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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 

RALDH1, an der Synthese von Retinolsäure beteiligt. Zusätzlich 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 

ß2-Mikroglobulin kleine lösliche 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 ungesättigter Fettsäuren 

ALS2 beteiligt an Rac1-aktivierter Endozytose, Mutationen im 
ALS2-Gen bei Erkrankungen der Motorneuronen 

GABA-A-Rezeptor 
Alpha1 

Homo sapiens gamma aminobutyric acid (GABA) A re-
ceptor alpha1: Liganden-abhängiger Chlorid-Kanal, 
GABA als Ligand ist ein inhibitorischer Neurotransmitter 

Na-Kanal 
(voltage gated type II, 

alpha 2) 

spannungsabhängiger Kanal, verantwortlich für Aktions-
potentiale in Neuronen und Muskeln 

RHD11 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 über deren tatsächliche Funktion als Autoantigen im OMS getroffen werden. Aus 

diesem Grund müssen Untersuchungen mit mehreren OMS-Seren und entsprechenden 

Kontrollen durchgeführt werden. Als problematisch erwies sich dabei die Untersuchung 

positiv identifizierter Plaques mit mehreren OMS-Seren.  

 Positiv identifizierte Phagenlysate (2 µl) wurden, ohne die Konzentration der Lysate 

genau zu bestimmen, auf LB/MgSO4 Platten gespottet, welche zuvor mit den E. coli 

Zellen XL1 Blue überschichtet worden waren. Nach ca. 9 h Inkubation bei 42°C waren 

für die einzelnen Lysate Plaques sichtbar. Dabei waren einige Plaques abhängig von der 

Phagenkonzentration weniger stark als andere (Abb. 44). 
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Abb. 44: LB/MgSO4-Platte mit gespotteten positiven Phagenlysaten 
Sieben isolierte, positive Phagenlysate von den Masterplatten M13 und M14 (2 µl) wur-
den auf zuvor mit E. coli-Zellen überschichtete LB-Platten gespottet. Nach einer Inku-
bation der Platten bei 42°C für 9 h waren Plaques, verschieden konzentriert, sichtbar. 
PBS wurde als Negativkontrolle eingesetzt. 
 

 
 Die Platten wurden im Anschluss daran mit verschiedenen Membranen, getränkt 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 für 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 Überprüfung mehrere Seren auf Antikör-

per gegen die Proteine in dieser Form nicht möglich ist. Für 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 für den GABA-Rezeptor, der von 5/7 der getesteten OMS-Seren, aber nur 1/7 

Kontrollen erkannt wurde (Tabelle 9). Für die Überprüfung weiterer Patienten ist es 

aber unabdingbar, die identifizierten Proteine rekombinant herzustellen und zunächst 

über Line blots zu testen. Dies war jedoch im Rahmen der vorliegenden Arbeit zeitlich 

nicht mehr möglich. 
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Tabelle 9: Auswertung der gespotteten Phagenlysate exemplarisch für zwei Proteine 
dargestellt. Die Membranen wurden dafür 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 M13 13-1 M14 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 - + 
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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 ausgelöst 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 Fälle 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 häufig kleinzellige Lungenkarzi-

nome oder Brustkrebs (Pranzatelli 1996; Bataller et al. 2003). 

 Auf Grund der begleitenden Symptome sowie pathologischer und neurophysiologi-

scher Untersuchungen werden Schädigungen im Bereich des Kleinhirns als Ursache 

eines Opsoklonus vermutet (Tuchman et al. 1989). Darüber 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-

änderungen 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). Möglicherweise ist eine Immunreaktion gegen den 

Tumor Grund für diese positive Prognose. Die primär gegen den Tumor gerichtete Im-

munreaktion kann aber sekundär in das Nervensystem generalisieren und zu pathologi-

schen Auswirkungen führen (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 Autoantikörper. Im 

Serum betroffener kindlicher OMS-Patienten konnten ebenfalls Autoantikörper 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 beschränkt 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 führt so zu 

Entzündungsprozessen im Gehirn betroffener Patienten (Darnell and Posner 2003). Bei 

erwachsenen OMS-Patienten wurden bis heute verschiedene kreuzreaktive Autoanti-

körper nachgewiesen, welche einen Hinweis auf den zugrundeliegenden Tumor geben. 

Anti-Hu Antikörper sind zum Beispiel mit einem kleinzelligen Lungenkarzinom assozi-

iert (Dalmau et al. 1990). Brustkrebspatienten haben Anti-Ri-Antikörper in ihrem Blut 

und Anti-Yo-Antikörper können bei Patienten mit Ovarialkarzinomen nachgewiesen 

werden (Anderson et al. 1988; Furneaux et al. 1990b; Hammack et al. 1990; Luque et 

al. 1991). 

 Kreuzreaktive Antikörper werden auch als Grundlage für die Pathogenese bei einem 

kindlichen OMS angenommen (Abb. 45). Immunologische Veränderungen im Liquor 

sowie der Nachweis von Anti-Hu-Antikörpern beim kindlichen OMS stützen 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 mögliche 

funktionelle Effekte ermittelter Autoantikörper im Mittelpunkt der Untersuchungen. 
 

 
Abb. 45: Schematische Darstellung einer möglichen Pathogenese beim kindlichen 
Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom. Apoptotische Tumorzellen werden von Dendriti-
schen Zellen aufgenommen, welche daraufhin in periphere Lymphknoten migrieren. 
Eine dort ausgelöste adaptive Immunantwort hat unter anderem die Reifung von           
B-Zellen in Plasmazellen zur Folge. Von Plasmazellen synthetisierte Antikörper reagie-
ren mit Tumorantigenen und grenzen das Wachstum des Tumors ein. Diese Antikörper 
reagieren aber auch mit gleichen Antigenen auf/in neuronalen Zellen und führen zu 
Schädigungen neuronaler Zellen im Bereich des Kleinhirns. 
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5.2 Identifizierung neuer Autoantikörper beim OMS 
 

 Bisher konnten beim kindlichen OMS nur wenige Autoantikörper überhaupt identi-

fiziert werden und deren Vorkommen war meist nur auf einzelne Patienten beschränkt. 

