	
   Spezialisierungen	
   inklusive	
   der	
   Aggregate	
   der	
   AChR[55].	
   Agrin-­‐defiziente	
  

Mäuse	
  bilden	
  keine	
  neuromuskulären	
  Endplatten,	
  die	
  Azetylcholinrezeptoren	
  sind	
  über	
  die	
  

ganzen	
  Muskelzellen	
   verteilt	
   und	
   die	
  Mäuse	
   sterben	
   während	
   der	
   Geburt	
   aufgrund	
   einer	
  

respiratorischen	
  Insuffizienz[65].	
  	
  

Agrin	
  wirkt	
   an	
  der	
   neuromuskulären	
   Endplatte	
  über	
   einen	
  Rezeptorkomplex,	
   der	
   aus	
   zwei	
  

Proteinen	
  besteht:	
  der	
  Tyrosinkinase	
  MuSK	
  und	
  dem	
  Agrin-­‐bindenden	
  Protein	
  LRP4[30,	
  31].	
  

LRP4	
  bindet	
  spezifisch	
  an	
  neuronales	
  Agrin,	
  bildet	
  einen	
  tetrameren	
  Komplex	
  mit	
  MuSK	
  und	
  

induziert	
   dessen	
   Aktivierung.	
   Dies	
   führt	
   zur	
   Aktivierung	
   einer	
   komplexen	
   intrazellulären	
  

Signalkaskade	
  (siehe	
  Abbildung	
  2).	
  Obwohl	
  in	
  den	
  letzten	
  Jahren	
  viele	
  an	
  der	
  Signalkaskade	
  

beteiligte	
   Proteine	
   identifiziert	
   wurden,	
   ist	
   der	
   genaue	
   molekulare	
   Mechanismus	
   der	
  

Regulation	
  und	
  Stabilisierung	
  von	
  AChR-­‐Aggregaten	
  noch	
  nicht	
  bekannt[66].	
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Neben	
   der	
   Induktion	
   und	
   Aufrechterhaltung	
   der	
   Aggregation	
   der	
   Azetylcholinrezeptoren	
  

spielt	
   Agrin	
   auch	
   in	
   der	
   Stabilisierung	
   der	
   postsynaptischen	
   Differenzierung	
   eine	
   wichtige	
  

Rolle.	
  Im	
  Jahre	
  2012	
  wurde	
  der	
  Einfluss	
  von	
  Agrin	
  auf	
  die	
  Stabilisierung	
  des	
  postsynaptischen	
  

Apparates	
   untersucht[67].	
   Dabei	
  wurde	
   ein	
  Mausmodell	
   erstellt,	
   in	
   dem	
  Agrin	
   durch	
   eine	
  

konditionelle	
   Mutation	
   in	
   einigen	
   Motoneuronen	
   nicht	
   exprimiert	
   wurde.	
   Der	
   Vergleich	
  	
  

verschiedener	
   Komponenten	
   der	
   postsynaptischen	
   Membran,	
   des	
   Zytoskeletts	
   und	
   der	
  

Basallamina	
   zwischen	
   von	
   der	
   Mutation	
   betroffenen	
   Synapsen	
   und	
   Kontrollsynapsen	
   mit	
  

normaler	
   Expression	
   von	
   Agrin	
   zeigte	
   eine	
   deutliche	
   Reduktion	
   der	
   oben	
   genannten	
  

Komponenten	
   beim	
   Fehlen	
   von	
   Agrin.	
   Außerdem	
   fielen	
   Defekte	
   der	
   präsynaptischen	
  

Strukturen	
  wie	
   Axonterminaldystrophien,	
   axonale	
   Schwellungen	
   und	
   Fragmentierungen	
   in	
  

den	
  betroffenen	
  neuromuskulären	
  Endplatten	
  auf.	
  Dies	
  gibt	
  einen	
  Hinweis	
  darauf,	
  dass	
  nicht	
  

nur	
   die	
   Postsynapsen	
   sondern	
   auch	
   die	
   Präsynapsen	
   unter	
   dem	
   Einfluss	
   von	
   Agrin	
  

stehen[67].	
  

