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1 Zusammenfassung/Summary

1.1 Zusammenfassung

Die Myasthenia gravis (MG) ist eine seltene neurologische Erkrankung, die
durch eine gestdrte neuromuskulare Erregungsibertragung gekennzeichnet
ist, welche auf die Produktion pathogener Autoantikorper gegen die a-
Untereinheit des nikotinischen Acetylcholinrezeptors (AChR) der muskularen
Endplatte zurtiickgeht. Obwohl die Myasthenia gravis eine der am besten
verstandenen Autoimmunerkrankungen darstellt, ist unklar, ob sich die hu-
morale Immunantwort im Rahmen der MG auf ein einziges Zielantigen fokus-
siert oder ob die Produktion der AChR-Antikorper einen Teilaspekt eines glo-

bal veranderten Autoantikorperprofiles darstellt.

Das Guillain-Barré-Syndrom (GBS) ist der Prototyp einer immunvermittelten
akuten peripheren Neuropathie. Auch wenn die Atiopathogenese des GBS
bislang ungeklart ist, deuten verschiedene Studien auf eine Beteiligung hu-

moraler Immunmechanismen hin.

Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Arbeit Autoantikor-
perprofile in Serumproben von Patienten mit MG (n=25) respektive GBS
(n=22) im Vergleich zu gesunden Probanden (n=32) mit Hilfe eines 1827 Au-
toantigene umfassenden Proteinmacroarrays analysiert. Hierbei sollte geklart
werden, ob die so ermittelten globalen Autoantikorperprofile eine zuverlassi-
ge statistische Differenzierung von Patienten mit MG bzw. GBS von gesun-
den Probanden erlauben. Daruber hinaus sollte untersucht werden, ob bis-
lang unbekannte Autoantigene existieren, gegen die sich eine humorale Im-
munantwort im Rahmen einer Myasthenia gravis bzw. eines Guillain-Barreé-

Syndroms richtet.

Die statistische Differenzierung der Probandengruppen wurde mit Hilfe einer
Support Vector Machine samt linearem Kernel mit einer hundertfach wieder-
holten, nicht stratifizierten, zehnfachen Kreuzvalidierung durchgeftihrt und
erbrachte hinsichtlich der Klassifikation MG versus Gesunde eine Sensitivitat

von 43,4%, eine Spezifitat von 62,0% und eine statistische Genauigkeit von
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53,9%. Die Klassifikation der GBS-Seren versus Gesunde erreichte eine
Sensitivitat von 30,5%, eine Spezifitat von 67,3% und eine Genauigkeit von
52,3%. Insgesamt erlaubten die erstellten Seroreaktivitatsprofile somit weder
eine zuverlassige statistische Differenzierung der MG- Patienten noch der

GBS-Patienten von den Kontrollprobanden.

Um den Informationsgehalt einzelner Klone des Proteinmacroarrays hinsicht-
lich der erstellten Klassifikationen quantifizieren zu kdnnen, wurde fur alle
Klone die ,area under the receiver operator characteristics curve (AUC) “ be-
rechnet. Hierbei konnte ein informativer in-frame-Klon (,poly(A)binding prote-
in, cytoplasmatic1*) fur die Klassifikation der MG-Seren versus der Normalse-
ren und vier informative in-frame-Klone hinsichtlich der Klassifikation der
GBS-Seren versus der gesunden Kontroll-Seren identifiziert werden (,tumor
protein p53*, ,metastasis associated 1% ,vimentin®, ,amyloid beta (A4) pre-
cursor protein-binding, family B, member 1). Die Antigene ,tumor protein
p53“und ,vimentin®, die den hochsten Informationsgehalt fur die Klassifikati-
on der GBS- versus der Kontroll-Seren besalien, sind bereits im Kontext mit

klassischen Autoimmunerkrankungen beschrieben.

Daruber hinaus wurden mittels eines cut-off-Wertes die Frequenzen positiver
Seren gegen ein bestimmtes Antigen innerhalb der drei unterschiedlichen
Gruppen bestimmt. Sowohl in der MG-Gruppe (,40S ribosomal protein S13°,
Lproteasome (prosome, macropain) subunit alpha type 1) als in der GBS-
Gruppe (,tubulin beta 2A* ,ribosomal protein L29%) fanden sich je zwei in-
frame-Klone, gegen die in den Patienten- im Vergleich zu den entsprechen-
den Kontroll-Seren signifikant haufiger (p<0,05) Autoantikorper vorlagen. Die
Antigene ,ribosomal protein S13“ und ,proteasome (prosome, macropain)
subunit alpha type 1“ wurden ebenfalls bereits bei anderen Autoimmuner-

krankungen als potentielle Autoantigene identifiziert.

Zusammenfassend erlauben die hier ermittelten globalen Autoantikorperpro-
file keine Differenzierung von Patienten mit MG, GBS und gesunden Kontrol-
len. Hinsichtlich der MG konnen diese Befunde dahingehend interpretiert

werden, dass die Autoantikorperproduktion bei Patienten mit MG einen rela-
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tiv fokussierten antigenspezifischen Prozess darstellt, der im Wesentlichen
auf den nikotinischen Acetylcholinrezeptor beschrankt bleibt. Daruber hinaus
konnten jedoch sowohl bei Patienten mit MG als auch GBS zwei bislang un-
bekannte Antigene identifiziert werden, gegen die sich in der jeweiligen Pati-
entengruppe signifikant haufiger als bei Gesunden Autoantikdrper fanden.
Inwiefern diese Autoantikorper in der Pathogenese der MG beziehungsweise

des GBS tatsachlich relevant sind, ist in weiterfihrenden Studien zu klaren.
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1.2 Summary

Myasthenia gravis (MG) is an uncommon neurological disease characterised
by failure of neuromuscular transmission. This failure of neuromuscular
transmission results from the binding of autoantibodies to the a-subunit of the
nicotinic acetylcholine receptor (AChR) at the neuromuscular junction.

Though MG is one of the best understood autoimmune syndromes, it is cur-
rently unknown whether the immune response occurring in MG is focused on
a single target antigen, that is the AChR, or if the production of the anti-
AChR-antibodies is only an aspect of a globally changed autoantibody profile

in patients with MG.

Guillain-Barré-Syndrome (GBS) is considered the prototype of immune-
mediated acute peripheral neuropathies. Although the exact pathogenesis of
GBS is not elucidated yet, various studies suggest an involvement of humoral

immune mechanisms.

In this work, we analysed autoantibody profiles in sera of patients with MG
(n=25), GBS (n=22) and healthy controls (n=32) using a proteinmacroarray
containing 1827 putative human autoantigens, We thereby wanted to invesit-
gate whether autoantibody signatures allow to differentiate patients with MG
or GBS from healthy controls. Furthermore, we wanted to determine whether
there are further, previously unknown autoantigens that are recognized by
autoantibodies in the serum of MG or GBS patients.

The statistical differentiation of the experimental groups was carried out by a
support vector machine with a linear kernel. Mean sensitivity, specificity and
accuracy were calculated from 100 runs of a non-stratified, tenfold crossvali-
dation. The statistical differentiation of MG sera from healthy control sera
showed a sensitivity of 43,4%, a specificity of 62,0 and an accuracy of
53,9%. The classification of GBS sera versus healthy control sera yielded a
sensitivity of 30,5%, a specificity of 67,3% and accuracy of 52,3%. Alto-
gether, the autoantibody profiles established by proteinmacroarray-screening
thus do not allow to differentiate patients with MG or GBS from healthy con-

trols.
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To rank single antigens of the proteinmacroarray according to their informa-
tion content for a classification task, the area under the curve (AUC) was
computed for every clone. This identified one informative in-frame-clone
(»poly(A)binding protein, cytoplasmatic1”) for the classification of MG sera
versus healthy control sera and four informative in-frame-clones (,tumor pro-
tein p53“, ,metastasis associated 1% ,vimentin® ,amyloid beta (A4) precursor
protein-binding, family B, member 1) for the classification of GBS sera ver-
sus healthy control sera. The antigens ,tumor protein p53“ and ,vimentin®
which had the highest information content for the classification of GBS sera
versus healthy control sera were already described in context of other classi-

cal autoimmune diseases.