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 durchgeführt (M. Korfei). Mit Hilfe der darin enthaltenen Au-

toantikörper und einer anschließenden MALDI-TOF Analyse konnten neben HuD 12 

weitere Antigene identifiziert werden, darunter auch α-Enolase und KSRP (Kirsten et 

al. 2007). Western-Blot Voruntersuchungen zeigten bei neun OMS-Patienten eine Reak-

tivität im Bereich von 55 kDa und deuteten bereits auf α-Enolase als potentielles Anti-

gen in OMS hin (Dissertation, (Fühlhuber 2007)). Das Protein α-Enolase wurde durch 

3/4 OMS-Patienten auf 2D-Ebene erkannt und im Rahmen dieser Arbeit weiter unter-

sucht.  

 Darüber hinaus wurde auf Grund der Annahme kreuzreaktiver Antikörper eine wei-

tere 2D-Analyse mit Kleinhirn als Antigenquelle durchgeführt. Seren von 4 kindlichen 

OMS-Patienten assoziiert mit einem Neuroblastom wurden auf Autoantikörper gegen 

neuronale Proteine hin untersucht. Die Verwendung von Serum für die Western-Blot 

Analyse erschwerte, auf Grund zu starker Hintergrundentwicklung, in einigen Fällen oft 

die genaue Zuordnung positiver Spots. Aus diesem Grund wurden pro Patient zwei 

Blot-Membranen verwendet. Zeigte sich für 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 α-Enolase. Für α-Enolase und ein weiteres Protein RALDH1 wurde 

eine Reaktivität bei allen vier OMS-Patienten beobachtet (Spot 26 und 22/23, siehe An-

hang Tabelle V). Die nachgewiesene Bindung autoreaktiver Antikörper an α-Enolase 

und RALDH1 sowohl in Neuroblastomzellen als auch in humanem Kleinhirn bestätigte 

damit die Annahme kreuzreaktiver Autoantikörper im OMS.  
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 Zusammenfassend konnten also mittels 2D-Analyse zwei Kanidaten-Antigene iden-

tifiziert werden: α-Enolase und RALDH1, über deren pathogene Rolle beim OMS im 

Weiteren diskutiert wird. 

 

5.2.1 α-Enolase als Autoantigen  
 

 Als zytoplasmatisches Protein ist α-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: α-Enolase ist ubiquitär vorhanden 

(auch non-neuronal-enolase, NNE); ß-Enolase kann nur in Muskelgewebe detektiert 

werden und die Expression von γ-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 Autoantikörper gegen α-Enolase im Serum von 22,6% der OMS-Patienten 

identifiziert werden konnten. Auffällig dabei war, dass bei den meisten der α-Enolase 

positiv getesteten Seren OMS assoziiert mit einem Neuroblastom vorlag. In nur zwei 

Fällen wurden Autoantikörper bei OMS-Patienten ohne eine begleitende Tumorerkran-

kung identifiziert. Damit bestätigt sich einmal mehr die Hypothese kreuzreaktiver Auto-

antikörper in der Pathogenese eines OMS. Kreuzreaktive Antikörper 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-α-

Enolase-Antikörper identifiziert (Pratesi et al. 2000; Kemp et al. 2002; Mosca et al. 

2006). Ihre 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 Autoantikörper gegen     

α-Enolase nachgewiesen werden. Dabei binden Autoantikörper von Patienten mit Ha-

shimoto`s Enzephalopathien ein anderes antigenes Epitop im N-terminalen Bereich des 

Proteins, wodurch diese Autoantikörper ein hilfreicher diagnostischer Marker sein kön-

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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tikörpern gegen α-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 Autoantikörper in 

OMS-Seren spezifisch gegen α-Enolase gerichtete sind. Eine Bindung an die neuronal 

spezifische γ-Enolase konnte für kein OMS-Serum beobachtet werden. Diese Spezifität 

gegen α-Enolase zeigte sich auch bei anti-α-Enolase-Antikörper im Serum von Patien-

ten mit SLE, SSc und RA (Pratesi et al. 2000). 

 Allgemein sind OMS-Autoantikörper sowohl gegen intrazelluläre Antigene als auch 

gegen Oberflächenstrukturen von Neuroblastom- und Kleinhirnzellen gerichtet (Blaes et 

al. 2005; Korfei et al. 2005). Neben seiner enzymatischen Funktion wird α-Enolase 

auch auf der Oberfläche verschiedener eukaryotischer Zellen exprimiert, wie hämato-

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 Oberflächenprotein hat α-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 Schlüsselenzym des 

fibrinolytischen Systems kann, aktiviert, auf der Zelloberfläche eine Kaskade an Protea-

seaktivitäten auslösen und hat so Auswirkung auf physiologische und pathophysiologi-

sche Ereignisse, wie Wundheilung, Embryogenese und die Ausbreitung transformierter 

Tumorzellen (Plow et al. 1995). Die Überexpression von Enolase auf solchen Zellen 

unter kanzerogenen Bedingungen kann zu einer vermehrter Plasminbildung führen 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. Ähnlich einem Wachstumsfaktor bin-

det Plasminogen auf der Oberfläche neuronaler Zellen und aktiviert so verschiedene 

Signalwege (Nakajima et al. 1993; Dale et al. 2006). Autoantikörper, gegen Oberflä-

chenproteine von Zellen gerichtet, können pathogene Auswirkungen haben (Sanz and 

Capra 1988). Durch ihre Bindung können z.B. Rezeptorfunktionen blockiert werden.  

 Aus diesem Grund wurde die Oberflächenexpression des glykolytischen Proteins 

auch auf Neuroblastomzellen untersucht. Die Analyse mit unbehandelten Zellen zeigte 

keine Expression von α-Enolase auf der Oberfläche der Zellen. Aber auch eine Diffe-

renzierung mit Retinolsäure sowie eine Behandlung mit inflammatorischen Bedingun-

gen (INFγ, LPS) führten bei beiden in dieser Arbeit verwendeten Neuroblastomzellli-
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nien (SKN-SH, SH-SY5Y) nicht zu einer Oberflächenexpression des Proteins. Eine 

gesteigerte Expression des Proteins auf der Oberfläche von Monozyten, T- und B-

Zellen zeigte sich nach einer Behandlung mit LPS (Fontan et al. 2000). Damit ist das 

hier identifizierte Autoantigen α-Enolase nicht Angriffspunkt pathogen wirkender Au-

toantikörper auf der Oberfläche von Neuroblastomzellen. Die meisten im Zusammen-

hang mit OMS beschriebenen Autoantikörper binden an intrazelluläre Antigene, wie das 