	
  

	
  

Abbildung	
  2:	
  Durch	
  Agrin	
  aktivierte	
  intrazelluläre	
  Signalwege	
  führen	
  zur	
  Aggregation	
  der	
  
Azetylcholinrezeptoren	
  

Durch	
  die	
  Interaktion	
  von	
  Agrin	
  mit	
  LRP4	
  wird	
  dessen	
  Interaktion	
  mit	
  MuSK	
  gefördert	
  und	
  damit	
  die	
  
Dimerisierung	
  und	
  Aktivierung	
  von	
  MuSK	
  ausgelöst.	
  Aktiviertes	
  MuSK	
  führt	
  zur	
  Aktivierung	
  mehrerer	
  
intrazellulärer	
  Signalwege,	
  welche	
  zur	
  Aggregation	
  der	
  Azetylcholinrezeptoren	
   führen.	
  So	
   regulieren	
  
diese	
  Signalwege	
  beispielsweise	
  sowohl	
  den	
  Transport,	
  als	
  auch	
  die	
  Einbringung	
  und	
  Immobilisierung	
  
der	
  Rezeptoren	
  in	
  der	
  Membran	
  über	
  Aktin	
  und	
  fördern	
  dessen	
  Verbindung	
  mit	
  Rapsyn	
  und	
  ApC	
  und	
  
damit	
  die	
  Verankerung	
  der	
  Rezeptoren	
  im	
  Zytoskelett[66].	
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1.3 Fragestellungen	
  dieser	
  Arbeit	
  

Die	
  Ursache	
  der	
  Symptomatik	
  bei	
  Myasthenia	
  gravis	
   ist	
  eine	
  gestörte	
  Signalübertragung	
  an	
  

der	
  neuromuskulären	
  Endplatte	
  der	
  Skelettmuskulatur,	
  hervorgerufen	
  durch	
  eine	
  Reduktion	
  

der	
   Konzentration	
   von	
   AChR	
   in	
   der	
   postsynaptischen	
  Membran.	
   Bei	
   etwa	
   80	
   Prozent	
   der	
  

Patienten	
   mit	
   Myasthenia	
   gravis	
   können	
   Antikörper	
   gegen	
   die	
   Azetylcholinrezeptoren	
  

gefunden	
  werden.	
  Kleinere	
  Anteile	
  der	
  Patienten	
  weisen	
  Antikörper	
  gegen	
  MuSK	
  und	
  LRP4	
  

auf.	
   Dabei	
   handelt	
   es	
   sich	
   um	
   Proteine,	
   die	
   an	
   der	
   neuromuskulären	
   Endplatte	
   lokalisiert	
  

sind	
   und	
   eine	
   große	
   Rolle	
   in	
   der	
   Bildung	
   und	
   Aufrechterhaltung	
   von	
   AChR-­‐Aggregaten	
  

spielen.	
  Ein	
  weiteres	
  Protein,	
  welches	
  gemeinsam	
  mit	
  MuSK	
  und	
  LRP4	
  die	
  Entwicklung	
  und	
  

Stabilisierung	
  der	
  neuromuskulären	
  Endplatte	
  ermöglicht,	
  ist	
  Agrin.	
  Diese	
  Tatsache	
  führte	
  zu	
  

der	
  Hypothese,	
  dass	
  bei	
  einigen	
  Patienten	
  mit	
  Myasthenia	
  gravis	
  Autoantikörper	
  gegen	
  Agrin	
  

die	
  Signalübertragung	
  an	
  der	
  neuromuskulären	
  Endplatte	
  beeinträchtigen	
  und	
  damit	
  für	
  die	
  

myasthene	
  Symptomatik	
  verantwortlich	
  sein	
  könnten.	
  Folgende	
  spezifische	
  Fragestellungen	
  

sollen	
  in	
  dieser	
  Arbeit	
  untersucht	
  werden.	
  

	
  

1) 	
  	
  Kommen	
  Antikörper	
  gegen	
  Agrin	
  in	
  Seren	
  von	
  Myasthenia	
  gravis	
  Patienten	
  vor?	
  

