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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Myasthenia gravis (MG) ist eine Autoimmunerkrankung, die durch eine abnorme
Schwache der Willkirmuskulatur gekennzeichnet ist. Bei den meisten Patienten
lassen sich Autoantikdrper gegen den Acetylcholinrezeptor der postsynaptischen
Membran oder andere Komponenten der neuromuskuldren Endplatte nachweisen,
welche dann zu einer Storung der neuromuskuléren Erregungsibertragung fuhren.
Als moglicher Hinweis auf eine pathophysiologische Rolle wurde im Blut von MG-
Patienten ein erhdhter Spiegel des Botenstoffes Interleukin 17 (IL17) nachgewiesen.
AulRerdem lasst sich im Gegensatz zu Wild-Typ-Mausen in Mausen, die kein IL17
produzieren kdonnen, keine experimentelle autoimmune Myasthenia gravis (EAMG)
auslésen. Im gleichen Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine EAMG nach
Depletion von naturlichen Killer-Zellen (NK-Zellen) nicht nur seltener, sondern auch
nur mit deutlich verminderter Krankheitsschwere induziert werden kann. Fir die
vorliegende Arbeit ergeben sich somit folgende Hypothesen: 1. Im Blut von MG-
Patienten lassen sich im Gegensatz zu Gesunden vermehrt IL17-produzierende
Zellen und NK-Zellen nachweisen. 2. Immunmodulierende Therapie, wie
immunsuppressive Medikamente oder eine Thymektomie, nehmen Einfluss auf die
Zahl der IL17-produzierenden Zellen oder der NK-Zellen.

Zur Uberpriifung der Hypothesen wurden Blutproben von Patienten und gesunden
Probanden mittels Fluoreszenzdurchflusszytometrie untersucht, um die Anzahl von
IL17-produzierenden Zelltypen, wie Tcl7-Zellen, T-Helfer-Zellen (Thl7 und
Th1/Th17), T-Zellen mit einem yd-T-Zell-Rezeptor und Subpopulationen von NK-
Zellen in beiden Gruppen zu vergleichen.

Fur Thl7-Zellen fand sich bei MG-Patienten eine geringere Zellzahl als bei
Gesunden. Dies ist am ehesten auf den Einfluss der medikamentosen
immunsuppressiven Therapie zurlckzufiihren. Zusatzlich ergaben sich Hinweise
darauf, dass eine Thymektomie die Zahl der Th17-Zellen steigert und an die Zahl bei
Gesunden annahert. Auch bei Tc17-Zellen scheint die Thymektomie eine Steigerung
der Zellzahl und somit eine Annéherung an die Zellzahl bei Gesunden zu bewirken.
Die Ergebnisse sprechen dafiir, dass Tcl7-Zellen mdoglicherweise eine protektive
Funktion im Krankheitsgeschehen der MG einnehmen. Fur Th1/Th17-Zellen und far
yo-T-Zellen ergaben sich keine Hinweise auf eine pathophysiologische Funktion
dieser Zellen bei der MG. Die zahl der CD56°™CD16”""'CD62L" Zellen, eine
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Zusammenfassung

Subpopulation der NK-Zellen, zeigte sich bei den MG-Patienten ohne Thymektomie
erhoht. Bei den Patienten nach Thymektomie entsprach die Zellzahl der bei den
Gesunden. Dieser Befund kann fir eine pathogenetische Rolle dieser NK-Zell-
Subpopulation bei der MG sprechen.

Zusammenfassend liefert die vorliegende Arbeit Hinweise darauf, dass Tcl7-Zellen
und CD56%™CD16""CD62L" Zellen im Krankheitsverlauf der MG eine wichtige Rolle
spielen. Die Zellzahl beider Populationen wird durch eine Thymektomie beeinflusst.
Th17-Zellen kdonnten als Marker fir das Ansprechen auf eine immunmodulierende

Therapie genutzt werden.
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Abstract

Abstract

Myasthenia gravis (MG) is an autoimmune disease, characterized by abnormal
weakness of striated muscles. In most patients autoantibodies against acetylcholine
receptor or other parts of the neuromuscular junction are detectable, leading to a
disturbance of neuromuscular signal transmission. As possible indication of a
pathophysiological role, an elevated level of the messenger substance interleukin 17
(IL17) was found in blood of MG patients. Furthermore, in contrast to wild-type mice,
no experimental autoimmune myasthenia gravis (EAMG) can be induced in mice that
cannot produce IL17. Also in mouse model it could be shown that EAMG can be
induced after depletion of natural killer cells (NK cells) not only more rarely, but also
with significantly reduced disease severity. Following hypotheses thus emerged for
the present study: 1. In contrast to healthy individuals, blood of MG patients contains
an increased number of IL17-producing cells and NK cells. 2. Immunomodulating
therapy, like immunosuppressive drugs or thymectomy, influences the number of
IL17-producing cells or NK cells.

Therefore, blood samples from patients and healthy donors were examined by flow
cytometry to compare the cell amounts of IL17-producing cell types such as Tcl7-
cells, T-helper cells (Th17 and Th1/Th17), y®-T-cells and also of NK cells.

A lower cell count was found for Th17-cells in patients than in healthy donors. This is
most likely due to the influence of immunosuppressive therapy. In addition, there was
evidence that a thymectomy increases the number of Th17-cells and approximates
the number in healthy donors. Also for Tcl7-cells thymectomy seems to cause an
increase in cell count and therefore an approximation to the cell count in healthy
individuals. The results suggest that Tc17-cells may have a protective function in MG.
For Th1/Th17-cells and for yd-T-cells there was no evidence for a pathophysiological
function in MG. The number of CD56%"CD16"""CD62L" cells, a subpopulation of NK
cells, was increased in MG patients without thymectomy. In patients after
thymectomy the cell count was the same as in healthy donors. This finding could
argue for a pathogenetic role of this NK-cell subpopulation in MG.

In summary, the present work provides evidence that Tcl7-cells and
CD56%™CD16"9"CD62L" cells play an important role in the course of MG. The cell
count of both populations is influenced by a thymectomy. Th17-cells could be used
as indicator for the response to immunomodaulating therapy.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Autoimmunkrankheiten

Von Autoimmunitdt spricht man, wenn das Immunsystem eine spezifische
Immunantwort gegen korpereigene Strukturen ausbildet. Fihrt dieser Mechanismus
zur Entstehung einer Krankheit, so spricht man von einer Autoimmunerkrankung.
Hierzu gehoren beispielsweise die Rheumatoide Arthritis (Waaler, 2007), der
Systemische Lupus erythematodes (Friou et al, 1958), der Diabetes mellitus Typ 1
(Bottazzo et al, 1974; MacCuish et al, 1974), der Morbus Basedow (Kriss et al, 1964)
und auch die Myasthenia gravis (MG) (siehe Abschnitt 1.2.3.).

Die Faktoren, die bei Autoimmunerkrankungen zur Entstehung der autoimmunen
Reaktion fuhren, sind nicht vollstandig bekannt. Neben genetischen Einflissen, wie
Assoziationen zu bestimmten human leucocyte antigen (HLA)-Varianten (Compston
et al, 1980; Todd et al, 1987) und epigenetischen Faktoren, wie Hypo- oder
Hypermethylierung der Desoxyribonukleinsaure (Jeffries et al, 2011; Richardson et
al, 1990), werden auch Umweltfaktoren diskutiert. Hierzu gehéren beispielsweise
Erreger, wie Bakterien (Brown et al, 2011; de Goffau et al, 2013) oder Viren (Csuka

et al, 2012) aber auch chemische Faktoren, wie Tabakrauch (Formica et al, 2003).

1.2. Myasthenia gravis

1.2.1. Pathophysiologie

Die Myasthenia gravis (griechisch und lateinisch: schwere Muskelschwache) beruht
auf einer Storung der neuromuskularen Erregungstbertragung durch Autoantikorper.
Bei mehr als 80 % der MG-Patienten finden sich Antikdrper gegen den
Acetylcholinrezeptor (Lindstrom et al, 1976). Diese Patienten werden als seropositiv
bezeichnet. Bei etwa 70 % der seronegativen Patienten finden sich Autoantikdrper
gegen die muskelspezifische Tyrosinkinase (MuSK) (Hoch et al, 2001). In der
Gruppe der Seronegativen lassen sich jedoch auch andere Antikérper nachweisen.
Beispielsweise der Antikdrper gegen low-density lipoprotein receptor-related protein
4 (LRP4) (Higuchi et al, 2011) oder Antikérper gegen das Proteoglykan Agrin
(Gasperi et al, 2014). Antikorper gegen das Protein Cortactin finden sich sowohl bei
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seropositiven, wie auch bei seronegativen MG-Patienten (Gallardo et al, 2014).
Durch verschiedene Mechanismen fuhren diese Antikorper zur Stérung der
neuromuskularen Erregungsibertragung.

Die Acetylcholinrezeptor-Antikdrper (AChR-Ak) bewirken zum einen den vermehrten
Abbau und zum anderen einen direkten pharmakologischen Block des
Acetylcholinrezeptors (AChR) (Sahashi et al, 1980; Shibuya et al, 1978; Stanley &
Drachman, 1978). Somit kann die prasynaptische Ausschittung von Acetylcholin nur
erschwert bzw. nicht mehr zur Depolarisation und konsekutiven Kontraktion der
nachgeschalteten Muskelzellen fuhren, da die Zahl an funktionsfahigen und als
lonenkanal fungierenden, nikotinergen Acetylcholinrezeptoren vermindert ist.
Uberdies kann die Bindung des Antikérpers auch eine Komplement-vermittelte Lyse
der Muskelzelle verursachen (Engel et al, 1977). Eine lokale Inflammation an der
neuromuskularen Endplatte mit einer Anhaufung von proinflammatorischen
Effektorzellen konnte bei der MG nicht nachgewiesen werden, anstelle dessen
wurden Membranangriffskomplexe aus Komplementproteinen gesehen (Nakano &
Engel, 1993).

Die Antikorper, die gegen die MuSK gerichtet sind, fihren zur Auflosung der
sogenannten AChR-Cluster und zu einer verringerten raumlichen Kongruenz von
prasynaptischer Nervenendigung und AChR-Cluster (Cole et al, 2008). MuSK ist ein
Transmembranprotein des Skelettmuskels, welches im Bereich der motorischen
Endplatte in der postsynaptischen Membran lokalisiert ist (Valenzuela et al, 1995).
Das wahrend der Préanatalphase von der prasynaptischen Nervenendigung
ausgeschittete Proteoglykan Agrin bindet postsynaptisch an das Protein LRP4.
Dieses bildet daraufhin mit MuSK einen Komplex und aktiviert MuSK (Kim et al,
2008; Zhang et al, 2008). MuSK vermittelt nun eine Reihe von Funktionen, die flr die
Entstehung einer funktionierenden motorischen Endplatte wichtig sind. Hierzu gehort
die Gruppierung, das sogenannte Clustering, der Acetylcholinrezeptoren im
postsynaptischen Bereich der motorischen Endplatte (DeChiara et al, 1996). Das
Clustering ist fur die neuromuskulare Erregungsubertragung unabdingbar, da
hierdurch eine ausreichende Sensitivitat der postsynaptischen Membran fir den
Neurotransmitter Acetylcholin sichergestellt wird (Fertuck & Salpeter, 1976). Fur eine
Clusterbildung der AChR ist jedoch nicht nur MuSK von Noten. Auch die
zytoplasmatischen Proteine downstream of kinase 7 (Dok7) und Rapsyn sind hierflr

essentiell. Dok7 aktiviert die MuSK und Rapsyn ist fur die Verankerung der AChR im
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Zytoskelett verantwortlich (Gautam et al, 1995; Okada et al, 2006). So wie MuSK
bereits vor der Geburt fir die Ausbildung einer funktionsfahigen neuromuskularen
Synapse bendtigt wird, scheint sie auch im reifen Organismus fur die
Aufrechterhaltung einer funktionsfahigen neuromuskularen Verbindung wichtig zu
sein (Cole et al, 2008; DeChiara et al, 1996).

Antikorper gegen LRP4 storen die Interaktion von LRP4 und Agrin (Higuchi et al,
2011). Auch Cortactin scheint fur die Clusterbildung der Acetylcholinrezeptoren
unabdingbar zu sein, die klinische Relevanz des Antikorpers ist jedoch noch unklar
(Cortes-Vicente et al, 2016; Madhavan et al, 2009).

1.2.2. Krankheitsbild

Als Folge der durch die Antikérper verursachten Stdrungen tritt bei den betroffenen
Patienten eine abnorme Muskelschwéche von unterschiedlicher Intensitadt und
Lokalisation auf. Die Spanne reicht hier von einer reinen okularen Myasthenie, bei
der die aufReren Augenmuskeln einschliel3lich des Musculus levator palpebrae
betroffen sind und sich in Form von Lidheberschwéche (Ptosis) und Doppelbildern
auRRert Uber eine generalisierte Myasthenie, definiert als jegliche Mitbeteiligung von
Gesichts-, Schlund-, Hals/Nacken- und Skelettmuskulatur, bis hin zur sogenannten
myasthenen Krise als akute Exazerbation der MG. Diese ist gekennzeichnet durch

respiratorische Insuffizienz und die Notwendigkeit der mechanischen Beatmung.

1.2.3. Kennzeichen einer Autoimmunerkrankung

Die MG erfiullt die funf Kriterien von Drachman und gilt somit als
autoantikdrpervermittelte Autoimmunerkrankung (Drachman, 1990). Die funf Kriterien
umfassen erstens den Nachweis eines spezifischen Antikdrpers, der zweitens mit
dem Zielantigen reagiert. Im Falle der MG ist dies der Acetylcholinrezeptor-
Antikorper, der an den Acetylcholinrezeptor der muskuléren Endplatte bindet
(Lindstrom, 1977; Lindstrom et al, 1976). Drittens gehdrt hierzu die Auslésung der
Erkrankung in einem anderen Individuum durch Transfer des Antikérpers oder
viertens durch Immunsierung mit dem Antigen. Beides wurde fur die Myasthenie in
Tierexperimenten nachgewiesen (Patrick & Lindstrom, 1973; Toyka et al, 1977).

Zuletzt zahlt hierzu die Linderung der Symptome durch Entfernung des Antikorpers.
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Auf diesem Prinzip beruht die therapeutische Wirksamkeit der Plasmapherese
(Pinching & Peters, 1976).

1.2.4. Gebrauchliche Einteilung der Myasthenia gravis in verschiedene
Untergruppen

Die Patienten mit einer autoimmunen MG werden nach epidemiologischen (Alter)
und klinischen  (Krankheitsverlauf und -manifestation) Aspekten, der
Thymushistologie und dem Antikdrperstatus in Gruppen unterteilt. Hier spricht man
dann zum einen von early und late onset myasthenia gravis (EOMG und LOMG) als
Formen der generalisierten MG. Uber das Lebensalter, welches beide Gruppen
voneinander trennt, besteht jedoch keine Einigkeit. Die Alterstrennung zwischen
EOMG und LOMG wurde zunachst von Compston et al. auf das vierzigste
Lebensjahr gelegt (Compston et al, 1980). Jedoch wird auch das funfzigste oder
sechzigste Lebensjahr als Unterteilungsgrenze verwendet (Maniaol et al, 2012;
Somnier et al, 1991). Des Weiteren grenzt man noch die rein okulare MG (OMG) von
den anderen Manifestationsformen ab. Die okulare Form der MG generalisiert oft im
Verlauf (Bever et al, 1983). Auch die paraneoplastische Thymom-assoziierte MG
(TAMG) wird als eigenstandige Gruppe gefuhrt und zeigt haufig einen generalisierten
Verlauf (Pandit & Rao, 1995). Die MuSK-Antikorper-positive MG stellt eine eigene
Gruppe dar und wird als Anti-MuSK-Ak-assoziierte MG oder kurz MAMG bezeichnet,
die eher generalisiert verlauft (Hoch et al, 2001). Bei EOMG, LOMG und OMG lassen
sich AChR-Ak nachweisen (Compston et al, 1980). Auch die TAMG ist eine AChR-
Ak-positive MG, da sich hier bei den meisten Patienten AChR-Ak nachweisen lassen
(Oger, 1993). Nur wenige Félle einer MuSK-Ak-positiven (Ito et al, 2013; Saka et al,
2005) oder doppelt-seronegativen (weder AChR- noch MuSK-Ak) (Maggi et al, 2008;
Rigamonti et al, 2011) TAMG wurden beschrieben.

Die Klassifikation der Myasthenia gravis nach dem Vorschlag der amerikanischen
Myasthenia gravis Stiftung (Myasthenia gravis foundation, MGFA) kategorisiert
Patienten mit gleichen klinischen Charakteristika (Jaretzki et al, 2000). Diese
Klassifikation stellt eine Einteilung nach dem maximalen klinischen Schweregrad dar
und dient weder der Messung des Behandlungserfolges noch zur Angabe des

aktuellen Krankheitsstatus des Patienten.
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1.2.5. Epidemiologie und Prognose

Die Pravalenz der MG wird mit einer weltweiten Spanne von 15 bis 179 Fallen in
einer Million Einwohnern angegeben (Eaton et al, 2007; Okinaka et al, 1966). Die
Inzidenz bewegt sich zwischen 2 bis 21 Neuerkrankungen pro einer Million
Einwohner pro Jahr (Aragones et al, 2003; Garland & Clark, 1956). Fur beide
Geschlechter zeigt sich eine zweigipfelige Altersverteilung der jahrlichen Inzidenz der
MG. Ein Gipfel liegt dabei in der EOMG-Gruppe bei einem Alter von 20 bis 24 Jahren
fur Frauen und 10 Jahre spater fur Manner. Der andere Gipfel findet sich in der
Gruppe der LOMG-Patienten bei einem Alter von 70 bis 74 Jahren fur Frauen und
Manner. Die EOMG tritt haufiger bei Frauen auf (Somnier et al, 1991). Von der
LOMG sind haufiger Manner betroffen (Evoli et al, 2000; Grob et al, 1987). In einer
Population von einer Million Menschen betragt die jahrliche Mortalitdt durch MG 1,7
(Somnier et al, 1991). Im Verlauf der Erkrankung entwickelt sich bei den meisten
Patienten eine generalisierte Myasthenie. Bei bis zu 25 % der MG-Betroffenen bleibt
die MG rein okular (Robertson et al, 1998). Eine myasthene Krise tritt bei bis zu 27 %
der MG-Patienten im Verlauf ihrer Erkrankung auf (Berrouschot et al, 1997). Trotz
intensivmedizinischer Behandlung verlauft diese in bis zu 6 % der Falle tddlich
(Varelas et al, 2002). In einer Studie fand man bei 12 %, in einer anderen Studie bei
31 % der MG-Patienten ein Thymom (Compston et al, 1980; Robertson et al, 1998).
Bis Uber 50 % der Thymompatienten haben eine MG (Okumura et al, 1999).

1.2.6. Diagnostik

Die Diagnostik der MG erstreckt sich von der Anamnese und der korperlichen
Untersuchung Uber elektrophysiologische und pharmakologische Tests bis hin zu
Autoantikorperdiagnostik und bildgebenden Verfahren zur Klarung der Frage nach
einem Thymom. Zur Abgrenzung des Krankheitsbildes zu, je nach Symptomatik,

moglichen Differentialdiagnosen kann sich noch weitere Diagnostik anschliel3en.

1.2.7. Therapie

Zur symptomatischen Basistherapie werden Cholinesterase-Inhibitoren verwendet
(Badrising et al, 1996; Mehndiratta et al, 2014; Skeie et al, 2010). Dartber hinaus
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kommen, entsprechend der autoimmunen Genese der Erkrankung,
immunsuppressive  Medikamente zum Einsatz. In erster Linie werden
Glukokortikosteroide (Pascuzzi et al, 1984; Schneider-Gold et al, 2005; Skeie et al,
2010) und zur Kortikoideinsparung Azathioprin (Mantegazza et al, 1988; Palace et al,
1998; Skeie et al, 2010) und Mycophenolatmofetil (Hehir et al, 2010) verabreicht.
Weitere Alternativen stellen Methotrexat (Heckmann et al, 2011), Ciclosporin A (Hart
et al, 2007; Tindall et al, 1993) und Tacrolimus (Nagane et al, 2005) dar. Im Rahmen
einer Eskalationstherapie konnen monoklonale Antikdrper, wie beispielsweise
Rituximab (Maddison et al, 2011) oder Eculizumab (Howard et al, 2017) eingesetzt
oder in seltenen Féllen eine Therapie mit Cyclophosphamid (Drachman et al, 2008)
oder eine Stammzelltransplantation (Bryant et al, 2016) durchgefihrt werden. Zur
Akuttherapie der manifesten myasthenen Krise stehen die Plasmapherese (Gajdos et
al, 2002; Pinching & Peters, 1976; Skeie et al, 2010) bzw. Immunadsorption (Kohler
et al, 2011) oder intravendse Immunglobuline (Gajdos et al, 2012; Skeie et al, 2010;
Zinman et al, 2007) zur Verfugung. Zusétzlich ist die operative Entfernung des
Thymus ein wirksames therapeutisches Verfahren, was in einer randomisierten,
kontrollierten klinischen Studie bewiesen werden konnte (Wolfe et al, 2016). Seit
Blalock et al. von positiven Effekten einer Thymektomie bei MG-Patienten
berichteten, entwickelte sich dieses Verfahren zu einer akzeptierten Therapieoption
(Blalock et al, 1941). So ist die Thymektomie empfohlen bei Patienten mit einer
generalisierten AChR-Ak-positiven MG. Fir Patienten mit einer MuSK-Ak-positiven
MG ist eine Thymektomie hingegen nicht empfohlen (Skeie et al, 2010). Begleitende
rehabilitative Mal3Bhahmen sind bei der Myasthenie im Allgemeinen angezeigt.
(Fregonezi et al, 2005).

