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Abstrakt (Deutsch)

Die Inzidenz von Autoimmunitdten nimmt weltweit zu, und die Beteiligung von
Autoantikérpern (aAK) wird zunehmend als pathologisches Prinzip bei Erkrankungen
anerkannt. Natirliche Autoantikérper gegen den IGF1-Rezeptor (IGF1R-aAK) wurden
im Zusammenhang mit der Endokrinen Orbitopathie (Graves' Ophthalmopathy, GO)
beschrieben. Andere physiologische Funktionen von natirlichen IGF1R-aAK sind
aktuell nicht bekannt. Bei Patienten mit Morbus Basedow und gesunden Kontrollen
zeigte sich eine relativ hohe Pravalenz von IGF1R-aAK. Der IGF1-Rezeptor (IGF1R) ist
fur die Energiehomoostase, kdrperliche Entwicklung und fir Wachstum von Knochen
und Muskulatur von hoher Bedeutung. Fir die Identifizierung von Patienten mit IGF1R-
aAK wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Test aufgebaut, bei dem ein Luciferase-IGF1R-
Fusionsprotein genutzt wird. Anhand einer klinischen Beobachtungsstudie sollte
getestet werden, ob die IGF1R-aAK mit der Kérperkraft im Menschen assoziiert ist.
Hierzu wurden Serumproben (n=408) von jungen Ubergewichtigen Probanden
(n=143) wahrend einer Lebensstilinterventionsstudie analysiert. Die Probanden
konnten in zwei Kategorien eingeteilt werden, i.e., mit oder ohne nachweisbare IGF1R-
aAK. Elf von 143 Probanden (7,7%) erwiesen sich anhand der Kriterien flr Ausreil3er-
Werte als positiv fir IGF1R-aAK. Von einigen der positiven und negativen Seren
wurden die Antikdrper isoliert. Diese zeigten in vitro eine antagonistische Aktivitat am
IGF1R. Beim Vergleich der Probanden zeigten sich keine Unterschiede im mittleren
Kérpergewicht, BMI, KdrpergrdBe oder Alter. Allerdings unterschieden sich die IGF1-
und Leptin-Konzentrationen zwischen den IGF1R-aAK-positiven und -negativen
Probanden in einer Weise, die ein unginstiges Verhaltnis von Muskel- zu Fett-Anteil bei
den IGF1R-aAK positiven Probanden erwarten lassen. Diese Hypothese wurde beim
Vergleich von drei Parametern der Kdrperkraft unterstrichen. Die Sprungfahigkeit aus
dem Stand sowie die Starke der rechten und linken Hand waren bei den IGF1R-aAK-
positiven Probanden im Vergleich zu den IGF1R-aAK-negativen Probanden signifikant
geringer. Wir schlussfolgern, dass natirlich vorkommende IGF1R-aAK bei scheinbar
gesunden Probanden nachweisbar sind und fir die IGF1-abhangige IGF1R-Aktivierung
als Antagonisten wirken kénnen und mit einer reduzierten physischen Kraft verbunden
sind. Obwohl die Kausalitat dieser Assoziation unklar ist, implizieren die Daten einen
moglichen Einfluss der IGF1R-Autoimmunitéat auf die Muskelentwicklung.



Abstract (Englisch)

The incidence of autoimmunity is globally on the rise, and the involvement of
autoantibodies (aAb) is increasingly recognized as a pathological principle in a growing
number of human diseases. Natural autoantibodies to the IGF1 receptor (IGF1R-aAb)
have been described in relation to Graves' ophthalmopathy (GO). Other physiological
roles of natural IGF1R-aAb are not known. We reported a relatively high prevalence of
aAb against the IGF1R in Graves” disease patients and controls. The IGF1 receptor
(IGF1R) is important for energy homeostasis, physical development and growth of bone
and muscle. In order to enable the identification of patients with IGF1R-aAb, new
diagnostic methods were developed as part of this work. An assay based on an
immunoprecipitation step was developed employing a fusion protein of the IGF1R with
firefly luciferase. In this study, the hypothesis was tested that IGF1R-aAb is associated
with the development of muscles and physical strength in humans. Serum samples
(n =408) from young overweight subjects (n = 143) were collected during a lifestyle
intervention study. Anthropometric parameters along with leptin, IGF1 and IGF1R-aAb
concentrations were analyzed, and the subjects were categorized into positive or
negative for IGF1R-aAb. Eleven out of 143 subjects (7.7%) were positive for IGF1R-aAb
based on the mathematical criteria for outlier values. Identified IGF1R-aAb were
molecularly characterized and showed antagonistic activity in vitro impairing IGF1-
mediated IGF1R activation. Mean body weight, height or age were similar between
IGF1R-aAb positive and negative subjects. However, the IGF1 and leptin
concentrations differed between the IGF1R-aAb positive and negative subjects in a way
that an unfavorable muscle-to-fat ratio can be expected in the IGF1R-aAb positive
subjects. This hypothesis was underlined when comparing three parameters of physical
strength. Jumping ability as well as right and left handgrip strengths were significantly
lower in the IGF1R-aAb positive as compared to the IGF1R-aAb negative subjects. We
conclude that natural IGF1R-aAb are detectable in apparently healthy subjects and are
capable of antagonizing IGF1-dependent IGF1R activation. Moreover, presence of
IGF1R-aAb is associated with poor physical strength. Even though the causality of this
association is unclear, the data imply a potential influence of IGF1R autoimmunity on

muscle development.
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EinfGhrung

Werden kérpereigene Proteine bzw. Zellen von den Erkennungsmechanismen des
Immunsystems als nicht korpereigen identifiziert, werden durch die zellulare und
humorale Immunabwehr Mechanismen aktiviert, die Organe und kérpereigene
Strukturen zerstéren kénnen. Erfolgen diese Prozesse im Zusammenhang mit
klinischen Symptomen, wird dieser Ablauf als
Autoimmunerkrankung (AID) bezeichnet. T-Zellen
werden im Rahmen der klonalen Deletion im
Thymus durch Bindung an MHC Molekile in die

