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Zusammenfassung

A Zusammenfassung

EINLEITUNG: Das Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom (OMS) ist eine seltene neu-
rologische Erkrankung und kann sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen beo-
bachtet werden. Die Symptomatik zeichnet sich durch Myoklonien, einen Opsoklonus,
Ataxien und Entwicklungsstdrungen aus. Neben einer idiopathischen Form und Intoxi-
kationen tritt OMS in ca. 50% der Fille als paraneoplastisches Syndrom, mit einer Tu-
morerkrankung assoziiert, auf. Beim kindlichen OMS ist dabei hdufig ein Neuroblastom
als zugrundeliegender Tumor zu beobachten. Klinische und pathologische Beobachtun-
gen, welche die Identifizierung anti-neuronaler Antikdrper im Serum von OMS-
Patienten einschlieBen, lassen auf eine immunvermittelte Pathogenese schlieen. Bis
heute war aber die Identifizierung eines gemeinsamen Antigens nicht moglich. Ziel der
vorliegenden Arbeit war die Untersuchung von OMS-Seren auf das Vorhandensein
neuer AutoantikOrper gegen ein gemeinsames Antigen und mdgliche funktionelle Effek-
te der Autoantikdrper auf Neuroblastomzellen.

METHODEN: Fiir die Identifizierung anti-neuronaler Antikérper wurden 2D-
Western Blot Analysen und eine Proteomanalyse, unter Verwendung von 4 OMS-Seren,
durchgefiihrt. Darauthin wurden 39 OMS-Seren auf Antikdrper gegen neu identifizierte
Antigene mittels des rekombinanten Proteins, iiber Line Blots, getestet. Seren von 41
gesunden Probanden und 13 Seren von NB-Patienten ohne ein Syndrom dienten dabei
als Kontrollen. Uber Bindungsstudien in Form eines ELISAs und der Dot Blot Technik
wurden neue Antigene auf eine RNA-Bindung hin untersucht. Dariiber hinaus haben
wir mittels der Dot Blot Technik und Western Blot Analysen die Bindung von OMS-
Autoantikorpern an bakterielle Proteine, im speziellen an a-Enolase, untersucht. Die
Untersuchung moglicher funktioneller Effekte auf Neuroblastomzellen erfolgte iiber
einen Migrations-4ssay und die Ausmessung dendritischer Fortsdtze. Unter Verwen-
dung unbehandelter und RA-behandelter Zellen wurden diese dafiir zusétzlich mit iso-
lierten OMS-IgG-Fraktionen und entsprechenden Kontroll-IgGs behandelt. Weiterhin
sollte das Screenen einer cDNA-Bank als alternative Methode zu den 2D-Gelen Auf-
schluss iiber weitere potentielle Autoantigene geben.

ERGEBNISSE: Uber die 2D-Western Blot Analyse konnten zwei neue Antigene im
OMS identifiziert werden: a-Enolase und Retinaldehydrogenase 1 (RALDHI1). Gegen
a-Enolase gerichtete Autoantikorper wurden in 7/31 (22,6%) OMS-Seren, aber nur in

1/13 NB-Patienten und keinem Serum gesunder Probanden nachweisen (p<0.05). Dabei
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waren die Autoantikorper spezifisch gegen a-Enolase gerichtet. Antikorper gegen die
neuronal spezifische y-Enolase konnten in keinem der getesteten OMS-Seren detektiert
werden. Eine in diesem Zusammenhang mit anti-a-Enolase Antikorpern untersuchte
Bindung an das auch in Bakterien exprimierte Protein und eine dadurch mogliche bakte-
rielle Infektion als Ausloser eines OMS konnte nicht bestitigt werden. Fiir das zweite
Antigen RALDHI, als Schliisselenzym der Retinolsduresynthese, waren sogar 15/39
(39%) OMS-Patienten, aber nur 5/41 gesunde Kontrollen und 2/13 NB-Patienten serum-
positiv fiir anti-RALDHI-Autoantikdrper. Die Vermutung kreuzreaktiver Antikorper
gegen onconeuronale Antigene in der Pathogenese eines OMS bestitigte sich dabei in
einem Nachweis beider Proteine in Neuroblastomzellen und Kleinhirngewebe. Dariiber
hinaus wurden die neu identifizierten Autoantikdrper liberwiegend in OMS-Patienten
assoziiert mit einem Neuroblastom nachgewiesen, wodurch das Ergebnis kreuzreaktiver
Antikdrper beim OMS zusitzlich untermauert wurde. In Verbindung mit einem parane-
oplastischen OMS beschriebene Antigene, wie Hu oder Nova 1/2, besitzen die Eigen-
schaft RNA zu binden. Auch fiir die hier identifizierten Antigene a-Enolase und
RALDHI konnte eine bis dahin unbekannte Bindung an RNA nachgewiesen werden,
wobei sich fiir a-Enolase eine stirkere Affinitdt zu RNA zeigte, im Vergleich zu
RALDHI. Die Untersuchung funktioneller Effekte von OMS-Autoantikdrpern auf Neu-
roblastomzellen in vitro hat gezeigt, dass diese migrieren und dieser Effekt sowie ein
Dendritenwachstum durch eine RA-Behandlung gesteigert werden kdnnen, die Zugabe
isolierter OMS-IgG-Fraktionen aber keinen Einfluss auf diese Funktionen der Zellen
hat. Das Screenen einer cerebellum cDNA-Bibliothek stellte neben der durchgefiihrten
2D-Analyse eine zusdtzliche Mdglichkeit der Antigenidentifizierung dar. Unter Ver-
wendung von OMS-Seren konnten sechs potentielle Antigene identifiziert werden, wo-
von sich die Na-al-Kanal- und GABA-al-Rezeptor-Untereinheiten als besonders
vielversprechend erwiesen. Ob und in welcher Form diese neu identifizierten Proteine
im OMS und der zugrundeliegenden Pathogenese eine Rolle spielen, gilt es in weiteren
Untersuchungen zu kliren.

DISKUSSION: Die Identifizierung neuer Autoantikdrper in OMS-Seren bestétigt
die Annahme kreuzreaktiver Antikdrper gegen onconeuronale Proteine. Eine autoim-
munvermittelte Pathogenese bei einem kindlichen OMS ist daher wahrscheinlich. Auto-
antikorper gegen Tumorantigene sowie neuronale Proteine gerichtet, wirken proapopto-
tisch, hemmen die Proliferation von Neuroblastomzellen und schidigen so auch Berei-

che des Kleinhirns.
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B Summary

INTRODUCTION: Opsoclonus-myoclonus syndrome (OMS) is a rare neurological
disorder affecting adults and children. It is characterised by the main symptoms of eye
movement disturbances, muscle jerks, severe ataxia and behavioural disturbances. OMS
can be caused by infections, toxins or metabolic disorders. However, as a paraneoplastic
syndrome OMS in children it is almost exclusively associated with neuroblastoma
unlike the adult OMS, which is mostly associated with small-cell lung or breast cancer.
Since clinical and pathological observations including the detection of anti-neuronal
autoantibodies OMS was suggested to be the result of an autoimmune disease. How-
ever, until now no common autoantigen could be identifie. Therefore we investigated
binding of OMS-associated autoantibodies to common antigens and their functional
effects on neuroblastoma cells.

METHODS: To define antineuronal autoantibodies two-dimensional (2D) gel elec-
trophoresis was performed using sera of 4 OMS-patients associated with a neuroblas-
tom. Additionally sera of 39 OMS patients were analysed by immunoblot (Line Blots)
on purified proteins. Sera of 13 NB-patients without an underlying syndrome and
healthy donors serve as controls. To further approach functional effects of autoanti-
bodies on neuroblastoma cells following methods were used: measuring of neurith out-
growth, migration assay and LDH-assay. RNA-binding properties of identified autoan-
tigens were determined using Dot Blot and ELISA-method. Surface expression of anti-
gens was analysed by immunoblot after separation of the cytoplasmic and membrane
fraction of cells. As an addional method for the detection of new autoantigens screening
of a human cerebellum cDNA library was performed.

RESULTS: 2D-gel electrophoresis revealed two new autoantigens in OMS: a-enolase
and RALDHI. Using Western Blot (Line Blots) with recombinant a-enolase 7/31
(22.6%) OMS-sera were identifie to have autoantibodies against the protein in compari-
son to controls (p<0.05). The observed reactivity was specifically directed on a-enolase.
Antibodies against y-enolase as neuron specific isoform were not detected in any OMS
sera. Autoantibodies against RALDHI1 were present in a significant higher percentage
of patients with OMS (39%) than in controls (14.6%). Apart from known RNA-binding
proteins (HuD) a-enolase and RALDHI could be identifie as new RNA-binding pro-
teins. Furthermore the expression of both proteins on surface of neuroblastoma cells
could not be determined. Functional effects of autoantibodies showed no significant

3
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influence on migration ability and neurith outgrowth of neuroblastoma cells. Screening
of a cerebellum cDNA library revealed two additional potential new autoantigens in
OMS, GABA-A-receptor subunit (alphal) and Na-channel subunit.

DISCUSSION: The detection of anti-neuronal autoantibodies in sera of OMS-patients
as well as the detection of both proteins in neuroblastoma cells and cerebellum indicates
that opsoclonus-myoclonus syndrome is the result of an autoimmunepathogenensis with

cross reacting autoantibodies against proteins in the tumor and neuronal cells.



Einleitung

1. Einleitung
1.1  Das Opsoklonus-Myoklonus Syndrom (OMS)

Das Opsoklonus-Myoklonus Syndrom (OMS) ist eine seltene neurologische Er-
krankung und wurde 1962 erstmals durch Dr. M. Kinsbourne beschrieben (Kinsbourne
1962). Es kann sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen beobachtet werden.
Hauptsymptome dieser Erkrankung sind neben einem Opsoklonus, Myoklonien und
eine Ataxie. Als Opsoklonus bezeichnet man kurze, schnelle, unregelméfige und un-
kontrollierte Bewegungen der Augen. Myoklonien sind rasche und unwillkiirliche Zu-
ckungen einzelner Muskeln oder Muskelgruppen. Neben den Extremitéiten sind auch
Mimik und Rumpfmuskulatur der Patienten betroffen. Ataxien sind Stérungen der Ko-
ordination von Bewegungsablidufen. Eine Ataxie kann dabei so stark ausgeprigt sein,
dass betroffene Kinder nicht mehr in der Lage sind, selbstidndig zu sitzen oder zu laufen
(Deconinck et al. 2006). Neben den bereits beschriebenen Symptomen treten auch
Schlaf-, Sprach-, Bewegungs- und Entwicklungsstorungen auf (Koh et al. 1994; Mit-
chell et al. 2002; Pranzatelli et al. 2005). Auf Grund dieser Symptome wird OMS in der
Literatur auch als Dancing Eye Syndrome, Opsoclonus-Myoclonus-Ataxia (OMA) oder
Kinsbourne Syndrome beschrieben.

Ausloser dieser Krankheit konnen Infektionen, Toxine oder Stoffwechselerkrankun-
gen sein (Posner and Furneaux 1990; Darnell and Posner 2003). Intoxikationen, zum
Beispiel durch Strychnin oder zu hohe Medikamentendosen (z.B. Lithium), sind mogli-
che Ursachen eines OMS (Cohen and Cohen 1974; Blain et al. 1982). Bei der idiopathi-
schen Form dieser Erkrankung sind die Ursachen und der Ausloser spezifischer
Symptome unbekannt (Bataller et al. 2003). In ca. 50% der kindlichen Fille ist OMS als
paraneoplastisches Syndrom (PNS) mit einer Tumorerkrankung assoziiert (Pranzatelli
1996). Bei betroffenen Kindern ist ein Neuroblastom der am haufigsten zugrundelie-
gende Tumor (Bray et al. 1969; Altman and Baehner 1976; Pranzatelli 1996; Rudnick et
al. 2001). Umgekehrt konnte ein OMS bei 2 — 3% aller Kinder mit einem Neuroblastom
beobachtet werden (Pranzatelli 1996; Russo et al. 1997; Rudnick et al. 2001). Klinische
Studien zeigten, dass nach einer Vorstellung mit den beschriebenen Symptomen bei
76% der OMS-Patienten innerhalb von drei Monaten ein Neuroblastom diagnostiziert
wurde (Rudnick et al. 2001). Ein paraneoplastisches OMS bei Erwachsenen, welches

etwa 10% der OMS-Fille umfasst, ist dagegen hdufig mit einem kleinzelligen Lungen-
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karzinom oder mit Brustkrebs verbunden (Pranzatelli 1996; Rudnick et al. 2001; Mit-
chell et al. 2002).

Das OMS als paraneoplastische oder idiopathische Form wird immunsuppressiv
behandelt. Beim paraneoplastischen OMS folgen der oft nicht einfachen Tumordiagno-
se eine Resektion und moglicherweise eine Chemotherapie. Wurde ein Tumor diagnos-
tiziert, welcher beim pédiatrischen OMS klein und selten metastasierend ist, verschiebt
sich oft die immunsuppressive Behandlung der Patienten (Pranzatelli 1996).

Ein Riickgang akuter neurologischer Symptome konnte durch die Behandlung mit
Steroiden, ACTH (adrenocorticotropes Hormon) und IVIg (intravendse Immunglobuli-
ne) erreicht werden (Pranzatelli 1996). Dabei wird oft eine kombinierte Behandlung mit
Steroiden und IVIg angewandt (Fisher et al. 1994). Die konventionelle Immuntherapie
kann zu einer Besserung der Symptome fiihren, oft aber nicht zu ihrer kompletten Auf-
hebung. Langfristig konnen bei den Kindern Sprache- und Verhaltensstérungen zurtick-
bleiben (Mitchell et al. 2002).

Das paraneoplastische Syndrom bei erwachsenen OMS-Patienten ist im Gegensatz
zu dem bei Kindern beobachteten stirker progressiv und kann bis zum Tod fiihren
(Pranzatelli 1996). Die Ursache dafiir liegt meist in der Entwicklung einer generalisier-

ten Enzephalitis (Posner and Furneaux 1990).

1.1.1 Neuroblastom

Ein Neuroblastom ist ein vom sympathischen Nervensystem ausgehender hochma-
ligner Tumor und wird besonders oft bei Kleinkindern diagnostiziert (Russo et al.
1997). Seine Zellen, sogenannte Neuroblasten, verbleiben in einem unreifen Stadium.
Die Inzidenz ist dabei 1/5.000. Der Tumor kann in allen Bereichen des sympathischen
Nervensystems entstehen, welches fiir Funktionen wie Blutdruck, Herzschlag und Ver-
dauung verantwortlich ist. Ein Neuroblastom kommt in Bereichen der Wirbelsdule so-
wie dem Kopf, Hals und Nacken vor und ist entlang des zervikalen, thorakalen und ab-
dominalen Krenzstrangs zu finden. Am haufigsten (50% der Fille) ist ein Neuroblastom
aber in der Nebenniere lokalisiert (Russo et al. 1997). Mit 7 — 8 % aller Krebserkran-
kungen bei Kindern- und Jugendlichen stellt das Neuroblastom die zweithdufigste Tu-
morart dar.

90% der erkrankten Kinder sind jiinger als 5 Jahre. Das Durchschnittsalter einer

Diagnose liegt bei 2 Jahren (Russo et al. 1997). Ein Neuroblastom kann aber auch bei
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alteren Kindern und Jugendlichen auftreten. In Einzelfdllen kommt es auch bei Erwach-
senen vor. In mehr als 50% aller Félle weist ein Neuroblastom zum Zeitpunkt der Diag-
nosestellung bereits Metastasenbildung auf. Diese konnen in regionalen und entfernten
Lymphknoten, im Knochenmark und der Leber beobachtet werden und sind ein Kriteri-

um fiir die Einteilung der Neuroblastomerkrankungen in verschiedene Stadien.
1.1.1.1 Tumor-Stadien

Die Einteilung einer Neuroblastomerkrankung in verschiedene Stadien erfolgt nach
den INSS-Kriterien (International Neuroblastoma Staging System) (Hughes et al. 1974;

Brodeur et al. 1993). Merkmale der einzelnen Stadien sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Stadieneinteilung bei einem Neuroblastom nach INSS-Kriterien

Stadium 1 der Primértumor ist lokal begrenzt und ldsst sich chirurgisch komplett
entfernen

Stadium 2a | der Primértumor kann nicht komplett entfernt werden, infiltriert Um-
gebung, geht {iber die Wirbelsdule hinaus, kein Lymphknotenbefall in
der Umgebung des Tumors

Stadium 2b | die GréBenausdehnung geht {iber die Wirbelsdule hinaus, homolatera-
ler Lymphknoten

Stadium 3 die Ausbreitung des Primirtumors geht iiber die Mittellinie hinaus,
Lymphknoten sind befallen, operativ nicht komplett entfernbar

Stadium 4S | Sonderstadium; Primidrtumor mit Metastasenbildung in Haut, Leber
und/oder Knochenmark; Stadium bei Sauglingen im ersten Lebensjahr,
relativ gute Prognose

Stadium 4 Generalisierung und Metastasierung des Tumors

1.1.1.2 Symptomatik

Die Symptome einer solchen Erkrankung sind von der Lage des Primdrtumors ab-
hiangig und lassen sich in tumorbedingte und allgemeine Symptome einteilen.

Tumorbedingte Beschwerden sind z.B. ein tastbarer Knoten im Bauchraum, Atem-
probleme, Bauch- und Riickenschmerzen, Darmprobleme sowie verdickte Halslymph-
knoten. Allgemeine Symptome &uflern sich durch Blésse, Gewichtsverlust, Fieber und
Durchfall. Zeigen sich diese Symptome bei einem betroffenen Patienten, sind verschie-

dene diagnostische Schritte notwendig.
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1.1.1.3 Diagnostik

Eine Diagnose im Friithstadium erfolgt meist zufdllig durch eine Sonographie oder
auf Verdacht als Folge spezifischer Symptome. Uber die bildgebende Diagnostik mittels
Computertomographie (CT) und einer Kernspintomographie werden kleine Tumore
diagnostiziert. Mit Hilfe eines Tumorscreenings konnen verschiedene Tumormarker
untersucht werden. Ein Neuroblastom produziert Hormone und Signalstoffe, deren Ab-
bauprodukte mit Hilfe eines Teststreifens nachgewiesen werden konnen. Vanillinman-
delséure als Abbauprodukt von Katecholaminen und Homovanillinséure als Dopamin-
Abbauprodukt werden dabei als Hauptmarker eingesetzt und kénnen iiber den Urin und
das Blut nachgewiesen werden. Als zusitzliche Marker konnen die neuronal spezifische
Enolase (NSE) und Ferritin eingesetzt werden.

Die Entnahme von Gewebeproben gibt einen nidheren Aufschluss iiber den Tumor.
Histologische Untersuchungen und die Expression des Oncogens n-myc werden unter-
sucht. Durch Knochenmarkpunktionen konnen mogliche Metastasen im Knochenmark
diagnostiziert werden.

Bei einer bereits vorliegenden Metastasenbildung konnen der Primértumor und
Fernmetastasen mittels einer Szintigraphie untersucht und lokalisiert werden. Auf diese
Weise lassen sich Metastasen im Knochenmark, den Knochen, Lymphknoten, der Leber
und dem Gehirn nachweisen. Wenn auf Grund dieser diagnostischen Maflnahmen das
Stadium und die Ausbreitung der Tumorerkrankung analysiert werden konnten, kann

eine entsprechende Therapie begonnen werden.

1.1.14 Therapie

Therapeutische Maflnahmen sind stark abhédngig vom Stadium des Tumors, dem
Alter der betroffenen Person und dem Grad der Ausbreitung der Erkrankung.

Liegt der Tumor in Stadium 1 vor, ist eine vollstdndige chirurgische Entfernung des
Tumors Hauptziel der Behandlung. Bei weiter fortgeschrittenen Stadien geht der Opera-
tion eine Chemotherapie voraus. Handelt es sich bei den Patienten um sogenannte
Hochrisikopatienten, wird neben den genannten Therapien eine sogenannte Megathera-
pie angewandt. Diese erfolgt durch die Gabe besonders hoher Chemotherapiedosen.

Zeigt die Chemotherapie in einem festgelegten Zeitraum von ca. 5 Monaten keinen

Erfolg, wird die Behandlung in Form einer Erhaltungstherapie fortgesetzt. Eine mogli-
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cherweise notwendige Behandlung von Resttumoren nach einer Chemotherapie wird
mit einer Strahlentherapie durchgefiihrt und basiert auf der Strahlensensibilitét des Tu-
mors. Abhédngig von der Therapie, dem Tumorstadium und Alter der Patienten fallt

dann die Prognose einer solchen Erkrankung aus.

1.1.1.5 Prognose

Die Prognose fiir Neuroblastom-Patienten wird in einer 5-Jahres-Uberlebensrate
angegeben und ist vom Tumorstadium abhéngig. Fiir alle Stadien zusammen zeigt sich
eine Uberlebensrate von 55%. Betrachtet man die Stadien der Tumorerkrankungen im
Einzelnen, zeigt sich fiir Stadium 1 und 2 eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 90%. Bei
Stadium 3 sinkt diese Rate bereits auf 75% und liegt fiir Stadium IV bei weniger als
20%. Entscheidend ist auch die Expression des Tumormarkers n-myc. Kann eine Ampli-
fikation dieses Oncogens im Tumorgewebe des betroffenen Patienten nachgewiesen
werden, hat dies meist einen ungiinstigen Krankheitsverlauf sowie eine hohe Rezidiv-
Wahrscheinlichkeit zur Folge. Wenn n-myc im Tumor nicht nachgewiesen werden kann,
liegt die Uberlebensrate des Patienten bei 72%. Im Vergleich dazu sinkt sie bei einer
n-myc-Amplifikation auf 31% (Seeger et al. 1985).

Im Gegensatz zu anderen Krebserkrankungen besteht bei einem Neuroblastom eine
hohe Wahrscheinlichkeit der Spontanheilung. Diese liegt zum Beispiel fiir Stadium 2a
bei 50% und fiir Stadium 4S sogar bei 80%.

Wenn die Neuroblastomerkrankung erfolgreich behandelt werden konnte, ist eine
Nachsorge des Patienten von grofler Bedeutung. Durch regelmiflige Kontrollen kann so
ein Rezidiv ausgeschlossen und Spétfolgen auf Grund der Behandlungen diagnostiziert

werden.
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1.2  Paraneoplastische Neurologische Syndrome (PNS)

Ein Paraneoplastisch Neurologisches Syndrom (PNS) ist eine seltene tumorassozi-
ierte Erkrankung des Nervensystems. Es tritt bei 1/10.000 Patienten mit einer Krebser-
krankung auf (Darnell and Posner 2003; Honnorat and Antoine 2007). PNS werden als
»Remote Effects of cancer bezeichnet und sind Erkrankung, welche anatomisch ent-
fernt vom Tumor auftreten und nicht durch seine lokalen Effekte oder Metastasen sowie
Infektionen verursacht werden (Posner and Furneaux 1990; Darnell and Posner 2003;
Honnorat and Antoine 2007). Ein PNS tritt oft Wochen, Monate oder sogar Jahre vor
einer Tumordiagnose auf, kann aber auch gleichzeitig mit dem Tumor auftreten oder
ithm folgen (Darnell and Posner 2003; Honnorat and Antoine 2007).

Paraneoplastische Syndrome werden auf Grund der durch die Krankheit betroffenen
Bereiche in Syndrome des Zentralnervensystems, des peripheren Nervensystems und
neuromuskuldrer Einheiten und Muskeln eingeteilt (Graus et al. 2004). Basierend auf
dem Vorhandensein eines Tumors konnten diese Syndrome durch eine weitere Eintei-
lung in ,klassische* und ,,nicht-klassische* Syndrome differenziert werden (Graus et al.
2004; Honnorat and Antoine 2007). Klassische neurologische Syndrome, wie eine lim-
bische Enzephalitis, eine sensorische Neuropathie oder ein Opsoklonus-Myoklonus,
sind hdufiger mit einer Tumorerkrankung assoziiert. Wurde ein entsprechendes klassi-
sches neurologisches Syndrom diagnostiziert und ein zugrundeliegender Tumor identi-
fiziert, kann die Diagnose eines definitiven PNS gestellt werden. Ebenso kann ein PNS
als sicher angesehen werden, wenn ein klassisches Syndrom mit definierten antineuro-
nalen Antikdrpern assoziiert ist, ohne das bisher ein Tumor nachgewiesen werden konn-
te. Nicht-klassische neurologische Syndrome in Zusammenhang mit einer Tumorer-
krankung flihren zur Diagnose eines mogliche PNS (Honnorat and Antoine 2007). Wer-
den bei diesen Patienten aber zusitzlich antineuronale Autoantikdrper gefunden, liegt
ein sicheres PNS vor. Antineuronale Antikorper sind gegen gleiche Proteine in Tumor-
zellen und neuronalen Zellen gerichtet (Tabelle 2). Die in Tumorzellen und neuronalen
Zellen exprimierten Antigene weisen keine Mutationen auf und werden aus noch unbe-
kannter Ursache vom Immunsystem als fremd erkannt und angegriffen (Carpentier et al.
1998; Darnell and Posner 2003). Die Identifizierung von Autoantikdrpern spielt eine
entscheidende Rolle bei der Diagnose des zugrundeliegenden Tumors und deutet auf
eine Autoimmunpathogenese hin (Keime-Guibert et al. 2000; Graus et al. 2004; Verni-
no et al. 2004).

10
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Die Komplexizitdt des Krankheitsbildes zeigt sich darin, dass PNS zusammen mit
onconeuronalen Antikorpern auftreten konnen, aber auch Antikdrper ohne ein neurolo-
gisches Syndrom nachgewiesen wurden, wobeli in letzterem Fall die Titer der antineu-
ronalen Antikdrper um ein Vielfaches niedriger sind, als bei PNS-Patienten (Graus et al.

2004).

Tabelle 2: Ubersicht antineuronaler/onconeuronaler Antikérper in Verbindung mit ei-
nem paraneoplastisch neurologischen Syndrom und dem zugrundeliegenden Tumor.

Die Bezeichnung der Antikorper erfolgte nach den Index-Patienten oder dem Antigen
(Dalmau and Posner 1994; Darnell and Posner 2003).

ANNA — anti-neuronal nuclear antibody, CRMP5 — Collapsin-response-mediated-
protein 5, PCA — Purkinjezell-Antikorper

Antikorper Neurologisches Syndrom Tumorart
anti-Hu e Sensorische Neuropathie Small cell lung cancer
(ANNAL)* e Limbische Enzephalitis (SCLC)
e paraneoplastische Kleinhirn-
degeneration
anti-Yo e paraneoplastische Kleinhirn- Ovarialkarzinom
(PCAD* degeneration Mammakarzinom
anti-CV2 e sensorische Neuropathie SCLC
(CRMP5)* e limbische Enzephalitis Thymom
¢ Encephalomyelitits
e paraneoplastische Kleinhirn-
degeneration
anti-Ri e Hirnstammenzephalitis Mammakarzinom
(ANNA2)* SCLC
anti-Amphiphysin e Stiff-person Syndrom Mammakarzinom
e sensorische Neuropathie SCLC
anti-Ma2 e limbische Enzephalitis Lungenkarzinom
(Ta)* Hodenkarzinom
anti-Tr e paraneoplastische Kleinhirn- Hodgkin's-Lymphom
(PCA-Tr)* degeneration
anti-CAR e Retinopathie Mammakarzinom
SCLC
anti-ANNA 3 e parancoplastische Neuropathie SCLC

* alternativ in der Literatur vorkommende Bezeichnung der Antikdrper

11
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1.3 Autoimmunitéit

Die Hauptfunktion des Immunsystems ist, den Organismus vor in der Umwelt be-
findlichen schidlichen Stoffen zu schiitzen. Uber ein gut funktionierendes und viel-
schichtiges Abwehrsystem werden Krankheitserreger wie Bakterien, Viren, Pilze und
Parasiten sowie fremde Substanzen erkannt und entfernt. Das System erkennt aber auch
entartete korpereigene Zellen wie Tumorzellen und zerstort diese. Dem unspezifischen
oder auch angeborenen Abwehrsystem durch Makrophagen, natiirliche Killerzellen
(NK-Zellen) und Neutrophile steht dabei eine Antigen-spezifische Immunabwehr ge-
geniiber. Dieses auch als adaptive Immunabwehr bezeichnete System kann neben den
Antigen-prasentierenden Zellen (APC) in zwei Gruppen eingeteilt werden, die zellver-
mittelte und die humorale Immunitdt. Die zellvermittelte Immunantwort umfasst Im-
munreaktionen, bei denen Antigen-spezifische T-Zellen eine zentrale Rolle spielen.
T-Lymphozyten werden iliber Antigen-prasentierende Zellen aktiviert. Neben Antigenen
werden fiir eine Aktivierung dieser Zellen verschiedene costimulierende Substanzen
benotigt, um eine Immunantwort auszulésen. T-Zellen kdnnen aber auch auf direktem
Weg durch sogenannte Superantigene aktiviert werden. Diese werden von den T-Zellen
erkannt, ohne das sie zu Peptiden degradiert werden und an MHC-Molekiile gebunden
sind. Superantigene aktivieren 20-30% aller peripheren T-Zellen, zum Beispiel auch
autoreaktive T-Zellen. Im Vergleich dazu werden weniger als 1% der T-Zellen durch
konventionelle Antigene aktiviert.

T-Zellen konnen auf Grund spezieller Oberflichenmarker in zwei Gruppen unterteilt
werden. Zum Einen gibt es CD4+ T-Zellen, auch T-Helfer-Zellen, oder helper/inducer
T-Zellen genannt, welche Peptide auf APC in Kombination mit dem Haupthistokompa-
tibilitditskomplex II (MHC II) erkennen. CD8+ T-Zellen erkennen als cytoto-
xic/suppressor T-Zellen intrazelluldare Peptide, welche in Verbindung mit MHC 1 auf
der Oberfliche von Zellen priasentiert werden. Verdnderungen im Verhiltnis zwischen
T-Helfer-Zellen und T-Suppressor-Zellen kdnnen zu Autoimmunitét fithren (Konzept
Klonaler Balance) (Pranzatelli 1996).

Im Verlauf ihrer Entwicklung lernen T-Zellen, zwischen korpereigenen und Fremd-
proteinen zu unterscheiden. T-Zellen ohne Toleranz gegeniiber Selbst-Antigenen besit-
zen autoreaktives Potential und sind in der Lage, korpereigene Proteine zu erkennen.
Um den Korper nicht zu schiadigen, werden autoreaktive T-Zellen {iber den Vorgang der

klonalen Deletion im Verlauf des Reifungsprozesses im Thymus entfernt. Wahrend die-
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ses Reifungsprozesses konnen allerdings nicht alle Antigene exprimiert und den
T-Zellen prisentiert werden, um eine Selbst-Toleranz zu vermitteln (Pranzatelli 1996).
Aus diesem Grund weisen einige T-Zellen Rezeptoren auf, welche in der Lage sind,
organspezifische Selbst-Antigene oder ihre kryptischen Bestandteile zu erkennen
(Pranzatelli 1996). Ob diese Selbst-Antigene eine Autoimmunreaktion ausldsen, ist von
der Konzentration des Antigens abhéngig. In den meisten Féllen werden die Proteine in
zu geringen Mengen im Kdorper exprimiert, um eine Immunantwort auszuldsen.

Die humorale Immunantwort wird durch spezifische Antikorper, die von B-Zellen
gebildet werden, vermittelt. B-Zellen konnen nach ihrer Aktivierung in zwei Gruppen
eingeteilt werden: Plasmazellen als Antikorper sezernierende Zellen und Gedachtniszel-
len. Letztere dienen der Auslosung einer schnelleren Immunantwort bei einem erneuten
Kontakt mit dem Antigen. Eine B-Zellaktivierung durch Antigene erfolgt unter Mithilfe
von T-Zellen als Teil der zelluliren Immunitit. Antigene werden von Rezeptoren auf
der Oberfliche naiver B-Zellen erkannt und gebunden. Uber den Rezeptor in die Zelle
geschleust, werden sie nach ihrem Abbau als MHC II/Peptid-Komplex auf der Zellober-
fliche prasentiert. T-Zellen erkennen diesen Komplex, induzieren eine starke B-Zell-
Proliferation und kontrollieren die Differenzierung sich klonal vermehrender Tochter-
zellen zu antikrpersezernierenden Plasmazellen und Gedéichtniszellen. B-Zellen produ-
zieren zu Beginn ihrer Differenzierung iiberwiegend IgM-Antikérper. Abhédngig von
den durch T-Zellen freigesetzten Cytokinen kdnnen sie aber im Verlauf der Differenzie-
rung den Antikorperisotyp wechseln und sezernieren dann IgG-Antikorper, sowie in
geringen Mengen IgA und IgE. B-Zellen kénnen auch direkt, unabhéngig von T-Zellen,
durch ein Antigen aktiviert werden und Antikdrper produzieren. Diese Proteine, auch
als thymusunabhingige Antigene bezeichnet, sind Bestandteil bakterieller Erreger und
16sen eine schnelle Immunantwort gegen den Erreger aus.

Im Verlauf der Embryonalentwicklung wird eine Untergruppe der B-Zellen gebildet.
Mit dem Oberflachenprotein CD5 werden sie als CD5-B-Zellen oder B-1-Zellen be-
zeichnet. Sie sind in der Lage, allgemein verbreitete bakterielle und korpereigene Anti-
gene zu erkennen. Auf Grund ihres geringen Rezeptorrepertoires haben sie eher Funkti-
onen in der frithen, nichtadaptiven Phase einer Immunreaktion.

B-Zellen erkennen neben Krankheitserregern auch viele kdrpereigene Strukturen
(Selbst-Antigene). Die auf diese Weise natiirlich vorkommenden Autoantikérper sind
multireaktiv (Sanz and Capra 1988). Autoantikorper gegen Zelloberflachenantigene wie

Adhisionsmolekiile oder Rezeptoren wirken pathogen und sind moglicherweise das
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Ergebnis einer fehlerhaften Expansion natiirlich vorkommender oder mutierter autore-
aktiver Klone (Davidson et al. 1987; Sanz and Capra 1988). Autoantikorper konnen
auch gegen Strukturen verschiedener Organe gerichtet sein, welche auf Grund anderer
Ursachen zerstort wurden. Sie konnen auch Folge einer Organzerstérung sein. Virale
Infektionen konnen die Bildung von Autoantikérpern induzieren, welche mit korperei-

genen Proteinen kreuzreagieren (Zinkernagel 1993).

1.3.1 Kreuzreaktionen zwischen Gehirn und Immunsystem

Das Gehirn ist als immunologisch privilegierte Region durch die Blut-Hirn-
Schranke vor Angriffen durch das Immunsystem geschiitzt. Nichtreaktive Lymphozy-
ten, wie naive T-Zellen, sind nicht in der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu {iberwinden.
Aktivierte T-Zellen hingegen konnen in Bereiche des Gehirns eindringen, verlassen
diese aber wieder auf Grund einer fehlenden Stimulation durch Fremdproteine
(Pranzatelli 1996).

Aktivierte B-Zellen konnen ebenfalls die Blut-Hirn-Schranke tiberwinden und lokal
Antikdrper produzieren (Pranzatelli 1996; Darnell and Posner 2003). Dadurch wiirde
sich eine bei vielen paraneoplastischen Syndromen und anderen neurologischen Erkran-
kungen beobachtete intrathekale Produktion von Antikdrpern gegen neuronale Proteine
erkliaren (Furneaux et al. 1990a; Pranzatelli 1996; Pranzatelli et al. 2004a; Pranzatelli et
al. 2004b). Ein genauer Mechanismus wie aktivierte B-Zellen die Blut-Hirn-Schranke
iiberwinden konnen, ist unbekannt (Pranzatelli 1996). MHC-Molekiile werden nur in
geringem Malfle auf der Oberflache von Neuronen exprimiert und sollen so die Induk-
tion einer Immunreaktion im Nervensystem vermeiden. Cytokine haben einen mogli-
chen Einfluss auf zirkulierende Antikorper und sind an ihrem Eintritt in das Gehirn be-
teiligt (Rapoport et al. 1971; Morganti-Kossmann et al. 1992). Die normal im Liquor
vorliegende IgG-Konzentration betrigt 0,2-0,4% der Plasmakonzentration (Pranzatelli
1996). Antigene konnen den immunprivilegierten Bereich zum Beispiel als Folge einer
Verletzung verlassen, werden als fremd erkannt und treten mit T-Zellen in Wechselwir-
kung. Die Folge kann eine dauerhafte Immunreaktion gegen das Protein sein

(Pranzatelli 1996).
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1.3.2 Tumorimmunitit

Wie bereits erwéhnt, ist eine Aufgabe des Immunsystems die Identifizierung und
Zerstorung entarteter Zellen, wobei T-Zellen eine entscheidende Rolle spielen: der Tu-
mor exprimiert Proteine, welche als Antigene wirksam sind und eine tumorzellspezifi-
sche T-Zellreaktion auslosen. An dieser zelluldiren Immunantwort sind dendritische Zel-
len, aber auch Makrophagen, cytotoxische T-Zellen und NK-Zellen beteiligt. Dendriti-
sche Zellen (DC) nehmen durch Makropinocytose extrazellulire Antigene sowie apop-
totische Tumorzellen auf. Durch Antigene aktiviert, wandern DC in periphere Lymph-
knoten und aktivieren iiber Peptid/ MHC-Komplexe auf ihrer Oberfliche CD4+- und
CD8+-T-Zellen sowie B-Zellen (Darnell and Posner 2003; Albert and Darnell 2004).
Cytotoxische T-Zellen konnen wiederum Tumorzellen abtoten und so das Wachstum
des Tumors eingrenzen. Aktivierte B-Zellen reifen zu Plasmazellen heran und produzie-
ren Antikorper gegen Tumorantigene, wodurch es auch zu einem eingeschrankten Tu-
morwachstum kommt (Darnell and Posner 2003). Von aktivierten T-Zellen abgegebene
Cytokine aktivieren weitere an einer Immunantwort gegen den Tumor beiteiligte Zellen.
Eine Infiltration des Tumors durch Lymphozyten konnte bei verschiedenen Tumoren
beobachtet werden (Darnell and Posner 2003; Pranzatelli et al. 2004a).

MHC I-Molekiile haben eine wichtige Funktion in Bezug auf das Tumorwachstum
und eine Metastasierung. Verschiedene Tumore konnen einer Uberwachung durch das
Immunsystem entgehen, indem sie keine MHC I-Molekiile exprimieren und so nicht
von CD8+ T-Zellen erkannt werden. In Neuroblastomen wurde die Expression von
MHC I-Molekiilen nachgewiesen (Dalmau et al. 1995). Im Vergleich dazu zeigten Neu-
roblastomzellen in Kultur eine geringe oder sogar fehlende Expression von MHC I
(Lampson et al. 1983). Die fehlerhafte Expression von MHC II-Molekiilen kann mdgli-
cherweise auch zu einer Autoimmunantwort fithren (Collins et al. 1984).

Ein Neuroblastom ist in der Lage, Katecholamine zu produzieren. Diese kdnnen
immunologische Funktionen wie die Lymphozyten Proliferation, zelluldre Migration
und Antikorpersekretion beeinflussen und so zur Pathogenese im OMS beitragen

(Pranzatelli 1996).
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1.4  Pathogenese im OMS

Verschiedene Hinweise und Untersuchungen lassen darauf schlieBen, dass der Pa-
thogenese im OMS ein immunologischer Mechanismus zu Grunde liegt. Patienten kon-
nen erfolgreich mit ACTH (adrenocorticotropes Hormon) und Kortikosteroiden sowie
anderen immunverdndernden Arzneimitteln behandelt werden. Allgemein zeigte sich
fiir Neuroblastom-Patienten in Verbindung mit einem OMS eine bessere Prognose in
Bezug auf die Tumorerkrankung, als ohne das Syndrom (Altman and Baehner 1976;
Mitchell and Snodgrass 1990; Koh et al. 1994; Rudnick et al. 2001).

Der Liquor betroffener Patienten weist oft eine Pleozytose und einen erhohten IgG-
Anteil auf (Darnell and Posner 2003). Bei OMS-Patienten mit einem Neuroblastom ist
eine erhohte Infiltration des Tumors durch inflammatorischen Zellen zu beobachten, im
Speziellen T-Lymphozyten, B-Zellen und natiirliche Killerzellen (NK-Zellen)
(Stephenson et al. 1976; Pranzatelli 1996; Darnell and Posner 2003; Pranzatelli et al.
2004a). Im Liquor wurden immunologische Verdnderungen sowie ein Anstieg von IgG
und IgM beobachtete (Pranzatelli 1996). Untersuchungen verschiedener Liquor- und
Serumproben zeigten oligoklonale IgG Banden, welche nicht spezifisch waren, aber auf
entziindliche Prozesse im Nervensystems hinwiesen (Kostulas et al. 1987).

In einer Studie wurde der Anstieg von yo-T-Zellen (2,7 fach) im Liquor von OMS-
Patienten im Vergleich zu Kontrollgruppen gemessen. Vermutlich sind y3-T-Zellen an
der primdren Immunantwort gegen den Tumor beteiligt und 16sen weitere Immunreakti-
onen aus (Pranzatelli et al. 2004a). Zusitzlich wurde ein Anstieg (6,5 fach) CD19 posi-
tiver B-Zellen im Liquor von OMS-Patienten nachgewiesen. Ein Vergleich der Anteile
CD19+- CD5+ und CDS5 negativer B-Zellen im Blut zeigte interessanterweise keinen
Unterschied zwischen OMS-Patienten und Kontrollgruppen (Pranzatelli et al. 2004b).
Die Expansion von B-Zellen, welche in gesundem Liquor nur einen sehr geringen An-
teil ausmachen, deutete auf eine intrathekale Antikorperproduktion hin (Furneaux et al.
1990a; Pranzatelli et al. 2004a; Pranzatelli et al. 2004Db).

Eine vorausgegangene Tumorbehandlung durch Resektion und Chemotherapie so-
wie die Behandlung iiber konventionelle Immuntherapien, wie die Gabe von Steroiden
und ACTH, haben keinen Einfluss auf die beobachtete B-Zell Expansion (Pranzatelli et
al. 2004b). Nach einer Tumorresektion konnten weiterhin immunologische Verdnde-
rungen im Liquor der Patienten beobachtet werden. Langfristig zeigten sich bei den

Patienten Entwicklungsstorungen (Pranzatelli et al. 2004a). Eine aktuelle Studie iiber
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die Wirkung konventioneller Immuntherapien ergab, dass ACTH oder Steroide im Ver-
gleich zu intravends verabreichten Immunglobulinen (IVIg) zu einer Senkung von
BAFF im Liquor und Serum kindlicher OMS-Patienten fiihren (Pranzatelli et al. 2008).
BAFF als B-cell activating factor spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung und
Reifung von B-Zellen und ist als Serumbestandteil in vielen Autoimmunerkrankungen
erhoht (Fabris et al. 2007; Pranzatelli et al. 2008). Eine mdgliche Verbindung zwischen
BAFF, der B-Zell Population und Autoantikdrpern im Liquor von OMS-Patienten wur-
de jedoch noch nicht untersucht (Pranzatelli et al. 2008).

Untersuchungen von Gewebeproben beim kindlichen OMS sind begrenzt auf Grund
guter Uberlebenschancen betroffener Patienten (Pranzatelli 1996). Wenige Biopsien
haben gezeigt, dass es im Krankheitsverlauf zu einem Verlust von Purkinje-Zellen und
Kornerzellen mit begleitender Gliose kommt (Ziter et al. 1979; Tuchman et al. 1989).
Lisionen im zentralen Bereich des Kleinhirns, ein Verlust von Purkinje-Zellen und eine
bestehende Ataxie betroffener Patienten wiesen auf eine mogliche Stérung im Kleinhirn
und somit mdgliche Lokalisation von OMS hin (Ziter et al. 1979; Tuchman et al. 1989;
Clerico et al. 1993; Oguro et al. 1997). Diese klinischen und pathologischen Studien
geben Hinweise darauf, dass einem OMS eine immun-vermittelte Pathogenese zugrun-
de liegt. Das schlieBBt den Nachweis von Autoantikdrpern im Serum von OMS-Patienten
ein (Connolly et al. 1997). Autoantikdrper gegen verschiedene neuronale Antigene wur-
den sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen mit einem paraneoplastischen OMS
beobachtet (Connolly et al. 1997; Greenlee et al. 2001; Pranzatelli et al. 2002). Untersu-
chungen haben gezeigt, dass Autoantikérper an Oberflachenstrukturen von Neu-
roblastom- und Kleinhirnzellen binden, aber auch intrazelluldre Proteine erkennen
(Blaes et al. 2005; Korfei et al. 2005; Beck et al. 2007). Diese Bindung von Oberfli-
chenantigenen war auf neuronale Zellen beschriankt (Korfei et al. 2005). Zelloberfla-
chenproteine, wie Adhédsionsmolekiile und Rezeptoren, konnen durch Autoantikdrper in
ihrer Funktion gestort oder blockiert werden. Eine pathogene Wirkung von Antikdrpern
gegen intrazelluldre Antigene war hingegen unwahrscheinlich (Pranzatelli 1996; Reich-
lin 1998). Eine Analyse funktioneller Effekte von Oberfldchenantigen-erkennenden
Antikorpern in OMS-Seren hat gezeigt, dass diese antiproliferativ und proapoptotisch
auf Neuroblastomzellen wirken (Korfei et al. 2005).

