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Evidence of Antibody Demonstration in Human Myopathies by Means
of an Immune Fluorescence Technique
Summary. By means of an immune fluorescence technique cell-bound antibodies in

biopsies of skeletal muscle in patients with muscular dystrophy and myositis could be
demonstrated. The significance of the results in the pathogenesis of these diseases is discussed.

Zusammenfassung. Mit Hilfe der Immunofluorescenz kann an bioptisch gewonnener
menschlicher Skeletmuskulatur sowohl bei der Muskeldystrophie als auch bei der Poly-
myositis das Vorhandensein zellgebundener Autoantikérper wahrscheinlich gemacht werden.
Die Bedeutung des Befundes fiir die Pathogenese dieser Erkrankungen wird diskutiert.

Obwohl seit einer Reihe von Jahren ein erheblicher Arbeitsaufwand darauf
verwendet wird, auf dem Gebiet der Myopathien mit Hilfe der modernen Metho-
den der Biochemie, Histochemie und Elektronenmikroskopie neue Erkenntnisse
zu gewinnen, sind die Ergebnisse beziiglich der Kldrung pathogenetischer und
dtiologischer Zusammenhinge bisher eigentlich recht enttduschend.

Parallel dazu wurden aber klinische Erfahrungen iiber eine gelegentliche Syn-
tropie von Myasthenie und Erkrankungen aus dem Formenkreis der Autoaggres-
sionskrankheiten gesammelt (Denney und Rose; Fischer u. Mitarb., Harvey und
John, Mittelbach und Pongratz, 1968; Sabay u. Mitarb.; u. a.). Weiterhin fand
man im Serum mancher Myasthenie-Patienten Antikérper, die gegen Muskelpro-
tein gerichtet waren und sich als Gamma-(@-Globuline herausstellten (Fischer u.
Mitarb.; Ricken; u. a.). Diese Antikérper erbrachten in vitro eine komplement-
verbrauchende Raktion und lieBen sich auch am Muskelschnitt mit Hilfe immun-
fluorescenzhistochemischer Methoden nachweisen. Zu betonen ist allerdings, daB
der Nachweis ihrer Wirksamkeit in vivo noch aussteht.

Die Tatsache, daBl Antikérper gegen Muskeleiweil vorwiegend bei Myasthenikern mit
Thymomen auftreten (Beutner u. Mitarb.; Van der Geld u. Mitarb.; Klein und Lennartz)
weist ebenfalls auf einen pathologischen ImmunprozeB hin. Allerdings bleibt bislang die Frage,
offen, ob es sich hierbei um einen priméren, d. h. pathogenetischen Vorgang analog den sog.
Autoimmunerkrankungen handelt, wo das Auftreten von Antikérpern eine fithrende Rolle
in der Auslésung des Krankheitsprozesses spielt, oder ob es sich nur um sekundér im Rahmen
des pathologischen Muskelprozesses aufgepfropfte Immunphénomene handelt. Fir die iibrigen
Myopathien existieren bis heute noch weit weniger Anhaltspunkte fur eine Autoimmungenese,
obwohl z. B. bei der Muskeldystrophie der Befund einer pathologischen Membrandurchldssig-

keit fir potentiell immunogen wirksame Proteine theoretisch ohne weiteres an eine solche
denken laBt.
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Als erste Anhaltspunkte sind experimentelle Untersuchungen von Tal und Li-
ban zu werten, die bei Tieren durch die Verabreichung homologer und heterologer
Muskelextrakte myopathische Verénderungen hervorrufen konnten.

Da bisher immunhistochemische Methoden bei Myopathien, auBler bei der
Myasthenie noch nicht durchgefithrt wurden, erschien es uns zunéchst angebracht,
auf diesem Wege die anstehenden Probleme einer Kldrung zuzufiihren.

Methodik 1

Die erstmals von Coons u. Mitarb. entwickelte Methode der Immunofluorescenz gestattet
es, zellfixierte Antikérper im Mikroskop sichtbar zu machen und zusitzlich Anhaltspunkte fiir
ihre Lokalisation zu gewinnen.

Als Untersuchungsmaterial wurden 10 . dicke Kryostatschnitte bioptisch gewonnener Ge-
websproben menschlicher Muskelkrankheiten verwendet.

Nach der Methode von Rinderknecht wurden vom Kaninchen oder von der Ziege gewon-
nene Antiseren gegen Human-Gamma-G-, Gamma-A-, Gamma-M- sowie Beta-1C/1A-Globulin
und Fibrinogen verwendet, die mit Fluorescein-Isothiocyanat markiert waren, um die ent-
sprechenden Globulinfraktionen am Muskel nachzuweisen. Es wurden Kontrollen auf Spe-
zifitéit durchgefithrt, um jegliche unspezifischen Fluorescenzphinomene auszuschlieBen. Zum
Nachweis von Serumantikorpern im Blut der jeweiligen Patienten diente der Hamagglutina-
tionstest nach der Methode von Djanian u. Mitarb. mit formalinisierten, tannierten Erythro-
cyten, die mit normalem Muskelprotein beladen waren.