1.3. Beziehung zwischen Myasthenie und Thymus

Der Thymus ist ein Organ des oberen Mediastinums. Hier findet die Reifung der T-
Lymphozyten statt. Die AChR-Ak-positiven MG-Patienten zeigen typischerweise
Auffalligkeiten des Thymus, sodass eine pathogenetische Rolle des Thymus bei der
Entstehung der AChR-Ak-positiven MG angenommen wird. Bei Patienten mit EOMG
zeigt sich oft eine lymphofollikulare Hyperplasie mit Keimzentren, in denen eine B-
Zell-Vermehrung mit spezifischer Antikérperbildung gegen den AChR stattfindet
(Compston et al, 1980; Sims et al, 2001; Strobel et al, 2008). Bei den Patienten mit
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einer LOMG zeigt sich die, fur ein hoheres Lebensalter typische, Atrophie des
Immunorgans. Histologisch unterscheidet sie sich jedoch nicht klar von der
alterstypischen morphologischen Veranderung des Thymus beim Gesunden (Strobel
et al, 2008). Der Riuckgang funktionellen Thymusgewebes mit steigendem
Lebensalter reicht somit als Erkl&arung fir die Entstehung der LOMG nicht aus.

Die paraneoplastische TAMG zeigt sich im Rahmen einer Thymom-Erkrankung.
Verschiedene Pathogenitdtsmechanismen fihren wohl zur Entstehung der TAMG.
Beispielsweise ist in Thymomen die Expression des Gens autoimmune regulator
(AIRE) vermindert (Suzuki et al, 2008). Fiur die Antigenpréasentation im Rahmen der
negativen Selektion im Thymus ist AIRE jedoch von Noéten (Anderson et al, 2002),
Somit kdnnte die Abwesenheit in Thymomen zur fehlerhaften zentralen Toleranz und
Entstehung von Autoimmunitéat im Thymus pradisponieren.

Die Vermutung, dass pathologische Veranderungen des Thymus mit der Entstehung
der MG zusammenhangen, fuhrte zu der Idee der operativen Entfernung des Thymus
als mogliche Therapieoption (siehe Abschnitt 1.2.7.). Zahlreiche Patienten profitieren,
in Form von verringerter Symptomatik bis hin zur kompletten Remission, von der
Thymektomie (Liu et al, 2013; Wolfe et al, 2016). Auch sind nach der Thymektomie
fallende AChR-Ak-Titer feststellbar (Vincent et al, 1983). Jedoch treten sowohl die
Verbesserung der Symptome, bis hin zur kompletten Remission, als auch die
sinkenden Antikdrpertiter oft erst nach Monaten bis Jahren nach der Thymektomie
auf. Dies kann sich mdglicherweise durch zeitweise Aufrechterhaltung der
Immunreaktion durch AChR-Ak-produzierende Zellen aul3erhalb des Thymus, wie
zum Beispiel im Knochenmark, erklaren (Fujii et al, 1986). Die Tatsache, dass eine
stabile komplette Remission mdglich ist, fihrt zu der Annahme, dass die Entfernung
des Thymus, als mdglicher Initiator und Unterhalter der pathologischen
Immunreaktion, den AnstoR3 fur ein Verschwinden auch der auRerhalb des Thymus
liegenden Autoantikdrperproduktionsstatten geben kann. In der Annahme, dass sich
eine Entfernung des Thymus auf die Zahl und Eigenschaften von Immunzellen
auswirkt, wurde die Thymektomie als Einteilungskriterium der Patientenproben im

Rahmen dieser Arbeit mit einbezogen.



Einleitung

1.4. Interleukin 17-produzierende Zellen bei der Myasthenia gravis

Die Beteiligung verschiedener Zelltypen wurde im Zusammenhang mit
Autoimmunerkrankungen und der Myasthenia gravis in der Literatur beschrieben. Im
besonderen Interesse der vorliegenden Arbeit stehen Zelltypen, die den Botenstoff
Interleukin 17 (IL17) produzieren. Bei Patienten mit MG wurden erhghte Spiegel von
IL17 im Blut nachgewiesen (Roche et al, 2011). Ein erhohter IL17-Spiegel korreliert
mit dem Schweregrad der MG (Xie et al, 2016). Fir die experimentelle autoimmune
Myasthenia gravis (EAMG), das MG-Krankheitsmodell bei M&usen, konnte gezeigt
werden, dass IL17-produzierende Zellen fir die Entstehung der Erkrankung eine

essentielle Rolle spielen (Schaffert et al, 2015).

1.4.1. Th17-Zellen als Prototyp einer IL17-produzierenden Zelle

T-Zellen sind jene Lymphozyten, die im Thymus heranreifen und als Teil ihres
Antigenrezeptors das Molekdl cluster of differentiation (CD) 3 exprimieren. Unter dem
Einfluss unterschiedlicher Botenstoffe ist die Differenzierung einer naiven, den
Korezeptor CD4 tragenden T-Zelle (CD4" T-Zelle) in mehrere Zelltypen moglich, die
nach ihrem Zytokinmuster unterschieden werden. Solche sogenannten T-Helfer-
Zellen (Th) sind beispielsweise Thl, Th2, Th9, Th1l7 und Th22 (Dardalhon et al,
2008; Del Prete et al, 1991; Eyerich et al, 2009; Harrington et al, 2005; Veldhoen et
al, 2008).

Th17-Zellen wurden nach der Expression des Interleukins 17A (im Folgenden nur
IL17) benannt und sind unter anderem gekennzeichnet durch die Produktion weiterer
IL, wie 17F, 21, 22 sowie durch die Expression des Transkriptionsfaktors retinoic acid
receptor-related orphan receptor ¢ (RORc) und des Chemokinrezeptors CCR6
(Acosta-Rodriguez et al, 2007; Annunziato et al, 2007; Chung et al, 2006; Harrington
et al, 2005; Nurieva et al, 2007; Park et al, 2005). Th17-Zellen vermitteln als Teil der
Immunabwehr vorwiegend proinflammatorische Effekte. Uber die Zytokine IL17A und
IL17F stimulieren sie unter anderem gewebestandige Effektorzellen (Fibroblasten)
zur Ausschuittung von IL6, IL8 und Granulozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor (G-
CSF) (Fossiez et al, 1996; Hymowitz et al, 2001). IL6 fUhrt beispielsweise zur
Differenzierung von B-Lymphozyten zu Immunglobulin-produzierenden Plasmazellen

(Kikutani et al, 1985). IL6 vermittelt auch, im Sinne einer positiven Riuckkopplung, in
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Kombination mit transforming growth factor B (TGF[) die Differenzierung von naiven
CD4" T-Zellen zu IL17-produzierenden Zellen in Mausen (Veldhoen et al, 2006). Dies
geschieht Uber die Induktion des Transkriptionsfaktors RORyt (entspricht RORc beim
Menschen), der seinerseits die Expression der mRNA fir IL17A und IL17F steigert
(lvanov et al, 2006). Th17-Zellen bewirken tber die Anregung der Effektorzellen
indirekt die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten, denn IL8 ist ein Chemotaxin
fur diesen Zelltypus und auch G-CSF bewirkt die Mobilisierung von neutrophilen
Granulozyten (Morstyn et al, 1988; Yoshimura et al, 1987). Zudem produzieren Th17
Zellen ihrerseits selbst IL8 und konnen so direkt chemotaktische Wirkung auf
neutrophile Granulozyten ausiben (Pelletier et al, 2010). Somit werden Th17-Zellen
und vor allem das IL17A als zentrale Akteure in akuten und chronischen Abwehr-
und Entziindungsprozessen gesehen. Thl7-Zellen werden mit
Autoimmunkrankheiten wie Morbus Crohn, Psoriasis und Rheumatoider Arthritis in
Verbindung gebracht, da sie in den entziindeten Geweben nachweisbar sind
(Kleinschek et al, 2009; Lin et al, 2013; Lowes et al, 2008).

Bei der seropositiven MG fand sich ein Zusammenhang zwischen der Zahl der Th17-
Zellen und der Krankheitsschwere (Yi et al, 2020). AufRerdem tragen IL17-
produzierende CD4" T-Zellen zur Entstehung der EAMG bei Mausen bei (Schaffert et
al, 2015). Aus diesen Ergebnissen kdnnte der mogliche therapeutische Ansatz einer
IL-17 Blockade abgeleitet werden. Beispielsweise wurde bei der Psoriasis der
monoklonale Antikorper gegen IL17A Ixekizumab bereits erfolgreich getestet (Gordon
et al, 2016). Fur die MG konnte gezeigt werden, dass die Hemmung des
Transkriptionsfaktors RORyt den Anteil der Th1l7-Zellen von MG-Patienten in vitro

reduziert. Dies kdnnte somit eine mogliche Therapieoption darstellen (Yi et al, 2020).

1.4.2. Th1/Th17-Zellen produzieren IL17 und Interferon y (IFNy)

IL17A wird auch von B-Zellen und neutrophilen Granulozyten freigesetzt (Bermejo et
al, 2013; Ferretti et al, 2003). Zusatzlich findet sich eine CD4" T-Zellpopulation, die
neben IL17 auch IFNy produziert. Da die Sekretion von IFNy eigentlich flr Th1-Zellen
typisch ist, wird dieser Zelltyp Th1/Th17-Zelle genannt (Annunziato et al, 2007; Del
Prete et al, 1991). IFNy ist ein Zytokin mit vielen Funktionen innerhalb des
Immunsystems, welches beispielsweise die Expression der major histocompatibility

complex-Molekile (MHC) | und Il beeinflusst und somit die Antigenprasentation

9



Einleitung

reguliert (King & Jones, 1983). Th1/Thl7-Zellen scheinen unter anderem an der
Abwehr von Pilzinfektionen beim Menschen beteiligt zu sein, da sich die gleichzeitige
Produktion von IL17 und IFNy durch CD4" Zellen durch Stimulation mit Candida
albicans provozieren lasst (Zielinski et al, 2012). In Th1/Th1l7-Zellen findet sich der
Transkriptionsfaktor T-box expressed in T cells (T-bet) (Annunziato et al, 2007).
Dieser ist typisch fur Thl-Zellen (Szabo et al, 2000). Andererseits weist die
Expression von CCR6 und RORyt durch Th1/Th17-Zellen auf eine enge
Verwandtschaft zu Th17-Zellen hin. Auch die Fahigkeit zur Anregung von B-Zellen
zur Produktion von Immunglobulinen und zur Expression von Granzym A haben
Th1/Thl7- mit Thl7-Zellen gemein (Annunziato et al, 2007). Die Fahigkeit zur
Produktion von Granzym A verdeutlicht das zytotoxische Potential beider Zelllinien.
Sowohl Th17- als auch Th1/Th17-Zellen sind im Gegensatz zu Thl- oder Th2-Zellen
fur die hemmende Wirkung von regulatorischen T-Zellen relativ unempfindlich.
Moglicherweise ist dies ein Mechanismus, mit dem diese Zellen die Inflammation bei
autoimmunen Erkrankungen aufrechterhalten (Annunziato et al, 2007). Wie in
Abschnitt 1.4.1. fur IL17 schon erwahnt, wurde auch fur IFNy gezeigt, dass dieser
Botenstoff fir die Entstehung einer EAMG notwendig ist (Balasa et al, 1997).
Entsprechend geht die Verschiebung des Immunzellprofils von Th1/Th17-Zellen hin
zu Th2- und regulatorischen T-Zellen bei der EAMG mit einer Verringerung der
myasthenen Symptomatik einher (Yang et al, 2010). Fir Th1/Th17-Zellen von MG-
Patienten wurde nachgewiesen, dass die Hemmung des Transkriptionsfaktors RORyt
in vitro den Anteil dieser Zellen reduziert (Vi et al, 2020). Sollte die Hemmung dieses
Transkriptionsfaktors als Therapieoption bei der MG eingesetzt werden, sind als
unerwiinschte Wirkung jedoch beispielsweise vermehrt Pilzinfektionen bei den

Behandelten denkbar.

1.4.3. CD161 als gemeinsames Merkmal der IL17-produzierenden Zellen

Alle zur IL17-Produktion fahigen T-Lymphozyten sind innerhalb der CD161-
exprimierenden Fraktion zu finden. CD161 wird auf af-T-Zell-Rezeptor (apTCR)-
tragenden T-Zellen exprimiert, die entweder CD4 oder CD8 auf ihrer Oberflache
tragen oder CD4/CD8-doppelt negativ sind (CD4'CD8’). Auch exprimieren CD4 CD8"
T-Zellen mit einem yd-T-Zell-Rezeptor (ydTCR) CD161 (siehe Abbildung 2). Fir all
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diese Zellsubtypen finden sich in Nabelschnurblut naive Vorlauferzellen (Maggi et al,
2010).

CD161 entspricht dem Marker NK1.1 fur naturliche Killerzellen der Maus.
Entsprechend findet sich CD161 auch beim Menschen auf fast allen naturlichen
Killerzellen (Lanier et al, 1994). Fur CD161-tragende T-Zellen hat sich daher die
Bezeichnung NKT-Zellen (NK1.1 T-Zellen) etabliert. Typische NKT-Zellen
interagieren bei der Antigenerkennung Uber ihren T-Zell-Rezeptor nicht mit MHC-
Molekulen auf der Oberflache anderer Zellen sondern mit dem nicht polymorphen,
antigenprasentierenden CD1d-Molekulen (Bendelac et al, 1995). Diese T-Zell-
Rezeptoren sind charakterisiert durch ein sehr eingeschrénktes Repertoire der
verwendeten a- und (-Ketten (Lantz & Bendelac, 1994). Die Thl7-Zellen sind
hingegen MHC-restringiert und unterschieden sich auch durch ihren nicht-invarianten
T-Zell-Rezeptor von den typischen NKT-Zellen. Aus diesem Grund werden die Th17-
Zellen nur als NKT-ahnliche Zellen angesehen (Cosmi et al, 2008) (siehe Abbildung
1). Die Expression von CD161 und letztlich die Differenzierung einer naiven CD4" T-
Zelle zur Th17-Zelle scheinen von der Expression des Transkriptionsfaktors RORc
entscheidend abhéngig zu sein (Maggi et al, 2010).

typische NKT-Zelle CD1d-Interaktion

NKT-Zelle

(CD3*CD161%

NKT-ahnliche Zelle
(Th17)

MHC-restringiert

Abbildung 1: Darstellung der NKT-Zellgruppen (fir Abkirzungen und Erlauterungen siehe
Abschnitt 1.4.3.)

CD161 wird eine Rolle bei der transendothelialen Migration der aktivierten T-Zelle
zugesprochen und ist wohl auch an der Aktivierung von B-Zellen in Keimzentren
beteiligt (Llibre et al, 2016; Poggi et al, 1997). Insofern kénnte CD161 bei der
Immunreaktion im Rahmen der MG direkt selbst eine Rolle spielen, da aktivierte B-

Zellen (Plasmazellen) die Quelle der Autoantikoper darstellen.
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1.4.4. CD161 als Typisierungskriterium fur CD4" und CD8" T-Zellen

Die Zelloberflachenmolekile CD4 und CD8 dienen als Korezeptoren bei der Bindung
des T-Zell-Rezeptors (TCR) der T-Helfer-Zellen (CD4") an die MHC lI-Molekiile bzw.
der  zytotoxischen T-Zellen (CD8") an die MHC I-Molekile der
antigenprasentierenden Zellen. Die CD4" T-Zellen und die CD8" T-Zellen des
menschlichen Blutes lassen sich entsprechend ihrer CD161-Expression in
unterschiedliche Subgruppen unterteilen (siehe Abbildung 2). Unter den CD4" gibt es
CD161 und CD161" Zellen (Takahashi et al, 2006). Zu Letzteren gehoren die Th17-
Zellen. Diese stellen jedoch nur einen sehr kleinen Anteil von unter 10 % der
CD4'CD161" Zellen dar (Billerbeck et al, 2010; Cosmi et al, 2008; Maggi et al, 2010).
Nach Aktivierung von Lymphozyten verschwindet der Marker CD45RA (eine kleine
Isoform einer Protein-Tyrosin-Phosphatase) von der Zelloberflache und die
Expression von CD45R0 (die gro3ere Phosphatasen-Isoform) nimmt zu (Akbar et al,
1988). Aus diesem Zusammenhang resultiert die Nutzung dieser beiden Marker zur
Unterscheidung von naiven Zellen im Gegensatz zu aktivierten bzw. Gedachtnis-
Zellen, die bereits einmal in Kontakt mit einem Antigen gekommen sind. Von den
CD4'CD161" Zellen exprimieren circa 97 % zusatzlich den Marker CD45R0 und
stellen somit Gedachtniszellen dar (Takahashi et al, 2006). Circa die Halfte dieser
Zellen exprimieren das Adhasionsmolekil CD62L und den fir transendotheliale
Migration nétigen Chemokinrezeptor CCR7 und werden somit den central memory-
Gedachtniszellen zugeordnet (Sallusto et al, 1999; Takahashi et al, 2006). Auch
Thl7-Zellen gehéren zu den CD45R0+ Zellen (Kryczek et al, 2011). Der grofl3te
Anteil der CD4'CD161" Zellen besteht aus naiven Zellen (CD45RA"), die ebenfalls
CD62L und CCR7 exprimieren (Takahashi et al, 2006).

CD8" sogenannte zytotoxische T-Zellen (Tc-Zellen) stellen, neben den CD4" T-
Zellen, eine weitere groRe Gruppe der im Thymus heranreifenden T-Lymphozyten
dar (Cerottini et al, 1970a; b; Golstein et al, 1972). Sie wirken weniger als Helfer bei
der Immunantwort oder iiber die Produktion von Zytokinen, wie die CD4" T-Helfer-
Zellen, sondern Uben zytotoxische Effekte aus. Zum Beispiel bewirken sie die
Zytolyse von virusinfizierten Zellen oder bekampfen Tumorzellen (Ando et al, 1994;
Freedman et al, 1972). Circa ein Finftel der im Blut zirkulierenden CD8" Zellen ist
CD161". Hier zeigt sich jedoch eine Besonderheit: Die CD161-Expression ist auf

diesen Zellen unterschiedlich stark ausgepragt. Es kénnen CD8" Zellen mit geringer
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(CD161™) und solche mit hoher CD161-Expression (CD161"%") unterschieden
werden. Drei Viertel der CD161"-Population und mehr als 90 % der CD161"9"-
Population tragen zusatzlich den Marker CD45R0 und sind somit Gedachtnis-T-
Zellen (Merkenschlager & Beverley, 1989; Takahashi et al, 2006). Die Population der
CD8'CD161"-Zellen besteht hauptsachlich aus naiven T-Zellen, die nach Aktivierung

proliferieren und zur Zytokinproduktion fahig sind (Takahashi et al, 2006).

Th17 (IL17-

Produktion)
CD161*

kelne IL17-

Produktlon

cD4+ aBTCRY <
Tcl7 (IL17-
Produktion)
CD2161high
CD161* keme IL17-

CD161-

CD161'°""
CDlGl

aBTCR*
CD4/CD8,
CD161* (IL17-

Produktion)
v6TCR+

Abbildung 2: Ubersicht der in den Abschnitten 1.4.3., 1.4.4. und 1.4.5. genannten Zellen und
Angabe der zur IL17-Produktion fahigen Zellen (fir Abkirzungen und Erlauterungen siehe
Abschnitte 1.4.3., 1.4.4. und 1.4.5))

1.4.5. Tc17-Zellen sind Teil der CD8*CD161"¢"-Population

CD8'CD161"" Zellen konnten nach Stimulation mit murinen Anti-CD3- und Anti-
CD28-Antikorpern weder zur Zytokinsekretion noch zur Proliferation angeregt
werden. Auch zeigten sie keine zytolytische Aktivitét trotz eines hohen Gehaltes an
Granzym und Perforin. Aus diesen Grinden wurden sie als terminal differenzierte,
anerge Zellen angesehen (Takahashi et al, 2006). Andere Arbeiten revidierten dieses
Bild der CD8'CD161"™" Zellen. Nach Stimulation der Zellproben mit Phorbol-12-
Myristat-13-Acetat (PMA)/lonomycin konnten CD8*CD161"" Zellen sehr wohl zur
Sekretion diverser Zytokine (IFNy, Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa), IL17) angeregt
werden (siehe Abbildung 2). Auch zeigten sie eine geringe Fahigkeit zur Proliferation
nach unspezifischer Stimulation (Billerbeck et al, 2010; Northfield et al, 2008).
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Zusatzlich wurde gezeigt, dass die CD8'CD161""-Population zum groRten Teil
CD45R0 exprimiert, jedoch kaum CD62L oder CCR7 (Northfield et al, 2008;
Takahashi et al, 2006). Somit lasst sich diese Zellpopulation innerhalb der Gruppe
der Gedachtniszellen zu den Effektor-Gedachtniszellen zuordnen, die direkt in
periphere Gewebe einwandern und zur Zytokinproduktion fahig sind (Sallusto et al,
1999).

Bei Gesunden ist ein kleiner Anteil (4,5 %) der CD8'CD161"" Zellen zur IL17-
Produktion fahig. Diese Zellen wurden Tcl7-Zellen genannt (siehe Abbildung 2).
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass ein Teil der Tcl17-Zellen zur Produktion von
IFNy fahig ist (Billerbeck et al, 2010; Kondo et al, 2009). Die CD8*CD161"%" Zellen
zeigen sonst fur Th1l7-Zellen typische Eigenschaften wie die Expression von RORyt
und CCR6 und stellen somit mdglicherweise Vorlauferzellen dar, die zu IL17-
produzierenden Tcl7-Zellen differenzieren kénnen (Billerbeck et al, 2010). Da die
IL17-produzierenden Tcl7-Zellen aus den CD8'CD161"" Zellen hervorgehen,
wurden in der vorliegenden Arbeit beide Zelltypen untersucht.

IL17-produzierende CD8" Zellen fanden sich beim Menschen im Zusammenhang mit
entzindlichen Erkrankungen vermehrt, so zum Beispiel in entziindeten Gelenken bei
Rheumatoider Arthritis und Psoriasisarthritis und in aktiven Lasionen im ZNS von
Patienten mit multipler Sklerose (Billerbeck et al, 2010; Tzartos et al, 2008). Somit
liegt die Vermutung nahe, dass Tcl7-Zellen an der akuten Entzindungsreaktion
beteiligt sind. Es fanden sich auch Tcl17-Zellen in der Leber von Patienten mit einer
chronischen Hepatitis C. Hier jedoch vorrangig bei den Patienten mit einer geringen
entzindlichen Aktivitat, sodass Tcl7-Zellen in diesem Zusammenhang eher einen
protektiven Effekt zu haben scheinen (Grafmueller et al, 2012).