Paraneoplastische Autoantikorper sind meist IgG, IgM und IgA Antikorper sind fast
nie nachweisbar (Connolly et al. 1997; Greenlee et al. 2001). Untersuchungen der Sub-

klassenverteilung von Autoantikdrper in OMS-Patienten zeigten weiterhin, dass Anti-
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korper gegen intrazellulire und Oberfldchenepitope {iiberwiegend in die IgG3-
Subklasse, weniger in die IgG1-Subklasse einzuordnen sind und so den Hinweis auf ein
Protein als Antigen geben (Beck et al. 2007). Anderungen in der Gesamt-IgG3-
Serumkonzentration konnten dabei nicht beobachtet werden (Beck et al. 2007). Bei Pa-
tienten mit Autoantikdrpern gegen das Protein Hu war eine Antikdrperreaktion hinge-
gen auf [gG1-Antikorper begrenzt (Greenlee et al. 2001).

Identifizierte Autoantikorper konnen Antigene auf der Oberfliche von Pathogenen
oder Tumorzellen erkennen, welche Sequenzhomologien zu korpereigene Proteine auf-
weisen und so kreuzreagieren (Molelulares Mimikry) (Pranzatelli 1996).

Autoantikérper gegen das Protein Hu wurden bei Erwachsenen mit einem parane-
oplastischen Syndrom assoziiert mit einem kleinzelligen Lungenkarzinom beschrieben,
konnten aber auch bei OMS-Kindern mit einem zugrundeliegenden Neuroblastom nach-
gewiesen werden (Dalmau et al. 1990; Dalmau et al. 1991; Fisher et al. 1994; Korfei et
al. 2005). Anti-Hu Antikorper, auch als ANNA1-Antikorper bezeichnet (anti-neuronal
nuclear antibody), binden an Neuronen im zentralen und peripheren Nervensystem.
Proteine der Hu-Familie (HuC, HuD, Hel-N1) werden im Kern differenzierter, reifer
Neuronen exprimiert, aber auch in Neuroblastomzellen, Zellen des Nebennierenmarks
und Bronchialzellen (Marusich et al. 1994). Als RNA-bindende Proteine sind sie in an
Prozessen der mRNA-Regulation, dem mRNA-Transport und ihrer Stabilitit beteiligt
(Perrone-Bizzozero and Bolognani 2002). Untersuchtes Neuroblastom-Gewebe war zu
75% positiv fiir Hu-Proteine, dagegen konnten Antikorper gegen Hu im Serum von nur
4% der Patienten nachgewiesen werden (Dalmau et al. 1995).

Im Serum von Kindern mit einem OMS konnten Autoantikdrper gegen das 210 kDa
groBBe Neurofilamentprotein nachgewiesen werden (Noetzel et al. 1987). Allerdings
wurden diese Autoantikorper aber auch in Verbindung mit anderen neurologischen Er-
krankungen und in gesunden Kontrollen beobachtet (Stefansson et al. 1985).

Autoantikorper gegen zytoplasmatische Antigene zerebelldrer Purkinje-Zellen sowie
Strukturen peripherer Nerven konnten im Serum von OMS-Patienten identifiziert wer-
den (Cawley et al. 1984; Connolly et al. 1997). Western Blot Analysen zeigten ein cha-
rakteristisches Muster in der Bindung verschiedener neuronaler Antigene, welches nicht
fiir die verwendeten Kontrollseren beobachtet werden konnte (Connolly et al. 1997).

Unter Verwendung einer Hirnstamm-cDNA Bibliothek wurden neue Antigene im
OMS identifiziert. Resultierend aus der Analyse konnten diese in drei Gruppen einge-

teilt werden: Proteine der postsynaptischen Einheit; Proteine, welche mit Nukleinsduren
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interagieren und ubiquitdr exprimierte Proteine mit teilweise unbekannter Funktion.
Neben den bekannten Antigenen HuC und HuD wurden auch Transkriptionsfaktoren
und RNA-bindende Proteine identifiziert (Bataller et al. 2003). Die gefundenen Antige-
ne wurden zum Teil nur bei einzelnen Patienten oder kleineren Gruppen beobachtet. Ein
gemeinsames Antigen in OMS wurde dagegen nicht identifiziert (Bataller et al. 2003).

Einzelne Seren erwachsener OMS-Patienten erwiesen sich als positiv fiir anti-Ri-
Antikdrper, in der Literatur auch als ANNA2-Antikdrper bezeichnet (Buckanovich et al.
1996). Diese Autoantikorper reagieren mit zwei Antigenen: Noval und Nova2. Noval,
als RNA-bindendes Protein, im Kern neuronaler Zellen lokalisiert, ist an Splicing-
Vorgingen der mRNA des Glycin-Rezeptors beteiligt (Buckanovich et al. 1996). Diese
regulatorische Funktion des Noval-Proteins kann durch Autoantikdrper blockiert wer-
den und beeinflusst so moglicherweise die Expression des Rezeptors mit effektiver in-
hibitorischer Funktion im Kleinhirn. Nova2, eng verwandt mit Noval, gehort auch zu
den RNA-bindenden Proteinen und spielt moglicherweise eine Rolle im RNA-
Metabolismus neuronaler Zellen (Yang et al. 1998). Es wird in weiten Bereichen des
Gehirns, wie dem Mittelhirn, Kleinhirn und besonders stark im Cortex und dem Thala-
mus expremiert und hat moglicherweise Einfluss auf neuronale Fehlfunktionen in
OMS-Patienten, welche in Folge dessen Enzephalopatien und Demenz entwickeln
(Yang et al. 1998).

Bei Patienten mit einem OMS als Folge einer Streptokokkeninfektion wurden Auto-
antikorper gegen das humane Protein Neuroleukin gefunden (Candler et al. 2006). Diese
Autoantikorper zeigten eine Kreuzreaktivitit gegen ein in der Struktur dhnliches Protein
(Molekulares Mimikry) auf der Oberfldche von Streptokokken (Candler et al. 2006).

Zusammenfassend zeigt sich eine ausgeprigte Heterogenitit in den bereits identifi-
zierten Autoantikdrpern assoziiert mit einem OMS. Kreuzreaktive Autoantikdrper wur-
den nur fiir einzelne Patienten oder kleinere Patientengruppen mit einem paraneoplasti-
schen OMS oder als Folge einer Infektion nachgewiesen. Ein gemeinsames Antigen als
Ausloser einer Autoimmunreaktion und somit mogliche Ursache einer OMS-

Erkrankung bei Kindern konnte bis heute nicht identifiziert werden.
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1.5  Zielsetzung dieser Arbeit

Das Opsoklonus-Myoklonus Syndrom ist eine seltene neurologische Erkrankung bei
Kindern und Erwachsenen. Neben einer idiopathischen Form und Intoxikationen als
Ursachen der Erkrankung ist in ca. 50% aller Féalle OMS als PNS mit einem Tumor as-
soziiert. Klinische und pathologische Untersuchungen, wie die Identifizierung von Au-
toantikdrpern im Serum kindlicher OMS-Patienten, deuten auf eine Autoimmunpatho-
genese beim OMS hin. Eine vermutete kreuzreaktive Bindung der Autoantikorper an
tumorassoziierte und neuronale Proteine fiihrt zu Schiadigungen im Nervensystem, im
Speziellen cerebelldrer Strukturen. Bis heute konnte aber kein gemeinsames Antigen in
OMS-Patienten assoziiert mit einem Neuroblastom identifiziert werden. Darauf basie-
rend beschiftigt sich die vorliegende Arbeit mit folgenden Fragestellungen:

1. Gibt es bei Kindern mit einem diagnostizierten OMS assoziiert mit einem Neu-
roblastom ein gemeinsames Autoantigen? Ausgehend von den vorhandenen Patienten-
proben sollen mittels 2D-Western Blot und Proteomanalyse neue Autoantigene identifi-
ziert werden. Weiterhin soll unter Verwendung verschiedener Antigenquellen eine
Kreuzreaktivitdt der Autoantikdrper gegen Proteine im Tumor und in neuronalem Ge-
webe untersucht werden. Ein gemeinsames Antigen, gegen welches die Mehrzahl der
OMS-Patienten kreuzreaktive Autoantikdrper aufweist, konnte als Tumormarker bei
einer OMS-Erkrankung dienen und zu einer schnelleren Tumordiagnose fiihren.

2. Haben neu identifizierte Autoantigene die Féhigkeit RNA zu binden? Viele der
beschriebenen paraneoplastischen Autoantigene sind RNA-Bindeproteine und in dieser
Funktion an der post-transkriptionellen Kontrolle neuronal-spezifischer Gene beteiligt.
In diesem Zusammenhang soll eine moglicherweise noch unbekannte RNA-Bindung
neuer Autoantigene untersucht werden.

3. Haben Autoantikorper weitere funktionelle Effekte auf Neuroblastomzellen? Neben
den durch OMS-Autoantikérper ausgeldsten Effekten einer Proliferationshemmung und
der Induktion apoptotischer Prozesse sollen weitere Funktionsanalysen im Bezug auf
das Neuritenwachstum und die Migration von Neuroblastomzellen durchgefiihrt werden
und so Aufschluss iiber die Tumorausbreitung geben.

4. Gibt es alternative Methoden zur Identifizierung neuer Autoantigene im OMS? Das
Screenen einer Kleinhirn-cDNA Bibliothek soll alternativ zur 2D-Analyse Aufschluss
iiber neue mogliche Antigene geben und so zu einem besseren Verstindnis dieses kom-

plexen Krankheitsbildes beitragen.
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2. Material
2.1 Patienten

In der vorliegenden Arbeit wurden Seren von vier Patientengruppen auf das Vor-
handensein von Autoantikérpern gegen neuronale Proteine hin untersucht: OMS-
Patienten mit einem Neuroblastom (OMS/NB"), OMS-Patienten ohne einen zugrunde-
liegenden Tumor (OMS'/NB"), Patienten mit einem Neuroblastom (NB) ohne ein be-
gleitendes Syndrom sowie Seren gesunder Probanden. Insgesamt wurden Proben von 42
OMS-Patienten analysiert, wovon 19 kindliche OMS'/NB'-Patienten, 17 kindliche
OMS'/NB-Patienten und 6 erwachsene OMS-Patienten waren. Bei den kindlichen
OMS-Patienten (OMS/NB" und OMS'/NB") stammten 19 Seren von weiblichen Pati-
enten und 17 von ménnlichen und das Durchschnittsalter dieser Patientengruppe beim
Ausbruch der Krankheit lag bei 30,6 + 17,3 Monaten (Mittelwert + Standardabwei-
chung). Bei den verwendeten erwachsenen OMS-Patienten waren 3 Seren von ménnli-
chen und 3 Seren von weiblichen Patienten mit einem durchschnittlichen Alter von 54,8
+ 22,2 Jahren. Die bei 19 von 42 OMS-Patienten diagnostizierten Tumore wiesen unter-
schiedliche Stadien auf. Tumorstadium I wurde bei 10 OMS-Patienten festgestellt, Sta-
dium II lag bei 5 Patienten vor und Stadium III bei 4 Patienten.

In den Kontrollgruppen wurden insgesamt Seren von 13 NB-Patienten und 42 ge-
sunden Probanden untersucht. Das Durchschnittsalter der NB-Patienten zum Zeitpunkt
der Blutentnahme lag bei 25,3 + 12,9 Monaten (Mittelwert + Standardabweichung),
wovon 5 Patienten minnlich waren und 8 weiblich. Die diagnostizierten Neuroblastome
lagen in verschiedenen Tumorstadien vor. Stadium I zeigte sich bei 2 NB-Patienten,
Stadium II bei 3 Patienten, Stadium III bei 2 und Stadium IV bei 6 Patienten. Das Se-
rum gesunder Probanden (Kinder) wurde zu diagnostischen Zwecken entnommen und
anonymisiert von der Kinderklinik zur Verfiigung gestellt. Die Kinder hatten keine Au-
toimmun- oder Tumorerkrankungen und das Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Blut-
entnahme lag bei 81,1 + 31,1 Monaten (Mittelwert + Standardabweichung).

Das Blut zur Gewinnung der Seren wurden den Kindern mit dem Einverstandnis der
Eltern entnommen und durfte fiir die vorliegende Studie verwendet werden. Patienten
der Kontrollgruppe waren mit einer Verwendung der Seren fiir Untersuchungen einver-
standen. Die Ethikkommission des Fachbereiches Medizin hat dieser Studie zuge-
stimmt.

Die Seren wurden bis zu ihrer Verwendung portioniert bei -20°C gelagert.
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2.2  Bakterienstamme
Tabelle 3:  in dieser Arbeit verwendete E. coli-Stimme
Stamm Beschreibung Herkunft/Referenz
Topl0 F'; merd; A(mrr-hsdRMS-mcrBC); © 80 zur Verfligung gestellt
lacZAMI15; AlacX74, recAl; deoR; araD139; von AG Schmitz,
A(ara-leu)7697; galU; galK; rpsL; (Str'); Justus-Liebig-
endAl; nubG Universitit Giessen
BL21(DE3) | F'; hsdSs; (r5, mp); gal; dem; Stamm mit zur Verfiigung gestellt
Protease-Defek (ompT); wird deshalb gern zur von AG Schmitz,
Uberexpression verwendet; mit DE3, einem Justus-Liebig-
A-Prophagen, der das T7-RNA Polymerase Universitit Giessen
Gen trdgt (mit IPTG induzierbar)
XL-1 Blue | endAl, gyrA96, hsdR17, lac’, recAl, relA1, Clontech
supEA44, thi-1, [Flacl’Z AM15, proAB, Tnl0] (Wood et al. 1985)
BM25.8 | supE44, thi A(lac-proAB) [F traD36, proAB’, Clontech
laclZ AM15] Jimm434 (kan®)P1 (cam®), (Palazzolo et al. 1990)
hsdR (112 my2.)
2.3 Plasmide
Tabelle 4:  in dieser Arbeit verwendete Plasmide in E. coli
Plasmid Beschreibung Herkunft
pNKHI1 Ausgangsplasmid pBAD202/D-TOPO® zur Verfligung
(invitrogen), araC ORF, pUC ori, Kan®, gestellt von AG
C-terminale 6 x His-tag Sequenz, um Schmitz, JLU
MCS erweitert — dafiir Vektor mit Ncol Giessen
und Hindlll geschnitten, Stop-Codon
pNKHI1/ALDHIAI | Ausgangsplasmid pBAD202/D-TOPO" diese Arbeit
(invitrogen), araC ORF, pUC ori, Kan®,
C-terminale 6 x His-tag Sequenz, um
MCS erweitert — dafiir Vektor mit Ncol
und Hindlll geschnitten, Stop-Codon,
EcoRI-HindlII/ALDH1A I-Fragment
(1500 bp)
pTriplEx pUC ori, MCS, loxP-site, bla, lacZ’, RBS- clontech
ATGompAa RBS'ATGIacZa (dT)13
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2.4 Kulturmedien
24.1 Bakterienkultur-Medien und Agarplatten

Die im Folgenden angegebenen Medien werden nach ihrer Herstellung autoklaviert.
Fiir die Herstellung von Agarplatten werden dem entsprechenden Medium vor dem Au-

toklavieren 1,5% Agar (w/v) zugesetzt.

LB-Medium1 (Luria Bertani; (Sambrook et al. 1989))
10 g Trypton-Pepton
5 g Hefeextrakt
10 g Natriumchlorid (171 mM)
add 1000 ml ddH,O

LB-Medium?2 (Phagenbank) 10 g Trypton-Pepton
5 g Hefeextrakt
5 g Natriumchlorid
add 1000 ml ddH,O

LB/MgS0Os-Medium 10 g Trypton-Pepton
5 g Hefeextrakt
5 g Natriumchlorid
10 mM  MgSO4
add 100 ml ddH,O

1 M MgSO, 24,65 g MgSO4+7H,0
add 100 ml ddH,O

Die Losung wurde vor dem Gebrauch autoklaviert.
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LB/MgSO4-Soft-Top-Agar

10 g Trypton-Pepton
5 g Hefeextrakt
5 g Natriumchlorid
10 mM  MgSOq

add 1000 ml ddH,O

Fiir die Herstellung von Soft-Top-Agar werden dem Medium vor dem Autoklavieren

0,72% Agar (w/v) zugesetzt.

LB/MgSO4/Maltose-Medium

20% Maltose-Losung

10 g Trypton-Pepton
5 g Hefeextrakt
5 g Natriumchlorid
10 mM  MgSO,
0,2 % Maltose

add 1000 ml H,O

20 g Maltose

add 100 ml ddH,O

Die Losung wird vor dem Gebrauch steril filtriert und bei 4°C gelagert.

2.4.2 Medienzusitze

Tabelle 5: verwendete Antibiotika und Medienzusitze

Substanz Stammlosung Arbeitskonzentration
Kanamycin (kan) 50 mg/ml 50-100 pg/ml
Ampicillin (amp) 50 mg/ml 100 pg/ml

Tetracyclin (tet) 15 mg/ml 15 pg/ml
Chloramphenicol (cam) 34 mg/ml 34 ng/ml
Carbenicillin (carb) 50 mg/ml 50 pg/ml
IPTG 2,4 mg/ml (10 mM) 2,4 mg/ml (10 mM)
L-(+)-Arabinose 20% 0,02%
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2.5 Zelllinien

Tabelle 6: in dieser Arbeit verwendete Neuroblastom-Zelllinien
Zelllinie Zell-Typ Beschreibung Herkunft
SH-SYS5Y | Neuroblastom | Subklon der Neuroblastom-Zelllinie SK- DSMZ

N-SH; epithelial-/ neuronal-dhnliche
langgestreckte Zellen; Wachstum: adhi-
rent, Monolayer, Verdopplungszeit: >55 h

SK-N-SH | Neuroblastom | etabliert 1970; aus Knochenmark-biopsie
eines 4-Jahre alten Médchens mit metasta-
senbildendem Neuroblas-tom; Verdopp-
lungszeit von 44 h; hohe Dopamin-3-
Hydroxylase Aktivitét; 2 morphologisch
ausgeprigte Zelltypen: kleine ,,dornige*
Zellen; groB3e epithelioide Zellen (Biedler,
J.L.etal)

2.6 Oligonukleotide (metabion)

hB actinF 5-ATT GCC GAC AGG ATG CAG AAG -3

21 nt, komplementér zu Sequenz von B-Actin (human), sense, Fragmentgrof3e: 148 bp

hB actinR 5°-GCT GAT CCA CAT CTG CTG GAA -3

21 nt, komplementdr zu Sequenz von B-Actin (human), antisense

GAPDHG628F 5°-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3°
20 nt, komplementér zu Sequenz von GAPDH (human), sense, FragmentgréB3e: 431 bp

GAPDH1059R 5-TCC ACCACCCTGTTG CTG TA -3°

20 nt, komplementdr zu Sequenz von GAPDH (human), antisense

ALDH1A1-EcoRI 5°-TAT ATG TCA TCC TCA GGC ACG C-3°
28 nt, komplementér zu Sequenz von ALDHI1A1 (human), sense, enthilt EcoRI-Erken-

nungssequenz (griin hervorgehoben), FragmentgrofBe: 1505 bp

ALDH1A1-HindIII 5'-TAT TGA GTT CTT CTG AGA GATTTT C -3°
31 nt, komplementér zu Sequenz von ALDH1A1 (human), antisense, enthélt HindIII-

Erkennungssequenz (griin hervorgehoben)
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RALDHI1 646F 5- CTC CTC TCA CTG CTC TCC AC -3
20 nt, komplementdr zu Sequenz von ALDH1A1, sense, Fragmentgrofe: 493 bp

RALDH1 1139R 5-CCCCTT CTT TCT TCC CAC TC -3

20 nt, komplementér zu Sequenz von ALDH1A1 (human), antisense

RALDH2 334F 5°- AGT GTG GAG AAG GAT GGA TG -3°
20 nt, komplementér zu Sequenz von ALDH1A2, sense, FragmentgrofB3e: 508 bp

RALDH?2 842R 5°- TCC ACA GCA TAG TCC AAGTC -3

20 nt, komplementdr zu Sequenz von ALDH1A2 (human), antisense

RALDH3 731F 5- ACC TCT CAC CGC CCT TTA TC -3°
20 nt, komplementédr zu Sequenz von ALDH1A3, sense, Fragmentgrof3e: 480 bp

RALDH3 1211R 5-CTT CCT TCT TCC CAC TCT CG -3’

20 nt, komplementdr zu Sequenz von ALDH1A3 (human), antisense

CYP26A 1548F 5- TCT AAC CTG CAC GACTCCTC -3
20 nt, komplementér zu Sequenz von CYP26A1, sense, Fragmentgrofe: 140 bp

CYP26A 1688R 5-TTC ACC TCG GGG TAG ACC AG -¥

20 nt, komplementdr zu Sequenz von CYP26A1 (human), antisense

CYP26B 1395F 5°- CGA CAT CCA CCG CAA CAA GC -3
20 nt, komplementédr zu Sequenz von CYP26B1, sense, Fragmentgrofe: 148 bp

CYP26B 1543R 5- GCT TCT GCG CCT CCT GGT AC -3

20 nt, komplementdr zu Sequenz von CYP26B1 (human), antisense

CYP26C 1228F 5- TAT GGG ACA GTG TTC AAG AC -3’
20 nt, komplementér zu Sequenz von CYP26C1, sense, Fragmentgrofe: 433 bp

CYP26C 1661R 5°- TCC AGA GGC AGT GAG AAG AG -3

20 nt, komplementdr zu Sequenz von CYP26C1 (human), antisense

T7-Primer/3’- Sequencing primer 5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG -3°

20 nt, komplementér zu Sequenz downstream der MCS im Vektor pTriplEx, antisense

TriplExS'LD 5- GAA GCG CGC CAT TGT GTT GG -3°

20 nt, komplementir zu Sequenz downstream der slip site im Vektor pTriplEx, sense

5°Sequencing primer 5- TCC GAG ATC TGG ACG AGC -3°

18 nt, komplementdr zu Sequenz upstream der s/ip site im Vektor pTriplEx, sense
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2.7  Gerate, Chemikalien und Enzyme

2.7.1 Gerite und spezielle Artikel

Dynabeads®MyOne" Streptavidin C1 DYNAL Biotech

Protein G Sepharose 4 Fast Flow Amersham Biosciences

Sterilbank ThermoScientific

Lichtmikroskop Leica

Sonifier cell disruptor B15 Branson

Casy Counter SchirfeSystem

Cell Counter (Zellzdhl-R6hrchen) SchirfeSystem

Nitrocellulose-Membran @ 132 und 82 mm (runt) Whatman
Schleicher &Schuell

NAP"-25 Columns

Nikon Eclipse TE2000-E

Software NIS-Elements AR 2.30
96-well Platten

96-well ELISA Platten (MaxiSorp)
Hybond" -P (Nitrozellulosemembran)
Hybond " -N+

Cellstar Gewebekulturschalen (@ 145 mm)
14 ml Polystyrene Round-Bottom Tube
Petrischalen (@ 9 cm)

Ultra Microplate Reader EL808i
KC4-Programm

48-well Mikrochemotaxis Chamber
Polycarbonate membrane Sum pore
BioPhotometer, 8,5 mm Lichtstrahlhdhe
Tischzentrifuge Mikro20

Zentrifuge, Laborfuge 400R

Zentrifuge, Rotina 35

Pharmacia Biotech
Nikon

Nikon

nunc

nunc

Amersham Biosciences

Amersham Biosciences

greiner

Becton Dickinson
greiner

Bio-Tek Instruments
Bio-Tek
NeuroProbe
NeuroProbe, Inc.
eppendorf

Hettich

Heraeus Instruments

Hettich
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2.7.2 Chemikalien

In dieser Arbeit verwendete Chemikalien zum Ansetzen verschiedener Pufferlésungen

wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland), Roth (Karlsruhe,
Deutschland), Fluka (Miinchen, Deutschland) und Merck (Darmstadt, Deutschland)

bezogen und sind hier im Einzelnen nicht aufgelistet.

2.7.3 spezielle Chemikalien und Losungen

EZ-Link“Sulfo-NHS-Biotin Reagents
RPMI-1640-Medium

100 x Penicillin/Streptomycin/Glutamine (PSG)
Fotales Rinderserum (FCS)

d'NTP Mix

Accutase

0,9% NaCl-Losung

Protease-Inhibitor Cocktail

complete, Mini, EDTA-free, Protease Inhibitor Cocktail

10 x PBS (-CaCl,, -MgCl,)
Cristal Violet
Coomassie Brilliant Blue R250

2.7.4 Molekularbiologische Kits

Pierce”BCA Protein Assay Kit
Genelute Mammalian Total RNA Kit
ImProm-II' Reverse Transcriptase
GeneAmp®RNA PCR
Protino®Ni-IDA 2000 packed columns
peqGOLD Plasmid Miniprep Kitl
QIAquick PCR Purification Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
Cytotoxicity Detection Kit (LDH)
ImmunoPure*TMB Substrate Kit
ECL Plus Western Blotting Detection Reagents

Pierce

GIBCO
GIBCO
HyClone Perbio
Finnzymes
PAA

B.Braun
Sigma

Roche

GIBCO
Sigma-Aldrich

Serva

Thermo SCIENTIFIC
SIGMA

Promega

Applied Biosystems
Macherey-Nagel
PeqLab

Qiagen

Qiagen

Roche

Pierce

Amersham Biosciences
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2.7.5 Groflenstandards DNA/Protein

PageRuler™ Prestained Protein Ladder
O'GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder plus
Precision Plus Protein™ Standards Dual Color

Roti®Mark Western Marker

2.7.6 Enzyme

Restriktionsendonukleasen
T4 DNA Ligase
Polymerasen

Reverse Transkriptase
Reverse Transkriptase
RNase

DNasel

Lysozym

Fermentas
Fermentas
Fermentas
BioRAD
Roth

Fermentas
Fermentas
Fermentas

Promega

Applied Biosystems
Fermentas

Roche

Sigma

Fiir die Enzyme benétigte Puffer wurden als 10 x bzw. 5 x Puffer von den Firmen mit-

geliefert. Sie wurden nach den Angaben des Herstellers verwendet und sind hier im

Einzelnen nicht aufgelistet.

2.7.7 Antikorper
2.7.7.1 Primdir-Antikorper

Enolase (H300)
rabbit polyclonal Antikérper

Non Neuronal Enolase (human specific)

rabbit polyclonal Antikorper

Santa Cruz

Biotechnology

abcam

Anti-20S proteasome subunit a6, clone MCP20

rabbit monoclonal Antikrper

Millipore
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2.7.7.2

anti-human CD56 (NCAM)

mouse monoclonal Antikorper

Bcl-2 (human specific)
rabbit polyclonal Antikérper

beta Actin (Loading control)

mouse monoclonal Antikorper

ALDHIA1

rabbit monoclonal Antikorper

Sekunddr-Antikorper

Polyclonal Rabbit
Anti-Human [gG/HRP Antikoérper

Polyclonal Rabbit
Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP

Polyclonal Swine

Anti-Rabbit Immunoglobulins/HRP

Streptavidin/HRP

Ancell

Cell Signaling

abcam

abcam

DakoCytomation

DakoCytomation

DakoCytomation

DakoCytomation
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3. Methoden
3.1  Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung von Escherichia coli (E. coli)

Fliissigkulturen werden unter aeroben Bedingungen bei 37°C in einem Schiittler bei
ca. 180 rpm kultiviert. Die Kulturgefile werden mit LB-Medium bis zu 1/10 ihres
Nennvolumens gefiillt, was eine ausreichende Beliiftung der Kultur gewaihrleistet.
Haben die Bakterien natiirliche oder plasmidgekoppelte Resistenzen, wird dem Medium
das entsprechende Antibiotikum in den angegebenen Konzentrationen zugegeben, um
einen Selektionsdruck aufrecht zu erhalten (Sambrook et al. 1989). Das Animpfen einer
Kultur erfolgt mittels einer sterilen Pipettenspitze, einer sterilen Impfose oder der ge-
eigneten Menge einer fliissigen Vorkultur. Die Sterilitdt der verwendeten Materialien
wird durch das Arbeiten unter einer Sterilbank gewihrleistet. Die Generationszeit von
Escherichia coli betriigt 30 min und eine Ubernachtkultur besitzt eine geschiitzte Keim-

zahl von 2 x 10° Zellen/ml.

3.1.2 Plattenkulturen von Escherichia coli

Fiir die Herstellung von Plattenkulturen werden die Bakterien mit Hilfe einer steri-
len Pipettenspitze oder einem Drigalsky Spatel auf LB-Agarplatten mit dem entspre-
chenden Selektionsantibiotikum ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Alle

Arbeitsschritte erfolgen dabei unter sterilen Bedingungen.

3.1.3 Messung der optischen Dichte einer Kultur

Die Bestimmung der Zellzahl einer Bakteriensuspension erfolgt mittels der Methode
der Trilbungsmessung. Dabei nutzt man den Effekt der Lichtstreuung an den in einer
Fliissigkultur enthaltenen Zellen. Die optische Dichte (OD) einer E. coli-Kultur wird bei
einer Wellenldnge von 600 nm gegen zellfreies Medium oder ddH,O bestimmt. Dabei
konnen die Proben direkt oder in einer entsprechenden Verdiinnung eingesetzt werden,

damit der Messbereich zwischen 0 und 0,3 liegt. Fiir die Bestimmung der Zellzahl gilt:

E. coli ODgpo = 1 entspricht ca. 5 x 10® Zellen/ml
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3.14 Herstellung von Dauerkulturen

Fiir die Aufbewahrung von Bakterienkulturen iiber einen ldngeren Zeitraum werden
Dauerkulturen angelegt. Dafiir werden von einer iiber Nacht kultivierten Bakteriensus-
pension (E. coli) 0,9 ml in ein Kryordhrchen iiberfiihrt und mit 0,1 ml Dimethylsulfoxid
(DMSO) versetzt. Nach der Zugabe von DMSO sollten die Kryorohrchen schnellstmdg-
lich gekiihlt werden, indem man sie in fliissigen Stickstoff {iberfithrt. DMSO wird als
Gefrierschutzmittel eingesetzt, kann Wasser binden und gleichzeitig Makromolekiile

stabilisieren. Die Lagerung der Dauerkulturen erfolgt bei -80°C.

3.1.5 Transformation

Allgemein versteht man unter dem Begriff der Transformation die Aufnahme freier
DNA oder Fremd-DNA aus der Umgebung in die Zelle. Diese Aufnahme hat eine gene-
tische Veranderung der Zelle zur Folge. Zellen, die in der Lage sind durch Transforma-

tion Fremd-DNA aufzunehmen, werden als kompetent bezeichnet.

3.1.5.1 Transformation von Escherichia coli

Die Hitzeschock-Transformation, auch RbCI-Transformation genannt, zéhlt zu den
chemischen Methoden der Transformation. Fiir diese Methode werden CaCl,- oder

RbCl-kompetente Zellen verwendet.

3.1.5.2 Herstellung Hitzeschock-kompetenter E. coli-Zellen

Diese Methode basiert auf dem Verfahren nach dem Handbuch ,,7he QlAexpressio-
nist“ (Qiagen). Die Herstellung Hitzeschock-kompetenter E. coli Zellen beginnt mit
einer frisch angelegten Plattenkultur des gewiinschten Stammes. Von dieser Plattenkul-
tur wird unter sterilen Bedingungen eine Einzelkolonie in 10 ml LB-Medium (ggf. mit
Antibiotikum) angeimpft und iiber Nacht auf einem Schiittler bei 37°C inkubiert. Von
dieser Ubernachtkultur wird am nichsten Tag 1 ml in 100 ml vorgewirmtes LB-
Medium iiberfiihrt. Nach dem Erreichen einer ODgoo von 0,5 bis 0,8 kiihlt die Kultur fiir
5 min auf Eis ab. Alle weiteren Schritte finden auf Eis oder bei 4°C statt. Die Kulturen
werden unter sterilen Bedingungen in 50 ml Falcon Reaktionsgefdfie tiberfiihrt und

10 min bei 4500 rpm abzentrifugiert. Das resultierende Pellet wird in 30 ml kaltem
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TFB1-Puffer resuspendiert und fiir 90 min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt (4500 rpm, 10 min) wird das Zellpellet in 4 ml eiskaltem TFB1-
Puffer resuspendiert. Die Zellen werden im Anschluss aliquotiert und bei -80°C gela-

gert.

TFB1-Puffer: 1000 mM RbCI
50 mM MnCl,
30 mM Kaliumacetat
10 mM CaCl
IS5 % Glycerin

Der Puffer wird auf einen pH-Wert von 5,8 eingestellt und sterilfiltriert.

TFB2-Puffer: 10 mM  MOPS
10 mM  RbCl
75 mM CaCl,
15 % Glycerin

Der Puffer wird mit KOH auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt und sterilfiltriert.

3.1.5.3 Hitzeschock-Transformation von E. coli-Zellen

Fiir einen Reaktionsansatz werden 100 pl kompetente Zellen mit 1 bis 4 ul (20 bis
500 ng) Fremd-DNA gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min auf Eis hat sich
die Fremd-DNA an die Membran der Zellen angelagert. Der Hitzeschock erfolgt da-
durch, dass die Zellen fiir 2 min einer Temperatur von 42°C ausgesetzt werden. Fiir eine
anschlieende Regeneration werden die Zellen in 1 ml vorgewarmtem LB-Medium bei
37°C fiir ca. 60 min inkubiert. Die Dauer der Regeneration ist dabei von der aufge-
nommenen Resistenz abhingig. Die Zellen werden dann auf einer LB-Agarplatte mit
dem entsprechenden Selektionsantibiotikum ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C

inkubiert.
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3.1.6 Uberexpression von Fremdproteinen in E. coli

Die Entwicklung verschiedener, spezieller Expressionssysteme macht eine Uberex-
pression von Fremdproteinen in E. coli moglich. In dieser Arbeit wurde ein Expres-
sionssystem der Firma Invitrogen verwendet, welches die Herstellung eines rekombi-

nanten His-fag Proteins ermoglicht.

3.1.6.1 pBAD/D-TOPO Expressionssystem

Fiir diese Arbeit wurde der Vektor pPBAD202/D-TOPO® als Basisvektor verwendet
und durch eine Multiple cloning site (MCS) erweitert. Der daraus resultierende Vektor
erhielt die Bezeichnung pNKH1. In diesen Expressionsvektor wurde die Sequenz des zu
expremierenden Proteins kloniert, wodurch die Produktion eines His-fag Proteins mog-
lich wird. Fiir die Uberexpression wird der E. coli-Stamm BL21(DE3) verwendet, wel-
cher einen Protease-Defekt aufweist und somit fiir eine Uberexpression gut geeignet ist.
In diesen E. coli-Stamm wurde das pNKH1-ALDHIAI Plasmid transformiert, um die
Uberexpression des gewiinschten Proteins zu erméglichen. Zu diesem Zweck wird von
dem E. coli-Stamm BL21(DE3)+pNKHI1-ALDHI1A1 zunichst eine 5 ml Kultur mit dem
Antibiotikum Kanamycin (100 pg/ml) angeimpft. Material dieser Vorkultur wird wie-
derum in eine 30 ml Ubernachtkultur mit dem gleichen Antibiotikum iiberfiihrt. Die
Ubernachtkultur wird dann dazu verwendet am nichsten Tag eine 500 ml Kultur mit
entsprechendem Antibiotikum auf eine ODgpp von 0,3 anzuimpfen. Die Kultur wird in
einem Schiittler bei 37°C bis zum Erreichen einer optischen Dichte von ODggy 0,6 -0,8
inkubiert. Hat die Kultur die gewiinschte ODg erreicht, werden Proben mit einer ODggg
von 0,5 entnommen. Im Anschluss erfolgt eine Induktion der Proteinexpression durch
die Zugabe von 0,02% L-(+)-Arabinose. Nach weiteren 5 Stunden Inkubation wird er-
neut, wie oben beschrieben, eine Probe entnommen. Die Kultur wird nach der Proben-
entnahme abzentrifugiert (8000 rpm, 10 min, 4°C). Das entstandene Pellet wird bei
-20°C gelagert oder zur weiteren Verarbeitung verwendet. Die vor und nach der Induk-
tion entnommenen Proben werden ebenfalls abzentrifugiert (13.000 rpm, 3 min, RT)
und die Pellets in 20ul 1 x SDS (sodium dedocyl sulfate) - Puffer mit

B-Mercaptoethanol aufgenommen.
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3.2  Screening einer cDNA-Bibliothek

Eine cDNA-Bibliothek besteht aus einer Sammlung verschiedener cDNAs, welche
aus mRNA eines bestimmten Gewebes oder spezieller Zellen isoliert und umgeschrie-
ben wurde. Auch als cDNA-Bank bezeichnet, enthilt sie alle in einem bestimmten Ge-
webe exprimierten Sequenzen. Isolierte cDNA-Sequenzen werden in ein Plasmid klo-
niert, welches in ein A-Phagengenom integriert ist (siche Abb. 2).

Uber eine Infektion von E. coli-Zellen werden Proteine, resultierend aus der einge-
brachten cDNA, exprimiert. Die Proteine werden auf eine Membran {iibertragen und
konnen fiir ein Screening-Verfahren genutzt werden. Durch die Inkubation der
Membran mit Serum eines Patienten konnen positive Klone identifiziert und in Form
von Plaques von der Platte isoliert werden. Uber ein cre/lox-System kann das kodieren-
de Plasmid aus dem Phagengenom herausgeschnitten werden und steht so weiteren Un-

tersuchungen zur Verfiigung.

3.2.1 Bakterienkulturen

Fiir das Screenen der cDNA-Bank werden zwei E. coli-Stimme verwendet. Das
Anlegen frischer Plattenkulturen erfolgt nach dem in Abschnitt 3.1.2 beschriebenen
Protokoll. Der E. coli-Stamm XL1-blue wird auf LB/tet-Platten bei 37°C kultiviert wih-
rend der Stamm BM25.8 auf LB/kan/cam-Platten bei 31°C wichst. Er exprimiert die
Rekombinase cre. Beide Plattenkulturen werden nach einer Inkubation iiber Nacht bei

4°C gelagert und nach 2 Wochen fiir die Herstellung neuer Plattenkulturen verwendet.

3.2.2 Titerbestimmung der Phagenbank

Die Ubertragung von Proteinen auf eine Nitrozellulose-Membran setzt voraus, dass
diese in Form von Plaques einzeln und gut verteilt auf der Platte vorliegen. Aus diesem
Grund wird der Titer der Bank bestimmt und eine optimale Verdiinnung des Phagen-
Lysates berechnet. Die Durchfiihrung der Titer-Bestimmung erfolgt nach den Angaben
des beiliegenden Protokolls des Herstellers. Der Titer wird in pfu/ml angegeben und

nach folgender Formel berechnet:

pfu/ml = Anzahl der Plaques * Verdiinnungsfaktor * 10° ul/ml
Menge [ul] der ausplattierten Phagenverdiinnung
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3.2.3 Ubertragung von Plaques auf eine Nitrozellulose-Membran

Fiir die Herstellung von E. coli/Phagenplatten wird mit dem E. coli-Stamm XL1-
blue eine Fliissigkultur angeimpft. Ein Einzelklon wird in 15 ml LB/MgSO4/Maltose-
Medium tiberfiihrt und iiber Nacht bei 37°C in einem Schiittler (140 rpm) inkubiert. Die
Ubernachtkultur wird abzentrifugiert (4500 rpm, 10 min, RT) und das entstandene Pel-
let in 7,5 ml 10 mM MgSO, resuspendiert. Neben der bendtigten E. coli-Kultur werden
LB/MgSOs-Platten vorbereitet. Dafiir wird LB/MgSO4-Agar geschmolzen und in Plat-
ten (Petrischalen, @ 145 mm bzw. 100 mm) gegossen. Nach dem Erstarren des Agars
miissen die Platten gut getrocknet werden.

Das Phagen-Lysat wird in einer Verdiinnung von 1:10.000 in 1 x A dilution buffer
aufgenommen. Aus dieser Verdiinnung werden 0,6 pl entnommen (ca. 2 x 10* pfu/ml).
Diese 0,6 ul werden mit 200 pl XL1-blue Ubernachtkultur, resuspendiert in MgSOy,
gemischt. Im folgenden Schritt wird der Ansatz fiir 15 min bei 37°C inkubiert. In dieser
Zeit konnen die Phagen auf der Wirtszelloberflaiche anheften. Wéahrend der Inkuba-
tionszeit wird LB/MgSO,4 Soft-top-Agar geschmolzen und in Réhrchen abgefiillt. Fiir
die Uberschichtung groBer LB/MgSO,-Masterplatten (@ 145 mm) werden pro Platte
7 ml Soft-top-Agar vorbereitet. Im nédchsten Schritt wird die Bakterien/Phagen-
Mischung zu dem Soft-top-Agar gegeben und alles vorsichtig gemischt. Dieser Ansatz
wird schnellstmoglich auf die vorbereitete und gut getrocknete LB/MgSOs-Platte gege-
ben und gleichmiBig verteilt. Nach 10 min bei RT ist der Soft-top-Agar erstarrt. Die
Platte wird kopfiiber bei 42°C fiir max. 6 h inkubiert. Wahrend dieser Inkubationszeit

wird die Platte in regelméfigen Abstinden auf eine Plaque-Bildung kontrolliert.

A i e el

Abb. 1: Schematische Darstellung der Herstellung
von Bakterien/Phagen-Platten bis zur Plaquebildung
(Agarbeschichtungstechnik) (aus Brock, (Madigan et
al. 2000)).
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Wenn auf der Platte nach 3 - 6 h kleine Plaques sichtbar sind, wird sie aus dem In-
kubator genommen. Mit zwei sterilen Pinzetten wird eine in 10 mM IPTG angefeuchte-
te Nitrozellulose-Membran (@ 132 mm bzw. 82 mm) vorsichtig auf die Platte gelegt.
Mogliche Luftblasen werden entfernt. Die Membran und ihre genaue Lage auf der LB-
Platte werden markiert, um spiter positive Plaques identifizieren zu konnen. Die LB-
Platte mit der Membran wird fiir 3 h bei 37°C inkubiert. Danach wird die Membran,
auch Replica-Filter genannt, vorsichtig von der Platte genommen und in TBS-T iiber-
fiihrt.

Nach dem Entfernen des ersten Replica-Filters kann die Platte fiir die Herstellung
eines zweiten Filters verwendet werden. Dafiir wird eine weitere in 10 mM IPTG ange-
feuchtete Nitrozellulose-Membran vorsichtig auf die Platte gelegt, markiert und bei

37°C fiir 3 h inkubiert.

10 x A dilution buffer: 1 M Natriumchlorid
0,1 M MgSO, « TH,O
035 M Tris-HCI (pH 7,5)
add 1000 ml ddH,O

Der Puffer wird vor dem Gebrauch autoklaviert und danach bei 4°C gelagert.

1 x A dilution buffer: 100 ml 10 x A dilution buffer
0,01 % Gelatine
add 1000 ml ddH,O

Der Puffer wird vor dem Gebrauch autoklaviert und danach bei 4°C gelagert.

3.24 Immunoscreening mit dem Replica-Filter

Der Replica-Filter ist ein Negativ-Abdruck der E. coli/Phagen-Platte. Die Phagen-
vermehrung hat eine Lyse der Bakterienzellen zur Folge, als Plaque sichtbar. Jeder
Plaque steht fiir ein in E. coli produziertes Protein, resultierend aus der durch den Pha-
gen eingebrachten cDNA. Proteine werden so in ihrer nativen Form auf den Filter iiber-
tragen. Die weitere Behandlung des Replica-Filters erfolgt wie bei einer Westernblot-
Membran (siehe Punkt 3.6.4.5). Nach mehreren Waschschritten mit TBS-T werden un-
spezifische Bindungsstellen mit einer Losung aus Magermilchpulver geblockt (5%,

w/v). Als Primdr-Antikorper wird Serum von einem Patienten bzw. einer Gesundkon-
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trolle verwendet. Das Serum wird 1:200 in 5%-Milch/TBS-T verdiinnt und mit dem
Replica-Filter iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Im Anschluss daran wird die Membran
3 - 5 x mit TBS-T gewaschen. Als Sekunddr-Antikorper wird polyclonal rabbit anti-
human 1gG/HRP 1:3000 in 5%-Milch/TBS-T verdiinnt und auf die Membran gegeben
(1 h, RT). Die Detektion positiver Spots wird unter Verwendung der ECLplus Detek-
tionslosung durchgefiihrt.

3.2.5 Isolierung positiver Plaques

Positive Klone sind auf dem entwickelten Film als Punkt sichtbar. Jeder auf dem
Film sichtbare Punkt kann einem Plaque auf der LB-Platte zugeordnet werden, auch
positiver Plaque genannt. Fiir den weiteren Versuch miissen die positiven Plaques von
der LB-Platte isoliert werden. Es werden 1,5 ml Eppendorf-GefdBle mit je 500 pul 1 x A
dilution buffer vorbereitet, entsprechend der Anzahl der zu isolierenden Plaques. Mit
einer sterilen blauen Pipettenspitze werden positive Plaques aus der Platte bzw. aus dem
Agar gestochen und in die vorbereiteten 500 pl iiberfiihrt. Der Ansatz wird gevortext
und iiber Nacht bei 4°C gelagert. In dieser Zeit werden die Phagen aus dem Agar-Block

freigesetzt.