Zur Untersuchung gelangten Muskelproben von 5 Patienten mit einer chronischen Poly-
myositis, 8 Patienten mit einer progressiven Muskeldystrophie (sowohl Typ Duchenne als
auch solche vom Typ der Facio scapulo humeralen Lokalisation) und 5 Patienten mit einer
neurogenen Atrophie (progrediente spinale Muskelatrophie). Die Auswahl der Patienten er-
folgte unwillkirlich. Als Kontrollen dienten Patienten, die weder histologisch noch elektro-
myographisch noch biochemisch Anhaltspunkte fiir eine Muskelaffektion erkennen liefen, ins-
gesamt wurden 5 normale Muskelproben verwendet.

Ergebnisse

Die chronische Polymyositis (Abb. 1), die am ehesten die Moglichkeit eines Anti-
korpernachweises erwarten 1a8t, zeigt eine deutliche Reaktion des Anti-Human-
Gamma-G-Globulins. Aulerdem scheint es aber auch zu einer Komplementfixie-
rung zu kommen, da sich zusdtzlich mit Anti-Beta-1C-Serum eine spezifische
Fluorescenz finden 1aB3t. Zu betonen ist, daf es zu einer Reaktion im Bereich der
Muskelfasern selbst, sowie der entzindlichen Infiltrate kommt.

Bei der Muskeldystrophie (Abb. 2) zeigt sich in jedem der untersuchten Fille
ebenfalls eine deutliche spezifische Reaktion mit Anti-Gamma-G-Serum. Bei weit
fortgeschrittenen Fillen werden die Ergebnisse am deutlichsten. Hine ausge-
sprochen nekrotisierende ¥orm der progressiven Muskeldystrophie, die im van
Gieson-Bild einen erheblichen Zerfall der Muskelfasern aufweist, erbringt nicht
nur eine Reaktion mit Anti-Gamma-G- und Anti-Beta-1C-Serum, sondern gestattet
auch den Nachweis der sonst kaum zu findenden Antikoérper-Gamma-A und

1 Die Arbeit wurde mit Unterstitzung der Friedrich Baur-Stiftung, Minchen, und der
Deutschen Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt.

Abb. 2a u. b. Progressive Muskeldystrophie. a Erheblich myosklerotischer Umbau mit aus-

geprigten Kaliberschwankungen der Muskelfasern und sekundiren Abridumphinomenen.

Van Gieson-Féirbung, Vergr. 100 xX. b Fluorescenzimmunhistochemischer Nachweis von

Gamma-G-Globulinen in den Muskelfasern mit Anti-Gamma-G-Globulin vom Kaninchen.
Vergr. 100 x
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Abb. 1a u. b. Chronische Polymyositis. a Bereits beginnender Umbau des Muskels mit ge-

ringen Restinfiltraten und vereinzelt Faseruntergingen. Van Gieson-Firbung, Vergr. 100 <.

b Fluorescenzimmunhistochemischer Nachweis von Gamma-G-Globulinen in den Muskel-

fasern, sowie im umgebenden Bindegewebe mit Anti-Gamma-G-Globulin vom Kaninchen.
Vergr. 100 X

13*
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a b
Abb. 3a u. b. Normaler menschlicher Skeletmuskel. a Van-Gieson-Farbung, Vergr. 100 X.
b Negative Immunfluorescenz fiir Gamma-G-Globuline mit Anti-Gamma-G-Globulin vom
Kaninchen. Vergr. 100 X

Gamma-M. Zu betonen ist, daB sich haufig auch im Bindegewebe eine spezitische
Fluorescenz findet, die vorwiegend bei Fillen von fortgeschrittener Dystrophie
mit lipomatos-sklerotischem Umbau deutlich zutage tritt. Tm Gegensatz dazu
finden sich bei nur geringgradigen histologischen Verdnderungen im Rahmen
einer oculdren Myopathie auch nur geringe Fluorescenzphénomene allein mit
Anti-Gamma-G-Serum.

Bei neurogener Atrophie 148t sich keine spezifische Fluorescenz nachweisen.

Der normale Skeletmuskel (Abb. 3) erbringt ebenfalls keinerlei spezifische
Reaktionen.

Im Serum konnen bei keinem der untersuchten Fille mittels des Hém-
agglutinationstestes Antikorper nachgewiesen werden.