2) In	
  welchen	
  Konzentrationen	
  sind	
  Antikörper	
  gegen	
  Agrin	
  vorhanden?	
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2 Material	
  und	
  Methoden	
  	
  
	
  

2.1 Material	
  
	
  

Chemikalie	
  
	
  

Herstelller	
  

Agar	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co	
  (Art.-­‐Nr.	
  2266.3)	
  

Agarose	
   Serva	
  

Ammoniumperoxodisulfat	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co	
  (Art.	
  9592.3)	
  

Ampicillin	
   Sigma	
  

Bromphenolblau-­‐Natrium-­‐Salz	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co	
  (Art.	
  A512.1)	
  

Coomassie	
  Blau	
  G	
  250	
  	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co	
  (Art.	
  9598.1)	
  	
  

4’,	
  6’-­‐diamidin-­‐2-­‐phenylindol	
  (DAPI)	
  

DMEM	
  High	
  Glucose	
  

Pferdeserum	
  (Donor	
  Horse	
  Serum)	
  

Dulbecco’s	
  PBS	
  (10x)	
  

Sigma	
  (D9564)	
  

PAA	
  (Kat-­‐Nr.	
  E15-­‐883)	
  

PAA	
  (Kat-­‐Nr.	
  B15-­‐023)	
  

PAA	
  (Kat-­‐Nr.	
  H15-­‐011)	
  

Essigsäure	
  100%	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.	
  KG	
  (Art.-­‐Nr.	
  3738.1)	
  

Ethanol	
  ,	
  	
  99,8	
  %	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.	
  KG	
  (Art-­‐Nr.	
  9065.3)	
  

Ethylendiamintetraessigsäure	
  (EDTA)	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.	
  KG	
  (Art-­‐Nr.	
  CN06.2)	
  

Ethylendiamintetraessigsäure,	
  Dinatriumsalz	
   Sigma	
  (E-­‐5134)	
  

Ethidiumbromidlösung	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co	
  

Formaldehydlösung	
  37%	
  

Fetales	
  Kälberserum	
  (Fetal	
  Calf	
  Serum	
  FCS)	
  

Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.	
  KG	
  (Art-­‐Nr.	
  4979.1)	
  

PAA	
  (Cat.-­‐Nr.	
  A15-­‐151)	
  

Glycerin	
  ROTIPURAN®	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.	
  KG	
  (Art-­‐Nr.	
  3783.1)	
  

Glycin	
  	
  PUFFERAN®	
  	
  

Ziegenserum	
  

HCL	
  (1N)	
  

Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.	
  KG	
  (Art-­‐Nr.	
  3908.2)	
  

PAA	
  (Kat-­‐Nr.	
  B11-­‐035)	
  

Roth	
  (Kat.-­‐Nr	
  K025.1)	
  

Hefeextrakt	
  Servabacter®	
   	
   SERVA	
  (Lot	
  101019)	
  

Kaliumchlorid	
  (KCl)	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.	
  KG	
  (Art-­‐Nr.	
  6781.3)	
  

di-­‐Kaliumhydrogenphosphat	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.	
  KG	
  (Art-­‐Nr.	
  P749.1)	
  

Ketaminhydrochlorid	
   cp-­‐pharma,	
  Burgdorf,	
  Deutschland	
  

Lipofectamine®	
  Reagent	
   Invitrogen	
  18324-­‐012	
  

2-­‐Mercaptoethanol	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.KG	
  (Art-­‐Nr.	
  4227.2)	
  

Methanol	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.	
  KG	
  (Art-­‐Nr.	
  8388.6)	
  

Milchpulver	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.	
  KG	
  (Art-­‐Nr.	
  T145.3)	
  

Mowiol	
  4-­‐88	
  (Polyvinylalcohol)	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.KG	
  (Art-­‐Nr.	
  8713.2)	
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Natriumcarbonat	
   	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.KG	
  (Art-­‐Nr.	
  8563.1)	
  

Natriumhydrogencarbonat	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.KG	
  (Art-­‐Nr.	
  6885.1)	
  

di-­‐Natriumhydrogenphosphat	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.KG	
  (Art-­‐Nr.	
  P030.1)	
  