3.2.51 Herstellung kleiner E. coli/Phagenplatten

Ausgehend von einer groBen Masterplatte werden positive Plaques isoliert. Diese
Phagenlysate konnen fiir die Herstellung kleiner E. coli/Phagenplatten (@ 100 mm) ver-
wendet werden. Dadurch kénnen Plaques besser vereinzelt werden und es kann nicht zu
moglichen Uberlagerungen von Phagen-Klonen kommen. Pro Phagenlésung wird 1 pl
Lysat mit 200 pl XL1-blue Kultur gemischt. Fiir die Uberschichtung der Platten sind
3 ml Soft-top-Agar notig. Alle weiteren Schritte erfolgen nach dem in Punkt 3.2.3 be-

schriebenen Protokoll.

3.2.6 Umwandlung von ATriplEx2-Klonen in pTriplEx2-Klone

Fiir weitere Untersuchungen ist die Umwandlung positiv transduzierter E. coli-
Klone in Plasmid-tragende E. coli-Klone nétig. Uber ein cre/lox-System wird das Plas-
mid aus dem Phagengenom freigesetzt. Im Phagengenom ist das Plasmid durch loxP

sites flankiert. In Kombination mit dem E. coli-Stamm BM25.8 kommt es zu einer,
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durch die Rekombinase cre vermittelten, Freisetzung des Plasmids aus dem Phagenge-

nom.

|— 2 Triplex (423kh| —————————————

MCS

loxP loxP
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Phagengenoms mit dem integrierten Plasmid.
Uber das cre/lox-System kommt es zu einer Freisetzung des Plasmids (Protokoll, Clon-
tech Laboratories, Inc.).

Durchfiihrung:

Von dem E. coli-Stamm BM25.8 wird ein Einzelklon in 10 ml LB-Medium?2 ange-
impft. Die Kultur wird {iber Nacht bei 31°C in einem Schiittler (150 rpm) inkubiert. Am
darauf folgenden Tag werden zu der Ubernachtkultur 100 ul 1 M MgCl, (Endkonzen-
tration von 10 mM) gegeben. Positive Plaques werden mit Hilfe einer sterilen blauen
Pipettenspitze aus der Platte isoliert und in 350 pl 1 x Adilution buffer tiberfiihrt. Die
einzelnen Lysate werden {iber Nacht bei 4°C inkubiert.

Fiir die Umwandlung werden 200 ul BM25.8 Ubernachtkultur mit 150 pl Phagen-
Lysat gemischt. Der Ansatz wird fiir 30 min bei 31°C inkubiert. Nach der Zugabe von
400 pl LB-Medium?2 wird der Ansatz fiir weitere 60 min bei 31°C und 225 rpm inku-
biert. Im néchsten Schritt werden 1 - 10 pl der E. coli/Phagen-Suspension auf einer
LB/carb-Platte ausplattiert. Die Platte wird tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Nach einer
erfolgreichen Umwandlung in das Plasmid pTriplEx2 sind am nichsten Tag einzelne

Klone auf der Platte sichtbar.
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3.2.7 Identifizierung positiver pTriplEx2-Klone

Uber verschiedene Methoden konnen pTriplEx2-Klone auf das Vorhandensein von
cDNA-Fragmenten hin tiberpriift werden. Ein PCR-Schnelltest gibt ohne aufwendige
Plasmidisolierung Aufschluss iiber das Vorhandensein von Fragmenten. Mehrere Klone
konnen direkt von der Platte mit Hilfe einer PCR getestet werden (siehe Punkt 3.6.3).
Im néchsten Schritt kann mit positiven Klonen eine Fliissigkultur angeimpft werden, um
daraus die Plasmid-DNA zu isolieren (siche Punkt 3.4.1). Ein Restriktionsverdau des
isolierten Plasmids sollte das PCR-Ergebnis bestétigen (sieche Punkt 3.5.1). Eine Se-
quenzierung des klonierten cDNA-Bereiches gibt Aufschluss liber die Sequenz und das

daraus resultierende Protein.

3.3 Zellkultur-technische Methoden

Die Zellbiologie macht es moglich, Antworten auf medizinische Fragen zu finden.
Zellen aus verschiedenen Organismen und Geweben konnen unter Laborbedingungen
kultiviert werden. Sie stellen ein geeignetes System fiir die Untersuchungen verschiede-

ner zelluldrer Prozesse dar.

3.3.1 Kultivierung von Zellen und Herstellung von Subkulturen

Der Begriff Zellkultur bezeichnet die Kultivierung tierischer und humaner Zellen in
einem Néhrmedium auflerhalb des Organismus. Man unterscheidet in der Zellkultur
zwischen adhérenten Zellen und Suspensionszellen. In dieser Arbeit wurden die adha-
renten Neuroblastom-Zelllinien SKN-SH und SH-SYS5Y verwendet. Ausgehend von
einer zu ca. 80% konfluenten, adhirenten Kultur gehort die Herstellung von Subkultu-
ren zu einer Routineaufgabe in der Zellkultur.

Das Arbeiten in der Zellkultur beginnt mit dem Vorwédrmen der bendtigten Losun-
gen. Das Medium und die PBS-Losung werden in einem Wasserbad bei 37°C ange-
wiarmt, Accutase bei RT. Alle folgenden Arbeitsschritte werden unter sterilen Bedin-
gungen durchgefiihrt. Flaschen und Gerdte werden vor dem Gebrauch mit 70%igem
Ethanol gereinigt.

Das alte Medium in der Kulturschale wird abgesaugt. Die Zellen werden mit 10 ml
1 x PBS gewaschen, um tote Zellen und alte Mediumreste zu entfernen. Im Anschluss

daran wird das PBS wieder abgesaugt und die Zellen mit 1 ml Accutase iiberschichtet,
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um sie enzymatisch von der Unterlage zu 16sen. Accutase ist eine Mischung proteoly-
tisch und kollagenolytisch aktiver Enzyme. Nach einer kurzen Inkubationszeit von
3 - 5 min bei RT haben sich die Zellen von der Platte gelost. Die Enzymreaktion wird
unter Verwendung von serumhaltigem Medium (Vollmedium) gestoppt, um eine Sché-
digung der Zellen zu vermeiden. Die Zellsuspension wird in ein 15 ml Falcon-Gefal3
iberfiihrt und abzentrifugiert (1000 rpm, 5 min, RT). Das entstandene Zellpellet wird in
einem definierten Volumen frischem Medium gut resuspendiert. Die Zellsuspension
kann direkt auf neue Zellkulturgefdfle verteilt werden oder man entnimmt ein Aliquot
fiir eine Zellzahlbestimmung. Das Volumen in der Kulturschale wird auf 10 ml mit
RPMI-Vollmedium aufgefiillt. Die Kultivierung der Zellen findet dann in einem Brut-
schrank bei 37°C, 5% CO, und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 97% statt.

11 x PBS: 88 g Natriumchlorid (1,5M)
22 g KC1 (0,03M)
1584 ¢ Na,HPO4 x 2H,0 (0,02M)
add 1000 ml ddH,O

Der Puffer wird auf einen pH von 7,4 eingestellt und steril filtriert.

1 x PBS: 500 ml UltraPure Water (steril)
50 ml 11 x PBS

RPMI-Medium: 500,00 ml RPMI-1640-Medium
(Vollmedium) 10 % fotales Rinderserum (FCS)
5 ml 100 x Penicillin/Streptomycin/
Glutamine (PSG)

3.3.2 Mediumwechsel

Das Medium enthélt lebenswichtige Nahrstoffe und Wachstumsfaktoren. Es dient
der Versorgung der Zellen und ist essenziell fiir deren Wachstum und Vitalitidt. Abhéin-
gig von der Zelllinie muss nach 2 — 3 Tagen ein Mediumwechsel durchgefiihrt werden.
Ein Grund ist, dass Zellen die im Medium vorhandenen Néahrstoffe aufbrauchen. Au-
erdem werden durch den Stoffwechsel der Zellen Abfallprodukte in den Kulturiiber-

stand abgegeben, was eine Verschiebung des pH-Bereiches zur Folge hat. Fiir einen
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Mediumwechsel ist das enzymatische Ablosen der Zellen nicht nétig. Das Medium wird
abgesaugt. Die Zellen werden danach mit 10 ml 1 x PBS gewaschen. Im nichsten
Schritt wird vorsichtig frisches Kulturmedium in die Schale gegeben und die Zellen

werden wieder in den Inkubator gestellt.

3.3.3 Einfrieren von Zellen - Kryokonservierung

Zellen werden fiir einen bestimmten Zeitraum in Kultur gehalten, z.B. fiir die Dauer
eines Versuches oder Projektes. Sollen Zellen fiir spatere Experimente aufbewahrt wer-
den, ist die Kryokonservierung ein typisches Verfahren zur zeitlich unbefristeten Lage-
rung. Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase sind fiir diesen Vorgang am besten
geeignet. Das Einfriermedium ist eine Mischung aus Kulturmedium, Serum und Ge-
frierschutzmittel. In dieser Arbeit wurde als Schutzsubstanz DMSO verwendet, mit ei-
ner Endkonzentration von 10% (v/v). In seiner Funktion als Kryoprotektiva dringt es in
die Zellen ein und fiihrt zur Bildung kleinerer Kristalle im intrazelluldiren Raum. Der
Serumanteil betrdgt 20%. Fiir die Durchfithrung der Kryokonservierung werden die
Medien vorbereitet. Zum einen wird ein 20%iges FCS-Medium sterilfiltriert und auf Eis
gestellt. Das DMSO-Medium hat eine Endkonzentration von 10% DMSO, wird eben-
falls sterilfiltriert und kalt gestellt.

Die Zellen einer zu 80% konfluenten Kultur werden wie bereits beschrieben (Punkt
3.3.1) enzymatisch von der Platte gelost und abzentrifugiert. Das entstandene Zellpellet
aus einem Kulturgefd3 wird in 1 ml kaltem FCS-Medium gut resuspendiert. In die vor-
bereiteten Kryorohrchen werden je 500 ul kaltes DMSO-Medium vorgelegt. Im An-
schluss daran wird die Zellsuspension mit je 500 ul auf die R6hrchen verteilt und diese
schnellstmoglich auf Eis gestellt. Die gefiillten Kryorohrchen werden in einem mehrstu-
figen Prozess eingefroren, um eine Schidigung der Zellen zu vermeiden. Dafiir werden
sie in einen mit Isopropanol gefiillten Container gestellt und fiir 24 h bei -80°C gelagert.
Die Zellsuspension wird so mit einer Abkiihlrate von -1°C/min auf -80°C runtergekiihlt

und kann dann in Stickstoff tiberfuhrt werden.

3.34 Auftauen von Zellen

Der Vorgang des Auftauens kryokonservierter Zellen aus dem Stickstofftank muss
schnell durchgefiihrt werden. Die beim Einfrieren der Zellen verwendete Schutzsub-

stanz muss beim Auftauen schnellstmoglich aus den Zellen entfernt werden, sonst kann
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ihre toxische Wirkung bei RT die Zellen schidigen. Vor dem Auftauen der Zellen wird
frisches vorgewidrmtes Medium in ein 15 ml Falcon-GefdB {berfiihrt. Die aufzutauen-
den Zellen im Kryor6hrchen werden vorsichtig mit einer Pinzette in das 37°C warme
Wasserbad gehalten. Der Vorgang ist beendet, wenn fast alle Eiskristalle aufgetaut sind.
Das Rohrchen wird mit Ethanol gereinigt. Danach werden die Zellen schnellstmoglich
in das vorbereitete Medium tiiberfiihrt und gemischt. Das Gefrierschutzmittel wird so
verdiinnt und kann die Zellen nicht mehr schadigen. Es folgt ein Zentrifugationsschritt
(1000 rpm, 5 min, RT). Das Zellpellet wird in einem definierten Volumen Medium gut
resuspendiert und in ein Kulturgefal liberfiihrt. In der Schale wird das Medium auf ein
Volumen von 10 ml aufgefiillt. Die Zellen werden in den Inkubator gestellt. Nach einem

Tag Inkubation wird ein Mediumwechsel durchgefiihrt.

335 Bestimmung der Zellzahl

In der Zellkultur ist die gleiche Zellzahl in einem Versuchsansatz oft Ausgangs-
punkt flir verschiedene Experimente. Fiir diese Arbeit wurde die Zellzahl mit Hilfe ei-
nes elektronischen Zellzéhlgerites (Casy Counter) bestimmt. Dafiir werden die Zellen
von der Platte gelost, abzentrifugiert und das Pellet in einem bestimmten Volumen Kul-
turmedium resuspendiert. Aus der Zellsuspension werden 20 pl entnommen und in ein
Ziahlrohrchen mit 10 ml 0,9% NaCl-Losung tiberfiihrt. Die Zdhlung erfolgt automatisch

durch den Casy Counter, welcher nach den Angaben des Herstellers benutzt wird.

3.3.6 Zytotoxizitits-Assay

Der Begriff Zytotoxizitdt bezeichnet die Eigenschaft chemischer Substanzen Ge-
webszellen zu schiidigen bzw. abzutéten. Uber einen Zytotoxizitits-assay wird die Vita-
litdt der Zellen nach einer Behandlung gemessen. Es gibt viele Methoden, den Einfluss
chemischer Substanzen auf die Zellen zu untersuchen. In dieser Arbeit wurde der LDH-

Test fiir die Untersuchung der Zytotoxizitdt verschiedener Stoffe verwendet.

3.3.6.1 LDH-Test

Die Methode basiert auf einer Messung der Plasmamembranpermeabilitit durch die
Quantifizierung der Freisetzung bestimmter Enzymen, wie der Lactatdehydrogenase

(LDH), in den Kulturiiberstand. LDH kommt als zytoplasmatisches Protein in allen Zel-
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len vor. Es katalysiert den letzten Schritt in der anaeroben Glykolyse. Kommt es durch
den Einfluss verschiedener Substanzen zu einer Schiadigung der Zellmembran, wird
diese permeabel fiir groBe Molekiile, wie LDH. Die Enzymaktivitit im Zelliiberstand
wird photometrisch iiber die Konzentrationsabnahme von Nikotin-adenindinukleotid
(NADH) bestimmt. Dieser Reaktion liegt die enzymatische Umsetzung von Pyruvat und

NADH+H" zu Lactat und NAD" zu Grunde.

Durchfiihrung:

Abhingig von der Zelllinie werden 0,2 — 2 x 10* Zellen/well in einer 96-well Mikro-
titerplatte ausgesdt. Wenn die Zellen angewachsen sind, wird durch einen Medium-
wechsel die Serumkonzentration auf 0,5% FCS reduziert. Serum enthdlt LDH-
Konzentrationen, durch welche die Hintergrund-Absorption ansteigen kann. Die Zellen
werden mit den Testsubstanzen iiber einen bestimmten Zeitraum inkubiert. Fiir die
Messung der LDH-Aktivitdt wurde der Cytotoxicity Detection Kit (LDH) der Firma Ro-
che verwendet. Die Vorbereitung der Proben und die Messung der Enzymaktivitét er-

folgt nach dem im Kit beiliegenden Protokoll und mit den darin enthaltenen Losungen.

3.3.7 Migrations-Assay

Der Begriff Migration bezeichnet die aktive und auf einen Zielpunkt gerichtete
Fortbewegung einer oder mehrerer Zellen. Dieser Vorgang ist mit einer Reorganisation
des Zytoskeletts und Anderungen in der Adhésion der Zellen verbunden. AuBere Signa-
le vermitteln iiber die Bindung an Oberflichenrezeptoren die Migrationsrichtung der
Zelle. Durch die Ausbildung von Lamellopodien und Filopodien wird dieser Vorgang
unterstiitzt. Diese Form der Chemotaxis kann unter Verwendung einer Boyden Chamber
untersucht werden. Die Kammer setzt sich aus zwei mit Medium gefiillten Bereichen
zusammen, welche durch eine Membran getrennt sind. Zellen werden in die obere
Kammer gegeben und kénnen durch Poren der Membran in Richtung der unteren
Kammer migrieren. Die Migration wird durch in der unteren Kammer befindliche che-
motaktische Substanzen positiv beeinflusst. In einem Brutschrank werden die Zellen in
der Boyden Chamber inkubiert, bis ein Konzentrationsausgleich zwischen beiden
Kammern stattgefunden hat. Im Anschluss daran werden die Zellen auf der unteren Sei-

te der Membran fixiert und gefarbt.
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Durchfiihrung:

Im ersten Schritt wird die Boyden Chamber fiir den Versuch vorbereitet. Sie besteht
aus einer Bodenplatte, einer Silikondichtung und einem Deckel. Bodenplatte und De-
ckel sind durch eine Nummer gekennzeichnet, die tibereinstimmen muss. Am Vortag
des eigentlichen Versuchs wird die Membran, aus Polycarbonat, mit einer fiir die Zellen
geeigneten PorengrofBe vorbereitet. Abhéngig von den Zellen wird die Membran mit
Collagen, Fibronektin oder Vitronektin iiber Nacht bei 4°C auf einem Roller beschich-
tet. Am Versuchstag wird sie kurz in eine PBS/Wasser Losung gegeben (1:10) und da-
nach vorsichtig zum Trocknen auf den Rand der Schale gelegt. Im folgenden Schritt
werden die Zellen fiir den Versuch vorbereitet. Dafiir werden sie von der Platte geldst,
abzentrifugiert und in einem definierten Volumen Medium aufgenommen und gezihlt
(siche Punkt 3.3.5). Die Wells im unteren Teil der Kammer werden mit chemotakti-
schen Reagenzien oder Medium in einem Volumen von 25 ul pro Well luftblasenfrei
befiillt. Dabei wird die Fiilllmenge so pipettiert, dass ein leicht positiver Meniskus ent-
steht. Danach wird die trockene Membran vorsichtig auf die gefiillten Wells gelegt. Die
Membran besteht aus einer glinzenden und einer matten Seite. Beim Auflegen auf die
Bodenplatte muss die matte Seite nach unten zeigen. Die Kammer wird mit der Silikon-
dichtung und dem Deckel verschlossen und vorsichtig zugeschraubt. Die Zellen werden
in Medium verdiinnt und die Zellkonzentration so gewdhlt, dass die gewiinschte Zell-
zahl einem Aliquot von 50 pl entspricht. Dieses Aliquot entspricht der Fiillmenge eines
Wells. In jede Offnung der Deckplatte werden 50 pl Zellsuspension pipettiert, ohne den
Einschluss von Luftblasen und ohne die Membran zu beschiadigen. Fiir den Migrations-
Versuch wird die gefiillte Kammer in den Brutschrank gestellt und dort fiir einen defi-
nierten Zeitraum inkubiert. Die optimale Inkubationszeit wird in Vorversuchen be-
stimmt. Im folgenden Schritt wird die Kammer aus dem Brutschrank genommen und
die Schrauben werden gelost. Danach wird die Kammer kopfiiber auf einen Stapel Pa-
piertiicher gestiilpt. Der Deckel und die Silikondichtung werden von der Bodenplatte
geldst, welche nach oben zeigt. Auf der Silikondichtung liegt die Membran mit der mat-
ten Seite nach oben. Die Bodenplatte wird entfernt und in destilliertes Wasser gelegt.
Auf der nach oben zeigenden matten Seite der Membran befinden sich die Zellen, die
migriert sind. Nicht migrierte Zellen auf der glinzenden Seite der Membran werden
abgeschabt. Dafiir wird die Membran, fixiert mit Klammern, auf der glinzenden Seite in
einer 0,9%igen NaCl-Losung angefeuchtet und mehrmals iiber das Wischblatt gezogen

(siche Abb. 3). Migrierte Zellen werden fixiert, indem die Membran fiir 10 — 15 min in
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eine Methanol/Aceton-Losung (1:2, v/v) gelegt wird. Danach wird die Membran in
Crystal-Violet iiberfiihrt und fiir 1 h bei RT oder iiber Nacht gefirbt. Uberschiissige
Farbe wird durch das Spiilen mit Wasser entfernt. Zum Trocknen der Membran wird

diese auf einen Objekttriager gelegt.

Schrauben &
F @ o Silikondichtung ¢ 2 Wischblatt §
. A«
a' i
9 i i f‘ J - = Pinzetten
9 ? \\ : ’Bo.denplatte ‘:.__
- % m\
A A
Dec Klammern

Abb. 3: Abbildung der Migrationskammer und zusétzlich benétigter Utensilien

Crystal-Violet: 20 % Methanol
0,5 % Crytal-Violet
add ddH,O

Fiir die Auswertung des Migrations-assays wird von der getrockneten Membran ein
Photo gemacht. Die optische Dichte der einzelnen Migrationspunkte wird mit Hilfe der
Software Quantity one (Biorad) ausgemessen und die Daten in eine Exceltabelle liber-

fiihrt.

3.3.8 Dendriten-Wachstum und Ausmessung der Dendritenlinge

In der Zellkultur verwendete Zelllinien haben verschiedene Eigenschaften und zei-
gen unterschiedlich morphologische Merkmale. Verschiedene Einfliisse und Behand-
lungen konnen zu Verdnderungen in der Morphologie einer Zelle fiihren. Diese Verén-
derungen wurden im Rahmen dieser Arbeit mit dem Mikroskop Nicon Eclipse TE2000-
E in Form von Phasenkontrastaufnahmen festgehalten. Im Anschluss daran werden un-
ter Verwendung der speziellen Software NIS-Elements AR 2.30 morphologische Verdn-

derungen, wie die Dendritenldnge neuronaler Zellen, ausgemessen und ausgewertet.
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Durchfiihrung:

Die in dieser Arbeit verwendete Neuroblastom-Zelllinie SH-SYS5Y wird in eine
Multiwellplatte ausgesit. Dafiir wird die Zellzahl der Kultur bestimmt und so auf einer
24-well Platte verteilt, dass in jedem well die gleiche Anzahl Zellen vorliegt (siche
Punkt 3.3.5). Die Zellen werden iiber Nacht in einem Brutschrank kultiviert und kénnen
am Boden der Platte adhdrieren. Am néichsten Tag werden die Zellen mit frischem Me-
dium versorgt (siche Punkt 3.3.2) und mit Retinolsdure (RA) behandelt. Dieser Ansatz
wird fiir 24 - 48 h in einem Brutschrank inkubiert. Im Anschluss daran wird das Medi-
um abgesaugt und die Zellen vorsichtig mit 1 x PBS gewaschen. Die Zellen werden
durch die vorsichtige Zugabe einer 4%igen Paraformaldehyd-Losung (PFA) auf der
Platte fixiert. Unter diesen Bedingungen konnen Zellen iiber mehrere Tage bei 4°C ge-
lagert werden. Nach 3 — 4 Tagen empfiehlt es sich, dass PFA gegen 1 x PBS auszutau-
schen, um eine Kristallbildung der Losung zu vermeiden. Von den fixierten Zellen wer-
den unter Verwendung des Mikroskops Nicon Eclipse TE2000-E Phasenkontrastauf-
nahmen gemacht. Dabei werden pro well 8 Bilder aus verschiedenen Bereichen ge-
macht. Im nichsten Schritt werden die Zellen, im speziellen ihre Dendriten, unter Ver-
wendung der Software NIS-Elements AR 2.30 ausgemessen. Pro Bild werden die Dend-
riten von 10 Zellen ausgemessen und die daraus resultierenden Mittelwerte in eine Ex-
cel-Tabelle tiberfiihrt. Fiir jedes Bild werden die einzelnen Mittelwerte dann zu einem

zusammengefasst und konnen graphisch dargestellt werden.

34 Standardtechniken fiir das Arbeiten mit Nukleinsiuren

34.1 Plasmid-Isolierung aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA basiert auf der Methode der alkalischen Lyse
(Birnboim and Doly 1979). Dabei werden Bakterienzellen bei einem alkalischen pH-
Wert in Gegenwart von SDS lysiert. Auf diesem Weg wird bakterielle DNA entfernt,
weil DNA bei einem stark alkalischen pH denaturiert. Durch die Zugabe von Kalium-
acetat wird das Lysat neutralisiert und Plasmid-DNA renaturiert. Proteine, Lipide und
andere Zellbestandteile denaturieren in Gegenwart von SDS und fallen aus. Uber einen
folgenden Zentrifugationsschritt konnen diese prézipitiert werden. Die im daraus resul-
tierenden Uberstand vorliegende Plasmid-DNA kann in weiteren Reinigungsschritten

isoliert werden.
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34.1.1 Plasmid-Minipriaparation nach PeqLab

Fiir die Isolierung sauberer Plasmid-DNA aus E. coli in grofleren Mengen wird der
peqGOLD Plasmid Miniprep Kitl der Firma PegLab verwendet. Die Plasmidisolierung
erfolgt nach dem beiliegenden Protokoll und unter Verwendung der enthaltenen Puffer
und Séulen. Diese Form der Isolierung basiert auf der grundlegenden Methode der alka-

lischen Lyse und ermdglicht eine schnelle und einfache Isolierung von Plasmid-DNA.

3.4.2 RNA-Isolierung aus Zelllinien

RNA steht als Abkiirzung fiir ribonucleic acid und ist wie DNA eine Nukleinséure.
Eine ihrer wichtigsten Funktionen in der Zelle ist die Umsetzung von genetischer In-
formation in Proteine. Fiir die Isolierung von RNA aus Neuroblastomzellen wird das
Reagenz QIlAzol™ Lysis Reagenz (QIAzol™) der Firma Qiagen verwendet. Qiazo/™
enthdlt Guanidiniumisothio-cyanat (GITC), wodurch Zellen lysiert und RNasen sowie
andere Enzyme inaktiviert werden. Ein weiterer Bestandteil dieses Reagenz ist Phenol,
in dem sich Proteine und DNA gut 16sen. Eine konfluente Zellkulturschale (@ 10 cm)
wird mit PBS gewaschen, um Mediumreste zu entfernen. Die adhdrenten Zellen werden
im Anschluss unter Verwendung von 1 ml Qiazo/™ von der Platte gelost und dadurch
lysiert. Das entstandene Lysat wird mit 10% des vorhandenen Volumens mit Chloro-
form aufgefiillt und gevortext, bis eine milchige Losung entsteht. Im Folgenden wird
der Ansatz abzentrifugiert (13.000 rpm, 15 min, 4°C), wodurch sich drei Phasen bilden.
Einer unteren organischen Phase liegt eine obere, wissrige Phase auf. Proteine befinden
sich in der unteren organischen Phase. RNA liegt in der oberen wissrigen Phase vor.
Zwischen diesen Phasen ist ein weilles Band sichtbar, auch Interphase genannt. Hier
sammeln sich ausgefallene Proteine, Nukleotide und andere Zellbestandteile. Die wéss-
rige Phase mit der darin enthaltenen RNA wird in ein sauberes, neues 1,5 ml Eppen-
dorfgefaBl iiberfiihrt. Die Fillung der RNA erfolgt durch die Zugabe von ca. 1 ml
Isopropanol und einer anschlieBenden Inkubation fiir eine Stunde bei -20°C oder iiber
Nacht bei -80°C. Nach einem Zentrifugationsschritt (13.000 rpm, 15 min, 4°C) wird das
entstandene Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen, um Salze und Isopropanolreste zu
entfernen. Das Pellet der so isolierte Gesamt-RNA wird getrocknet und je nach Grof3e
in 20 bis 100ul RNase-freiem Wasser gelost.
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343 RNA-Isolierung aus Zelllinien nach Sigma

Fiir die schnelle Isolierung von RNA aus Neuroblastomzellen wird der GenElu-
te’ Mammalian Total RNA Kit der Firma Sigma verwendet. Die Isolierung von RNA
wird nach dem im Kit beiliegenden Protokoll durchgefiihrt. Die dafiir benotigten Puffer
und Sidulen sind im Kif enthalten und werden nach den Angaben des Herstellers ver-

wendet.

344 Quantifizierung von Nukleinsiuren

3.44.1 OD-Messung mittels Absorptionsspektrometrie

Die Konzentration von Nukleinsduren wird {iber die Messung der Absorption bei
einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt. Die Messung wird mit einem Photometer und
unter Verwendung einer Kiivette (UVette™ von Eppendorf) durchgefiihrt. Dabei wird die
Nukleinsdurekonzentration aus der Absorption bei 260 nm, der Verdiinnung und einem
fiir DNA, RNA bzw. Oligonukleotide spezifischen Multiplikationsfaktor berechnet. Bei

einer Absorption von 1 geht man von folgenden Konzentrationen aus:

ds DNA 1A260 =50 pg/ml
ss DNA 1Az60 = 30 pg/ml
Oligonukleotide 1A260 = 30 pg/ml
RNA 1Az60 = 40 pg/ml

(A260 = Absorption bei 260 nm)

Grofle RNA- bzw. DNA-Mengen miissen entsprechend verdiinnt werden, weil eine
zuverldssige Messung mit dem Photometer nur in einem Bereich von 0,1 — 1 moglich
ist. Die Reinheit einer Nukleinsdurelosung lasst sich aus dem Verhéltnis zwischen der
OD260nm und ODygonm bestimmen. Eine proteinfreie Nukleinsdureldsung hat ein Verhilt-

nis ODzéonm/Ongonm von 1,8 —2.

3.4.5 Biotinylierung isolierter Gesamt-RNA

Fiir den Nachweis von RNA als potenziellen Bindungspartner fiir Proteine kann

diese durch einen Biotin-Anhang markiert werden. Unter Verwendung von EZ-
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Link""Psoralem-PEO-Biotin kann aus Zellen isolierte Gesamt-RNA einfach markiert
werden. Die RNA-Isolierung erfolgt nach dem bereits beschriebenen Protokoll. Nach
einer Konzentrationsbestimmung der RNA-Losung wird diese auf eine Konzentration
von | mg/ml eingestellt. Die Biotinylierung wird nach der dem Biotinpulver beiliegen-

den Anleitung des Herstellers durchgefiihrt.

3.4.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel wird
unter Verwendung des QIlAquick Gel Extraction Kits der Firma Qiagen durchgefiihrt.
Fragmente mit einer Molekiilgrée von 70 bp bis 10 kb konnen aus einem Reaktions-
gemisch extrahiert und gereinigt werden. Die fiir die Isolierung bendtigten Puffer und
QlAquick spin columns sind im Kit enthalten und werden nach den Angaben des Her-
stellers verwendet. Um das gesuchte Fragment fiir eine Isolierung sichtbar zu machen,
wird die mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennte Probe mit Ethidiumbromid ge-
farbt. Ethidiumbromid lagert sich als interkalierende Verbindung zwischen die Basen-
paare der DNA und macht sie unter Verwendung von UV-Licht sichtbar. Im folgenden
Schritt wird die gewiinschte Bande mit einem sauberen Skalpell aus dem Gel ausge-
schnitten und in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefdf3 {iberfiihrt. Die Isolierung des Fragmentes

aus dem Gelstiick erfolgt nach den Angaben des Herstellers.

3.4.7 Reinigung von Nukleinsiure-Fragmenten nach einer PCR

oder anderen enzymatischen Modifikationen

Fiir die Reinigung von Nukleinsdure-Fragmenten oder Plasmiden nach einer PCR
oder anderen enzymatischen Modifikationen wird der QIAquick PCR Purification Kit
der Firma Qiagen verwendet. Mit dieser Methode ist es moglich, Fragmente im Bereich
von 100 bp bis 10 kb zu reinigen. Dabei konnen Primer, Nukleotide, Polymerasen und
Salzreste aus dem Reaktionsansatz entfernt werden. Die dafiir benétigten Puffer und
QlAquick spin columns sind im Kit enthalten und werden nach den Angaben des Her-

stellers verwendet.
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3.5 Enzymatische Modifikation von Nukleinsiduren

3.5.1 Restriktion von DNA

Zellen schiitzen sich durch ein Restriktions-Modifikationssystem vor dem Eindrin-
gen fremder DNA. Fremd-DNA wird von diesem System erkannt und abgebaut. Zellei-
gene DNA wird durch Modifikationen (Methylierungen) vor einem Abbau geschiitzt.
Teil dieses Systems sind Restriktions-Endonukleasen. Sie spalten Fremd-DNA an spezi-
fischen Sequenzen und erzeugen so Doppelstrang-Briiche. Die Restriktion von chromo-
somaler DNA oder Plasmid-DNA macht man sich in der Molekularbiologie zu Nutze.
Restriktionsenzyme erkennen Sequenzen von vier bis acht Basen und lagern sich in die-
sem Bereich an die DNA an. Dabei werden die Phosphodiesterbindungen doppelstréin-
giger DNA-Molekiile gespalten. In ihrer Erkennungssequenz schneiden die Enzyme in
beiden Stridngen an der gleichen Stelle oder um einige Basen versetzt. Daraus resultie-
rende Fragmente weisen verschiedene Enden auf. Man unterscheidet glatte Enden (blunt
ends) und bei einem versetzten Schnitt iberstehende Enden (sticky ends). Die fiir einen
Restriktionsverdau verwendeten Puffer und Reaktionsbedingungen werden nach den
Angaben und Empfehlungen des Herstellers gewéhlt. Die Inkubation des Reaktionsan-
satzes findet in den meisten Féllen bei 37°C statt. Nur wenige Enzyme bendtigen fiir
eine optimale Aktivitit niedrigere oder hohere Temperaturen. Ein Restriktionsverdau
von Plasmid-DNA wird nach den Standardvorschriften (Sambrook et al. 1989) durchge-
fiihrt. Der Reaktionsansatz wird im Anschluss an den Verdau fiir 20 min auf 65°C bis
80°C erhitzt, was eine Inaktivierung der meisten Endonukleasen zur Folge hat. Die
Uberpriifung eines Restriktionsverdaus kann mittels Agarosegelelektrophorese durchge-

fiihrt werden (siehe Punkt 3.6.4.1).

3.5.2 Ligation von DNA

Unter dem Begriff Ligation versteht man die Verkniipfung von zwei DNA-Enden
unter Verwendung des Enzyms Ligase. Bei dieser Enzymreaktion katalysieren DNA-
Ligasen die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen einer freien
5"-Phosphatgruppe und einer 3'-Hydroxylgruppe unter Spaltung energiereicher Phos-
phatverbindungen. Die in dieser Arbeit verwendete T4-DNA-Ligase ermoglicht die Li-
gation glatter sowie liberhdngender DNA-Enden. Bei der Ligation von einem Fragment

in einen Vektor sollte das Verhéltnis von Fragment zu Vektor 3:1 betragen.
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Ligationsansatz: 50 —400 ng Vektor-DNA

X ng insert-DNA

2 ul 10 x T4-Ligase-Puffer (enthdlt ATP)

2/4 U T4-DNA-Ligase (sticky ends/blunt ends)
add 20 ul ddH,0O

Der Ligationsansatz wird iiber Nacht bei 16°C inkubiert. In einem folgenden Schritt
wird der Ansatz fiir 15 min bei 65°C erhitzt, was eine Inaktivierung des Enzyms zur
Folge hat. Der Ligationsansatz kann aber auch direkt fiir die Transformation in E. coli-

Zellen verwendet werden.

3.6  Molekularbiologische Methoden
3.6.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Methode der Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde 1983 von Karry Banks
Mullis entwickelt und dient der exponentiellen Vervielféltigung definierter DNA-
Abschnitte invitro. Die Methode basiert auf der enzymatischen Amplifikation kleinster
DNA-Mengen in kurzer Zeit. Dadurch ist der Nachweis bestimmter Sequenzen aus ei-
nem Pool an DNA-Sequenzen moglich.

Ein PCR-Ansatz enthilt neben freien Desoxyribonukleosidtriphosphaten (ANTP's)
und entsprechenden Puffern, mit fiir das Enzym geeigneten Mg**-Konzentrationen, ge-
ringe Mengen Ausgangs-DNA oder cDNA (template), eine thermostabile DNA-
Polymerase (Taq-Polymerase) und Oligonukleotidprimer. Bei einer PCR sollen beide
Strange des gewdhlten DNA-Abschnittes amplifiziert werden. Aus diesem Grund wer-
den Oligonukleotidprimer mit einer Mindestlinge von 17 Nukleotiden so gewéhlt, das
sie komplementédr zum DNA-Abschnitt sind und gegenldufig auf dem jeweiligen Strang
binden. Unter Verwendung der DNA-Polymerase kann die Synthese des neuen Stranges
am 3'-Ende des Primers beginnen. Ein PCR-Zyklus setzt sich aus drei Reaktionsschrit-
ten zusammen: Im ersten Schritt, der Denaturierung, wird der Reaktionsansatz fiir 5 min
auf 94°C erhitzt, was eine Trennung der DNA-Stringe zur Folge hat. Der zweite Schritt
dient der Anlagerung (4Annealing) der Primer an die Matrizen-DNA. Die fiir den Prozess
der Hybridisierung geeigneten Temperaturen variieren stark und sind abhédngig von der
Basenzusammensetzung des Hybridisierungsbereiches. Die Annealing-Temperatur lasst

sich mit folgender Formel berechnen: T, = [(4°C x G/C)+(2°C x A/T)] —5°C
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Der dritte Schritt, die Elongationsphase, beinhaltet die Synthese der zur Matrize
komplementéren Strange, ausgehend vom 3°-Ende der Primer.

Die Lange eines Reaktionszyklus ist abhdngig von der Liange des zu amplifizieren-
den Fragmentes. Eine Grundregel besagt, dass fiir 1000 bp 1 min nétig ist. Eine PCR-
Reaktion durchlauft meist 35 Zyklen, wodurch eine exponentielle Vervielfiltigung des
DNA-Bereiches zwischen den Primern moglich ist.

Eine PCR wird unter Verwendung eines Thermocyclers durchgefiihrt, in dem die
Proben auf die gewlinschten Temperaturen erhitzt oder abgekiihlt werden. Die fiir eine
PCR-Reaktion bendtigten optimalen Bedingungen, wie die Anzahl der Zyklen, die An-
nealing-Temperatur und die Dauer der Synthese konnen im Gerédt programmiert wer-

den.

Standard-PCR-Ansatz in 20pl: X ul DNA
2 ul 10 x Puffer
0,7 ul Primer 1 (10 pmol/ul)
0,7 ul Primer 2 (10 pmol/ul)
0,7 wl dNTP's (10 mM)
0,2 ul Tag-Polymerase
add 20 ul ddH,0O

Standardprogramm einer PCR:

Denaturierung vor dem ersten Zyklus: 94°C 5 min
Denaturierung 94°C 30 sec.
Annealing Ta 30 sec.
Primer-Extension 72°C 30 sec. —2 min
AbschlieBende Synthese 72°C 10 min
Abkiihlung 4°C 0

3.6.2 RT-PCR

Diese Form der PCR setzt sich aus zwei molekularbiologischen Methoden zusam-
men. RT steht fiir Reverse Transkriptase und bezeichnet den ersten Teil einer RT-PCR.
Im zweiten Teil wird unter Verwendung genspezifischer Primer eine Standard-PCR
durchgefiihrt.
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Mit Hilfe dieser Methode kann die Expression spezieller Gene in Zellen und Gewe-
ben untersucht werden. Fiir den Nachweis der Transkription spezifischer Gene ist die
abgelesene RNA Ausgangspunkt der Analyse. Gesamt-RNA aus Zellen oder Geweben
wird isoliert und unter Verwendung einer Reversen Transkriptase (RT) in cDNA umge-
schrieben. Die cDNA wird als template in einer folgenden PCR-Reaktion eingesetzt.
Daraus resultierende Fragmente konnen iiber eine Agarosegelelektrophorese analysiert

werden (siche Punkt 3.6.4.1).

Durchfiihrung:

Die im ersten Schritt einer RT-PCR benétigte RNA wird wie in Punkt 3.4.3 be-
schrieben, aus Zelllinien isoliert. Im Anschluss daran wird die Konzentration der isolier-
ten Gesamt-RNA bestimmt und auf 0,5 - 1 pg pro Ansatz berechnet. Die cDNA-
Synthese wird unter Verwendung der ImProm-II Reverse Transcriptase durchgefiihrt.
Dafiir notwendige Puffer, MgCl,-Lésung und ANTP's sind im Kit enthalten und werden
nach den Angaben des Herstellers verwendet. Die Synthese wird in einem Termocycler

nach dem im Kit beiliegenden Protokoll durchgefiihrt.

c¢DNA-Synthese-Programm:

Primerbindung 70°C 5 min
Abkiihlen 4°C 5 min
Annealing 25°C 5 min
Synthese 42°C 60 min
Hitzeinaktivierung des Enzyms 70°C 15 min

Im Anschluss an die cDNA-Synthese wird eine PCR mit genspezifischen Primern
durchgefiihrt (siche Punkt 3.6.1). Fiir einen spéteren Vergleich der Proben wird von
jedem Ansatz 1 pl cDNA als template eingesetzt. Danach werden die Proben auf einem

Agarosegel analysiert.

3.6.3 PCR-Schnelltest

Mit dieser Methode ist eine schnelle Uberpriifung und Identifizierung rekombinan-
ter E. coli-Klone moglich. Mehrere Klone konnen daraufhin iiberpriift werden, ob sie
das gewlinschte /nsert enthalten oder nicht, ohne das fiir alle Klone eine aufwendige
Plasmidisolierung durchgefiihrt werden muss.
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Die PCR-Reaktion wird dabei wie bereits beschrieben durchgefiihrt. Im Vergleich
zu einer normalen PCR-Reaktion wird hier keine DNA als template verwendet, sondern
Zellen. Damit erspart man sich die aufwendige Isolierung der Plasmid-DNA. Fiir eine
Optimierung der PCR-Reaktion mit Zellen wird dem Reaktionsgemisch DMSO beige-
fligt. Von einer Transformationsplatte werden mit Hilfe einer sterilen Pipettenspitze
einzelne Kolonien in saubere PCR-Reaktionsgefdf3e liberfiihrt. Damit im Fall eines rich-
tigen Klones genug Zellen fiir weitere Analysen vorhanden sind, wird die Pipettenspitze
danach auf einer master plate ausgestrichen. Als master plate bezeichnet man eine LB-
Agarplatte mit dem entsprechenden Selektionsantibiotikum, welche iiber Nacht bei

37°C inkubiert wird.

3.6.4 Gelelektrophorese

Die Methode der Elektrophorese basiert darauf, dass geladene Molekiile in einem
elektrischen Feld wandern und erméglicht so die Untersuchung von Nukleinsduren und
Proteinen. Wie sich die Molekiile in diesem Gel bewegen, hdngt dabei von ihrer Grofe,
Form und Ladung ab. Die fiir diese Methode verwendeten Gele bestehen aus Polyacryl-
amid oder Agarose. Sie bilden ein komplexes Netzwerk, dessen PorengroBe bei der
Herstellung der Gele bestimmt wird. Kleine, kompakte Molekiile wandern schneller
durch dieses Netzwerk als grof3e, entfaltete Molekiile. Dadurch ist eine Grofenauftren-

nung der einzelnen Bestandteile in einem Gemisch moglich.

3.64.1 Agarosegele

Eine Agarosegel-Elektrophorese dient der Untersuchung von Nukleinsduren. PCR-
Produkte, isolierte Plasmid-DNA und Restriktionsverdaus von Plasmid-DNA lassen
sich so analysieren. Fiir die Herstellung der Gele wird die bendtigte Menge Agarose
eingewogen und mit 1 x TAE-Puffer auf das entsprechende Endvolumen aufgefiillt. Die
Agarosekonzentration betrdgt dabei meist 1% (w/v). Durch Aufkochen wird die Agaro-
se vollstdndig gelost. In die noch fliissige Agarose wird eine geringe Menge Ethidi-
umbromid gegeben und gut gemischt. Mit dieser Losung wird, unter Verwendung einer
Gel-Apparatur und einem Kamm, ein Gel gegossen. Ist das Gel erstarrt, kann es mit 1 x
TAE-Puffer tiberschichtet werden. In die durch den Kamm entstandenen Taschen kon-

nen nun die Proben pipettiert werden, welche zuvor mit 6 x Probenpuffer gemischt
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wurden. Als GroBBenstandard werden 200 — 300 ng des entsprechenden GroBBenmarkers

verwendet. Die Elektrophorese erfolgt bei einer konstanten Spannung von 100 V.

6 x DNA-Auftragspuffer: 60 % Glycerol
60 mM  EDTA
0,1 % Bromphenolblau (w/v)

50 x TAE-Puffer: 484 g Tris
114,2 ml Essigsdure
200 ml EDTA (0,5M)
add 2000 ml ddH,O

Der Puffer wird auf den pH-Wert 8,5 eingestellt.

1 x TAE-Puffer: 20 ml 50 x TAE-Puffer
add 1000 ml ddH,O

3.6.4.2 Farbung von Agarosegelen

Fiir den Nachweis von DNA wird in das Gel Ethidiumbromid gegeben. Als interka-
lierende Substanz lagert es sich zwischen die Basenpaare der DNA und bildet zusam-
men mit der DNA einen fluoreszierenden Komplex. Dieser Komplex kann mit UV-
Licht sichtbar gemacht werden. Dadurch kénnen neben doppelstrangiger DNA auch
einzelstrangige DNA-Fragmente sowie RNA detektiert werden.

3.64.3 SDS-Polyacrylamidgele fiir die SDS page

Eine Polyacrylamidgelelektrophorese, auch SDS-page (sodium dodecylsulfate poly-
acrylamide gel elektrophoresis) genannt, wird zur elektrophoretischen Auftrennung von
Proteingemischen verwendet. Die Auftrennung erfolgt dabei nach Molekulargewicht.