In addition, by using a cut-off-point the frequencies of seroreactivity were
computed against every antigen within the three different groups. In the MG
group (,40S ribosomal protein S13%, ,proteasome [prosome, macropain] sub-
unit alpha type 1) and in the GBS group (,tubulin beta 2A“, ,ribosomal pro-
tein L29%) two in-frame-clones could be determined each which induced a
humoral immune response significantly more often in patient’s sera than in
healthy control sera. The antigens ,ribosomal protein S13“ and ,proteasome
[prosome, macropain] subunit alpha type 1“were already identified as poten-

tial autoantigens in the context of other autoimmune diseases as well.

In summary, global autoantibody profiles as determined in this work did not
allow to differentiate patients with MG or GBS from healthy controls. These
findings suggest that autoantibody production in patients with MG is a rela-
tively focused antigen-specific process limited to the nicotinic AChR. How-
ever, in the group of patients with MG and GBS two antigens could be identi-
fied each that reacted significantly more often with patients’ sera than with
healthy control sera. Whether the identified autoantibodies are relevant for

the pathogenesis of MG or GBS has to be examined in future studies.
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2 Einleitung

2.1 Myasthenia gravis
Bei der Myasthenia gravis pseudoparalytica handelt es sich um eine Auto-
immunerkrankung, die durch eine gestorte neuromuskulare Erregungsuber-

tragung charakterisiert ist.

Die Erstbeschreibung myasthener Symptome erfolgte bereits im Jahre 1672
durch den Oxforder Mediziner Thomas Willis in dessen Werk ,De Anima Bru-
torum®, welches jedoch bis ins Jahr 1903 kaum Beachtung fand [1]. Die erste
modernere Falldarstellung stammt von dem Londoner Arzt Samuel Wilks aus
dem Jahre 1877 [1]. Der Heidelberger Wilhelm Erb sowie der Warschauer
Neurologe Samuel Goldflam lieferten die umfassendsten Publikationen zur
Myasthenia gravis, welche infolgedessen auch lange als Erb-Goldflam-
Syndrom bezeichnet wurde [1]. Der Terminus Myasthenia gravis pseudopa-
ralytica wurde schlief3lich 1895 durch den deutschen Mediziner Friedrich Jol-
ly gepragt, der im Rahmen seiner elektrophysiologischen Untersuchungen

erstmals das fiir die MG charakteristische Dekrement nachweisen konnte.

Die Inzidenz der autoimmunen Myasthenia gravis betragt zwischen 0,25 und
2,0 pro 100.000 Einwohner: Sie stellt folglich eine relativ seltene Erkrankung
dar. Die autoimmune MG kann sich prinzipiell in jedem Lebensalter manifes-
tieren [2]. Abhangig vom Erkrankungsalter der betroffenen Patienten weist
die Inzidenz geschlechtsspezifische Unterschiede auf. Wahrend vor dem 40.
Lebensjahr bevorzugt das weibliche Geschlecht betroffen ist, lassen sich ab
dem 50. Lebensjahr signifikant erhdhte Inzidenzen flr das mannliche Ge-

schlecht verzeichnen [2].

Klinisches Korrelat der gestdrten Erregungsiubertragung stellt eine abnorme,
belastungsabhangige Ermuidbarkeit der Willkiirmuskulatur dar. Diese nimmt
typischerweise im Tagesverlauf zu und bildet sich — zumindest zu Beginn der
Erkrankung — in Ruhe spontan zurlck. Bei zwei Drittel der Patienten tritt die
Myasthenia gravis initial mit okularen Symptomen in Form von Doppelbildern
oder einer Ptosis in Erscheinung, um dann im weiteren Krankheitsverlauf zu

generalisieren. Eine Beteiligung der Bulbarmuskulatur aufRert sich in Kau-,
13-



Schluck-, und Sprechstorungen. Schreitet der Prozess weiter fort, greift die
Muskelschwache auch auf Extremitaten- und Rumpfmuskulatur tber. Kommt
es zur Mitbeteiligung der Interkostalmuskulatur, droht die Gefahr einer beat-
mungspflichtigen respiratorischen Insuffizienz, der sogenannten myasthenen

Krise.

Je nach klinischem Verlauf wird zwischen okularer und generalisierter Myas-
thenia gravis unterschieden. Die okuldre Verlaufsform, die bei 10-20% der
Patienten vorliegt, betrifft lediglich die auReren Augenmuskeln einschliel3lich
des M. levator palpebrae.

Ursachlich fur die im Rahmen einer MG auftretende neuromuskulare Trans-
missionsstorung ist die Bildung pathogener Autoantikorper, die sich gegen
den an der muskularen Endplatte befindlichen nikotinischen Acetylcholinre-
zeptor (AChR) richten [3]. Es handelt sich hierbei um eine polyklonale Im-
munantwort: Die gebildeten Autoantikdrper, die vorwiegend den Subklassen
IgG1 und IgG3 angehodren, treten mit multiplen antigenen Determinanten der
verschiedenen AChR-Untereinheiten in Wechselwirkung [4]. Mehr als 50 Pro-
zent der Acetylcholin-Rezeptor-Autoantikérper erkennen jedoch spezifisch
das konformationsabhangige, am extrazellularen Apex der as-Untereinheit
des nikotinischen Acetylcholinrezeptors gelegene Hauptepitop (sogenannte

MIR, main immunogenic region) [5].

Anhand eines Tiermodelles, der sogenannten experimentellen Myasthenia
gravis (EAMG), konnten verschiedene Pathomechanismen identifiziert wer-
den, mittels derer die Anti-AChR-Antikorper die neuromuskulare Erregungs-
Ubertragung beeintrachtigen. Das verwendete Tiermodell geht auf experi-
mentelle Studien von Patrick und Lindstrom aus dem Jahre 1973 zurtck. Im
Rahmen ihrer Untersuchungen konnten sie demonstrieren, dass sich bei
Versuchskaninchen durch Injektion aus Electrophorus electricus (Zitteraal)
stammender aufgereinigter Anti-AChR-Antikoérper, die elektrophysiologi-
schen, klinischen und immunologischen Kennzeichen einer MG induzieren
lieRen [6].
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Die verschiedenen immunologischen Pathomechanismen, die man im Zu-
sammenhang mit den fur die MG charakteristischen Anti-AChR-

Autoantikdrpern diskutiert, sollen im Folgenden naher erlautert werden.

Ein bedeutender Mechanismus stellt die antikorpervermittelte Bindung und
Aktivierung von Komplementfaktoren an der neuromuskularen Endplatte dar.
In elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnten an motorischen
Endplatten von Patienten mit Myasthenia gravis Ablagerungen des Komple-
mentfaktors 9 nachgewiesen werden [7]. An motorischen Endplatten an
EAMG erkrankter Versuchstiere fanden sich zudem Ablagerungen aus IgG-
und Komplementfaktor 3 bestehender Immunkomplexe [8]. Lennon et al. [9]
konnten aul3erdem demonstrieren, dass eine Komplementverarmung, die
zuvor durch Verabreichung von Cobra Factor (CoF) herbeigefuhrt wurde, die
verwendeten Versuchstiere vor der Ausbildung einer EAMG schutzt. Die
durch die Autoantikdrper induzierte Komplementaktivierung gipfelt letztlich in
der Ausbildung des sogenannten membrane attack complexes (MAC). Die-
ser bedingt eine fokale Lyse der postsynaptischen Membran und damit eine
veranderte Architektur derselbigen: Die charakteristischen postsynaptischen
Auffaltungen werden reduziert, was eine verringerte Oberflache und somit
eine Abnahme der Acetylcholinrezeptordichte der postsynaptischen Memb-

ran zur Folge hat [10].