Apoptose getrieben oder positiv fur den Korper

h Autoimmune

disease selektiert, so dass in der Folge die zirkulierenden

T-Zellen  koérpereigene  Strukturen  tolerieren
Immune (Immuntoleranz) [1,2]. Prasentieren MHC-

regulation

Moleklle korperfremde Bestandteile, die den

Abbildung 1: Relevante Komponenten koérpereigenen &hneln, so kann es zu einer
far die Entwicklung einer
Autoimmunerkrankung. Das Risiko far
eine  Autoimmunerkrankung  wird Mimikry genannt wird [3].

wesentlich von der genetischen Fir die Entstehung von Autoimmunerkrankungen
Pradisposition, von Umweltfaktoren
und immunregulatorischen Faktoren

bestimmt, Abb. aus [4]. genetische Pradisposition, Umwelteinfllisse und

autoreaktiven Reaktion fuihren, die molekulares

gibt es drei relevante Komponenten, i.e., eine

immunregulatorische Faktoren (Abb. 1) [4]. Besonders das Zusammenspiel von
genetischer Pradisposition in Kombination mit Einflissen aus der Umwelt und
Lebensstilfaktoren (Adipositas, Stress, Infektionen) ist flr das Erkrankungsrisiko von
hoher Relevanz [5, 6]. Des Weiteren nimmt man an, dass endogene Prozesse dazu
fihren, dass ein betrachtlicher Anteil autoreaktiver T-Zellen den Mechanismen der
Kontrolle und Deletion im Thymus entgehen und in der Folge eine Autoimmunitat
verursachen kdnnen [7, 8]. Aktuell sind mehr als 100 Autoimmunerkrankungen mit einer
zusammengenommenen Pravalenz von ca. 5-8% und einer in den letzten Jahren
steigenden Inzidenz bekannt. Grundsatzlich kénnen die Krankheiten in zwei Gruppen
eingeteilt werden. Krankheiten, bei denen sich das Immunsystem gegen einzelne
Organstrukturen richtet und systemische Krankheiten, die nicht organspezifisch sind, zu
denen auch der rheumatische Formenkreis zahlt [9]. Die Diagnose von
Autoimmunerkrankungen erfolgt meist Gber den Nachweis von Autoantikdrpern (aAK).



Der Insulin-like Growth Factor 1-Rezeptor (IGF1R) bildet ein zentrales Signalmolekiil
der Wachstumshormonachse, Uber die u.a. die Knochen- und Muskelentwicklung
gesteuert wird. Der IGF1R zahlt zu den Transmembranrezeptoren und zur Subfamilie
der Tyrosinkinase Rezeptoren und besteht aus zwei durch Disulfidbriicken miteinander
verbundenen alpha- und beta-Untereinheiten (202B Subunits, hetero-Tetramer). Die
Bindung des IGF1 erfolgt an der extrazellularen Doméane der a-Untereinheit des IGF1R.
Dadurch wird die Konformation des Rezeptors verandert und die Tyrosinkinase-
Doméane auf der intrazellularen B-Untereinheit aktiviert [10, 11]. Die IGF1R-
Signaliibertragung (Abb. 2) [11] umfasst die Autophosphorylierung und anschlieBende
Tyrosin-Phosphorylierung von Shc und den Insulinrezeptorsubstraten (IRS) 1, 2, 3 und
4, die als cytoplasmatische Adapter-Molekile weitere Proteine zu den Zellmembran-
rezeptoren rekrutieren [12-14]. IRS dienen somit als Docking-Proteine und kénnen
mehrere Signalwege aktivieren, einschlieBlich der Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase

(PI3K), Akt und der Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK) [11, 12, 15, 16].
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Abbildung 2: Insulin/IGF-1 Rezeptor Signaltransduktion. Die Phosphorylierung der IRS (Insulin
receptor substrate) Proteine wird durch den aktivierten Insulin/IGF-1 Rezeptor katalysiert.
Innerhalb der Signalkaskade aktivieren die IRS Proteine durch Rekrutierung weiterer Proteine
drei unterschiedliche Signalwege: PI3Kinase Weg, Cbl/CAP (Casitas B lineage lymphoma / Cbl
associated Protein) Weg und den MAP (mitogen-activated protein) Kinase Weg, Abb. aus [11].

Die Aktivierung dieser Signalwege induziert unterschiedliche biologische Wirkungen von
IGF1, einschlieBlich Stimulation des Zellwachstums, der Zelldifferenzierung, der

Migration sowie der Inhibition von Apoptose [17-19]. Die Proliferation von Zellen wird
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durch die Aktivierung der Gentranskription und der erhéhten Proteinsynthese Uber die
Aufnahme von Aminosauren unterstitzt. Ebenfalls werden zahlreiche Enzyme induziert
oder posttranslational in ihrer Aktivitat beeinflusst [11]. Viele Krankheiten leiten sich aus
der Stérung des IGF1 / Insulingleichgewichtes im humanen Stoffwechsel ab und
kénnen im Verlauf weitere pathologische Veranderungen auslésen.

Der Insulin-ahnliche Wachstumsfaktor 1 (IGF1) und IGF2 wie auch supraphysiologische
Insulinkonzentrationen kénnen als positive Liganden dienen. Alle aktivieren dieselbe
intrazellulare Downstream-Kaskade, i.e., die ligandenabhangige Autophosphorylierung
von Tyrosylresten in der cytoplasmatischen Domane von IGF1R [20]. Die IGF1R-
Aktivierung hat direkte Auswirkungen auf die Genexpression, die Proteinbiosynthese,
den Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel sowie die Zellproliferation [21]. Studien mit
transgenen Mausmodellen haben eine zentrale Bedeutung fir das Muskel- und
Knochenwachstum gezeigt [22]. Mutationen in den Genen, die entweder fur IGF1R oder
IGF1 kodieren, verursachen pranatale und postnatale Wachstumsbeschrankungen und
Entwicklungsverzdgerungen [23]. Das pathogene Spektrum der betroffenen Patienten
hangt von der Art und dem Ort der Mutation und ihren strukturellen Konsequenzen ab
[24]. Neben der Kontrolle des regelméaBigen Wachstums von Knochen und Muskeln, der
physischen Starke und des Stoffwechsels ist die IGF1R-abhangige Signallbertragung
fur die Krebsentstehung und -progression von gro3er Bedeutung [25].