Hu-Protein, KSRP, Neuroleukin und Antigene im Zytoplasma von Purkinjezellen, was 

sich auch für α-Enolase zeigt. Intrazellulär gebunden kann es in seiner Funktion als 

Glykolyseenzym gestört werden, was wiederum Auswirkungen auf die Zellfunktion 

haben kann (Adamus et al. 1998; Magrys et al. 2007). Patienten mit rheumatischen Er-

krankungen haben Autoantikörper gegen α-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 α-Enolase kann Einfluss auf die Bindung von 

Autoantikörpern an das Protein haben. Umgekehrt kann aber auch eine Antikörperbin-

dung die Bindung von Plasminogen blockieren (Adamus et al. 1998). Der ELISA-Test 

hat gezeigt, dass OMS-Antikörper α-Enolase auch in Gegenwart von Plasminogen bin-

den. Dabei zeigte sich eine erhöhte Bindung dieser Antikörper an den Enola-

se/Plasminogen-Komplex sowie Plasminogen für 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). Pädiatrische OMS-

Patienten wiesen im Liquor und Serum Autoantikörper gegen Neuroleukin auf (Candler 

et al. 2006). Neuroleukin hat wie α-Enolase intra- und extrazelluläre Funktionen. Intra-

zellulär ist Neuroleukin (GPI) auch Teil der Glykolyse und wirkt extrazellulär regulato-

risch während der Tumorinvasion und Metastasierung (Candler et al. 2006). Ein dem 

humanen Neuroleukin ähnliches Protein wurde auch auf der Oberfläche von Strepto-

kokken nachgewiesen. Sequenzhomologien und Autoantikörper gegen Neuroleukin sind 

möglicherweise die Folge molekularem Mimikries und somit Auslöser einer Autoim-

munreaktion (Pranzatelli 1996; Candler et al. 2006). Autoantikörper gegen α-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 Oberfläche, welche Sequenzhomologien zu humanen Proteinen aufweisen 

(Dale et al. 2006). Das auch bei einem OMS identifizierte Antigen α-Enolase weist zu 

47% Sequenzhomologien mit der bakteriellen Enolase auf. Molekulares Mimikry und 

kreuzreaktive Autoantikörper können also als möglicher pathogener Mechanismus in 

post-streptokokkalen Erkrankungen des Zentralnervensystems angesehen werden. Auf 

der Zelloberfläche von Streptokokken fungiert α-Enolase auch als Plasminogenrezeptor. 

Durch diese Bindung können Bakterien leichter in Gewebe eindringen und pathogen 

wirken (Plow et al. 1995; Fontan et al. 2000; Bergmann et al. 2001; Dale 2005). Für die 

Mehrzahl der in dieser Arbeit gegen bakterielle Enolase getesteten OMS-Seren konnte 

eine Reaktion mit dem nativen Protein α-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. Natürlich vorkommende autoreaktive Antikörper gegen evolutionär konser-

vierte Moleküle mit Sequenzhomologien zu bakteriellen Proteinen wie α-Enolase kön-

nen dabei Teil des Immunsystems sein (Pranzatelli 1996; Gitlits et al. 2001). Eine un-

spezifische Bindung der Antikörper in OMS-Seren und Kontrollseren an das bakterielle 

Protein ist in diesem Fall wahrscheinlicher, weil das in einer weiterführenden 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-

körper gegen das humane Protein nachgewiesen werden; diese binden möglicherweise 

eine Sequenz des Proteins, welche in der bakteriellen Enolase nicht vorliegt. Weiterhin 

zeigte sich in der Western Blot Analyse mit bakteriellen Proteinen für OMS-Seren aber 

auch für 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 erklären. Auf Grund fehlender signifikanter Unterschiede in der 

Bindung von α-Enolase durch OMS-Seren im Vergleich zu den Kontrollen ist eine bak-

terielle Infektion als Ursache für die Bildung von anti-α-Enolase Antikörpern eher un-

wahrscheinlich. Diese Ergebnisse sowie Autoantikörper gegen α-Enolase bei überwie-

gend paraneoplastischen OMS-Patienten deuten eher auf eine humorale Immunantwort 

in Form kreuzreaktiver Antikörper hin. Dies bestätigt 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 Autoantikörpern 
 

 Die aus OMS-Seren isolierten IgG-Fraktionen haben einen anti-proliferativen Effekt 

auf Neuroblastomzellen und können Apoptosevorgänge induzieren (Korfei et al. 2005). 

In vitro Studien haben gezeigt, dass Autoantikörper gegen glykolytische Enzyme apop-

totisch auf neuronale Zellen wirken (Dale et al. 2006). Unter anderem werden Autoanti-

körper gegen α-Enolase bei CAR-Patienten (cancer-associated retinopathy) mit einer 

retinalen Degeneration als Auslöser apoptotischer Vorgänge und Ursache des visuellen 

Verlustes diskutiert (Adamus et al. 1998; Magrys et al. 2007). Antikörper binden          

α-Enolase und blockieren so deren katalytische Funktion. Eine daraus resultierende 

Verminderung von glykolytischem ATP sowie ein Anstieg intrazellulärer Ca2+-

Konzentrationen führen zu einem CytochromC-Freilass und über die Aktivierung von 

Kaspase 3 zur Apoptose der Zellen (Magrys et al. 2007). Ein bei OMS-Patienten beo-

bachteter Verlust von Purkinjezellen könnte in einer pro-apoptotischen Wirkung von 

Autoantikörpern speziell gegen α-Enolase begründet liegen. Für Enolase-Antikörper-

positive IgG-Fraktionen konnte aber keine zytotoxische Wirkung auf Neuroblastomzel-

len beobachtet werden. Folglich müssen der beobachteten pro-apoptotischen Wirkung 

von OMS-Autoantikörpern noch andere Mechanismen zu Grunde liegen. Die in diesem 

Versuch verwendeten Gesamt-IgG-Fraktionen konnten nicht durch Untersuchungen mit 

rein gegen α-Enolase gerichteten OMS-Antikörpern ergänzt werden. Auf Grund der 

Seltenheit dieser Erkrankung und einem Patienten-Durchschnittsalter von 2 Jahren ste-

hen nur geringe Serummengen zur Verfügung und erschweren die Untersuchung spezi-

fischer Autoantikörper. 