Alternativ sind die gebildeten Autoantikorper im Stande, eine Kreuzvernet-
zung benachbarter Acetylcholinrezeptormolekile zu induzieren [11]. Die ent-
stehenden Aggregate triggern wiederum eine beschleunigte Internalisierung
und somit einen gesteigerten lysosomalen Abbau der Acetylcholinrezeptor-
Molekule [11]. Diesen Pathomechanismus, der auch als antigenic modulation
bezeichnet wird, nutzen vorzugsweise diejenigen Autoantikdrper, deren Epi-
tope sich spezifisch gegen die main immunogenic region richten. Diese be-
sitzen aufgrund ihrer Bindung an die MIR eine optimale Orientierung, um be-
nachbarte AChR-Molekule zu vernetzen und so deren Abbau im Sinne der

oben beschriebenen antigenic modulation zu steigern.
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Desweiteren konnen die gebildeten Autoantikdrper einen pharmakologischen
Block intakter Acetylcholinrezeptor-Molekule bewirken. Obwohl dieser Pa-
thomechanismus allgemeinhin als selten gilt, kdnnte ihm dennoch eine nicht
minder wichtige klinische Bedeutung zukommen [12]. In tierexperimentellen
Untersuchungen rief die direkte Blockade der Acetylcholinbindungstellen
durch zuvor verabreichte monoklonale Antikdrper eine akute, schwere Mus-
kelschwache bei Versuchstieren hervor. Die fur die MG typischen entzundli-

chen Veranderungen der Muskelendplatte traten jedoch nicht auf [13].

Die Destruktion des postsynaptischen Faltenapparates, der Verlust funktions-
fahiger Acetylcholinrezeptormolekile oder auch deren verminderte Aktivitat
bedingen allesamt eine Reduktion des sogenannten safety factors der neu-
romuskuldren Ubertragung an der Endplatte. Auf Grund dessen sinkt das
Endplattenpotential letztlich unter den Schwellenwert, der nétig ware, um ein
Aktionspotential zu generieren. Eine intakte neuromuskulare Transmission,
die wiederum die Grundvorrausetzung jeder adaquaten Muskelkontraktion

darstellt, ist unter diesen Umstanden nicht moglich.

Interessanterweise korreliert der absolute Anti-AChR-Antikdrpertiter hierbei
nicht mit der Schwere der Erkrankung [14]. Der individuelle Titerverlauf eines
Patienten lasst hingegen Ruckschlisse auf Veranderungen des klinischen
Zustandes zu [15].

Autoantikorper, die sich gegen den nikotinischen Acetylcholinrezeptor rich-
ten, sind bei circa 80-85% von an einer generalisierten Myasthenia gravis er-
krankten Patienten nachweisbar [14]. Bei schatzungsweise 15-20% aller Pa-
tienten mit generalisierter Myasthenie lassen sich selbst mit empfindlichen
Radioimmunoassays keine charakteristischen Autoantikdrper gegen den ni-
kotinischen Acetylcholinrezeptor detektieren [16]. Bei 70% dieser sogenann-
ten seronegativen Patienten finden sich jedoch Autoantikbrper gegen die in
der motorischen Endplatte befindliche muskelspezifische Tyrosinkinase
(MuSK) [17]. Als integraler Bestandteil des in der neuromuskularen Endplatte

gelegenen Agrin-Rezeptors ist sie Uber komplexe Signaltransduktionswege
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an der Clusterbildung von Acetylcholinrezeptormolekulen und anderer synap-
tischer Proteine, wie beispielsweise dem Rapsyn, beteiligt.

Bei Patienten, bei denen die Myasthenie paraneoplastisch in Assoziation mit
einem Thymom auftritt, konnten zudem Autoantikorper gegen Titin und den
Ryanodinrezeptor nachgewiesen werden [18]. In anderen Fallen interferieren
die gebildeten Autoantikdrper auch mit den Muskelproteinen Myosin und Ak-
tin [19].

Die Produktion der fur die MG charakteristischen pathogenen Autoantikorper
stellt einen T-Zell-abhangigen Prozess dar. Hohlfeld et al. gelang erstmals
der Nachweis AChR-spezifischer, autoreaktiver T-Lymphozyten im Blut von
an MG erkrankten Patienten [20]. Die pathogenetische Bedeutung autoreak-
tiver T-Zellen konnte zudem in verschiedenen tierexperimentellen Transfer-
versuchen demonstriert werden. An SCID-Mausen, die zuvor mit Blutlym-
phozyten von Myastheniepatienten transplantiert worden waren, konnten nur
dann die fur die MG typischen klinischen und serologischen Befunde erho-
ben werden, wenn die transplantierten Zellen auch CD4+T-Zellen enthielten
[21]. Ebenso war es bei Knockout-Mausen, die gentechnisch so manipuliert
wurden, dass die Expression funktioneller CD4+T-Zellen unterblieb, nicht
moglich eine EAMG hervorzurufen [22]. Wie bei anderen Autoimmunerkran-
kungen wurde auch im Zusammenhang mit der MG eine Funktionsstorung

regulatorischer T-Zellen beschrieben [23].

Zu erwahnen bleibt, dass interessanterweise auch im Blut vieler gesunder
Personen AChR-spezifische T-Zellen zirkulieren, die jedoch keine Kklinisch

signifikante Autoimmunreaktion initiieren [24].

Desweiteren geben histologische und biochemische Befunde Hinweise dar-
auf, dass der Thymusdrise eine SchlUsselrolle hinsichtlich der Initiierung au-
toimmuner Reaktionen im Rahmen der MG zukommt. In der Tat, kdnnen bei
bis zu 75% der Patienten pathologische Alterationen der Thymusdruse fest-
gestellt werden. In 85% der Falle handelt es sich dabei um eine lymphofolli-
kuldre Thymitis. Bei 15% der Patienten besteht ein Thymom. Im Thymus-

mark befindliche myogene Zellen (Myoidzellen), exprimieren auf ihrer Ober-
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flache AChR [25]. Es wird spekuliert, dass die AChR thymischer Myoidzellen
nach Prozessierung durch antigenprasentierende Zellen autoreaktiven T-
Zellen prasentiert werden, welche ihrerseits eine Aktivierung autoantikdr-
perproduzierender B-Zellen vermitteln. Die Mechanismen, die hierbei unmit-
telbar zum Verlust der Selbsttoleranz und damit einhergehend zur Auslésung
der Autoimmunreaktion fuhren, sind bisher ungeklart.

Wie bei anderen Autoimmunerkrankungen konnte auch bei der Myasthenia
gravis eine Assoziation mit bestimmten HLA Subtypen festgestellt werden.
Unter anderem sind die HLA Allele B8, A1, DR3 und DW3 mit einem erhoh-

ten Risiko verbunden, an Myasthenia gravis zu erkranken [22].

2.2 Guillain-Barré-Syndrom

Das Guillain-Barré-Syndrom (GBS) gilt als Prototyp einer immunvermittelten
peripheren Neuropathie. Nach der Eindammung der Poliomyelitis stellt das
GBS die haufigste Ursache akuter, generalisierter Lahmungen in der westli-
chen Welt dar.

Die erste Fallbeschreibung eines vermutlich an Guillain-Barré-Syndrom er-
krankten Patienten stammt von Jean Baptiste Octave Landry aus dem Jahre
1859 [26]. Wahrend es sich bei der von Landry beschriebenen ,paralysie as-
cendante aigue“ um eine rein klinische Diagnose handelte, gelang es den
franzosischen Neurologen Georges Guillain, Jean-Alexandre Barré und And-
ré Strohl im Jahre 1916 auch den fur das GBS charakteristischen Liquorbe-
fund die ,dissociation cytoalbuminique®, eine erhdhte Eiweillkonzentration bei
geringer oder fehlender Pleozytose, nachzuweisen. Im Rahmen der wochent-
lichen Konferenz der ,Société médicale des hdpitaux de Paris® stellten sie ih-
re Studien an zwei Soldaten der franzosischen Armee vor, welche eine akute
sensomotorische Parese samt Areflexie entwickelten, die sich jedoch spon-
tan innerhalb einiger Wochen zurtckbildete [27]. Vor diesem Hintergrund

wurde 1927 auch die Bezeichnung ,Guillain-Barré-Syndrom*“ gepragt [28].