Aus bisher unbekannten Grinden entwickeln sich Autoantikdrper gegen endokrine
Rezeptoren in einer Untergruppe menschlicher Probanden. Das bekannteste Beispiel
ist der Thyrotropinrezeptor (TSHR). Sowohl blockierende als auch stimulierende TSHR-
aAK werden als Modulatoren der Schilddriisenachse beschrieben, die einen Hypo- oder
Hyperthyreose-Phanotyp verursachen [26, 27]. Die Stimulation des TSHR durch TSHR-
aAK ist die Ursache flr Morbus Basedow (Graves® Disease, GD) und mit dem Risiko
einer Endokrinen Orbitopathie (Graves’ Ophthalmopathy, GO) verbunden [28]. IGF1R-
aAK sind auch an der GD beteiligt und wirken méglicherweise synergistisch mit TSHR-
aAK bei der Pathogenese von GO, indem sie die Expansion des retroorbitalen
Gewebes und die Synthese der extrazellularen Matrix stimulieren und dadurch eine
Augapfelproptose  verursachen  [29-31]. Diese  Hypothese  wird  durch
Zellkulturexperimente gestltzt, die auf eine Synergie (cross-talk) zwischen beiden
Rezeptoren hinweisen [32, 33]. Eine direkte Quantifizierung von natirlichem IGF1R-
aAK Ober unser neues Verfahren konnte jedoch keinen Unterschied zwischen GO-



Patienten und Kontrollen feststellen [34]. Somit bleibt eine klinische und physiologische

Bedeutung der messbaren IGF1R-aAK unklar.

Fragestellung

Die bisherigen Arbeiten haben gezeigt, dass es in gesunden und erkrankten Menschen
Autoantikérper gegen den IGF1-Rezeptor (IGF1R-aAK) geben kann. Es konnten
allerdings keine Unterschiede zwischen Patienten mit Morbus Basedow und gesunden

Kontrollen festgestellt werden.

Somit stellt sich die Frage, ob IGF1R-aAK eine physiologische Relevanz haben. Da der
IGF1 Signalweg ganz entscheidend fir die gesunde Entwicklung, d.h., flr das

Kérperwachstum, die Muskelentwicklung und

\ o o1 Fettverteilung ist, ware eine Studie von Kindern bzgl.
\ >l< ihres  Wachstums, ihrer physischen Kraft und
f, X : Kérperzusammensetzung im  Hinblick auf das
= q \M Vorhandensein oder die Abwesenheit von IGF1R-aAK

sinnvoll und zielfhrend. Als Hypothese steht diesen
% Uberlegungen der Gedanke zugrunde, dass IGF1R-
i- aAK die gesunde Entwicklung stéren, das Wachstum

IGF1R . N . n
o geringeren Koérperkraft fihren kdnnten [35].

und die Fettverteilung beeinflussen und zu einer

Abbildung 3: Grafische Darstellung der Hypothese. Natlrliche IGF1R-aAK hemmen die Bindung
bzw. Signalweiterleitung von |IGF1 und koénnten Einfluss auf das Wachstum, die
Muskelausbildung und die physische Entwicklung von Kindern und Jugendlichen haben bzw. zur
Entstehung einer Autoimmunerkrankung (AID) flhren.

Als Kklinisch relevante Studie steht flr die Bearbeitung dieser Hypothese eine
Probensammlung von einer Kohorte junger, tbergewichtiger Probanden zur Verfligung,
die an einer multimodalen Interventionsstudie zum Lebensstil teilgenommen haben, und
bei denen die Kontrolle des Kérpergewichts im Vordergrund stand [36]. Die Grinde fir
die Wahl dieser Kohorte beruhen hauptséachlich auf ihrer hervorragenden klinischen
Charakterisierung, dem jungen Alter der Probanden, die dadurch noch nicht an
Komorbiditaten und altersbedingten Erkrankungen leiden, sowie der Verfligbarkeit von
Langsschnittproben Uber den Studienzeitraum von 18 Monaten, die eine Analyse der
Stabilitédt von IGF1R-aAK Uber die Zeit in einem Individuum ermdglichten [35].



Methodik

Erzeugung von IGF1R-Luc produzierenden Zellen

HEK 293 Zellen wurden in DMEM 10% FCS kultiviert und mit pIRESneo-IGF1R-Luc
unter Verwendung von FuGENEG6-Reagenz (Promega, Madison, USA) transfiziert.
Durch Zugabe von 0,8 mg/mL G418 wurden 48 h nach Transfektion stabile
Transfektanten erzeugt. AnschlieBend wurden Klone ausgewéahlt, die hohe Mengen an
rekombinantem Protein stabil exprimieren (HEK 293-IGF1R-Luc). AbschlieBend wurden
die stabilen HEK 293-IGF1R-Luc-Zellklone auf die Bindung von markiertem IGF1
analysiert [34].

Rekombinante Expression von IGF1R-Luc Fusionsproteinen

Konfluente HEK 293-IGF1R-Luc Zellen wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen in DMEM
10% FCS kultiviert. Die Zellen wurden durch Abschaben von der Oberflache in PBS
geerntet und durch Zentrifugation bei 1000 g konzentriert. Die in PBS gewaschenen
Zellpellets wurden in Extraktionspuffer auf Eis lysiert (20 mM HEPES-NaOH (pH 7,5),
50 mM NaCl, 1% Triton X-100, 10% Glycerin). Die Zellsuspension wurde 15 min bei
5000 g, 4°C zentrifugiert und der Uberstand bei -70°C gelagert [34, 35].