 Zusammenfassend lässt sich sagen, dass in 22,6% der getesteten OMS-Seren Auto-

antikörper spezifisch gegen α-Enolase nachgewiesen werden konnten. Anti-α-Enolase-

Autoantikörper konnten aber auch im Zusammenhang mit anderen Erkrankungen identi-

fiziert werden, wodurch sie unspezifisch für eine OMS-Erkrankung sind. 

 α-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 erwähnt, wird die Untersuchung der n-myc-Expression als diagnostischer 

Marker bei einer Neuroblastomerkrankung eingesetzt und gibt Aufschluss über die 

Prognose einzelner Patienten. Eine mögliche Verbindung zwischen α-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 Antikörpern gegen α-Enolase konnten auch Autoantikörper gegen das En-

zym Retinaldehydrogenase 1 (RALDH1) in allen vier auf 2D-Ebene getesteten 

OMS+/NB+ Seren nachgewiesen werden. Autoantikörper gegen RALDH1 waren in 39% 

der getesteten OMS-Seren nachweisbar. RALDH1 als zytoplasmatisches Protein ist am 

entscheidenden Schritt der Retinolsäuresynthese beteiligt und katalysiert die irreversible 

Oxidation von Retinal zu Retinolsäure (RA). Retinolsäure 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). Autoantikörper 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 für die 2D-Analyse ver-

wendeten Neuroblastomzellen, wodurch sich wieder kreuzreaktive Autoantikörper beim 

kindlichen OMS bestätigen.  

 Autoantikörper im Serum von OMS-Patienten binden nachweislich an Oberflächen-

strukturen von Neuroblastomzellen, erkennen aber auch intrazelluläre Proteine (Blaes et 

al. 2005; Korfei et al. 2005). Ob RALDH1 als bisher unbekanntes Oberflächenprotein 

auf Neuroblastomzellen von Autoantikörpern 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 Oberfläche vor-

handen ist. Auch intrazellulär konnte RALDH1 in Neuroblastomzellen nicht nachge-

wiesen werden, was aber den Ergebnissen der 2D-Analyse widerspricht, möglicherwei-

se aber in verschiedenen Entwicklungs- und Differenzierungsstadien der jeweils ver-

wendeten Zellen begründet liegen kann. Bisher gibt es keine Untersuchungen darüber, 

ob RALDH1 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 für die Synthese von RA bekannt: 

RALDH1 (ALDH1A1), RALDH2 (ALDH1A2) und RALDH3 (ALDH1A3) (Napoli 

1996a; Duester 2001). Die durch diese Enzymgruppe katalysierte Synthese von Retinol-

säure und dessen hormonähnliche 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; Huq 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 über die Verteilung der einzelnen RALDH-Enzyme im Fötus, Erwachse-

nen und verschiedenen Tumoren haben gezeigt, dass RALDH1 in einem fötalen Gehirn 

nur sehr schwach exprimiert wurde, im Vergleich zu einer starken Expression bei Er-

wachsenen. RALDH2 und 3 wurden in fötalem 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 während der frühen 

Embryonalentwicklung das Hauptenzym in der RA-Synthese darstellt (Zhao et al. 1996; 

Huq et al. 2006). 

 Für eine mögliche Verbindung kreuzreaktiver Antikörper gegen RALDH1 im Tu-

mor und neuronalem Gewebe wurden Expressionsstudien über die Verteilung der 

RALDH-Enzyme auch in Neuroblastomzellen durchgeführt. Die Analyse ergab, dass 

RALDH1 in keiner der zwei getesteten Neuroblastomzelllinien nachgewiesen werden 

konnte, und bestätigt damit das Ergebnis der parallel durchgeführten Western Blot Ana-

lyse in Bezug auf die Oberflächenexpression des Proteins. Hingegen zeigte sich eine 

Expression von RALDH2 in einer der Zelllinien (SH-SY5Y). RALDH3 wurde in bei-

den Zelllinien detektiert. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass RALDH1 in einem 

fötalen Gehirn nur schwach exprimiert wird und in Neuroblastomzellen nicht nachge-

wiesen werden konnte. Im Vergleich dazu zeigte sich keine Expression von RALDH2 

in fötalem Gehirngewebe im Vergleich zu einem Nachweis der Transkripte in Neu-

roblastomzellen. Beide Enzyme, RALDH1 und 2 weisen eine Sequenzhomologie von 

72% auf (Duester 2001). Die in OMS-Seren nachgewiesenen Autoantikörper gegen 

RALDH1 binden möglicherweise an eine in beiden Enzymen vorliegende Sequenz und 

können dadurch sowohl RALDH1 als auch RALDH2 erkennen, wodurch sich eine Bin-

dung an das Enzym trotz einer beobachteten heterogenen Verteilung erklären lassen 

könnte. 
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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 fötalem 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 

für 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 krankheitsauslösend wirken (Yamamoto et al. 1999). 

Autoantikörper gegen das RA-synthetisierende Enzym RALDH1 haben möglicherweise 

durch ihre Bindung an das Protein Einfluss auf dessen Funktion und könnten so die RA-

Konzentration positiv oder negativ beeinflussen und zu Schädigungen führen. 

 Autoantikörper gegen RALDH1, als Schlüsselenzym im Vitamin A Stoffwechsels, 

stellen also auf Grund verschiedener Aspekte einen interessanten Ansatzpunkt für ein 

besseres Verständnis 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 kön-

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 könnten 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 häufig als RNA-Bindungsproteine beschrieben 

(Musunuru and Darnell 2001; Bataller et al. 2003). In dieser Funktion können sie regu-
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latorisch auf die Genexpression in verschiedenen Bereichen Einfluss nehmen. Eine 

mögliche Funktion als RNA-Bindungsprotein wurde auch für die im Rahmen dieser 

Arbeit neu identifizierten Autoantigene α-Enolase und RALDH1 untersucht. Über einen 

2D-North Western Blot wurden RNA-bindende Proteine in einem Proteinextrakt aus 

Neuroblastomzellen identifiziert und neben den bekannten RNA-Bindeproteinen HuD, 

eIF2ß und KSRP konnte auch α-Enolase als bisher unbekanntes RNA-bindendes Prote-

in ermittelt werden. Enolase ist als Nukleinsäure-bindendes Protein in Form einer DNA-