Bei MG-Patienten wurden Tc17-Zellen in erhéhter Zahl im Blut gefunden (Hosseini et
al, 2017). Als potentielle IL17-produzierende Zellen kénnte auch die Reduktion der
Tcl7-Zellen in der MG von therapeutischem Interesse sein. Wie fir die Th17- und die
Th1/Thl7-Zellen gezeigt, konnten auch Tcl7-Zellen von MG-Patienten durch
Hemmung des Transkriptionsfaktors RORyt in vitro signifikant reduziert werden (Yi et
al, 2020).
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1.4.6. yd-T-Zellen sind IL17-Produzenten

Neben jenen T-Zellen, die den aBTCR tragen, finden sich im menschlichen Blut auch
Lymphozyten, die stattdessen den sogenannten yOTCR tragen, der aus den
gleichnamigen Proteinketten besteht. Diese yd-T-Zellen exprimieren zum grof3en Tell
weder CD4 noch CD8 und bilden einen Anteil von bis zu 16 % an allen T-Zellen im
Blut. Sie finden sich zudem beispielsweise in der Milz, im Darm, im Thymus oder in
der Haut (Groh et al, 1989). Das Fehlen der Korezeptoren CD4 und CD8 zeigt, dass
viele yd-T-Zellen im Gegensatz zu aB-T-Zellen keine MHC-Interaktion zur
Antigenerkennung benétigen. Jedoch wurden auch MHC-abhangige yo-T-
Zellaktivierungen fur korezeptorpositive Varianten beschrieben (Kozbor et al, 1989).
yd-T-Zellen sind auch in der Lage unkonventionelle Antigene, wie nicht-Protein-
Antigene, beispielsweise bakterielle Pyrophosphate, zu erkennen (Tanaka et al,
1995). Zudem kénnen sie zytotoxisch wirken und dartber hinaus zahlreiche Zytokine
sezernieren, wie zum Beispiel IL2, IL17, TNFa, IFNy oder den Granulozyten-
Monozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF) (Martin et al, 2009; Morita et al,
1991).

Entsprechend der Expression bestimmter &-Ketten des TCR konnen die yd-T-Zellen
in drei verschiedene Subtypen unterteilt werden. Hier werden die Varianten V&1, V&2
und V&3 unterschieden. V&1-T-Zellen finden sich hauptséchlich intraepithelial im
Darm und in der Haut und tragen groR3tenteils auch den Marker CD8 (Deusch et al,
1991). Vd1-T-Zellen sind in vitro fahig, Melanomzellen zu lysieren (Ebert et al, 2006).
V62-T-Zellen finden sich vorrangig im Blut und sind CD4°CD8" (Deusch et al, 1991).
V62-T-Zellen haben die Fahigkeit, als professionelle antigenprasentierende Zellen zu
agieren (Brandes et al, 2005). Anhand der Marker CD27, einem Vertreter der TNF-
Rezeptor-Superfamilie, und CD45RA lassen sich die V&2-T-Zellen noch weiter in
Subgruppen unterteilen. Hier wird zwischen naiven Zellen (CD27°CD45RA", Thav),
zentralen Gedéachtniszellen (CD27'CD45RA", Tcw), Effektor-Gedachtniszellen (CD27
CD45RA’, Tew), und terminal differenzierten Zellen (CD27 CD45RA*, Tewra)
unterschieden. Tha-Zellen und Teu-Zellen finden sich eher in Lymphknoten (keine
inflammatorische und zytotoxische Funktion), wahrend Tem- und Tevra-Zellen eher in
entzindeten Geweben vorkommen. Aul3erdem stellen die vier Subtypen vier
Entwicklungsstufen dar. Aus der Tnav-Zelle kann eine Tcu-Zelle hervorgehen und aus

dieser dann eine Teu- oder Temra-Zelle (Caccamo et al, 2005; Dieli et al, 2003). V3-
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T-Zellen finden sich hauptsachlich in der Leber und nahezu gar nicht im peripheren
Blut (Kenna et al, 2004). yd-T-Zellen sind potente Inhibitoren der T-Helfer-Zell-
Proliferation (Kuhl et al, 2009). yd-T-Zellen wurden bisher im Zusammenhang mit der
MG kaum untersucht. Eine Arbeitsgruppe fand bei MG-Patienten und Gesunden

gleiche Anteile dieser Zellen im Blut (Ragheb et al, 1999).

1.5. Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) bei der Myasthenia gravis

NK-Zellen sind grof3e, granulierte Lymphozyten, die circa 10 % der Lymphozyten des
peripheren Blutes umfassen (Lanier et al, 1986). Diese Zellen gehdren zur
angeborenen Immunabwehr. Sie vermitteln die Lyse von Tumor- oder virusinfizierten
Zellen und sind in der Lage Zytokine zu sezernieren, wie zum Beispiel IFNy, IL10,
IL13, TNFa, TNFB oder GM-CSF (Cooper et al, 2001; Ebert et al, 2006; Fitzgerald-
Bocarsly et al, 1991; Lanier et al, 1986). Hierdurch kann die NK-Zelle infektiése
Mikroorganismen wirksam bek&mpfen und Tumorwachstum verhindern. Die
Benennung als naturliche Killerzellen rihrt her von der Fahigkeit dieser Zellen gegen
eine virusinfizierte oder Tumorzelle vorzugehen, ohne vorher gegen solche
sensibilisiert worden zu sein und ohne Vermittlung durch Antikérper. Am ehesten
lassen sich NK-Zellen als CD3™ und CD56" Zellen definieren, das heiflt, sie tragen
das Molekul CD56 (neurales Zelladhasionsmolekil (NCAM)) (Lanier et al, 1989).
CD56 fungiert moglicherweise als ein Adhasionsmolekil bei der Bindung an
Zielzellen (Nitta et al, 1989). Zusatzlich stellt CD16 (Fcy RIll) ein weiteres Merkmal
der NK-Zelloberflache dar. Dieses Molekdl ist ein niedrig affiner Rezeptor fir den Fc-
Anteil von Immunglobulin G (IgG) (Perussia et al, 1983). Durch die Bindung an IgG
auf einer durch dieses Immunglobulin markierten (kérperfremden) Zelle werden
zytotoxische Effekte der NK-Zelle aktiviert, die letztlich zur Zerstérung der Zielzelle
fuhren (Anegon et al, 1988). Diese Vorgange werden als antikbrperabhangige
zellvermittelte Zytotoxizitdt (ADCC) bezeichnet. Zusatzlich konnte gezeigt werden,
dass durch eine Querverbindung (Crosslinking) der CD16-Molekile durch Antigen-
Antikdrper-Komplexe unter Wirkung von IL2 oder IL12 in den CD56 Zellen eine
Apoptose induziert werden kann (Ortaldo et al, 1995). Dieser Mechanismus dient
madglicherweise der Begrenzung der Immunreaktion.

Anhand der Expression von CD56 und der CD16 lassen sich die NK-Zellen des

Menschen in zwei Gruppen unterteilen. So exprimiert eine Gruppe eine hohe Dichte
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an CD56 (CD56""9™) jedoch wenig bzw. kein CD16 (CD16%™ auch CD16"%%) und stellt
circa 10 % der NK-Zellen des peripheren Blutes dar. Die andere Gruppe besteht aus
Zellen, die eine geringere CD56-Dichte aufweisen (CD56%™), jedoch mehr CD16
exprimieren (CD16"9"). Diese Zellen umfassen circa 90 % der im Blut zirkulierenden
NK-Zellen (Lanier et al, 1986; Nagler et al, 1989). Uber die Beziehung beider
Zelltypen zueinander besteht noch Unklarheit. Es besteht zum einen die Hypothese,
beide Typen konnten unterschiedliche Entwicklungsstadien der NK-Zelle darstellen,
wobei angenommen wird, dass die CD56°"CD16""" Zelle die differenziertere Form
ist und die CD56”"CD16%™ Zelle die Vorlauferzelle darstellt (Nagler et al, 1989).
Hierfir spricht, dass die CD56%"CD16”"" Zellen zytotoxischer sind als die
CD56”""CD16%™ Zellen und sich weniger durch IL2, einem von T-Lymphozyten
sezernierten Zytokin (Morgan et al, 1976), zur Proliferation anregen lassen (Caligiuri
et al, 1990; Nagler et al, 1989). Zum anderen wird diskutiert, dass beide
Zellpopulationen zwei eigenstandige reife Zelltypen darstellen. Hierfir spricht die
hohere Zytokinproduktion nach Stimulation durch den CD56P™™CD16%™ Typus im
Vergleich zur CD56°™CD16""9" Zelle (Cooper et al, 2001). Zudem unterschieden
sich beide Zellformen auch in der Expression des Adhasionsmolekils CD62L und
somit auch in der Fahigkeit zur Migration in bestimmte Gewebe. In einer Studie
zeigten bei zwei Drittel der Proben (iber 80 % der CD56”"CD16%™ Zellen eine
starke Expression von CD62L auf ihrer Zelloberflache. Nur ca. 16 % der
CD56%™CD16™9" Zellen waren auch CD62L*, jedoch schwacher als die
CD56"""CD16%™ Zellen. Jedoch war bei circa einem Drittel der Proben bei den
CD569MCD16""9" Zellen ein hoherer Anteil von bis zu 50 % CD62L*, wéhrend bei
den CD56”"CD16%™ Zellen nahezu 100 % CD62L exprimierten. Mit Hilfe dieses
Molekiils gelingt somit vorrangig den CD56""9"CD16%™ Zellen die Adhasion an die
hochendothelialen Venolen von Lymphknoten, sodass eine Migration in das
umliegende, lymphatische Gewebe mdglich ist (Frey et al, 1998).

Mause, die fur NK-Zellen defizient sind, entwickeln im Vergleich zu Wildtyp-Mausen
deutlich seltener und mit geringerer Krankheitsschwere eine EAMG (Shi et al, 2000).
Bei Patienten mit MG wurden erhéhte Interferon-Spiegel im Serum und eine gestorte
NK-Zell-Aktivitat nachgewiesen. Da auch bei Patienten mit einer Virusinfektion solch
erhohte Interferon-Spiegel messbar waren, wurde eine virale Genese der MG
diskutiert (Kott et al, 1990). MG-Patienten mit Thymom zeigten eine verringerte Zahl

an CD56°™CD16"9" Zellen im Blut verglichen mit gesunden Probanden. Dies kénnte
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maglicherweise Folge eines vermehrten Einwanderns der CD56%™CD16"" Zellen in
den Bereich der neuromuskularen Endplatte sein (Suzuki et al, 2005). Zu den NK-
Zellen im Zusammenhang mit der MG beim Menschen liegen bisher nur diese
wenigen Ergebnisse vor. Daher werden in meiner Arbeit auch NK-Zellen untersucht.

1.6. Zielstellung der Arbeit

Im Fokus der vorliegenden Arbeit stehen IL17-produzierende T-Zellen und NK-
Zellen. Fur beide Zellgruppen wurde im Mausmodell gezeigt, dass sie fur die
Entstehung einer MG von essentieller Bedeutung sind (Schaffert et al, 2015; Shi et
al, 2000). Passend dazu wurden im Blut von MG-Patienten erhodhte IL17-Spiegel
nachgewiesen (Roche et al, 2011). Daraus wurden folgende Hypothesen abgeleitet:
1. Im Blut von MG-Patienten lassen sich im Gegensatz zu Gesunden vermehrt IL17-
produzierende Zellen und NK-Zellen nachweisen. 2. Krankheitsmodifizierende
Faktoren, wie immunsuppressive Medikamente oder eine Thymektomie, nehmen

Einfluss auf die Zahl der IL17-produzierenden Zellen oder der NK-Zellen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material, Reagenzien, Gerate und Software

Name

Hersteller

Antikorper und Beads

Alexa Fluor 647 anti-human CD45

BioLegend, San Diego, CA, 92121 USA

Alexa Fluor 647 anti-human IFN-y

BioLegend, San Diego, CA, 92121 USA

Alexa Fluor 647 anti-human TCR y/d

BioLegend, San Diego, CA, 92121 USA

APC anti-human CD45RA

BioLegend, San Diego, CA, 92121 USA

APC-H7 Mouse Anti-Human CD3

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, 07417 USA

CompBeads, Anti-Mouse Ig, kK / Negative
Control Compensation Particles Set

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, 07417 USA

FITC anti-human CD19

BioLegend, San Diego, CA, 92121 USA

FITC anti-human CD62L

BioLegend, San Diego, CA, 92121 USA

FITC anti-human TCR a/p

BioLegend, San Diego, CA, 92121 USA

LIVE/DEAD Fixable Dead Cell Stain Kit

(Aqua fluorescent)

Thermo Fisher Scientific Incorporated,
Waltham, MA, 02451 USA

Pacific Blue anti-human CD3

BioLegend, San Diego, CA, 92121 USA

PE anti-human CD56 (NCAM)

BioLegend, San Diego, CA, 92121 USA

PE anti-human CD161

BioLegend, San Diego, CA, 92121 USA

PE/Cy7 anti-human CD4

BioLegend, San Diego, CA, 92121 USA

PE/Cy7 anti-human IL-17A

BioLegend, San Diego, CA, 92121 USA

PerCP anti-human CD8

BioLegend, San Diego, CA, 92121 USA

PerCP-Cy5.5 anti-human CD16

BioLegend, San Diego, CA, 92121 USA

Chemikalien und Betriebsstoffe

4', 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Thermo Fisher Scientific Incorporated,
Waltham, MA, 02451 USA

Albumin Bovine Fraction V, pH 7.0 (BSA)

Serva Electrophoresis GmbH, 69115
Heidelberg, Deutschland

Ampuwa Spullésung 1000 ml Plastipur

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, 61352
Bad Homburg, Deutschland
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Aqua ad iniectabilia

B. Braun Melsungen AG, 34212

Melsungen, Deutschland

Brefeldin A (BFA)

Merck KGaA, 64293 Darmstadt,
Deutschland

Desinfektionsmittel

Paul Hartmann AG, 89522 Heidenheim,

Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Thermo Fisher Scientific Incorporated,
Waltham, MA, 02451 USA

Ethanol

Carl Roth GmbH u. Co. KG, 76185
Karlsruhe, Deutschland

Ethylen-Diamin-Tetraacetat (EDTA)

Thermo Fisher Scientific Incorporated,
Waltham, MA, 02451 USA

FACS Clean Solution

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, 07417 USA

FACS Flow Sheath Fluid

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, 07417 USA

FACS Lysing Solution 10X Concentrate

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, 07417 USA

FACS Permeabilizing Solution 2 (10X)

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, 07417 USA

FACS Shutdown Solution

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, 07417 USA

fetal calf serum (FCS)

Lonza Ltd., 4002 Basel, Schweiz

GIBCO DPBS (10x), no calcium, no

magnesium

Thermo Fisher Scientific Incorporated,
Waltham, MA, 02451 USA

lonomycin

Merck KGaA, 64293 Darmstadt,

Deutschland

Lymphocyte Separation Medium, LSM
1077, Ficoll

GE Healthcare Europe GmbH, 79111
Freiburg, Deutschland

Penicillin-Streptomycin

Lonza Ltd., 4002 Basel, Schweiz

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)

Merck KGaA, 64293 Darmstadt,

Deutschland
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Tark-L6sung

Merck KGaA, 64293 Darmstadt,

Deutschland

very low endotoxin-Roswell Park Memorial
Institute (VLE-RPMI) 1640

Thermo Fisher Scientific Incorporated,
Waltham, MA, 02451 USA

Gerate

Bottle Top Filter

Corning Incorporated, Corning, NY 14831-
001, USA

CellTrics 30 pm

Partec GmbH, 02828 Gorlitz, Deutschland

Combitips plus 5 ml

Eppendorf AG, 22339 Hamburg,
Deutschland

Direktverdrangerspitze Eppendorf
Mastertip

Eppendorf AG, 22339 Hamburg,
Deutschland

epT.I.P.S. 0,1-10 pl

Eppendorf AG, 22339 Hamburg,
Deutschland

epT.l.P.S. 200 pl

Eppendorf AG, 22339 Hamburg,

Deutschland

epT.I.P.S. 1000

Eppendorf AG, 22339 Hamburg,

Deutschland

FACSCanto Il System with Fluidics Cart

(8-color, blue/red/violet)

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, 07417 USA

Falcon Conical Tube 15 ml

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, 07417 USA

Falcon Conical Tube 50 ml

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, 07417 USA

Falcon Round-Bottom Polystyrene Tubes

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, 07417 USA

Falcon Serological Pipets 5 ml

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, 07417 USA

Falcon Serological Pipets 10 ml

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, 07417 USA

Falcon Serological Pipets 25 ml

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, 07417 USA
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Fuchs-Rosenthal-Z&hlkammer

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co
KG, 97647 Sondheim vor der Rhon,

Deutschland

Mikroskop Leica DMIL

Leica Microsystems GmbH, 35578 Wetzlar,

Deutschland

Multipette plus

Eppendorf AG, 22339 Hamburg,
Deutschland

Integra Biosciences AG, 7205 Zizers,

Pipetbo
P Y Schweiz
) Eppendorf AG, 22339 Hamburg,
Pipetten
Deutschland
Paul Hartmann AG, 89522 Heidenheim,
Pur-Zellin

Deutschland

SafeSeal Reagiergefafd 0,5ml

Sarstedt AG & Co KG, 51588 Numbrecht,
Deutschland

SafeSeal Reagiergefald 1,5ml

Sarstedt AG & Co KG, 51588 Numbrecht,

Deutschland

Sterilbank NuAire

NuAire, Plymouth, MN, 55447 USA

Trucount Absolute Counting Tubes

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, 07417 USA

Vacutainer Heparin Tubes

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, 07417 USA

Vacutainer Holder

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, 07417 USA

Vacutainer Safety-Lok Blood Collection
Set

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, 07417 USA

Waage

Kern & Sohn GmbH, 72336 Balingen-

Frommern, Deutschland

Warmeschrank Jouan Incubator IG 150

Thermo Fisher Scientific Incorporated,
Waltham, MA, 02451 USA

Zentrifuge (Eppendorf)

Eppendorf AG, 22339 Hamburg,

Deutschland
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Andreas Hettich GmbH & Co.KG, 78532

Zentrifuge (Hettich)
Tuttlingen, Deutschland

Software

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, 07417 USA

FACS Diva Software 6.0

FlowJo Version 9.7.2 FlowJo, LCC, Ashland, OR, 97520 USA

GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,

GraphPad Prism 5.00
92037 USA

Tabelle 1: Aufstellung der verwendeten Materialien, Reagenzien, Gerate und Software unter
Angabe des Herstellers

2.2. Patientinnen und Patienten und Kontrollgruppe

Ein positives Votum der Ethikkommission fur die Durchflihrung dieser Arbeit liegt vor
(EA 1/082/08). Alle Probandinnen und Probanden haben schriftlich das
Einverstandnis zur Verwendung lhrer Daten und Blutproben im Rahmen dieser Arbeit

gegeben.

2.2.1. Auswahl der Patientinnen und Patienten

In die Untersuchung wurden ausschlie3lich Patientinnen und Patienten (In dieser
Arbeit wird im Weiteren stets die mannliche Form verwendet. Soweit gegeben, sind
damit auch die weiblichen Personen gemeint.) der Myasthenia gravis-
Hochschulambulanz der Charité - Universitdtsmedizin Berlin im Zeitraum von Méarz
bis Juli 2013 eingeschlossen. Zudem wurden nur seropositive (im Blut
nachgewiesener AChR-AK) Patienten in die Studie aufgenommen. Die Patienten
wurden im Rahmen einer Anamnese nach Name, Geschlecht, Geburtsdatum, dem
Jahr der Erstdiagnose der Myasthenia gravis, nach der aktuellen Medikation, der
aktuellen und bisherigen Symptomatik, weiteren Erkrankungen und bezlglich einer
eventuellen operativen Entfernung des Thymus befragt (siehe Tabelle 2).

Speicherort_der Patientendaten: Datenspeicher der Arbeitsgemeinschaft Prof. Dr.

med. Andreas Meisel, Charité - Universitatsmedizin Berlin

Archivierungsort der Einwilligungsbdgen: NeuroCure Clinical Research Center Berlin
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Patientinnen

Alter Alter Dauer Besinger Medikation Thymektomie
bei ED Score
28 24 4 1,125 AChI ja, 0
28 22 6 1,25 AChl, GCS, Aza ja, 2
31 29 2 0,875 AChI ja, 1
32 25 7 0 keine ja, 0
33 18 15 0,625 AChl, GCS, MTX ja, 0
35 34 1 0,43 AChl, GCS, Aza ja, 0
35 17 18 0,4 AChl, Aza ja, 0
37 18 19 0,625 AChI ja, 1
41 24 17 1,125 AChl, GCS, Aza nein
41 39 2 0,375 AChI ja, 0
43 42 1 0,5 AChl nein
44 30 14 2 AChl, GCS, MTX ja, 0
47 37 10 0,75 AChl, Aza ja, 1
48 37 11 0,25 AChl, Aza ja, 0
49 24 25 0,25 AChI ja, 3
50 39 11 0,625 AChl, GCS ja, 2
51 49 2 1,71 AChl ja, 0
53 49 4 1,25 AChl ja, 1
56 39 17 1,375 AChl nein
59 46 13 15 AChl, Aza ja, 0
61 53 8 0,875 GCS, Aza nein
61 60 1 1 AChl, GCS, Aza ja, 0
61 37 24 0,625 AChl, GCS ja, 6
62 28 34 1,375 AChl, Aza ja, 3
62 51 11 15 AChl, GCS, Aza ja, 3
64 62 2 15 AChl, GCS ja, 0, Thymom
66 61 5 0,75 AChl ja, 0, Thymom
69 50 19 0,625 AChl nein
70 24 46 0 AChl, Aza ja, 21
71 43 28 0,875 AChl, Aza ja, 0, Thymom
75 73 2 0,2 AChl nein
78 76 2 0,83 AChl, GCS nein
80 68 12 1,375 AChl, GCS, Aza nein
Patienten
Alter Alter Dauer Besinger Medikation Thymektomie
bei ED Score
20 17 3 0 AChl, GCS, Aza ja, 0
38 30 8 0,25 AChl, GCS, Aza ja, 1
39 37 2 0,125 AChl nein
51 50 1 1,125 AChl ja, 0
53 37 16 0 AChl, MTX ja, 2
54 21 33 0,5 AChl, GCS, Aza ja, 0
58 57 1 0,25 AChl nein
60 46 14 0,625 AChl nein
61 57 4 0,125 AChl, GCS ja, 0
68 67 1 1,29 AChl, GCS, Aza nein
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69 68 1 0,125 AChl, GCS nein
72 55 17 0,5 AChl ja, 1, Thymom
73 64 9 0,5 AChl, GCS ja, 5
73 72 1 0,625 AChl, GCS nein
81 80 1 0 keine nein
84 79 5 0,75 AChl, GCS, MTX nein

2.2.2. Auswahl der Kontroll-Personen

Tabelle 2: Aufstellung der Patientinnen und Patienten mit Angabe von Alter in Jahren zum
Zeitpunkt der Probeentnahme (Alter), Alter in Jahren zum Zeitpunkt der Erstdiagnose der MG
(Alter bei ED), Dauer der Erkrankung in Jahren seit Erstdiagnose bis zum Zeitpunkt der
Probeentnahme (Dauer), Besinger Score zum Zeitpunkt der Probeentnahme (Besinger et al,
1983), Medikation in Bezug auf die MG zum Zeitpunkt der Probeentnahme (Medikation) und
Angabe Uber stattgehabte (ja) oder nicht stattgehabte (nein) Thymektomie und falls stattgehabt
mit Angabe des Operationszeitpunktes in Jahren nach der Erstdiagnose und (falls bekannt)
Angabe der Histologie des Thymuspraparates (Thymektomie), (AChI=Acetylcholinesterase-

Inhibitoren, Aza=Azathioprin, GCS=Glukokortikosteroide, MTX=Methotrexat)

Als in Bezug auf immunologische und neurologische Erkrankungen gesunde

Personen wurden Patienten des Charité Centrums Orthopadie und Unfallchirurgie

und freiwillige Spenderinnen und Spender aus dem personlichen Umfeld des Autors

ausgewahlt. Hier wurden eine Anamnese und die Einsicht in die Krankenakte

herangezogen, um sicherzustellen, dass keine interferierenden (immunologischen)

Erkrankungen vorliegen.