Fiir die Herstellung der Gele und den Auftragspuffer wird SDS verwendet. SDS als
anionische Detergenz bindet an die Proteine und denaturiert sie. Dadurch verlieren Pro-
teine ihre Quartdr— und Tertidrstruktur. Im folgenden Schritt werden die Proben gekocht

und dadurch auch denaturiert.
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Die Methode der SDS-page zeichnet sich durch eine hohe Trennschérfe aus und
ermoglicht die Analyse von Proteinen und Proteingemischen, auch wenn diese schwer
16slich sind. Die Mdglichkeit einer Auftrennung basiert auf der Verwendung unter-
schiedlicher Puffer in Trenn- und Sammelgel. Die Polyacrylamidkonzentration im
Sammelgel ist gering, wodurch ein groBporiges Netzwerk entsteht. Der Siebeffekt ent-
fallt und die Proteine konnen konzentriert werden. Das Trenngel weist auf Grund der
hoheren Polyacrylamidkonzentration ein engmaschigeres Netzwerk auf, wodurch die
Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden konnen. Grofle, kompakte
Proteine wandern durch dieses Netzwerk in einem elektrischen Feld nicht so weit wie
kleine Proteine. Fiir die Herstellung der Gele werden zwei Glasplatten mit Ethanol ge-
reinigt und zusammengebaut. Die Gel-Losungen setzen sich aus folgenden Bestandtei-

len zusammen:

Tabelle 7: Zusammensetzung 10% bzw. 15%iger SDS-Gele

Losungen Trenngel [ml]* Sammelgel [ml]*

10% 15% 5%
Trenngelpuffer pH 8,8 2,5 2,5

Sammelgelpuffer pH 6,8 2,5
Wasser 4,1 2.4 5,7
30%-Acrylamid Mix 33 5,0 1,65
10% APS 0,1 0,1 0,1
TEMED 0,01 0,01 0,01

*Die Angaben beziehen sich auf 10 ml Trenn- bzw. Sammelgel.

Die Polymerisation der Acrylamid-Losungen wird durch die Verwendung von Am-
moniumperoxodisulfat (APS) ausgelost. Katalysator dieser Reaktion ist ,N,N",N’-
Tetramethylethylendiamin (TEMED). Das Trenngel nimmt ca. 2/3 des gegossenen Gels
ein. Fiir eine glatte, luftblasenfreie obere Gelkante wird das Trenngel mit Isobutanol
iberschichtet. Wenn das Trenngel vollstindig auspolymerisiert ist, wird das Isobutanol
entfernt. Im néchsten Schritt kann das Sammelgel gegossen werden, in welches der
Probenauftragskamm luftblasenfrei eingelassen wird. Fiir die Elektrophorese wird das
fertige Gel in eine Gelelektrophorese-Apparatur (Biorad) eingebaut. Der zwischen den
Gelen entstandene Zwischenraum sowie der Bereich um die Gele werden mit 1 x SDS-

Laufpufter gefiillt.
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Die Proteinproben konnen zum Auftragen auf das Gel vorbereitet werden. Dafiir

wird die Probe mit 5 x SDS-Auftragspuffer versetzt und fiir 5 min. gekocht. Der Puffer

enthilt neben Bromphenolblau 20% Glycin. Durch die Zugabe von Glycin erhdht sich

die Dichte der Probe, wodurch sie in der Tasche bleibt und sich nicht mit dem Laufpuf-

fer vermischt. Fiir die Bestimmung des Molekulargewichtes der aufgetrennten Probe

wird neben den Proben ein Protein-Groflenmarker als Standard aufgetragen.

5 x SDS-Auftragspuffer: 10
20
0,2
0,05

%
%
M
%

SDS
Glycerin
Tris-HCI, pH 6,8

Bromphenolblau

Vor der Benutzung des Puffers wird 1/10 3-Mercaptoethanol zugefligt.

Trenngel-Puffer: 90,825 ¢
20 ml
add 500 ml

Der Puffer wird auf einen pH von 8,8 eingestellt.

Sammelgelpuffer: 24,2
8
add 200

Der Puffer wird auf einen pH von 6,8 eingestellt.

Ammoniumpersulfat: 10

add 100

10 x SDS Laufpuffer: 60,4
376,0

200,0

add 2000,0

g

ml

ml

%

ml

o 09

ml

ml

Tris (1,5 M)
10%ige SDS Losung (0,4%)
ddH,O

Tris (1M)
10%ige SDS-Losung (0,4%)
ddH,O

APS
ddH,O

Tris (0,125 M)
Glycin (1,25 M)
10%ige SDS Ldsung
ddH,O
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3.6.4.4 Farben von SDS-Gelen

Eine haufig verwendete Methode SDS-Gele zu farben, ist die Coomassie-Féarbung.
Fiir den Nachweis geringerer Proteinmengen kann die Methode der Silber-Farbung an-
gewendet werden. Diese Farbemethode ist sehr empfindlich und ermdglicht den Nach-
weis von Proteinmengen bis zu 0,1 ng.

In dieser Arbeit wurde die Methode der Coomassie-Féarbung verwendet. Bei diesem
Férbeverfahren ist der Nachweis von Proteinmengen bis zu 0,1 pg mdglich. Die Fér-
bung mit dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blue R250 findet in einer sauren Lésung
bei RT fiir ca. 30 min statt. Die Proteine werden so fixiert, positiv geladen und kdnnen
den Farbstoff binden. Weitere Farbstoffmolekiile konnen auf Grund hydrophober Effek-
te an die Proteine und den bereits gebundenen Farbstoff binden. Es werden mehr als 1 g
Farbstoff/ g Protein gebunden. Der Farbstoff farbt unspezifisch alle Proteine sowie den
Rest des Gels. Uberschiissig gebundene Farbe wird durch die Verwendung einer Ent-
farber-Losung entfernt. Wird das Gel fiir einige Zeit entfarbt, werden die Proteine als

blaue Banden sichtbar.

Coomassie-Farbelosung: 2,5 g Serva BlueR 250
450,0 ml  Methanol
100,0 ml  Essigsdure
450,0 ml  ddH,O

Die Farbelosung wird nach dem Ldsen des Farbstoffes filtriert.

Entfirber: 320,0 ml  Isopropanol
50,0 ml  Essigsdure

add 1000,0 ml  ddH,O

3.6.4.5 Western-Analyse von Proteinen (Western Blot)

Fiir den Nachweis spezifischer Proteine eignet sich die sensible Methode des Wes-
tern Blots, auch Immunoblot genannt. Durch eine immunologische Reaktion kdnnen
Proteine unter Verwendung spezifischer Antikoérper nachgewiesen werden. Dafiir wer-
den die aufgetrennten Proteine auf eine Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDEF-

Membran) iibertragen und sind so zuginglich fiir weitere Reaktionen. Vor der Zugabe
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des ersten Antikorpers werden unspezifische Bindungsstellen blockiert. Der erste Anti-
korper, auch als Primdr-Antikorper bezeichnet, erkennt spezifisch das gesuchte Anti-
gen. Durch kurze Waschschritte werden ungebundene Antikorperreste entfernt. Der
Nachweis des gesuchten Antigens erfolgt iiber einen zweiten Antikorper, auch Sekun-
ddr-Antikorper genannt, der konjugiert mit dem Enzym Meerrettich-Peroxidase (Horse-
radisch Peroxidase, HRP) vorliegt. Dieser Antikorper ist gegen IgG-Bereiche des ersten
Antikdrpers gerichtet.

Durch die Zugabe der Substratlosung, die von dem konjugierten Enzym des Sekun-
ddr-Antikorpers umgesetzt wird, entsteht ein Chemilumineszenz-Signal in der Hohe des

gesuchten Proteins, was auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht werden kann.

3.6.4.5.1 Blotten von Polyacrylamidgelen

Die Methode des Western blottings basiert auf dem Transfer von Proteinen aus ei-
nem SDS-Gel auf eine Membran mittels Elektrophorese.

In dieser Arbeit wurde filir das Blotten von SDS-Gelen das Tank blotting-Verfahren
verwendet. Dafiir wird das Gel nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine
aus der Apparatur ausgebaut und das Sammelgel entfernt. Das Trenngel wird in ein
Sandwich bestehend aus Whatman-Papier, einem Kunststoffgeflecht und der Membran
eingebaut. Das Kunststoffgeflecht sowie das Whatman-Papier werden vor dem
Gebrauch in Blot-Puffer eingelegt. Die PVDF-Membran wird vor dem Gebrauch mit
Methanol angefeuchtet. Das Sandwich setzt sich wie folgt zusammen und wird auf die
schwarze Seite eines Clamping frames (Biorad) gestapelt: 1 Kunststoffgeflecht, 1 Lage
Whatman-Papier (1,4 mm), das Gel, die PVDF-Membran, eine 2. Lage Whatman-
Papier (1,4 mm) und das 2. Kunststoffgeflecht. Der Rahmen wird geschlossen und in
eine Halterung gesteckt. Diese Halterung wiederum wird in eine Blot-Apparatur (Bio-
rad), einen Tank, eingebaut. Der Tank wird mit Blot-Puffer gefiillt und gekiihlt.

Der Transfer der Proteine erfolgt bei 100 V von der Kathode (-) zur Annode (+) und
somit aus dem Gel auf die Membran. Nach 1 Stunde ist der Transfer auf die Membran
beendet. Nach dem Blotten wird die Membran fiir 5 min in TBS-Tween (TBS-T) gewa-
schen.

Fiir die immunologische Reaktion miissen auf der Membran unspezifische Bin-
dungsstellen blockiert werden. Dafiir wird die Membran in einer Losung aus Mager-
milchpulver (5%, w/v) inkubiert. Der Blockierschritt dauert mindestens 1 Stunde bei

RT. Im folgenden Schritt wird die Membran drei Mal kurz mit TBS-T gewaschen. Da-
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nach wird der erste Antikdrper auf die Membran gegeben und iiber Nacht bei 4°C inku-
biert. Die Verdiinnungen der Antikdrper werden den Angaben des Herstellers entnom-
men. In den meisten Féllen betrdgt diese 1:1000. Im Anschluss daran wird die Membran
drei Mal, fiir je 15 min, mit TBS-T gewaschen. Jetzt kann der zweite Antikorper (anti-
human 1gG/HRP; anti-mouse 1gG/HRP oder anti-rabbit 1gG/HRP) auf die Membran
gegeben werden, meist 1:5000 in einer 5%igen-Milchlosung verdiinnt. Die Membran
wird so 1 Stunde bei RT inkubiert. Im Anschluss daran folgen wieder drei Waschschrit-
te mit TBS-T.

Der Blot wird mit der ECLplus-Detektionslésung (Amersham Biosciences), einer
1:50 Mischung aus Losung A und Losung B fiir 3 min bedeckt. Diese Detektionslosung
enthilt das Substrat Luminol, welches von dem an den zweiten Antikdrper bebundenen
Enzym, der Meerrettichperoxidase, umgesetzt wird. Die Peroxidase katalysiert in Ver-
bindung mit einem Peroxid, wie H,0O,, die Oxidation von Luminol. Im Bereich des de-
tektierten Proteins wird Licht emittiert. Die entstandene Chemilumineszenz wird auf

einen Rontgenfilm tibertragen und so sichtbar gemacht.

Blot- bzw. Transferpuffer: 12,125 g Tris (0,02M)
56,25 g Glycin (0,15M)
1000 ml  Methanol
add 5000 ml  ddH,O
10 x TBS-Puffer: 60,56 g Tris (0,5M)
87,66 g Natriumchlorid (1,5M)

add 1000 ml ddH,O

Der Puffer wird auf einen pH von 7,4 eingestellt.

1 x TBS-T-Puffer: 500 ml 10 x TBS
5 ml  Tween (0,1%)
add 5000 ml ddH,O
5%-Blockierlosung: 10 g Milchpulver

add 200 ml 1 xTBS-T
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3.6.4.6 Strippen von Western Blot Membranen

Eine PVDF-Membran kann nach der Detektion des Antikorper/Enzymkonjugates
mittels ECL-Losung fiir weitere AntikOrperreaktionen genutzt werden. Dafiir miissen
die bereits gebundenen Primdr- und Sekunddr-Antikdrper von der Membran abgelost
werden (strippen). Die Membran wird nach dem Entwickeln in eine Schale iiberfiihrt
und 2 — 3 x mit TBS-T gewaschen. Im Anschluss daran wird die Membran fiir 60 min
bei RT in 50 — 100 ml Stripping Buffer auf einem Schiittler inkubiert. Danach folgen
weitere 5 — 8 Waschschritte in TBS-T. Die Membran kann dann ausgehend von einem

Blockierschritt fiir einen weiteren Antikérpernachweis verwendet werden.

Stripping Buffer: 10 ml 1M Glycine-Losung
1 ml  37%ige HCI1
add 90 ml ddH,O

3.6.4.7 Line Blots

Fiir die Untersuchung von Patientenseren auf das Vorhandensein von Autoantikor-
pern gegen ein bestimmtes Protein werden Line Blots hergestellt. Dafiir wird das mogli-
che Autoantigen als rekombinantes Protein iiber eine SDS page elektrophoretisch auf-
getrennt. Dabei befindet sich in jeder Probentasche des Gels die gleiche Menge Protein
(0,5 — 1 pg). Im Anschluss daran werden die Proteine iiber die Methode des Western
blottings auf eine PVDF-Membran {ibertragen. Die Membran wird wie bereits beschrie-
ben mit einer 5%igen-Magermilch-Losung blockiert. Fiir die Inkubation mit verschie-
denen Patientenseren wird der Blot in Streifen geschnitten. Jeder Streifen kann so sepa-
rat mit einem Serum iiber Nacht bei 4°C inkubiert werden. Das Serum wird 1:200 in
einer 5%igen Magermilch-Losung verdiinnt. Als Sekundar-Antikorper wird ein anti-
human 1gG/HRP Antikorper verwendet. Die folgenden Schritte erfolgen entsprechend

dem bereits beschriebenen Verfahren des Western blottings.

3.6.4.8 Dot Blot

Der Begriff Dot Blot bezeichnet das punktférmige Auftragen isolierter RNA- oder

Proteinproben auf ein Tragermaterial, wie Nitrozellulose. Diese Methode dient &hnlich
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einem Western Blot dem Nachweis spezifischer Proteine bzw. RNA mittels Antikor-

pern.

3.6.4.8.1 Dot Blot mit Proteinlosungen

Der Dot Blot wird als Alternative zu einem ELISA fiir den Nachweis nativer Protei-
ne, immobilisiert auf einer Membran, verwendet. Ohne eine vorangegangene elektro-
phoretische Auftrennung kann die zu analysierende Probe mit Hilfe einer Dot Blot-
Apparatur direkt auf die Membran pipettiert werden. Diese wird wie eine Western Blot

Membran weiterbehandelt.

Durchfiihrung:

Die Dot Blot-Apparatur wird vor Versuchsbeginn mit 70%igem Ethanol gereinigt.
Fiir den Versuch wird eine Nitrozellulose-Membran vorbereitet (11 x 5,5 cm) und in
Binding buffer gelegt. Die Proteinproben werden in einem Gesamtvolumen von 100 pl
mit 1 x PBS auf die gewiinschte Konzentration eingestellt. Die Apparatur wird mit der
dazwischen liegenden Membran zusammengebaut und an eine Pumpe angeschlossen.
Im nichsten Schritt werden die Proteinproben in die vorgesehenen Offnungen der Ap-
paratur pipettiert. Die angeschlossene Pumpe ist dabei eingeschaltet und saugt {iber-
schiissige Flissigkeit durch die Membran ab. Nach dem Pipettieren der Proben bleibt
die Pumpe noch 10 — 15 min eingeschaltet, um alle Fliissigkeit zu entfernen. Bevor die
Membran aus der Apparatur genommen wird, wird ihre Lage markiert.

Die Membran wird in Binding buffer tiberfiihrt und fiir 2 h bei RT auf einem Schiitt-
ler gewaschen. Der Primdr-Antikorper wird in dieser Form der Durchfiihrung durch
biotinylierte RNA ersetzt. Diese wird in der gewiinschten Konzentration in 30 ml Bin-
ding buffer gegeben. Die Membran wird mit der biotinylierten RNA (siehe Punkt 3.4.5)
fiir 1 h bei RT inkubiert. Im Anschluss daran wird die Membran iiber Nacht bei 4°C auf
einem Schiittler in Binding buffer gewaschen. Als Sekunddr-Antikorper wird Streptavi-
din/HRP 1:5000 in Binding buffer verdiinnt und die Membran damit fiir 45 min bei RT
inkubiert. Nach weiteren 2 — 3 Waschschritten tiber Nacht bei 4°C kann die Membran
unter Verwendung der Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate-Losung
entwickelt werden. Die Substrate-Losung wird nach den Angaben des Herstellers ver-

wendet.
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50 x Denhards: 1 % Ficoll-PM 400
1 % Polyvinylpyrrolidone
1 % BSA
add 200 ml ddH,O

Der Puffer wird in 20 ml Portionen aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Binding buffer: 10 ml 1M Tris-HCI, pH 7,6
2 ml 500mM EDTA
20 ml 50 x Denhards
50 ml IM Natriumchlorid

add 1000 ml ddH,O

Der Puffer wird vor dem Gebrauch filtriert.

3.6.4.8.2 Dot Blot mit Nukleinsiduren

Der Dot Blot kann auch fiir die Uberpriifung modifizierter Nukleinsiuren genutzt
werden. Mit dieser Methode wird die Biotinylierung von RNA bzw. DNA kontrolliert.
Unter Verwendung eines Streptavidin/HRP-Antikorpers kann der an die Nukleinséduren

angehangene Biotinteil detektiert werden.

Durchfiihrung:

Die fiir die Durchfiihrung notwendige Dot Blot-Apparatur wird mit 70%igem Etha-
nol gereinigt. Eine Nylon-Membran (HybondN 11 x 5,5 cm) wird vorbereitet und in
Binding buffer gelegt. Die Apparatur wird wie bereits beschrieben (Punkt 3.6.4.8.1)
zusammengebaut. Fiir die Probenvorbereitung werden die Nukleinsduren in den ent-
sprechenden Konzentrationen angesetzt und mit 1 x PBS auf ein Gesamtvolumen von
100 pl verdiinnt. Im Anschluss daran werden die Proben in die vorgesehenen Offnungen
der Apparatur pipettiert. Danach bleibt die Pumpe weitere 10 min eingeschaltet, um
iiberschiissige Fliissigkeit abzusaugen. Im néchsten Schritt wird die Membran kurz in
Binding buffer tiberfiihrt.

Uber ein UV-cross linking kénnen Nukleinsiuren an eine Nylonmembran gebunden
werden. Dafiir wird die Membran unter eine UV-Lampe gelegt und bei 254 nm fiir

10 min inkubiert.
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Nach einem kurzen Waschschritt in Binding buffer wird die Membran mit einem
Streptavidin/HRP-Antikorper fiir 1 h bei RT inkubiert. Der Antikorper wird 1:5000 in
Binding buffer verdiinnt. Es folgt ein weiterer Waschschritt iber Nacht bei 4°C.

Der Nachweis biotinylierter Nukleinsduren, gebunden an eine Nylon-Membran, findet
unter Verwendung der Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate-Losung

statt. Die Substrat-Losung wird nach den Angaben des Herstellers verwendet.

3.6.4.9 Enzyme linked immunosorbent assay — ELISA

Der ELISA, auch als Enzymgekoppelter Immunadsorbtionstest (EIA) bezeichnet, ist
ein immunologisches Nachweisverfahren fiir Antigen-Antikorper-Komplexe immobili-
siert auf einer festen Oberfliche. Die Methode basiert auf der Umsetzung eines chro-
mogenen Substrates durch ein Enzym. Das Enzym kann dabei an das Antigen oder den
Antikorper gekoppelt vorliegen. Mit Hilfe dieser Methode konnen Proteine, Viren oder

Antikorper in Proben wie Serum oder Urin nachgewiesen werden.

Durchfiihrung:

Das zu untersuchende Protein wird in verschiedenen Konzentrationen angesetzt und
mit 50 mM NaHCOs; (pH 9,5) verdiinnt. Die Proben werden in eine Mikrotiterplatte
(MaxiSorp) pipettiert und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Im néchsten Schritt wird der
Uberstand abgeklopft und die Platte einmal mit 1 x TBS gewaschen.

Unspezifische Bindungsstellen werden durch die Zugabe einer 3%igen BSA-Ldsung
in TBS-Puffer fiir 1 — 2 h bei RT geblockt. Nach einem weiteren Waschschritt kann der
erste Antikorper, das Serum oder biotinylierte RNA in die Platte gegeben werden. Die
optimale Konzentration wird in Vorversuchen bestimmt. Dieser Ansatz wird fiir 1 h bei
RT inkubiert. Danach wird die Platte dreimal mit 1 x TBS gewaschen und zwischen-
durch gut abgeklopft. Der Sekunddr-Antikorper wird 1:5000 in TBS verdiinnt und in die
Mikrotiterplatte pipettiert. Die Platte wird fiir 45 min bei RT inkubiert und im An-
schluss daran weitere dreimal gewaschen.

Der Antigen-Antikdrper-Komplex wird unter Verwendung des ImmunoPure®TMB
Substrate Kits in einer enzymatischen Farbreaktion nachgewiesen. Die Substrat-Losung
wird dabei nach den Angaben des Herstellers angesetzt und verwendet. Sie enthilt das
Substrat 3,3",5,5"-Tetramethylbenzidin und wird von dem an den Sekunddir-Antikorper
gekoppelten Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) umgesetzt. Die Enzymreaktion wird
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durch die Zugabe einer 2 M H,SO4-Losung gestoppt. Danach wird die Farbreaktion

photometrisch in einem ELISA-reader bei 450 nm gemessen.

3.7  Proteinanalytik
3.7.1 Zellaufschluss-Methoden

Die Herstellung von Proteinextrakten aus eukaryotischen Zellen, Bakterienkulturen
oder Gewebe basiert auf einem nicht-mechanischen oder mechanischen Aufschluss.
Isolierte Proteine, als Makromolekiile mit verschiedenen Funktionen, sind nicht sehr
stabil. Aus diesem Grund werden alle Arbeitsschritte auf Eis durchgefiihrt, um eine De-
gradation der Proteine zu verhindern. Der Aufschluss von Zellen hat auch die Freiset-
zung von Proteasen zur Folge, welche zu einer Degradation des Proteinextraktes fiihren
konnen. Deshalb werden dem Aufschluss-Puffer Protease-Inhibitoren zugesetzt.

In jeder Zelle liegen verschiedene Proteasen mit unterschiedlichen Wirkmechanis-
men vor. Aus diesem Grund verwendet man eine Mischung aus Protease-Inhibitoren,
wie zum Beispiel Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) fiir die Hemmung von Se-
rinproteasen. PMSF ist in wiéssrigen Losungen nicht lange stabil und muss dem Puffer

immer frisch zugegeben werden.

3.7.1.1 Proteinisolierung aus eukaryotischen Zellen

Fiir die Isolierung von Proteinen aus eukaryotischen Zellen wird als Aufschluss-
Puffer RIPA-Puffer verwendet. Vor dem Beginn der Isolierung wird der Puffer mit ei-
nem Cocktail aus Serin- und Cysteine Protease-Inhibitoren komplementiert. Dafiir wird
eine Tablette ,,complete, Mini, EDTA-free* in 10 ml RIPA-Puffer gelost.

In dieser Arbeit wurden Proteine aus adhirenten Zellen isoliert. Dafiir werden die
Zellen vor dem Aufschluss einmal mit PBS gewaschen, um Mediumreste zu entfernen.
Die noch adhidrenten Zellen werden mit 1 ml RIPA-Puffer iiberschichtet und ca. 5 min
auf Eis inkubiert. Im Anschluss daran werden die Zellen mit einem Schaber von der
Platte gelost und in ein Eppendorf-Gefal3 iiberfiihrt. Dieser Reaktionsansatz wird fiir
weitere 30 min auf Eis inkubiert und dann abzentrifugiert (13.000 rpm, 10 min, 4°C).
Entstandene Zelltriimmer werden so aus dem Proteinextrakt entfernt. Der Uberstand
wird in ein neues Eppendorf-Gefaf3 tiberfiihrt und kann fiir eine folgende Konzentrati-

ons-Bestimmung auf Eis gelagert werden.
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10 x PBS-Puffer: 400 g Natriumchlorid (1,37 M)
10 g KC1(0,027 M)
72 g Na,HPO4 x 2H,0 (0,081 M)
12 g KH,P0O4 (0,018 M)
add 5000 ml  ddH,O

Der Puffer wird unter Verwendung von NaOH auf einen pH von 7,4 eingestellt.

RIPA-Puffer: 50 mM  Tris-HCI, pH 7,4
150 mM  Natriumchlorid
1 mM  EDTA
1 % Triton-X-100
0,1 % SDS
add 100 ml ddH,0O

Kurz vor der Verwendung des Puffers werden 10ml Puffer mit einer Tablette ,,Protease-

Inhibitor-Cocktail (complete Mini, Roche) versetzt.

3.7.1.2 Trennung und Isolierung von Membran- und Zytoplasmaproteinen

aus eukaryotischen Zellen

Fiir die Untersuchung der Expression von Proteinen auf der Oberfliche von Zellen
miissen diese von den anderen Proteinen der Zelle getrennt werden. In dieser Arbeit
wurden die Membran- und Zytoplasma-Proteine adhirenter Zellen voneinander isoliert.
Die Isolierung setzt sich aus zwei Hauptarbeitsschritten zusammen. Im ersten Schritt
werden Proteine auf der Oberfldche intakter, lebender Zellen durch einen Biotinanhang
markiert. Nach der Isolierung des Gesamtproteinextraktes konnen im zweiten Schritt die

Proteinfraktionen durch einen Biotin/Streptavidin Pull-Down assay getrennt werden.

3.7.1.2.1 Biotinylierung von Membranproteinen adhirenter Zellen

Unter Verwendung der EZ-Link®Sulfo-NHS-Biotin reagents ist eine einfache Mar-
kierung von Oberflachenproteinen lebender Zellen mdglich. Die Zellen werden in Petri-
schalen (10 cm Durchmesser) angezogen und eventuell mit entsprechenden Substanzen

stimuliert.
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Fiir die Biotinylierung wird das Medium in der Schale abgesaugt. Die Zellen werden
im Anschluss daran drei Mal vorsichtig mit 1 x PBS gewaschen. Von der frisch ange-
setzten Biotin-Ldsung (1mg/ml) werden pro Schale 2,5 ml vorsichtig zu den noch adhi-
renten Zellen gegeben und diese damit bedeckt. Biotin ist lichtempfindlich. Aus diesem
Grund werden alle weiteren Arbeitsschritte ohne Licht durchgefiihrt und die Reaktions-
ansétze mit Alufolie abgedeckt. Die Zellen werden auf Eis im Dunkeln fiir eine Stunde
mit der Biotinlosung inkubiert. Danach werden sie dreimal fiir je 10 min mit 1 x PBS +
100 mM Glycin gewaschen. So wird tiberschiissiges, ungebundenes Biotin entfernt. Fiir
den vierten Waschschritt wird 1 x PBS verwendet. Im Anschluss daran werden zu den
gewaschenen Zellen 400 pl RIPA-Puffer mit entsprechenden Proteaseinhibitoren gege-
ben und die Platten so 10 min auf einem Shaker inkubiert. Das entstandene Zelllysat
wird mit einem Schaber von der Platte geldst und in ein Eppendorf-Gefal3 tiberfiihrt.
Entstandene Zelltrimmer werden durch einen Zentrifugationsschritt vom Proteinextrakt
getrennt (10.000 rpm, 10 min, 4°C). Dieser wird dann in ein sauberes Eppendorf-Gefal3
iberfiihrt.

Nach der Konzentrationsbestimmung des Extraktes werden 150 pg Protein in ein
neues Eppendorf-Gefal} iiberfithrt und wenn notig mit RIPA-Puffer auf ein Volumen
von 300 pl aufgefiillt. In einem zweiten Eppendorf-Gefa3 werden 60 ul Streptavidin-
Beads (Dynabeads*MyOne " StreptavidinCI) vorbereitet und mit 60 pl RIPA-Puffer
gewaschen. Die Beads werden danach in 50 pl RIPA-Puffer resuspendiert und zu dem
vorbereiteten Proteinextrakt gegeben. Der Reaktionsansatz wird iiber Nacht auf einem

Roller bei 4°C inkubiert.

3.7.1.2.2 Biotin/Streptavidin Pull-Down Assay

Die fiir die Isolierung verwendeten Streptavidin Dynabeads sind magnetisch und
haben Streptavidin auf ihrer Oberfliche. Uber Nacht konnten die mit Biotin markierten
Proteine an das Streptavidin auf der Oberfliche der Beads binden. Durch die magneti-
schen Eigenschaften der Beads konnen markierte Membranproteine unter Verwendung
eines Magneten von den zytoplasmatischen Proteinen getrennt werden. Die Zytoplas-
ma-Fraktion wird in ein sauberes Eppendorf-Gefal3 tiberfiihrt.

Uber mehrere Schritte werden die Beads mit verschiedenen Puffern gewaschen, um
so mogliche Kontaminationen durch zytoplasmatische Proteine zu entfernen. Im ersten
Schritt werden sie mit 300 ul Puffer A gewaschen. Danach werden die Beads unter Ver-

wendung von je 300 ul Puffer B zweimal gewaschen. In den folgenden 3 Waschschrit-
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ten werden sie mit je 300 pl Puffer C gewaschen. Fiir den letzten Waschschritt wird
Puffer D verwendet. Bei jedem Waschschritt werden die Beads in dem entsprechenden
Puffer resuspendiert und im Anschluss daran fiir ca. 1 min in einen Magneten gestellt.
Die Uberstiinde der einzelnen Waschschritte werden verworfen.

Die Beads werden am Ende in 30 pl 1 x SDS-Auftragspuffer resuspendiert und kon-

nen fiir eine elektrophoretische Auftrennung mittels SDS-page verwendet werden.

Puffer A: 150 mM Natriumchlorid
50 mM Tris-HCI, pH 7,4
5 mM EDTA, pH 8
Puffer B: 500 mM Natriumchlorid
50 mM Tris-HCI, pH 7,4
5 mM EDTA, pH 8
Puffer C: 500 mM Natriumchlorid
20 mM Tris-HCI, pH 7,4

0,2 % BSA

Puffer D: 10 mM Tris-HCI, pH 7,4

3.7.1.3 Proteinisolierung aus humanem Gewebe

Fiir die Isolierung von Proteinen aus humanem Gewebe wird eine Kombination aus
zwel mechanischen Aufschlussverfahren angewendet.

Ein kleines Gewebestiick wird mit 400 pul 1 x PBS (-CaCl,, -MgCl,) und 100 pl Pro-
tease-Inhibitor Cocktail versetzt. In einem Homogenisator wird das Gewebe per Hand
zerkleinert. Das entstandene Homogenat wird in ein sauberes 2 ml Eppendorf-Gefal3
iiberfiihrt. Ein weiterer Aufschluss findet mit Ultraschall statt (3 x 15 sec.). Im An-
schluss daran wird der Ansatz abzentrifugiert (10.000 rpm, 3 min, 4°C). Der Uberstand
wird in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefdl} iiberfithrt und ein weiteres Mal abzentrifu-
giert (13.000 rpm, 10 min, 4°C). Danach wird der klare Uberstand erneut in ein saube-
res Eppendorf-Gefal} iiberfiihrt. Der Proteinextrakt wird im Anschluss daran fiir folgen-

de Versuche bei -20°C gelagert.
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3.7.14 Proteinisolierung aus einer Bakterienkultur

Proteinextrakte aus Bakterienzellen, im speziellen E. coli-Zellen, werden durch eine
Kombination von zwei Aufschlussverfahren gewonnen. Im ersten Schritt werden die
Zellen enzymatisch behandelt und so zerstort. Der Ultraschallaufschluss als mechani-
sches Aufschlussverfahren wird im zweiten Schritt der Isolierung verwendet. Bei der
Durchfiihrung kann es zu einem Anstieg der Temperatur der Zellsuspension kommen.
Aus diesem Grund werden die Proben wihrend der Ultraschallbehandlung auf Eis ge-
stellt. Grundlage dieser Methode ist, dass die Zellen aufgrund von Kavitationseffekten
zerstort werden. Die Intensitit und Dauer der einzelnen Impulse kann an dem Gerit
manuell eingestellt werden und so fiir den Versuch optimiert werden.

Die Proteinisolierung aus Bakterienzellen wird nach dem im Kit (Protino®Ni-IDA

2000 packed columns) vorliegenden Protokoll durchgefiihrt.

1 x LEW-Puffer: 50 mM  NaH,POq,
300 mM  Natriumchlorid

Der Puffer wird unter Verwendung von NaOH auf einen pH-Wert von 8 eingestellt.

Vor der Verwendung des Puffers wird frisch | mM PMSF zugefiigt.

PMSF: 0,174 g PMSF
add 10 ml  96%iges Ethanol

3.7.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen

Bei der Weiterverarbeitung von Proteinlosungen ist oft die Konzentration der Lo-
sung wichtig. Fiir die Untersuchung verschiedener Proteinproben mittels SDS-page ist
es wichtig gleiche Proteinmengen zu laden, weil sonst kein Vergleich der Bandeninten-
sitdt moglich ist.

Die Konzentrationsbestimmung kann auf verschiedenen Wegen erfolgen. In dieser
Arbeit wurde die Proteinbestimmung durch einen BCA-assay mit dem Pierce®BCA
Protein Assay Kit der Firma Thermo Scientific durchgefiihrt (Smith et al. 1985). Diese
empfindliche Methode der colorimetrischen Konzentrationsbestimmung basiert auf ei-
ner Reduktion von Cu®" zu Cu'". Unter Verwendung von Bicinchoninsiure (BCA) wird

unter alkalischen Bedingungen Cu®" zu Cu'" reduziert. Die BCA-Losung, eine 50:1 Mi-
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schung aus Losung A und Losung B bildet mit Cu'™ einen lilafarbigen Komplex. Durch
eine Absorptionsmessung im Bereich von 562 nm kann dann die Konzentration be-
stimmt werden.

Fiir die genaue Konzentrationsbestimmung wird bei jeder Messung eine Standard-
kurve verwendet. Diese besteht aus einer BSA-Verdiinnungsreihe. Bei der Konzentrati-
onsbestimmung isolierter IgG-Losungen wird BSA durch eine Standard-IgG-Losung

(Sigma) ersetzt und auch als Verdiinnungsreihe verwendet.

Durchfiihrung:

Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration wird die Standardreihe in Triplets
pipettiert. Dafiir werden 10 pl pro Konzentration in eine 96-well Platte pipettiert, begin-
nend mit der kleinsten. Von den zu messenden Proteinproben werden ebenfalls 10 pl
pro Ansatz pipettiert. Sind die Proben zu hoch konzentriert, miissen sie in einer entspre-
chenden Verdiinnung eingesetzt werden.

Zu der pipettierten Standardreihe sowie den Proteinproben werden 50 pul BCA-
Losung gegeben und vorsichtig gemischt. Die Platte wird mit einem Deckel verschlos-
sen und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Im Anschluss daran kann die Intensitdt der Far-

bung in einem Bereich von 562 nm gemessen werden.

3.8 Saulenchromatographische Methoden

Chromatographische Trennverfahren werden fiir praparative und analystische Un-
tersuchungen verwendet. Die Methode basiert auf einer unterschiedlichen Verteilung
von verschiedenen Stoffen auf zwei nicht mischbare Phasen. Bei allen chromatographi-
schen Methoden liegt eine Phase stationdr vor, die andere mobil. In einer Sdulenchro-
matographie wird das Saulenfiillmaterial als stationdre Phase bezeichnet. Eine Losung
flieBt als mobile Phase durch die Séule.

Bei der Séulenchromatographie unterscheidet man verschiedene Methoden, so zum

Beispiel die Affinititschromatographie und die Gelfiltration.

3.8.1 Affinititschromatographie

Grundlage dieser Methode ist die spezifische Interaktion zweier Reaktionspartner,
zum Beispiel von Enzym und Substrat oder von Antigen und Antikdrper oder allgemein
gesagt von einem Protein mit einem Liganden. In einer Sdulenmatrix liegt kovalent ge-
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bunden ein Ligand vor, an den der zu isolierende Stoff reversibel bindet und spezifisch
wieder eluiert werden kann. Das gesuchte Protein kann so aus einem Pool an Proteinen

isoliert und aufgereinigt werden.

3.8.1.1 Metallchelatchromatographie

Die Methode der Metallchelatchromatographie wurde mit dem Protino®Ni-IDA
2000 packed column kit der Firma Macherey-Nagel durchgefiihrt. Darin enthaltenen
Losungen und Materialien wurden nach den Empfehlungen des Herstellers und dem
beiliegenden Protokoll verwendet.

Grundlage dieser Methode ist eine Wechselwirkung zwischen dem rekombinanten
Hiss-tag Protein und in der Saulenmatrix befindlichen Ni**-Ionen. Unter Verwendung
der Protino®Ni Agarose koénnen PolyHis-tag Proteine spezifisch gereinigt werden. Un-
spezifische Proteine werden in mehreren Waschschritten entfernt. Der dafiir verwendete
LEW-Puffer ist im Kit enthalten und enthélt kein Imidazol.

Das reversibel an die Sdulenmatrix gebundene rekombinante Protein kann mit ei-
nem Elutionspuffer von der Matrix geldst werden. Der Elutionspuffer enthdlt 250 mM

Imidazol.

Durchfiihrung:

Fiir eine Reinigung unter nativen Bedingungen werden die Zellen, unter Verwen-

dung von Lysozym, aufgebrochen und der Proteinextrakt isoliert (siche Punkt 3.7.1.4).
Der klare Proteiniiberstand wird fiir die Aufreinigung des rekombinanten Proteins ver-
wendet. Alle folgenden Schritte werden auf Eis durchgefiihrt, um Schédigungen der
Proteine zu vermeiden.

Im ersten Schritt der Aufreinigung wird eine neue Séule durch die Zugabe von 4 ml
LEW-Puffer aktiviert. Der Puffer wird dabei direkt auf die trockene Membran der Séule
pipettiert. Die Bindung des rekombinanten Proteins an das Séulenmaterial erfolgt durch
die Zugabe des klaren Proteiniiberstandes auf die Sdule. Alle in den folgenden Schritten
entstehenden Durchlidufe werden einzeln gesammelt.

Unspezifisch gebundene Protein werden in 10 - 15 Waschschritten durch die Zugabe
von je 2 ml LEW-Puffer entfernt. Das polyHis-tag Protein wird dann durch die Zugabe
von 3 ml Elutions-Puffer eluiert. Die Elution erfolgt in ca. 10 Schritten mit je 3 ml Puf-
fer. Das im Elutions-Puffer enthaltene Imidazol konkurriert mit dem His¢-fag Protein

um die Bindestellen an die Ni*"-Ionen, wodurch das Protein eluiert werden kann. Die
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gesammelten Durchldufe der Wasch— und Elutionsfraktionen werden auf einem SDS-

Gel analysiert.

3.8.1.2 IgG-Isolierung aus Serum

Die Anreicherung einer Immunglobulinfraktion aus Serum wird mit Hilfe einer Af-
finitdtschromatographie durchgefiihrt. Unter Verwendung von Protein G Sepharose 4
Fast Flow konnen Antikdrper aus einem komplexen Gemisch wie Serum isoliert wer-
den. Protein G bindet mit hoher Affinitit IgGs tiber ihren Fc-Teil. Die Bindung erfolgt
in einem neutralen bis schwach alkalischen pH-Bereich. Mit einem Glycin-HCI-Puffer

werden die IgGs eluiert und die Losung sofort neutralisiert.

Durchfiihrung:

Fiir die Isolierung werden 100 pl Protein G Sepharose in ein 1,5 ml Eppendorfgefal3
iberfiihrt. Die Sepharose als vorgequollenes Gel wird 3 x mit je 1 ml 1 x PBS gewa-
schen und zwischendurch abzentrifugiert (5000 rpm, 1 min, 4°C).

Die Serumprobe wird mit 1 x PBS verdiinnt. Es werden 100 pul Serum mit 400 pl
PBS gemischt und auf die Sepharose gegeben. Sind von der Serumprobe nur 50 pl vor-
handen, wird das fehlende Volumen mit PBS aufgefiillt. Die Bindung der IgGs an die
Sepharose erfolgt iiber Nacht bei 4°C auf einem Roller.

Im néchsten Schritt wird der Reaktionsansatz abzentrifugiert (5000 rpm, 1 min,

4°C). Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen und in ein frisches 1,5 ml Eppen-
dorfgefal3 tiberfiihrt. Im Folgenden wird die Sepharose 3 x mit je 1 ml PBS gewaschen
und zwischendurch abzentrifugiert (5000 rpm, 1 min, 4°C). Die Elution erfolgt mit ei-
nem 0,1 M Glycinpuffer (pH 2,5). Die Sepharose wird mit 300 pl Puffer fiir 15 min bei
RT auf einem Roller inkubiert. Nach einem kurzen Zentrifugationsschritt (5000 rpm,
1 min, 4°C) wird der Uberstand in ein sauberes 1,5 ml EppendorfgefiB iiberfiihrt.
Die angereicherte IgG-Fraktion wird nach der Elution mit einem Tris-HCI-Puffer (pH 9)
neutralisiert. Dafiir wird der abgenommene Uberstand (300 ul), das Eluat, mit 30 ul
Tris-HCIl-Puffer versetzt.

Fiir eine folgende Konzentrationsbestimmung wird die IgG-Fraktion auf Eis oder

bei -20°C gelagert.
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3.8.2 Gelfiltration

Die Methode der Gelfiltration basiert auf einer Trennung und somit auch Reinigung
von Molekiilen nach ihrer GroBe und Form. Es ist eine Moglichkeit, Proteinlosungen zu
entsalzen oder einen Pufferaustausch vorzunehmen.

Das Sdulenmaterial, die stationdre Phase, besteht aus einem pordsen Material. Klei-
ne Kiigelchen, bestehend aus hydrophilen Polysacchariden, wie Dextran und Agarose,
sind durch ihre Kettenstrukturen zu einem dreidimensionalen Netzwerk verbunden und
geben die Porengrofle der Sdule an.

Grofle Molekiile sind auf Grund ihrer Grof3e nicht in der Lage, in die Poren der Siu-
lenmatrix einzudringen. Sie wandern mit dem Fliissigkeitsstrom durch die Sdule und
sind somit schneller als kleinere Molekiile. Diese konnen besser in die Poren der Kiigel-

chen eindringen, wodurch ihre Wandergeschwindigkeit durch die Sdule verringert ist.

3.8.2.1 Umpuffern von Proteinlosungen

Das tiiber eine Affinititschromatographie gereinigte Hise-fag Protein liegt in dem
dafiir verwendeten Elutionspuffer vor. Dieser enthélt hohe Konzentrationen an Imidazol
und anderen Salzen. Fiir die weitere Verwendung der gereinigten Proteinldsung muss
ein Pufferaustausch vorgenommen werden.

Unter Verwendung einer NAP" -25-Sidule ist der Pufferaustausch einzelner Eluti-
onsschritte mdglich. Die Saulenmatrix besteht aus Sephadex“G-25, einer Form von

Dextran. Als maximales Probenvolumen konnen 2,5 ml auf die Sdule gegeben werden.

Durchfiihrung:

Die Saule wird in eine Halterung eingespannt und auf beiden Seiten gedffnet. Nach
dem Ablaufen der in der Séule befindlichen Fliissigkeit wird diese mit 5 ml 1 x PBS
gesplilt. Wenn die Fliissigkeit durch die Sdulenmatrix abgelaufen ist, kann die Protein-
probe (2,5 ml) auf die Sadule gegeben werden. Der Durchlauf wird in einem sauberen
15 ml Falcon-Gefd3 gesammelt. Die Elution erfolgt in 5 - 8 Schritten mit je 3,5 ml
1 x PBS. Die einzelnen Durchldufe werden gesammelt und auf Eis bzw. bei -20°C gela-

gert.
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3.9 Statistik

Fiir die statistische Auswertung verschiedener Daten wurde in dieser Arbeit das Pro-
gramm Graphpad Prism 4 Version 4.02 verwendet.

Die statistische Auswertung und ein Vergleich erhaltener Werte wurden mit einem
T-Test durchgefiihrt. Fiir den Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde der
ANOVA-Test herangezogen. Die Spezifitit von Autoantikdrperbindungen wurde mit
Hilfe der Vierfeldertafel berechnet und die Signifikanz mittels dem Chi-Quadrat Test

tiberpriift. Ein Wert von p<0,05 wird als signifikant angesehen.
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4. Ergebnisse

Das Opsoklonus-Myoklonus Syndrom (OMS) ist eine seltene neurologische Er-
krankung und kann sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen beobachtet werden.
Ausloser konnen Infektionen, Toxine oder Stoffwechselerkrankungen sein. In 50% aller
Félle hingegen ist OMS als paraneoplastisches Syndrom (PNS) mit einer Tumorerkran-
kung assoziiert (Pranzatelli 1996). Beim kindlichen OMS ist ein Neuroblastom der am
haufigsten zugrundeliegende Tumor (Altman and Baehner 1976; Pranzatelli 1996, Rud-
nick et al. 2001). Im Vergleich dazu findet man bei Erwachsenen kleinzellige Lungen-
karzinome oder Brustkrebs (Bataller et al. 2003). Verschiedene Hinweise lassen darauf
schlielen, dass es sich bei einem OMS um eine Autoimmunkrankheit handelt. Ein Hin-
weis ist die Identifizierung von Autoantikdrpern gegen neuronale Strukturen und Pro-
teine im Serum von OMS-Patienten. Da fiir das kindliche OMS bis heute kein gemein-
sames Autoantigen identifiziert werden konnte, war es ein Ziel dieser Arbeit, neue Au-
toantigene zu finden und zu charakterisieren. Weitere Untersuchungen sollten Auf-
schluss tiber die Funktion von Autoantikdrpern in Bezug auf verschiedene Zellfunktio-

nen geben.