Diskussion

Die dargestellten Untersuchungen lassen im Falle der Muskeldystrophie und
Myositis das Vorhandensein von Antikérpern gegen die Proteine der Muskelfasern
wahrscheinlich machen. In der normalen Skeletmuskulatur oder bei neurogenen
Atrophien findet sich dagegen keine spezifische Immunofluorescenz. Da mit dem
Héamagglutinationstest im Serum bei keinem der untersuchten Fille ein Antikor-
pernachweis gelingt, handelt es sich im Muskel um zellgebundene Antikérper, die
nicht im strémenden Blut nachweisbar sind. Thre Entstehung ist moglicherweise
so zu erkliren, daB primér Muskelprotein in die Blutbahn austritt und durch
seine voriibergehende Anwesenheit im Blut den Korper zur Antikérperbildung
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anregt. Nun weil man ja von den Myopathien, sowohl der Dystrophie als auch
der Polymyositis, daB es zum Austritt von Muskelproteinen in die Blutbahn kommt.
Wir bedienen uns ihrer ja als diagnostischers Hilfsmittel, wenn wir die Enzym-
proteine im Serum nachweisen. Das wiirde bedeuten, dafl zundchst eine Schédi-
gung der Muskelfaser bzw. eine Schidigung des Sarkolemms im Bereich der Capil-
laren auftritt, die das Durchtreten von Muskelproteinen erlaubt. Durch deren
immunogene Wirkung wird moglicherweise eine Antikérperproduktion ausgelost,
die ihrerseits wieder zusitzlich den Zerfall der Muskelfasern unterstiitzt, also
wahrscheinlich einem sekundiren immunologischen Phinomen entspricht.

Besonders ist noch auf die Tatsache hinzuweisen, dafl im dystrophischen Mus-
kel der Antikérpernachweis nicht nur in der Muskelfaser selbst, sondern auch im
Bindegewebe gelingt, wobei es sich wahrscheinlich um Antigen-Antikérper-Kom-
plexe handelt, die im Rahmen des Muskelzerfalls hier liegen bleiben. Wir haben an
anderer Stelle bereits darauf hingewiesen, dafl die zunehmende Bindegewebsproli-
feration bei vielen Formen der Muskeldystrophie vielleicht als ein Versuch zu
deuten ist, den Abstrom von Muskelproteinen aus den Fasern einzuddmmen.
Aullerdem konnten wir zeigen (Mittelbach und Pongratz, 1969), dafl sich sowohl
bei der Myositis als auch bei der Muskeldytrophie im Bindegewebe des Muskels,
eine deutliche Leucinaminopeptidase-Aktivitit findet, die moglicherweise in den
Abbau der aus den Fasern austretenden Muskelproteine eingreift. Beriicksichtigt
man zusitzlich Befunde von De Weck, der zeigen konnte, dafl bei kiinstlichen Poly-
peptiden als Antigene nur L-Polypeptide wirksam sind, die in Anwesenheit einer
L-Peptidase entstehen, so bietet sich vielleicht eine einleuchtende Erklirung fiir
die Entstehung der nachgewiesenen Muskelantikorper.

Eine prézisere Darstellung dieser Vorgdnge zu geben, ist aber nach dem heuti-
gen Stand unserer Kenntnisse noch nicht méglich. Nach allem, was wir bisher
von der Autoantikérperbildung wissen, gibt es verschiedene Moglichkeiten ihrer
Entstehung (Haurowitz, Hermann und Grabar, Hoppe und Gerhartz, Schubothe,
Steffen). Nach Steffen lagssen sie sich folgendermalien zusammenfassen:

1. Freiwerden abgekapselter Antigene.

. Alteration von Antigenen.

. Bruch der natirlichen Immuntoleranz.

. Reaktivierung voriibergehend ausgeschalteter Cloni.
. Aberrierte Gamma-Globulinbildung.

B ow b

Ot

Daraus geht hervor, dal immunologische Phinomene im Sinne einer Auto-
aggression sowohl durch Alteration auf der Seite der Antigene, als auch des im-
munologischen Zellsystems entstehen kénnen.

Nach Witebsky ist die Annahme einer Autoaggressionskrankheit erst dann
gerechtfertigt, wenn folgende Kriterien erfullt sind :

1. Direkter Nachweis frei zirkulierender Antikérper, die bei Kérpertemperatur
reagieren, oder indirekter Nachweis zellstindiger Antikorper.

2. Identifizierung des spzifischen Antigens, gegen das sich der Antikérper
richtet.

3. Erzeugung von Antikérpern gegen dasselbe Antigen im Tierversuch.

4. Auftreten von pathologischen Verinderungen in den entsprechenden Gewe-
ben eines aktiv immunisierten Tieres, die denen bei derselben Erkrankung des
Menschen grundsétzlich gleichen.
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5. Erfolgreiche Ubertragung der Erkrankung entweder durch antikérperhaltiges
Serum, oder duch immunologisch kompetente Zellen von aktiv immunisierten
Tieren auf normale.

Aufgrund dieser Kriterien konnte bisher nur fiir einige wenige Erkrankungen
(z. B. Immunthyreoiditis) die Autoimmungenese mit Sicherheit belegt werden,
fur eine groBe Zahl anderer Erkrankungen, unter ihnen auch fir die Myopathien,
bei denen sich ja bisher nur gewisse Anhaltspunkte ergeben haben, dall Tmmun-
phénomene in der Pathogenese eine Rolle spielen, stehen weitere Untersuchun-
gen noch aus.
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