Speicherort der Kontroll-Personen-Daten: Datenspeicher der Arbeitsgemeinschaft

Prof. Dr. med. Andreas Meisel, Charité - Universitatsmedizin Berlin

Archivierungsort der Einwilligungsbdgen: NeuroCure Clinical Research Center Berlin

2.3. Verarbeitung der Blutproben

2.3.1. Drei Probengruppen

Die Weiterverarbeitung der Blutproben hatte die Zuteilung zu 3 verschiedenen

Probengruppen zum Ziel. Dies wird in Abbildung 3 ersichtlich.
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2) Farbung ohne
Inkubation
) praparierte PBMC (Abschnitt 2.3.4.)
3 (Abschnitt 2.3.2.) Zellen, die Uber 4
g 1) Trucount V?gﬂggﬁ%%ﬁ%?,'ﬁ,ﬁ — 3) mit Stimulanzien
(Abschnitt 2.3.6.) 2.3.5.)

Abbildung 3: Ubersicht iiber die Verwendung der Blutproben. Fett markiert sind die fiir die
durchflusszytometrische Messung verwendeten drei Probengruppen. (PBMC=peripheral blood
mononuclear cells (mononukleare Zellen des peripheren Blutes); Trucount ist eine Warenmarke
der Firma Becton, Dickinson and Company (USA))

2.3.2. Praparation von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMC)

und Aufteilung in drei Probengruppen

Unter sterilen Bedingungen wurde das von einem Patienten bzw. einem Probanden
entnommene Blut aus den 10 ml-Heparin-Probengefallen (3 Stick pro
Patient/Proband) in ein Falcon Conical Tube 50 ml Uberfuhrt. Fir die spéatere
Messung mittels Trucount-Tube wurden noch 50 pl Vollblut zurtickbehalten
(Probengruppe 1, siehe Abbildung 3). Mit Standardpuffer (bestehend aus 1fach
Dulbeccos phosphatgepufferter Salzlésung (DPBS) mit 0,5 % bovinem
Serumalbumin (BSA) und 2 mM Ethylen-Diamin-Tetraacetat (EDTA)) wird nun auf 35
ml aufgefullt. Ein weiteres Falcon Conical Tube 50 ml wird mit 15 ml
Lymphozytenseparationsmedium beftllt. Hierauf wird nun das Vollblut-Puffer-
Gemisch vorsichtig aufgetragen. AnschlieRend wird Uber 20 min bei 20 °C mit 550 g
zentrifugiert. Die nun entstandene lymphozytenhaltige Interphase (buffy coat) wird in
ein frisches Gefal3 Uberfihrt und mit Standardpuffer auf 50 ml aufgefillt. Nun folgt
eine Zentrifugation Uber 10 min bei 4 °C und mit 300 g als erster Waschschritt. Der
Uberstand wird verworfen und das Pellet am GefaRboden in 50 ml frischer
Standardpufferldsung resuspendiert. Die anschlieBende Zentrifugation erfolgt nun
Uber 15 min bei 4 °C mit 300 g als zweiter Waschschritt. Nach erneutem Verwerfen
des Uberstandes und der Resuspension in 1 ml Nahrmedium (bestehend aus 1fach
Medium very low endotoxin Roswell Park Memorial Institute 1640 (VLE RPMI) mit 10
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% fetalem Kalberserum (FCS) und 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S)) erhalt man die
fertige Suspension mit PBMC. Um die Zellsuspension im Weiteren mit den richtigen
Mengen weiterer Reagenzien zu beschicken, ist eine Auszéhlung der Zellen in der
Suspension nétig. Hierzu wurden 20 pl Suspension abgenommen und in einem
Reagiergefal3 mit 20 pl Nahrmedium zusammengebracht (Verdinnung 1:2). 20 pl
dieses Gemisches wurden mit 80 pl Farbeldsung versetzt (Verdunnung 1:5). Zur
Zahlung kommt also eine im Vergleich zur Ausgangssuspension 10fach verdinnte
PBMC-Suspension. In einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer wurde nun im
Lichtmikroskop ausgezahlt und das Zahlergebnis auf die Ausgangssuspension
umgerechnet. Diese wurde nun so mit Nahrmedium aufgefullt, dass pro Milliliter circa
1 x 10 Zellen enthalten waren. Die Suspension wurde nun fiir die folgenden

Probengruppen 2 und 3 aufgeteilt (siehe Abbildung 3).
2.3.3. Festlegung der Farbeschemata

Zur Abgrenzung der in dieser Arbeit untersuchten Zellpopulationen wurden
bestimmte Zellmerkmale festgelegt, welche sich an Oberflachenmerkmalen und der

Zytokinexpression der Zellgruppen orientierten. Geeignete Fluoreszenzantikorper

wurden ausgewahlt (siehe Tabelle 3).

Zielantigen des Antikdrpers |Fluoreszenzfarbstoff
CD3 APC-H7
Farbeschema1 |°0% PE-Cy7
(fir Trucount- CD56 PE
Verfahren, siehe |CD19 FITC
Abschnitt 2.3.6.)  [CD45 AlexaFluor 647
tote Zellen wurden mit dem Farbstoff DAPI markiert
CD3 APC-H7
CD4 PE-Cy7
Farbeschema2 |CP8 PerCP
(fur Probengruppe 2, |CD161 PE
siehe Abschnitt 2.3.4.)|CD45RA APC
CD62L FITC

tote Zellen wurden mit dem Farbstoff DAPI markiert
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CD3 APC-H7
CDh4 PE-Cy7
Farbeschema 3 CD8 PerCP
(fir Probengruppe 2, aBTCR FTe
siehe Abschnitt 2.3.4.)
OyTCR AlexaFluor 647
tote Zellen wurden mit dem Farbstoff DAPI markiert
CD3 PacificBlue
(fiir Probengruppe 2, |CD56 PE
siehe Abschnitt 2.3.4.)|CD62L FITC

tote Zellen wurden mit dem Farbstoff DAPI markiert

vor Fixation und Permeabilisierung

CD3 PacificBlue
CD8 PerCP
Farbeschema5 [4aTCR FITC
(fir Probengruppe 3, . .
. . Live/Dead Fixable Dead Cell Stain |Aqua fluorescent
siehe Abschnitt 2.3.5.) a

nach Fixation und Permeabilisierung

IFNy AlexaFluor 647

IL17A PE-Cy7

Tabelle 3: Farbeschemata zur Abgrenzung der einzelnen Zelltypen

2.3.4. Farbung der PBMC ohne Warmeschrankinkubation

Jene Zellsuspension, die der Probengruppe 2 zugeteilt war, wurde umgehend zur
Farbung durch Antikérper in vier Falcon Round-Bottom Tubes aufgeteilt (je eines fur
Farbeschema 2, 3 und 4 (siehe Tabelle 3) und eine Negativ-Kontrolle). Jedes Falcon
Round-Bottom Tube (im Weiteren nur noch Tube bzw. Tubes genannt) erhielt 100 pl
Zellsuspension. Entsprechend der in Titrationsreihen bestimmten optimalen
Farbeantikbrpermengen wurden die fluoreszenzfarbstofftragenden Antikorper in die
jeweiligen Tubes pipettiert. Die Farbungen wurden 10 min auf Eis inkubiert.
Anschlielend wurden zur Waschung je 2 ml Standardpufferlosung in die Tubes
gegeben und Gber 10 min bei 4 °C mit 300 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen. Die am GefaRboden entstandenen Pellets wurden in 500 ul
Standardpuffer resuspendiert. Die Proben waren nun zur Messung im

Durchflusszytometer bereit (siehe Abschnitt 2.4.).
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2.3.5. Stimulation und anschlie3ende Farbung der PBMC

Fur die folgenden Schritte wurde die Probengruppe 3 verwendet (siehe Abbildung 3).
Mit Hilfe der unspezifischen Stimulanzien PMA und lonomycin sollte die IFNy- und
die IL17-Produktion der Zellen stimuliert werden. Um die Ausschleusung der Zytokine
aus der Zelle zu verhindern, wurde Brefeldin A (BFA) eingesetzt. Nach der
Stimulation wurden die Oberflachenantigene mit Fluoreszenzantikérpern markiert
(Farbeschema 5, siehe Tabelle 3). AnschlieRend wurden die Zellen erst fixiert und

dann permeabilisiert, um die intrazellularen Zytokine zu farben.

2.3.5.1. Zellstimulation

Die folgenden Schritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Auf die
Zellsuspension der Probengruppe 3 wurden je Milliliter Zellsuspension 1 pl PMA-
Losung (1 mg PMA pro 1 ml Ethanol, 1 : 100 verdinnt in Nahrmedium), 1 pl
lonomycin-Lésung (1 mg lonomycin pro 1 ml Dimethylsulfoxid) und 2 ul BFA-L6sung
(5 mg BFA pro 1 ml Ethanol) gegeben. Zu den Zellen der Negativkontrolle wurden
nur 2 pl BFA pro Milliliter Zellsuspension zugesetzt. Die Endkonzentration fir PMA
betrug 10 ng/ml Zellsuspension, jene fur lonomycin 1 pg/ml und fir BFA 10 pg/ml. Es
folgte die Inkubation fur 4 Stunden in einen Warmeschrank (37 °C, 5 % CO,). Nach
dieser Inkubation wurden die Probengruppen zur Waschung mit reichlich
proteinfreiem Puffer (1fach DPBS mit 2 mM EDTA) aufgefillt und Gber 10 min bei 4
°C mit 300 g zentrifugiert. Zuletzt wurde der Uberstand durch Abkippen verworfen.
Somit wurde die Stimulation beendet. Die in den GefalRen zurlickbleibende Menge

Zellsuspension wurde dann weiterbehandelt.

2.3.5.2. Farbung vor Fixation und Permeabilisierung

Nach der Stimulation wurden nun jene Farbungen durchgefihrt, die vor der Fixation
stattfinden mussten (siehe Tabelle 3). Zunéchst wurden die Zellsuspensionen filtriert,
da diese nach dem Waschen zum Teil eine Ausflockung zeigten. Je 100 pl
Zellsuspension wurden dann in je ein Tube Uberfuhrt. Zuséatzlich wurden je 100 pl
Zellsuspension fur eine Negativ-Kontrolle in je ein Tube Uberfihrt und ohne weitere

Farbung belassen. In die Tubes mit zu farbender Zellsuspension wurden
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entsprechend dem vorher festgelegten Farbeschema Antikdrper pipettiert (siehe
Tabelle 3). Danach wurden die Tubes fur 20 min auf Eis inkubiert. Mit 1 ml
proteinfreiem Puffer je Tube wurde unter Zentrifugation tber 10 min bei 4 °C mit 300

g gewaschen. Der Uberstand wurde jeweils verworfen.

2.3.5.3. Fixation und Permeabilisierung

In alle Tubes (auch die Negativ-Proben) der Probengruppe 3 wurden nun je 1 mi
1fach konzentrierte Lyselosung (Verdinnung mit Aqua ad iniectabilia) eingebracht
und dber 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Mit reichlich Standardpuffer je Tube
wurde unter Zentrifugation tGber 10 min bei 4 °C mit 400 g gewaschen und der
Uberstand verworfen. AnschlieRend wurden die Zellsuspensionen mit Standardpuffer
aufgeflllt und Uber Nacht bei 4 °C gelagert. Am nachsten Tag wurde der
Pufferiiberstand wieder verworfen und die Tubes mit je 1 ml 1 fach konzentrierter
Permeabilisierungslésung (Verdinnung mit Aqua ad iniectabilia) beschickt. Auch hier
schloss sich eine 10-mindtige Inkubation bei Raumtemperatur an. Gewaschen wurde
anschlieend mit je 1 ml Standardpuffer unter Zentrifugation Gber 10 min bei 4 °C mit
550 g. Erneut konnte der Uberstand verworfen werden. Die Tubes wurden mit 100 pl
Standardpuffer wieder aufgeflllt. Jetzt waren die Zellen bereit fur die intrazellulare

Farbung der Zytokine.

2.3.5.4. Farbung nach Fixation und Permeabilisierung

Auf die zu farbenden Zellsuspensionen (Probengruppen 3) wurden die
Farbeantikorper (siehe Tabelle 3) aufgebracht. Auf Eis wurde dann Uber 10 min
inkubiert. Mit je 1 ml Standardpuffer pro Tube wurde dann unter Zentrifugation tber
10 min bei 4 °C mit 550 g gewaschen. Der Uberstand wurde verworfen. Die Tubes
wurden mit 300 pl Standardpuffer wieder befillt. Nun waren die Zellen bereit zur

Messung im Durchflusszytometer (siehe Abschnitt 2.4.).

2.3.6. Zellzahlung im Trucount-Verfahren

Die Bezeichnung Trucount ist eine Warenmarke der Firma Becton, Dickinson and

Company (USA) und wird hier aufgrund der Bekanntheit der Bezeichnung verwendet.

30



Material und Methoden

Mit diesem Verfahren ist es Uber eine definierte Menge an im Probengefal
enthaltenen Partikeln (Beads) mdglich, das genaue Volumen des in der Messung
erfassten Blutes und somit die tats&chlich im Blut vorhandenen absoluten Zellzahlen
zu bestimmen. Fur die Absolutzahlbestimmung der Zellpopulationen mittels Trucount
wurden 50 pl der Vollblutprobe eines jeden Patienten/Probanden verwendet. Ein
vorher in einem 0,5 ml-Reagiergefald hergestellter Antikorper-Mix (siehe Tabelle 3)
wurde hinzu pipettiert. Anschlieend wurde bei Raumtemperatur 15 min in
Dunkelheit inkubiert. Nach der Inkubation wurden 450 pl 1fach konzentrierte
Lyselosung (Verdinnung mit Aqua ad iniectabilia) hinzugefiigt. Nach erneuter
Durchmischung wurde erneut bei Raumtemperatur tber 15 min inkubiert. Danach
waren die Proben bereit fur die durchflusszytometrische Messung (siehe Abschnitt
2.4.). Mit Hilfe der Uber diese Messdaten erhaltenen absoluten Zellzahlen, konnten
die Messergebnisse der Probengruppen 2 und 3, die stets einen Relativanteil in
Prozent angeben, als absolute Zellzahlen ausgedriickt werden.

2.4. Durchflusszytometrische Messung

Fur die Fluoreszenzdurchflusszytometrie wurden PBMC und Vollblutproben
(Trucount) mit Fluoreszenzfarbstoff-tragenden Antikérpern markiert. Durch Laserlicht
wurden die Farbstoffe zur Lichtemission angeregt. Anhand der durch die emittierten
Lichtsignale und der Lichtstreuung erhaltenen Daten, lassen sich die
Oberflacheneigenschaften der erfassten Zellen bestimmen. Durch die passende
Auswahl der markierten Zellmerkmale lassen sich die unterschiedlichen Zelltypen in
der anschlieBenden Analyse der Messdaten voneinander abgrenzen. Alle
durchflusszytometrischen Messungen wurden am FACS Canto Il durchgefihrt. Kurz
vor der Messung wurde auf die Proben der Probengruppen 2 je 1 ul 4', 6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) gemall den festgelegten Farbeschemata (siehe Tabelle 3)
aufgetragen. Dies diente zur Farbung toter Zellen. Zur Bedienung des FACS-Gerates
wurde die Software FACS DIVA 6.0 verwendet.

2.5. Auswertung mittels FlowJo-Software

Mit Hilfe der FlowJo-Software (Version 9.7.2) wurden die ermittelten

durchflusszytometrischen Daten ausgewertet. Im Sinne der Fragestellung dieser
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Arbeit wurden die relativen Haufigkeiten bestimmter Zellpopulationen in den
einzelnen Patienten- und Kontrollproben ermittelt. Zusatzlich wurden auch absolute

Zellzahlen Gber Trucount (siehe Abschnitt 2.3.6.) erhoben.

2.6. Ausschluss einzelner Patientenproben

Einzelne Patientenproben wurden aus verschiedenen Griinden von der Auswertung
ausgeschlossen. Diese Griinde waren:

- offensichtlich fehlerhaft verarbeitete Proben

- uneindeutige Farbeergebnisse

- offensichtlich aus technischen Griinden nicht verwertbare Farbungen

- Ausschluss der Proben einer Patientin bei vorliegender akuter myeloischer

Leukamie

Aus diesen Grunden variiert die Zahl der nach der durchflusszytometrischen
Messung letztlich zur Auswertung und Ergebniserstellung herangezogenen Proben
(siehe Tabelle 4).

Zahl der verwendbaren
Zahl der verwendbaren
. Proben der
Proben der Patienten
Kontrollgruppe
Farbeschema 1 44 25
Farbeschema 2 49 25
Farbeschema 3 48 24
Farbeschema 4 49 21
Farbeschema 5 39 21
Tabelle 4: Zahl der zur Auswertung geeigneten Proben flir die einzelnen Farbeschemata (siehe
Tabelle 3)
2.7. Statistik

Die mittels FlowJo-Software erhaltenen Ergebnisse wurden hinsichtlich signifikanter
Unterschiede (Signifikanzwert (p) < 0,05) verglichen. Dies geschah mit dem
Programm GraphPad Prism (Version 5.00) unter sequenzieller Verwendung des
Kruskal-Wallis-Tests und eines zweiseitigen Mann-Whitney-U-Tests. Hierbei wurden
jeweils die relativen und die absoluten Messergebnisse den Vergleichen unterzogen.
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Die Gewinnung der Ergebnisse folgte einem explorativem Ansatz. Bei der relativ
geringen Zahl an Proben wurde fur diese Arbeit von einer Nicht-Normalverteilung der
Messwerte ausgegangen. Bei der statistischen Auswertung wurde durch eine
Biostatistikerin beraten.
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3. Ergebnisse

Die Untersuchungsergebnisse werden hier unterteilt nach einzelnen Zelltypen
dargelegt. Dabei wird jeweils zun&chst der Vergleich aller untersuchten MG-
Patientenproben mit den Proben der Gesunden geschildert. Gefolgt wird dies jeweils
von den Untersuchungsergebnissen nach Einteilung der Patientenproben nach den
klinischen Kriterien Medikation und durchgefuhrter oder nicht durchgefuhrter
Thymektomie. Die statistische Auswertung erfolgte anhand der relativen Anteile,
angegeben als Median in Prozent an Ubergeordneten Leukozytenpopulationen sowie
anhand der absoluten Zellzahlen, angegeben als Median der Anzahl der Zellen in
einem Mikroliter der untersuchten Blutprobe (Zellen/ul Blut).

Es wurden Blutproben von 54 Patienten (36 Frauen, 18 Mé&nner) gewonnen. Die
Patienten waren 19 bis 84 Jahre, im Durchschnitt 54 Jahre, alt. Die Patienten
unterstanden zum Zeitpunkt der Probeentnahme teilweise einer medikamentdsen
immunsuppressiven Therapie, die bei der Ergebnisauswertung beriicksichtigt wurde.
Hierzu gehort die Einnahme von Glukokortikosteroiden und/oder Antimetaboliten, wie
Azathioprin und Methotrexat.

Es wurden Blutproben von 15 gesunden Probandinnen und 10 Probanden
gewonnen. In dieser Arbeit wird im Weiteren stets die méannliche Form verwendet.
Soweit gegeben, sind damit auch die weiblichen Personen gemeint. Die Kontroll-

Personen waren 24 bis 80 Jahre, im Durchschnitt 56 Jahre, alt.

3.1. Haufigkeiten der CD8'CD161"%" Effektor-Gedachtniszellen bei Myasthenie-

Patienten im Vergleich zu Gesunden

Diese Zellen stellen Effektor-Gedachtniszellen dar, die direkt in periphere Gewebe

einwandern und zur Zytokinproduktion fahig sind.