Seit der Erstbeschreibung konnten eine Reihe von Subtypen des Guillain-
Barré-Syndroms identifiziert werden, die sich in Verlauf und Kilinik unter-

scheiden. Den in Europa und Nordamerika vorherrschenden Suptyp repra-
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sentiert die akute inflammatorische demyelinisierende Polyradikuloneuro-
pathie (AIDP) [29]. Sie stellt die akute Verlaufsform des GBS dar und soll im

Fokus der weiteren Betrachtungen stehen.

Zu den anderen beschriebenen Unterformen zahlen die akute motorische
axonale Neuropathie (AMAN), die akute motorisch-sensible axonale Neuro-
pathie (AMSAN) sowie das Miller-Fisher-Syndrom (MFS). Die chronische
Verlaufsform des GBS tragt die Bezeichnung chronisch inflammatorische

demyelinisierende Polyneuropathie (CIDP).

Die Inzidenz des GBS in Europa wird zwischen 1,2 und 1,9 pro 100.000 Ein-
wohner angegeben [30, 31]. Weltweit gesehen, betragt die Inzidenz zwi-
schen 0,4 und 4 pro 100.000 Einwohner [32]. Manner sind bis zu 1,5 mal
haufiger betroffen als Frauen. Bogliun et al. konnten zudem eine Korrelation
zwischen Inzidenz und Erkrankungsalter der Patienten nachweisen [33]:
Demnach lasst sich ein Anstieg der Inzidenz des GBS von 0,79 pro 100.000
bei den unter 35-jahrigen Patienten auf 4,67 pro 100.000 bei den Uber 75-

jahrigen Patienten verzeichnen.

Klinisch imponiert die akute demyelinisierende Polyneuropathie durch sym-
metrisch auftretende, oft von distal nach proximal aufsteigende, generalisier-
te Paresen samt Areflexie. Eine autonome Mitbeteiligung ist haufig und kann
sich in Form von kardialen Arrhythmien, Blutdruckschwankungen und Harn-
verhalt duRern. Bei bis zu 25% der Patienten ist aufgrund einer respiratori-
schen Insuffizienz eine kunstliche Beatmung erforderlich [34].

Bei zwei Dritteln der GBS-Erkrankungen kann eine vorausgehende Infektion
diagnostiziert werden, die sich bis zu sechs Wochen vor dem eigentlichen
Erkrankungsbeginn manifestiert. Vorwiegend handelt es sich dabei um respi-
ratorische Infektionen sowie um gastrointestinale Infekte [35]. Haufigstes in-
fektidses Agens der gastrointestinalen Infektionen stellt dabei Campylobacter
jejuni dar, der sich in 30-40% der Falle nachweisen lasst [36]. Andere Erre-
ger, die im Verdacht stehen als Triggerfaktoren fur eine GBS-Erkrankung zu
fungieren, sind beispielsweise das Epstein-Barr-Virus, das Zytomegalovirus

sowie Mycoplasma pneumoniae [37].
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Desweiteren wurde immer wieder Uber einen kausalen Zusammenhang zwi-
schen der Verabreichung verschiedener Impfstoffe und dem Auftreten des
Guillain-Barré-Syndromes spekuliert. Aktuell existiert jedoch keine Studie, die
diese Hypothesen ausreichend statistisch belegen kann [38]. Ebenso konn-
ten bisher kein statistischer Beweis fur eine erhdohte Inzidenz des GBS nach
Operationen erbracht werden [39].

Das typische histologische Bild der akuten inflammatorischen Polyneuropa-
thie ist durch eine multifokal auftretende mononukleare Zellinfiltration des ge-
samten peripheren Nervensystems gekennzeichnet, die letztlich eine seg-
mentale Demyelinisierung der peripheren Nerven zur Folge hat. Die Lokalisa-
tion der inflammatorischen Lasionen korreliert dabei direkt mit dem Muster

der neurologischen Ausfallerscheinungen [40].

Die charakteristischen zellularen Infiltrate setzen sich hauptsachlich aus
Lymphozyten und Makrophagen zusammen. Der beschriebene Myelinverlust
ist dabei insbesondere auf die pathologische Aktivitat der Makrophagen zu-
ruckzufuhren: Nachdem diese die Basalmembran der Nervenfasern durch-
drungen haben, wandern sie in die zuvor intakten Myelinschichten ein und
|I6sen diese von den Axonen ab [41]. Die Myelinschichten kénnen im Verlauf
regenerieren. In schweren Fallen induzieren die inflammatorischen Prozesse

jedoch eine sekundare, axonale Degeneration, welche irreversibel ist.

Durch Studien am Tiermodell des Guillain-Barré-Syndromes, der sogenann-
ten experimentellen allergischen Neuritis (EAN), hat man versucht die der
immunvermittelten Demyelinisierung zu Grunde liegenden Pathomechanis-
men naher zu klaren. Waksman und Adams verwiesen erstmals auf die Ana-
logie zwischen den histopathologischen Befunden der AIDP und derer der
EAN, die experimentell durch aktive Immunisierung mit einem Homogenisat
peripherer Nerven und Freunds Adjuvans bei Versuchstieren hervorgerufen

werden konnte [42].

Dennoch sind die immunologischen Mechanismen, die die zielgerichtete

Einwanderung der Makrophagen in peripheres Nervengewebe bedingen,
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nicht vollstandig geklart. Es werden jedoch verschiedene Erklarungsansatze
diskutiert, die im Folgenden naher erlautert werden sollen.

Gemal einer dieser Hypothesen nehmen aktivierte autoreaktive T-Zellen, die
sich gegen ein spezifisches Epitop auf der Oberflache der Schwann-Zellen
oder aber der Myelinscheiden richten, eine Schlusselrolle in der Pathogene-
se der akuten inflammatorischen Polyneuropathie ein. Diese aktivierten T-
Zellen missen zunachst die Blut-Nerven-Schranke penetrieren, um ins peri-
phere Nervensystem zu gelangen. Dort bewirken sie durch die Sezernierung
proinflammatorischer Zytokine eine Rekrutierung respektive Aktivierung von
Makrophagen. Diese setzen wiederum toxische Mediatoren wie beispielswei-
se Stickstoffmonoxid (NO), verschiedene Matrix Metalloproteinasen (MMPs)
und proinflammatorische Zytokine frei, welche letztlich die Myelinschichten
der Axone nachhaltig schadigen [43, 44].

Gestltzt wird diese Hypothese durch verschiedene Beobachtungen. Bereits
in fruhen Stadien der AIDP lassen sich dichte T-Zellinfiltrate nachweisen [45].
Diese sind selbst in Biopsaten des Nervus suralis zu finden, welcher zu den
mit am spatesten von der Neuropathie betroffenen Nerven gehort [46]. Zu-
dem konnten bei an GBS erkrankten Patienten erhdhte Serumkonzentratio-
nen des human leucocyte antigens (HLA)-DR, des Transferrinrezeptors
(TFR) sowie des Interleukin-2-Rezeptors (IL2R) festgestellt werden [47, 48].
Eine vermehrte Expression dieser Parameter dient als Indikator flr das Vor-

handensein aktivierter T-Zellen.

Weitere Indizien flr die pathogenetische Bedeutung aktivierter T-Zellen, er-
brachten verschiedene tierexperimentelle Studien. Anhand derer konnte ge-
zeigt werden, dass die Immunisierung mit autoreaktiven T-Zelllinien gegen
die Myelinbestandteile PO, P2 und PMP22 eine EAN bei den verwendeten
Versuchstieren induzierte [49].