Bindung bekannt. Als Transkriptionsregulator hat α-Enolase ähnlich 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 Fähigkeit RNA 

zu binden auf α-Enolase begrenzt ist. Für die neuronal-spezifische γ-Enolase konnte 

keine Interaktion mit RNA beobachtet werden. Über 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 RALDH1 zeigte 

aber auch, dass α-Enolase eine höhere Affinität zu RNA hat als RALDH1, für welches 

nur eine schwache Bindung an RNA beobachtet werden konnte. Mögliche funktionelle 

Effekte dieser RNA-Bindung sind noch unbekannt und bedürfen 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 Nova1 

und Nova2 sind im Kern lokalisiert und binden RNA über ein K homologes (KH) Motif 

(Musunuru and Darnell 2001). In dieser Verbindung sind sie an Splicing-Vorgängen 

spezifischer Pre-mRNAs beteiligt (Buckanovich et al. 1993; Musunuru and Darnell 

2001). Eine ähnliche Funktion der RNA-Stabilisierung und -Lokalisation ist auch für α-

Enolase und RALDH1 möglich. 

 Autoantikörper sind häufig gegen funktionelle Domänen des Proteins gerichtet (Tan 

1991; Manley et al. 1995). Anti-Hu-Antikörper binden an zwei für die RNA-Bindung 

essentielle Domänen des Proteins und haben so möglicherweise 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 Autoantikörpern an das Prote-
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in hat, wurden auch für α-Enolase und RALDH1 durchgeführt. Für α-Enolase und 

RALDH1 zeigte sich aber keine Änderung in der Bindung durch Autoantikörper in An- 

bzw. Abwesenheit von RNA. Durch eine RNA-Bindung an das Antigen wird die Bin-

dung von Autoantikörpern an das Protein nicht blockiert, was auf unterschiedliche Bin-

dungsdomänen der Antikörper und der RNA an das Protein hindeutet. Im Vergleich zu 

den beschriebenen Antigenen Hu und Nova, welche auf neuronale Zellen begrenzt sind, 

werden α-Enolase und RALDH1 ubiquitär exprimiert und haben als RNA-

Bindeproteine möglicherweise auch auf die Genexpression in anderen Bereichen außer-

halb des Nervensystems Einfluss.  

 

5.4 Funktionelle Effekte von Autoantikörpern im OMS 
 

 Ausgehend von den bereits bekannten funktionellen Effekten der OMS-Autoanti-

körper (Korfei et al. 2005) wurden im Rahmen dieser Arbeit weiterführende Untersu-

chungen in Bezug auf die Funktion dieser Antikörper im Zusammenhang mit einer An-

titumorimmunreaktion durchgeführt. Ein Neuroblastom zeichnet sich durch eine hohe 

Aggressivität aus und hat zum Zeitpunkt der Diagnose oft bereits Metastasen gebildet. 

Die Metastasenbildung schließt 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 für diese Arbeit zur 

Verfügung stehenden Patientenproben überwiegend in Stadium I und II vor, selten in 

Stadium III (siehe Anhang Tabelle I; siehe Einleitung Punkt 1.1.1.1). Möglich wäre, 

dass Autoantikörper hemmend auf die durch RA gesteigerte Migration und Differenzie-

rung von Tumorzellen wirken (Joshi et al. 2007).  

 Für die Untersuchung einer solchen Wirkung auf morphologische Änderungen, als 

Form der Differenzierung, wurden Neuroblastomzellen mit IgG-Fraktionen, isoliert aus 

OMS-Seren und Kontrollseren, vorinkubiert, wodurch Autoantikörper möglicherweise 

an Zelloberflächenstrukturen binden und dadurch ihre Funktionen negativ oder positiv 

beeinflussen. Im Folgenden wurde eine RA-Behandlung durchgeführt und sollte zeigen, 

ob die durch RA beobachtete positive Wirkung auf die Differenzierung durch Autoanti-

körper beeinflusst wurde. Eine erwartete Differenzierung durch ein verstärktes Dendri-

tenwachstum für beide in dieser Arbeit verwendeten Neuroblastomzelllinien unter der 

Wirkung von RA (Joshi et al. 2007; Messi et al. 2008) konnte nur für SH-SY5Y-Zellen 

beobachtet werden, im Gegensatz zu SKN-SH-Zellen, welche kaum Änderungen in der 
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Morphologie zeigten, was sich auch in einer geringen Expression des Bcl2-Proteins 

bestätigte. 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 

Änderungen der Zellen in Form dendritischer Auswüchse nicht bestätigt hat. Interessan-

terweise zeigte sich im Gegensatz dazu nach einer Behandlung mit Kontroll-IgG-

Fraktionen eine geringfügig höhere Dendritenlänge, im Vergleich zu mit OMS-IgG-

Fraktionen behandelten Zellen. Durch eine zusätzliche RA-Behandlung konnten sogar 

längere Zellfortsätze 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 erklärt werden. Unspezifische Effekte von IgG 

auf verschiedene Zellfunktionen wurden jedoch in der Literatur beschrieben (Kondo et 

al. 1994; Le Pottier et al. 2007). Darüber hinaus sind Untersuchungen weiterer IgG-

Fraktionen nötig, um eine genauere Aussage über die beobachteten Effekte auf Neu-

roblastomzellen machen zu können. 

 Die bei einer fortgeschrittenen Neuroblastomerkrankung beobachtete Metastasie-

rung schließt die Migration von Tumorzellen in entlegene Bereiche, entfernt vom Pri-

märtumor, ein. Dieses Migrationsverhalten kann auch für Neuroblastomzellen invitro 

beobachtet werden und lässt sich durch eine vorangegangene RA-Behandlung steigern 

(Joshi et al. 2007; Messi et al. 2008). Die Beobachtungen bestätigten sich für die hier 

verwendete Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y. Im Gegensatz dazu konnte für SKN-SH-

Zellen keine Migration gezeigt werden, auch nicht nach einer RA-Behandlung. Eine 

vermutete hemmende Wirkung von OMS-Autoantikörpern auf die Tumorzellen und ihr 

Migrationsverhalten wurde unter den gleichen Bedingungen, wie für die Differenzie-

rung der Zellen beschrieben, untersucht. Im Unterschied zu den Analysen der Dendri-

tenlängen zeigte sich für 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-Autoantikörper 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 Autoantikörpern im Zusammenhang mit 

dem Migrationsverhalten von Neuroblastomzellen erforderlich. Änderungen in der RA-

Konzentration oder den IgG-Fraktionen könnten zu einer eindeutigeren Aussage der 
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Wirkung von Autoantikörpern führen, müssen aber in weiterführenden Untersuchungen 

getestet werden (Crowe et al. 2003).  