3.1.1. CD8'CD161"9" Zellen sind bei MG-Patienten in Zahl und Frequenz

vermindert

Die CD8" Zellen, die CD161 in hohem MaRe exprimieren (CD161""), machen bei
den Gesunden 6,3 % aller CD8" Zellen aus, dies entspricht 11,5 Zellen/ul Blut.
Patienten weisen insgesamt eine signifikant geringere Zahl von 3,7 Zellen/pl Blut und
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einen signifikant geringeren Anteil von 2,2 % im Gegensatz zu den Gesunden auf
(siehe Abbildungen 4a und 4b).
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Abbildungen 4a und 4b: Zahl (4a, links) und Anteil (4b, rechts) der CD8'CD161"" Zellen unter
den CD8" Zellen bei Gesunden (Kon) und bei Patienten (Pat). Die Klammern bezeichnen
jeweils den signifikanten Unterschied zwischen den beiden Populationen mit Angabe des
jeweiligen Signifikanzwertes p. (4a: Kon n=25, Pat =44, Mann-Whitnhey-U-Test; 4b: Kon n=25,
Pat n=49, Mann-Whitney-U-Test)

3.1.2. CD8'CD161"9" Zellzahl ist bei MG-Patienten ohne Thymektomie

vermindert

Patienten ohne Thymektomie zeigen eine signifikant geringere Zahl von 3,3
CD8'CD161"" Zellen/pl Blut im Vergleich zu den Gesunden (11,5 Zellen/pl Blut). Im
Vergleich zu den Patienten nach Thymektomie (4,9 CD8*CD161"" Zellen/pl Blut)
haben die Patienten ohne Thymektomie ebenfalls eine geringere Zellzahl, aber
dieser Unterschied ist nicht signifikant. Bei den Patienten, die sich einer
Thymektomie unterzogen haben, zeigt sich die Zellzahl verringert im Vergleich mit
den gesunden Probanden, jedoch auch nicht signifikant (siehe Abbildung 5). Bei dem
Vergleich des relativen Anteils der CD8*CD161"9" Zellen an den CD8" Zellen zeigen
sich zwischen Gesunden (n=25), Patienten ohne Thymektomie (n=16) und Patienten

mit Thymektomie (n=33) keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis-Test).
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Abbildung 5: Zahl der CD8*CD161"®" Zellen bei Gesunden (Kon), bei Patienten ohne (PatoThE)
und bei Patienten mit Thymektomie (PatmThE). Die Klammer bezeichnet die sich signifikant
unterscheidenden Gruppen mit Angabe des Signifikanzwertes p. (log'®-Einteilung der y-Achse;
Kon n=25, PatoThE n=14, PatmThE n=30, Kruskal-Wallis-Test, Mann-Whitney-U-Test)

3.1.3. CD8'CD161M9" Zellen sind bei MG-Patienten unter medikamentoser

immunsuppressiver Therapie in Zahl und Frequenz reduziert

Patienten, die Immunsuppressiva einnehmen, zeigen eine signifikant geringere
Zellzahl und -frequenz an CD8'CD161"" Zellen als Gesunde oder Patienten, die
keine Immunsuppressiva einnehmen. Im Vergleich von Gesunden zu Patienten, die
keine Immunsuppressiva einnehmen, zeigt sich kein signifikanter Unterschied (siehe
Abbildungen 6a, 6b, 6¢ und 6d).
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Abbildung 6a: Zahl der CD8'CD161™" Zellen bei Gesunden (Kon), bei Patienten ohne
Immunsuppressiva (ohne), bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide einnehmen (Cort), bei
Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen (Antimet) und bei Patienten, die
Glukokortikosteroide und Antimetabolite zusammen einnehmen (Cort+Antimet). Die Klammern
bezeichnen die sich si%nifikant unterscheidenden Gruppen mit Angabe des jeweiligen
Signifikanzwertes p. (log'®-Einteilung der y-Achse; Kon n=25, ohne n=16, Cort n=8, Antimet
n=7, Cort+Antimet n=13, Kruskal-Wallis-Test, Mann-Whitney-U-Test)
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Abbildung 6b: Zahl der CD8'CD161™" Zellen bei Gesunden (Kon), bei Patienten ohne
Immunsuppressiva (ohne), bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide einnehmen,
zusammengefasst mit Patienten, die Glukokortikosteroide und Antimetabolite gemeinsam
einnehmen (alle Cort), bei Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen, zusammengefasst mit
Patienten, die Glukokortikosteroide und Antimetabolite gemeinsam einnehmen (alle Antimet)
und bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide einnehmen, zusammengefasst mit Patienten,
die nur Antimetabolite einnehmen und zusammengefasst mit Patienten, die
Glukokortikosteroide und Antimetabolite gemeinsam einnehmen (Immunsupp). Die Klammern
bezeichnen die sich signifikant unterscheidenden Gruppen mit Angabe des jeweiligen
Signifikanzwertes p. (Kon n=25, ohne n=16, alle Cort n=21, alle Antimet n=20, Immunsupp
n=28, Kruskal-Wallis-Test, Mann-Whitney-U-Test)
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Abbildung 6c: Anteil der CD8'CD161"" Zellen unter den CD8" Zellen bei Gesunden (Kon), bei
Patienten ohne Immunsuppressiva (ohne), bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide
einnehmen (Cort), bei Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen (Antimet) und bei Patienten,
die Glukokortikosteroide und Antimetabolite zusammen einnehmen (Cort+Antimet). Die
Klammern bezeichnen die sich signifikant unterscheidenden Gruppen mit Angabe des
jeweiligen Signifikanzwertes p. (Kon n=25, ohne n=19, Cort n=8, Antimet n=8, Cort+Antimet
n=14, Kruskal-Wallis-Test, Mann-Whitney-U-Test)
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Abbildung 6d: Anteil der CD8*CD161™"®" Zellen unter den CD8" Zellen bei Gesunden (Kon), bei
Patienten ohne Immunsuppressiva (ohne), bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide
einnehmen, zusammengefasst mit Patienten, die Glukokortikosteroide und Antimetabolite
gemeinsam einnehmen (alle Cort), bei Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen,
zusammengefasst mit Patienten, die Glukokortikosteroide und Antimetabolite gemeinsam
einnehmen (alle Antimet) und bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide einnehmen,
zusammengefasst mit Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen und zusammengefasst mit
Patienten, die Glukokortikosteroide und Antimetabolite gemeinsam einnehmen (Immunsupp).
Die Klammern bezeichnen die sich signifikant unterscheidenden Gruppen mit Angabe des
jeweiligen Signifikanzwertes p. (Kon n=25, ohne n=19, alle Cort n=22, alle Antimet n=20,
Immunsupp n=30, Kruskal-Wallis-Test, Mann-Whitney-U-Test)

3.2. Haufigkeiten der Tc17-Zellen bei Myasthenie-Patienten im Vergleich zu

Gesunden

Die Tc17-Zellen wurden in dieser Arbeit als CD3"CD8’IL17 IFNy  definiert. Da fiir
CD8+ T-Zellen jedoch neben einer IL17-Produktion auch die Produktion von IFNy
beschrieben wurde (CD3'CDS8’IL177IFNy™), sind diese Zellen im Rahmen dieser
Arbeit ebenfalls untersucht worden. Sie werden im Folgenden IFNy-produzierende

Tcl7-Zellen genannt.
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3.2.1. Gesunde und MG-Patienten zeigen keine signifikant unterschiedliche

Tcl7-Zellzahl oder -frequenz

Fur diese Zellpopulation ergeben sich in der Betrachtung der Gesunden und der
Gesamtpopulation der MG-Patienten keine signifikanten Unterschiede (siehe
Abbildungen 7a und 7b).
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Abbildungen 7a und 7b: Zahl (7a, links) und Anteil (7b, rechts) der Tc17-Zellen (IL17*IFNy’) und
der IFNy-produzierenden Tc17-Zellen (IL17°IFNy") unter den CD8" Zellen bei Gesunden (Kon)
und bei Patienten (Pat). Signifikante Unterschiede zeigten sich hier nicht. (7a: Kon n=21, Pat
n=25, Mann-Whitney-U-Test; 7b: Kon n=21, Pat n=26, Mann-Whitney-U-Test)

3.2.2. Tc17-Zellzahl ist bei MG-Patienten ohne Thymektomie vermindert

Die Tcl7-Zellen sind bei Patienten ohne Thymektomie in ihrer Zahl (0,36 Zellen/pl
Blut) im Vergleich zu Gesunden (0,74 Zellen/ul Blut), aber auch im Vergleich zu
Patienten nach Thymektomie (0,65 Zellen/ul Blut), signifikant verringert. Die Zahl der
Tcl7-Zellen von Gesunden, verglichen mit Patienten nach Thymektomie,
unterscheidet sich jedoch nicht signifikant (siehe Abbildung 8). Bei dem Vergleich der
absoluten Zellzahlen der IFNy-produzierenden Tcl7-Zellen zeigen sich zwischen
Gesunden (n=21), Patienten ohne Thymektomie (n=7) und Patienten mit
Thymektomie (n=18) keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis-Test). Bei dem
Vergleich des relativen Anteils der Tcl7-Zellen und der IFNy-produzierenden Tcl7-

Zellen an den CD8" Zellen zeigen sich zwischen Gesunden (n=21), Patienten ohne
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Thymektomie (n=7) und Patienten mit Thymektomie (n=19) keine signifikanten
Unterschiede (Kruskal-Wallis-Test).
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Abbildung 8: Zahl der Tc17-Zellen bei Gesunden (Kon), bei Patienten ohne (PatoThE) und bei
Patienten mit Thymektomie (PatmThE). Die Klammern bezeichnen die sich signifikant
unterscheidenden Gruppen mit Angabe des jeweiligen Signifikanzwertes p. (Kon n=21,
PatoThE n=7, PatmThE n=18, Kruskal-Wallis-Test, Mann-Whitney-U-Test)

3.2.3. Tc17-Zellzahl und -frequenz sind bei MG-Patienten unter medikamentéser

immunsuppressiver Therapie nicht signifikant verandert
In Bezug auf die unterschiedlichen Medikamente zeigten sich in dieser Arbeit fir

Tcl7-Zellen und far [IFNy-produzierende Tcl7-Zellen keine signifikanten
Unterschiede (siehe Abbildungen 9a, 9b, 9c und 9d).
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Abbildung 9a: Zahl der Tc17-Zellen bei Gesunden (Kon), bei Patienten ohne Immunsuppressiva
(ohne), bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide einnehmen (Cort), bei Patienten, die nur
Antimetabolite einnehmen (Antimet) und bei Patienten, die Glukokortikosteroide und
Antimetabolite zusammen einnehmen (Cort+Antimet). Signifikante Unterschiede zeigten sich
hier nicht. (Kon n=21, ohne n=7, Cort n=5, Antimet n=4, Cort+Antimet n=9, Kruskal-Wallis-Test)
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Abbildung 9b: Zahl der IFNy-produzierenden Tcl7-Zellen bei Gesunden (Kon), bei Patienten
ohne Immunsuppressiva (ohne), bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide einnehmen (Cort),
bei Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen (Antimet) und bei Patienten, die
Glukokortikosteroide und Antimetabolite zusammen einnehmen (Cort+Antimet). Signifikante
Unterschiede zeigten sich hier nicht. (Kon n=21, ohne n=7, Cort n=5, Antimet n=4, Cort+Antimet

n=9, Kruskal-Wallis-Test)
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Abbildung 9c: Anteil der Tc17-Zellen unter den CD8" Zellen bei Gesunden (Kon), bei Patienten
ohne Immunsuppressiva (ohne), bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide einnehmen (Cort),
bei Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen (Antimet) und bei Patienten, die
Glukokortikosteroide und Antimetabolite zusammen einnehmen (Cort+Antimet). Signifikante
Unterschiede zeigten sich hier nicht. (Kon n=21, ohne n=7, Cort n=5, Antimet n=4, Cort+Antimet
n=10, Kruskal-Wallis-Test)
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Abbildung 9d: Anteil der IFNy-produzierenden Tc17-Zellen unter den CD8" Zellen bei Gesunden
(Kon), bei Patienten ohne Immunsuppressiva (ohne), bei Patienten, die nur
Glukokortikosteroide einnehmen (Cort), bei Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen
(Antimet) und bei Patienten, die Glukokortikosteroide und Antimetabolite zusammen einnehmen
(Cort+Antimet). Signifikante Unterschiede zeigten sich hier nicht. (Kon n=21, ohne n=7, Cort
n=5, Antimet n=4, Cort+Antimet n=10, Kruskal-Wallis-Test)
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3.3. Haufigkeiten der CD4'CD161" Zellen bei Myasthenie-Patienten im Vergleich

zu Gesunden

Innerhalb der Population der CD4°CD161" Zellen finden sich die Th17-Zellen.

3.3.1. CD4"CD161" Zellzahl ist bei MG-Patienten vermindert

Die Zahl der CD4'CD161" Zellen, zu denen Th17-Zellen gehoren, ist bei den MG-
Patienten signifikant geringer (86,3 Zellen/pl Blut) im Vergleich zu den Gesunden
(2127,2 Zellen/ul Blut) (siehe Abbildung 10). Bei dem Vergleich des relativen Anteils
der CD4'CD161" Zellen an den CD4" Zellen zeigen sich zwischen Gesunden (n=25)
und MG-Patienten (n=49) keine signifikanten Unterschiede (Mann-Whitney-U-Test).
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Abbildung 10: Zahl der CD4'CD161" Zellen bei Gesunden (Kon) und bei Patienten (Pat). Die
Klammer bezeichnet den signifikanten Unterschied zwischen den beiden Populationen mit
Angabe des Signifikanzwertes p. (Kon n=25, Pat n=44, Mann-Whitney-U-Test)

3.3.2. CD4'CD161" Zellzahl ist bei MG-Patienten ohne Thymektomie und bei

MG-Patienten mit Thymektomie reduziert

Patienten ohne Thymektomie (71,0 Zellen/ul Blut) und Patienten nach Thymektomie
(86,7 Zellen/ul Blut) haben eine signifikant verringerte Zellzahl im Vergleich zu
Gesunden (117,2 Zellen/ul Blut). Patienten nach Thymektomie haben eine erhdhte

Zahl an CD4'CD161" Zellen im Vergleich zu Patienten ohne Thymektomie, dieser
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Unterschied ist jedoch nicht signifikant (siehe Abbildung 11). Bei dem Vergleich des
relativen Anteils der CD4°CD161" Zellen an den CD4" Zellen zeigen sich zwischen
Gesunden (n=25), Patienten ohne Thymektomie (n=16) und Patienten mit
Thymektomie (n=33) keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis-Test).
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Abbildung 11: Zahl der CD4"CD161" Zellen bei Gesunden (Kon), bei Patienten ohne (PatoThE)
und bei Patienten mit Thymektomie (PatmThE). Die Klammern bezeichnen die sich signifikant
unterscheidenden Gruppen mit Angabe des jeweiligen Signifikanzwertes p. (Kon n=25,
PatoThE n=14, PatmThE n=30, Kruskal-Wallis-Test, Mann-Whitney-U-Test)

3.3.3. CD4'CD161" Zellen sind bei MG-Patienten unter medikamentdser

immunsuppressiver Therapie in Zahl und Frequenz reduziert

Patienten, die immunsuppressive Medikamente einnehmen, haben eine signifikant
geringere Zellzahl und einen signifikant geringeren Anteil der CD4°CD161" Zellen an
den CD4" Zellen im Vergleich zu gesunden Probanden. Bei Patienten ohne
Immunsuppression zeigt sich demgegentber kein signifikanter Unterschied im
Vergleich zu den Gesunden (siehe Abbildungen 12a, 12b, und 12c).
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Abbildung 12a: Zahl der CD4'CD161" Zellen bei Gesunden (Kon), bei Patienten ohne
Immunsuppressiva (ohne), bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide einnehmen (Cort), bei
Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen (Antimet) und bei Patienten, die
Glukokortikosteroide und Antimetabolite zusammen einnehmen (Cort+Antimet). Die Klammern
bezeichnen die sich signifikant unterscheidenden Gruppen mit Angabe des jeweiligen
Signifikanzwertes p. (Kon n=25, ohne n=16, Cort n=8, Antimet n=7, Cort+Antimet n=13,
Kruskal-Wallis-Test, Mann-Whitney-U-Test)
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Abbildung 12b: Zahl der CD4'CD161" Zellen bei Gesunden (Kon), bei Patienten ohne
Immunsuppressiva (ohne), bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide einnehmen,
zusammengefasst mit Patienten, die Glukokortikosteroide und Antimetabolite gemeinsam
einnehmen (alle Cort), bei Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen, zusammengefasst mit
Patienten, die Glukokortikosteroide und Antimetabolite gemeinsam einnehmen (alle Antimet)
und bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide einnehmen, zusammengefasst mit Patienten,
die nur Antimetabolite einnehmen und zusammengefasst mit Patienten, die
Glukokortikosteroide und Antimetabolite gemeinsam einnehmen (Immunsupp). Die Klammern
bezeichnen die sich signifikant unterscheidenden Gruppen mit Angabe des jeweiligen
Signifikanzwertes p. (Kon n=25, ohne n=16, alle Cort n=21, alle Antimet n=20, Immunsupp
n=28, Kruskal-Wallis-Test, Mann-Whitney-U-Test)
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Abbildung 12c: Anteil der CD4"'CD161" Zellen unter den CD4" Zellen bei Gesunden (Kon), bei
Patienten ohne Immunsuppressiva (ohne), bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide
einnehmen (Cort), bei Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen (Antimet) und bei Patienten,
die Glukokortikosteroide und Antimetabolite zusammen einnehmen (Cort+Antimet). Die
Klammer bezeichnet die sich signifikant unterscheidenden Gruppen mit Angabe des
Signifikanzwertes p. (Kon n=25, ohne n=19, Cort n=8, Antimet n=8, Cort+Antimet n=14,
Kruskal-Wallis-Test, Mann-Whitney-U-Test)

3.4. Haufigkeiten der CD3"CDS8’IL17 IFNy” Zellen bei Myasthenie-Patienten im

Vergleich zu Gesunden

In der vorliegenden Arbeit wurde auch die Zahl und Frequenz an CD3"CD8 Zellen
bestimmt, welche zwar IL17 aber nicht IFNy produzieren. Hierunter fallen sowohl
CD4'IL17" Zellen, wie Th17, als auch CD4'CD8IL17" Zellen, wie IL17-produzierende
T-Zellen mit einem y3TCR. Wobei letztere an der Population der CD3"CD8 nur einen

deutlich geringeren Anteil ausmachen.

3.4.1. CD3'CDSIL17 IFNy Zellzahl ist bei MG-Patienten vermindert

Die CD3'CDS8IL17 IFNy” Zellen zeigen sich in ihrer Zahl bei den MG-Patienten (4,1
Zellen/pl Blut) im Gegensatz zu den Gesunden (8,0 Zellen/ul Blut) signifikant
verringert (siehe Abbildung 13). Bei dem Vergleich des relativen Anteils der
CD3"CDS8IL17°IFNy” Zellen an den CD8 Zellen zeigen sich zwischen Gesunden
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(n=21) und MG-Patienten (n=26) keine signifikanten Unterschiede (Mann-Whitney-U-
Test).
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Abbildung 13: Zahl der CD3'CD8IL17'IFNy Zellen bei Gesunden (Kon) und bei Patienten
(Pat). Die Klammer bezeichnet den signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Populationen mit Angabe des Signifikanzwertes p. (Kon n=21, Pat n=25, Mann-Whitney-U-Test)

3.4.2. CD3'CDS8IL17°IFNy  Zellzahl ist bei MG-Patienten ohne Thymektomie

vermindert

Patienten ohne Thymektomie haben eine signifikant geringere Zahl der CD3'CD8"
ILL7*IFNy~ Zellen (3,8 Zellen/ul Blut) im Vergleich zu Gesunden und eine nicht
signifikant verringerte Zellzahl im Vergleich zu den Patienten mit Thymektomie (4,8
Zellen/pl Blut). Bei Patienten, bei denen eine Thymektomie durchgefihrt wurde, zeigt
sich im Vergleich zu den Gesunden kein signifikanter Unterschied (siehe Abbildung
14). Bei dem Vergleich des relativen Anteils der CD3"CD8IL17 IFNy” Zellen an den
CD8 Zellen zeigen sich zwischen Gesunden (n=21), Patienten ohne Thymektomie
(n=7) und Patienten mit Thymektomie (n=19) keine signifikanten Unterschiede
(Kruskal-Wallis-Test).
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Abbildung 14: Zahl der CD3'CD8IL17'IFNy  Zellen bei Gesunden (Kon), bei Patienten ohne
(PatoThE) und bei Patienten mit Thymektomie (PatmThE). Die Klammer bezeichnet die sich
signifikant unterscheidenden Gruppen mit Angabe des Signifikanzwertes p. (Kon n=21,
PatoThE n=7, PatmThE n=18, Kruskal-Wallis-Test, Mann-Whitney-U-Test)

3.4.3. CD3'CDSIL17 IFNy Zellzahl ist bei MG-Patienten unter medikamentoser

immunsuppressiver Therapie reduziert

Patienten unter medikamentdser immunsuppressiver Therapie haben eine signifikant
geringere Zahl der CD3"CD8IL17'IFNy” Zellen als Gesunde (siehe Abbildung 15).
Bei dem Vergleich des relativen Anteils der CD3*CD8’IL17 IFNy” Zellen an den CDS8’
Zellen zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Gesunden (n=21),
Patienten ohne Immunsuppressiva (n=7) und Patienten unter immunsuppressiver
Therapie (Patienten, die nur Glukokortikosteroide einnehmen (n=5); Patienten, die
nur Antimetabolite einnehmen (n=4); Patienten, die Glukokortikosteroide und
Antimetabolite zusammen einnehmen (n=10); Patienten, die nur Glukokortikosteroide
einnehmen, zusammengefasst mit Patienten, die Glukokortikosteroide und
Antimetabolite gemeinsam einnehmen (n=15); Patienten, die nur Antimetabolite
einnehmen, zusammengefasst mit Patienten, die Glukokortikosteroide und
Antimetabolite gemeinsam  einnehmen (n=14); Patienten, die nur
Glukokortikosteroide einnehmen, zusammengefasst mit Patienten, die nur
Antimetabolite  einnehmen und zusammengefasst mit Patienten, die