Alternativ wird die Bedeutung der humoralen Immunantwort hinsichtlich der
Atiopathogenese der akuten inflammatorischen demyelinisierenden Polyneu-
ropathie diskutiert. Die mitunter rapide Verbesserung der klinischen Sym-

ptomatik nach Plasmapheresebehandlungen und der Gabe intravendser Im-
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munglobuline spricht fur eine Mitbeteiligung humoraler Faktoren. Im Fokus
dieser Hypothesen stehen Autoantikdrper, deren Epitope sich gegen spezifi-
sche Antigene in der auReren Schwannzellmembran richten. Komplement-
vermittelt sollen diese eine blaschenféormige Ablosung der Schwannzell-
membran induzieren und somit letztlich eine Demyelinisierung der Axone

herbeifiihren.

In Plasma- und Liquorproben an GBS erkrankter Patienten liel3en sich erhdh-
te Konzentrationen verschiedener Komplementkomponenten nachweisen
[50]. Zudem konnten Hafer-Macko et al. an entsprechenden Nervenbiopsa-
ten Ablagerungen der Komplementfaktoren C3d und des terminalen lytischen
Komplexes (C5b-9) auf den auleren Oberflachen der Schwannzellen de-
monstrieren [51]. Da die typische vesikulare Degeneration der betroffenen
Myelinschichten bereits vor der Einwanderung der Makrophagen einsetzte,
legt dies die Vermutung nahe, dass zumindest einige der Formen der AIDP

im Wesentlichen durch Komplementaktivierung vermittelt werden.

Noch unklar ist, gegen welche Zielstrukturen sich die vermuteten Autoanti-

korper dabei richten.

Wahrend bei anderen Unterformen des Guillain-Barré-Syndromes — im Be-
sonderen beim Miller-Fisher-Syndrom — eine Assoziation mit Autoantikérpern
gegen bestimmte Gangliosidepitope festgestellt werden konnte, lield sich fur
die AIDP bisher keine charakteristische Anti-Gangliosid-Antikorper-
Konstellation identifizieren [52]. Es stellt sich folglich die Frage, ob weitere,
bisher unbekannte Anti-Gangliosid-Antikdrper existieren, denen eine patho-
genetische Bedeutung im Rahmen einer AIDP zukommt oder aber ein ganz-

lich anderer Mechanismus flr die Pathogenese der AIDP ursachlich ist.

2.3 Allgemeine Bedeutung von Autoantikorpern

Als Autoantikorper werden Immunglobuline bezeichnet, deren Epitope sich
gegen korpereigene Antigene (Autoantigene) richten. Charakteristischerwei-
se treten sie im Rahmen von Autoimmunerkrankungen auf. lhr Vorkommen
ist jedoch nicht alleinig auf diese beschrankt. So werden Autoantikdrper bei-

spielsweise auch infolge massiver Gewebeschaden nachgewiesen. Daruber
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hinaus konnte eine Vielzahl tumor-assoziierter Autoantikorper identifiziert
werden. Erwahnenswert in diesem Zusammenhang sind auch die naturlichen
Autoantikdrper, die sich in Seren gesunder Individuen detektieren lassen und

im Organismus wichtige physiologische Funktionen erfillen.

In den folgenden Abschnitten sollen einige dieser Teilaspekte dargestellt und
abschlieRend auf die Bedeutung der Autoantikorper als diagnostische und

prognostische Biomarker eingegangen werden.

2.3.1 Naturliche Antikorper

Als naturliche Antikdrper werden Immunglobuline bezeichnet, die in Orga-
nismen gesunder Individuen produziert werden, ohne dass zuvor eine Immu-
nisierung gegen ein entsprechendes Zielantigen stattgefunden hat. Natirli-
che Antikérper konnten inzwischen bei allen Vertebraten nachgewiesen wer-
den [53]. lhre Produktion unterliegt hauptsachlich einer sich autonom ver-
mehrenden Subpopulation von B-Zellen, den sogenannten B-1-Zellen oder
auch CD5+B-Zellen [54]. Zum groldten Teil handelt es sich dabei um Im-
munglobuline vom IgM-Isotyp. Daneben sind aber auch die Immunglobu-
linklassen 1gG und IgA vertreten. Naturliche Autoantikdrper sind hauptsach-
lich polyreaktiv und somit in der Lage ein breites Spektrum korpereigener
sowie fremder Antigene zu binden [55]. Die naturlich vorkommenden IgM-
Autoantikorper verfligen lediglich Uber eine maRige Bindungsaffinitat. Auf-
grund ihrer pentameren Struktur kann diese jedoch mit einer hohen Aviditat
(Gesamtbindungsstarke eines multivalenten Molekuls) kompensiert werden
[56].

Wie bereits angedeutet, erfullen diese Antikdrper mitunter wichtige physiolo-
gische Funktionen. Eine wesentliche Bedeutung kommt den naturlichen Au-
toantikdrpern hinsichtlich der ,first line defense“ gegenuber Pathogenen wie
beispielsweise Bakterien und Viren zu: Durch Opsonierung infektidser Parti-
kel erleichtern sie deren Phagozytose durch Neutrophile und Makrophagen.
Zudem konnen sie die direkte Lyse der Pathogene durch Aktivierung des
klassischen Komplementweges einleiten. Darlber hinaus sind sie auch im

Stande bakterielle Endotoxine zu neutralisieren [57].
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Eine weitere Funktion der naturlichen Autoantikorper besteht in der Beseiti-
gung von Stoffwechselabbauprodukten und alterierten Zellen und damit ein-
hergehend in der Protektion des Organismus vor der Induktion pathologi-
scher Autoimmunreaktionen [58]. Von apoptotischen Zellen freigesetzte Pro-
teine fungieren unter Umstanden als Autoantigene und konnen infolgedessen
eine Aktivierung des angeborenen Immunsystems im Sinne einer Autoim-
munantwort hervorrufen [59]. Durch die Elimination zirkulierender, antigener
Stimuli aus dem Organismus tragen die natlrlichen Antikérper somit wesent-

lich zur Homoostase des Immunsystems bei.

In welcher Beziehung die naturlichen Antikdrper zu den im Rahmen einer Au-
toimmunerkrankung gebildeten, pathologischen Autoantikérpern stehen, ist
bislang unklar. Diskutiert wird in diesem Zusammenhang, dass somatische
Mutationen und Isotopenwechsel eine Transformation mafig affiner und we-
nig spezifischer natirlicher IgM-Antikdrper in die fur Autoimmunerkrankungen
charakteristischen, hochaffinen, spezifischen IgG- und IgA-Antikorper bedin-
gen [60]. Unter gewissen Umstanden konnten naturliche Autoantikorper folg-
lich als Vorlage fur die Produktion hochaffiner, pathogener Autoantikorper
dienen. Die Bedingungen, die eine Produktion derartiger, autoreaktiver Im-
munglobuline ermdglichen und damit einhergehend einen Verlust der Selbst-
toleranz auslosen, sind bisher nicht naher definiert.

2.3.2 Autoantikorperproduktion im Rahmen von Autoimmun-

erkrankungen

Im Folgenden sollen einige Effektormechanismen, mittels derer die pathoge-
nen Autoantikdrper Zell- und Gewebeschadigungen hervorrufen, exempla-

risch anhand der haufigsten Autoimmunerkrankungen erlautert werden.