  

5.5 Eine cDNA-Bank als Antigenquelle im OMS 
 

 Die Identifizierung neuer Antigene oder eines möglicherweise gemeinsamen Anti-

genes im kindlichen OMS war Ziel der vorliegenden Arbeit. Neben der erfolgreich 

durchgeführten 2D-Analyse und zwei dadurch neu identifizierten Antigenen im OMS 

sollten mit Hilfe einer zu den 2D-Gelen alternative Methode neue Antigene identifiziert 

werden. Dafür wurde eine cerebellum Large-Insert cDNA Library verwendet, welche 

zusätzliche Möglichkeiten der Antigenidentifizierung gab. Die Analyse neuronaler An-

tigene schließt bei dieser Methode auch die Identifizierung gering exprimierter Sequen-

zen, wie zum Beispiel die von Rezeptoren, ein und gibt so ein größeres Spektrum mög-

licher Autoantigene im Vergleich zu der bei den 2D-Gelen beschriebenen Problematik. 

Für die Herstellung der cDNA-Bibliothek, ausgehend von Gehirngewebe, wurden 

cDNA-Fragmente mit einer Größe von 2 – 3 kb verwendet, welche die Identifizierung 

von full-length Klonen, mit einer kompletten Gensequenz, ermöglichen. Durch den Ein-

bau einer sogenannten slip site, einer Verlängerung durch eingefügte Thymin-Reste, 

kann es zu einer Verschiebung im Leseraster kommen und damit zu einer Expression 

neuer Sequenzen, was die Anzahl weiterer potentieller Antigene zusätzlich erhöht 

(Wagner et al. 1990). 

 Die Identifizierung neuer Antigene über die cDNA-Bibliothek erfolgte mittels ei-

nem Immunoscreening unter Verwendung von OMS-Serum und Serum gesunder Kon-

trollen. Mit Hilfe der darin enthaltenen Antikörper 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 über Antikörper 

in OMS-Seren ermittelt werden konnten. Über das cre/lox-System und unter Verwen-

dung des E. coli-Stammes BM25.8 wurde das Plasmid aus dem Phagengenom isoliert 

und rezirkularisiert (siehe 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 Großteil der ge-

testeten Klone als falsch positiv heraus und nur ein geringer Teil enthielt Fragmente 

verschiedener Größen. Möglich wäre, 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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natürliche Resistenz gegen das Antibiotikum aufweisen. Positiv identifizierte Klone 

wurden für weitere Analysen, unter Verwendung von Carbenicillin, in Flüssigkulturen 

angeimpft, zeigten aber am folgenden Tag kein oder sogar ein fehlendes, gleichmäßiges 

Wachstum. Unter Verwendung eines dem Carbenicillin in der Wirkung ähnlichen Anti-

biotikums, Ampicillin, zeigten sich diese Probleme nicht, wodurch sich das Antibioti-

kum Carbenicillin als ungeeignet erwies.  

 Plasmide mit einem cDNA-Insert wurden sequenziert und die Sequenz über eine 

Datenbanksuche bekannten Proteinen zugeordnet. Auf diesem Weg konnten sechs po-

tentiellen Antigene im OMS identifiziert werden (siehe Tabelle 9, Punkt 4.5.6). Bei den 

darüber hinaus erhaltenen Sequenzen konnten diese nicht eindeutig einem Protein zuge-

ordnet werden, oft zeigten sich nur Übereinstimmungen mit einem Sequenzbereich auf 

verschiedenen Chromosomen ohne die Angaben zu einem Protein, wodurch mögli-

cherweise bis dahin unbekannte Gensequenzen ermittelt wurden (Hoog 1991). In der 

Arbeitsgruppe um Bataller konnten bereits über das Screenen einer Hirnstamm cDNA-

Bibliothek neue Antigene im OMS identifiziert werden, führten 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 

lässt aber keine Aussage über eine Funktion der Proteine in der Pathogenese dieser 

Krankheiten zu. Dafür müssen mehrere Patienten auf Antikörper gegen das entspre-

chende Protein getestet werden. Ein solcher Versuch unter Verwendung der isolierten 

positiven Plaques war nicht möglich (siehe Punkt 4.5.7). Für die meisten der getesteten 

OMS-Seren, aber auch für 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-α1-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 Antikörper unspezifisch binden können 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 geklärt werden. Um eine genaue Aussage über die Verteilung und Funktion 

der Proteine in der Pathogenese vom OMS treffen zu können, müssen diese rekombi-

nant hergestellt, über Line Blots mit weiteren OMS-Seren sowie Kontrollen analysiert 

werden (Bataller et al. 2003).  

 Zusammenfassend lässt sich sagen, dass das Immunoscreening einer cDNA-

Bibliothek mit Patientenseren zur Identifizierung von Antigenen eine alternative Me-

thode zu den 2D-Gelen darstellt. In der Durchführung erwiesen sich aber einige Punkte 

als problematisch. Die Identifizierung von Antigenen erwies sich als sehr zeitaufwendig 

im Vergleich zu der durchgeführten 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 möglich, als bei der Durchfüh-

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 GABAA-α1-Rezeptor- und Na-Kanal-α2 Untereinheiten 

als interessanteste Kandidatenantigene erwiesen. Die GABAA-α1-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 mögli-

cherweise im Zusammenhang mit kreuzreaktiven, pathogen wirkenden Autoantikörpern 

gegen den Rezeptor (Ziter et al. 1979). Der spannungsabhängige Na-Kanal setzt sich 

aus mehreren Untereinheiten, wie der α2-Untereinheit, zusammen und ist entscheidend 

an der Weiterleitung elektrischer Impulse (Aktionspotential) im Nervensystem beteiligt. 