Natriumhydroxid	
  (NaOH)	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.KG	
  (Art-­‐Nr.	
  P031.2)	
  

Natriumthiosulfat	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.KG	
  (Art-­‐Nr.	
  NH25.1)	
  

OPTI-­‐MEM	
  ®I	
  +	
  GlutaMAX	
  TM-­‐I	
  

Paraformaldehyd	
  

Penicillin/Streptomycin	
  (100x)	
  

Gibco	
  51985-­‐026	
  

Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.KG	
  (Art-­‐Nr.	
  0335.3)	
  

PAA	
  (Kat-­‐Nr.	
  P11-­‐010)	
  

Pepton	
  aus	
  Casein	
   	
   Serva	
  (48600.02)	
  

Poly-­‐D-­‐Lysin	
  (PDL)	
   Sigma	
  (P7280)	
  

2-­‐Propanol	
  99,5%	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.	
  KG	
  (Art.-­‐Nr.	
  CP41.3)	
  

Natriumchlorid	
  NaCl	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co	
  KG	
  (Art.-­‐Nr.	
  9265.1)	
  

Natriumchloridlösung	
  (0,9%)	
   Braun,	
  Deutschland	
  

SDS	
  ultra	
  pure	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Cp	
  (Art.-­‐Nr.	
  2326.2)	
  

Sucrose	
  (D(+)-­‐Saccharose)	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Cp	
  (Art.-­‐Nr.	
  4621.1)	
  

T4	
  DNA	
  Ligase	
   BioLabs	
  (Kat-­‐Nr.	
  M0202S)	
  

Tissue	
  Tec®	
  4583	
  O.C.T.TM	
  Compound	
  	
  

TMB	
  Single	
  Solution	
  	
  

Sakura	
  Finetek	
  Europe	
  B.V.	
  	
  

Invitrogen	
  (REF	
  002023)	
  

Tris	
  Pufferan®	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.	
  KG	
  (Art-­‐Nr.	
  4855.2)	
  

TRIS-­‐Acetat-­‐EDTA-­‐Puffer	
  (TAE-­‐Puffer)	
   Sigma	
  

Triton®	
  X-­‐100	
  

Trypsin	
  2,5%	
  

Sigma	
  Aldrich	
  (CAS	
  Nr.	
  9002-­‐93-­‐1)	
  

Gibco	
  15090-­‐046	
  

Tween20	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.	
  KG	
  (Art-­‐Nr.	
  9127.2)	
  

Xylazinhydrochlorid	
   Rompum,	
  Bayer,	
  Deutschland	
  

	
  

Gerät	
   Hersteller	
  

Brutschrank	
   memmert	
  

Konfokales	
  Mikroskop	
  LSM710	
  ImagerZ1	
   Carl	
  Zeiss	
  Microscopy	
  GmbH	
  

Kryostat	
  LEICA	
  CM3050	
   Leica	
  Biosystems	
  

pH-­‐Meter	
  inoLab	
  720	
   WTW	
  GmbH	
  

Pipetten	
   Gilson	
  GL28557,	
  Gilson	
  GK26459,	
  Gilson	
  
H22358E,	
  GG27965	
  and	
  N100206	
  

Präzisionswaage	
  PLJ	
  2100-­‐2M	
   Kern	
  +	
  Sohn	
  GmbH	
  	
  

Vortex	
  REAX	
  1	
   Heidolph	
  BestNr.	
  54111	
  

Perfusionspumpe	
  Minipuls	
  3	
   Gilson	
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Magnetrührer	
  mit	
  Heizung	
  AREX	
  