Immunprézipitation und Quantifizierung von IGF1R-aAK

Die IGF1R-aAK werden (ber den Fc-Rezeptor des

/ Immunglobulins unspezifisch immobilisiert, wodurch

. IGFIR = Luciferase die variablen Bereiche frei prasentiert werden und
* Y }, eine spezifische Bindung am IGF1R Teil des

Fusionsproteins mdglich ist. Der entstandene aAK-

Protein A-Reporter Komplex wird zur qualitativen
und quantitativen Messung Uber die sensitive
Luciferase genutzt. (Abb.4). Der IGF1R-Luc-
Zellextrakt wurde 1:10 mit Puffer (20 mM HEPES-

Abbildung 4: aAK-Protein A Reporter Komplex. Zur Detektion der aAK wird das Fusionsprotein
eingesetzt, dass von aAK gebunden und Uber Protein A Sepharose als Komplex prazipitiert
und gemessen wird.

NaOH (pH 7,5), 50 mM NaCl, 1% Triton X-100, 10% Glycerin 5 mg/ml BSA) verdiinnt.
FlOr Immunprazipitationsstudien wurden 100 uL Extrakt (~10E+7 RLU) mit 10 L Serum
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Uber Nacht (UN) bei 4°C inkubiert. Immunkomplexe wurden durch Zugabe von 100 L
10% iger Protein A-Sepharose-Suspension (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri,
USA) flr 1 h bei RT prazipitiert. Protein A-Sepharose wurde pelletiert und mit 1 mL
Waschpuffer (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 60 mM NaCl, 0,02% Tween 20) drei Mal
gewaschen [34, 35]. Die Luciferase-Aktivitdt wurde in einem Luminometer (Berthold,
Bad Wildbad, Deutschland) gemessen und als relative Lichteinheiten (RLU)
aufgezeichnet (Abb. 5).

G\
I

\ﬁ/

Abbildung 5: Testprinzip im Rdhrchenformat. Die in Serum vorliegenden Antikérper (Ig) binden
spezifisch an das IGF1R-Luciferase Fusionsprotein. Durch Zugabe von Protein-A (PA) erfolgt
die Komplexbildung und Prazipitation. Das Lumineszenzsignal (relative light units, rlu) wird nach
multiplen Wasch- und Zentrifugationsschritten proportional zur aAK Konzentration detektiert.

Isolierung von humanen Immunglobulinen (Ig)

Humanserum (1 mL) wurde mit PBS (1 mL) verdinnt und UN bei 4°C mit 0,2 mL
Protein G-Sepharose inkubiert. Die Komplexe wurden pelletiert und 10 x mit PBS
gewaschen. Gebundene Ig wurden mit 25 mM Zitronensaure (pH 3,0) eluiert, und der
pH Wert unter Verwendung von 1 M HEPES-NaOH (pH 8,0) auf pH 7,0 eingestellt.
Eluierte Ig wurden unter Verwendung einer Speedvac bei RT auf 100 pL (~10 mg/mL)
konzentriert. Das Protein wurde mittels Sephadex G25 Gelfiltration in DMEM/F12
transferiert [34].

Serumproben von Kindern, die an der Interventionsstudie teilgenommen haben

Serumproben (n = 408) von adipésen Kindern und Jugendlichen (n = 143), die an einer
Interventionsstudie zur Reduzierung des Korpergewichts (,MAINTAIN®) teilnahmen,
wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten in der Abteilung flr padiatrische
Endokrinologie und Diabetologie der Charité-Universitatsmedizin Berlin gewonnen [36].
Die Studie wurde gemalR den Richtlinien der Erklarung von Helsinki durchgefihrt und
von der Ethikkommission der Charité Universitatsmedizin Berlin (EA2/015/09, 8.4.2009)
genehmigt sowie bei ClinicalTrials (NCT00850629, 17.2.2009) registriert. Die
Einverstandniserklarung der Probanden bzw. eines oder beider Elternteile wurde vor
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Studienbeginn eingeholt. Die Proben wurden drei Monate vor (T-3), bei Studieneintritt
(TO) und nach Abschluss der Studie nach 12 Monaten (T12) entnommen [35]. Die zu
analysierenden Proben wurden fir die klinischen Merkmale verblindet und gemessen.

Anthropometrische Analysen

Drei Monate vor der Intervention im Lebensstil (T-3) wurde von allen Teilnehmern eine
Reihe anthropometrischer Variablen analysiert, darunter Alter, Gewicht, GréBe,
Griffstarke der rechten und linken Hand, Sprungféhigkeit und Taillen Umfang [36]. Eine
Blutprobe wurde enthommen und die endokrinen Parameter vom lokalen
Diagnoseanbieter bestimmt (Labor Berlin - Charité Vivantes GmbH). Die gleichen
Parameter wurden zu Studienbeginn (T0) und zwélf Monate spater (T12) bestimmt [35].

Endocrine Parameters

IGF1R-aAb
> IGF1 G
"/,/ leptin \\
T-3 month TO 408 serum samples T12 >

0

Anthropometric Parameters

handgrip strength
jumping abilities

Abbildung 6: Von insgesamt 143 Teilnehmern wurden zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten T-
3, TO und T12 sowohl endokrine als auch anthropometrische Daten erhoben. Zum Zeitpunkt
T12 befanden sich insgesamt 408 Proben in der Serumbank. Als endokrine Parameter wurden
u.a. die Konzentrationen von IGF1R-aAK, IGF1 und Leptin ermittelt und als anthropometrische
Parameter Kérpergewicht, GréBe, BMI, die Handgriffstarke und die Sprunghéhe.

Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit GraphPad Prism v4.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA) und mit SAS Version 9.4 (SAS Institute, Cary, NC, USA) durchgefihrt.
Die Daten werden mit Ausnahme von Alter und Geschlecht als Median und IQR
dargestellt. Um die Unterschiede zwischen IGF1R-aAK-positiven und IGF1R-aAK-
negativen Teilnehmern zu testen, wurde der zweiseitige nichtparametrische U-Mann-
Whitney-Test verwendet. Die Signifikanzwerte (p-Werte) kbnnen mdglicherweise nicht
als bestéatigend interpretiert werden, da alle Analysen als explorativ angesehen und
nicht fir mehrere Tests angepasst und korrigiert wurden [35].
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Ergebnisse

Funktionale Expression von IGF1R-Luc in HEK 293-Zellen

Untransfizierte HEK 293 wie auch transfizierte HEK 293-IGF1R-Luc Zellen zeigten eine
Bindung von Acridiniumester-markiertem IGF1, die durch unmarkiertes IGF1 konkurriert
werden konnte ([34] Fig. 1). Die Bindung von markierten IGF1 an HEK 293-IGF1R-Luc-
Zellen war im Vergleich zu untransfizierten HEK 293-Zellen hdher, was auf eine
erfolgreiche Uberexpression und funktionelle Insertion des IGF1R-Luc-Fusionsproteins
in die Plasmamembran hinweist. Da in der Membranfraktion von stabil transfizierten
HEK 293-IGF1R-Luc-Zellen gréBere Mengen an rekombinantem IGF1R-Fusionsprotein

gefunden wurden, konnte diese Annahme unterstitzt werden [34].

Charakterisierung des IGF1R-aAK-Tests und Vermessung positiver Seren

Fanf verschiedene IGF1R-aAK positive Seren wurden ausgewahlt und seriell verdiinnt.
Die Messungen ergaben konzentrationsabhangige Werte, die auf einen proportionalen
Anstieg des IGF1R-aAK-Testsignals mit der IGF1R-aAK-Konzentration hinweisen ([34]
Fig. 3A). Dieses Ergebnis wurde mit einem kommerziellen monoklonalen Antikérper
(mAK) gegen den IGF1R verifiziert. Die schrittweise Verdinnung des IgG-Praparats
ergab einen konzentrationsabhangigen Signalabfall. Das cutoff-Kriterium fir die
Positivitat wurde bei 15 ng IgG/mL des mAK erreicht. Matrixeffekte wurden getestet,
indem ein positives und ein negatives Serum im Verhaltnis 1:1 gemischt und die IGF1R-
aAK-Konzentrationen analysiert wurden. Die Werte entsprachen dem arithmetischen
Mittel beider Proben, was darauf hinweist, dass keine Matrixeffekte den IGF1R-aAK-
Test stérten ([34] Fig. 3B). Die Stabilitat der IGF1R-aAK im Serum wurde durch
Langzeit-Lagerungsexperimente bestimmt. Die Signalstarken der Proben im IGF1R-
aAK-Test waren nach Inkubation bei 37°C bzw. 4°C Uber Zeitrdume von bis zu 10

Tagen unter Verwendung eines Pools von 5 Seren als Testprobe stabil ([34] Fig. 3C).

Vergleich von Seren und isolierten Ig-Préparaten

Fanf verschiedene Kontroll- und funf IGF1R-aAK-positive Serumproben wurden mit
gereinigten lg-Praparaten aus diesen Proben verglichen, um zu testen, ob der IGF1R-
aAK-Test Autoantikdrper gegen IGF1R bestimmt. Nur die Proben aus positiven IGF1R-
aAK-Seren zeigten Luciferase-Signale nach der Immunpréazipitation. Die relativen
Signalstarken aus positiven und negativen Proben sowie innerhalb der Gruppe von
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IGF1R-aAK-positiven Proben waren in beiden Datensatzen &hnlich unabhangig von
vorheriger Ig-Isolierung ([34] Tab.1). Aus Grinden der Handhabung, Geschwindigkeit
und der Kosten erscheint es daher nicht erforderlich, Ig vor der Analyse im IGF1R-aAK-
Test zu isolieren [34].

Prdvalenz von Seren mit IGF1R-aAK und Korrelation zum GO-Status

Insgesamt 584 Serumproben von 108 GD-Patienten und 92 gesunde Kontrollseren
wurden in der Augenklinik des Universitatsklinikums Essen gesammelt. Die ersten
Patientenproben wurden innerhalb von 12 Monaten, nach den ersten GO Symptomen,
im unbehandelten Status entnommen. Die Quantifizierung der IGF1R-aAK erfolgte
mittels Immunprazipitation. Acht der Kontrollseren zeigten ein positives Signal von mehr
als 15000 RLU, wahrend der Rest der Seren (n=84) unter 7700 RLU lag und als
negativ fir IGF1R-aAK eingestuft wurde. Die negativen Seren wurden verwendet, um
einen Grenzwert flr positive Proben mit der durchschnittichen RLU und SD
(1401 £ 1360 RLU) im IGF1R-aAK-Test zu bestimmen. Durch Anwenden einer Grenze
von Mittelwert plus 3 Standardabweichungen (SD) wurde als Kriterium flr positive
IGF1R-aAK ein Messwert von > 5480 RLU definiert, so dass ein Serum mit einem
héheren Signal als positiv in Bezug auf IGF1R-aAK eingestuft wird [34]. Bei Anwendung
dieses Kriteriums waren 10 von 92 Seren der Kontrollgruppe positiv, was einer
Pravalenz von 11% fiir IGF1R-aAK entspricht ([34] Fig. 2A). In der Gruppe der GD-
Proben ergaben 60 von 584 Proben (10%) Signale von > 5480 RLU und konnten somit
als positiv fur IGF1R-aAK eingestuft werden. Da die 60 positiven Proben von 15 GO-
Patienten zu verschiedenen Zeiten stammen, liegt die Pravalenz von IGF1R-aAK in der
Gruppe von GO-Patienten bei 14% (15 von 108). Von 11 der 15 positiven GO-Patienten
standen mehr als drei aufeinanderfolgende Serumproben zur Verfliigung. Die IGF1R-
aAK-Konzentrationen waren in den einzelnen Proben sehr &hnlich, was auf eine gute
Prazision des Tests und relativ konstante Titer von IGF1R-aAK bei den GO-Patienten
hinweist ([34] Fig. 2B).