Na-Kanäle werden in Neuroblastomzellen und cerebellären Purnkinjezellen exprimiert 

und können so Angriffspunkt kreuzreagierender, pathogen wirkender Autoantikörper 

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: α-Enolase und RALDH1. In 7/31 (22,6%) OMS-Seren wurden Autoantikörper 

gegen Enolase nachgewiesen und bei 15/39 (39%) OMS-Patienten zeigten sich Anti-

körper gegen RALDH1. Durch den Nachweis beider Antigene in Neuroblastomzellen 

und Kleinhirngewebe bestätigte sich die Annahme kreuzreaktiver Antikörper in einer 

immunvermittelten Pathogenese eines OMS. In weiteren Untersuchungen wurden so-

wohl α-Enolase als auch RALDH1 als bisher unbekannte RNA-bindende Proteine iden-

tifiziert.  

 Durch das Screenen einer cDNA-Bibliothek konnten zwei weitere möglicherweise 

interessante Antigene im OMS identifiziert werden: die α1-Untereinheit des GABAA-

Rezeptors und die α2-Untereinheit des Na-Kanals. 
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6. Anhang 
6.1 Übersicht verwendeter Serum-Proben 
 

Tabelle I: Klinische Daten und Charakteristika der Seren kindlicher OMS-Patienten 
sowie eine Übersicht der getesteten Antigene. 
 

Nr. Alter* Geschl. Diagnose Tumor/Stadium Autoantigene 
          α-Eno γ−Eno RALDH1
1 18 w OMS+/NB+ NB/I  +  -  + 
2 18 w OMS+/NB+ NB/I    -  + 
3 49 w OMS+/NB+ NB/III  -  -   
4 23 w OMS+/NB+ NB/III  +  -  + 
5 16 w OMS+/NB+ NB/I  -  -  + 
6 16 w OMS+/NB+ NB/II  -   -  + 
7 29 w OMS+/NB+ NB/I  -    - 
8 35 m OMS+/NB+ NB/II  +  -  - 
9 25 m OMS+/NB+ NB/II  -  -  - 
10 18 m OMS+/NB+ NB/I  +  -  + 
11 26 w OMS+/NB+ NB/II  -  -  - 
12 51 w OMS+/NB+ GNB/I  -  -  + 
13 25 m OMS+/NB+ NB/I  +  -   
14 28 m OMS+/NB+ NB/I  -  -  - 
15 38 m OMS+/NB+ NB/I  -  -  - 
16 48 m OMS+/NB+ NB/III  -  -  - 
17 15 w OMS+/NB+ NB/I      - 
18 75 m OMS+/NB-  --/--      + 
19 16 w OMS+/NB+ NB/IIa      - 
20 15 w OMS+/NB+ NB/III      - 
21 36 m OMS+/NB-  --/--  -  -  - 
22 30 w OMS+/NB-  --/--  -  -  + 
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-  --/--  -    + 
29 13 w OMS+/NB-  --/--  -    - 
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30 15 m OMS+/NB-  --/--  -    - 
31 25 w OMS+/NB-  --/--  -    + 
32 23 w OMS+/NB-  --/--  +    - 
33 24 w OMS+/NB-  --/--  -    - 
34 30 m OMS+/NB-  --/--  -    - 
35 66 w OMS+/NB-  --/--  -    - 
36 28 m OMS+/NB-  --/--  -    + 

37 79 J w OMS+adult  --/--      + 
38 23 J w OMS+adult  --/--      + 
39 75 J m OMS+adult  --/--      - 
40 60 J m OMS+adult  --/--      - 
41 34 J m OMS+adult  --/--      - 
42 58 J w OMS+adult  --/--      + 

 

Abkürzungen: Geschl. = Geschlecht; OMS = Opsoklonus-Myoklonus Syndrom; 
NB = Neuroblastom; OMS+/NB+ = OMS mit Neuroblastom; OMS+/NB- = OMS ohne 
Neuroblastom; GBN = Ganglioneuroblastom; Eno = Enolase; m = männlich; w = weib-
lich; J = Jahre; RALDH1 = Retinaldehydrogenase 1;* = Alter bei Ausbruch der Krank-
heit in Monaten angegeben 
 

 

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

Nr. Geb.dat. Geschl. Diagnose Autoantigene 
  α-Eno γ-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  -   - 



Anhang 

147 

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 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 01.09.2002 w gesund     - 
30 06.11.2002 m gesund     - 
31 23.04.2005 w gesund     - 
32 02.03.2001 w gesund     - 
33 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  -  -  - 

 

Abkürzungen: Geb.dat. = Geburtsdatum; Geschl. = Geschlecht; m = männlich;          
w = weiblich; Eno = Enolase; RALDH1 = Retinaldehydrogenase 1 
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Tabelle III: Klinische Daten und Charakteristika der Seren verwendeter NB-Patienten 
sowie eine Übersicht getesteter Antigene 
 

Nr. Patient Alter Geschl. Tumor/Stadium Autoantigene 
        α-Eno γ-Eno RALDH1 
1 542009 8 m NB/I  -  -  - 
2 389692 9 w NB/IV  -  -   - 
3 611273 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  -  -  - 

 

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

 

6.2 Übersicht über identifizierte potentielle Antigene  
 

Tabelle IV: Übersicht identifizierter potentieller Antigene in Neuroblastomzellen 
 

Nr. Protein M 

(kDa) 

exp. 

M 

(kDa) 

theor. 

pI   

exp. 

pI   

theor. 

Referenz           

(Protein-Funktion) 

1 Heat shock 90 kDa 
protein 1 beta + Heat 
shock 90 kDa prote-

in 1 alpha 

95 83,5 5,0 5,0 (Dou et al. 2003) 

2 KSRP protein (KH-
type splicing regula-

tory protein) 

93 73,3 7,0 8,0 (Min et al. 1997) 

3 CCT (chaperonin 
containing TCP1 

subunit 5, epsilon) 
CCT (Chaperonin 
containing TCP1 
subunit 8, theta) 

63 60 5,6 5,5 (Sternlicht et al. 

1993) 
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4 TCP1-protein 70 60,8 6,4 5,7 (Sternlicht et al. 