Zentrifuge	
  Zellkultur	
  Universal	
  320R	
  

Sterilbank	
  Zellkultur	
  

Tischzentrifuge	
  Rotofix	
  32A	
  

Wasserbad	
  

DARK	
  Reader	
  Transilluminator	
  

VELP	
  SCIENTIFICA®	
  

Hettich	
  

BDK	
  Luft-­‐und	
  Reinraumtechnik	
  

Hettich/Tuttlingen	
  

GFL	
  

DR-­‐88M;	
  Clare	
  chemical	
  research	
  

Thermomixer	
  comfort	
   Eppendorf	
  

Zentrifuge	
  Centrifuge	
  5424	
   Eppendorf	
  

Zentrifuge	
  Sorvall	
  Evolution	
  RC	
   Kendro	
  Laboratory	
  Products	
  

Zellkultur	
  Brutschrank	
   Binder/Tuttlingen	
  

Agarose-­‐Gelelektrophorese-­‐Kammer	
   Invitrogen/Karlsrohe	
  

Plattformschüttler	
  Duomax	
  1030	
   Heidolph	
  

Nano	
  Drop	
  1000	
  Spectrophotometer	
  V3.5	
   Thermo	
  Scientific	
  

Molecular	
  Imager®	
  Gel	
  DocTM	
  XR	
  System	
   BioRad	
  

Dark	
  Reader	
  Transilluminator	
   Clare	
  Chemical	
  Research	
  

Gelelektorphoresesysteme	
   Peqlab	
  

Mini-­‐PROTEAN®	
  Tetra	
  Cell	
  Systems	
   BioRad	
  

Trans-­‐Blot®	
  SD	
  Semi-­‐dry	
  Transfer	
  Cell	
   BioRad	
  

PowerWave	
  XS	
  Microwave	
  Spectrophotometer	
   BioTek	
  

	
  

Verbrauchsmaterialien	
   Hersteller	
  

Deckgläser	
  (24x50	
  mm)	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.	
  

Handschuhe	
  GentleSkin®	
   Meditrade	
  

Objektträger	
  (76	
  x	
  26	
  mm)	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.	
  	
  

Parafilm	
  “M”®	
   Bemis	
  

Pipetten	
  “pipet	
  lite”	
   Rainin	
  

Protino®	
  Ni-­‐TED	
  1000	
   Macherey-­‐Nagel	
  

Cellstar®	
  Pipetten(5ml,10ml,	
  25ml)	
   Greiner	
  bio-­‐one	
  

Pipettenspitzen	
  	
  (20µL,	
  200µL,1000	
  µL)	
   Sarstedt	
  

Pipettenspitzen	
  mit	
  Filter	
  (20µL,	
  200µL,1000	
  µL)	
   Starlab	
  

Immun-­‐Blot®	
  PVDF	
  Membran	
   BioRad	
  (Cat.	
  #162-­‐0177)	
  

Roti®	
  Liquid	
  barrier	
  marker	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.	
  	
  

Röhrchen	
  (15	
  mL,	
  50	
  mL)	
   Greiner	
  bio-­‐one	
  

Zellkultur	
  Flaschen	
  (25cm2,	
  75cm2)	
   Greiner	
  Bio-­‐one	
  

Zellkultur	
  Multiwell	
  Platten,	
  24	
  Well	
   Greiner	
  Bio-­‐one	
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Petrischalen	
  	
   Greiner	
  Bio-­‐one	
  

Zippy®	
  Plasmid	
  Miniprep	
  Kit	
   Zymo	
  Research	
  

NucleoBon	
  Xtras	
  Maxi	
  EF	
  Maxiprep-­‐Kit	
   Macherey-­‐Nagel	
  

NucleoSpin®	
  Extract	
  II	
  Kit	
   Macherey-­‐Nagel	
  

AmershamTM	
  ECLTM	
  Prime	
  Western	
  Blotting	
  
Detection	
  Reagent	
  

GE	
  Healthcare	
  (RPN2232)	
  

Restriktionsenzyme	
  (BamH1-­‐HF,	
  SmaI,	
  HindIII,	
  
NotI)	
  

BioLabs	
  

Gel	
  Loading	
  Dye	
  Blue	
  (6x)	
   BioLabs	
  

NEBuffer4	
   BioLabs	
  

Safeseale	
  Reagiergefäße	
  (0.5ml,	
  1.5ml,	
  2	
  ml)	
   Sarstedt	
  

ELISA	
  Platten	
  	
   Greiner	
  Bio-­‐one	
  (655080)	
  