Prédvalenz von IGF1R-aAK bei tibergewichtigen jungen Probanden

Alle Serumproben (n = 408) wurden auf IGF1R-aAK analysiert. Die erhaltenen Signale
(RLU) zeigten eine ungleichmaBige Verteilung (Abb. 7A). Einige Signale waren sehr
hoch und weisen auf das Vorhandensein von Proben mit hohen IGF1R-aAK

Konzentrationen hin. Als Grenzwert fUr die Definition der Positivitit wurden zwei
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AusreiBBerkriterien angewendet: die Summe des 75. Perzentilwerts (P75) plus das 1,5-
fache des Interquartilbereichs (IQR) aller Proben (P75 + 1,5 x IQR) (Abb. 7A), bzw. die
Summe des Mittelwerts innerhalb der Normalen Verteilung (ohne die héchsten 10% der
Proben) plus die dreifache Standardabweichung (Mittelwert + 3SD) (Abb. 7B). Die
Verfahren zeigten einen Grenzwert von 9057 RLU (4786 RLU + 1,5 x 2847 RLU, Abb.
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Abbildung 7: (A) Seren aus der vollstandigen Probensammlung (n = 408) wurden auf IGF1R-
aAK analysiert Das AusreiBBerkriterium von P75 plus dem 1,5-fachen des Interquartilbereichs
(P75 + 1,5 * IQR) wurde angewendet, um Proben mit positiven IGF1R-aAK zu identifizieren.
(B) Analyse der Probanden zum Zeitpunkt T-3 Monate. Diese Analyse verwendete den
Mittelwert plus drei Standardabweichungen (Mittelwert + 3 SD) als AusreiBBerkriterium.
Unabhéangig vom verwendeten AusreiBBerkriterium (A oder B) identifizierten beide Analysen die
gleichen elf von 143 Probanden als positiv fur natlrliche IGF1R-aAK, Abb. aus [35].

7A) bzw. 8952 RLU (3186 RLU + 3 x 1922 RLU, Abb. 7B). Die Anwendung dieser
beiden Grenzwertkriterien auf die Daten ergibt eine Pravalenz von 11,3% — 11,5% von
IGF1R-aAK-positiven Proben (Abb. 7A, B). Fir die Analyse der potentiellen Relevanz
des IGF1R-aAK fir die klinischen Parameter, wurden die Probanden gemaB den
Ergebnissen zum frihesten verflgbaren Zeitpunkt, bei Aufnahme in die Studie (T-3), als
IGF1R-aAK positiv oder negativ klassifiziert. Unabhangig vom verwendeten Kriterium
wurden dieselben elf Probanden als positiv fir IGF1R-aAK eingestuft (Abb. 7B) [35].
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Stabilitat der IGF1R-aAK Konzentrationen wihrend des Studienzeitraums

Von der Mehrheit der Probanden standen Gber einen Zeitraum von 15 Monaten drei
longitudinale Proben zur Verflgung. Von den Zeitpunkten 3 Monate vor Beginn (T-3)
Uber den Beginn (T0) bis zum Ende des zwdlfmonatigen Studienzeitraums (T12).
Waéhrend der gesamten Zeit der Studie blieb die Mehrheit der bei T-3 IGF1R-aAK
positiven Probanden (n = 11) positiv fir IGF1R-aAK, wobei sich die Signalstarke nur
geringfigig anderte (Abb. 8A). Das zeigt eine hohe Stabilitat der Autoimmunitat
gegenlber den IGF1R im Menschen. Vier Probanden aus der Gruppe der IGF1R-aAK-
negativen Probanden entwickelten de novo natirliche IGF1R-aAK, und ihre bei T12
entnommenen Proben Ubertrafen den positiven Grenzwert (Abb. 8B). Die restlichen
Probanden blieben unter dem Grenzwert bzw. waren negativ fir IGF1R-aAK [35].
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Abbildung 8: Verlauf der IGF1R-aAK-Konzentrationen im Zeitraum von 15 Monaten (3 Monate
vor Studienbeginn (T-3), bei Studienstart (TO) und bei Studienende (T12)). (A) IGF1R-aAK
positive Proben Uber den Studienzeitraum von T-3 bis T12. (B) Vier Proben entwickelten
wahrend der Studie natirliche IGF1R-aAK de novo. Signalstéarken dieser Proben sind im
Vergleich zu vier konstant negativen Proben dargestellt. Der Grenzwert fur positive IGF1R-aAK
wird durch die gestrichelten Linien gekennzeichnet, Abb. aus [35].

Vergleich anthropometrischer Parameter in Bezug auf IGF1R-aAK

Die Gruppe der elf Probanden, die als IGF1R-aAK-positiv identifiziert wurden, zeigte
keine geschlechtsspezifische Ungleichverteilung. Sechs von 67 Jungen und fiinf von 76
Madchen waren positiv in der gesamten Kohorte (Abb. 9A). In ahnlicher Weise zeigten
die Altersverteilung und das Durchschnittsalter in den Gruppen der IGF1R-aAK-
positiven und -negativen Probanden keine Unterschiede (12,7 +2,0 gegenUber
13,6 = 1,8 Jahren bei T-3). Da die Probanden an einer Studie zur Gewichtsreduktion
und -erhaltung teilnahmen, waren das Kdrpergewicht (Abb. 9B), das altersspezifische
Fett (Abb. 9C) und der altersspezifische BMI (Abb. 9D) im Vergleich zu Referenzwerten
relativ hoch, unterschieden sich jedoch zwischen den Gruppen von IGF1R-aAK
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positiven und negativen Probanden nicht. Die Analyse der Kdrperzusammensetzung
durch bioelektrische Impedanzanalyse zeigte ebenfalls keine signifikanten Unterschiede
zwischen natlrlichen IGF1R-aAK-positiven und -negativen Probanden [35].
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Abbildung 9: Vergleich von anthropometrischen Parametern zwischen Probanden mit positiven
versus negativen IGF1R-aAK-Nachweis. Die Probanden wurden als IGF1R-aAK positiv (IGF1R-
aAb +) bzw. negativ (IGF1R-aAb -) kategorisiert. Die beiden Gruppen unterschieden sich nicht
in Bezug auf (A) Geschlechtsverteilung, (B) Koérpergewicht, (C) Korperfett oder (D) BMIL.
Analyse durch U-Mann-Whitney-Test flr ungepaarte nicht-normalverteilte Stichproben, Abb.
aus [35].