4.1 Identifizierung von Autoantikorpern im OMS

Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass Autoantikorper aus OMS-Seren
isoliert, an Oberflachenstrukturen von Neuroblastom- und Kleinhirnzellen binden
(Blaes et al. 2005; Korfei et al. 2005). Des Weiteren wurde eine Bindung isolierter IgG-
Fraktionen an zytoplasmatische Proteine beobachtet (Korfei et al. 2005; Beck et al.
2007). Mittels der 2D-Gelelektrophorese sollten neue Antigene identifiziert werden.

4.1.1 2D-Western Blot Analyse fiir die Identifizierung neuer Auto-

antigene in Neuroblastom-Zellen

Fiir die Identifizierung neuer Autoantigene wurde eine 2D-Gelelektrophorese nach
dem von O'Farrell und Gorg beschriebenen Protokoll durchgefiihrt (O'Farrell 1975;
Gorg et al. 2000). Ausgangsmaterial fiir diesen Versuch war Proteinextrakt, isoliert aus

der Neuroblastom-Zelllinie SKN-SH.
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In der ersten Dimension werden die Proteine iiber eine Isoelektrische Fokusierung
(IEF) nach dem pH-Wert aufgetrennt. Unter Verwendung von pH-Gradienten Strips
(11 cm) mit einem festgelegten pH-Bereich von 3 — 10 (linear) wurden 460 ug Protein
pro Strip aufgetragen und aufgetrennt. Die zweite Dimension ermoglicht eine Auftren-
nung der Proteine nach ihrer Groe. Dafiir wurden in vier parallelen Ansidtzen Gradien-
ten Strips auf 10%ige SDS-Gele iiberfiihrt und die Proteine elektrophoretisch nach ih-
rem Molekulargewicht getrennt. Fiir die spatere MALDI-TOF Analyse wurde ein Gel
mit Coomassie gefarbt. Die Proteine der anderen drei Gele wurden durch Western blot-

ting auf eine PVDF-Membran {ibertragen.

- 49,5 kDa

Abb. 4: 2D-Western Blot Analyse zur ldentifizierung neuer Autoantigene

Proteinextrakt aus SKN-SH-Zellen (Neuroblastomzelllinie) wurde in einer Konzentrati-
on von 460 pg Protein pro 2D-Gel und 2D-Blot verwendet. Die Auftrennung in der IEF
erfolgte liber einen pH-Gradienten von 3 — 10 (linear). Im Folgenden wurden die Prote-
ine lber ein 10%iges SDS-Gel nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Fiir die De-
tektion positiver Spots wurde die Membran mit Serum von Patient 4 inkubiert (M. Kor-
fei, nicht verdffentlicht). a-Enolase wurde als neues Autoantigen identifiziert.

Unspezifische Bindungsstellen auf der Membran wurden mit einer Roti®-Block Lo-
sung blockiert. Fiir die Identifizierung neuer Autoantigene im OMS wurden die
Membranen mit Serum von OMS-Patienten inkubiert. Abb. 4 zeigt einen der drei Wes-
tern Blots inkubiert mit Serum von Patient 4 (OMS'/NB"). Das Serum wurde in einer

Verdiinnung von 1:200 in einer 1 x Roti®-Block-Lésung verwendet. Es folgten mehrere
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Waschschritte mit einer 0,05%igen PBS-Tween-Losung (PBS-T). Der Sekunddr-
Antikorper anti-human IgG/HRP wurde 1:5.000 verdiinnt.

Positive Protein-Spots auf dem Blot (Abb. 4) wurden aus dem entsprechenden
Coomassie-Gel ausgestanzt. Insgesamt wurden 66 positive Spots aus dem Gel isoliert
und nach einem insitu Trypsin-Verdau tiber eine folgende MALDI-TOF-Massen-
spektroskopie (MS) analysiert. Die Auswertung der MALDI-TOF-MS Daten erfolgte
iiber die Datenbanksuche Mascot. Jedem isolierten Spot konnte ein Protein zugeordnet
werden. Mit Hilfe der Autoantikdrper im Serum von Patient 4 konnten insgesamt 12
potentielle Antigene identifiziert werden (siche Anhang Tabelle IV). Neben dem be-
kannten Antigen HuD wurde ein Protein im Bereich von 49,5 kDa (pI 7,01) isoliert.
Uber eine Datenbanksuche konnte dieses Protein als a-Enolase identifiziert werden.
Eine positive Reaktion gegen das Protein a-Enolase zeigte sich auch unter Verwendung
von zweil weiteren OMS-Seren (Patient 1 und 3, siche Anhang Tabelle I, Abbildung
nicht gezeigt).

Die Durchfiihrung der 2D-Gelelektrophorese, die Herstellung der 2D-Western Blot-
Membranen und die MALDI-TOF-MS-Analyse fanden in Kooperation mit Dr. Sigrid
Schmitt (Biochemisches Institut) statt.

4.1.2 2D-Western Blot Analyse fiir die Identifizierung von Autoan-

tigenen in humanem Kleinhirn

Autoantikérper im Serum von OMS-Patienten zeigen eine mdgliche Kreuzreaktivi-
tit gegen Proteine, welche im Tumor aber auch in neuronalen Zellen exprimiert werden.
Aus diesem Grund wurde eine zweite Proteom-Analyse mit 2D-Gelen und 2D-Western
Blots durchgefiihrt. Ausgangsmaterial fiir diese 2D-Analyse war Proteinextrakt, isoliert
aus humanem Kleinhirngewebe. Die Isolierung fand nach dem unter Punkt 3.7.1.3 an-
gegebenen Protokoll statt. In parallelen Ansédtzen wurden pro Gel 250 ng Gesamtprotein
eingesetzt. Die Durchfiihrung der 2D-Gelelektrophorese fand unter gleichen Bedingun-
gen, wie bereits in Punkt 4.1.1 beschrieben, statt. Fiir die erste Dimension, die IEF,
wurden pH-Gradienten Strips (11 cm) mit einem pH-Bereich von 3 — 10 (linear) ver-
wendet. Uber ein 15%iges SDS-Gel wurden die Proteine in der zweiten Dimension nach

threm Molekulargewicht getrennt.
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Fiir die Identifizierung positiver Proteinspots mittels MALDI-TOF-MS Analyse
wurde ein Gel mit Coomassie gefirbt und zeigt einen Uberblick iiber alle aus dem

Kleinhirngewebe isolierten Proteine (Abb. 5).
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Abb. 5: 15%iges 2D-Coomassie-Gel mit Proteinextrakt aus humanem Kleinhirn.
Proteinextrakt, isoliert aus humanem Kleinhirn, wurde in einer Konzentration von
250 pg pro Gel eingesetzt. Die IEF erstreckt sich iiber einen pH-Bereich von 3 — 10. Die
Auftrennung nach dem Molekulargewicht erfolgte liber ein 15%iges SDS-Gel, welches
im Anschluss daran mit Coomassie gefiarbt wurde.

Neben dem fiir die Analyse bendtigten Coomassie-Gel wurden 12 weitere Gele an-
gefertigt und mittels Western blotting auf PVDF-Membranen {ibertragen. In Doppelan-
sitzen wurde jede Blot-Membran mit dem Serum eines OMS-Patienten inkubiert. Fiir
die Kontrollseren wurde nur eine Membran mit dem entsprechenden Serum inkubiert.
Insgesamt wurden fiir die 2D-Analyse Seren von 4 OMS'/NB'-Patienten (Patienten 1,
4, 14 und 15, siche Anhang Tabelle I) und 4 Kontrollen (Seren 15, 16, 19 und 21, siche
Anhang Tabelle IT) verwendet. Die fiir jeden OMS-Patienten in Doppelansétzen herge-
stellten Blots wurden verglichen und nur Proteinspots, welche auf beiden Filmen sicht-
bar waren, wurden als potentielle Antigene angesehen.

In Abb. 6 ist exemplarisch die Western-Blot Analyse fiir Patient 4 dargestellt. Aus
Kleinhirngewebe konnten viele potentielle Antigene von unterschiedlichem Molekular-
gewicht und in verschiedenen pH-Bereichen detektiert werden (Abb. 6, siche Anhang
Tabelle V).
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Abb. 6: 2D-Western Blot Analyse fiir die Identifizierung neuer Autoantigene

Fiir die Gele und daraus resultierenden Blots wurde Proteinextrakt aus humanem Klein-
hirn in einer Konzentration von 250 pg/Gel verwendet. Die IEF erstreckte sich iiber
einen pH-Gradienten von 3-10. Im Folgenden wurden die Proteine iiber ein 15%iges
SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und geblottet. Die Detektion positiver Prote-
inspots erfolgte mit Serum von Patient 4. Retinaldehydrogenase 1 (RALDHI1) und
a-Enolase wurden als neue Autoantigene identifiziert.

Fiir eine genaue Analyse moglicher Autoantigene wurden ausgehend von diesem
Western Blot (Abb. 6) 90 positive Proteinspots aus dem entsprechenden Coomassie-Gel
ausgeschnitten und per MALDI-TOF-MS analysiert. Uber eine Datenbanksuche konnte
78 Spots ein Protein zugeordnet werden (sieche Anhang Tabelle V).

Im néchsten Schritt wurden mit Hilfe dieser Proteinliste alle Western Blots, inku-
biert mit OMS-Seren und Kontrollen, mit den entsprechenden Spots auf dem Coomas-
sie-Gel verglichen. Tabelle V (sieche Anhang) zeigt eine Ubersicht iiber die identifizier-
ten Proteine der Western Blot Analysen mit den vier getesteten OMS-Patienten. Positive
Signale auf dem Film wurden fiir das entsprechende Protein mit einem + gekennzeich-
net. Hatte der Patient keine Antikorper gegen ein Protein, war kein Signal auf dem Film
sichtbar, was in der Tabelle durch ein — gekennzeichnet wurde. Die Auswertung ergab,
dass die meisten identifizierten Proteine nur von einem oder zwei Patienten erkannt
wurden und aus diesem Grund nicht als mogliche gemeinsame Autoantigene im OMS
angesehen wurden. Dariiber hinaus konnte jedoch das, wie bereits unter Verwendung
von Proteinextrakt aus Neuroblastomzellen identifizierte, Autoantigen o-Enolase auch

in Proteinextrakt aus Kleinhirngewebe nachgewiesen werden. Das Protein a-Enolase

80



Ergebnisse

wurde durch 3/4 OMS-Patienten erkannt (siche Anhang Tabelle V, Protein Nr. 24-27).
Auffillig war auch das zweite Protein Retinaldehydrogenase 1 (siche Anhang Tabelle
V, Protein Nr. 21-23) im Bereich von 57 kDa, welches sogar von allen 4 getesteten
OMS-Patienten erkannt und als neues potentielles Autoantigen identifiziert werden
konnte.

Als Kontrolle wurden 4 2D-Blot-Membranen mit Serum gesunder Probanden inku-
biert. In Abb. 7 ist einer der vier Blots, inkubiert mit Serum 25, exemplarisch darge-
stellt. Auf dem Film sind keine positiven Spots im Bereich der Proteine Retinalde-
hydrogenase und a-Enolase sichtbar. Dieses Ergebnis bestétigte sich auch bei den ande-

ren Blots, inkubiert mit den Kontrollseren 23,17 und 18 (Abbildungen nicht gezeigt).
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Abb. 7: 2D-Western Blot mit Proteinextrakt aus humanem Kleinhirn, inkubiert mit
Kontrollserum 25. Fiir die Gele und anschlieBenden 2D-Western Blots wurde Protein-
extrakt aus humanem Kleinhirn mit 250 pg Protein/Gel verwendet. Die IEF erfolgte
iiber einen pH-Gradienten von 3 — 10. Im Anschluss daran wurden die Proteine {iber ein
15%iges SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und geblottet. Die Detektion erfolgte
unter Verwendung von Kontrollserum Nr.25. Das Kontrollserum wies keine Antikdrper
gegen die identifizierten potentiellen Autoantigene a-Enolase und Retinaldehydrogena-
se 1 auf.
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Fiir eine bessere statistische Aussage liber die Verteilung dieser Autoantigene im
OMS wurden mehr als die bereits getesteten OMS-Seren auf das Vorhandensein von

Autoantikorpern gegen diese Proteine untersucht.

4.2 a-Enolase als Autoantigen im OMS

Uber die Proteom-Analyse, unter Verwendung von Proteinextrakt aus Neu-
roblastom-Zellen, konnte a-Enolase als mogliches Autoantigen im OMS identifiziert
werden. Dieses Ergebnis bestitigte sich in einer zweiten 2D-Analyse mit Proteinextrakt
aus humanem Kleinhirn. Eine Analyse weiterer Patientenproben wurde auf 1D-Ebene

durchgefiihrt.

4.2.1 Line Blots fiir die Identifizierung a-Enolase positiver OMS-

Seren

Fiir eine Analyse weiterer Seren wurden mit dem rekombinanten Protein a-Enolase
(abnova) Line Blots hergestellt. Das Protein wurde mit einer Konzentration von
0,5 ng/Spur tiber ein 10%iges SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Wes-
tern blotting auf eine PVDF-Membran iibertragen. Im nidchsten Schritt wurde die
Membran in Streifen geschnitten und diese in ein mehrkammriges Reaktionsgefal3 iiber-
fiihrt. Jeder Streifen konnte so mit dem Serum eines Patienten inkubiert werden. Als
Positivkontrolle wurde bei jedem Blot ein Streifen mit dem Non Neuronal Enolase-
Antikorper (rabbit polyclonal, abcam) inkubiert. Danach wurden iiberschiissige Serum-
reste in mehreren Waschschritten mit TBS-T entfernt. Als Sekunddr-Antikorper wurde
anti-human IgG/HRP (1:5.000) verwendet.

Insgesamt wurden so 15 OMS/NB"-Seren und 16 OMS'/NB -Seren getestet. Seren
gesunder Probanden (insgesamt 16) und von Patienten mit einem Neuroblastom (NB)
ohne OMS (insgesamt 13) dienten dabei als Kontrollgruppen. Die Analyse ergab, dass
7/31 (22,6%) OMS-Seren, aber nur 1/13 (7,7%) NB-Patienten ohne OMS und keines
der Seren gesunder Probanden Autoantikdrper gegen a-Enolase hatten (p<0,05,

Abb. 8).
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Abb. 8: Line Blots fiir die Analyse a-Enolase positiver OMS-Seren

Das rekombinante Protein a-Enolase (abnova) wurde mit 0,5 pg Protein/Spur geladen.
Jeder Blot-Streifen wurde mit einem Serum inkubiert. Im Vergleich zu den Kontroll-
gruppen wies eine signifikant hohe Anzahl an OMS-Patienten Autoantikorper gegen
a-Enolase auf (p<0,05).

4.2.2 Line Blots fiir die Identifizierung y-Enolase positiver OMS

Seren

Ob es sich bei den identifizierten Antikérpern um spezifisch gegen das Protein
o-Enolase gerichtete Autoantikdrper handelt, wurde in einem weiteren Versuch mit
Line Blots untersucht. Fiir die Blots wurde das rekombinante Protein y-Enolase (Calbio-
chem) verwendet. y-Enolase kann als neuronal-spezifische Form des Enzyms nur in
Neuronen und Zellen neuronalem Ursprungs detektiert werden.

Wie bereits fiir a-Enolase beschrieben, wurde das Protein in einer Konzentration
von 0,5 png/Spur auf ein 10%iges SDS-Gel geladen und danach mittels Transfer auf eine
PVDF-Membran iibertragen. Jeder aus den Membranen hergestellte Streifen wurde mit
einem Serum inkubiert. Insgesamt wurden 19 OMS-Patienten, 13 NB-Patienten und 13
Gesund-Kontrollen getestet. Dabei waren 16 der getesteten Seren von OMS+/NB+-
Patienten und wurden auch fiir die Untersuchung mit a-Enolase verwendet (siche An-
hang Tabelle I). Als Positivkontrolle wurde bei jedem Blot ein Streifen mit dem anti-
Enolase-Antikorper inkubiert (rabbit polyclonal Santa Cruz).

Weder die getesteten OMS-Seren (0/19) noch die NB-Seren (0/13) enthielten Anti-
korper gegen y-Enolase (Abb. 9). Mit Ausnahme eines Serums waren auch alle Gesund-

Kontrollen negativ (1/13, 7,7%).
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Abb. 9: Line Blots zur ldentifizierung y-Enolase positiver OMS-Seren

Es wurden 0,5 pg Protein/Spur verwendet. Jeder Blot-Streifen wurde mit dem Serum
eines Patienten/ einer Gesund-Kontrolle inkubiert. Bei 0/19 OMS-Seren, 0/13 NB-Seren
und 12/13 Kontrollseren konnte kein positives Signal im Western Blot beobachtet wer-
den (p>0,05).

4.2.3 o-Enolase als RNA-bindendes Protein

Die meisten in Verbindung mit einem paraneoplastischen OMS beschriebenen Au-
toantigene, wie das Hu Protein oder NOVA 1/2, sind RNA-bindende Proteine. Aus die-
sem Grund wurde fiir das Protein a-Enolase eine mogliche Funktion als RNA-
bindendes Protein untersucht.

Zu diesem Zweck wurden in Vorversuchen iiber einen North-Western Blot Proteine
aus Neuroblastomzellen auf eine mogliche RNA-Bindung hin untersucht. Dafiir wurde
ein 2D-Western Blot mit 3 pg y>°P-markierter RNA inkubiert (M. Korfei, Abbildung
nicht gezeigt). Neben dem bekannten RNA-bindenden Protein HuD konnte so auch
a-Enolase als RNA-bindendes Protein identifiziert werden. Eine mogliche Abhéngig-
keit der RNA-Bindung von der Proteinkonzentration wurde mittels der Dot Blot Tech-
nik weiter untersucht. Dazu wurden beide Proteine, a- und y-Enolase, sowie BSA als
Negativkontrolle unter nativen Bedingungen in verschiedenen Konzentrationen auf eine
Nitrozellulose-Membran gespottet. Im Anschluss daran wurde die Membran mit 3 pg

biotinylierter RNA inkubiert.
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Abb. 10: Dot Blot Analyse zur Untersuchung der RNA-Bindung von a-Enolase

Mit abnehmender Proteinkonzentration beginnend bei 3pg wurden a-Enolase,
v-Enolase und BSA (Negativkontrolle) auf eine Nitrozellulose-Membran gespottet. Die
Membran wurde mit 3 pg biotinylierter RNA inkubiert. Die Detektion erfolgte mit dem
Sekunddr-Antikorper Streptavidin/HRP. Nur fiir a-Enolase ist eine RNA-Bindung zu
beobachten.

Das Protein a-Enolase bindet RNA mit abnehmender Proteinkonzentration bis zu
einer Konzentration von 0,25 pg (Abb. 10). Diese Bindung konnte fiir y-Enolase nicht
beobachtet werden. Fiir die Negativkontrolle BSA zeigte sich erwartungsgemif3 kein
Signal. Das Ergebnis der Dot Blot Analyse bestitigt somit das Ergebnis des North-

Western Blots und zeigt, dass a-Enolase RNA binden kann.

4.2.4 Einfluss von RNA oder Plasminogen auf die Bindung von Au-

toantikorpern an a-Enolase

Etwa 1/4 der OMS-Seren haben Autoantikorper gegen o-Enolase. Um weiterfiih-
rend zu untersuchen, ob die Bindung von RNA an a-Enolase die Bindung von Autoan-
tikorpern an das Enzym beeinflusst, wurde ein ELISA-Test mit dem rekombinanten
Protein a-Enolase durchgefiihrt.

Die ELISA-Platte (MaxiSorp, Nunc) wurde zu diesem Zweck mit Enolase in einer
Konzentration von 0,5 pg Protein/well beschichtet. Zu einem Teil des Proteinextraktes
wurde isolierte Gesamt-RNA gegeben. Die optimale RNA-Konzentration von 5 pg/ml
wurde dabei in Vorversuchen ermittelt (M. Wygreczka). BSA diente als Negativkontrol-

le. Pro Patient und Protein wurden Dreifachansétze durchgefiihrt.
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Serumproben von 8 OMS-Patienten wurden in einer Verdliinnung von 1:200 auf ihre

Bindung an Enolase und Enolase+RNA untersucht.
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Abb. 11: ELISA-Test zur Untersuchung der Antikorper-Bindung an a-Enolase in
Gegenwart von RNA. ELISA-Platten wurden mit dem rekombinanten Protein
a-Enolase (0,5 pg/well) beschichtet. RNA wurde in einer Konzentration von 5 pg/ml
eingesetzt. BSA wurde als Negativkontrolle verwendet (nicht gezeigt). Die Detektion
einer Bindung an a-Enolase (OMS (Eno)) und Enolase+tRNA (OMS (Eno+RNA)) er-
folgte unter Verwendung von OMS-Seren (1:200 verdiinnt) und mit dem Sekunddir-
Antikdrper anti-human/HRP bei einer Absorption von 450 nm.

Patienten mit Autoantikérpern gegen o-Enolase wurden auch im ELISA positiv
getestet (siche Anhang, Tabelle I). Zwei a-Enolase negative Seren waren auch im
ELISA negativ. Auf Grund zu geringer Serummengen konnten nur 6 der 7 a-Enolase-
positiven OMS-Seren getestet werden. Ein Vergleich der Antikorperbindung an
a-Enolase (OMS (Eno)) und a-Enolase mit RNA (OMS (Eno+RNA)) macht deutlich,
dass eine RNA-Bindung an das Protein keinen Einfluss auf die Bindung der Autoanti-
korper an a-Enolase hat (Abb. 11). Fiir alle Seren wurden unter beiden Bedingungen
dahnliche Werte bei 450 nm gemessen.

Neben der Funktion als zytoplasmatisches Protein wird a-Enolase auch auf der
Oberflache verschiedener Zellen exprimiert (Miles et al. 1991; Dudani et al. 1993; Pan-
choli 2001). In dieser Funktion kann a-Enolase auf neuronalen Zellen Plasminogen
binden (Nakajima et al. 1993; Nakajima et al. 1994). Wie fiir den Fall der RNA-

Bindung besteht auch bei einer Bindung von Plasminogen an Enolase ein moglicher
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Einfluss auf die Autoantikdrperbindung an das Protein. Enolase konnte beispielsweise
in Kombination mit Plasminogen ein stirkeres Antigen darstellen als Enolase allein.

Fiir die Untersuchung wurde ein ELISA-Test unter den bereits beschriebenen Be-
dingungen durchgefiihrt. Das Protein a-Enolase wurde in einer Konzentration von
0,5 pg/well verwendet. Plasminogen wurde in einer Konzentration von 1,5 pg/ml zum
Protein a-Enolase oder direkt auf die Platte gegeben. Die optimale Plasminogen-
Konzentration konnte wie fiir RNA in Vorversuchen ermittelt werden (M. Wygreczka).
Fiir die Untersuchung wurde fiir jeden Patient die Platte in Tripletts mit Enolase, Enola-
se/Plasminogen und Plasminogen beschichtet. Der ELISA wurde mit isolierten 1gG-
Fraktionen statt Serum durchgefiihrt. Die Konzentration der IgGs betrug dabei
100 pg/ml. Insgesamt wurden IgG-Fraktionen von 10 OMS-Patienten verwendet, wo-
von 7 Patienten OMS assoziiert mit einem NB aufwiesen (OMS'/NB"). Die IgG-
Fraktionen 8 gesunder Probanden dienten als Kontrolle. Abb. 12 zeigt eine graphische

Darstellung der gemessenen Werte bei einer Absorption von 450 nm.
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Abb. 12: ELISA-Test fiir die Untersuchung der Antikorper-Bindung an a-Enolase
unter dem Einfluss von Plasminogen. ELISA-Platten wurde mit dem rekombinanten
Protein a-Enolase (Eno, 2 pg/ml), a-Enolase und Plasminogen (Eno+Plasm.) sowie
Plasminogen (Plasm., 1,5 pg/ml) beschichtet. IgG-Fraktionen von OMS-Patienten
(OMS) und gesunden Probanden (Kontr.) wurden in einer Konzentration von 100 pg/ml
verwendet. Es zeigte sich kein Unterschied in der Bindung von OMS-Autoantikérpern
und Antikorpern der Kontrollgruppe an Enolase bzw. den Komplex (p>0,05). Fiir beide
Gruppen ist aber ein signifikanter Unterschied zwischen der Bindung an Enolase und
den Komplex zu beobachten (p<0,01).
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Im Ergebnis zeigte sich kein Unterschied in der Bindung von OMS-Autoantikdrpern
und Antikérpern der Kontrollgruppe an Enolase, Plasminogen bzw. den Komplex
(p>0,05, Abb. 12). In einem Vergleich der Antikdrperbindung konnte aber fiir beide
Gruppen (OMS-IgGs und Kontroll-IgGs) eine stirkere Bindung an den Komplex aus
Enolase und Plasminogen sowie Plasminogen allein beobachtet werden, im Vergleich
zu Enolase allein (p<0,01, Abb. 12).

4.2.5 Expression von a-Enolase auf der Oberfliche von Neuro-

blastom-Zellen

a-Enolase ist ubiquitdr im Korper vorhanden und als zytoplasmatisches Protein Teil
der Glykolyse. Neben dieser enzymatischen Funktion wird Enolase auch auf der Ober-
fliche verschiedener Zelltypen, wie Monozyten, neuronalen Zellen und Tumorzellen,
exprimiert. Autoantikdrper in OMS-Seren zeigen eine Bindung an Oberflachenstruktu-
ren von Neuroblastomzellen (Blaes et al. 2005; Korfei et al. 2005).

Da Autoantikorper in OMS-Seren eine Bindung an a-Enolase zeigen, wurde in der
vorliegenden Arbeit auch die Expression von a-Enolase auf der Oberfliche der Neu-

roblastomzelllinie SH-SY5Y unter verschiedenen Bedingungen untersucht.
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Abb. 13: Western Blot Analyse der Expression von Enolase auf der Oberfliche von
Neuroblastomzellen. Die Zellen (SH-SY5Y) wurden vor der Isolierung des Proteinex-
traktes mit LPS, IFNgamma und RA behandelt. Als Kontrolle dienten unbehandelte
Zellen (Kontr.). Fiir die Analyse wurden 100 pug Gesamtprotein in Membran-und Zy-
toplasmafraktion getrennt. Die an Beads gebundenen Membranproteine wurden in 30 pl
1 x SDS-Auftragspuffer aufgenommen und mit 15 ul pro Spur und Probe pipettiert. Fiir
den zytoplasmatischen Teil wurden 5 pl Proteinextrakt pro Spur verwendet. Die Detek-
tion erfolgte mit den Antikdrpern gegen Enol, NCAM und die 20S-Proteasom Unter-
einheit (UE).
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Dazu wurden die Zellen in Kulturschalen (@ 10 cm) kultiviert und fiir 24 h mit Retinol-
saure (RA, 10 uM), Lipopolysaccharid (LPS, 50 ng/ml) und Interferon <y
(INFy, 100 ng/ml) inkubiert. Fiir eine Untersuchung der Oberflachenexpression wurden
Membran- und Zytoplasma-Proteine getrennt. Die Isolierung des Gesamtproteinextrak-
tes und die Trennung der Proteinfraktionen erfolgte nach dem in Punkt 3.7.1.2 angege-
benen Protokoll, unter Verwendung von Biotin. Die Trennung der Proteinfraktionen
wurde mit 100 ug Gesamtprotein durchgefiihrt.

Die nach der Isolierung an die Beads gebundenen Membranproteine wurden nach
der Trennung von der zytoplasmatischen Proteinfraktion mittels SDS Page aufgetrennt.
Die Beads wurden dafiir in 30 pl 1 x SDS Auftragspuffer resuspendiert, gekocht und
mit 15 pl pro Probe geladen. Von der zytoplasmatischen Proteinfraktion wurden 5 pl
eingesetzt.

Die Western Blot Analyse erfolgte mit verschiedenen primdren Antikorpern. Eine
Oberflachenexpression wurde mit dem fiir a-Enolase spezifischen Antikorper (abcam)
durchgefiihrt. Als Kontrolle fiir eine reine Membranfraktion, ohne eine Kontamination
durch Zytoplasma-Proteine, wurde ein Antikorper gegen das Protein NCAM (CDS56,
Ancell) verwendet. NCAM, auch Neural cell adhesion molecule, ist ein in Neuronen
vorkommendes Adhdsionsmolekiil. Fiir den zytoplasmatischen Teil wurde ein Antikor-
per gegen die 20S-Proteasomuntereinheit (Millipore) verwendet. Zwischen den Inkuba-
tionen mit den Antikdrpern wurde die Membran gestrippt (siche Punkt 3.6.4.6).

Die Western Blot Analyse, getrennt in Zytoplasmafraktion und Membranfraktion,
unter Verwendung der beiden Kontroll-Antikorper NCAM und 20S Proteasom UE zeig-
te, dass eine saubere Trennung beider Proteinfraktionen vorlag (Abb. 13). NCAM konn-
te nur in der Membranfraktion nachgewiesen werden, im Vergleich zur 20S-Proteasom
UE, welche nur in der Zytoplasmafraktion der Neuroblastomzellen detektiert wurde.
Die Expression von a-Enolase wurde im Zytoplasma beobachtet. Auf der Zelloberfla-
che, in der Membranfraktion, konnte Enolase unter inflammatorischen Bedingungen
(LPS, IFNy) und Differenzierungsbedingungen (RA) sowie bei unbehandelten Zellen
nicht nachgewiesen werden.

Eine Anderung im Expressionsmuster der einzelnen Proteine unter den verschiede-
nen Behandlungen zeigte sich nicht. Enolase und die 20S Proteasom UE wurden in
gleichen Konzentrationen im Zytoplasma exprimiert. Auffillig war, dass NCAM unter
inflammatorischen Bedingungen geringer auf der Zelloberfliche vorhanden ist, als bei

unbehandelten und RA-behandelten Zellen.
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4.2.6 Nachweis einer Kreuzreaktion von OMS-Seren mit
bakterieller Enolase

Autoantikorper in OMS-Patienten wurden in Zusammenhang mit einer Streptokok-
keninfektion beschrieben (Candler et al. 2006). Diese Antikorper weisen eine Kreuzre-
aktivitit gegen ein humanes Protein auf, welches auch auf der Oberfliche von Strepto-
kokken vorkommt (Molekulares Mimikry). Antikdrper gegen das glykolytische Protein
a-Enolase wurden auch in Verbindung mit einer poststreptokokkalen Autoimmun-
krankheit beschrieben (Dale 2005). Daher wurden Seren von 5 OMS-Patienten und 4
Kontrollen auf Antikorper gegen in Streptokokken vorkommende Enolase getestet, um
den moglicherweise dhnlichen Effekt einer Kreuzreaktion auch fiir die OMS-Antikorper
nachzuweisen. Der Versuch wurde in einer Kooperation mit S. Hammerschmidt und S.
Bergmann (Universitit von Wiirzburg) durchgefiihrt.

Fiir den Versuch wurde das rekombinante Protein a-Enolase von Streptococcus
pneumoniae in zwei Konzentrationen (5 bzw. 0,5 pg) auf eine Nitrozellulosemembran
gespottet. Nach der Absittigung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran
mit den einzelnen Seren inkubiert, als Positivkontrolle wurde Enolase-Antiserum ver-
wendet, eine Detektion ohne Serum aber mit dem Sekunddir-Antikorper diente als Nega-
tivkontrolle.

Unter Verwendung von 5 ug Protein konnten Antikdrper gegen bakterielle Enolase
in 4/5 OMS-Seren (OMS+/NB+) nachgewiesen werden, aber auch fiir 3/4 getesteten
Seren gesunder Probanden wurde ein positives Signal beobachtet (Abb. 14). Bei 0,5 ug

Protein reagierte, mit Ausnahme von einem Serum, kein Serum positiv (Abb. 14).
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Abb. 14: Dot Blot Analyse zur Identifizierung von Antikorpern gegen bakt. Enola-
se. Das rekombinante Protein a-Enolase aus Streptococcus pneumoniae wurden unter
nativen Bedingungen in zwei Konzentrationen (5 bzw. 0,5 pg) auf eine Nitrozellulose-
membran gespottet. Die Membranstreifen wurden mit den einzelnen Seren inkubiert.
Bei Serum 1 - 5 handelt es sich um OMS-Patienten. Die Seren 6 — 9 stammen von ge-
sunden Probanden. Als Positivkontrolle wurde Enolase-Antiserum verwendet, Negativ-
kontrolle war der Sekunddr-Antikdrper/HRP.

Neben der Untersuchung einer Kreuzreaktion mit dem nativen Protein wurde auch
eine Western Blot Analyse unter denaturierten Bedingungen durchgefiihrt. Uber ein
SDS-Gel wurden der Proteinextrakt, isoliert aus Streptococcus pneumoniae, sowie das
rekombinante Protein a-Enolase elektrophoretisch aufgetrennt. Im Anschluss daran
wurden die entstandenen Membranstreifen einzeln mit den Seren inkubiert. Als Positiv-
kontrolle wurde Enolase-Antiserum verwendet.

Die in Abb. 15 dargestellte Western Blot Analyse wurde mit den Seren 6 - 9 der
Kontrollgruppe durchgefiihrt. Darin enthaltene Antikorper reagierten mit einer Vielzahl
an Proteinen des Extraktes aus Streptococcus pneumoniae. Im Vergleich dazu wurde
keine Reaktion der Antikdrper mit dem rekombinanten Protein a-Enolase unter denatu-

rierten Bedingungen nachgewiesen.
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Abb. 15: Western Blot Analyse zur Identifizierung von Antikorpern gegen bakteri-
elle Enolase. Das rekombinante Protein a-Enolase (Eno) sowie der Proteinextrakt aus
Streptococcus pneumoniae (S.p.) wurden fir das Gel verwendet. Die Blot-Streifen wur-
den mit den Seren 6 — 9 der Kontrollgruppe inkubiert. Positivkontrolle war Enolase-
Antiserum.

Diese Western Blot Analyse wurde auch unter Verwendung der Seren 1 - 5 von
OMS-Patienten durchgefiihrt (Abbildung nicht gezeigt). Ebenso wie gesunde Proban-
den, erkannten Antikérper in OMS-Seren mehrere Proteine aus Streptococcus pneumo-
niae, nicht aber spezifisch das rekombinante Proteine a-Enolase.

Im Gegensatz zur Bindungsanalyse unter nativen Bedingungen war unter denaturier-

ten Bedingungen keine Reaktion der Seren mit dem bakteriellen Enzym zu beobachten.

4.2.7 LDH-assay mit IgG-Fraktionen a-Enolase positiver OMS-
Seren

Untersuchungen der IgG-Fraktionen aus OMS/NB'- und OMS'/NB™-Seren haben
ergeben, dass diese die Zellproliferation hemmen und Apoptose in neuronalen Tumor-
zellen induzieren (Korfei et al. 2005). Basierend auf diesen bereits bekannten Funktio-
nen isolierter IgG-Fraktionen von OMS-Patienten sollte in diesem Versuch untersucht
werden, ob IgG-Fraktionen aus a-Enolase-positiven Seren zytotoxisch auf Neu-
roblastomzellen wirken.

Fiir den Versuch wurde die Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y verwendet und mit
4.000 Zellen pro well in einer 96-well Platte ausgesdt. Am folgenden Tag wurde das
Medium abgesaugt und durch 200 pl eines 0,5%igen FCS-Mediums ersetzt. Die Zellen
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wurden mit isolierten IgG-Fraktionen (10 pg/200 ul, Abb. 16) und als Kontrollen (in
Abb. 16 nicht gezeigt) mit OMS-Serum (1:100 verdiinnt) und den Uberstinden der IgG-
Isolierungen (60 ng/200 pl) inkubiert.

0. 5
——
£ .44
[=]
8 03
=) oy ™
E g2 e 2t N — —— —
‘5 aw
7]
e o
2 01
D.C ] | L | L] | LJ L L J
. ¢ . + o o o o
@\" \@:9 *_Do'“ {P,?* 8 «,5@\ 1’9}‘.?} .;53‘0@
&P D"@‘@ \.f" & o ks «
© & & 5

Abb. 16: LDH-assay fiir die Untersuchung funktioneller Effekte von IgG-
Fraktionen a-Enolase positiver OMS-Seren. SH-SYS5Y Zellen wurden fiir 48 h mit
IgG-Fraktionen (10 pg/200 pl), isoliert aus OMS-Seren (OMS) und gesunden Kontroll-
seren (Kontr.), inkubiert. Von 9 fiir die IgG-Isolierung verwendeten OMS-Seren waren
4 a-Enolase positiv (OMS/Eno+) und 5 Seren negativ (OMS/Eno-). Als zusétzliche
Kontrollen wurden zum Einen der Non neuronal enolase Antikorper (gek. Eno-AK) und
ein IgG-Standard (gek. hum. IgG) eingesetzt. Auf der anderen Seite dienten unbehan-
delte Zellen (unbeh. Zellen) und Medium ohne Zellen als Negativkontrollen. Als Posi-
tivkontrolle diente eine 1%ige Triton-Losung (1% Triton).

Insgesamt wurden flir den Versuch IgG-Fraktionen aus 9 OMS-Seren verwendet,
wovon 4 Patienten Autoantikdrper gegen a-Enolase aufwiesen. Als Negativkontrolle
wurden Seren von 5 gesunden Probanden verwendet. Der spezifisch gegen die humane
a-Enolase (Non neuronal Enolase, abcam) gerichtete Antikorper sowie ein IgG-
Standard (sigma) dienten als zusdtzliche Kontrollen. Eine 1%ige Triton-Losung wurde
als Positivkontrolle, unbehandelte Zellen und Medium ohne Zellen hingegen als Nega-
tivkontrolle, eingesetzt (Abb. 16).

Die Zytotoxizitit der verwendeten Proben wurde iiber die Freisetzung des zy-
toplasmatischen Enzyms Lactatdehydrogenase (LDH) gemessen (Abb. 16). Ein Ver-
gleich der Gruppen, inkubiert mit verschiedenen IgG-Fraktionen, zeigt keinen signifi-
kanten Unterschied in der Zytotoxizitit (p>0,05). Weder IgGs Enolase-positive OMS-

Seren noch Enolase-negative Seren und Kontrollen hatten einen zytotoxischen Effekt
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auf die Zellen. Die Werte der Absorptionsmessung bei 500 nm bewegten sich in einem

Bereich, der auch fiir unbehandelte Zellen gemessen wurde (Abb. 16).

4.3 RALDHI1 als Autoantigen im OMS

In der 2D-Western Blot Analyse wurde neben a-Enolase ein weiteres Autoantigen
im OMS identifiziert, Retinaldehydrogenase 1 (RALDHI, sieche Punkt 4.1.2). Das Pro-
tein wurde durch 4/4 OMS-Patienten, getestet auf 2D-Ebene, erkannt. Fiir die Untersu-
chung weitere Patientenproben wurden Line Blots mit dem rekombinanten Protein her-

gestellt.

4.3.1 Herstellung des rekombinanten Proteins RALDHI1
4.3.1.1 Klonierung des Plasmids pNKH1-ALDHIAI

Das Protein Retinaldehydrogenase 1 (RALDH1) wird durch das Gen ALDHIAI
kodiert. Unter Verwendung der genspezifischen Primer ALDH1A1-EcoRI (sense) und
ALDHI1A1-HindlIll (antisense) wurde das Fragment ALDHI1AI mittels PCR erfolgreich
amplifiziert. Fir die PCR wurde in cDNA umgeschriecbene RNA, isoliert aus
Fibroblasten, eingesetzt. Durch die verwendeten Primer erhielt die Sequenz eine EcoRI-
Erkennungssequenz am 5°-Ende und eine Hindlll-Erkennungssequenz am 3°-Ende. Das
amplifizierte Fragment wurde gereinigt und iiber eine Restriktion mit den Enzymen
EcoRI und Hindlll verdaut.

Der fiir die Klonierung gewihlte Vektor pPBAD/D-TOPO® (siche Abb. 17) der Fir-
ma Invitrogen ermoglicht die Expression eines rekombinanten Proteins fusioniert mit
einem C-terminalen His-tag (Abb. 17). Fiir die Klonierung des Fragmentes ALDHI1A41
wurde der Vektor modifiziert und durch eine Multiple cloning site (MCS) erweitert. Der
Vektor erhielt die neue Bezeichnung pNKH1 und hat eine Gréf8e von 4093 bp. Durch
einen Restriktionsverdau mit den Enzymen EcoRI und HindlIll wurde der Vektor line-
arisiert und so geoffnet. Die Ligation des Fragmentes ALDHIAI in den Vektor pNKHI
fand tiber Nacht bei 17°C statt.

Das daraus resultierende Plasmid pNKHI1/ALDHIAI wurde mittels Hitzeschock-
transformation in E. coli Topl10-Zellen eingebracht. Fiir die Selektion positiver Trans-

formanden wurden die Zellen nach einer kurzen Regenerationszeit auf einer LB/Kan-
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Platte ausgestrichen. Die am folgenden Tag auf der Transformationsplatte gewachsenen

Klone wurden {iber einen PCR-Schnelltest getestet.
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Abb. 17: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pPBAD/D-TOPO

Der Vektor pBAD/D-TOPO (Invitrogen) wurde mit den Enzymen Ncol und HindlIl
geodffnet und zwischen diesen beiden Schnittstellen um eine MCS erweitert. Danach
erhielt der Vektor die neue Bezeichnung pNKH1 und hatte eine Gréf3e von 4093 bp.

Unter Verwendung der genspezifischen Primer ALDH1A1-EcoRI und ALDH1AI-
Hind1ll zeigte sich, ob und welche Klone das gewiinschte insert ALDHIAI enthielten.
Insgesamt wurden so 92 Klone iiberpriift. Durch eine folgende Analyse der PCR auf
einem 1%igen Agarosegel konnten 5 positive Klone mit dem gewiinschten Fragment
von 1505 bp identifiziert werden. Abb. 18 zeigt exemplarisch die Agarosegele mit den
positiven Klonen Nr. 20, 36 und 45.

2000 bp
1500 bp

2000 bp
1500 bp

Abb. 18: 1%iges Agarosegel mit der Analyse des PCR-Schnelltests Von 92, iiber
einen PCR-Schnelltest gepriiften, E. coli-Top10 Klonen sind 26 PCR-Proben gezeigt.

Klon 20, 36 und 45 stellten sich als positiv heraus und enthielten das Fragment
ALDHI1A1 im Bereich von 1505 bp.
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Fiir eine weitere Uberpriifung der Klone wurde die Plasmid-DNA der positiven
Transformanden isoliert und mit den Enzymen EcoRI und Hindlll verdaut. Die an-
schlieBende Analyse des Restriktionsverdaus auf einem 1%igen Agarosegel bestitigte
das Ergebnis der PCR-Analyse (Abbildung nicht gezeigt). Fiir alle 5 Klone war neben
der Vektorbande eine Bande im Bereich von 1505 bp sichtbar, welche der erwarteten

FragmentgroBe von ALDHIAI entsprach.

4.3.1.2 Uberexpression von RALDH1

Fir die Uberexpression des Proteins RALDH1 musste das Plasmid
pNKHI1/ALDHIAI in einen anderen E. coli Stamm transformiert werden. Der bis dahin
verwendete E. coli-Stamm Top10 stellte sich fiir eine Uberexpression als nicht geeignet
heraus. Aus diesem Grund wurde der E. coli-Stamm BL21(DE3) verwendet.

Nach der Transformation in BL21(DE3)-Zellen wurden erneut 8 Klone {iber einen
PCR-Schnelltest kontrolliert und wiesen das erwartete Fragment bei 1505 bp auf. Zur
Optimierung der Versuchsbedingungen fiir die Uberexpression des RALDH1-Proteins
wurden Kulturen mit einem kleinen Volumen verwendet. Zwei der acht getesteten Klo-
ne (Klon 4 und Klon 5) wurden fiir eine Test-Uberexpression ausgewihlt. Dazu wurden
je zwei 5 ml Kulturen auf eine ODgpp von 0,3 angeimpft und bis zum Erreichen einer
ODggo von 0,6 — 0,8 inkubiert. Vor einer Induktion der Kulturen wurden Proben mit
einer ODgpp von 0,5 entnommen. Die folgende Induktion der Expression mit L-
Arabinose wurde mit 2 Konzentrationen durchgefiihrt (0,2% und 0,02%). Im Anschluss
daran wurden die Kulturen weitere 5 h bei 37°C inkubiert. Nach einer erneuten Be-
stimmung der ODgop wurde eine Probe nach der Induktion entnommen.