Ein moglicher Pathomechanismus besteht darin, dass Autoantikdrper gezielt
an Zelloberflachenantigene binden, um nachfolgend eine zytotoxische De-
struktion der zugehorigen Zelle einzuleiten. Die Elimination der Zielzellen
kann hierbei entweder durch Komplementaktivierung, antikérperabhangige,
zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC) oder aber durch Phagozyten des retiku-

loendothelialen Systems vermittelt werden.
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Die autoimmune hamolytische Anamie ist beispielsweise durch die Produkti-
on von lgG- und IgM-Autoantikorpern charakterisiert, welche an Autoantige-
ne auf der Oberflache von roten Blutkérperchen binden. Insbesondere die
IgM Autoantikdrper, die sogenannten Kalteagglutinine, fixieren effizient Kom-
plement an der Zelloberflache der Erythrozyten. Dadurch kommt es zur For-
mation des membranangreifenden Komplexes auf den Erythrozyten, was

wiederum deren intravasale Hamolyse bedingt.

Die antikdrperabhangige, zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC) ermdglicht An-
tikorpern durch Bindung an den F.-Rezeptor einen antigenspezifischen An-
griff der zugehorigen Effektorzelle einzuleiten, die selbst keine Spezifitat fur
das Zielantigen besitzt. Typischerweise handelt es sich bei den Effektorzellen
um naturliche Killerzellen. Die Bindung an das F.-Fragment des Antikorpers
stimuliert die Effektorzelle zur Freisetzung zytoplasmatischer Granula, die
Perforin und Granzyme enthalten, und eine zytotoxische Destruktion der
Zielzelle bewirken. Anti-Thyreoperoxidase Autoantikorper, die bei bis zu 90%
der Patienten mit Hashimoto-Thyreoiditis auftreten, vermitteln eine Zersto-
rung des Schilddrusengewebes nachgewiesenermallen durch ADCC [61].

Desweiteren kdénnen an Autoantikdrper gebundene Zielzellen durch Fc-
Rezeptor tragende Makrophagen schnell aus dem Blutkreislauf eliminiert
werden. Die im Rahmen der hamolytischen Anamie gebildeten IgG-
Antikorper, die sogenannten Warmeantikorper, bewirken vorzugsweise Uber
diesen Mechanismus eine Destruktion roter Blutkérperchen, die sich klinisch

letztlich in einer Anamie aul3ert [62].

Patienten mit autoimmuner thrombozytopenischer Purpura entwickeln throm-
bozytenspezifische IgG-Antikérper, die sich gegen den Glykoprotein(GP)-
2a/3a Fibrinogenrezeptor der Thrombozyten bzw. deren Vorstufen im Kno-
chenmark richten. Diese fuhren ebenfalls Uber Fc-Rezeptortragende
Makrophagen eine gesteigerte Phagozytose der Thrombozyten in Leber und
Milz herbei [63].

Bei anderen Autoimmunerkrankungen, wie beispielsweise dem systemischen

Lupus erythematosus (SLE), lassen sich die Gewebeschaden auf Immun-
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komplexe zurlckfuhren, welche sich an der Synovialmembran, in den Nie-
renglomeruli oder am GefalRendothel anderer Organgebiete ablagern. Die
prazipitierten Immunkomplexe triggern unter anderem eine Aktivierung der
Komplementkaskade, die eine lokale Entziindungsreaktion hervorruft [64].
Einwandernde Phagozyten bewirken letztlich eine Gewebedestruktion, die
sich klinisch in Form von Arthritiden, Glomerulonephritiden oder auch Vasku-

litiden aullert.

Ein weiterer Pathomechanismus, der jedoch primar keine Gewebeschadi-
gung nach sich zieht, stellt die Blockade oder Stimulation eines Rezeptormo-
lekiles durch entsprechende Autoantikdrper dar. Ein klassisches Beispiel
hierfir ist der Morbus Basedow (Graves' Disease) [65]: Ursachlich sind Au-
toantikorper, deren Epitope sich gegen den TSH (thyroid stimulating hormo-
ne) -Rezeptor richten und aufgrund ihrer agonistischen Wirkung eine Dauer-
stimulation desselben bewirken. Dies hat wiederum eine Uberproduktion von
Schilddrisenhormonen zur Folge, welche sich klinisch als Hyperthyreose

manifestiert.

Antikorper, die mit Autoimmunerkrankungen assoziiert sind, richten sich hier-
bei nicht durchweg gegen extrazellulare Antigene. Der systemische Lupus
erythematosus ist beispielsweise durch eine chronische Produktion von Anti-
korper gegen DNA (dsDNA-AK, ssDNA-AK), Histone (Anti-Histon-AK) und
Ribonucleoproteine (Anti-Ro-AK, Anti-La-AK) charakterisiert, welche aus a-
poptotischen Zellen und geschadigtem Gewebe in den Blutkreislauf freige-
setzt wurden. Im Rahmen der primaren biliaren Zirrhose werden ebenfalls
Antikorper gegen intrazellulare Antigene produziert. In diesem Falle handelt
es sich um Autoantikdrper, die sich gegen Antigene der inneren Mitochond-
rienmembran richten. Sie werden auch als antimitochondriale Antikorper (A-
MA) bezeichnet [66].

2.3.3 Tumor-assoziierte Autoantikorper
Im Rahmen von Krebserkrankungen kommt es zur Produktion autoreaktiver
Antikorper, welche sich gegen sogenannte tumor-assoziierte Antigene rich-

ten. Tumor-assoziierte Antigene werden auf Tumorzellen besonders stark
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exprimiert. Auf normalen Zellen sind sie hingegen nicht oder nur in geringen

Mengen vorhanden.

Ein bedeutendes tumor-assoziiertes Antigen ist das p53. In seiner Funktion
als sogenanntes Tumorsuppressorprotein arretiert es bei DNA-Schadigungen
den Zellzyklus, um entweder eine Reparatur des DNA-Schadens zu ermogli-
chen oder gegebenenfalls eine Apoptose der betreffenden Zelle zu induzie-

ren.

In Uber 50% aller Tumorerkrankungen kann eine Mutation des p53 nachge-
wiesen werden. Die verlangerte Halbwertszeit des mutierten p53 fuhrt letzt-
lich zu dessen Akkumulation im Zellkern der neoplastischen Zelle. Der anti-
p53-Antikorpertiter korreliert hierbei mit der Akkumulation des mutierten Pro-
teins in der Zelle [67]. Das Auftreten der anti-p53-Antikdrper impliziert eine
schlechte Prognose bei verschiedenen Tumoren unter anderem bei Ovarial-

karzinomen und kolorektalen Karzinomen [68, 69].

Ein weiteres tumorassoziiertes Autoantigen stellt das epitheliale Mucin MUC1
dar. Es zeichnet sich durch eine Uberexpression auf circa 90% aller Adeno-
karzinome aus. Immunologische Relevanz gewinnt das tumor-assoziierte An-
tigen durch eine veranderte posttranslationale Modifikation in der neoplasti-
schen Zelle, die eine Unterglykolysierung des MUC1 zur Folge hat. Im Ge-
gensatz zum p53 korreliert ein Nachweis von anti-MUC1-Antikdrpern mit ei-
ner guten Prognose fur viele Tumorerkrankungen wie beispielsweise fur Ma-

gen- oder Pankreaskarzinome [70, 71].

2.3.4 Klinische Bedeutung von Autoantikdrpern

Der Nachweis bestimmter Autoantikorper bzw. deren Quantifizierung ist nicht
nur von diagnostischem Nutzen sondern liefert unter Umstanden auch wich-
tige Informationen hinsichtlich der Prognose einer Erkrankung. Bei Patienten
mit rheumatoider Arthritis sind die sogenannten anti-CCP-(cyclic citrullinated
peptide) Antikorper im Mittel 4,5 Jahre vor Erkrankungsbeginn im Serum
nachweisbar [72]. Autoantikdrper, die im Rahmen des systemischen Lupus
erythematosus gebildet werden, besitzen ebenfalls einen hohen pradiktiven

Wert: Arbuckle et al. zufolge lassen sich bereits 3 bis 4 Jahre vor Symptom-
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beginn charakteristische Autoantikorper in Seren an SLE erkrankter Patien-
ten detektieren [73]. Bei schwangeren Frauen, die an SLE erkrankt sind, ist
der Nachweis von anti-Ro und anti-La- Antikbrpern zudem mit einem signifi-
kanten Risiko fur die Entwicklung eines neonatalen Lupus mit begleitendem
kongenitalen Herzblock assoziiert [74]. In einigen Fallen fungieren die nach-
gewiesenen Autoantikdrper auch als Marker fur die Krankheitsaktivitat sowie

fur die organspezifische klinische Manifestation einer Erkrankung [75].