1kb	
  DNA	
  Ladder	
   New	
  England	
  BioLabs	
  

Rotilabo®-­‐Blottingpapier	
   Carl	
  Roth	
  GmbH	
  +	
  Co.	
  KG	
  (Art-­‐Nr.	
  CL75.1)	
  

Amersham	
  HyperfilmTM	
  ECL	
  high	
  performance	
  
chemiluminescence	
  film	
  

GE	
  Healthcare	
  (28906837)	
  

Mini-­‐PROTEAN®	
  Tetra	
  Cell	
   BioRad	
  

Rapid	
  Fixer	
  Fixierlösung	
  Western	
  Blot	
   Ilford	
  (Cat	
  1984253)	
  

Multigrade	
  Entwicklungslösung	
  Western	
  Blot	
   Ilford	
  (Cat	
  1155073)	
  

PageRulerTM	
  Plus	
  Prestained	
  Protein	
  Ladder	
  
#SM1811	
  

Fermentas	
  

	
  

Software	
   Hersteller	
  

Photoshop	
  CS5	
   Adobe	
  

R	
  Project	
  for	
  Statistical	
  Computing	
   GNU	
  Project	
  

Zen	
  2009	
  Light	
  Edition	
   Carl	
  Zeiss	
  Microscope	
  GmbH	
  

Zen	
  2011	
  	
   Carl	
  Zeiss	
  Microscope	
  GmbH	
  

ApE	
  v1.17	
   M.	
  Wayne	
  Davis	
  

Database	
  Explorer	
  2.0	
  NTI	
  Advance	
  10.3.0	
   Invitrogen	
  	
  

ScanWizard	
  EZ	
  2011	
   Microtek	
  

Endnote	
  X7	
   Thomson	
  Reuters	
  

Gen5	
  1.05.11	
   BioTek	
  Instruments	
  

Quantity	
  One	
  V	
  4.6.5	
   Biorad	
  

Word	
  2010	
   Microsoft	
  Corporation	
  

Excel	
  2010	
   Microsoft	
  Corporation	
  

NCBI	
  BLAST	
   http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi	
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2.1.1 Puffer,	
  Lösungen,	
  Antikörper	
  und	
  Zellmedien	
  

	
  

Tabelle	
  2:	
  Puffer	
  und	
  Lösungen	
  

Puffer/Lösung	
   Komponenten	
   Herstellung	
   Verwendung	
  
Ampicillin,	
  100	
  mg/ml	
   1	
  g	
  Ampicillin	
  

autoklaviertes	
  ddH2O	
  
	
  

Ampicillin	
  in	
  10	
  ml	
  
autoklaviertem	
  
ddH2O	
  lösen.	
  
Lagerung	
  bei	
  -­‐20°C.	
  
	
  

Zur	
  Herstellung	
  von	
  
Agarplatten	
  für	
  die	
  
Selektion	
  von	
  
Bakterienkolonien.	
  	
  

APS	
  Lösung	
   100	
  mg	
  
Ammoniumpersulfat	
  
1ml	
  autoklaviertes	
  
ddH2O	
  

APS	
  in	
  
autoklaviertem	
  
ddH2O	
  lösen.	
  
	
  

Polymerisationsinitiator	
  
für	
  die	
  Herstellung	
  von	
  
Polyacrylamidgelen	
  für	
  
SDS-­‐PAGE.	
  

4x	
  SDS	
  Puffer	
  
	
  

100	
  mg	
  Tris.HCl	
  pH	
  8,5	
  
1ml	
  20%	
  SDS	
  
5ml	
  Glycerin	
  
1,6	
  ml	
  2-­‐
Mercaptoethanol	
  
3,4	
  ml	
  autoklaviertes	
  
ddH2O	
  
50	
  mg	
  Bromphenolblau	
  	
  	
  
autoklaviertes	
  ddH2O	
  

Alle	
  Komponenten	
  
mischen	
  und	
  mit	
  
autoklaviertem	
  
ddH20	
  	
  auf	
  20ml	
  
auffüllen.	
  