Die Auswertung der vor und nach der Induktion entnommenen Proben erfolgte {iber
ein SDS-Gel. Dafiir wurden die gewonnenen Zellpellets in 20 pl 1 x SDS-Probenpuffer
mit B-Mercaptoethanol aufgenommen und gekocht. Ein Teil der Proben (10 pl) wurde
fiir die Herstellung eines Coomassie-Gels verwendet (Abb. 19), der andere Teil zur Her-
stellung eines Western Blots (Abb. 20).

Das Gel zeigte einen deutlichen Unterschied zwischen den Kulturen vor der Induk-
tion (v.Ind.) und nach der Zugabe von L-Arabinose (n.Ind.). Vor der Induktion war im
erwarteten Bereich von 57 kDa keine Bande sichtbar. Nach Induktion der Expression
war auf der gleichen Hohe eine dickere Bande erkennbar. Es wurde mehr Protein unter

Verwendung der geringeren L-Arabinose-Konzentration von 0,02% gebildet als mit der
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hoheren von 0,2%. Ein Vergleich beider Klone machte deutlich, dass Klon 4 fiir eine
Uberexpression besser geeignet ist als Klon 5 (Abb. 19).

BL21DE3-Klon4 BL21DE3-Klon3

57 kDa

Abb. 19: 10%iges Coomassie-Gel mit der Analyse der Uberexpression von
RALDHI1. Den E.coli-Kulturen wurden vor der Induktion mit L-Arabinose (v.Ind.) und
nach der Induktion (n. Ind. 0,2% bzw. 0,02%) Proben mit einer ODggo von 0,5 entnom-
men. Die erhaltenen Zellpellets wurde in 20 pul 1 x SDS-Probenpuffer aufgenommen,
wovon je 10 ul pro Spur geladen wurden.

Die in Abb. 20 gezeigte Western Blot Analyse mit den gleichen Proben bestétigt das
Ergebnis des Coomassie-Gels. Fiir beide Klone war im nichtinduzierten Zustand im
Bereich von 57 kDa keine Expression des Proteins in Form einer Bande sichtbar. Erst
durch die Zugabe von L-Arabinose wurde die Expression des Proteins RALDH1 indu-
ziert, als deutliche Bande im Western Blot sichtbar (Abb. 20).
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Abb. 20: Western Blot Analyse der Test-Uberexpression von RALDHI.

Die aus der Uberexpression resultierenden Zellpellets, vor (v.Ind.) und nach (n.Ind.)
Induktion mit L-Arabinose (0,2% bzw. 0,02% Arab.), wurden in 20 ul 1 x SDS-
Probenpuffer aufgenommen, mit 10 ul pro Spur pipettiert, iiber ein 10%iges SDS-Gel
aufgetrennt und geblottet. Die Detektion erfolgte unter Verwendung des ALDHI1AI
Antikorpers (rabbit monoclonal, abcam) und zeigt eine Bande bei 57 kDa.
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Fiir die Reinigung des Proteins RALDH1 wurde die Uberexpression in einem groBe-
ren MaBstab durchgefiihrt. Mit Hilfe der Ubernachtkultur wurde eine 500 ml Kultur auf
eine OD600 von 0,3 angeimpft und nach den beschriebenen Bedingungen mit 0,02% L-

Arabinose induziert und weiterbehandelt.

4.3.1.3 Aufreinigung des His-tag Proteins RALDH1

Das aus der Uberexpression resultierende Zellpellet wurde in 5 ml 1 x LEW-Puffer
resuspendiert und der Proteinextrakt nach dem angegebenen Protokoll isoliert (Punkt
3.7.1.4). Die Isolierung des His-tag Proteins RALDHI1 aus einem Pool an Proteinen
erfolgte iiber eine Affinitdtschromatographie, im Speziellen eine Metallchelatchroma-
tographie (siche Punkt 3.8.1.1).

Unspezifische Proteine werden durch sich anschlieBende Waschschritte entfernt.
Dem Waschpuffer wurde dafiir in steigender Konzentration Imidazol beigefiigt. Begin-
nend mit Puffer ohne Imidazol wurden 20 mM, 50 mM und 100 mM Imidazol in den
einzelnen Waschschritten verwendet. Die Elution des Proteins erfolgte mit LEW-Puffer,
welcher durch 250 mM Imidazol komplementiert wurde.

Die Aufreinigung von RALDHI1 erfolgte unter nativen Bedingungen. Wasch- und
Elutionsschritte erfolgten durch die Zugabe von je 1 ml des entsprechenden Puffers auf
die Sdulenmatrix. Genaue Angaben iiber die Anzahl der einzelnen Wasch- und Eluti-
onsschritte kdnnen nicht gemacht werden, weil diese zwischen den Isolierungen variier-
ten. Zur Kontrolle wurden die Waschschritte und auch spéter die Elutionsschritte mit
Hilfe einer Bradford-Losung getestet. Vor Versuchsbeginn wurde eine 96-well Platte
mit 100 pl Bradford-Losung pro well vorbereitet. Von jedem Wasch- und Eluti-
onsschritt wurden je 10 ul mit 100 pl Bradford-Losung resuspendiert. Die Waschschrit-
te wurden so lange durchgefiihrt, bis keine unspezifischen Proteine mehr von der Siule
gewaschen wurden. Gleiches erfolgte bei den Elutionsschritten.

Die gesammelten Wasch- und Elutionsschritte wurden auf einem 10%igen SDS-Gel
analysiert (Abb. 21). Im fiir das Protein RALDHI erwarteten Bereich von 57 kDa war
eine deutliche Bande sichtbar, deren Intensitdt mit zunehmenden Elutionsschritten ab-

nahm. Die Verunreinigung durch andere Proteine war sehr gering.
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Flutionsschritte

57 kDa ”-- —

Abb. 21: 10%iges Coomassie-Gel mit Elutionsschritten der RALDH1-Reinigung.
Von den gesammelten Elutionsschritten wurden je 10 pl Proteinextrakt {iber ein
10%iges SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Im Anschluss wurde das Gel mit
Coomassie gefarbt.

Elutionsschritte

L

Abb. 22: Western Blot Analyse mit Elutionsschritten der RALDH1-Aufreinigung.
Unter Verwendung des ALDHI1A1 Antikorpers (rabbit monoclonal, abcam) wurde mit
den Elutionsschritten (je 10 pl), welche zuvor iiber ein 10%iges SDS-Gele elektropho-
retisch aufgetrennt wurden, eine Western Blot Analyse durchgefiihrt.

Ob es sich bei dem isolierten Protein um RALDH1 handelt, wurde in einer Western
Blot Analyse mit einem fiir das Protein spezifischen Antikorper untersucht. Von den
einzelnen Elutionsschritten wurden zu diesem Zweck je 10 pl Proteinextrakt tiber ein
10%iges SDS-Gel aufgetrennt und anschlieBend mittels Western blotting auf eine
PVDF-Membran iibertragen.

Die Western Blot Analyse zeigt im fiir RALDHI1 erwarteten Bereich von 57 kDa
eine Bande (Abb. 22). Eine folgende Maldi-TOF Analyse bestitigte dieses Ergebnis.

4.3.1.4 Umpuffern der RALDHI1-Proben

Das iiber eine Metallchelatchromatochraphie aufgereinigte Protein lag in dem fiir
die Elution verwendeten Puffer vor. Die darin enthaltene hohe Imidazolkonzentration
machte das Protein flir Folgeversuche unbrauchbar und musste entfernt werden, da zum
Einen mit dieser Imidazolkonzentration eine Konzentrationsbestimmung der Eluti-
onsschritte mittels BCA-assay nicht moglich war. Auf der anderen Seite konnten die

Proben nicht bei -20°C gelagert werden, weil das Protein unter diesen Bedingungen
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ausfdllt und somit unbrauchbar ist. Alternativ dazu war auch eine Lagerung bei 4°C
iber einen ldngeren Zeitraum nicht moglich, weil das Protein degradierte.

Ein Pufferaustausch und eine Entsalzung der Proben wurden unter Verwendung von
NAP"-25-Séulen durchgefiihrt. Dafiir wurden 3 Elutionsschritte (max. 2,5 ml) gepoolt
und iiber die Sdule gegeben. Die Elution wurde mit 1 x PBS in 500 pl-Schritten durch-
gefiihrt, da Elutionsschritte mit kleineren Puffermengen eine bessere Entsalzung der
Proben ermdglichen.

Die gesammelten Elutionsschritte wurden mittels einem Western Blot analysiert.
Unter Verwendung des fiir das Protein RALDHI spezifischen Antikdrpers ist eine sau-
bere Bande im erwarteten Bereich von 57 kDa erkennbar (Abb. 23).

Elutionsschritte

0| D D - - e

Abb. 23: Western Blot Analyse der umgepufferten Elutionsschritte der RALDH1-
Reinigung. Die Elutionsschritte wurden nach dem Umpuffern der Proben mit 10 pul pro
Spur iiber ein 10%iges SDS-Gel aufgetrennt. Der anschlieBende Western Blot Analyse
erfolgte mit dem spezifischen Antikorper ALDH1A1 (rabbit, monoclonal, abcam).

4.3.2 Line Blots fiir die Analyse RALDH1 positiver OMS-Seren

Fiir die Analyse weiterer Patientenseren auf das Vorhandensein von Autoantikor-
pern gegen das Protein RALDH1 wurden Line Blots verwendet. Das aufgereinigte und
umgepufferte rekombinante Protein RALDHI1 wurde in einer Konzentration von
0,5 pg/Spur tiber ein 10%iges SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Wes-
tern blotting auf eine PVDF-Membran tibertragen. Die Membran wurde in Streifen ge-
schnitten und in ein mehrkammriges Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt. Dadurch konnte jeder
Strip mit dem Serum eines Patienten oder dem Serum der entsprechenden Kontroll-
gruppen inkubiert werden. Die Seren wurde dafiir mit einer Verdiinnung von 1:200 in
einer 5%igen Milchlosung eingesetzt.

Fiir den Versuch wurden Seren von 39 OMS-Patienten, 41 gesunden Probanden und

13 NB-Patienten ohne OMS getestet, wobei die letzten beiden Gruppen als Kontrollen
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dienten (siche Anhang Tabellen I, II und III). Dabei konnten in 15/39 OMS-Seren
(39%), aber nur 5/42 Seren gesunder Probanden (11,9%) und nur 2/13 NB-Patienten
(15,4%) Autoantikorpern gegen RALDH1 nachgewiesen werden (p<0,04, Abb. 24).

RALDH1 positive

0- S '
OMS NB Kontr.

Abb. 24: Line Blots fiir die Analyse von RALDH1-Antikorpern in OMS-Seren .
Das rekombinante Protein RALDHI wurde mit 0,5 pg Protein/Spur geladen. Jeder
Streifen wurde mit einem Serum (1:200 verdiinnt) von OMS-Patienten (OMS), gesun-
den Kontrollen (Kontr.) oder NB-Patienten ohne OMS (NB) inkubiert. Die Abbildung
zeigt den prozentualen Anteil RALDHI1 positiv getesteter Seren. Im Vergleich zu den
Kontrollgruppen wies eine signifikant hohe Anzahl an OMS-Seren Autoantikorper ge-
gen RALDHI auf (p<0,04).

4.3.3 RALDH1 als RNA-bindendes Protein

Viele Autoantigene werden im Zusammenhang mit einem paraneoplastischen OMS
als RNA-bindende Proteine beschriebenen, so zum Beispiel das Hu Protein, NOVA 1/2
sowie die in dieser Arbeit identifizierte a-Enolase. Aus diesem Grund wurde auch

RALDHI1 auf eine mogliche Funktion als RNA-bindendes Protein hin untersucht.

4.3.3.1 Herstellung biotinylierter RNA

Fiir die Untersuchung einer RNA-Bindung wurde Gesamt-RNA aus der Neuroblas-
tomzelllinie SH-SYSY isoliert und durch einen Biotinanhang markiert. Die Biotinylie-
rung wurde in einem Dot Blot iberpriift (siche Punkt 3.6.4.8.2). Dazu wurde biotinylier-

te Gesamt-RNA auf eine Nylon-Membran gespottet und nach einem Waschschritt mit
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dem Sekunddr-Antikorper Streptavidin/HRP (1:5.000) inkubiert, welcher an den
Biotinanhang bindet. Die Biotinylierung der RNA war erfolgreich und konnte bis in den

Bereich geringer RNA-Mengen nachgewiesen werden (Abb. 25).

Abb. 25: Dot Blot zur Uberpriifung der Biotinylierung von Gesamt-RNA.
Biotinylierte RNA wurde in verschiedenen Konzentrationen auf eine Nylon-Membran
gespottet. Die Detektion erfolgte iiber den Biotinanhang und mit dem Sekundiir-
Antikorper Streptavidin/HRP (1:5.000).

4.3.3.2 ELISA-Assay mit RALDH1 und biotinylierter RNA

Eine fiir das Protein RALDHI1 mdgliche Funktion als RNA-bindendes Protein wur-
de unter nativen Bedingungen iiber einen ELISA-A4ssay untersucht. Das rekombinante
Protein RALDH1 (RALDH) wurde in verschiedenen Konzentrationen, verdiinnt in
50 mM NaHCOs, angesetzt und damit eine 96-well Platte {iber Nacht bei 4°C beschich-
tet. Parallel dazu wurden auf der gleichen Platte BSA als Negativkontrolle und die be-
kannten RNA-bindenden Proteine Eap (1 pg) und a-Enolase (Eno, 3 pg) als Positivkon-
trollen eingesetzt. Alle Proteine wurden dafiir in Dreifachansitzen verwendet. Nach
einem Blockierschritt wurde biotinylierte RNA in zwei verschiedenen Konzentrationen
zu den Proteinen gegeben: RNA, verdiinnt in TBS, wurde mit 3 pg/well und 6 ug/well
eingesetzt.

Das Ergebnis der Absorptionsmessung bei 450 nm zeigt, dass RALDH1 RNA bin-
det (Abb. 26). Die Absorption und somit auch die RNA-Bindung nahmen mit einer stei-
genden Proteinkonzentration zu. Fiir 6 g RNA konnte ein hoherer Kurvenverlauf beo-
bachtet werden, im Vergleich zu 3 pg (Abb. 26). Die als Positivkontrolle verwendeten
Proteine Eap und a-Enolase wurden mit 3 pg RNA inkubiert. Beide Proteine wiesen im

Vergleich zu RALDHI1 eine stirkere RNA-Bindung auf (Abb. 26).
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Abb. 26: ELISA fiir den Nachweis einer RNA-Bindung von RALDH1.

Mit dem rekombinanten Protein RALDHI1 (RALDH) wurde in steigender Konzentrati-
on eine 96-well Platte beschichtet. Die Proteine Eap (3 pg) und a-Enolase (Eno, 1 pg)
wurden als Positivkontrollen eingesetzt, BSA als Negativkontrolle. Biotinylierte RNA
wurde in zwei Konzentrationen (3 pg und 6 pg) zu den Proteinen gegeben. Die Detekti-
on erfolgte iber den RNA-Biotinanhang mit dem Sekunddr-Antikorper Streptavi-
din/HRP und einer Substratlosung (TMB-Kit). Die Absorption wurde in einem ELISA-
reader bei 450 nm gemessen.

4.3.3.3 DOT Blot mit RALDH1 und biotinylierter RNA

Mittels des Dot Blot Verfahrens sollte das Ergebnis des ELISA Tests wiederholt und
eine RNA-bindende Funktion von RALDHI1 bestitigt werden. Zu diesem Zweck wurde
das rekombinante Protein RALDHI in verschiedenen Konzentrationen auf eine Nitro-
zellulose-Membran gespottet (Abb. 27). Als Positivkontrolle wurde Eap in drei Kon-
zentrationen verwendet, BSA diente als Negativkontrolle. Nach einem Waschschritt
wurden die Membranen mit 10 pug bzw. 30 pg biotinylierter RNA inkubiert. Danach
erfolgte die Detektion einer RNA-Bindung unter Verwendung des Sekunddr-
Antikorpers Streptavidin/HRP.

Das Dot Blot Ergebnis bestitigte die schon im ELISA beobachtete Funktion von
RALDHI1 als RNA-bindendes Protein (Abb. 27). Eap als Positivkontrolle weist eine
stairkere RNA-Bindung auf, die sich mit erhohter RNA-Konzentration steigert (Abb.
27).
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Abb. 27: Dot Blot zur Analyse einer RNA-bindenden Funktion von RALDHI.

Das rekombinante Protein RALDH1 wurde in verschiedenen Konzentrationen auf eine
Nitrozellulose-Membran gespottet. Eap diente als Positivkontrolle, BSA als Negativ-
kontrolle. Die Membran wurde mit 10 bzw. 30 pg biotinylierter RNA inkubiert. Die
Detektion erfolgte mit dem Sekunddr-Antikorper Streptavidin/HRP. Im Bereich von 6
und 8 pg RALDHI1 kann eine RNA-Bindung beobachtet werden.

4.3.4 Einfluss von RNA auf die Bindung von Autoantikorpern an

RALDH1

Im ELISA Test und auch im Dot Blot zeigte sich, dass RALDHI1 ein RNA-
bindendes Protein ist. Diese RNA-Bindung konnte wiederum einen Einfluss auf die
Bindung der nachgewiesenen Autoantikdrper in OMS-Seren an das Protein haben, was
im Folgenden untersucht werden sollte.

Fiir den Versuch wurde eine ELISA-Platte mit RALDHI1 in einer Konzentration von
8 ug Protein/well beschichtet. Als Negativkontrolle wurde BSA verwendet. Die Patien-
tenseren wurden in dreifachen Ansdtzen mit dem Protein allein, in Verbindung mit
RNA und mit BSA inkubiert. Sechs OMS-Seren mit Autoantikorpern gegen das Protein
RALDHI1 und 5 Seren gesunder Probanden wurden getestet. Als Positivkontrolle wurde
der Antikorper ALDHI1A1 (rabbit monoclonal, abcam) verwendet. Die Auswertung
erfolgte iiber eine Absorptionsmessung im Bereich von 450 nm (Abb. 28).
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Abb. 28: ELISA-Test fiir die Untersuchung der Antikdrperbindung an RALDH1
unter dem Einfluss von RNA. Eine ELISA-Platte wurde mit dem rekombinanten Pro-
tein RALDHI1 allein und in Kombination mit RNA beschichtet. BSA diente als Nega-
tivkontrolle. Die Bindung an das Protein (RALDH) und den Komplex (RALDH+RNA)
wurde mit OMS-Seren (Pat.Serum) und Seren gesunder Probanden (Ko.Serum) durch-
gefiihrt. Als Positivkontrolle wurde ein RALDH1-spezifischer Antikorper (rabbit mo-
noclonal, abcam) eingesetzt (gek. AK). Ausgewertet wurde der Versuch iiber eine Ab-
sorptionsmessung im Bereich von 450 nm.

Fiir die verwendeten OMS-Seren wurde eine Bindung an RALDH1 beobachtet, wo-
bei 3/6 Seren eine hohere Affinitét an das Protein aufwiesen (Abb. 28). Durch die Zu-
gabe von RNA idnderte sich die Intensitdt der Bindung an das Protein nicht (p>0,05).
Ahnlich verhielt es sich mit den Kontroll-Seren (p>0,05). Fiir den gekauften Antikorper

war eine erwartet hohe Bindung zu beobachten.

4.3.5 Expression von RALDH1 in Neuroblastom-Zellen: RT-PCR

Die Grundidee fiir diesen Versuch war, einen Uberblick iiber das Expressionsmuster
von Retinaldehydrogenasen (RALDH) in Neuroblastomzellen zu bekommen. Retinal-
dehydrogenasen liegen in drei Formen vor: RALDHI1 (ALDHIAI), RALDH?2
(ALDHIA2) und RALDH3 (ALDHIA3). Sie sind an der Synthese von Retinolsdure
(RA) beteiligt. Die RA-Konzentration in den Zellen wird durch eine weitere Gruppe
von Enzymen mit dem Namen CYP26s kontrolliert. Diese Enzymgruppe ist auch in drei
Formen unterteilt, mit den Bezeichnungen CYP26A, 26B und 26C.

Die Untersuchung auf RNA-Ebene wurde mit zwei Neuroblastomzelllinien durch-
gefiihrt, SKN-SH-Zellen und SH-SY5Y-Zellen. Neben unbehandelten Zellen wurden

diese auch mit 5 bzw. 10 uM RA behandelt, um mogliche Verdnderungen im Expres-
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sionsmuster zu untersuchen. Nach 24 h Inkubation wurde die Gesamt-RNA aus den
Zellen isoliert und mit Hilfe einer RT-PCR in cDNA umgeschrieben. Unter Verwen-
dung genspezifischer Primer wurde mit der cDNA eine PCR durchgefiihrt (Xi and Yang
2008). Die einzelnen Ansdtze wurden danach auf einem 2%igen Agarosegel analysiert
(Abb. 29 und 30).

Eine Expression der Enzyme RALDHI1 und 2 konnte in SKN-SH-Zellen unter kei-
ner der gewdhlten Bedingungen nachgewiesen werden (Abb. 29). RALDH3 dagegen
wurde von den Zellen exprimiert, unbeeinflusst von den einzelnen Behandlungen: In
gleichbleibender Konzentration war eine Bande im erwarteten Bereich von 480 bp er-
kennbar. Fiir die Enzyme CYP26A und 26B konnte eine Expression in RA-stimulierten
SKN-SH-Zellen beobachtet werden. CYP26C war weder in RA-behandelten noch in
unstimulierten Neuroblastomzellen nachweisbar. Erwartete Banden im Bereich von
140 bp fiir CYP26A und 148 bp fiir CYP26B waren auf dem Gel sichtbar (Abb. 29).
GAPDH und B-Actin wurden als Ladekontrollen verwendet und sind im Gel als gleich-
mifBige Bande sichtbar. (Abb. 29). Als Negativkontrolle wurde der Mastermix mit
B-Actin-Primern ohne cDNA verwendet.

Das gleiche Experiment wurde mit RNA, isoliert aus der Neuroblastomzelllinie SH-
SYSY, durchgefiihrt. Auch hier wurden die Zellen vor der RNA-Priparation mit 5 bzw.
10 uM RA behandelt, um nach einer RT-PCR unter Verwendung der bereits beschrie-
benen genspezifischen Primer eine PCR durchzufiihren und die Proben auf einem
2%igen Agarosegel zu analysieren (Abb. 30).

Das Expressionsmuster der einzelnen Enzyme ist in diesen Zellen im Vergleich zu
den SKN-SH Zellen verdndert. RALDHI konnte auch hier nicht nachgewiesen werden,
im Vergleich zu RALDH2: Im erwarteten Bereich von 508 bp war fiir unbehandelte
Zellen und nach einer 10 uM RA-Behandlung eine schwache Bande sichtbar (Abb. 30),
wéhrend sich bei 5 uM RA eine etwas stirkere Bande zeigte. Fiir das Enzym RALDH3
konnte eine gleichbleibende Bande in Hohe von 480 bp beobachtet werden.

Im Gegensatz zu CYP26C konnten die Enzyme CYP26A und 26B auch in dieser
Zelllinie nach einer RA-Behandlung nachgewiesen werden. Fiir CYP26B war im Be-
reich von 148 bp eine stiarkere Bande sichtbar, im Vergleich zu CYP26A. GAPDH wur-
de als Ladekontrolle verwendet und war als gleichbleibend starke Bande in allen Proben

sichtbar, mit Ausnahme der Negativkontrolle.
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Negativ-Kontrolle

Abb. 29: 2%iges Agarosegel der PCR-Analyse der Fragmente von RALDH 1-3
und CYP26 A-C in SKN-SH-Zellen. Verwendet wurde in cDNA transkribierte Ge-
samt-RNA aus unbehandelten und behandelten Zellen (5 bzw. 10 uM RA), die mit
genspezifischen Primern auf das Vorhandensein verschiedener Transkripte hin unter-
sucht wurden. Es wurden 10 pl von jeder Probe auf das Gel geladen. Die Fragmente
RALDH3 (480 bp), CYP 26A (140 bp) und CYP 26B (148 bp) sowie GAPDH (431 bp)
und B-Actin (149 bp) als Ladekontrollen konnten nachgewiesen werden.

CYP26A

CYP2Z6B

CYP26C

GAPDH

Abb. 30: 2%iges Agarosegel zur Analyse der PCR-Fragmente von RALDH1-3 und
CYP26A-C in SH-SY5Y-Zellen. Verwendet wurde in ¢cDNA transkribierte Gesamt-
RNA aus unbehandelten und behandelten (5 bzw. 10 uM RA) Zellen, welche mit spezi-
fischen Primern auf das Vorhandensein verschiedener Transkripte hin untersucht wurde.
Von jedem Ansatz wurden 10 pl geladen. Die Fragmente RALDH2, RALDH3,
CYP26A, CYP26B und GAPDH, als Ladekontrolle, konnten nachgewiesen werden.
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4.3.6 Expression von RALDH1 auf der Oberfliche von Neu-
roblastom-Zellen

Wie bereits in Punkt 4.2.5 fiir Enolase beschrieben, konnte in verschiedenen Versu-
chen gezeigt werden, dass Autoantikorper in OMS-Seren an Oberflachenstrukturen von
Neuroblastomzellen binden. Aus diesem Grund wurde parallel zu den Analysen auf
RNA-Ebene untersucht, ob RALDHI1 auf der Oberfliche von Neuroblastomzellen
exprimiert wird und dadurch von Antikérpern gebunden werden kann.

Dafiir wurden die Neuroblastomzelllinien SKN-SH und SH-SY5Y in Vollmedium
kultiviert, wobei SKN-SH-Zellen fiir einen Teil des Versuches auch in FCS-reduziertem
Medium gehalten wurden (0,4% FCS). Die Zellen wurden fiir 24 h mit 5 bzw. 10 uM
RA behandelt. Im Folgenden wurden Membranproteine durch einen Biotinanhang mar-
kiert und unter Verwendung von Streptavidin-Beads von den zytoplasmatischen Protei-
nen getrennt (siche Punkt 3.7.1.2). Die Analyse der Proteinfraktionen fand iiber ein
10%iges SDS-Gel und eine Western Blot Analyse statt. Als Positivkontrolle wurde in
einer Spur das rekombinante Protein RALDHI mit 1 pg geladen (Abb. 32). Die Blot-
Membran wurde neben dem spezifischen RALDH1-Antikdrper auch mit den Antikor-
pern NCAM und 20S-Proteasom UE, als Kontrollen fiir eine reine Membranfraktion,
ohne Kontamination durch Zytoplasma-Proteine, inkubiert.

In der Western Blot Analyse mit Proteinextrakt aus SKN-SH Zellen wurde NCAM
in der Membranfraktion im erwarteten Bereich von 180 kDa detektiert. Die 20S Protea-
som Untereinheit zeigte sich nur im Zytoplasma bei 30 kDa. Im Gegensatz dazu war fiir
RALDHI weder in der Membranfraktion noch im zytoplasmatischen Teil eine Bande
bei 55 kDa sichtbar (Abb. 31), wodurch die Resultate der RT-PCR bestdtigte wurden.

Gleiche Untersuchungen, wie fiir SKN-SH-Zellen beschrieben, wurden auch fiir die
Neuroblastomzelllinie SH-SYSY durchgefiihrt. Die Zellen wurden in Vollmedium kul-
tiviert und mit 5 bzw. 10 uM RA behandelt. Nach einer Markierung der Membranprote-
ine durch einen Biotinanhang wurden Membran- und Zytoplasmaproteine voneinander
getrennt. Im Anschluss daran wurden die Proteinfraktionen auf einem Western Blot ana-
lysiert (Abb. 32). Das rekombinante Protein RALDH]1 wurde als Positivkontrolle in der
ersten Spur des Blots geladen und ist als 57 kDa-Bande sichtbar (Abb. 32).
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Abb. 31: Western Blot Analyse der Oberflichenexpression von RALDHI1 auf SKN-
SH-Zellen. Die Zellen wurden in RPMI-Vollmedium (10% FCS) und reduziertem Me-
dium (0,4% FCS) kultiviert. Ausgehend von 150 pg Gesamtprotein unbehandelter und
behandelter (10 puM RA, 24 h Inkubation) Zellen, wurden nach der Trennung die
Membranproteine mit 30 ul 1 x SDS-Puffer von den Beads geldst. Davon wurden 15 pl
Proteinextrakt pro Spur geladen. Von der Zytoplasmafraktion wurden 10 ul verwendet.
Die Detektion erfolgte mit den Antikdrpern gegen NCAM (180 kDa), RALDHI1
(55 kDa) und die 20S Proteasom-Untereinheit (30 kDa).

NCAM [

RALDHI

20S-Proteasom
Untereinheit

Zytoplasmafraktion Membranfraktion

Abb. 32: Western Blot Analyse der Oberflichenexpression von RALDH1 auf SH-
SYS5Y-Zellen. Die Zellen wurden fiir 24h mit RA (5 bzw. 10 uM) behandelt. Fiir die
Isolierung wurden 150 pg Gesamtproteinextrakt eingesetzt. An Beads gebundene
Membranproteine wurden mit 30 pl 1 x SDS-Puffer abgeldst. Davon wurden pro Ansatz
fiir das Gel 15 pl in der Membranfraktion verwendet. Vom zytoplasmatischen Teil wur-
den 10 pl eingesetzt. Das rekombinante Protein RALDHI (rek. RALDH1) diente als
Positivkontrolle. Die Detektion erfolgte mit den Antikdrpern gegen NCAM (70 kDa),
RALDHI (55 bzw. 57 kDa) und die 20S-Proteasom-Untereinheit (30 kDa).

In der Western Blot Analyse zeigte sich fiir die 20S-Proteasom Untereinheit erwar-

tungsgeméil eine Bande in der Zytoplasmafraktion bei 30 kDa (Abb. 32). Das Adhisi-
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onsmolekiil NCAM wurde mit einem alternativen CD56-Antikorper (Sigma) nachge-
wiesen, auf dem Blot als 70 kDa-Bande sichtbar.

Eine Expression des Proteins RALDH]1 konnte auch hier nicht nachgewiesen wer-
den. Auf dem Blot mit Proteinextrakt aus SH-SY5Y-Zellen war weder in der Zytoplas-
mafraktion noch in der Membranfraktion eine Bande im Bereich von 55 kDa sichtbar

(Abb. 32).

4.4  Funktionelle Effekte von Autoantikorpern im OMS in

Zusammenhang mit Retinolsaure

Untersuchungen mit OMS-Seren haben gezeigt, dass darin enthaltene Autoantikor-
per einen antiproliferativen Effekt auf Neuroblastomzellen haben (Korfei et al. 2005).
Zuséatzlich wurde beobachtet, dass diese Antikorper Apoptose in Neuroblastomzellen
induzieren (Korfei et al. 2005). Ein genauer Wirkmechanismus dieser Autoantikorper ist
aber unbekannt. Aus diesem Grund sollen folgende Versuche Aufschluss iiber weitere

funktionelle Effekte dieser Antikorper geben.

4.4.1 Wirkung von Retinolsiure auf die Differenzierung von Neu-

roblastom-Zellen

Mittels 2D-Western Blot Analyse wurde das Enzym RALDHI1 als neues Autoanti-
gen in OMS nachgewiesen. RALDHI ist am entscheidenden Schritt der Synthese von
Retinolsdure (RA) aus Retinol (Vitamin A) beteiligt.

In der Zellkultur hat RA eine differenzierungsfordernde Wirkung auf Zellen, welche
im Folgenden an den Neuroblastomzelllinien SH-SY5Y und SKN-SH untersucht wur-
de. Die Zellen wurden unter Verwendung von Vollmedium in 6-well Platten kultiviert
und tiber einen Zeitraum von insgesamt 72 h mit RA (10 pM) behandelt. Danach wurde
der Proteinextrakt aus den Zellen isoliert und iiber ein 12,5%iges SDS-Gel und einen
anschlieBenden Western Blot analysiert. Die Detektion fand unter Verwendung des
Bcl-2-Antikorpers (rabbit polyclonal, Cell Signaling) statt, der Antikorper gegen B-
Actin diente als Ladekontrolle. Bcl-2 als anti-apoptotisches Protein wird als Marker fiir

eine Differenzierung der Zellen eingesetzt.
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Die Western Blot Analyse zeigte, dass es bei SH-SYS5Y-Zellen im Verlauf der RA-
Behandlung (0, 24, 48 und 72 h) zu einem Anstieg der Bcl2-Konzentration kommt, was
sich in einer Zunahme der Bandenintensitit zeigte (Abb. 33) Im Vergleich dazu wurde
bei SKN-SH-Zellen nur eine schwache Bande bei 28 kDa beobachtet, welche mit stei-
gender Inkubationszeit nur gering an Intensitdt zunahm (Abb. 33). Fiir beide Zelllinien
wurde B-Actin als Ladekontrolle verwendet und war in gleichbleibender Intensitét als

Bande im Bereich von 42 kDa erkennbar (Abb. 33).
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Abb. 33: Western Blot Analyse mit Proteinextrakt aus SH-SYSY- und SKN-SH-
Zellen. Die Zellen wurden iiber einen Zeitraum von 72 h mit 10 uM RA behandelt. An-
schlieBend wurde der Proteinextrakt aus behandelten und unbehandelten Zellen isoliert
und in einer Konzentration von 20 pg/Spur eingesetzt. Die folgende Western Blot Ana-
lyse wurde mit den Antikdrpern Bel-2 (28 kDa, rabbit polyclonal, abcam) und B-Actin
(42 kDa, mouse monoclonal, abcam), als Ladekontrolle, durchgefiihrt.

Fiir SH-SY5Y-Zellen zeichnet sich eine stirkere Differenzierung der Zellen unter
einer RA-Behandlung ab. Aus diesem Grund wurden fiir die weiteren Versuche nur

noch SH-SYS5Y-Zellen verwendet.

4.4.2 Dendriten-Wachstum : Retinolsaure-Behandlung

Die Differenzierung, induziert durch RA, zeichnet sich unter anderem durch Ande-
rungen in der Morphologie der Zellen aus. SH-SY5Y-Zellen weisen nach kurzer Zeit
einen verldngerten Zellkorper auf. Auffillig ist auch eine starke Verlingerung der
Dendriten. Mikroskopisch gut sichtbar, wurden die Dendritenldngen der Zellen ausge-
messen, um diese Form der Differenzierung der Zellen zu bestimmen.

In einer 24-well Platte wurden die Zellen mit einer Konzentration von 15.000 Zellen
pro well kultiviert. Die folgende Behandlung mit RA (5 bzw. 10 uM) wurde iiber einen
Zeitraum von 24 und 48 h durchgefiihrt. Im Anschluss daran wurden die Zellen unter

Verwendung einer 4%igen PFA-Losung an die Platte fixiert. Fiir die Ausmessung der
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Dendritenldngen wurden pro well 8 Photos aus verschiedenen Bereichen gemacht. Im
Anschluss daran konnte mit einem speziellen Programm namens NIS-Elements die
Dendritenldnge der einzelnen Zellen bestimmt werden. Pro Photo wurden 10 Zellen
ausgemessen. Die zusammengefassten Mittelwerte der 8 Messungen sind in Abbildung
34 und 35 graphisch dargestellt.

Die Behandlung mit RA fiir 24 bzw. 48 h resultierte in einem signifikanten Anstieg
der Dendritenlidnge. Durch die Zugabe von 5 uM RA kam es zu einem mehr als doppelt
so langen Auswuchs der Zellfortsidtze im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Fiir
10 uM RA wurden dhnliche Dendritenldngen beobachtet (p<0,01). DMSO als Negativ-
kontrolle zeigte keine Wirkung auf die Zellen und die Dendritenldnge war vergleichbar
mit den gemessenen Léngen unbehandelter Zellen (Abb. 34 und 35, p>0,05). Unter-
schiede zwischen den Inkubationszeiten von 24 und 48 h konnte nicht beobachtet wer-

den. Gleiches zeigte sich auch fiir die beiden verwendeten RA-Konzentrationen.
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Abb. 34: Ausmessung der Dendritenlinge bei SH-SYSY-Zellen nach 24 h RA-
Behandlung. SH-SY5Y-Zellen wurden fiir 24h mit RA (5 bzw. 10 uM) behandelt. Im
Anschluss daran wurden die Dendritenlingen unbehandelter und behandelter Zellen
ausgemessen. Diese Abbildung gibt die gemittelten Werte der Dendritenldngen [pum] an.
Durch eine RA-Behandlung kommt es zu einem signifikanten Anstieg der Dendriten-
lange, unabhingig von der RA-Konzentration (p<0,01). Zwischen unbehandelten Zellen
und einer DMSO-Behandlung zeigt sich keine Signifikanz hinsichtlich der Dendriten-
lange (p>0,05).
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Abb. 35: Ausmessung der Dendritenlinge bei SH-SYSY-Zellen nach 48 h RA-
Behandlung. SH-SY5Y-Zellen wurden fiir 48h mit RA (5 bzw. 10 uM) behandelt. An-
schlieBend wurde die Dendritenldnge unbehandelter (unbeh.) und behandelter Zellen
ausgemessen. Diese Abbildung gibt die gemittelten Werte der Dendritenldngen [um] an.
Durch die RA-Behandlung kommt es zu einem signifikanten Anstieg der Dendritenlin-
ge, unabhingig von der verwendeten RA-Konzentration (p<0,01). Zwischen unbehan-
delten Zellen und einer DMSO-Behandlung zeigte sich kein signifikanter Unterschied
in der Lange der Dendriten (p>0,05).

4.4.3 Dendriten-Wachstum unter dem Einfluss von Autoantikor-

pern aus OMS-Seren

Weitere Untersuchungen dendritischer Auswiichse sollten Aufschluss iiber einen
moglichen Einfluss von Autoantikorpern auf diese Form der Differenzierung geben.

Zu diesem Zweck wurden Zellen wie bereits beschrieben in 24-well Platten kulti-
viert. Fir die Behandlung der Zellen wurden 5 IgG-Frationen aus OMS-Seren
(OMS'/NB") und 4 IgG-Fraktionen aus Seren gesunder Probanden isoliert und in einer
Konzentration von 100 pg/ml zu den Zellen gegeben, welche nach dieser Inkubations-
zeit von 9 h zusétzlich mit RA (10 uM) behandelt wurden. Als Kontrollen dienten un-
behandelte Zellen (unbeh.) und Zellen, inkubiert mit DMSO (0,1% DMSO) bzw. RA
(10 uM RA). Die folgende Ausmessung der Zellen erfolgte, wie bereits unter Punkt
4.4.2 beschrieben.

Fiir die gemittelten Werte der Dendritenldngen der Kontrollen (unbehandelt, 10 uM
RA, 0,1% DMSO) zeigten sich dhnliche Ergebnisse, wie sie bereits in Abb. 34 und 35,
zu beobachten waren. Durch die Zugabe von RA kam es zu einer Verdopplung der
Dendritenldnge im Vergleich zu den anderen beiden Kontrollen (Abb. 36). Eine Be-
handlung der Zellen mit OMS-IgG-Fraktionen (OMS-IgQG) hatte keine Auswirkung auf
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deren dendritische Fortsdtze und es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der
Liange im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abb. 36). Durch die Zugabe von RA
kommt es hingegen wieder zu einer Verdopplung in der Lédnge der Dendriten. Die Wer-
te, resultierend aus einer Inkubation mit Gesund-IgGs (Ko.-IgG) liegen geringfiigig ho-
her im Vergleich zu denen mit OMS-IgGs (p<0,05). Die Zugabe von RA fiihrt bei Ge-
sund-IgGs sogar zu einem verstirkten Anstieg der Dendritenlinge (Ko.-IgG/RA,
p<0,01, Abb. 36). Mit durchschnittlich 61,5 uM Liange sind die Zellfortsdtze 20 uM
langer als bei Zellen nach einer RA-Behandlung ohne IgGs (10 uM RA).
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Abb. 36: Ausmessungen der Dendritenlingen bei SH-SYS5Y-Zellen nach einer In-
kubation mit IgG-Fraktionen. SH-SY5Y-Zellen wurden mit RA und IgG-Fraktionen,
isoliert aus OMS-Seren (OMS-IgG) und Kontroll-Seren (Ko.-IgG), inkubiert. Als Posi-
tivkontrolle wurden Zellen mit RA (10 uM RA) behandelt. Als Negativkontrolle dien-
ten unbehandelte Zellen und Zellen behandelt mit 0,1% DMSO. Zwischen einer Be-
handlung mit OMS-IgG-Fraktionen im Vergleich zu Ko.-IgG-Fraktionen zeichnet sich
eine geringe Signifikanz ab (p<0,05). Hingegen fiihrt die zusétzliche Gabe von RA zu
einem gesteigerten Dendritenwachstum (p<0,01).

4.4.4 Migrations-Assay mit SH-SYS5Y-Zellen

Die Zellmigration, auch Zellbewegung genannt, findet in vielen physiologischen
Prozessen unter verschiedenen Bedingungen statt, unter anderem auch bei der Ausbrei-
tung von Tumoren in Form einer Metastasierung. Ob und in welcher Form Neu-
roblastomzellen invitro die Fahigkeit haben, zu migrieren, war Teil dieser Untersuchun-

gen.
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In verschiedenen Vorversuchen wurden die optimalen Bedingungen fiir dieses Ex-
periment ermittelt. Die Migrations-Membran (Porengrée 5 pm) wurde mit Collagen
Typ I in einer Konzentration von 100 pg/ml beschichtet und in eine Boyden Chamber
(Migrationskammer) eingebaut. Als chemotaktisches Reagenz fiir den unteren Teil der
Kammer wurde in diesem Fall RPMI-Vollmedium mit 10% FCS verwendet.

SH-SYS5Y-Zellen in einer Konzentration von 55.000 Zellen/50 ul sind im Gegensatz
zu SKN-SH-Zellen (Abbildung nicht gezeigt) in der Lage, zu migrieren und wurden fiir
diesen Versuch verwendet. Vor dem eigentlichen Migrationsversuch wurden die Zellen
fiir 24 h in einem serumarmen Medium (0,4% FCS) inkubiert. Ahnlich wie im vorange-
gangenen Versuch, konnte hier die Migration der Zellen durch eine zusétzliche 9 stiin-

dige Inkubation mit RA (5 bzw. 10 uM) gesteigert werden (Abb. 37).

Density OD u/mm2
=

unbeh. S5uM RA 10uM RA 0,1% DMSO

Abb. 37: Densitometrische Auswertung der Migration mit SH-SYSY-Zellen. SH-
SY5Y-Zellen wurden fiir 24 h in 0,4% FCS-Medium vorinkubiert und fiir 9 h zusétzlich
mit RA behandelt. Als Negativkontrollen wurden unbehandelte Zellen und Zellen, be-
handelt mit 0,1% DMSO, verwendet. Das Ergebnis der Migration mittels Boyden
Chamber wurde densitometrisch ausgewertet. Diese Abbildung gibt die gemittelten
Werte der densitometrischen Auswertung der Migrationen an. Durch die Zugabe von
RA erhoht sich die Migration der Zellen (p<0,05), im Vergleich zu unbehandelten Zel-
len und nach einer DMSO-Behandlung (p>0,05).

4.4.5 Migrations-Assay unter dem Einfluss von Autoantikorpern

Funktionsanalysen mit OMS-Autoantikérpern haben ergeben, dass diese Apoptose
in Neuroblastomzellen auslosen (Korfei et al. 2005). Eine damit verbundene Einschrin-

kung des Tumorwachstums und einer Metastasierung in Folge einer Einschrinkung der
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Migration der Tumorzellen erscheint daher moglich. Im folgenden Versuch sollte dies
an SH-SY5Y-Zellen untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurden die Zellen unter den gleichen Bedingungen behandelt,
wie bereits in Punkt 4.4.4 beschrieben und zunéchst in 0,4%igem RPMI-Medium vorin-
kubiert. Zu diesen Ansdtzen wurden dann isolierte IgG-Fraktionen in einer Konzentra-
tion von 100 pg/ml gegeben und das Ganze fiir 9 h inkubiert. Neben den verwendeten
IgG-Fraktionen aus 21 OMS-Seren (OMS) wurden IgG-Fraktionen aus 13 Kontrollse-
ren gesunder Probanden verwendet (Kontr.). Nach dieser Inkubation wurden die Zellen
tiber Nacht zusitzlich mit RA (10 pM) behandelt (OMS+RA, Kontr.+RA). Der Migra-
tionsversuch wurde mit 55.000 Zellen/50 ul durchgefiihrt und erfolgte mit Hilfe einer
Boyden Chamber fiir 6 h im Brutschrank.