Vergleich von Parametern des Hormonstatus und der Kraft in Bezug auf IGF1R-aAK

Unter den endokrinen Parametern wurde eine niedrigere durchschnittliche
Konzentration (Median (IQR)) von zirkulierendem IGF1 in der Gruppe der IGF1R-aAK
positiven im Vergleich zu den IGF1R-aAK negativen Probanden beobachtet
(181,9 (133,4; 220,9) gegeniber 316,8 (211,4; 410,2) ng/mL, Abb. 10A). Parallel dazu
unterschieden sich die Leptinkonzentrationen in umgekehrter Richtung. Leptin war bei
den IGF1R-aAK-positiven Probanden leicht erhéht (30,1 (25,5;43,4) gegenlber
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23,3 (18,1; 29,9) ng/mL, Abb. 10B). IGF1R-aAK-positive Probanden zeigten eine relativ
schlechte Sprungfahigkeit aus dem Stand mit geringer interindividueller Variation
(25,0 (24,0; 28,0) gegenlber 28,0 (25,0; 31,5) cm, Abb. 10C). Die Starke des rechten
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Abbildung 10: Vergleich der endokrinen Parameter und physischen Koérperkraft zwischen den
IGF1R-aAK positiven und negativen Probanden. Die Probanden wurden als IGF1R-aAK positiv
bzw. IGF1R-aAK negativ kategorisiert. Beide Gruppen wurden hinsichtlich (A) IGF1-
Konzentrationen, (B) Leptin-Konzentrationen, (C) maximaler Sprunghbhe sowie (D) Griffstarke
fr die rechte und (E) linke Hand verglichen. Analyse durch zweiseitigen nichtparametrischen
U-Mann-Whitney-Test; * P <0,05, ** P <0,01, Abb. aus [35].

Handgriffs (23,3 (19,3; 25,3) gegenulber 27,6 (23,6; 34,1) kg, Abb. 10D) und die Starke
des linken Handgriffs (21,3 (18,6; 25,3) gegentber 26,0 (21,6; 32,1) kg, Abb. 10E)
waren bei IGF1R-aAK-positiven Probanden im Vergleich zur Gruppe der IGF1R-aAK-
negativen Probanden ebenfalls deutlich niedriger. Die interindividuelle Variabilitat war
innerhalb der IGF1R-aAK-positiven Gruppe im Vergleich zur Gruppe der IGF1R-aAK-

negativen Probanden besonders gering [35].
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Diskussion

Die mdgliche Bedeutung von natlrlichen Autoantikdérpern gegen den IGF1R wird in
dieser explorativen Studie vorgestellt. Es werden Hinweise auf ein relativ haufiges
Vorhandensein und eine antagonistische Wirkung von natirlichen IGF1R-aAK bei
jungen gesunden Probanden gezeigt. Es gibt eine Ubereinstimmung der Ergebnisse mit
der Hypothese, dass natirliche IGF1R-aAK von physiologischer Relevanz sein kénnten
und mit endokrinen Parametern des Stoffwechsels und der koérperlichen Starke
assoziiert sind. Die Muskelentwicklung ist mdglicherweise durch den negativen Effekt
der IGF1R-aAK auf die anabolen IGF1 Signale eingeschrankt [35]. Fiir die Uberpriifung
dieser Hypothese waren allerdings prospektive Studien in der Kindesentwicklung nétig.
Die Pravalenz von IGF1R-aAK bei den in dieser Studie analysierten Probanden betrug
7,7%. Das ist etwas niedriger als in der Studie mit erwachsenen GO-Patienten, in der
10-11% als IGF1R-aAK positiv identifiziert wurden [34]. Dieser leichte Unterschied kann
krankheits-, alters- oder geschlechtsbedingt sein, da die Pravalenz von Autoantikérpern
bei Autoimmunpatienten typischerweise héher ist als bei Gesunden, bei Erwachsenen
hdher als bei Kindern und im Allgemeinen bei Frauen héher als bei Mannern [37].

Eine unabhangige Studie unter Verwendung eines neuartigen kommerziell erhaltlichen
IGF1R-aAK-Test-Nachweiskits berichtete Uber eine Pravalenz von etwa 25% bei
Patienten [38]. Die Nachweismethode basiert auf einer IGF1R Proteinpraparation, die
direkt auf einer festen Oberflache immobilisiert wurde und die Menge an
Immunglobulinen durch die Bindung an das rekombinante Protein quantifiziert. Nach
unserer Erfahrung ist diese Art von Test-Design fur Membranproteine schwierig
durchzufihren und entsprechend unzuverldssig. Aufgrund der geringen
Konzentrationen an natirlichen IGF1R-aAK und der Anwesenheit anderer
Membranbestandteile ist das Signal-Rausch-Verhéltnis typischerweise hoch. Dies
wurde bereits wahrend der Entwicklung eines TSHR-aAK-Tests [39-41] oder in Bezug
auf aAK gegen Herzrezeptoren der G-Protein-gekoppelten Rezeptorfamilie gezeigt
[42, 43]. Dennoch sind zusatzliche Studien erforderlich, in denen verschiedene
Nachweismethoden direkt miteinander verglichen werden, um die Vor- und Nachteile
verschiedener Ansatze herauszustellen und ihre potenzielle Eignung flr die Diagnose
von aAK gegen endokrine Rezeptoren zu testen [35].