	
  

SDS	
  für	
  die	
  
Denaturierung	
  der	
  
Proteine	
  und	
  Bildung	
  
von	
  SDS-­‐
Proteinkomplexen	
  mit	
  
negativer	
  
Gesamtladung	
  für	
  die	
  
SDS-­‐PAGE.	
  

10x	
  TBS	
  pH	
  8,5	
   12,1	
  g	
  Tris	
  
87,8	
  g	
  NaCl	
  
800ml	
  autoklaviertes	
  
ddH2O	
  

Komponenten	
  im	
  
autoklavierten	
  
ddH2O	
  lösen,	
  den	
  
pH	
  auf	
  8,5	
  pH	
  
einstellen,	
  auf	
  
1000ml	
  mit	
  
autoklaviertem	
  
ddH2O	
  auffüllen	
  und	
  
anschließend	
  
autoklavieren.	
  

Zur	
  Herstellung	
  von	
  
1xTBST	
  Puffer.	
  

1x	
  TBST	
   100	
  ml	
  10x	
  TBS	
  
2	
  ml	
  Tween	
  20	
  
900	
  ml	
  ddH2O	
  

100	
  ml	
  10x	
  TBS	
  und	
  
2	
  ml	
  Tween	
  20	
  in	
  
900	
  ml	
  ddH2O	
  lösen.	
  

Zum	
  Waschen	
  der	
  
Nitrocellulosemembran	
  
und	
  zur	
  Verdünnung	
  
der	
  Antikörper	
  im	
  
Western	
  Blot.	
  

10x	
  TBS-­‐Puffer,	
  pH8	
  	
  
	
  

12,1	
  g	
  Tris	
  
87,8	
  g	
  NaCl	
  
800ml	
  ddH2O	
  

Alle	
  Komponenten	
  
mischen.	
  pH	
  mithilfe	
  
von	
  HCL	
  auf	
  8	
  
einstellen,	
  auf	
  1000	
  
ml	
  mit	
  
autoklaviertem	
  
ddH2O	
  auffüllen.	
  

Für	
  die	
  Herstellung	
  von	
  
Transferpuffer	
  
(Western	
  Blot).	
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Abbildung	
  13:	
  Färbung	
  neuromuskulärer	
  Endplatten	
  mit	
  MG	
  Seren	
  

Längsschnitte	
   des	
  Musculus	
   quadriceps	
   femoris	
   von	
  Mäusen	
   wurden	
  mit	
   nicht	
   reaktiven	
   humanen	
  
Seren	
   (grüner	
   Kanal,	
   A,	
   A’,	
   Serum	
   8715),anti-­‐Agrin-­‐Antikörpern	
   (B,B’)	
   und	
   Seren	
   von	
   Patienten	
  mit	
  
Myasthenia	
  gravis	
  (Serum	
  5660,	
  Serum	
  8733,	
  C,	
  C’,	
  D,	
  D’)	
  gefärbt.	
  (E,E’)	
  zeigt	
  die	
  Färbung	
  mit	
  einem	
  
Serum,	
  in	
  welchem	
  im	
  ELISA	
  keine	
  erhöhten	
  Konzentrationen	
  an	
  anti-­‐Agrin-­‐Antikörpern	
  nachgewiesen	
  
werden	
   konnten,	
   	
   welches	
   aber	
   mit	
   Agrin	
   transfizierte	
   Zellen	
   angefärbt	
   hat	
   (Serum	
   7224).	
   Zur	
  
Identifizierung	
   der	
   neuromuskulären	
   Endplatten	
   diente	
   α-­‐Bungarotoxin	
   in	
   einer	
   Konzentration	
   von	
  
1:1000	
   (roter	
  Kanal).	
  Die	
  Seren	
  wurden	
   in	
  Konzentrationen	
  von	
  1:500	
  oder	
  1:800	
   für	
  die	
  Färbungen	
  
verwendet.	
  Nicht	
  reaktive	
  Seren	
  zeigten	
  keine	
  spezifische	
  Färbung	
  der	
  neuromuskulären	
  Endplatte	
  (A,	
  
A’).	
  Maßstab	
  in	
  B:	
  20μm	
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