1993) 

5 Stress-induced-
Phosphoprotein 1 
(Hsp70/Hsp90-

organizing protein) 

70 63,2 6,6 6,4 (Siligardi et al. 2004) 

6 ENO1 protein  (al-
pha enolase) 

51 47,5 6,4 7,7 (Pancholi 2001) 

7 Aldolase C, fructose 
bisphosphate 

42 39,8 6,6 6,4 (Hawley et al. 2000) 

8 3-phosphoglycerate 
dehydrogenase 

60 57,4 6,3 6,3 Biosynthese 
von Serin 

9 Inosine monophos-
phate (IM) dehydro-

genase 2 

60 56,2 6,5 6,4 De novo pathway der 
Guanin-Nukleotid-

Biosynthese 
10 Calponin 3 40 36,6 5,8 5,7 (Ishikawa et al. 2003) 

11 eukaryotic translati-
on initiation factor 3, 

subunit 2 beta 

39 36,9 5,7 5,4 eIF3 bindet das 40S 
Ribosom während der 
Initiation der Transl. 

12 GAPDH 37 36,2 5,8 8,3 Glykolyse 

13 Heterogenous nuc-
lear ribonucleopro-
tein A2/B1 isoform 

(hnRNPB1) 

35 37,5 8,5 9,0 (Griffin et al. 2004) 

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

 

Tabelle V: Übersicht 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 Patient1 Patient 15 Patient 14
1 Gamma Enolase  +  -  -  + 
2 Aktin   ++  -  ++  + 
3 Rab GDP dissos.  ++  -  ++  ++ 
4 ATPsynthase  +  -  +  + 
5 protein kinase C   +  -  -  + 
6 Transkr. EPR ATPase  +  +  -  - 

7 
Serum albumin+DRP-2, CRMP-

2  ++  +  +  - 
8 Serum albumin  ++  -  +  - 
9 Serum albumin  ++  -  +  - 
10 CRMP-2  +  +  -  - 
11 stress induced phosphoprotein1  +  +  -  + 
12  neg.  -  -  +  - 
13  neg.  -  -  +  - 
14 Pyruvate kinase isoenz.,   +  -  -  - 
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15 CRMP-2  +  -  -  - 

16 
CRMP-2+VATB2 (brain iso-

form)  +  -  -  - 
17 TMABADH  +  -  -  - 

18 
AL9A1+Actin-related Protein 3 

+ ODO2  +  -  -  - 
19 AL9A1  +  -  -  - 
20 Aldehyde dehydrogenase class 2  +  +  +  - 

21 
Retinal dehydrogenase 1 + 

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 DDAH1  ++  -  -  + 
44 DDAH1 + TALDO  ++  -  -  + 
45 DDAH1 + TALDO + IDH3A  ++  -  -  + 
46 Transaldolase (TALDO)  ++  -  -  - 
47 TALDO + BIEA  ++  -  -  + 

48 
Biliverdin reductase A prec. 

(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 + PGAM1  +  -  -  +  
66 Phosphoglycerate+Peroxiredoxin  ++  -  -  + 
67 Phosphoglyceratemutase1  ++  -  -  + 
68 Phosphoglyceratemutase 1  +  -  -  + 
69 Carbonic anhydrase 1  +  -  -  - 
70  neg.  ++  -  +  + 
71 Triosephosphate/PRDX6  +  -  -  - 

72 
Growth factor receptorbound 

Protein 2  +  -  -  - 
73 PRDX6+TPIS+HPRT+GSTM1  ++  -  +  - 
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  +  -  -  - 

81 
Glutathione S-transferase 

P+PRDX3  ++  -  -  - 
82  neg.  +  -  -  - 
83 PEBP1+SODM  +  -  -  - 
84 PRDX1  ++  -  -  - 
85  neg.  ++  -  -  - 
86  neg.  ++  -  -  - 
87  neg. +  -  -  - 
88  neg.  ++  -  -  - 
89  neg.  ++  -  -  - 
90 PRPS1  ++  -  -  - 

 

Bezeichnung: + = normal positives Signal auf dem Film; ++ = verstärkt 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 Abkürzungen 
 

A     Adenin 

Abb.     Abbildung 

add     auffüllen auf 

Amp.     Ampicillin 

APS     Ammoniumpersulfat 

APC     Antigen-präsentierende Zelle (Cell) 

AS     Aminosäure(n) 

ATP     Adenosin-5`-Triphosphat 

bp     Basenpaar(e) 

bzw.     Beziehungsweise 

C     Cytosin 

Ca     Calcium 

Cam     Chloramphenicol 

Carb     Carbenicillin 

°C     Grad Celsius 

d.h.     das heißt 

Da     Dalton 

ddH2O     Bidestilliertes Wasser (hier: Reinstwasser) 

DMSO     Dimethylsulfoxid 

DNA     Desoxyribonukleinsäure 

dNTP     Desoxyribonukleotid-5`-triphosphat 

E.     Escherichia 

et al.     et alteri (und andere) 

EtBr     Ethidiumbromid 

ETOH     Ethanol 

g     Gramm; Erdbeschleunigung 

G     Guanin 

h     Stunde 

His     Histidin 

i.d.R.     in der Regel 

IFN γ     Interferon gamma 

IPTG     Isopropyl-ß-D-thiogalaktopyranosid 
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k     Kilo 

Ka     Kalium 

Kann     Kanamycin 

kb     Kilobasen 

l     Liter 

lacZ     ß-Galaktosidase Gen 

LB     Luria-Bertani 

LPS     Lipopolysaccharid 

µ     mikro 

m     Meter, milli 

M     Molar (Mol pro Liter) 

Mg     Magnesium 

MCS     multiple cloning site 

min     Minute 

mol     Mole (6,023 x 1023) 

mRNA     messenger RNA 

n     Nano, Anzahl 

Na     Natrium 

NB     Neuroblastom 

nm     Nanometer 

OD     optische Dichte 

Odx     optische Dichte bei einer Wellenlänge 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     Retinolsäure 

RBS     Ribosomale-Bindungs-Stelle 

RNA     Ribonukleinsäure 

RNase     ribosomale Ribonukleinsäure 
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rpm     Umdrehungen pro Minute (revolution per minute) 

RT     Raumtemperatur 

S.     Seite 

SDS     Natriumdodecylsulfat 

sec     Sekunde(n) 

T     Thymin 

t     Zeit 

Tab.     Tabelle 

Tet     Tetracyclin 

Tris     Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

U     Unit 

u.a.     unter anderem 

UV     Ultraviolett 

V     Volt 

v/v     Volumen pro Volumen 

Vol.     Volumen 

W.     Watt 

w/v     Gewicht pro Volumen 

z.B.     zum Beispiel 
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