Die densitometrische Auswertung der Migrationspunkte zeigte keinen hemmenden
EinfluB3 von Autoantikorpern auf die Migration der Zellen (Abb. 38). Die Zellmigration,
nach einer Behandlung mit OMS-IgGs (OMS), war genauso hoch, wie die nach einer
zusétzlichen RA-Behandlung (OMS+RA). Gleiche Resultate zeigten sich nach einer
Inkubation mit Kontroll-IgGs (Kontr.) (Abb. 38). Die zusitzliche Gabe von RA hatte
keinen steigernden Effekt auf die Migration der Zellen im Vergleich zu einer reinen

IgG-Behandlung (Abb. 38).
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Abb. 38: Densitometrische Auswertung des Migrations-Assays mit SH-SYS5Y-
Zellen. SH-SY5Y-Zellen wurden in einer Konzentration von 55.000 Zellen/50 pul in
0,4%igem RPMI-Medium vorinkubiert und mit OMS-IgG-Fraktionen (OMS) und Kon-
troll-IgGs behandelt (Kontr.). Nach 9 h Inkubation folgte eine zusitzliche RA-
Behandlung. Der eigentliche Migrationsversuch wurde in einer Boyden-Chamber mit
Hilfe einer Migrationsmembran (Porengroe 5 pm) durchgefiihrt. Die Membran wurde
im Anschluss an den Versuch gefarbt und densitometrisch ausgewertet (OD u/mm?2).
Ein Vergleich aller Gruppen zeigte keinen signifikanten Unterschied in der Migration
der Zellen (p>0,05).
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4.5  Screening einer cDNA-Bank mit OMS-Seren

Eine alternative Methode zu den 2D-Gelen, fiir die Identifizierung neuer Antigene,
stellt das Screening einer cDNA-Bank dar. Auch als cDNA-Bibliothek bezeichnet, ent-
hélt diese eine Sammlung verschiedener cDNAs aus einem Gewebe, im speziellen Ge-
hirngewebe. Aus insgesamt 24 Gehirnen ménnlicher und weiblicher verstorbener Per-
sonen wurde die mRNA isoliert und in cDNA umgeschrieben.

Die cDNA wurde in den Vektor pTriplEx2 kloniert, welcher flankiert durch loxP-
Sequenzen in ein APhagengenom integriert wurde. Der daraus resultierende Vektor
ATriplEx2 enthélt fiir die Expression verschiedener Proteine zwei Ribosomenbindestel-
len (RBS-ATGompa, RBS-ATGiaz), durch welche die Sequenz in zwei Leserahmen ab-
gelesen werden kann (Abb. 39). Zusétzlich ist eine sogenannte s/ip site in Form einer
(dT)i3-Verldngerung in den Vektor integriert. Diese kann zu einem Verrutschen des
Ribosoms und somit zu einer Verschiebung im Leseraster fithren. Mit dieser Form des
Vektors ATriplEx2 verdreifacht sich die Anzahl der Identifizierung moglicher positiver
Klone und somit auch positiver Plaques. Die Klonierung und Integration in das Phagen-

genom wurde von der Firma clontech durchgefiihrt.

cDNA
insert

T 5 UTRompn | RESATGompn | RBS-ATG|aCz|da}]3£T?| — '\>Vgct0F =
H L4

UNAVAVAVAVAVAVAVAVAVAUAVIVAVAUAN
Translation in all
three reading frames:

1 Normal translation f-Met -
from ompA start codon N PRt c >

2 Peptide resulting from slippage of
RNA

palymerase and/or ribosome C
3 Normal translation from f-Met
lacZ start codon N c

Abb. 39: Schematische Darstellung eines rekombinanten ATriplEx Klons.

Das Plasmid ATriplEx2 enthélt zwei RBS in verschiedenen Leserahmen, RBS-ATGompa
und RBS-ATG,. Eine Erweiterung des Vektors durch eine dT3 slipe site kann zu ei-
nem Verrutschen des Ribosoms fithren und somit zu einer Leserahmenverchiebung, was
die Moglichkeit, einen positiven Plaque zu identifizieren, erhoht.
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4.5.1 Herstellung von Masterplatten

Im ersten Schritt wurden mit Hilfe des Phagen-Lysates und dem E. coli-Stamm
XL-1 Blue Masterplatten hergestellt. Uber eine Titerbestimmung wurde die Konzentra-
tion des Lysates bestimmt und betrug 30° pfu/ml. Ausgehend von dieser Konzentration
wurden fiir die Masterplatten 2 x 10* pfu/ml berechnet. Aus einer 1:10.000 Verdiinnung
des Phagenlysates wurden 0,6 pl pro Platte eingesetzt.

Die Ubernachtkultur des E. coli-Stammes XL1-Blue wurde in 10 mM MgSO;, re-
suspendiert, mit dem Phagenlysat gemischt und bei 37°C fiir 15 min inkubiert. Im An-
schluss daran wurde die Phagen/Bakteriensuspension mit Soft-top Agar gemischt und
schnell auf einer gut getrockneten LB/MgSOy-Platte verteilt. Durch eine folgende Inku-
bation bei 42°C konnten sich die Phagen vermehren und wurden nach einer Lyse der
E. coli-Zellen als Plaques auf der Platte sichtbar. Eine Inkubation bei 42°C fiir 6 h stell-
te sich als optimal heraus und wurde fiir weitere Platten tibernommen.

Eine Expression der Proteine wurde durch die Zugabe von IPTG induziert. Dafiir
wurde eine runde Nitrozellulose-Membran (@ 132 mm) in einer 10 mM IPTG-Ldsung
angefeuchtet und vorsichtig auf die LB-Platte gelegt. Die Platte wurde danach fiir wei-
tere 3 h bei 37°C inkubiert. Im néchsten Schritt wurde die Membran vorsichtig von der
Platte genommen und in TBS-T {iberfiihrt. Sie stellt einen Negativabdruck der
Plaqueplatte dar. Die Masterplatte wurde im Anschluss daran fiir die Herstellung einer
zweiten Membran verwendet.

Die mehrfach in TBS-T gewaschene Membran wurde wie eine Western Blot
Membran weiterbehandelt. Als Primdr-Antikorper wurde OMS-Serum bzw. Gesundse-
rum in einer Verdiinnung von 1:200, in einer 5%igen Milchldsung, eingesetzt. Proteine,
welche durch Antikorper aus dem Serum der OMS-Patienten und der Kontrollen er-
kannt wurden, konnten {iber einen HRP-gekoppelten anti-human Antikdrper detektiert
werden (Abb. 40).

In Abb. 40 sind die Blot-Membranen von Masterplatte 14 exemplarisch dargestellt.
Die auf der linken Seite gezeigte Membran wurde mit OMS-Serum (Patientl, siche An-
hang Tabelle I) inkubiert, fiir die rechte Membran wurde Gesund-Serum verwendet. Auf
beiden Membranen konnten viele positive Signale nachgewiesen werden, was sich in
einem gleichen Muster in der Verteilung der Spots zeigt und zur Verdeutlichung fiir
zwei gleiche Bereiche auf den Membranen durch einen Kasten markiert und hervorge-

hoben ist (Abb. 40). Mogliche OMS-Antigene allerdings sind nur auf der Membran,
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inkubiert mit OMS-Serum, sichtbar, im Vergleich zur 2. Membran (in orange farbenen

Kreisen markiert).
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Abb. 40: Western Blot Analysen von Masterplatte 14 (M14). Von der mit Hilfe des
Phagenlysates und des E.coli-Stammes XL1-1 Blue hergestellten Masterplatte wurden
zwel Negativabdriicke mit Nitrocellulose-Membranen gemacht. Die linke Membran
wurde mit OMS-Serum (Pat.1), 1:200 verdiinnt, inkubiert. Auf der rechten Seite wurde
eine Mischung aus 5 Seren gesunder Probanden als Kontrolle verwendet. Die Detektion
der durch Serum-Antikdrper erkannten Proteine erfolgte mit dem Sekunddr-Antikorper
anti-Human-HRP. Neben vielen auf beiden Membranen vorliegenden Spots (schwarzer
Kasten) konnten einige nur auf der linken Membran, inkubiert mit OMS-Serum, detek-
tiert werden (orange farbene Kreise).

Mit Hilfe der Membran konnten so im Folgenden positive Plaques auf der Master-
platte identifiziert werden. Insgesamt wurden von dieser Platte 19 Plaques isoliert, wel-
che nur durch das verwendete OMS-Serum, aber nicht durch die Kontrollen identifiziert
wurden. Die isolierten Phagen wurden in 500 pl 1 x ADilution buffer tiberfiihrt. Basie-
rend auf diesem Protokoll wurden insgesamt 33 Masterplatten hergestellt und entspre-

chend analysiert.

4.5.2 Herstellung von Plaque-Platten

Bei den von der Masterplatte isolierten Plaques besteht die Moglichkeit, dass es sich
nicht nur um einen einzelnen handelt, eine Uberlagerung positiver Plaques ist mdglich.

Aus diesem Grund werden die von der Masterplatte isolierten Phagenlysate zur Verein-
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zelung erneut auf LB/MgSO4-Platten ausplattiert und nach dem gleichem Protokoll, wie
bei den Masterplatten, behandelt. Dafiir wird je 1 pl des Lysates, resultierend aus dem
isolierten Plaque (500 pl), verwendet.

E o Y - .
M14-12 M14-16 M14-11

Abb. 41: Western Blot Analyse der von Masterplatte 14 zur Vereinzelung isolierten
Plaques. Die Abbildung zeigt exemplarisch die Western Blot Analyse fiir 3/19 isolier-
ten und neu ausplattierten Plaques unter Verwendung von OMS-Serum von Patient 1
(OMS'/NB"). Die Detektion der durch Serum-Antikdrper erkannten Proteine fand unter
Verwendung des Antikorpers anti-Human-HRP statt.

Abb. 41 zeigt exemplarisch 3 der 19 Membranen, resultierend aus den erneut aus-
plattierten Phagen. Mit Hilfe des verwendeten OMS-Serums (Patient 1, siche Anhang
Tabelle I) konnte eine groBe Anzahl positiver Plaques detektiert werden. Von jeder Plat-
te wurden 2 positive Plaques isoliert (schwarz eingekreist), welche nur nach einer Inku-
bation mit OMS-Seren sichtbar waren, nicht aber bei den Kontrollen (Abbildung nicht
gezeigt). Die Plaques wurden in 350 pl 1 x ADilution buffer iiberfiihrt.

Insgesamt wurden auf diesem Weg ausgehend von den verschiedenen Masterplatten
90 kleine Membranen (@ 82 mm) hergestellt und mit OMS-Serum, aber auch Serum
gesunder Kontrollen inkubiert. Als Positivkontrolle wurde ein Phagenlysat verwendet,
bei welchem die Sequenz fiir das humane B,-Mikroglobulin in den Vektor ATriplEx2
kloniert wurde (Abbildung nicht gezeigt). Die Detektion erfolgte unter Verwendung
eines anti-human B,-Mikroglobulin-Antikdrpers. Als Negativkontrolle wurde eine
Membran mit dem Sekunddr-Antikorper inkubiert ohne einen Primdr-Antikérper. Er-
wartungsgemifl konnte fiir diese Kontrolle kein Signal beobachtet werden (Abbildung
nicht gezeigt).
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4.5.3 Umwandlung von ATriplEx2-Klonen in pTriplEx2-Klone

Eine genauere Analyse isolierter Plaques sollte Aufschluss iiber die exprimierten
Proteinsequenzen geben. Dafilir musste das in das Phagengenom eingelassene Plasmid
pTriplEx2 mit der enthaltenen cDNA-Sequenz aus dem Phagen isoliert werden. Wie
bereits beschrieben ist das Plasmid im Phagengenom durch zwei loxP-sites flankiert.
Der fiir diesen Teilversuch verwendete E. coli-Stamm BM25.8 exprimiert die Rekom-
binase cre, welche spezifisch die loxP-sites erkennt und das Plasmid aus dem Wirtsge-
nom schneidet. Das so isolierte Plasmid kann fiir weitere Untersuchungen verwendet
werden. Die Freisetzung des Plasmids wurde nach in Punkt 3.2.6 angegebenem Proto-

koll durchgefiihrt.

4.5.4 Kolonie-PCR mit positiven pTriplEx2-Klonen

Nach der Rezirkularisierung zu Plasmiden und einer Expression durch den E. coli-
Wirtsstamm waren positive Klone auf der LB/Carb-Platte sichtbar. Fiir den Nachweis
des Plasmids pTriplEx2 mit einer enthaltenen cDNA-Sequenz wurden mehrere Klone
einer Platte {iber einen PCR-Schnelltest unter Verwendung der fiir den Vektor spezifi-
schen Primer 5 Sequencing primer und 3 Sequencing primer, welche die klonierte Se-
quenz flankieren, analysiert. Die resultierenden FragmentgroBen der PCR liegen nach
den Angaben des Herstellers in einem Bereich von >2000 bp, kénnen aber nicht in
Form einer erwarteten Gro3e angegeben werden, weil sie abhéngig von der Linge der
klonierten cDNA sind.

In Abb. 42 ist exemplarisch die Analyse von 13 getesteten Klonen dargestellt. Ne-
ben falsch positiven Klonen, ohne ein sichtbares Fragment auf dem Gel, konnten auch
echt positive Klone identifiziert werden. Im Bereich von 900 bp ist bei Klon 1 und 2
eine Bande sichtbar. Bei den Klonen 9 — 13 zeigt sich eine Bande im Bereich von
2200 bp und fiir Klon 4 ist eine schwache Bande im Bereich von 5000 bp zu erkennen
(durch Kistchen markiert, Abb. 42). Uber eine solche Kolonie-PCR unter Verwendung

der angegebenen Primer wurden insgesamt mehr als 300 Klone getestet.
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Abb. 42: 1%iges Agarosegel mit der Analyse einer Kolonie-PCR

pTriplEx2-Klone wurden iiber eine Kolonie-PCR mit den fiir den Vektor spezifischen
Primern 5 Sequencing primer und 3" Sequenzing primer untersucht und iiber ein 1%iges
Agarosegel analysiert. Neben falsch positiven Klonen sind echt positive Klone mit ei-
nem enthaltenen Fragment durch ein rotes Kastchen markiert.

Von den als positiv identifizierten Klonen wurden Fliissigkulturen angelegt, um
anschlieBend die Plasmid-DNA zu isolieren. Dabei stellte sich heraus, dal3 das im Pro-
tokoll empfohlene Antibiotikum Carbenicillin nicht besonders gut geeignet war. Alter-

nativ mit besser wachsenden Kulturen wurde Ampicillin verwendet.

4.5.5 Restriktionsverdau mit isolierten Plasmiden

Mit den isolierten Plasmiden aus den Klonen 2, 4, 10 und 12 (Abb. 42) wurde ein
Restriktionsverdau mit dem Enzym Sfil durchgefiihrt. Die Schnittstellen fiir das Enzym
wurden bei der Klonierung der cDNA in ATriplEx2 an das Fragment amplifiziert. Das
Enzym Sfil schneidet dabei nur zweimal im Plasmid.

Neben dem unverdauten Plasmid ist jeweils der Verdau mit dem Enzym Sfil zu se-
hen (Abb. 43). Fiir die Klone 4, 10 und 12 bestitigt sich das Ergebnis der Kolonie-PCR
und zeigt die identifizierten FragmentgroBen. Neben der erwarteten 3500 bp groBen
Vektorbande zeigte sich ein Fragment, das der inserierten cDNA Sequenz entspricht
und zur Identifizierung sequenziert werden kann. Fiir Klon 2 sind nach dem Verdau
mehrere kleinere und groBere Nebenprodukte erkennbar und kein Hauptfragment, wes-

halb dieser Klon nicht weiter verwendet wurde.

122



Ergebnisse

3500 bp

Abb. 43: 1%iges Agarosegel mit der Analyse des Restriktionsverdaus positiver
pTripl-Ex2-Klone. Aus im PCR-Schnelltest als positiv auf das Vorhandensein eines
Fragmentes identifizierten Klonen wurde die Plasmid-DNA isoliert und mit dem Enzym
Sfil geschnitten. Neben den unverdauten Plasmiden ist jeweils der Restriktionsverdau
mit Sfil abgebildet und zeigt neben der Vektorbande von 3500 bp ein Fragment, wel-
ches der inserierten cDNA entspricht (durch einen roten Kasten gekennzeichnet).

4.5.6 Identifizierte Proteine

Gab es eine Ubereinstimmung in den Ergebnissen der Kolonie-PCR und dem
Restriktionsverdau, wurden die Plasmide zur Identifizierung der inserierten cDNA se-
quenziert (GATC-Sequenzing). Dafiir wurden die Primer T7 und TriplEx5 LD verwen-
det, wodurch das klonierte Fragment von beiden Seiten analysiert werden konnte. In
den meisten Fallen war aber die Verwendung des T7-Primers ausreichend, um eine Se-
quenz zu erhalten.

Die erhaltenen Sequenzen wurden {iber eine Datenbanksuche (NCBI) analysiert. Oft
konnte die Sequenz nicht eindeutig einem Protein zugeordnet werden. Es wurden aber
auch 6 spezifische Proteine identifiziert, aufgelistet in Tabelle 8. Als Positivkontrolle
wurde B,-Mikroglobulin eingesetzt und die Sequenz durch eine Sequenzierung bestétigt.
Bei den neu identifizierten Proteinen handelte es sich zum Beispiel um den GABA-A-
Rezeptor, welcher als wichtigster inhibitorischer Rezeptor im Zentralnervensystem fun-
giert und besondere Funktionen im Kleinhirn ausiibt. Weiterhin wurde die alpha2-

Untereinheit des Na-Kanals identifiziert, welcher spannungsabhédngig eine wichtige
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Rolle bei der Bildung von Aktionspotentialen in Neuronen spielt. Interessant ist auch
das Protein RHD11, welches, wie das bereits als Antigen im OMS identifizierte Protein
RALDHI, an der Synthese von Retinolsdure beteiligt. Zusétzlich wurden die Proteine
NFYB, SCD und ALS2 identifiziert, deren Funktion der unten stehenden Tabelle zu

entnehmen ist.

Tabelle 8: Identifizierte Proteine nach dem Screenen der cDNA-Bank

Identifiziertes Protein Bemerkung
3,-Mikroglobulin kleine 16sliche UE von MHC I, nicht membranverankert
NFYB Untereinheit eines Transkriptionsfaktors, bindet spezifisch
Sequenz CCAAT in der Promotor-Region verschiedener
Gene
SCD Enzym, beteiligt an der Synthese ungesittigter Fettsduren
ALS2 beteiligt an Racl-aktivierter Endozytose, Mutationen im

ALS2-Gen bei Erkrankungen der Motorneuronen

GABA-A-Rezeptor Homo sapiens gamma aminobutyric acid (GABA) A re-

Alphal ceptor alphal: Liganden-abhédngiger Chlorid-Kanal,
GABA als Ligand ist ein inhibitorischer Neurotransmitter
Na-Kanal spannungsabhingiger Kanal, verantwortlich fiir Aktions-
(voltage gated type 11, potentiale in Neuronen und Muskeln
alpha 2)
RHDI11 Retinol-dehydrogenase 11, katalysiert Oxidation von cis-

Retinol zu Retinal, an Synthese von RA beteiligt

4.5.7 Positive Plaques gespottet

Bei den mit Hilfe von einem OMS-Serum identifizierten Antigenen kann keine Aus-
sage liber deren tatsdchliche Funktion als Autoantigen im OMS getroffen werden. Aus
diesem Grund miissen Untersuchungen mit mehreren OMS-Seren und entsprechenden
Kontrollen durchgefiihrt werden. Als problematisch erwies sich dabei die Untersuchung
positiv identifizierter Plaques mit mehreren OMS-Seren.

Positiv identifizierte Phagenlysate (2 pul) wurden, ohne die Konzentration der Lysate
genau zu bestimmen, auf LB/MgSO, Platten gespottet, welche zuvor mit den E. coli
Zellen XL1 Blue tiberschichtet worden waren. Nach ca. 9 h Inkubation bei 42°C waren
fiir die einzelnen Lysate Plaques sichtbar. Dabei waren einige Plaques abhingig von der

Phagenkonzentration weniger stark als andere (Abb. 44).
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M13 7-2 M13 13-1
E A
Mi4 5-1 M13 17-1 Mi4 6-1
2
Mi41-2 MI13 5-1
3
PBS

Abb. 44: LB/MgSO4-Platte mit gespotteten positiven Phagenlysaten

Sieben isolierte, positive Phagenlysate von den Masterplatten M13 und M14 (2 pl) wur-
den auf zuvor mit E. coli-Zellen tliberschichtete LB-Platten gespottet. Nach einer Inku-
bation der Platten bei 42°C fiir 9 h waren Plaques, verschieden konzentriert, sichtbar.
PBS wurde als Negativkontrolle eingesetzt.

Die Platten wurden im Anschluss daran mit verschiedenen Membranen, getrénkt in
IPTG, inkubiert. Unter Verwendung von 7 OMS-Seren und 7 Kontrollseren wurden
positive Plaques detektiert. Tabelle 9 zeigt exemplarisch die Auswertung der Membra-
nen fiir den GABA-Rezeptor und die Untereinheit des Na-Kanals. Wurde das Protein
durch das Serum erkannt, konnte dies mit einem + gekennzeichnet werden, ein fehlen-
des Signal wurde mit einem — in die Tabelle markiert.

Die Auswertung macht deutlich, dass eine Uberpriifung mehrere Seren auf Antikor-
per gegen die Proteine in dieser Form nicht moglich ist. Fiir die Untereinheit des Na-
Kanals zeigte sich kein Unterschied in der Inkubation mit OMS-Seren oder Gesund-
Seren. Genau wie OMS-Seren reagierte auch eine hohe Anzahl der Kontrollseren posi-
tiv mit den durch Lyse freigesetzten Proteinen. Als vielversprechender erwies sich das
Ergebnis fiir den GABA-Rezeptor, der von 5/7 der getesteten OMS-Seren, aber nur 1/7
Kontrollen erkannt wurde (Tabelle 9). Fiir die Uberpriifung weiterer Patienten ist es
aber unabdingbar, die identifizierten Proteine rekombinant herzustellen und zunichst
iiber Line blots zu testen. Dies war jedoch im Rahmen der vorliegenden Arbeit zeitlich

nicht mehr mdéglich.
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Tabelle 9: Auswertung der gespotteten Phagenlysate exemplarisch fiir zwei Proteine
dargestellt. Die Membranen wurden dafiir mit Seren 7 gesunder Probanden (G) sowie 7
OMS-Seren (K) inkubiert. Eine positive Reaktion mit den durch Lyse freigesetzten Pro-
teinen wurde mit einem + gekennzeichnet, negative durch ein -.

Plaque MI13 13-1 Ml14 1-2
GABA-Rezeptor Na-Kanal
1-K +
2-K +
3-K +
4-K +
5-K -
6-K -
7-K +
8-G - -
9-G - -
10-G -
11-G -
12-G -
13-G +
14-G -

AR

|

[
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5. Diskussion

5.1 OMS als Autoimmunkrankheit

Das Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom (OMS) kann als seltene, neurologische Er-
krankung sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen beobachtet werden. Neben ei-
ner idiopathischen Form kann OMS durch Infektionen oder Toxine ausgeldst werden
(Cohen and Cohen 1974; Blain et al. 1982; Posner and Furneaux 1990; Bataller et al.
2003; Darnell and Posner 2003). Als paraneoplastisches Syndrom (PNS) ist ein OMS
aber in ca. 50% der Félle mit einer Tumorerkrankung assoziiert (Pranzatelli 1996). Ei-
nem bei Kindern diagnostizierten OMS liegt fast immer ein Neuroblastom zugrunde
(Bray et al. 1969; Altman and Baehner 1976; Pranzatelli 1996; Rudnick et al. 2001).
Erwachsene OMS-Patienten haben im Vergleich dazu hiufig kleinzellige Lungenkarzi-
nome oder Brustkrebs (Pranzatelli 1996; Bataller et al. 2003).

Auf Grund der begleitenden Symptome sowie pathologischer und neurophysiologi-
scher Untersuchungen werden Schéddigungen im Bereich des Kleinhirns als Ursache
eines Opsoklonus vermutet (Tuchman et al. 1989). Dariiber hinaus geben verschiedene
Beobachtungen und labortechnische Untersuchungen von Patientenproben Hinweise
darauf, dass OMS Folge einer Autoimmunreaktion ist (Stefansson et al. 1985; Cooper et
al. 2001; Darnell and Posner 2003). Tumore im Zusammenhang mit einem OMS sind
oft klein und begrenzt (Altman and Baehner 1976). Beobachtete immunologische Ver-
dnderungen im Serum und Liquor betroffener Patienten deuten auf eine Antitumorim-
munreaktion hin. Dies zeigt sich auch in der Aussage, dass OMS-Patienten mit einem
assoziierten Neuroblastom im Bezug auf die Tumorerkrankung eine bessere Prognose
haben, im Vergleich zu Patienten mit einem Neuroblastom ohne ein begleitendes Syn-
drom (Altman and Baehner 1976). Moglicherweise ist eine Immunreaktion gegen den
Tumor Grund fiir diese positive Prognose. Die primér gegen den Tumor gerichtete Im-
munreaktion kann aber sekundir in das Nervensystem generalisieren und zu pathologi-
schen Auswirkungen fiihren (Pranzatelli 1996).

Eine paraneoplastische OMS-Erkrankung bei Erwachsenen ist mit hoher Wahr-
scheinlichkeit die Folge einer kreuzreagierenden Autoimmunreaktion zwischen dem
Tumor und neuronalen Antigenen, nachweisbar durch kreuzreaktive Autoantikorper. Im
Serum betroffener kindlicher OMS-Patienten konnten ebenfalls Autoantikdrper gegen
neuronale Strukturen nachgewiesen werden (Connolly et al. 1997; Greenlee et al. 2001;
Pranzatelli et al. 2002). Proteine, deren Expression in einem gesunden Organismus auf
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neuronale Zellen beschriankt ist, werden auch im Tumorgewebe exprimiert und als on-
coneuronale Antigene bezeichnet (Darnell 1996). Eine Immunreaktion gegen den Tu-
mor richtet sich also auch gegen gleiche Proteine in neuronalen Zellen und fiihrt so zu
Entziindungsprozessen im Gehirn betroffener Patienten (Darnell and Posner 2003). Bei
erwachsenen OMS-Patienten wurden bis heute verschiedene kreuzreaktive Autoanti-
korper nachgewiesen, welche einen Hinweis auf den zugrundeliegenden Tumor geben.
Anti-Hu Antikorper sind zum Beispiel mit einem kleinzelligen Lungenkarzinom assozi-
iert (Dalmau et al. 1990). Brustkrebspatienten haben Anti-Ri-Antikorper in ihrem Blut
und Anti-Yo-Antikdrper konnen bei Patienten mit Ovarialkarzinomen nachgewiesen
werden (Anderson et al. 1988; Furneaux et al. 1990b; Hammack et al. 1990; Luque et
al. 1991).

Kreuzreaktive Antikdrper werden auch als Grundlage fiir die Pathogenese bei einem
kindlichen OMS angenommen (Abb. 45). Immunologische Verdnderungen im Liquor
sowie der Nachweis von Anti-Hu-Antikérpern beim kindlichen OMS stiitzen diese An-
nahme (Fisher et al. 1994; Korfei et al. 2005). Bis heute konnte aber kein gemeinsames
Antigen identifiziert und charakterisiert werden. Basierend auf diesen Informationen
standen die Identifizierung und Charakterisierung neuer Autoantigene sowie mogliche

funktionelle Effekte ermittelter Autoantikorper im Mittelpunkt der Untersuchungen.
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Abb. 45: Schematische Darstellung einer moglichen Pathogenese beim kindlichen
Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom. Apoptotische Tumorzellen werden von Dendriti-
schen Zellen aufgenommen, welche darauthin in periphere Lymphknoten migrieren.
Eine dort ausgeloste adaptive Immunantwort hat unter anderem die Reifung von
B-Zellen in Plasmazellen zur Folge. Von Plasmazellen synthetisierte Antikdrper reagie-
ren mit Tumorantigenen und grenzen das Wachstum des Tumors ein. Diese Antikdrper
reagieren aber auch mit gleichen Antigenen auf/in neuronalen Zellen und fiihren zu
Schéadigungen neuronaler Zellen im Bereich des Kleinhirns.
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5.2  Identifizierung neuer Autoantikorper beim OMS

Bisher konnten beim kindlichen OMS nur wenige Autoantikdrper liberhaupt identi-
fiziert werden und deren Vorkommen war meist nur auf einzelne Patienten beschrankt.
Daher stand im ersten Teil dieser Studie die Identifizierung neuer Antigene mittels Pro-
teomanalyse im Zentrum der Untersuchungen. Eine dieser Arbeit vorangegangene 2D-
Western Blot Analyse mit Proteinextrakt aus Neuroblastomzellen wurde unter Verwen-
dung von 4 OMS-Seren durchgefiihrt (M. Korfei). Mit Hilfe der darin enthaltenen Au-
toantikdrper und einer anschlieBenden MALDI-TOF Analyse konnten neben HuD 12
weitere Antigene identifiziert werden, darunter auch a-Enolase und KSRP (Kirsten et
al. 2007). Western-Blot Voruntersuchungen zeigten bei neun OMS-Patienten eine Reak-
tivitdt im Bereich von 55 kDa und deuteten bereits auf a-Enolase als potentielles Anti-
gen in OMS hin (Dissertation, (Fithlhuber 2007)). Das Protein a-Enolase wurde durch
3/4 OMS-Patienten auf 2D-Ebene erkannt und im Rahmen dieser Arbeit weiter unter-
sucht.

Dariiber hinaus wurde auf Grund der Annahme kreuzreaktiver Antikorper eine wei-
tere 2D-Analyse mit Kleinhirn als Antigenquelle durchgefiihrt. Seren von 4 kindlichen
OMS-Patienten assoziiert mit einem Neuroblastom wurden auf AutoantikOrper gegen
neuronale Proteine hin untersucht. Die Verwendung von Serum fiir die Western-Blot
Analyse erschwerte, auf Grund zu starker Hintergrundentwicklung, in einigen Féllen oft
die genaue Zuordnung positiver Spots. Aus diesem Grund wurden pro Patient zwei
Blot-Membranen verwendet. Zeigte sich fiir beide Inkubationen eine positive Reaktion
in Bezug auf ein Protein, wurde es als potentielles Antigen angesehen. Bei den meisten
der 78 identifizierten Proteine handelte es sich um verschiedene metabolische Enzyme
(Triosephosphat, ATP-Synthase), Zellstrukturproteine (Aktin, Zytokeratin 10) und
Transkriptionsregulatoren (Protein DJ-1). Sie wurden von einem oder nur zwei Patien-
ten erkannt, stellten in dem Zusammenhang keine potentiell gemeinsamen Autoantigene
im OMS dar und wurden nicht weiter untersucht. In der Liste identifizierter Proteine
befand sich auch a-Enolase. Fiir a-Enolase und ein weiteres Protein RALDH1 wurde
eine Reaktivitdt bei allen vier OMS-Patienten beobachtet (Spot 26 und 22/23, siehe An-
hang Tabelle V). Die nachgewiesene Bindung autoreaktiver Antikorper an a-Enolase
und RALDH1 sowohl in Neuroblastomzellen als auch in humanem Kleinhirn bestétigte

damit die Annahme kreuzreaktiver Autoantikdrper im OMS.
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Zusammenfassend konnten also mittels 2D-Analyse zwei Kanidaten-Antigene iden-
tifiziert werden: a-Enolase und RALDHI, iiber deren pathogene Rolle beim OMS im

Weiteren diskutiert wird.

5.2.1 a-Enolase als Autoantigen

Als zytoplasmatisches Protein ist a-Enolase ein Enzym der Glykolyse und kataly-
siert die Dehydratation von 2-Phospho-D-Glycerat (PGA) zu Phosphoenolpyruvat
(PEP) in katabolischer Richtung (Pancholi 2001; Piast et al. 2005). In Vertebraten liegt
Enolase hoch konserviert in drei Isoformen vor: a-Enolase ist ubiquitdr vorhanden
(auch non-neuronal-enolase, NNE); B-Enolase kann nur in Muskelgewebe detektiert
werden und die Expression von y-Enolase ist auf neuronale Zellen begrenzt (auch neu-
ron-specific-enolase, NSE) (Marangos et al. 1978; Pancholi 2001; Piast et al. 2005).

Die Untersuchung weiterer OMS-Seren mittels 1D-Western Blot Analyse hat erge-
ben, dass Autoantikdrper gegen o-Enolase im Serum von 22,6% der OMS-Patienten
identifiziert werden konnten. Auffillig dabei war, dass bei den meisten der a-Enolase
positiv getesteten Seren OMS assoziiert mit einem Neuroblastom vorlag. In nur zwei
Féllen wurden Autoantikorper bei OMS-Patienten ohne eine begleitende Tumorerkran-
kung identifiziert. Damit bestdtigt sich einmal mehr die Hypothese kreuzreaktiver Auto-
antikorper in der Pathogenese eines OMS. Kreuzreaktive Antikorper gegen das glykoly-
tische Protein wurden aber auch im Zusammenhang mit anderen paraneoplastischen
Autoimmunerkrankungen und Autoimmunerkrankungen ohne einen zugrundeliegenden
Tumor beschrieben. So wurden bei Patienten mit einem systemischen Lupus erythema-
todes (SLE), systemischer Sklerose (SSc) und rheumatoider Arthritis (RA) anti-a-
Enolase-Antikorper identifiziert (Pratesi et al. 2000; Kemp et al. 2002; Mosca et al.
20006). Thre klinische Relevanz im Zusammenhang mit diesen Krankheitsbildern ist je-
doch noch nicht bekannt (Pratesi et al. 2000; Mosca et al. 2006). Bei Hashimoto-
Enzephalopathien und Hashimoto-Thyroiditis konnten ebenfalls Autoantikorper gegen
a-Enolase nachgewiesen werden. Dabei binden Autoantikdrper von Patienten mit Ha-
shimoto's Enzephalopathien ein anderes antigenes Epitop im N-terminalen Bereich des
Proteins, wodurch diese Autoantikdrper ein hilfreicher diagnostischer Marker sein kon-
nen (Ochi et al. 2002; Fujii et al. 2005). Autoimmune und paraneoplastische Retino-

pathien sowie eine autoimmune Hepatitis wurden auch im Zusammenhang mit Autoan-
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tikdrpern gegen a-Enolase beschrieben (Adamus et al. 1998; Bogdanos et al. 2004; Dot
et al. 2005; Weleber et al. 2005; Magrys et al. 2007).

In einer weiteren Analyse konnte nachgewiesen werden, dass AutoantikOrper in
OMS-Seren spezifisch gegen a-Enolase gerichtete sind. Eine Bindung an die neuronal
spezifische y-Enolase konnte fiir kein OMS-Serum beobachtet werden. Diese Spezifitit
gegen o-Enolase zeigte sich auch bei anti-a-Enolase-Antikdrper im Serum von Patien-
ten mit SLE, SSc und RA (Pratesi et al. 2000).

Allgemein sind OMS-Autoantikdrper sowohl gegen intrazelluldre Antigene als auch
gegen Oberflachenstrukturen von Neuroblastom- und Kleinhirnzellen gerichtet (Blaes et
al. 2005; Korfei et al. 2005). Neben seiner enzymatischen Funktion wird a-Enolase
auch auf der Oberflidche verschiedener eukaryotischer Zellen exprimiert, wie hdmato-
poetischen Zellen (Neutrophile, B- und T-Zellen, Monozyten), endothelialen und epi-
thelialen Zellen sowie neuronalen Zellen und Krebszellen (Miles et al. 1991; Dudani et
al. 1993; Nakajima et al. 1994; Pancholi and Fischetti 1998; Pancholi 2001; Dale et al.
2006). Als Oberflichenprotein hat a-Enolase verschiedene Funktionen. Zum Einen
wirkt es als starker Plasminogenrezeptor (Miles et al. 1991; Dudani et al. 1993; Nakaji-
ma et al. 1994; Pancholi and Fischetti 1998). Plasminogen als Schliisselenzym des
fibrinolytischen Systems kann, aktiviert, auf der Zelloberfldache eine Kaskade an Protea-
seaktivitdten auslosen und hat so Auswirkung auf physiologische und pathophysiologi-
sche Ereignisse, wie Wundheilung, Embryogenese und die Ausbreitung transformierter
Tumorzellen (Plow et al. 1995). Die Uberexpression von Enolase auf solchen Zellen
unter kanzerogenen Bedingungen kann zu einer vermehrter Plasminbildung fithren und
folglich zur Invasion und Ausbreitung des Tumors (Miles et al. 1991; Redlitz et al.
1995). Plasminogen kann aber auch als neurotroper Faktor wirken und so das Neuriten-
wachstum neuronaler Zellen positiv beeinflussen. Ahnlich einem Wachstumsfaktor bin-
det Plasminogen auf der Oberfldche neuronaler Zellen und aktiviert so verschiedene
Signalwege (Nakajima et al. 1993; Dale et al. 2006). Autoantikorper, gegen Oberfla-
chenproteine von Zellen gerichtet, konnen pathogene Auswirkungen haben (Sanz and
Capra 1988). Durch ihre Bindung kénnen z.B. Rezeptorfunktionen blockiert werden.

Aus diesem Grund wurde die Oberfldchenexpression des glykolytischen Proteins
auch auf Neuroblastomzellen untersucht. Die Analyse mit unbehandelten Zellen zeigte
keine Expression von a-Enolase auf der Oberfliche der Zellen. Aber auch eine Diffe-
renzierung mit Retinolsdure sowie eine Behandlung mit inflammatorischen Bedingun-

gen (INFy, LPS) fiihrten bei beiden in dieser Arbeit verwendeten Neuroblastomzellli-
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nien (SKN-SH, SH-SY5Y) nicht zu einer Oberflichenexpression des Proteins. Eine
gesteigerte Expression des Proteins auf der Oberfliche von Monozyten, T- und B-
Zellen zeigte sich nach einer Behandlung mit LPS (Fontan et al. 2000). Damit ist das
hier identifizierte Autoantigen o-Enolase nicht Angriffspunkt pathogen wirkender Au-
toantikorper auf der Oberfliche von Neuroblastomzellen. Die meisten im Zusammen-
hang mit OMS beschriebenen Autoantikdrper binden an intrazelluldre Antigene, wie das
Hu-Protein, KSRP, Neuroleukin und Antigene im Zytoplasma von Purkinjezellen, was
sich auch fiir a-Enolase zeigt. Intrazelluldr gebunden kann es in seiner Funktion als
Glykolyseenzym gestort werden, was wiederum Auswirkungen auf die Zellfunktion
haben kann (Adamus et al. 1998; Magrys et al. 2007). Patienten mit rheumatischen Er-
krankungen haben Autoantikdrper gegen o-Enolase, unter anderem als Heat shock Pro-
tein im Zentrosom lokalisiert (Rattner et al. 1991; Pancholi 2001; Saulot et al. 2002;
Kinloch et al. 2005).

Die Bindung von Plasminogen an a-Enolase kann Einfluss auf die Bindung von
Autoantikorpern an das Protein haben. Umgekehrt kann aber auch eine Antikdrperbin-
dung die Bindung von Plasminogen blockieren (Adamus et al. 1998). Der ELISA-Test
hat gezeigt, dass OMS-Antikoérper a-Enolase auch in Gegenwart von Plasminogen bin-
den. Dabei zeigte sich eine erhohte Bindung dieser Antikdrper an den Enola-
se/Plasminogen-Komplex sowie Plasminogen fiir OMS- und Kontroll-IgGs, so dass ein
unspezifischer, allgemein bindungssteigernder Effekt des Plasminogens auf die IgG-
Bindung im Allgemeinen anzunehmen ist.

Ursache einer OMS-Erkrankung kann, neben der paraneoplastischen Form, auch
eine bakterielle Infektion sein. Ein OMS wurde als Folge einer Streptokokkeninfektion
beschrieben (Bataller et al. 2001; Dale 2005; Candler et al. 2006). Péadiatrische OMS-
Patienten wiesen im Liquor und Serum Autoantikérper gegen Neuroleukin auf (Candler
et al. 2006). Neuroleukin hat wie a-Enolase intra- und extrazelluldre Funktionen. Intra-
zellulér ist Neuroleukin (GPI) auch Teil der Glykolyse und wirkt extrazellulédr regulato-
risch wihrend der Tumorinvasion und Metastasierung (Candler et al. 2006). Ein dem
humanen Neuroleukin &hnliches Protein wurde auch auf der Oberfldche von Strepto-
kokken nachgewiesen. Sequenzhomologien und Autoantikdrper gegen Neuroleukin sind
moglicherweise die Folge molekularem Mimikries und somit Ausloser einer Autoim-
munreaktion (Pranzatelli 1996; Candler et al. 2006). Autoantikorper gegen a-Enolase
wurden unter anderem im Zusammenhang mit einer post-streptokokkalen Autoimmun-

krankheit beschrieben (Dale et al. 2006). Streptokokken exprimieren Glykolyseenzyme
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auf ihrer Oberfliche, welche Sequenzhomologien zu humanen Proteinen aufweisen
(Dale et al. 2006). Das auch bei einem OMS identifizierte Antigen a-Enolase weist zu
47% Sequenzhomologien mit der bakteriellen Enolase auf. Molekulares Mimikry und
kreuzreaktive Autoantikdrper kdnnen also als mdglicher pathogener Mechanismus in
post-streptokokkalen Erkrankungen des Zentralnervensystems angesehen werden. Auf
der Zelloberflache von Streptokokken fungiert a-Enolase auch als Plasminogenrezeptor.
Durch diese Bindung konnen Bakterien leichter in Gewebe eindringen und pathogen
wirken (Plow et al. 1995; Fontan et al. 2000; Bergmann et al. 2001; Dale 2005). Fiir die
Mehrzahl der in dieser Arbeit gegen bakterielle Enolase getesteten OMS-Seren konnte
eine Reaktion mit dem nativen Protein a-Enolase aus Streptococcus pneumoniae beo-
bachtet werden. Im Vergleich dazu zeigte sich aber auch bei den getesteten Seren ge-
sunder Probanden, bis auf ein Serum, eine positive Reaktion in Bezug auf das bakteriel-
le Protein. Natiirlich vorkommende autoreaktive Antikdrper gegen evolutionér konser-
vierte Molekiile mit Sequenzhomologien zu bakteriellen Proteinen wie a-Enolase kon-
nen dabei Teil des Immunsystems sein (Pranzatelli 1996; Gitlits et al. 2001). Eine un-
spezifische Bindung der Antikorper in OMS-Seren und Kontrollseren an das bakterielle
Protein ist in diesem Fall wahrscheinlicher, weil das in einer weiterfithrenden Western
Blot Analyse verwendete rekombinante Protein weder von OMS-Seren noch von den
Kontrollen erkannt wurde. Im Gegensatz dazu konnten aber in OMS-Seren Autoanti-
korper gegen das humane Protein nachgewiesen werden; diese binden moglicherweise
eine Sequenz des Proteins, welche in der bakteriellen Enolase nicht vorliegt. Weiterhin
zeigte sich in der Western Blot Analyse mit bakteriellen Proteinen fiir OMS-Seren aber
auch fiir Kontrollseren eine positive Reaktion mit verschiedenen Proteinen aus Strepto-
coccus pneumoniae. Da der Durchseuchungsgrad mit Streptokokken insgesamt sehr
hoch ist, kann ein bereits vorhandener Kontakt mit diesen Bakterien nach einer Infekti-
on oder einer Impfung diese starke Reaktion gegen verschiedene Proteine aus Strepto-
coccus pneumoniae erklaren. Auf Grund fehlender signifikanter Unterschiede in der
Bindung von a-Enolase durch OMS-Seren im Vergleich zu den Kontrollen ist eine bak-
terielle Infektion als Ursache fiir die Bildung von anti-o-Enolase Antikorpern eher un-
wahrscheinlich. Diese Ergebnisse sowie Autoantikorper gegen a-Enolase bei iiberwie-
gend paraneoplastischen OMS-Patienten deuten eher auf eine humorale Immunantwort
in Form kreuzreaktiver Antikorper hin. Dies bestitigt sich auch in der Identifizierung
von Enolase als Antigen in Neuroblastomzellen und Kleinhirngewebe mittels der 2D-

Analyse.
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5.2.2 Pathogene Effekte von Autoantikorpern

Die aus OMS-Seren isolierten IgG-Fraktionen haben einen anti-proliferativen Effekt
auf Neuroblastomzellen und konnen Apoptosevorginge induzieren (Korfei et al. 2005).
In vitro Studien haben gezeigt, dass Autoantikorper gegen glykolytische Enzyme apop-
totisch auf neuronale Zellen wirken (Dale et al. 2006). Unter anderem werden Autoanti-
korper gegen a-Enolase bei CAR-Patienten (cancer-associated retinopathy) mit einer
retinalen Degeneration als Ausloser apoptotischer Vorgidnge und Ursache des visuellen
Verlustes diskutiert (Adamus et al. 1998; Magrys et al. 2007). Antikorper binden
a-Enolase und blockieren so deren katalytische Funktion. Eine daraus resultierende
Verminderung von glykolytischem ATP sowie ein Anstieg intrazellulirer Ca®'-
Konzentrationen fiihren zu einem CytochromC-Freilass und tiber die Aktivierung von
Kaspase 3 zur Apoptose der Zellen (Magrys et al. 2007). Ein bei OMS-Patienten beo-
bachteter Verlust von Purkinjezellen konnte in einer pro-apoptotischen Wirkung von
Autoantikorpern speziell gegen a-Enolase begriindet liegen. Fiir Enolase-Antikorper-
positive IgG-Fraktionen konnte aber keine zytotoxische Wirkung auf Neuroblastomzel-
len beobachtet werden. Folglich miissen der beobachteten pro-apoptotischen Wirkung
von OMS-Autoantikdrpern noch andere Mechanismen zu Grunde liegen. Die in diesem
Versuch verwendeten Gesamt-IgG-Fraktionen konnten nicht durch Untersuchungen mit
rein gegen a-Enolase gerichteten OMS-Antikorpern ergénzt werden. Auf Grund der
Seltenheit dieser Erkrankung und einem Patienten-Durchschnittsalter von 2 Jahren ste-
hen nur geringe Serummengen zur Verfiigung und erschweren die Untersuchung spezi-
fischer Autoantikdrper.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass in 22,6% der getesteten OMS-Seren Auto-
antikorper spezifisch gegen a-Enolase nachgewiesen werden konnten. Anti-a-Enolase-
Autoantikorper konnten aber auch im Zusammenhang mit anderen Erkrankungen identi-
fiziert werden, wodurch sie unspezifisch fiir eine OMS-Erkrankung sind.

a-Enolase weist eine 97%ige Sequenzhomologie zu einem Tumorsuppressorprotein
namens MBP1 (myc binding protein 1) auf (Feo et al. 2000). Wie bereits in der Einlei-
tung kurz erwihnt, wird die Untersuchung der n-myc-Expression als diagnostischer
Marker bei einer Neuroblastomerkrankung eingesetzt und gibt Aufschluss iiber die
Prognose einzelner Patienten. Eine mdgliche Verbindung zwischen a-Enolase und dem
Oncogen n-myc im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen und der Ausbildung

von Tumoren wird diskutiert und muss durch weitere Untersuchungen genauer analy-
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siert werden (Adamus et al. 1998; Feo et al. 2000; Subramanian and Miller 2000;
Ejeskar et al. 2005; Magrys et al. 2007).