Glukokortikosteroide und Antimetabolite gemeinsam einnehmen (n=19); Kruskal-

Wallis-Test).
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Abbildung 15: Zahl der CD3'CD8IL17'IFNy  Zellen bei Gesunden (Kon), bei Patienten ohne
Immunsuppressiva (ohne), bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide einnehmen,
zusammengefasst mit Patienten, die Glukokortikosteroide und Antimetabolite gemeinsam
einnehmen (alle Cort), bei Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen, zusammengefasst mit
Patienten, die Glukokortikosteroide und Antimetabolite gemeinsam einnehmen (alle Antimet)
und bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide einnehmen, zusammengefasst mit Patienten,
die nur Antimetabolite einnehmen und zusammengefasst mit Patienten, die
Glukokortikosteroide und Antimetabolite gemeinsam einnehmen (Immunsupp). Die Klammer
bezeichnet die sich signifikant unterscheidenden Gruppen mit Angabe des Signifikanzwertes p.
(Kon n=21, ohne n=7, alle Cort n=14, alle Antimet n=13, Immunsupp n=18, Kruskal-Wallis-Test,
Mann-Whitney-U-Test)

3.5. Haufigkeiten der Th1/Th17-Zellen bei Myasthenie-Patienten im Vergleich zu

Gesunden

Th1/Th17-Zellen wurden in dieser Arbeit definiert als CD3*CD8IL17 IFNy* Zellen.
Fur die Th1/Thl7-Zellen fanden sich im Rahmen dieser Arbeit keine signifikanten
Unterschiede in der Zellzahl und -frequenz, weder bei der Betrachtung der Gesunden
und aller MG-Patienten noch bei dem Vergleich von Gesunden mit Patienten ohne
Thymektomie und zu Patienten mit Thymektomie und auch nicht im Vergleich von
Gesunden und Patienten in Bezug auf die unterschiedliche Medikamenteneinnahme.
Diese Ergebnisse werden in den Abbildungen 16a, 16b, 16c, 16d, 16e und 16f

dargestellt.
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Abbildungen 16a und 16b: Zahl (16a, links) und Anteil (16b, rechts) der Th1/Th17-Zellen unter
den CD8 Zellen bei Gesunden (Kon) und bei Patienten (Pat). Signifikante Unterschiede zeigten
sich hier nicht. (16a: Kon n=21, Pat n=25, Mann-Whitney-U-Test; 16b: Kon n=21, Pat n=26,
Mann-Whitney-U-Test)
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Abbildungen 16c und 16d: Zahl (16c, links) und Anteil (16d, rechts) der Th1/Th17-Zellen unter
den CD8 Zellen bei Gesunden (Kon), bei Patienten ohne (PatoThE) und bei Patienten mit
Thymektomie (PatmThE). Signifikante Unterschiede zeigten sich hier nicht. (16c: Kon n=21,
PatoThE n=7, PatmThE n=18, Kruskal-Wallis-Test; 16d: Kon n=21, PatoThE n=7, PatmThE
n=19, Kruskal-Wallis-Test)
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Abbildung 16e: Zahl der Th1/Thl7-Zellen bei Gesunden (Kon), bei Patienten ohne
Immunsuppressiva (ohne), bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide einnehmen (Cort), bei
Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen (Antimet) und bei Patienten, die
Glukokortikosteroide und Antimetabolite zusammen einnehmen (Cort+Antimet). Signifikante
Unterschiede zeigten sich hier nicht. (Kon n=21, ohne n=7, Cort n=5, Antimet n=4, Cort+Antimet
n=9, Kruskal-Wallis-Test)
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Abbildung 16f: Anteil der Th1/Thl7-Zellen unter den CD8 Zellen bei Gesunden (Kon), bei
Patienten ohne Immunsuppressiva (ohne), bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide
einnehmen (Cort), bei Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen (Antimet) und bei Patienten,
die Glukokortikosteroide und Antimetabolite zusammen einnehmen (Cort+Antimet). Signifikante
Unterschiede zeigten sich hier nicht. (Kon n=21, ohne n=7, Cort n=5, Antimet n=4, Cort+Antimet
n=10, Kruskal-Wallis-Test)
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3.6. Haufigkeiten der y&-T-Zellen bei Myasthenie-Patienten im Vergleich zu

Gesunden

In Rahmen dieser Arbeit wurden CD3" T-Lymphozyten auf die Expression des yd-
TCR in Verbindung mit den Korezeptoren CD4 und CD8 untersucht. Die in den
Abschnitten 3.2. und 3.4. genannten Zellpopulationen der CD3'CD8'IL17 IFNy
Zellen und CD3'CDS8IL17IFNy” Zellen kénnten prinzipiell jeweils auch y3-T-Zellen
mit einschlieen. Da aber in dieser Arbeit ein eigens zur Bestimmung von yd-T-
Zellen angelegtes Zellfarbeschema benutzt wurde (siehe Abschnitt 2.3.3.,
Farbeschema 3), konnte diese Zellpopulation eindeutig identifiziert werden. Die
Tabelle 5 zeigt die Korezeptorexpression unter den yd-T-Zellen, wie sie in der

vorliegenden Arbeit nachgewiesen wurde.

Korezeptorexpression | CD4'CD8 CD4'CD8" CD4'CD§8
Gesunde 0,2 24,4 74,3
MG-Patienten 0,5 32,7 66,4

Tabelle 5: Anteil (Median in %) der Korezeptorexpression unter den y8TCR" Zellen bei den
Gesunden und den Patienten mit MG (in dieser Aufstellung keine signifikanten Unterschiede)

Fur die yd-T-Zellen fanden sich im Rahmen dieser Arbeit keine signifikanten
Unterschiede, weder bei der Betrachtung der Gesunden und aller MG-Patienten
noch bei dem Vergleich von Gesunden mit Patienten ohne Thymektomie und zu
Patienten mit Thymektomie und auch nicht im Vergleich von Gesunden und
Patienten in Bezug auf die unterschiedliche Medikamenteneinnahme. Diese
Ergebnisse werden in den Abbildungen 17a, 17b, 17c, 17d, 17e und 17f dargestellt.
Dargestellt wurden nur die CD4'CD8" yd-T-Zellen, da diese die Mehrheit der yd-T-

Zellen reprasentieren.
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Abbildungen 17a und 17b: Zahl (17a, links) und Anteil (17b, rechts) der CD4 CD8" yb-T-Zellen
unter den CD3'y8TCR" Zellen bei Gesunden (Kon) und bei Patienten (Pat). Signifikante
Unterschiede zeigten sich hier nicht. (17a: log'%-Einteilung der y-Achse; Kon n=24, Pat n=44,
Mann-Whitney-U-Test; 17b: Kon n=24, Pat n=48, Mann-Whitney-U-Test)
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Abbildungen 17c¢ und 17d: Zahl (17c, links) und Anteil (17d, rechts) der CD4 CD8" yd-T-Zellen
unter den CD3y8TCR" Zellen bei Gesunden (Kon), bei Patienten ohne (PatoThE) und bei
Patienten mit Thymektomie (PatmThE). Signifikante Unterschiede zeigten sich hier nicht. (17c:
log™-Einteilung der y-Achse; Kon n=24, PatoThE n=14, PatmThE n=30, Kruskal-Wallis-Test;
17d: Kon n=24, PatoThE n=16, PatmThE n=32, Kruskal-Wallis-Test)
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Abbildung 17e: Zahl der CD4CD8 yd-T-Zellen bei Gesunden (Kon), bei Patienten ohne
Immunsuppressiva (ohne), bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide einnehmen (Cort), bei
Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen (Antimet) und bei Patienten, die
Glukokortikosteroide und Antimetabolite zusammen einnehmen (Cort+Antimet). Signifikante
Unterschiede zeigten sich hier nicht. (log'®-Einteilung der y-Achse; Kon n=24, ohne n=16, Cort
n=8, Antimet n=7, Cort+Antimet n=13, Kruskal-Wallis-Test)
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Abbildung 17f: Anteil der CD4'CD8 y&-T-Zellen unter den CD3'y8TCR" Zellen bei Gesunden
(Kon), bei Patienten ohne Immunsuppressiva (ohne), bei Patienten, die nur
Glukokortikosteroide einnehmen (Cort), bei Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen
(Antimet) und bei Patienten, die Glukokortikosteroide und Antimetabolite zusammen einnehmen
(Cort+Antimet). Signifikante Unterschiede zeigten sich hier nicht. (Kon n=24, ohne n=19, Cort
n=8, Antimet n=7, Cort+Antimet n=14, Kruskal-Wallis-Test)
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3.7. Haufigkeiten der NK-Zellen bei Myasthenie-Patienten im Vergleich zu

Gesunden

NK-Zellen gehoren zur angeborenen Immunabwehr und kénnen virusinfizierte oder
Tumorzellen lysieren, ohne vorher gegen solche sensibilisiert worden zu sein und

ohne Vermittlung durch Antikorper.

3.7.1. CD56°"9"CD16%™ Zellen zeigen keine signifikanten Unterschiede in
Zellzahl oder -frequenz

Der Anteil der CD56”"CD16%™ Zellen unter den NK-Zellen (CD56") betragt bei den
Gesunden 6,1 % und bei den MG-Patienten 6,3 % und unterscheidet sich nicht
signifikant. Die NK-Zellen unterteilen sich nach der Expression des
Adhasionsmolekiils CD62L in eine CD62L" und eine CD62L" Fraktion. Fiir die
CD56""CD16%™ Zellen (sowohl CD62L" als auch CD62L") fanden sich im Rahmen
dieser Arbeit keine signifikanten Unterschiede, weder bei der Betrachtung der
Gesunden und aller MG-Patienten noch bei dem Vergleich von Patienten ohne
Thymektomie zu Patienten mit Thymektomie und auch nicht in Bezug auf die
unterschiedliche Medikamenteneinnahme. Diese Ergebnisse werden in den
Abbildungen 18a, 18b, 18c, 18d, 18e und 18f dargestellt.
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Abbildungen 18a und 18b: Zahl (18a, links) und Anteil (18b, rechts) der CD62L" und CD62L
Zellen unter den CD56°""CD16"™ Zellen bei Gesunden (Kon) und bei Patienten (Pat).
Signifikante Unterschiede zeigten sich hier nicht. (18a: Kon n=21, Pat n=44, Mann-Whitney-U-
Test; 18b: Kon n=21, Pat n=49, Mann-Whitney-U-Test)
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Abbildung 18c: Zahl der CD62L" und CD62L" CD56"°"CD16"™ Zellen bei Gesunden (Kon), bei
Patienten ohne (PatoThE) und bei Patienten mit Thymektomie (PatmThE). Signifikante
Unterschiede zeigten sich hier nicht. (Kon n=21, PatoThE n=14, PatmThE n=30, Kruskal-Wallis-

Test)
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Abbildung 18d: Anteil der CD62L" und CD62L" Zellen unter den CD56”°"CD16°™ Zellen bei
Gesunden (Kon), bei Patienten ohne (PatoThE) und bei Patienten mit Thymektomie (PatmThE).
Signifikante Unterschiede zeigten sich hier nicht. (Kon n=21, PatoThE n=16, PatmThE n=33,
Kruskal-Wallis-Test)
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Abbildung 18e: Zahl der CD62L" und CD62L" CD56""CD16%™ Zellen bei Gesunden (Kon), bei
Patienten ohne Immunsuppressiva (ohne), bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide
einnehmen (Cort), bei Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen (Antimet) und bei Patienten,
die Glukokortikosteroide und Antimetabolite zusammen einnehmen (Cort+Antimet). Signifikante
Unterschiede zeigten sich hier nicht. (Kon n=21, ohne n=16, Cort n=8, Antimet n=7,
Cort+Antimet n=13, Kruskal-Wallis-Test)
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Abbildung 18f: Anteil der CD62L" und CD62L" Zellen unter den CD56""CD16"™ Zellen bei
Gesunden (Kon), bei Patienten ohne Immunsuppressiva (ohne), bei Patienten, die nur
Glukokortikosteroide einnehmen (Cort), bei Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen
(Antimet) und bei Patienten, die Glukokortikosteroide und Antimetabolite zusammen einnehmen
(Cort+Antimet). Signifikante Unterschiede zeigten sich hier nicht. (Kon n=21, ohne n=19, Cort
n=8, Antimet n=8, Cort+Antimet n=14, Kruskal-Wallis-Test)

3.7.2. CD56“™CD16""9" Zellen zeigen keine signifikanten Unterschiede der

Zellzahl oder -frequenz

Den groRten Teil der NK-Zellen machen CD56°"CD16""" Zellen aus (92,1 % der
CD56" bei den Gesunden und 91,7 % bei den MG-Patienten, kein signifikanter
Unterschied). Auch die CD56“™CD16"" Zellen unterteilen sich nach der Expression
des Adhasionsmolekiils CD62L in eine CD62L" und eine CD62L" Fraktion. Fir die
CD56%™CD16™"9" Zellen (sowohl CD62L* als auch CD62L") fanden sich im Rahmen
dieser Arbeit keine signifikanten Unterschiede bei dem Vergleich der Gesunden und
aller MG-Patienten (siehe Abbildungen 19a und 19b).
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Abbildungen 19a und 19b: Zahl (19a, links) und Anteil (19b, rechts) der CD62L" und CD62L
Zellen unter den CD56°"CD16"" Zellen bei Gesunden (Kon) und bei Patienten (Pat).
Signifikante Unterschiede zeigten sich hier nicht. (19a: Kon n=21, Pat n=44, Mann-Whitney-U-
Test; 19b: Kon n=21, Pat n=49, Mann-Whitney-U-Test)

3.7.2.1. CD56%™CD16""" Zellen sind bei MG-Patienten ohne Thymektomie und
bei MG-Patienten mit Thymektomie in Anzahl und Frequenz signifikant

verandert

Bei Patienten ohne Thymektomie betragt der Anteil der CD62L" Zellen unter den
CD56%™CD16™9" Zellen 23,35 % und ist somit signifikant geringer als der Anteil der
CD62L" Zellen bei den Gesunden (33,1 %) und bei den Patienten nach Thymektomie
(35,4 %). Vergleicht man Kontrollpersonen mit Patienten nach Thymektomie, so
besteht kein signifikanter Unterschied (siehe Abbildung 20a). Bei dem Vergleich der
absoluten Zellzahlen der CD56%"CD16""CD62L* Zellen zeigen sich zwischen
Gesunden (n=21), Patienten ohne Thymektomie (n=14) und Patienten mit

Thymektomie (n=30) keine signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis-Test).
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Abbildung 20a: Anteil der CD62L" Zellen unter den CD56°"CD16°""™ Zellen bei Gesunden
(Kon) und bei Patienten ohne (PatoThE) und bei Patienten mit Thymektomie (PatmThE). Die
Klammern bezeichnen die sich signifikant unterscheidenden Gruppen mit Angabe des
Signifikanzwertes p. (Kon n=21, PatoThE n=16, PatmThE n=33, Kruskal-Wallis-Test, Mann-
Whitney-U-Test)

Patienten ohne Thymektomie zeigen eine signifikant hohere Zellzahl der
CD56%™CD16™"CD62L" Zellen (88,1 Zellen/ul Blut) und einen signifikant htheren
Zellanteil (76,65 % der CD56%™CD16""" Zellen) als Gesunde (51,2 Zellen/pl Blut;
66,9 %) und Patienten mit Thymektomie (39,1 Zellen/ul Blut; 64,6 %). Zwischen
Gesunden und Patienten mit Thymektomie besteht kein signifikanter Unterschied
(siehe Abbildungen 20b und 20c).
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Abbildungen 20b und 20c: Zahl (20b, links) und Anteil (20c, rechts) der Zellen ohne CD62L-
Expression unter den CD56%"CD16"" Zellen bei Gesunden (Kon), bei Patienten ohne
(PatoThE) und bei Patienten mit Thymektomie (PatmThE). Die Klammern bezeichnen die sich
signifikant unterscheidenden Gruppen mit Angabe des Signifikanzwertes p. (20b: Kon n=21,
PatoThE n=14, PatmThE n=30, Kruskal-Wallis-Test, Mann-Whitney-U-Test; 20c: Kon n=21,
PatoThE n=16, PatmThE n=33, Kruskal-Wallis-Test, Mann-Whitney-U-Test)

3.7.2.2. CD569™CD16""" Zellzahl und -frequenz sind bei MG-Patienten unter

medikamentéser immunsuppressiver Therapie nicht signifikant verandert
In Bezug auf die unterschiedliche Medikamenteneinnahme zeigten sich in dieser

Arbeit fur CD56%™CD16""" Zellen (weder CD62L" noch CD62L*) keine signifikanten
Unterschiede (siehe Abbildungen 21a und 21b).
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Abbildung 21a: Zahl der CD62L" und CD62L CD56*"CD16""" Zellen bei Gesunden (Kon), bei
Patienten ohne Immunsuppressiva (ohne), bei Patienten, die nur Glukokortikosteroide
einnehmen (Cort), bei Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen (Antimet) und bei Patienten,
die Glukokortikosteroide und Antimetabolite zusammen einnehmen (Cort+Antimet). Signifikante
Unterschiede zeigten sich hier nicht. (Kon n=21, ohne n=16, Cort n=8, Antimet n=7,
Cort+Antimet n=13, Kruskal-Wallis-Test)

66



Ergebnisse

CD56%MCD16°19M Zellen

X

£

s 100+

= ® o (@)
O o 150 0
N 801 2 5 o g
5 ° & o & S o ©
= o © % o o O -8
9 60- 0 5 Q@ e
o o ) ° o o ©
O o o o O °
EVNE B8 0o,
s Jes % 8 °© o o &P o
O 201 oS o

- o 0 © ©

© ® © o

= O n n L] L] L] L] L] L] L] L]
[

— X X X X X L4

< "qu (Oq>/ bq/ (Oq/ ('Oq/ <'oq>/ COFD/ b(tv bq>/ (bq>/

NS S g IR -

o & 0 S N P

T P T8 af
v LY v oo
& RS
< O

Abbildung 21b: Anteil der CD62L" und CD62L" Zellen unter den CD56*™CD16"""™ Zellen bei
Gesunden (Kon), bei Patienten ohne Immunsuppressiva (ohne), bei Patienten, die nur
Glukokortikosteroide einnehmen (Cort), bei Patienten, die nur Antimetabolite einnehmen
(Antimet) und bei Patienten, die Glukokortikosteroide und Antimetabolite zusammen einnehmen
(Cort+Antimet). Signifikante Unterschiede zeigten sich hier nicht. (Kon n=21, ohne n=19, Cort
n=8, Antimet n=8, Cort+Antimet n=14, Kruskal-Wallis-Test)
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4. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung verschiedener I[L17-
produzierender Immunzellen und von NK-Zellen bei Patienten mit Myasthenia gravis
und der Vergleich der gewonnenen Ergebnisse mit Werten bei gesunden Probanden.
Dies geschah mit der Frage, ob diese Zelltypen bei MG-Patienten vermehrt im Blut
nachweisbar sind und somit im Krankheitsprozess der Myasthenia gravis
moglichweise eine Rolle spielen. Zudem sollte untersucht werden, ob sich die Zahl
dieser Zellen durch eine Thymektomie oder immunsuppressive Medikamente
beeinflussen lasst. Ausgehend von dieser Zielstellung konnte in der vorliegenden
Arbeit Folgendes gezeigt werden:

1. Die Zahl der Tcl17-Zellen bei MG-Patienten unterscheidet sich nicht signifikant
von der Zahl bei Gesunden. Die Zahl und Frequenz der CD8'CD161"" Zellen
ist hingegen bei den MG-Patienten signifikant verringert.

2. Die Zahl der Th17-Zellen ist bei den MG-Patienten, ebenso wie die Zahl der
CD4'CD161" Zellen, signifikant verringert.

3. Fur die Th1/Thl7-Zellen, die yd-T-Zellen und die NK-Zellsubpopulation der
CD56"CD16%™ Zellen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der
Zellzahl und -frequenz zwischen MG-Patienten und Gesunden.

4. Es ergeben sich Hinweise darauf, dass eine Thymektomie bei MG-Patienten
zur Angleichung der Zahl der Tcl7-Zellen und deren potentiellen Vorlaufern
(CD8'CD161M" Zellen), der Th17-Zellen und deren potentiellen Vorlaufern
(CD4*CD161" Zellen) und der NK-Zellsubpopulation der CD56%™CD16"""
Zellen an die Zellzahl bei Gesunden fihrt.

5. Bei MG-Patienten unter medikamentdser immunsuppressiver Therapie zeigen
sich CD8*CD161"" Zellen und CD4'CD161"* Zellen sowie die Zahl der Th17-
Zellen im Vergleich zu Gesunden reduziert.

6. FUr Tcl7-Zellen, Th1/Th17-Zellen, y6-T-Zellen und NK-Zellen zeigten sich bei
MG-Patienten unter medikamentdser immunsuppressiver Therapie keine
signifikanten Zellzahlunterschiede zu Gesunden.

Im Folgenden werden die genannten, wesentlichen Ergebnisse im Detail mit den
Daten der Literatur verglichen und diskutiert. Zuletzt wird die Bedeutung der

Ergebnisse zusammenfassend dargestellt.
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4.1. Rolle der CD8'CD161"9" Zellen bei der MG

Die MG-Patienten zeigen im Vergleich zu gesunden Probanden weniger
CD8'CD161"" Zellen im Blut. Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit dieser
Zelltypus erstmals bei MG-Patienten untersucht wurde, liegen in der Literatur keine
vergleichbaren Angaben vor. Somit lassen sich hier nur die fur Gesunde erhobenen
Ergebnisse mit anderen Untersuchungen vergleichen. In meiner Arbeit fand sich bei
den Gesunden ein Anteil von 6,3 % (Median) CD161"" unter den CD8" Zellen. 8,5
% der CD8" waren CD161"°" und 84,6 % waren CD161". In einer Arbeit zu Hepatitis
C fand man bei Gesunden einen Anteil von 15 % CD161"%" unter den CD8" Zellen.
Die Untersuchung wurde mit 15 Probanden an einer somit geringeren Population
durchgefuhrt (Billerbeck et al, 2010). Eine andere Arbeitsgruppe fand im Mittel 10,6
% CD161™" unter den CD8" bei 28 gesunden Probanden (Fergusson et al, 2016). In
der genannten Arbeit wurden jedoch nicht, wie in meiner Arbeit, gezielt CD4" Zellen
aus der Bestimmung der CD8*CD161"9" Zellen ausgegrenzt. Eventuell wurden somit
auch CD4*'CD161" Zellen in die Bestimmung des CD8'CD161"%" Zellgehaltes mit
einbezogen.