Neben den beiden bereits erwdhnten Methoden zur Quantifizierung von IGF1R-aAK

gibt es auch biologische Tests flr rezeptorspezifische aAK, die biochemische Effekte
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quantifizieren. Solche Biotests nutzen typischerweise gereinigte Immunglobuline und
werden z.B. fur Studien von aAK gegen den TSHR [44] oder aAK gegen
Herzrezeptoren [45] eingesetzt. Beim Morbus Basedow (Graves' Disease, GD) resultiert
der Hyperthyreose-Phanotyp aus der spezifischen agonistischen Bindung von
stimulierenden aAK gegen den TSHR [26, 27]. In &hnlicher Weise ist die Stimulierung
von aAK zu Herzrezeptoren an der Chagas-Krankheit beteiligt [46, 47]. Im Gegensatz
dazu werden in der Endokrinologie aber auch antagonisierende aAK beschrieben, z.B.
bei Typ-B-Insulinresistenz, bei der aAK gegen den Insulinrezeptor die Signale von
Insulin beeintrachtigen und eine Form von Diabetes verursachen, welche auf eine
therapeutische Insulinanwendung nicht anspricht [48].

In unserer ersten Studie zu IGF1R-aAK isolierten wir Immunglobuline aus erwachsenen
Patienten mit Basedow Augenbeteiligung (Graves Ophtalmopathy, GO) und testeten
ihre Auswirkungen auf die IGF1-Signallbertragung und die Proliferation von MCF7-
Brustkrebszellen in vitro [34]. In Ubereinstimmung mit unseren hier prasentierten Daten
wurde die IGF1-induzierte Autophosphorylierung des IGF1R durch die Immunglobuline,
die aus IGF1R aAK-positiven Seren isoliert wurden, spezifisch unterdriickt, was auf eine
antagonistische Wirkung am IGF1R auf die IGF1-Signallbertragung hinweist. Solche
antagonistischen Aktivitdten von IGF1R-aAK sind mit den hier geschilderten klinischen
Befunden in der Studie Ubergewichtiger Kinder und Adoleszenten kompatibel. Eine
verringerte korperliche Starke in Kombination mit verringerten IGF1-Konzentrationen,
die eine supprimierte GH-IGF1-Achse widerspiegeln, kénnte mit einer kausal
reduzierten IGF1-abhangige Muskelentwicklung assoziiert sein [35]. Die verringerte
Sprungfahigkeit und Handgriffstarke waren auch mit einer antagonistischen Wirkung
des IGF1R-aAK auf |IGF1-unterstitzte Muskeltrainingseffekte erklarbar [49].
Bemerkenswerterweise waren die Unterschiede in der Griffstéarke der linken Hand aber
etwas ausgepragter als die Unterschiede in der rechten Hand, was eher auf einen
entwicklungsbedingten und nicht gewohnheits- oder trainingsmaiigen Ursprung dieses
Unterschieds hinweist. Die verringerte IGF1-Konzentration in Gegenwart von IGF1R-
aAK weist Parallelen zu Kindern mit IGF1R-Mutationen auf [50, 51]. Es gibt jedoch auch
Berichte von Probanden mit fehlerhafter IGF1R-Signalibertragung, bei denen erhéhte
zirkulierende |IGF1-Spiegel beobachtet wurden [24]. Hierzu sind zuséatzliche Studien
erforderlich, um den zugrundeliegenden Mechanismus zu erklaren.

Eine besondere Starke dieser Studie ist die relativ groBe Sammlung von Proben von
jungen gesunden, aber Ubergewichtigen Probanden, die klinische Charakterisierung
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mehrerer muskelbezogener und endokriner Parameter, die Verfligbarkeit von
Langsschnittproben zur Quantifizierung der IGF1R-aAK-Konzentrationen Uber die Zeit
und die In-vitro-Charakterisierung der antagonistischen Natur von IGF1R-aAK [35].
Dartber hinaus stimmen die relativ und unerwartet starken Assoziationen mit dem
biologischen Wissen Uber die Relevanz der GH-IGF1-Achse fir den Muskelaufbau
tberein. Die Ergebnisse erscheinen angesichts der antagonistischen Aktivitat von
IGF1R-aAK auf die IGF1-abhangigen Signalwege plausibel. Wir schlieBen daraus, dass
eine Untergruppe von Kindern natlrliche Autoantikérper gegen den IGF1R exprimiert,
die mit einer verminderten korperlichen Starke verbunden sind. Wa&hrend diese
Assoziation fur die IGF1R-aAK-positiven Probanden gesundheitlich problematisch
erscheint, da méglicherweise die anabolen Effekte von IGF1 negativ beeintrachtigt und
die volle Muskelentwicklung behindert sind, wird auch berichtet, dass eine verringerte
Aktivitat in der GH-IGF1-Achse ebenso gesundheitliche Vorteile bieten kann [35].
Studien an Versuchsmodellen und Menschen mit Laron-Syndrom haben gezeigt, dass
unter Bedingungen einer reduzierten Aktivitdt der GH-IGF1-Achse ein geringeres
Krebs- und Diabetesrisiko und eine hoéhere Wahrscheinlichkeit flr eine lange
Lebensdauer zu erwarten sind [52].

Zu erwahnen sind einige Limitationen der Studie. Erstens war die Anzahl der IGF1R-
aAK-positiven  Probanden relativ gering. Zweitens wurde keine Kohorte
normalgewichtiger Kinder zum Vergleich analysiert, wodurch es schwierig ist, eine
potenzielle Relevanz von IGF1R-aAK fir Fettleibigkeit abzuleiten. Dies ist auf ethische
Einschréankungen zurickzufihren, die die Entnahme von Serum von gesunden Kindern
zu Forschungszwecken nicht zulassen. Drittens war die Studie beobachtend und
explorativ und nicht darauf ausgelegt, potenzielle Kausalzusammenhange zu
identifizieren, was in prospektiven Studien noch getestet werden muss [35].
Zusammenfassend zeigt aber diese Studie eine potentiell sehr relevante Assoziation
von IGF1R-aAK mit der Entwicklung von Sprungkraft und Handkraft in Kindern.
Weiterflhrende Studien kénnten sich nun auch mit den gesundheitsrelevanten
Aspekten der Beeinflussung des Intermediarmetabolismus durch IGF1R-aAK befassen
und die potentielle Relevanz der IGF1R-aAK fiir die groBen endokrinen Erkrankungen

wie Metabolisches Syndrom oder Diabetes mellitus herausarbeiten.
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