5.2.3 Retinaldehydrogenase 1 (RALDH1) als Autoantigen im OMS

Neben Antikorpern gegen o-Enolase konnten auch Autoantikdrper gegen das En-
zym Retinaldehydrogenase 1 (RALDHI1) in allen vier auf 2D-Ebene getesteten
OMS'/NB" Seren nachgewiesen werden. Autoantikdrper gegen RALDH1 waren in 39%
der getesteten OMS-Seren nachweisbar. RALDHI1 als zytoplasmatisches Protein ist am
entscheidenden Schritt der Retinolsduresynthese beteiligt und katalysiert die irreversible
Oxidation von Retinal zu Retinolsdure (RA). Retinolsdure als aktives Derivat des Vita-
min A (Retinol) kann an Rezeptoren im Kern binden und so aktiv die Expression ver-
schiedener Zielgene beeinflussen (Blomhoff et al. 1991; Napoli 1996a; Napoli 1996b;
Maden 2001). Autoantikdrper gegen Enzyme des Vitamin A Stoffwechsels waren bis-
her nicht bekannt und konnten hier erstmals bei OMS-Patienten nachgewiesen werden.
Im Verlauf der Untersuchungen wurde das Enzym dabei nicht nur unter Verwendung
von Kleinhirn als Antigenquelle identifiziert, sondern auch in fiir die 2D-Analyse ver-
wendeten Neuroblastomzellen, wodurch sich wieder kreuzreaktive Autoantikdrper beim
kindlichen OMS bestitigen.

Autoantikorper im Serum von OMS-Patienten binden nachweislich an Oberfléchen-
strukturen von Neuroblastomzellen, erkennen aber auch intrazellulire Proteine (Blaes et
al. 2005; Korfei et al. 2005). Ob RALDHI als bisher unbekanntes Oberflichenprotein
auf Neuroblastomzellen von Autoantikérpern gebunden werden kann, wurde parallel zu
den Untersuchungen auf RNA-Ebene ermittelt. Western Blot Analysen mit beiden in
dieser Arbeit verwendeten Neuroblastomzelllinien haben gezeigt, dass das Enzym we-
der nach einer RA-Behandlung noch bei unbehandelten Zellen auf der Oberfliche vor-
handen ist. Auch intrazelluldr konnte RALDHI1 in Neuroblastomzellen nicht nachge-
wiesen werden, was aber den Ergebnissen der 2D-Analyse widerspricht, moglicherwei-
se aber in verschiedenen Entwicklungs- und Differenzierungsstadien der jeweils ver-
wendeten Zellen begriindet liegen kann. Bisher gibt es keine Untersuchungen dariiber,
ob RALDHI in peripheren Neuronen exprimiert wird. Lediglich die positive Wirkung
von der durch das Enzym synthetisierten RA auf Neuroblastomzellen wurde beschrie-

ben (Joshi et al. 2007).
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Beim Menschen sind drei RALDH-Enzyme fiir die Synthese von RA bekannt:
RALDHI1 (ALDHIAI), RALDH2 (ALDHIA2) und RALDH3 (ALDHI1A43) (Napoli
1996a; Duester 2001). Die durch diese Enzymgruppe katalysierte Synthese von Retinol-
sdure und dessen hormondhnliche Wirkung spielen eine wichtige Rolle in verschiede-
nen physiologischen Prozessen wie der Embryogenese, der Proliferation, Differenzie-
rung und Apoptose von Zellen, dem Wachstum und in der Immunantwort (Morriss-Kay
and Ward 1999; Blomhoff 2004; Hugq et al. 2006; Liden and Eriksson 2006; Mora et al.
2008). Retinaldehydrogenasen werden dabei organspezifisch, im Verlauf der Entwick-
lung und bei Erwachsenen, unterschiedlich exprimiert (Xi and Yang 2008). Expres-
sionsstudien liber die Verteilung der einzelnen RALDH-Enzyme im Foétus, Erwachse-
nen und verschiedenen Tumoren haben gezeigt, dass RALDHI in einem f6talen Gehirn
nur sehr schwach exprimiert wurde, im Vergleich zu einer starken Expression bei Er-
wachsenen. RALDH2 und 3 wurden in fotalem Gehirngewebe nicht nachgewiesen,
konnten aber in einem erwachsenen Gehirn detektiert werden (Xi and Yang 2008). Stu-
dien einer anderen Gruppe hingegen haben gezeigt, dass RALDH2 wihrend der frithen
Embryonalentwicklung das Hauptenzym in der RA-Synthese darstellt (Zhao et al. 1996;
Hug et al. 2006).

Fiir eine mogliche Verbindung kreuzreaktiver Antikoérper gegen RALDH1 im Tu-
mor und neuronalem Gewebe wurden Expressionsstudien iiber die Verteilung der
RALDH-Enzyme auch in Neuroblastomzellen durchgefiihrt. Die Analyse ergab, dass
RALDHI in keiner der zwei getesteten Neuroblastomzelllinien nachgewiesen werden
konnte, und bestétigt damit das Ergebnis der parallel durchgefiihrten Western Blot Ana-
lyse in Bezug auf die Oberflichenexpression des Proteins. Hingegen zeigte sich eine
Expression von RALDH? in einer der Zelllinien (SH-SY5Y). RALDH3 wurde in bei-
den Zelllinien detektiert. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass RALDHI1 in einem
fotalen Gehirn nur schwach exprimiert wird und in Neuroblastomzellen nicht nachge-
wiesen werden konnte. Im Vergleich dazu zeigte sich keine Expression von RALDH2
in fotalem Gehirngewebe im Vergleich zu einem Nachweis der Transkripte in Neu-
roblastomzellen. Beide Enzyme, RALDHI1 und 2 weisen eine Sequenzhomologie von
72% auf (Duester 2001). Die in OMS-Seren nachgewiesenen Autoantikdrper gegen
RALDHI1 binden moglicherweise an eine in beiden Enzymen vorliegende Sequenz und
konnen dadurch sowohl RALDHI1 als auch RALDH2 erkennen, wodurch sich eine Bin-
dung an das Enzym trotz einer beobachteten heterogenen Verteilung erkldren lassen

konnte.
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Die in Verbindung mit den RALDH untersuchte Expression der metabolischen En-
zyme CYP26 hat gezeigt, dass CYP26A und B erst durch die Zugabe von RA expri-
miert werden und in beiden Neuroblastomzelllinien nachweisbar waren, im Gegensatz
zu CYP26C. Das RA-abbauende Enzym CYP26A wurde auch in fotalem Gehirngewebe
detektiert, im Vergleich zu den Enzymen CYP26B und C (Xi and Yang 2008). Eine
kontrollierte Balance zwischen beiden Enzymen, RALDH und CYP26, ist entscheidend
fiir die Wirkung von RA als Rezeptorligand (Liden and Eriksson 2006; Xi and Yang
2008). Auf eine zu hohe RA-Konzentration reagieren verschiedene Organe sehr emp-
findlich, besonders das Kleinhirn (Yamamoto et al. 1999). RA kann in zu hohen Kon-
zentrationen neurotoxisch und krankheitsauslosend wirken (Yamamoto et al. 1999).
Autoantikorper gegen das RA-synthetisierende Enzym RALDH1 haben moglicherweise
durch ihre Bindung an das Protein Einfluss auf dessen Funktion und kdnnten so die RA-
Konzentration positiv oder negativ beeinflussen und zu Schadigungen fiihren.

Autoantikérper gegen RALDHI, als Schliisselenzym im Vitamin A Stoffwechsels,
stellen also auf Grund verschiedener Aspekte einen interessanten Ansatzpunkt fiir ein
besseres Verstindnis der Pathogenese im OMS dar. Vitamin A und seine Derivate, un-
ter anderem in Form von RA, sind in ihrer Funktion entscheidend an verschiedenen
physiologischen Prozessen, wie der Zelldifferenzierung, dem Gewebewachstum und der
Entwicklung beteiligt. Weiterhin hat RA Einfluss auf verschiedene Bereiche der adapti-
ven Immunantwort, welche auch im Zusammenhang mit der Pathogenese im OMS dis-
kutiert wird (Furneaux et al. 1990a; Stephensen et al. 2002; Blomhoff 2004; Pranzatelli
et al. 2004a; Pranzatelli et al. 2004b; Mora et al. 2008; Pranzatelli et al. 2008). RA und
andere Derivate des Vitamin A, auch als Retinoide bezeichnet, werden unter anderem
auch zur Behandlung verschiedener Tumore, wie Neuroblastomen, eingesetzt und kon-
nen die Proliferation von Krebszellen hemmen (Yamamoto et al. 1999; Crowe et al.
2003; Messi et al. 2008). Ein dadurch begrenztes Tumorwachstum sowie die Regression
des Tumors konnten im Zusammenhang mit den bei OMS-Patienten beobachteten oft

kleinen und begrenzten Neuroblastomen stehen.

5.3 OMS-Autoantigene als RNA-Bindungsproteine

Onconeuronale Antigene im Zusammenhang mit einer OMS-Erkrankung bei Er-
wachsenen und/oder Kindern werden hiufig als RNA-Bindungsproteine beschrieben

(Musunuru and Darnell 2001; Bataller et al. 2003). In dieser Funktion kdnnen sie regu-
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latorisch auf die Genexpression in verschiedenen Bereichen Einfluss nehmen. Eine
mogliche Funktion als RNA-Bindungsprotein wurde auch fiir die im Rahmen dieser
Arbeit neu identifizierten Autoantigene a-Enolase und RALDH]1 untersucht. Uber einen
2D-North Western Blot wurden RNA-bindende Proteine in einem Proteinextrakt aus
Neuroblastomzellen identifiziert und neben den bekannten RNA-Bindeproteinen HuD,
elF2 und KSRP konnte auch a-Enolase als bisher unbekanntes RNA-bindendes Prote-
in ermittelt werden. Enolase ist als Nukleinsdure-bindendes Protein in Form einer DNA-
Bindung bekannt. Als Transkriptionsregulator hat a-Enolase dhnlich dem MBP (myc
binding protein) Einfluss auf die Expression des Protooncogens c-myc und wird als
potentieller Tumorsuppressor angesehen (Feo et al. 2000; Subramanian and Miller
2000). In einem weiteren Versuch (Dot blot) stellte sich heraus, dass die Fahigkeit RNA
zu binden auf o-Enolase begrenzt ist. Fiir die neuronal-spezifische y-Enolase konnte
keine Interaktion mit RNA beobachtet werden. Uber die Dot Blot Technik und einen
ELISA-Test wurde auch das zweite neu identifizierte Autoantigen RALDH1 als bisher
unbekanntes RNA-bindendes Protein identifiziert. Der ELISA-Test mit RALDHI1 zeigte
aber auch, dass a-Enolase eine hohere Affinitdt zu RNA hat als RALDHI1, fiir welches
nur eine schwache Bindung an RNA beobachtet werden konnte. Mogliche funktionelle
Effekte dieser RNA-Bindung sind noch unbekannt und bediirfen weiterer Untersuchun-
gen. Die bei paraneoplastischen Erkrankungen nachgewiesenen Antigene Nova und Hu
wurden als RNA-bindende Proteine bisher am besten untersucht. Hu-Proteine binden an
AU-reiche Elemente (ARE) in der 3 untranslatierenden Region spezifischer mRNAs,
wodurch diese stabilisiert werden (Fan and Steitz 1998; Musunuru and Darnell 2001;
Cuadrado et al. 2002; Perrone-Bizzozero and Bolognani 2002). Im Zytoplasma sind sie
an der RNA-Lokalisation beteiligt (Antic et al. 1999; Keene 1999). Die Antigene Noval
und Nova2 sind im Kern lokalisiert und binden RNA {iber ein K homologes (KH) Motif
(Musunuru and Darnell 2001). In dieser Verbindung sind sie an Splicing-Vorgéngen
spezifischer Pre-mRNAs beteiligt (Buckanovich et al. 1993; Musunuru and Darnell
2001). Eine dhnliche Funktion der RNA-Stabilisierung und -Lokalisation ist auch fiir o.-
Enolase und RALDH1 méglich.

Autoantikorper sind hdufig gegen funktionelle Dominen des Proteins gerichtet (Tan
1991; Manley et al. 1995). Anti-Hu-Antikoérper binden an zwei fiir die RNA-Bindung
essentielle Domédnen des Proteins und haben so moglicherweise Einfluss auf die Funk-
tion des Hu-Proteins als RNA-Bindeprotein (Manley et al. 1995). Gleiche Untersuchun-

gen, ob eine RNA-Bindung Einfluss auf die Bindung von Autoantikdrpern an das Prote-
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in hat, wurden auch fiir a-Enolase und RALDH1 durchgefiihrt. Fiir a-Enolase und
RALDHI zeigte sich aber keine Anderung in der Bindung durch Autoantikdrper in An-
bzw. Abwesenheit von RNA. Durch eine RNA-Bindung an das Antigen wird die Bin-
dung von Autoantikdrpern an das Protein nicht blockiert, was auf unterschiedliche Bin-
dungsdoménen der Antikdrper und der RNA an das Protein hindeutet. Im Vergleich zu
den beschriebenen Antigenen Hu und Nova, welche auf neuronale Zellen begrenzt sind,
werden o-Enolase und RALDHI ubiquitir exprimiert und haben als RNA-
Bindeproteine moglicherweise auch auf die Genexpression in anderen Bereichen aul3er-

halb des Nervensystems Einfluss.

5.4  Funktionelle Effekte von Autoantikorpern im OMS

Ausgehend von den bereits bekannten funktionellen Effekten der OMS-Autoanti-
korper (Korfei et al. 2005) wurden im Rahmen dieser Arbeit weiterfithrende Untersu-
chungen in Bezug auf die Funktion dieser Antikdrper im Zusammenhang mit einer An-
titumorimmunreaktion durchgefiihrt. Ein Neuroblastom zeichnet sich durch eine hohe
Aggressivitit aus und hat zum Zeitpunkt der Diagnose oft bereits Metastasen gebildet.
Die Metastasenbildung schlieBt Prozesse der Differenzierung und Migration von Tu-
morzellen ein. Im Gegensatz dazu ist ein bei OMS-Patienten diagnostizierter Tumor oft
klein und begrenzt (Altman and Baehner 1976) und liegt im Fall der fiir diese Arbeit zur
Verfiigung stehenden Patientenproben iiberwiegend in Stadium I und II vor, selten in
Stadium III (sieche Anhang Tabelle I; siche Einleitung Punkt 1.1.1.1). Moglich wire,
dass Autoantikdrper hemmend auf die durch RA gesteigerte Migration und Differenzie-
rung von Tumorzellen wirken (Joshi et al. 2007).

Fiir die Untersuchung einer solchen Wirkung auf morphologische Anderungen, als
Form der Differenzierung, wurden Neuroblastomzellen mit IgG-Fraktionen, isoliert aus
OMS-Seren und Kontrollseren, vorinkubiert, wodurch Autoantikdrper moglicherweise
an Zelloberflachenstrukturen binden und dadurch ihre Funktionen negativ oder positiv
beeinflussen. Im Folgenden wurde eine RA-Behandlung durchgefiihrt und sollte zeigen,
ob die durch RA beobachtete positive Wirkung auf die Differenzierung durch Autoanti-
korper beeinflusst wurde. Eine erwartete Differenzierung durch ein verstérktes Dendri-
tenwachstum fiir beide in dieser Arbeit verwendeten Neuroblastomzelllinien unter der
Wirkung von RA (Joshi et al. 2007; Messi et al. 2008) konnte nur fiir SH-SY5Y-Zellen

beobachtet werden, im Gegensatz zu SKN-SH-Zellen, welche kaum Anderungen in der
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Morphologie zeigten, was sich auch in einer geringen Expression des Bcl2-Proteins
bestitigte. Durch die beschriebene Vorinkubation von SH-SY5Y-Zellen mit OMS-IgG-
Fraktionen zeigte sich kein Einfluss auf die Differenzierung der Zellen in Folge einer
RA-Behandlung, wodurch sich der vermutete negative Einfluss auf morphologische
Anderungen der Zellen in Form dendritischer Auswiichse nicht bestitigt hat. Interessan-
terweise zeigte sich im Gegensatz dazu nach einer Behandlung mit Kontroll-IgG-
Fraktionen eine geringfiigig hohere Dendritenldnge, im Vergleich zu mit OMS-IgG-
Fraktionen behandelten Zellen. Durch eine zusétzliche RA-Behandlung konnten sogar
langere Zellfortsitze beobachtet werden, als bei Zellen, welche nur mit RA behandelt
wurden. Der Effekt eines gesteigerten Dendritenwachstums durch IgG-Fraktionen von
gesunden Kontrollen kann derzeit nicht erkldrt werden. Unspezifische Effekte von IgG
auf verschiedene Zellfunktionen wurden jedoch in der Literatur beschrieben (Kondo et
al. 1994; Le Pottier et al. 2007). Dariiber hinaus sind Untersuchungen weiterer 1gG-
Fraktionen notig, um eine genauere Aussage iiber die beobachteten Effekte auf Neu-
roblastomzellen machen zu kénnen.

Die bei einer fortgeschrittenen Neuroblastomerkrankung beobachtete Metastasie-
rung schlieBt die Migration von Tumorzellen in entlegene Bereiche, entfernt vom Pri-
martumor, ein. Dieses Migrationsverhalten kann auch fiir Neuroblastomzellen invitro
beobachtet werden und ldsst sich durch eine vorangegangene RA-Behandlung steigern
(Joshi et al. 2007; Messi et al. 2008). Die Beobachtungen bestitigten sich fiir die hier
verwendete Neuroblastomzelllinie SH-SYSY. Im Gegensatz dazu konnte fiir SKN-SH-
Zellen keine Migration gezeigt werden, auch nicht nach einer RA-Behandlung. Eine
vermutete hemmende Wirkung von OMS-Autoantikdrpern auf die Tumorzellen und ihr
Migrationsverhalten wurde unter den gleichen Bedingungen, wie fiir die Differenzie-
rung der Zellen beschrieben, untersucht. Im Unterschied zu den Analysen der Dendri-
tenldngen zeigte sich fiir das Migrationsverhalten der Zellen kein Unterschied in der
Behandlung mit OMS-IgG-Fraktionen oder Kontrollen. Durch die starke Streuung der
einzelnen Messwerte kann nur schwer eine genaue Aussage in Bezug auf den Einfluss
der OMS-Autoantikorper auf die Migration von Neuroblastomzellen getroffen werden,
eine geringe Tendenz in Form einer Migrationssteigerung ist aber ersichtlich und zeigt
so ein den Erwartungen entgegengesetztes Ergebnis. Auf Grund der Auswertungen sind
aber weitere Untersuchungen der Wirkung von Autoantikérpern im Zusammenhang mit
dem Migrationsverhalten von Neuroblastomzellen erforderlich. Anderungen in der RA-

Konzentration oder den IgG-Fraktionen kdnnten zu einer eindeutigeren Aussage der
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Wirkung von Autoantikorpern fiihren, miissen aber in weiterfiihrenden Untersuchungen

getestet werden (Crowe et al. 2003).

5.5 Eine cDNA-Bank als Antigenquelle im OMS

Die Identifizierung neuer Antigene oder eines moglicherweise gemeinsamen Anti-
genes im kindlichen OMS war Ziel der vorliegenden Arbeit. Neben der erfolgreich
durchgefiihrten 2D-Analyse und zwei dadurch neu identifizierten Antigenen im OMS
sollten mit Hilfe einer zu den 2D-Gelen alternative Methode neue Antigene identifiziert
werden. Dafiir wurde eine cerebellum Large-Insert cDNA Library verwendet, welche
zusdtzliche Moglichkeiten der Antigenidentifizierung gab. Die Analyse neuronaler An-
tigene schlieBt bei dieser Methode auch die Identifizierung gering exprimierter Sequen-
zen, wie zum Beispiel die von Rezeptoren, ein und gibt so ein groBeres Spektrum mog-
licher Autoantigene im Vergleich zu der bei den 2D-Gelen beschriebenen Problematik.
Fir die Herstellung der ¢cDNA-Bibliothek, ausgehend von Gehirngewebe, wurden
cDNA-Fragmente mit einer Gréfle von 2 — 3 kb verwendet, welche die Identifizierung
von full-length Klonen, mit einer kompletten Gensequenz, ermdglichen. Durch den Ein-
bau einer sogenannten sl/ip site, einer Verldngerung durch eingefiigte Thymin-Reste,
kann es zu einer Verschiebung im Leseraster kommen und damit zu einer Expression
neuer Sequenzen, was die Anzahl weiterer potentieller Antigene zusétzlich erhoht
(Wagner et al. 1990).

Die Identifizierung neuer Antigene iiber die cDNA-Bibliothek erfolgte mittels ei-
nem Immunoscreening unter Verwendung von OMS-Serum und Serum gesunder Kon-
trollen. Mit Hilfe der darin enthaltenen Antikérper wurden Proteine, als Folge der Lyse
der E. coli Zellen, erfolgreich detektiert. Im Anschluss daran erfolgte die Selektion posi-
tiver Plaques, welche die cDNAs erkannter Proteine enthielten, die nur iiber Antikdrper
in OMS-Seren ermittelt werden konnten. Uber das cre/lox-System und unter Verwen-
dung des E. coli-Stammes BM25.8 wurde das Plasmid aus dem Phagengenom isoliert
und rezirkularisiert (sieche Punkt 4.5.3). Eine Selektion plasmidtragender Klone fand
dabei unter Verwendung des Antibiotikums Carbenicillin statt, erwies sich aber nicht
als sehr effizient. In einem folgenden PCR-Schnelltest stellte sich ein Grofteil der ge-
testeten Klone als falsch positiv heraus und nur ein geringer Teil enthielt Fragmente
verschiedener GrofBen. Moglich wire, dass viele der isolierten E. coli-Klone das Plas-

mid und damit die Antibiotikaresistenz haben, das Fragment aber fehlt oder sie eine
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natiirliche Resistenz gegen das Antibiotikum aufweisen. Positiv identifizierte Klone
wurden fiir weitere Analysen, unter Verwendung von Carbenicillin, in Fliissigkulturen
angeimpft, zeigten aber am folgenden Tag kein oder sogar ein fehlendes, gleichméBiges
Wachstum. Unter Verwendung eines dem Carbenicillin in der Wirkung &hnlichen Anti-
biotikums, Ampicillin, zeigten sich diese Probleme nicht, wodurch sich das Antibioti-
kum Carbenicillin als ungeeignet erwies.

Plasmide mit einem cDNA-/nsert wurden sequenziert und die Sequenz iiber eine
Datenbanksuche bekannten Proteinen zugeordnet. Auf diesem Weg konnten sechs po-
tentiellen Antigene im OMS identifiziert werden (sieche Tabelle 9, Punkt 4.5.6). Bei den
dariiber hinaus erhaltenen Sequenzen konnten diese nicht eindeutig einem Protein zuge-
ordnet werden, oft zeigten sich nur Ubereinstimmungen mit einem Sequenzbereich auf
verschiedenen Chromosomen ohne die Angaben zu einem Protein, wodurch mogli-
cherweise bis dahin unbekannte Gensequenzen ermittelt wurden (Hoog 1991). In der
Arbeitsgruppe um Bataller konnten bereits liber das Screenen einer Hirnstamm cDNA-
Bibliothek neue Antigene im OMS identifiziert werden, fiihrten aber zu keinem ge-
meinsamen Antigen (Bataller et al. 2003). Verschiedene cDNA-Bibliotheken wurden
auch im Zusammenhang mit anderen Erkrankungen zur Identifizierung noch unbekann-
ter Antigene erfolgreich eingesetzt (Becker et al. 1997; Sioud and Hansen 2001; Kolln-
berger et al. 2002).

Die Identifizierung von Proteinen mit Hilfe einzelner Seren betroffener Patienten
lasst aber keine Aussage iliber eine Funktion der Proteine in der Pathogenese dieser
Krankheiten zu. Dafiir miissen mehrere Patienten auf Antikorper gegen das entspre-
chende Protein getestet werden. Ein solcher Versuch unter Verwendung der isolierten
positiven Plaques war nicht mdglich (sieche Punkt 4.5.7). Fiir die meisten der getesteten
OMS-Seren, aber auch fiir die verwendeten Kontrollseren, zeigte sich eine positive Re-
aktion mit den nach der Lyse von E. coli-Zellen freigesetzten Proteinen. Nur unter Ver-
wendung des Phagenlysates mit der cDNA der GABAa-al-Rezeptor-Untereinheit
konnte ein vielversprechendes Ergebnis beobachtet werden, bei dem 5/7 getestete OMS-
Seren, aber nur 1/7 Kontrollseren mit dem Plaque eine positive Reaktion zeigten. Durch
die Lyse der Bakterien werden nicht nur gesuchte Antigene freigesetzt, sondern auch
bakterielle Proteine, an welche Antikorper unspezifisch binden kénnen und so eine zu
starke Hintergrundreaktion verursachen, wodurch das eigentliche Signal mit dem Anti-
gen nicht mehr sichtbar oder falsch positiv ist. Die Frage, ob es sich bei den isolierten

Proteinen um potentielle Antigene im OMS handelt, kann mit dieser Methode nicht aus-
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reichend gekldrt werden. Um eine genaue Aussage iiber die Verteilung und Funktion
der Proteine in der Pathogenese vom OMS treffen zu konnen, miissen diese rekombi-
nant hergestellt, liber Line Blots mit weiteren OMS-Seren sowie Kontrollen analysiert
werden (Bataller et al. 2003).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass das [mmunoscreening einer cDNA-
Bibliothek mit Patientenseren zur Identifizierung von Antigenen eine alternative Me-
thode zu den 2D-Gelen darstellt. In der Durchfiihrung erwiesen sich aber einige Punkte
als problematisch. Die Identifizierung von Antigenen erwies sich als sehr zeitaufwendig
im Vergleich zu der durchgefiihrten 2D-Analyse. Weiterhin war die Selektion positiver,
Plasmid-tragender E. coli-Klone mittels einer plasmidgekoppelten Resistenz uneffektiv
und brachte viele falsch positive Klone hervor. Eine solche cDNA-Bibliothek stellt eine
sehr komplexe Sammlung von im Gehirn exprimierten Genen dar, wodurch die Wahr-
scheinlichkeit der Identifizierung eines speziell in der Pathogenese eines OMS wichti-
gen Proteins sehr gering ist. Hingegen ist die Identifizierung sonst im Gewebe nur ge-
ring exprimierter Sequenzen mittels dieser Methode eher mdglich, als bei der Durchfiih-
rung einer 2D-Analyse. Mit Hilfe der in der vorliegenden Arbeit verwendeten cerebel-
lum Large-Insert cDNA Library konnten verschiedene potentielle Autoantigene identi-
fiziert werden, wobei sich die GABA4-a1-Rezeptor- und Na-Kanal-a2 Untereinheiten
als interessanteste Kandidatenantigene erwiesen. Die GABAa-al-Rezeptor-
Untereinheit ist Teil des wichtigsten inhibitorischen Rezeptors im Zentralnervensystem.
Sie wird sowohl in Neuroblastomzelle als auch in Zellen des Cerebellums, im speziellen
in Purkinjezellen exprimiert (Laurie et al. 1992; Wisden et al. 1992; Tyndale et al.
1994). Der Verlust von Purkinjezellen im Verlauf einer OMS-Erkrankung steht mogli-
cherweise im Zusammenhang mit kreuzreaktiven, pathogen wirkenden Autoantikdrpern
gegen den Rezeptor (Ziter et al. 1979). Der spannungsabhidngige Na-Kanal setzt sich
aus mehreren Untereinheiten, wie der a2-Untereinheit, zusammen und ist entscheidend
an der Weiterleitung elektrischer Impulse (Aktionspotential) im Nervensystem beteiligt.
Na-Kanile werden in Neuroblastomzellen und cerebelldren Purnkinjezellen exprimiert
und konnen so Angriffspunkt kreuzreagierender, pathogen wirkender Autoantikdrper

sein (Narahashi et al. 1995; Hirsh and Quandt 1996).
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Zusammenfassend konnten mit Hilfe der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
OMS-Seren und einer 2D-Analyse zwei neue Autoantigene beim OMS identifiziert
werden: a-Enolase und RALDHI. In 7/31 (22,6%) OMS-Seren wurden Autoantikdrper
gegen Enolase nachgewiesen und bei 15/39 (39%) OMS-Patienten zeigten sich Anti-
korper gegen RALDHI1. Durch den Nachweis beider Antigene in Neuroblastomzellen
und Kleinhirngewebe bestitigte sich die Annahme kreuzreaktiver Antikorper in einer
immunvermittelten Pathogenese eines OMS. In weiteren Untersuchungen wurden so-
wohl a-Enolase als auch RALDHI als bisher unbekannte RNA-bindende Proteine iden-
tifiziert.

Durch das Screenen einer cDNA-Bibliothek konnten zwei weitere moglicherweise
interessante Antigene im OMS identifiziert werden: die al-Untereinheit des GABA,-

Rezeptors und die a2-Untereinheit des Na-Kanals.
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6. Anhang

6.1 Ubersicht verwendeter Serum-Proben

Tabelle I: Klinische Daten und Charakteristika der Seren kindlicher OMS-Patienten

sowie eine Ubersicht der getesteten Antigene.

Nr.|Alter*‘Geschl.‘ Diagnose | Tumor/Stadium Autoantigene
o-Eno | y—Eno | RALDH1
1 18 w OMS/NB" NB/I + - +
2 18 W OMS/NB* NB/I - +
3 49 W OMS/NB* NB/IIT - -
4 23 W OMS/NB* NB/IIT + - +
5 16 w OMS/NB* NB/I - - +
6 16 w OMS'/NB* NB/II - - +
71 29 w OMS'/NB* NB/I - -
8 35 m OMS'/NB* NB/II + -
9 | 25 m | OMS/NB* NB/II - - 3
10| 18 m OMS/NB" NB/I + - +
11| 26 W OMS/NB* NB/II - - 3
12| 51 w OMS'/NB* GNB/I - - +
13| 25 m OMS/NB* NB/I + -
14| 28 m OMS/NB* NB/I - - i}
15| 38 m OMS'/NB* NB/I - - i}
16 | 48 m | OMS/NB* NB/III - - 3
17 15 w OMS/NB" NB/I -
18] 75 m OMS‘/NB ) +
19 16 w OMS/NB* NB/Ila -
20| 15 w OMS'/NB* NB/III -
21 36 m OMS'/NB" -] - - .
22| 30 w | OMS'/NB —ef-- - - +
23 | 40 W OMS'/NB /- - - ;
24 | 48 m OMS'/NB /- .
25 17 m OMS'/NB -] - - .
26 | 84 m OMS'/NB —/-- - .
27 | 22 m OMS'/NB . + .
28 | 18 m | OMS'/NB wef- - +
29| 13 w OMS'/NB" —]-- - a
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30| 15 m | OMS'/NB —efem i
31| 25 w | OMS'/NB /- N
32 23 w | OMS'/NB /- _
33| 24 w | OMS'/NB /- _
34| 30 m | OMS'/NB -

35| 66 w | OMS/NB —e/e- -
36| 28 m | OMS"/NB e N
371 797 w | OMS adult ] N
381 23J w | OMS adult /e N
391 753 m | OMS adult /e -
40| 605 | m | OMS’adult /e _
41 | 347 m | OMS adult e -
42 | 587 w | OMS adult /e N

Abkiirzungen: Geschl. = Geschlecht; OMS = Opsoklonus-Myoklonus Syndrom:;

NB = Neuroblastom; OMS'/NB" = OMS mit Neuroblastom; OMS/NB™ = OMS ohne
Neuroblastom; GBN = Ganglioneuroblastom; Eno = Enolase; m = ménnlich; w = weib-
lich; J = Jahre; RALDHI1 = Retinaldehydrogenase 1;* = Alter bei Ausbruch der Krank-
heit in Monaten angegeben

Tabelle II: Klinische Daten und Charakteristika verwendeter Seren gesunder Proban-
den sowie eine Ubersicht der getesteten Autoantigene

Nr.| Geb.dat. ‘ Geschl. ‘ Diagnose Autoantigene
a-Eno | y-Eno | RALDH1
1 | 21.11.1998 m gesund - - -
2 | 08.06.2001 m gesund - - -
3 | 13.02.1999 m gesund +
4 | 11.05.1997 m gesund - - -
5 ]29.01.2001 m gesund - - -
6 | 11.05.2004 w gesund - - -
7 | 22.10.2003 m gesund -
8 | 29.03.2002 w gesund +
9 | 08.07.1997 w gesund -
10 | 28.06.2000 m gesund -
11 | 20.07.1997 m gesund -
12 ] 19.04.2003 m gesund -
13 ] 29.10.2006 W gesund -
14 | 21.11.1998 w gesund -
15 ] 27.09.1998 w gesund - -
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16 | 21.09.2004 m gesund -
17 | 12.03.2001 W gesund -
18 | 27.09.1999 m gesund -
19 | 28.01.2000 m gesund -
20 | 11.01.2002 w gesund -
21 | 12.04.1998 m gesund -
22 | 31.10.2005 m gesund +
23 1 05.07.2002 m gesund +
24 | 30.05.2005 m gesund -
25 | 19.08.2004 w gesund -
26 | 07.08.2002 w gesund -
27 | 14.02.2004 m gesund +
28 | 23.11.1999 W gesund -
29 |1 01.09.2002 w gesund -
30 | 06.11.2002 m gesund -
31 | 23.04.2005 w gesund -
32| 02.03.2001 w gesund -
331 09.09.1999 m gesund -
34| 06.12.2003 w gesund -
35| 16.04.1998 m gesund -
36 | 06.06.2006 m gesund -
37 | 12.11.2002 w gesund -
38 | 02.07.1990 m gesund -
39 | 17.07.1990 w gesund -
40 | 18.04.2003 w gesund -
41 | 03.07.2003 w gesund -
42 | 08.10.1999 m gesund -

Abkiirzungen: Geb.dat. = Geburtsdatum; Geschl. = Geschlecht; m = ménnlich;
w = weiblich; Eno = Enolase; RALDHI1 = Retinaldehydrogenase 1
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Tabelle III:_. Klinische Daten und Charakteristika der Seren verwendeter NB-Patienten
sowie eine Ubersicht getesteter Antigene

Nr. | Patient | Alter | Geschl. | Tumor/Stadium Autoantigene
o-Eno | y-Eno RALDH1

1 | 542009 8 m NB/I - - -
2 | 389692 9 w NB/IV - - -
3 1611273 | 21 m NB/I - - +
4 |492079 | 47 w NB/IV - - -
5 | 469994 | 32 w NB/IIa - - -
6 | 471728 | 46 w NB/IV - - -
7 | 501083 34 m NB/III - - -
8 | 494825 | 21 w NB/IV - - +
9 | 391723 9 w NB/IIa + - -
10 | 489872 18 w NB/IV - - -
11 | 604859 | 24 m NB/IV - - -
12 | 501609 | 26 w NB/IIb - - -
13 | 501093 | 34 m NB/III - - -

Abkiirzungen: Eno = Enolase, NB = Neuroblastom ohne OMS, RALDH1 = Retinal-
dehydrogenase 1; Geschl. = Geschlecht

6.2  Ubersicht iiber identifizierte potentielle Antigene

Tabelle IV: Ubersicht identifizierter potentieller Antigene in Neuroblastomzellen

Nr. Protein M M pl pl Referenz
(kDa) | (kDa) | exp. | theor. | (Protein-Funktion)
exp. | theor.
1 Heat shock 90 kDa 95 83,5 5,0 5,0 (Dou et al. 2003)
protein 1 beta + Heat
shock 90 kDa prote-
in 1 alpha
2 | KSRP protein (KH- 93 73,3 7,0 8,0 (Min et al. 1997)
type splicing regula-
tory protein)
3 CCT (chaperonin 63 60 5,6 5,5 (Sternlicht et al.
containing TCP1
subunit 5, epsilon) 1993)
CCT (Chaperonin
containing TCP1
subunit 8, theta)
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4 | TCPI-protein 70 60,8 6,4 5,7 (Sternlicht et al.
1993)
5 Stress-induced- 70 63,2 6,6 6,4 (Siligardi et al. 2004)
Phosphoprotein 1
(Hsp70/Hsp90-
organizing protein)
6 ENOI protein (al- 51 47,5 6,4 7,7 (Pancholi 2001)
pha enolase)
7 | Aldolase C, fructose 42 39,8 6,6 6,4 (Hawley et al. 2000)
bisphosphate
8 | 3-phosphoglycerate 60 57,4 6,3 6,3 Biosynthese
dehydrogenase von Serin
9 Inosine monophos- 60 56,2 6,5 6,4 De novo pathway der
phate (IM) dehydro- Guanin-Nukleotid-
genase 2 Biosynthese
10 | Calponin 3 40 36,6 5,8 5,7 (Ishikawa et al. 2003)
11 | eukaryotic translati- 39 36,9 5,7 5,4 elF3 bindet das 40S
on initiation factor 3, Ribosom wihrend der
subunit 2 beta Initiation der Transl.
12 | GAPDH 37 36,2 5,8 8,3 Glykolyse
13 | Heterogenous nuc- 35 37,5 8,5 9,0 (Griffin et al. 2004)
lear ribonucleopro-
tein A2/B1 isoform
(hnRNPB1)

Abkiirzungen: M = Molekulargewicht, theor. = theoretisch, exp. = experimentell

Tabelle V: Ubersicht identifizierter Target-Antigene in humanem Kleinhirn und das
Ergebnis aus dem Vergleich der 2D-Western Blot Analysen mit OMS'/NB'-Patienten

Nr. Proteinname Patient 4 | Patientl | Patient 15 | Patient 14
1 Gamma Enolase + - - +
2 Aktin ++ - ++ +
3 Rab GDP dissos. ++ - ++ ++
4 ATPsynthase + - + +
5 protein kinase C + - - +
6 Transkr. EPR ATPase + + - -

Serum albumin+DRP-2, CRMP-
7 2 ++ + + -
8 Serum albumin ++ - + -
9 Serum albumin ++ - + -
10 CRMP-2 + + - -
11 | stress induced phosphoproteinl + + - +
12 neg. - - + -
13 neg. - - + -
14 Pyruvate kinase isoenz., + - - -
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15 CRMP-2 + - - -
CRMP-2+VATB?2 (brain iso-
16 form) + - - -
17 TMABADH + - - -
AL9A1+Actin-related Protein 3
18 + 0ODO2 + - - -
19 AL9AI + - - -
20 | Aldehyde dehydrogenase class 2 + + + -
Retinal dehydrogenase 1 +
21 SCOT + + + ++
22 Retinal dehydrogenase 1 + + + ++
23 Retinal dehydrogenase 1 + + + ++
24 Alpha-enolase + + - +
25 Alpha-enolase ++ + - +
26 Alpha-enolase ++ + + +
27 Alpha-enolase ++ + - +
28 Alpha-enolase + FUMH ++ + - +
29 Alpha-enolase ++ + + +
30 Adenosylhomocysteinase + - - -
31 ACTY + PUR6 + SAHH + - - -
32 ALDOC + - - -
33 ALDOC ++ - - +
34 ALDOC ++ - - -
35 ALDOC + AATC ++ - - +
36 ALDOC ++ + - +
37 AATC + ALDOC ++ - - -
38 PP2AA + GBB1 + - - -
39 GBB1 + LDHB ++ - - -
40 LDHB + GBB1 + TALDO ++ - - +
41 LDHB + CAZA2 ++ - - +
42 LDHB + - - +
43 DDAHI1 ++ - - +
44 DDAHI1 + TALDO ++ - - +
45 | DDAHI + TALDO + IDH3A ++ - - +
46 Transaldolase (TALDO) ++ - - -
47 TALDO + BIEA ++ - - +
Biliverdin reductase A prec.
48 (BIEA) ++ - - +
49 BIEA + TALDO ++ - - +
50 | GRHPR + TALDO + ACY2 ++ - + +
51 | Malate dehydrogenase (MDHC) ++ + - +
52 ALDR + MDHC ++ + + -
53 GAPDH (G3P) + - + -
54 GAPDH (G3P) + - + -
55 GAPDH (G3P) + - + -
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56 GAPDH (G3P) + + -
57 PRP2 (PGK1) - - -
58 ALDOA + AATM + - -
59 Ketosamine-3-kinase ++ - -
60 neg. ++ - +
61 Cytokeratin-10 (K1C10) ++ - +
62 neg. + - +
63 neg. + - +
64 3HIDH + - -
65 PNPO + PGAMI + - +
66 | Phosphoglycerate+Peroxiredoxin ++ - +
67 Phosphoglyceratemutasel ++ - +
68 Phosphoglyceratemutase 1 + - +
69 Carbonic anhydrase 1 + - -
70 neg. ++ + +
71 Triosephosphate/PRDX6 + - -
Growth factor receptorbound
72 Protein 2 + - -
73 | PRDX6+TPIS+tHPRT+GSTMI1 ++ + -
74 GSTM2+NT5C ++ + -
75 TPIS+DHPR ++ + -
76 | Proteasome subunit alpha type 2 + + -
77 Glutathione S-transferase P ++ - .
78 PRDX2 ++ - -
79 Protein DJ-1 (Oncogen DJ1) + - -
80 Peroxiredoxin-2 + - -
Glutathione S-transferase
81 P+PRDX3 ++ - -
82 neg. + - -
83 PEBP1+SODM + - -
84 PRDXI1 ++ - -
85 neg. ++ - -
86 neg. ++ - -
87 neg. + - -
88 neg. ++ - -
89 neg. ++ - -
90 PRPS1 ++ - -

Bezeichnung: + = normal positives Signal auf dem Film; ++ = verstirkt positives Sig-
nal auf dem Film; - = kein Signal auf dem Film; neg. = negativ (dem Spot konnte kein
Protein zugeordnet werden)
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6.3 Abkiirzungen

A
Abb.
add
Amp.
APS
APC
AS
ATP

bzw.

Ca
Cam
Carb
°C

d.h.

Da
ddH20
DMSO
DNA
dNTP

et al.
EtBr
ETOH

His

i.d.R.
IFN vy
IPTG

Adenin

Abbildung

auffiillen auf

Ampicillin
Ammoniumpersulfat
Antigen-priasentierende Zelle (Cell)
Aminosdure(n)
Adenosin-5"-Triphosphat
Basenpaar(e)
Beziehungsweise

Cytosin

Calcium

Chloramphenicol
Carbenicillin

Grad Celsius

das heif3t

Dalton

Bidestilliertes Wasser (hier: Reinstwasser)
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Desoxyribonukleotid-5"-triphosphat
Escherichia

et alteri (und andere)
Ethidiumbromid

Ethanol

Gramm; Erdbeschleunigung
Guanin

Stunde

Histidin

in der Regel

Interferon gamma

Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid
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k Kilo

Ka Kalium

Kann Kanamycin

kb Kilobasen

1 Liter

lacZ 3-Galaktosidase Gen

LB Luria-Bertani

LPS Lipopolysaccharid

v mikro

m Meter, milli

M Molar (Mol pro Liter)

Mg Magnesium

MCS multiple cloning site

min Minute

mol Mole (6,023 x 10%)

mRNA messenger RNA

n Nano, Anzahl

Na Natrium

NB Neuroblastom

nm Nanometer

OD optische Dichte

Ody optische Dichte bei einer Wellenldnge von x nm

OMS Opsoklonus-Myoklonus Syndrom

ORF offenes Leseraster (open reading frame)

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PCR polymerase chain reaction

pH negativer dekadischer Logarithmus der Protonen-
konzentration

PMSF Phenylmethansulfonylfluorid

PNS Paraneoplastisches Neurologisches Syndrom

RA Retinolsdure

RBS Ribosomale-Bindungs-Stelle

RNA Ribonukleinsédure

RNase ribosomale Ribonukleinsdure
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RT

SDS

S€C

Tab.
Tet

Tris

u.a.

Uuv

v/iv

Vol.

w/v

z.B.

Umdrehungen pro Minute (revolution per minute)
Raumtemperatur

Seite

Natriumdodecylsulfat

Sekunde(n)

Thymin

Zeit

Tabelle

Tetracyclin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Unit

unter anderem

Ultraviolett

Volt

Volumen pro Volumen

Volumen

Watt

Gewicht pro Volumen

zum Beispiel
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