Die Zahl der CD8'CD161"%" Zellen wurde bei anderen Erkrankungen untersucht. In
Blutproben von Patienten mit Multipler Sklerose (n=20) wurden héhere Anteile von
CD8'CD161"" Zellen im Vergleich zu Gesunden (n=47) gefunden (Annibali et al,
2011). Die Autoren werteten ihre Ergebnisse als Hinweis fir eine mdgliche
pathogenetische Rolle dieser Zellpopulation als ZNS-gangige Effektorzellen bei der
Multiplen Sklerose. CD8'CD161™" Zellen werden als Effektor-Gedachtniszellen
angesehen (hauptsachlich CD45R0°CD62L'CCR7), die sich in entziindeten
Geweben finden und proinflammatorische Zytokine (IFNy, TNFa) produzieren
(Billerbeck et al, 2010; Northfield et al, 2008; Takahashi et al, 2006). Im Gegensatz
zu den Ergebnissen von Annibali et al. zeigen sich in der vorliegenden Arbeit die
CD8'CD161"" Zellen bei den MG-Patienten verringert. Hierfur lassen sich mehrere
Ursachen postulieren.

Zum einen konnte die ermittelte, reduzierte Zahl der CD8*CD161"" Zellen bei den
hier untersuchten MG-Patienten Folge der immunsuppressiven, medikamentdsen
Therapie sein, der ein Teil der in dieser Gruppe zusammengefassten Patienten
unterlag. Patienten, die Immunsuppressiva einnehmen, zeigen in meiner Arbeit eine

geringere Zahl an CD8'CD161"™" Zellen als Gesunde oder Patienten ohne
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immunsuppressive Therapie. Auch unterscheiden sich Gesunde und Patienten ohne
Immunsuppressiva hinsichtlich der Zahl an CD8'CD161"9" Zellen nicht. Somit lieRe
sich auch postulieren, dass die MG per se nicht zu einer Veranderung der
CD8'CD161""  Zellzahl im Blut filhrt. Dies passt zu den bisherigen
pathophysiologischen Modellen der Autoantikbrperwirkung bei der MG (siehe
Abschnitt 1.2.1.). Diese fuhren keine Inflammationsreaktion mit einer Anhaufung von
Entziindungszellen im Bereich der neuromuskularen Endplatte als Ursache der
Muskelschwache an. Somit ist eine im Vergleich zu Gesunden unveranderte Zahl an
gewebegéngigen Entzindungszellen im Blut von MG-Patienten kein Uberraschendes
Ergebnis. Moglich ist auch, dass CD8'CD161"" Zellen keine Rolle im
Krankheitsprozess der MG spielen und die Zahl dieser Zellen deswegen anteilig
verringert ist.

Es zeigt sich in meiner Arbeit auRerdem, dass Patienten ohne Thymektomie weniger
CD8'CD161"" Zellen aufweisen als Gesunde. Zudem haben Patienten ohne
Thymektomie weniger CD8'CD161"" Zellen als Patienten, die sich einer
Thymektomie unterzogen haben, auch wenn hier der Unterschied nicht signifikant ist.
Somit lasst sich vermuten, dass die Entfernung des Thymus in MG-Patienten zu
einem Anstieg der CD8*CD161"" Zellen fiihrt. Dies kénnte einerseits direkt erfolgen,
zum Beispiel durch den Wegfall eines hemmenden Stimulus auf die Proliferation der
CD8'CD161"%" Zellen. Andererseits ware auch ein indirekter Effekt der Thymektomie
denkbar, der sich durch die Besserung der Symptomatik nach der Thymektomie und
einem damit einhergehenden geringeren Verbrauch an Immunsuppressiva erklart.
Hierfir spricht, dass Patienten unter immunsuppressiver Therapie eine geringere
CD8'CD161"" Zellzahl und -frequenz als Gesunde aufweisen. Interessanterweise
findet sich jedoch in der Gruppe der Patienten mit erfolgter Thymektomie ein héherer
Anteil an Patienten mit immunsuppressiver Therapie (66 % von 33 Proben) als in der
Gruppe der Patienten ohne Thymektomie (50 % von 16 Proben). Dies kdnnte
bedeuten, dass die Thymektomie auf die Zahl der CD8'CD161"¥" Zellen einen
groRBeren Einfluss ausibt als die Immunsuppressiva. Es ist jedoch auch denkbar,
dass insbesondere Patienten mit einer schweren Myasthenie, also einem hohen
Verbrauch an Immunsuppressiva, eine Thymektomie erhalten und deswegen in
dieser Gruppe mehr Patienten mit immunsuppressiver Therapie vertreten sind.

Wie eingangs erwahnt, liegen leider keine vergleichbaren Untersuchungen zur Zahl
der CD8'CD161"%" Zellen bei MG-Patienten in der Literatur vor. Suzuki et al. stellten
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jedoch Untersuchungen zu CD3"TCRV,24"'CD161"" Zellen (reife (klassische) NKT-
Zellen) an (Suzuki et al, 2005). Die Arbeitsgruppe fand fur diese Zellen einen im
Vergleich zu Gesunden hoheren Anteil bei MG-Patienten vor Thymektomie, jedoch
nur bei denjenigen Patienten, bei denen eine Thymushyperplasie vorlag. Nach der
Therapie, d.h. Thymektomie und Glukokortikoid-Therapie, war der Zellanteil gleich
derer der Kontrollgruppe. Suzuki et al. vermuten in der erhéhten Zahl der reifen NKT -
Zellen ein Gegengewicht zur dysregulierten T-Zellfunktion. Da die NKT-Zellen aus
dem Thymus stammen, sinkt ihre Zahl nach der Thymektomie (Suzuki et al, 2005). In
der vorliegenden Arbeit wurde fiir die Bestimmung der CD8*CD161™" Zellen keine
zusatzliche Farbung der TCR-Ketten vorgenommen. Also schlie3t diese hier
genannte Population sowohl afTCR™ (invariante und nicht-invariante a- und pB-
Ketten) als auch ydTCR" Zellen mit ein. Somit ist der Vergleich der hier untersuchten
CD8'CD161"%" Zellen und der bei Suzuki et al. genannten CD3"TCRV,24'CD161""
Zellen lediglich der Vergleich einer Schnittmenge beider Populationen. Beide
Untersuchungen zeigen jedoch, dass eine Thymektomie zu einer Angleichung der
Zahl der CD161"" Zellen an die Zahl in der Kontrollgruppe fiihrt.

Zusammenfassend sprechen die gewonnenen Ergebnisse zu den CD8'CD161""
Zellen gegen eine krankheitsauslosende Rolle dieser Zellen im Krankheitsprozess
der MG. Dies steht im Kontrast zu den oben genannten Erkenntnissen zur Multiplen
Sklerose, bei denen eine pathogenetische Rolle der CD8'CD161"%" Zellen im
Rahmen dieser Erkrankungen angenommen wird (Annibali et al, 2011). Meine
Ergebnisse lassen jedoch vermuten, dass sowohl eine immunsuppressive
medikamentdose Therapie als auch eine Thymektomie einen, wenn auch
gegensatzlichen, Einfluss auf die Zahl dieser Zellen im Blut von MG-Patienten

nehmen.
4.2. Die Bedeutung der Tc17-Zellen fur die Pathogenese der MG

Die Ergebnisse meiner Arbeit zeigen geringere Zahlen der Tcl7-Zellen
(CD3"CDS8IL17°IFNyY’) bei den Patienten ohne Thymektomie sowohl im Vergleich zu
Gesunden als auch im Vergleich zu den Patienten nach Thymektomie. Die Zellzahl
der Patienten nach Thymektomie unterscheidet sich nicht signifikant von den
Gesunden. Somit kdnnte man annehmen, dass sich nach einer Thymektomie die

Zahl der Tcl17-Zellen steigert und dadurch normalisiert. Das Ergebnis &hnelt dem der
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CD8*'CD161"9" Zellen (Abschnitt 4.1.). Dies tberrascht nicht, da angenommen wird,
dass die Tcl7 Zellen eine Teilpopulation der CD8'CD161"%" Zellen darstellen
(Billerbeck et al, 2010). Eine andere Arbeitsgruppe untersuchte ebenfalls Tc17-Zellen
bei 12 MG-Patienten vor und nach einer Thymektomie und im Vergleich zu 12
gesunden Probanden (Hosseini et al, 2017). Man fand fir die Tcl7-Zellen einen
hoéheren Anteil bei den MG-Patienten vor der Thymektomie im Vergleich zu
Gesunden. Zusatzlich lie3 sich bei 9 von 12 MG-Patienten 6 Monate nach der
Thymektomie ein signifikanter Rickgang des Tcl7-Zellanteils nachweisen, sodass
dann kein signifikanter Unterschied zu den gesunden Kontrollen mehr bestand. Nur 3
von 12 MG-Patienten zeigten nach der Thymektomie einen noch hoheren Tcl7-
Anteil als vorher. Aufgrund ihrer Ergebnisse vermuten die Autoren
zusammenfassend eine mogliche pathogenetische Rolle der Tc17-Zelle bei der MG.
Die Ergebnisse meiner Arbeit zeigen im Vergleich zu Hosseini et al. ein umgekehrtes
Verhaltnis der Tcl7-Zellzahlen und lassen somit auch einen entsprechend
umgekehrten Effekt der Thymektomie auf die Tcl7-Zellzahl vermuten. Die
Angleichung der Tcl17-Zellzahl an die Zahl der Gesunden nach der Thymektomie ist
jedoch beiden Arbeiten gemein. Grunde fir die unterschiedlichen Ergebnisse sind
moglicherweise in der unterschiedlichen Methodik beider Arbeiten zu finden.
Hosseini et al. stimulierten ihre Zellproben zwar ebenfalls mit PMA und lonomycin,
schlossen aber im Gegensatz zu meiner Arbeit fur ihre Definition der Tcl7-Zellen
eine gleichzeitige Produktion von IFNy nicht aus. Hosseini et al. bezogen im
Gegensatz zu meiner Arbeit auch 3 seronegative MG-Patienten ein. Der mdgliche
Einfluss einer eventuell bestehenden immunsuppressiven Medikation wurde bei
Hosseini et al. nicht beriicksichtigt. Patienten mit rein okularer Myasthenie wurden,
gegensatzlich zu meiner Arbeit, von der Untersuchung ausgeschlossen. Auch
untersuchten Hosseini et al. stets nach einem konstanten Zeitraum von 6 Monaten
nach der Thymektomie dieselben Patienten in Form einer individuellen
Verlaufskontrolle. Bei meinem Patientenkollektiv bestand zwischen der Thymektomie
und der Blutuntersuchung teilweise ein Zeitabstand von vielen Jahren und es wurden
unterschiedliche Patientenkollektive miteinander verglichen. Es ist jedoch denkbar,
dass 6 Monate nach der Thymektomie noch kein neuer stabiler Zustand des
Immunsystems erreicht ist. Hierzu passt, dass sich der klinische Benefit der
Thymektomie erst einige Monate bis Jahre nach der Thymektomie einstellt (Wolfe et

al, 2016). Fir die Untersuchung der Zellzahl bei Patienten ohne Thymektomie
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standen mir nur 7 Proben zur Verfigung. Gleichwohl lassen die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit einen Einfluss der Thymektomie auf die Zahl der Tcl7-Zellen
vermuten, zumal in Bezug auf diesen Zelltypus keine signifikanten Auffalligkeiten
durch die immunsuppressiven Medikamente nachweisbar waren. Moéglicherweise fallt
durch die Entfernung des Thymus ein hemmender Einfluss auf die Proliferation oder
Differenzierung der Tcl17-Zellen weg.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine nicht signifikante Erniedrigung der Tcl7-
Zellzahl und -frequenz bei MG-Patienten im Vergleich zu Gesunden. In einer anderen
Arbeit fand man im Gegensatz dazu einen nicht signifikant erhthten Anteil an Tcl17-
Zellen bei MG-Patienten im Vergleich zu Gesunden (Yi et al, 2020). Dabei wurden im
Vergleich zu meiner Arbeit mehr als doppelt so viele Patientenproben untersucht. Die
Arbeitsgruppe leitet aus ihren Ergebnissen zusammenfassend eine pathogenetische
Rolle der Tcl7-Zellen bei der seropositiven MG ab. Fur IFNy-produzierende Tcl7-
Zellen wurde in der genannten Arbeit ein signifikant hoherer Anteil bei MG-Patienten
im Vergleich zu Gesunden nachgewiesen. In meiner Arbeit zeigte sich die Zahl und -
frequenz der IFNy-produzierenden Tcl7-Zellen bei den MG-Patienten im Vergleich
zu den Gesunden erhoht, der Unterschied war aber hier nicht signifikant. Eine
pathogenetische Bedeutung der Tcl7-Zellen im Rahmen der MG wéare aus den
Ergebnissen somit hochstens flir die IFNy-produzierende Zellpopulation ableitbar.
Passend dazu scheint im Mausmodell die Entwicklung einer EAMG von IFNy
abhéangig zu sein (Balasa et al, 1997).

Insgesamt sprechen die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse gegen eine
krankheitsfordernde Rolle der Tcl7-Zellen bei der MG, da sie sich bei MG-Patienten
nicht in vermehrter Zahl nachweisen lassen. Jedoch scheint eine Thymektomie auf
diese Zellen einen Effekt auszuiben, der sich in Form einer Steigerung der Zellzahl
im Vergleich zu MG-Patienten ohne Thymektomie, also als eine Angleichung an die
Zellzahl bei Gesunden, aul3ert. Hier kdnnte eine protektive Rolle der Tc17-Zellen im
Rahmen der MG angenommen werden, die sich in Form einer Symptomlinderung
zeigt und auf der Steigerung der Tcl7-Zellzahl durch die Thymektomie beruht. Die
Ergebnisse sprechen zusatzlich daftr, dass durch eine medikamenttse
immunsuppressive Therapie die Tc17-Zellzahl nicht beeinflusst werden kann. Fir die
IFNy-produzierenden Tcl7-Zellen kbnnen aus den Ergebnissen meiner Arbeit und
aus der Literatur Hinweise fur eine krankheitsfordernde Wirkung dieser Zellpopulation

bei der MG abgeleitet werden.
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4.3. Die Bedeutung der Th17-Zellen und deren potentiellen Vorlauferzellen
(CD4"CD161" Zellen) fur die Pathogenese der MG

Die Population der CD4°CD161" Zellen beinhaltet die Thl7-Zellen (CD3'CD8
IL17*IFNy"), also potentielle IL17-Produzenten. MG-Patienten zeigen insgesamt eine
signifikant geringere Zahl der CD4'CD161" Zellen und der Th17-Zellen als Gesunde.
Es scheint jedoch so, dass diese Zellen aufgrund der immunsuppressiven Therapie
bei den MG-Patienten verringert sind. Betrachtet man namlich die Zahl der
CD4'CD161" Zellen und der Thl7-Zellen in Bezug auf die nach Medikation
gruppierten Patienten, so zeigen meine Ergebnisse, dass Patienten unter
medikamentdser Immunsuppression eine geringere Zellzahl im Vergleich zu
Gesunden  haben. Patienten ohne Immunsuppression haben  keinen
Zellzahlunterschied zu den Gesunden. Somit ergibt sich auch hier, wie bei den
CD8'CD161"" Zellen (sieche Abschnitt 4.1.), die Vermutung, dass nicht die
Erkrankung allein zu einer Verringerung der Zahl der CD4°CD161" Zellen und der
Th17-Zellen fuhrt.

Werden die MG-Patienten in eine Gruppe ohne Thymektomie und in eine Gruppe mit
erfolgter Thymektomie eingeteilt, so ist das Ergebnis etwas differenzierter. Fur
CD4'CD161" Zellen und Thl7-Zellen zeigen sich bei den Patienten ohne
Thymektomie im Vergleich zu den Gesunden signifikant geringere Zellzahlen. Die
Patienten, die eine Thymektomie erhielten, haben im Vergleich zu Gesunden
signifikant geringere Zahlen an CD4'CD161" Zellen und nicht signifikant geringere
Zahlen an Thl17-Zellen. Auffallig ist, dass die Zellzahl fir die Patienten, die eine
Thymektomie erhielten, fir beide Zellgruppen etwas hoéher ist als bei den Patienten
ohne Thymektomie. Dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant, moglicherweise
aufgrund der etwas geringen Probenanzahl (siehe Abschnitte 3.3.2. und 3.4.2.).
Dieser Unterschied konnte jedoch ein Hinweis darauf sein, dass eine Thymektomie
zu einer diskreten Steigerung der Zahl der CD4°CD161" Zellen und Th17-Zellen bei
MG-Patienten fuhrt. Das heil3t, die Thymektomie hatte eine Annéherung der Zellzahl
an die Zahl bei Gesunden zur Folge. Wie bei den CD8'CD161"™" Zellen (siehe
Abschnitt 4.1.) und den Tc17-Zellen (siehe Abschnitt 4.2.) zeigt sich nun wiederholt
ein solches Ergebnis, welches erneut zu der Annahme fluhrt, dass durch die
Entfernung des Thymus ein supprimierender Faktor auf die Zahl der CD4"CD161"
Zellen und der Th17-Zellen wegfallt. Ebenso ware, wie bei den CD8'CD161"" Zellen
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(siehe Abschnitt 4.1.), erneut auch ein indirekter Effekt der Thymektomie denkbar,
der sich durch die Besserung der Symptomatik nach der Thymektomie und einem
damit einhergehenden geringeren Verbrauch an Immunsuppressiva erklart. Hierfur
spricht wiederum, dass Patienten unter immunsuppressiver Therapie eine geringere
Zahl der CD4'CD161" Zellen und der Th17-Zellen als Gesunde aufweisen. Jedoch
auch hier findet sich interessanterweise in der Gruppe der Patienten mit erfolgter
Thymektomie ein hoherer Anteil an Patienten mit immunsuppressiver Therapie (66 %
von 30 Proben (fiir CD4°CD161" Zellen) und 78 % von 18 Proben (fir Th17-Zellen))
als in der Gruppe der Patienten ohne Thymektomie (57 % von 14 Proben und 57 %
von 7 Proben). Dies kdnnte auch hier bedeuten, dass die Thymektomie auf die Zahl
der CD4'CD161" Zellen und Th17-Zellen einen groReren Einfluss ausiibt als die
Immunsuppressiva. Es ist erneut auch denkbar, dass insbesondere Patienten mit
einer schweren Myasthenie, also einem hohen Gebrauch an Immunsuppressiva im
Vergleich zu Patienten mit schwacheren Symptomen, eine Thymektomie erhalten
und deswegen in dieser Gruppe mehr Patienten mit immunsuppressiver Therapie
vertreten sind.

In einer Studie zeigten MG-Patienten ohne Thymektomie einen grol3eren Anteil an
Thl7-Zellen im Vergleich zu Gesunden (Hosseini et al, 2017). Nach der
Thymektomie sank bei den meisten Probanden der Anteil der Th17-Zellen. Nur bei
einem der 12 untersuchten Patienten war der Anteil der Thl7-Zellen nach der
Thymektomie hoher als vor der Thymektomie. In der Studie wurde jedoch nicht der
Einfluss einer immunsuppressiven Medikation berticksichtigt. Auch war die Zahl der
untersuchten Patienten mit 12 eher gering. In einer anderen Studie fand man bei
MG-Patienten nach Thymektomie einen hdéheren Anteil an Th17-Zellen im Blut als
bei den Gesunden, signifikant bei den Patienten, bei denen ein Thymom histologisch
nachgewiesen wurde und nicht signifikant bei den Patienten mit Thymushyperplasie
(Wang et al, 2012). Die Arbeitsgruppe fand keinen Unterschied im Anteil der Th17-
Zellen bei Gesunden im Vergleich zu Patienten ohne Thymektomie. Jedoch wurde
auch in dieser Arbeit der Einfluss einer immunsuppressiven Medikation nicht
bericksichtigt. In einer weiteren Studie fand man keinen Unterschied im Anteil der
Thl7-Zellen im Blut von MG-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden
(Masuda et al, 2010). Hier wurden jedoch die Th17-Zellen anhand der Expression
von RORyt-RNA identifiziert und nicht anhand der Expression von IL17 selbst.

Zudem wurde fr die Untersuchung keine erkennbare Unterscheidung nach erfolgter
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oder nicht erfolgter Thymektomie oder der bestehenden immunsuppressiven
Medikation vorgenommen.

Die unterschiedlichen Ergebnisse der oben genannten Arbeiten lassen sich sicherlich
zum Teil mit der sehr unterschiedlichen Methodik und den unterschiedlichen
Patientenkollektiven begrinden. Zudem wurde aus technischen Griinden fiur die
Bestimmung der Th17-Zellen (CD3*CDS8IL17°IFNy) in der vorliegenden Arbeit keine
Farbung von CD161 oder CD4 vorgenommen. Hieraus ergibt sich, dass bei der
Bestimmung der Th17-Subgruppe eventuell CD4" Zellen mit erfasst wurden. Auch ist
eine Angabe des Anteils der Th17-Population unter den CD4'CD161" Zellen nicht
moglich.

In dieser Arbeit wurde erstmals eine bestehende immunsuppressive Medikation als
moglicher Einflussfaktor auf die Zellzahl von Thl7-Zellen und deren Vorlaufern
untersucht. Die immunsuppressive Medikation scheint, nach den hier gewonnenen
Ergebnissen, einen wichtigen Einfluss auf die Thl7-Zellzahl und die Zahl der
CD4'CD161" Zellen zu nehmen. Somit zeigen die verschiedenen Ergebnisse die
Notwendigkeit zu weiteren Untersuchungen dieser Zelltypen bei MG-Patienten auf,
da die genaue Rolle von Th17-Zellen und CD4'CD161" Zellen bei der MG noch
unklar bleibt. In diesen Untersuchungen sollte die medikamentése immunsuppressive
Therapie unbedingt bericksichtigt werden. Zusammenfassend lie3 sich aus den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, neben mdglichen Effekten der
immunsuppressiven Medikation und der Thymektomie auf die Zahl der Zellen, kein
klarer Hinweis auf eine aktive Rolle dieser Zellpopulationen im Krankheitsprozess der
MG ableiten.