2.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Myasthenia gravis zahlt als organspezifisches, humoral vermitteltes und
T-zellabhangiges Krankheitsbild zu den mit am besten verstandenen Auto-
immunerkrankungen. Dennoch sind die der MG zugrunde liegenden Immun-
mechanismen, die letztlich zur Produktion autoreaktiver Antikdrper gegen
den nikotinischen Acetylcholinrezeptor fuhren, bislang unbekannt. Zudem
bleibt bisher unklar, ob sich die im Rahmen der Myasthenia gravis manifes-
tierende Immunantwort auf ein einzelnes Zielantigen beschrankt oder ob die
Produktion der AChR-Antikorper lediglich als Teilaspekt eines global veran-
derten Autoantikorperprofiles bei an MG erkrankten Patienten zu verstehen

ist.

Uberdies wurden bei Patienten mit Myasthenia gravis auch Autoantikérper
gegen andere Antigene wie beispielsweise die muskelspezifische Tyrosinki-
nase (MuSK) [17], den Ryanodinrezeptor, Titin [18] und Myosin [19] nachge-

wiesen.

Daneben sollte auch das Guillain-Barré-Syndrom als Prototyp immunvermit-
telter Neuropathien betrachtet werden. Hinsichtlich der Pathogenese des
Guillain-Barré-Syndromes existieren ebenfalls klare Hinweise auf eine Betei-
ligung humoraler Immunmechanismen. Verschiedene Unterformen des Guil-
lain-Barré-Syndromes sind mit einer charakteristischen Autoantikdrperpro-
duktion gegen bestimmte kdrpereigene Gangliosidepitope assoziiert. Fur die
akute Verlaufsform des GBS, die akute demyelinisierende Polyneuropathie,
konnte bislang jedoch kein spezifisches Anti-Gangliosid-Autoantikorperprofil

ermittelt werden.
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Vor diesem Hintergrund sollten mit Hilfe eines 1827 potentielle humane Au-
toantigene umfassenden Proteinmacroarrays Autoantikorperprofile in Se-
rumproben von Patienten mit MG und GBS im Hinblick auf folgende Frage-

stellungen analysiert werden:

» Erlauben die anhand des Proteinmacroarray-Screenings erstellten Au-
toantikdrperprofile eine statistische Differenzierung der MG-Patienten

beziehungsweise der GBS-Patienten von gesunden Kontrollen?

» Lassen sich bisher unbekannte Zielantigene identifizieren, gegen die
im Rahmen einer Myasthenia gravis beziehungsweise eines Guillain-

Barré-Syndromes Autoantikorper gebildet werden?

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es somit, Erkenntnisse zu Autoanti-
korperprofilen bei MG- und GBS-Patienten zu erhalten. Im weiteren Sinne
sollten anhand dieser Informationen mdgliche Hinweise auf die Atiopathoge-

nese dieser neurologischen Krankheitsbilder gewonnen werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Chemikalien und Puffer

96% EtOH
Aqua dest.

1*TBS-Puffer:
150 mM NacCl
10 mM Tris-HCI, pH=7,5

1*TBST-Puffer(TBS+Tween):
500 mM NaCl
20 mM Tris-HCI, pH=7,5
0,05 % Tween 20

1*TBST-T-Puffer(TBS+Tween+TritonX-100):
500 mM NaCl
20 mM Tris-HCI, pH=7,5
0,05 % Tween 20
0,5 %Triton X-100

Blocking solution:
1* TBST-T
3% Milchpulver

Stripping solution:
65,5 mM Tris-HCI, pH=6,8
2% SDS

Sekundarer Antikdrper:
Cy''5-conjugated AffiniPure Rabbit Anti-Human IgA+IgG+IgM(H+L) Jackson
Immuno Research Laboratories, Inc.
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3.1.2 Laborgerate
Tischwaage Sartorius Basic
Magnetruhrer lkamag® RCT
pH-Meter A. Hartenstein
Plattformschuttler Celloshaker Variospeed Variotime Renner GmbH
Typhoon-Scanner (GE Healthcare)
3.1.3 Andere Materialien
Kimwipes Kimtech Science
Whatmanpapier Roth®
Plastikwannen
RZPD Proteinmacroarrays
3.1.4 Computersoftware und Webseiten
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden folgende Programme verwendet:
e Windows Vista™ Home Premium
e MS Office Home and Student 2007 (MS WORD 2007, MS EXCEL
2007, MS ACCESS 2007)
e Der Fisher Exact Probability Test wurde mit Hilfe der Webseite
http://faculty.vassar.edu/lowry/odds2x2.html durchgefuhrt.
o ExPASy Proteomics Server: http://www.expasy.ch/tools/dna.html
e Pubmed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ (Literaturrecherche und
Sequenzdatenbank)
e EndnoteX2 (Literaturverwaltung)

3.2 Patienten und gesunde Kontrollen

Die Serumproben der an Myasthenia gravis erkrankten Patienten (n=25)
wurden im Rahmen einer Kooperation von Herrn Dr. med. Bjorn Tackenberg,
Oberarzt der Neurologischen Klinik der Philipps-Universitat Marburg, zur Ver-
fugung gestellt. Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 43,6 Jahre. Die
mannlichen Probanden (n=8) wiesen hierbei ein Durchschnittsalter von 57,6
Jahren auf. Das Durchschnittsalter der weiblichen Probanden (n=17) betrug
37,0 Jahre. Die Blutprobenentnahme der an Myasthenie erkrankten Patien-
ten sowie deren Verwendung zu wissenschaftlichen Zwecken wurde durch
ein entsprechendes Votum der Ethikkommission der medizinischen Fakultat

Marburg genehmigt. Dieses berucksichtigt explizit die Versendung von Pro-
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benmaterial im Zuge wissenschaftlicher Kooperationen. Alle teilnehmenden
Patienten haben zudem ihr schriftliches Einverstandnis gegeben. Das Patien-
tenkollektiv umfasst dabei sowohl Patienten mit Erkrankungsbeginn vor dem
45. Lebensjahr (=early onset myasthenia gravis, EOMG) als auch Patienten,
die erst nach dem 45. Lebensjahr an Myasthenia gravis erkrankten (=/ate
onset myasthenia gravis, LOMG). Zu erwahnen bleibt, dass 56% der unter-
suchten Patienten zum Zeitpunkt der Blutentnahme mit Mestinon oder Kaly-
min behandelt wurden.