4.4. Die Rolle der Th1/Th17-Zellen fur die MG-Pathogenese

Als weitere proinflammatorische Zelllinie mit Verwandtschaft zu Th17-Zellen wurden
Th1/Thl7-Zellen im Rahmen meiner Arbeit untersucht. Interessanterweise zeigten
sich bei den Th1/Th17-Zellen keine signifikanten Zellzahlunterschiede zwischen MG-
Patienten und Gesunden. Durch ihre relative Unempfindlichkeit gegenlber der
hemmenden Wirkung von regulatorischen T-Zellen, sind Th1l/Th17-Zellen der
Kontrolle durch das Immunsystem entzogen. Zusatzlich sind Th1/Thl7-Zellen in der
Lage, Plasmazellen zur Produktion von Antikérpern anzuregen (Annunziato et al,
2007). Somit konnten Th1/Th17-Zellen den wichtigen Stimulus zur Produktion der
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Autoantikorper bei der MG geben. Das Ergebnis einer anderen Arbeit I&sst einen
solchen Mechanismus bei einer anderen Autoimmunerkrankung vermuten. Man fand
in einer Arbeit zu Diabetes mellitus Typ 1 eine Korrelation in der Hohe der
Blutglukosekonzentration zu der Hohe des Verhaltnisses von IFNy zu IL17
(produziert durch Th1/Th17-Zellen) bei Kindern mit Pradiabetes. Die Autoren
vermuten somit eine schadigende Wirkung der Thl1l/Thl7-Zellen auf die
insulinproduzierenden Zellen der Bauchspeicheldrise (Reinert-Hartwall et al, 2015).
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnen eine pathogenetische Rolle der
Th1/Th17-Zellen bei der MG nicht unterstiitzen. In einer anderen Studie zeigten sich
die Th1/Thl7-Zellen bei MG-Patienten anteilig nicht signifikant gering erhéht im
Vergleich zu Gesunden (Yi et al, 2020). Durch Hemmung des Transkriptionsfaktors
RORyt konnte eine signifikante Reduktion des Anteils an Th1/Th17-Zellen in vitro
nachgewiesen werden. In einer anderen Arbeit konnte gezeigt werden, dass
Th1/Th17-Zellen wohl die autoreaktiven T-Zellen bei der MG darstellen (Cao et al,
2016). Die Ergebnisse scheinen somit zunachst widersprichlich. Da die Th1/Th17-
Zellen jedoch offenbar nur in sehr geringer Zahl im Blut vertreten sind, ist die
Untersuchung dieser Zellen technisch schwierig. Zudem muss man annehmen, dass
nicht alle zirkulierenden Th1/Thl7-Zellen auch autoreaktiv sind. Da dieser Zelltyp
bedeutsam zu sein scheint und mdglicherweise durch eine Hemmung des
Transkriptionsfaktors RORyt direkt beeinflusst werden kann, sind weitere
Untersuchungen zu dieser Zellpopulation sinnvoll.

Die Th1/Thl7-Zellen wurden in dieser Arbeit als CD3'CDS8IL17 IFNy* Zellen
definiert. Die Expression von CD4 wurde in der Untersuchung der Th1/Th17-Zellen
nicht berlcksichtigt. Somit war die Abgrenzung der Th1/Th17-Zellen als CD4"
Population von CD4" Zellen leider nicht mdglich. Die Miterfassung dieser Zelltypen
kénnte theoretisch das Untersuchungsergebnis beeinflusst haben, jedoch ist deren

Anteil so gering, dass dies eher unwahrscheinlich ist.

4.5. Die Bedeutung der y&-T-Zellen fur die MG-Pathogenese

In der vorliegenden Arbeit fand sich mit 2,8 % ydTCR" Zellen unter den CD3" Zellen
bei den Gesunden und 2,5 % bei den MG-Patienten kein signifikanter Unterschied
zwischen Gesunden und Patienten. Dies bestatigt Ergebnisse aus der Arbeit einer

anderen Arbeitsgruppe. Auch hier waren sowohl bei gesunden jiingeren als auch bei

77



Diskussion

alteren Probanden unter 5 % der CD3" Zellen ydTCR" (van der Geest et al, 2018).
Die Altersverteilung der Arbeit von van der Geest et al. entspricht hierbei jener in der
vorliegenden Arbeit (siehe Abschnitt 3.). Der grote Teil der yd-T-Zellpopulation in
dieser Arbeit ist doppelt negativ fir CD4 und CD8 (CD4°CD8’). Dies zeigte sich auch
in vorangegangenen Arbeiten (Brenner et al, 1986). Der grofdte Teil der Ubrigen yd-T-
Zellen zeigt nur eine Expression von CD8 ohne CD4. Der geringste Teil der yo-T-
Zellen ist CD4" ohne Expression von CD8. Dieses Verhaltnis im Expressionsmuster
ist fur Gesunde und MG-Patienten in dieser Arbeit nahezu gleich. Aus dieser
Gleichverteilung ergibt sich die Vermutung, dass yd-T-Zellen keine pathogene Rolle
bei der MG spielen. Auch in einer anderen Studie fand man bei MG-Patienten im
Vergleich zu Gesunden gleiche Zellanteile fur yd-T-Zellen. Nachdem jedoch die MG-
Patienten nach klinischer Manifestation der MG gruppiert wurden, zeigte sich bei den
Patienten mit generalisierter MG ein signifikant geringerer Anteil der yo-T-Zellen im
Blut im Vergleich zu Patienten mir rein okulérer Symptomatik (Ragheb et al, 1999).
Moglicherweise fehlen bei der generalisierten MG die yd-T-Zellen als regulatorisches
und die Immunreaktion hemmendes Moment. Eine solche regulatorische Funktion
(Hemmung der Proliferation von CD4" T-Zellen) konnte fiir yd-T-Zellen
nachgewiesen werden (Kuhl et al, 2009). Auch bei Patienten mit Diabetes mellitus
Typ 1 wurden erniedrigte Zahlen von y&-T-Zellen im Blut gefunden. Die Autoren
vermuten, dass die damit einhergehende Verringerung der immunregulativen
Wirkung dieser Zellen das Individuum empfanglicher fur Autoaggression macht
(Zubkiewicz-Kucharska & Noczynska, 2016). Laut meinen Ergebnissen lasst sich fur

yo-T-Zellen bei der MG keine krankheitsférdernde Rolle ableiten.
4.6. Die Bedeutung der NK-Zellen fur die MG-Pathogenese

Da bei NK-Zell-depletierten Mausen eine experimentelle autoimmune Myasthenia
gravis signifikant spater und mit geringerer Krankheitsschwere auftrat als bei Mausen
mit normaler NK-Zellfunktion, wird fir die NK-Zellen eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der MG angenommen (Shi et al, 2000).

In der vorliegenden Arbeit lassen sich unter den CD3" Zellen zwei CD56" Zellgruppen
abgrenzen. Zum einen eine CD56”"CD16%™ und zum anderen eine
CD56%™CD16"9" Population. Erstere macht einen Anteil von ca. 6 %, die zweite

macht einen Anteil von ca. 92 % der CD56" Zellen aus. Dieses Verhiltnis stimmt
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weitestgehend mit vorangegangenen Untersuchungen Uberein (Lanier et al, 1986).
Ob diese beiden Zellgruppen eigenstandige Zellreihen oder zwei Entwicklungsstufen
derselben Zellreihe darstellen, ist noch nicht geklart (siehe Abschnitt 1.5.). Auch die
in  meiner Arbeit gefundene Verteilung der CDG62L-Expression ist mit den
Ergebnissen anderer Autoren vergleichbar. Die Mehrzahl der CD56”"cD16%™
Zellen zeigt eine Expression des Adhéasionsmolekils CD62L. Bei den
CD56%™CD16""9" Zellen ist hingegen der Anteil ohne Expression von CD62L groRer.
Eine andere Arbeitsgruppe fand ein &hnliches Ergebnis (Frey et al, 1998).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen keine signifikanten Unterschiede der
CD56""9"CD16%™ Zellzahl, weder im Vergleich der Gesunden zu allen untersuchten
MG-Patienten noch in Bezug auf die unterschiedliche Medikamenteneinnahme und
auch nicht in Bezug auf die Unterteilung in Gruppen ohne oder mit Thymektomie.
Somit lasst sich aus den hier gewonnenen Ergebnissen keine wichtige Rolle dieser
NK-Zell-Population im Krankheitsprozess der MG ableiten. In einer Studie fanden
sich ebenfalls fir CD56”""™ Zellen keine Unterschiede der Zellanteile zwischen
Gesunden (n=9) und Patienten vor und nach Therapie (Thymektomie und
Glukokortikoid-Therapie) (Suzuki et al, 2005). Hier wurden Patienten untersucht, die
letztlich eine auffallige Thymushistologie (Hyperplasie oder Thymom) hatten. Diese
Ergebnisse erscheinen plausibel, da die Reifung der NK-Zellen nicht, wie bei den T-
Lymphozyten, an den Thymus gebunden ist, da die NK-Zellen als Teil der
angeborenen Immunabwehr keine Selektion mittels koérpereigener Antigene
durchlaufen missen. Im Gegensatz hierzu lassen die Ergebnisse einer Studie am
Mausmodell einen entscheidenden Beitrag der NK-Zellen zur Entstehung der MG
vermuten (Shi et al, 2000). Diese Ergebnisse sind jedoch mdglicherweise nicht ohne
Weiteres auf den Menschen ubertragbar. Es ist denkbar, dass die CD56”""'CD16%™
Zellen, befahigt durch ihre vermehrte Expression von CDG62L, verstarkt in
lymphatisches Gewebe einwandern und erst dort proliferieren. Solche Gewebe
wurden jedoch im Rahmen meiner Arbeit nicht untersucht. Weitere vergleichbare
Arbeiten bezlglich dieser NK-Zellgruppe im Zusammenhang mit der MG liegen in der
Literatur nicht vor. Jedoch fanden sich in Hautlasionen bei Psoriasis vermehrt
CD56"CD16" Zellen, die dort IFNy freisetzen. Sie scheinen einen entscheidenden
Beitrag zur Entstehung und Aufrechterhaltung der lokalen Entziindungsreaktion bei
der Psoriasis zu leisten (Ottaviani et al, 2006). Ob NK-Zellen im Rahmen einer MG

auch vermehrt im Bereich der neuromuskularen Endplatte vorkommen, kann in
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meiner Arbeit nicht beantwortet werden, da keine Gewebeproben untersucht wurden.
Da bei der Pathophysiologie der MG eine lokale Entziindungssituation aber nicht
vermutet wird, ware eine Anhaufung von NK-Zellen im Bereich der neuromuskularen
Endplatte jedoch auch nicht zu erwarten.

Die Einbeziehung der CD62L-Expression in die Ergebnisauswertung dieser Arbeit
filhrt zur Aufteilung der CD56°™CD16""" Zellpopulation in zwei Subgruppen mit
entsprechend gegensatzlichen Ergebnissen. Von den CD56%"CD16”""CD62L"
Zellen haben Patienten ohne Thymektomie einen geringeren prozentualen Zellanteil
als Gesunde. Vergleicht man Kontrollpersonen mit Patienten nach Thymektomie, so
besteht kein signifikanter Unterschied. Patienten nach Thymektomie weisen jedoch
einen hoheren Zellanteil im Vergleich zu Patienten ohne Thymektomie auf.
Entsprechend entgegengesetzt zeigen sich die CD56%"CD16""CD62L" Zellen bei
Patienten ohne Thymektomie im Vergleich zu Gesunden und Patienten nach
Thymektomie in Zahl und Frequenz erhoht. Die Thymektomie scheint somit das
Verhéltnis innerhalb der Population der CD56°"CD16""9"™ Zellen zu Gunsten der
CD62L exprimierenden Variante zu verschieben und somit dem Zustand beim
Gesunden anzugleichen. Die Ursache hierfir ist nicht klar. Mdglicherweise fuhrt die
Entfernung des Thymus zur Entfernung von regulatorisch wirkenden Zellen, die sonst
die Differenzierung der NK-Zellen beeinflussen. Da sich die CD56°™CD16"9"CD62L"
Zellen bei MG-Patienten ohne Thymektomie in Zahl und Frequenz erhoht zeigen,
kann fur diese Zellen eine pathogenetische Rolle bei der MG abgeleitet werden.
Zudem lasst sich anhand der vorliegenden Ergebnisse annehmen, dass die
Thymektomie die Zahl und Frequenz dieser Zellen beeinflusst. Méglicherweise ist die
Reduktion dieser Zellen eine Ursache fir die symptomlindernde Wirkung einer
Thymektomie bei der MG.

Suzuki et al. untersuchten ebenfalls CD56“™CD16" Zellen bei MG-Patienten, jedoch
ohne weitere Differenzierung in CD62L" oder CD62L" (Suzuki et al, 2005).
Interessanterweise ahneln die Ergebnisse von Suzuki et al. eher den in der
vorliegenden Arbeit gefundenen Verhaltnissen fir die CD56%"CD16”""CD62L"
Zellen, obwohl diese, wie in Abschnitt 1.5. beschrieben, den kleineren Anteil unter
den CD56%MCD16""" Zellen ausmachen. Die Arbeitsgruppe fand fir CD56%"CD16"
Zellen einen im Vergleich zu Gesunden zum Tell signifikant verringerten Zellanteil bei

Patienten vor der Thymektomie (signifikant flr jene mit Thymom und nicht signifikant
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fur jene mit Thymushyperplasie). Nach der Thymektomie waren die Zellanteile gleich
hoch, wie jene der gesunden Vergleichsgruppe (Suzuki et al, 2005).

In einer anderen Arbeit fanden sich bei Patienten mit eben diagnostizierter,
seropositiver Rheumatoider Arthritis ebenfalls verminderte Zellzahlen der CD56%™
NK-Zellen im Vergleich zu gesunden Kontrollen (Chalan et al, 2016). Auch hier
wurde keine Unterteilung der Ergebnisse nach CD62L-Expression vorgenommen.
Die Ursache der Zellzahlminderung vermuten die Autoren in der Immunkomplex-
vermittelten Apoptose der NK-Zellen durch Crosslinking der CD16-Rezeptoren (siehe
auch 1.5.). Da dies zu Beginn der Erkrankung nachzuweisen ist, wird hier vermutet,
dass dies mdoglicherweise zur Entwicklung der Erkrankung fiihrt und weniger ein
Ausdruck einer chronischen Inflammation darstellt.

Zusammenfassend lasst sich aus den fir die CD56%"CD16°"9"CD62L" Zellen
gewonnenen Ergebnissen eine wichtige Funktion dieser Zellen im Rahmen der MG
annehmen. Zudem scheint eine Thymektomie die Zahl und Frequenz dieser Zellen
zu reduzieren und durch diesen Mechanismus moglicherweise eine
Symptomlinderung herbeizufihren. Welche genauen Funktionen diese eher als
zytotoxisch anzusehende NK-Zell-Subpopulation im Rahmen der MG erfillt, l&sst
sich hier nicht ableiten. Anzunehmen ist, dass sie eher wahrend der Zirkulation im
Blut auf andere Zellen einwirken, da sie ohne die Expression von CD62L nicht in

lymphatische Gewebe einzuwandern kdénnen.

4.7. Limitationen der vorliegenden Arbeit

Die Aussagekraft der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse wird durch die relativ
kleine Fallzahl an Patientenproben eingeschrankt. Angemerkt sei, dass die
Myasthenia gravis eine seltene Erkrankung ist und die Fallzahlen dem Vergleich mit
der Literatur zumindest Stand halt. Vor allem die Einteilung in Subgruppen fuhrte
allerdings zu einer teilweise geringen Fallzahl. Die Tatsache, dass die Ergebnisse
teilweise nur fur die absoluten Zellzahlen oder die relativen Zellanteile signifikante
Auffalligkeiten zeigen, ist wahrscheinlich auf die geringe Anzahl von Proben und auf
das bei einigen Zellarten geringe Vorkommen im Probenmaterial zurickzufihren.
Zudem wurde ausschlief3lich Blut untersucht. Mdglicherweise hétte die zusatzliche
Untersuchung von Thymusgewebe, Lymphknoten oder Muskelgewebe zu anderen

Ergebnissen geflhrt. Sicherlich hat auch der Enthahmezeitpunkt der Blutprobe einen
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Einfluss auf die Ergebnisse. Die Zeit zwischen der Blutentnahme und der letzten
Einnahme der immunsuppressiven Medikamente und auch der Zeitraum zwischen

der Blutentnahme und der Thymektomie waren nicht standardisiert.
4.8. AbschlieRende Betrachtung

Fur die hier untersuchten IL17-produzierenden Zellpopulationen konnte keine
erhohte Zellzahl im Blut von MG-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen
nachgewiesen werden. Die Zahl der Thl7-Zellen war bei den MG-Patienten
signifikant erniedrigt. Dies ist wahrscheinlich Folge der medikamenttsen
immunsuppressiven Therapie. Zusatzlich ergaben sich Hinweise darauf, dass eine
Thymektomie zu einer Steigerung der Zahl an Th17-Zellen bei MG-Patienten fihrt.
Ob einer dieser vermuteten Effekte letztlich zur Verringerung der Symptome bei der
MG beitragt, lasst sich jedoch nicht sagen. Hinweise auf eine wichtige Rolle der
Th17-Zellen in der Pathogenese der MG liefern die Ergebnisse aber nicht.

Fur die Tcl7-Zellen lasst sich aus der gesteigerten Zellzahl bei Patienten mit
Thymektomie im Vergleich zu Patienten ohne Thymektomie zum einen ein
therapeutischer Effekt der Thymektomie und zum anderen eine mdoglicherweise
protektive Rolle dieser Zellpopulation in Bezug auf die MG ableiten, da eine
Thymektomie oft mit einer Symptomlinderung einhergeht (Wolfe et al, 2016). Zudem
scheint die Zahl der Tc17-Zellen nicht durch eine medikamentése immunsuppressive
Therapie beeinflussbar zu sein. In einer anderen Arbeit fand man einen nicht
signifikant erhohten Anteil an Tcl7-Zellen bei MG-Patienten im Vergleich zu
Gesunden und leitete eine krankheitsférdernde Rolle der Tc17-Zellen bei der MG ab
(Yi et al, 2020). Die IFNy-produzierenden Tcl7-Zellen zeigten sich in ihrer Zahl in
meiner Arbeit bei den MG-Patienten im Vergleich zu Gesunden im Trend erhoht.
Dies kann trotz fehlender Signifikanz als Hinweis auf eine pathogenetische
Bedeutung dieser Zellpopulation bei der MG gewertet werden.

Die Zahlen der CD8'CD161"%" Zellen und der CD4*CD161" Zellen zeigten sich bei
den MG-Patienten im Vergleich zu Gesunden signifikant verringert. Dies ist am
ehesten auf die medikamentdése immunsuppressive Therapie zurickzufuhren.
Daruber hinaus ergaben sich Hinweise darauf, dass eine Thymektomie ebenfalls die

Zahl dieser Zellen beeinflusst und zu einer Erh6hung der Zellzahl fuhrt. Eine negative
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Rolle der beiden Zellpopulationen fur die Pathogenese der MG lasst sich aus diesen
Ergebnissen nicht ableiten.

Anhand der erhaltenen Ergebnisse ergeben sich keine Hinweise darauf, dass
Th1/Th17-Zellen am Krankheitsprozess der MG beteiligt sind. Jedoch fand sich auch
hier in einer anderen Studie ein nicht signifikant erhdhter Anteil an Th1/Th17-Zellen
bei MG-Patienten im Vergleich zu Gesunden (Yi et al, 2020).

Fur die yd-T-Zellen lasst sich aus den Ergebnissen keine pathogenetische Rolle
dieser Zellen bei der MG ableiten. Fur diese Zellpopulation wurden in anderen
Arbeiten &hnliche Ergebnisse gefunden, wie in der vorliegenden Arbeit (Ragheb et al,
1999; van der Geest et al, 2018). Allerdings liegt zu yd-T-Zellen im Zusammenhang
mit der MG nur wenig Literatur vor. Zur Erweiterung der Erkenntnisse zu diesem
Zelltypus speziell im Zusammenhang mit der MG ist weitere Forschung notig.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zu den NK-Zellen sprechen bei der
Subpopulation der CD56%™"CD16°"9"CD62L" Zellen fiir eine wichtige Funktion dieser
Zellen bei der MG, wie sie fir NK-Zellen beim Mausmodell postuliert wurde (Shi et al,
2000). Somit scheint neben dem adaptiven auch das nicht-adaptive Immunsystem fur
die Ablaufe bei der MG von Bedeutung zu sein. Aus diesem Grund sind weitere
Untersuchungen zu den NK-Zellen bei der MG sinnvoll. Eine Thymektomie scheint
auch die Zahl der CD56"™CD16""" Zellen zu beeinflussen und an die Verhéltnisse
bei Gesunden anzunahern.

Zusammenfassend liefert die vorliegende Arbeit Hinweise darauf, dass Tcl7-Zellen
und CD56%"CD16"""CD62L" Zellen im Krankheitsverlauf der MG eine Rolle spielen
und dass sich die Zahl dieser beiden Zellpopulationen durch eine Thymektomie und
nicht durch eine medikamentése immunsuppressive Therapie beeinflussen lasst. Auf
die Zahl der Th17-Zellen scheinen vorrangig eine medikamentdse immunsuppressive
Therapie und mdglicherweise auch eine Thymektomie Einfluss zu nehmen. Eine
wichtige Bedeutung in der Pathogenese der MG lasst sich fur die Th17-Zellen jedoch
nicht erkennen.

Moglicherweise kann aber die Zellzahlbestimmung der Th17-Zellen bei MG-Patienten
dazu genutzt werden, das Ansprechen auf eine Thymektomie oder eine
medikamentése immunsuppressive Therapie vorauszusagen oder objektiv
nachzuweisen. Therapieversuche, die Uber eine Hemmung des Transkriptionsfaktors

RORc die Reduktion der Zahl IL17-produzierender Zellen zum Ziel haben, kdnnten
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moglicherweise zu unspezifisch auch die Zahl jener Zellpopulationen verringern, die
den Krankheitsverlauf der MG gunstig beeinflussen.
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