Tabelle 1 Patientenkollektiv Myasthenia gravis
(Durchschnittsalter: 43,6 Jahre; 8 & X =57,6 Jahre, 17 @ X =37,0 Jahre)

Laborschliissel Erkrankungsbeginn | Alter (Jahre) Geschlecht
M1 LOMG 56,4 m
M2 LOMG 58,9 m
M3 LOMG 65,6 m
M4 EOMG 19,8 w
M5 EOMG 25,0 w
M6 EOMG 25,6 w
M7 EOMG 29,7 w
M8 EOMG 33,1 w
M9 EOMG 35,7 w
M10 EOMG 36,4 w
M11 EOMG 40,4 w
M12 EOMG 42.8 w
M13 EOMG 16,2 w
M14 EOMG 22,6 w
M15 EOMG 22,7 w
M16 EOMG 22,8 w
M17 EOMG 30,8 w
M19 LOMG 52,9 w
M20 EOMG 22,4 m
M21 EOMG 30,6 m
M22 LOMG 74,0 m
M23 LOMG 71,6 m
M24 LOMG 81,4 m
M25 LOMG 85,1 w
M26 LOMG 86,8 w

Die klinischen Daten der 25 Probanden wurden den Patientenakten ent-
nommen (s. Tabelle 1, S. 32). Um das Patientenkollektiv so homogen wie
moglich zu gestalten, wurden ausschlieBlich Patienten mit generalisierter
Myasthenie in die Untersuchung einbezogen. Des Weiteren wurden bei der

Rekrutierung geeigneter Probanden lediglich Patienten bericksichtigt, deren
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Seren positiv auf AutoantikOrper gegen den nikotinischen Acetylcholin-
Rezeptor getestet worden waren. Somit waren alle in unserer Studie unter-
suchten Patienten Acetylcholin-Rezeptor-Antikdrper positiv. Es sollte zudem
hervorgehoben werden, dass in die Untersuchung ausschlieRlich Patienten
mit Myasthenie eingeschlossen wurden, die bis zum Zeitpunkt der Blutent-
nahme keinerlei immunsuppressive Behandlung erhalten hatten. Durch die-
ses strenge Einschlusskriterium sollte eine Verfalschung der erhobenen Da-
ten durch eine im Rahmen einer MG oftmals verabreichte immunsuppressive
Medikation unterbunden werden.

Tabelle 2 Patientenkollektiv Guillain-Barré-Syndrom
(Durchschnittsalter: 52,5 Jahre, 9 & X =63,1 Jahre, 13 @ X =452 Jahre)

Laborschliissel Therapie Alter (Jahre) Geschlecht
G1 47,9 m
G2 60,0 m
G3 66,0 m
G4 Plasmapherese 20,4 w
G5 26,2 w
G6 27,8 w
G7 28,5 w
G8 33,6 w
G9 34,7 w

G10 37,4 w
G11 38,8 w
G12 46,1 w
G13 61,9 m
G14 43,0 m
G15 64,2 m
G16 70,7 m
G17 Plasmapherese 70,9 m
G18 83,1 m
G19 81,2 w
G20 70,8 w
G21 73,5 w
G22 68,1 w

Das Probenmaterial wurde von Marburg nach Homburg auf Trockeneis ver-

schickt und am Universitatsklinikum Homburg bei -20°C asserviert.

Die untersuchten Proben der an Guillain-Barré-Syndrom erkrankten Patien-

ten (n=22) entstammen der Liquor/Serumbank der Neurologischen Klinik des

Universitatsklinikums Homburg unter der Leitung von Professor Dr. med.

Klaus Fassbender. Die klinischen Angaben zu den Patienten wurden eben-

falls den Patientenakten entnommen (s. Tabelle 2, S. 33). Das Durch-
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schnittsalter der untersuchten Patienten betrug 52,5 Jahre. Die mannlichen
Probanden (n=9) waren durchschnittlich 63,1 Jahre alt. Die weiblichen Pro-
banden (n=13) wiesen ein Durchschnittsalter von 45,2 Jahren auf. Zu beto-
nen bleibt, dass auch in diesem Fall nur Patienten untersucht wurden, die
zum Zeitpunkt der Blutentnahme und zuvor keinerlei medikamentdse immun-
suppressive Therapie erhalten hatten. Allerdings erfolgte die Blutentnahme
bei zwei Patienten nach einer (Patient G4) bzw. zwei (Patient G17) Plas-

mapheresebehandlungen.

Die Serumproben der gesunden Kontrollen (n=32) entstammen der Serum-
bank des Instituts fur klinische Hamostaseologie und Transfusionsmedizin
des Universitatsklinikum Homburg (s. Tabelle 3, S. 34). Sie wurden aus Se-
rumgel-Monovetten gewonnen und bei -70°C asserviert. Die Verwendung der
Kontroll-Seren wurde durch ein Ethikvotum der Medizinischen Fakultat der
Universitat des Saarlandes genehmigt. DarUber hinaus lag von allen Kon-
trollpersonen eine schriftliche Einverstandniserklarung vor. Das Durch-
schnittsalter der gesunden Kontrollprobanden betrug 42,2 Jahre. Die mannli-
chen Probanden (n=11) wiesen ein Durchschnittsalter von 51,6 Jahren auf.
Die weiblichen Probanden (n=21) waren im Mittel 37,3 Jahre alt.

Tabelle 3 Patientenkollektiv Gesunde Kontrollen
(Durchschnittsalter: 42,2 Jahre, 11 & X =51,6 Jahre, 21 @ X =37,3 Jahre)

Kontrolle | Geschlecht | Alter (Jah- Kontrolle | Geschlecht | Alter (Jahre)
re)
N19 w 19,5 N35 m 43,0
N236 W 20,3 N97 w 46,6
N255 w 22,3 N240 m 47,9
N7 m 22,4 N33 w 52,9
N114 w 22,9 N233 w 53,8
N17 W 23,2 N84 w 53,9
N267 W 25,7 N217 w 55,9
N186 w 27,7 N160 w 56,2
N11 w 28,4 N161 m 58,0
N90 m 30,6 N258 m 58,0
N214 w 30,9 N168 w 58,8
N10 w 33,7 N162 m 59,0
N3 w 34,4 N141 m 60,5
N104 w 37,3 N9 m 61,1
N219 w 38,7 N198 m 62,6
N181 W 40,4 N136 m 64,7
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3.3 Methoden

3.3.1 Proteinmacroarray-Screening

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Filtermembranen lassen sich
letztlich auf einen am Deutschen Ressourcenzentrum fur Genomforschung
(RZPD, Berlin) entwickelten Proteinmacroarray zurtckfuhren. Dieser basiert
wiederum auf der sogenannten hEx1-Expressionsbank, einer cDNA-Bank,
die aus fetalem Hirngewebe gewonnen wurde und schatzungsweise 38.000
Expressionsklone  umfasst [76]. Die Herstellung des RZPD-

Proteinmacroarray soll im Folgenden naher erlautert werden.

Zunachst wurde die hEx1-Bibliothek in den Plasmidvektor pQE30NST
einkloniert (s. Abbildung 1, S. 36), welcher anschlieend zur Transformation
von Escherichia coli SC1-Zellen diente. Danach erfolgte das Ausplattieren
der transformierten Bakterienkolonien auf Agarplatten und deren Anzucht
uber Nacht bei 37°C. Mittels Robotertechnologie konnten die transformierten
E. coli Kolonien in 384-well Mikrotiterplatten eingebracht werden, in welchen
sie wiederum Uber Nacht bei 37°C inkubiert wurden. Anschliel3end wurden
die Bakterienklone robotergesteuert in Duplikaten auf Polyvinylidenfluorid-
Membranen (PVDF) aufgebracht, welche einem Luria-Bertani-Agar aufliegen.
Im Anschluss wurden die Klone bei 30°C uber Nacht inkubiert. Nach Indukti-
on der Proteinexpression der einklonierten cDNA-Sequenzen durch Zugabe
von Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) erfolgte eine weitere, drei-
stundige Inkubation der Membran bei 37°C. Abschlieend wurden die Kolo-
nien auf der Filtermembran lysiert, die Membran getrocknet und bis zur Ver-

wendung bei Raumtemperatur gelagert.

Mit den so hergestellten, ca. 38.000 Expressionsklone umfassenden Prote-
inmacroarrays wurde in Vorarbeiten am Deutschen Ressourcenzentrum fir
Genomforschung (RZPD, Heidelberg) zunachst ein Primarscreening von ins-
gesamt 30 Serumpools von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen
durchgefuhrt. Das Krankheitsspektrum der Patienten reichte dabei von ma-
lignen Tumoren (Prostatakarzinome, Lungenkarzinome, Meningeome, Glio-
me) Uber autoimmun-entzindliche Erkrankungen wie beispielsweise Colitis

ulzerosa und Morbus Crohn bis hin zu neurovaskularen Erkrankungen

-35-



(Schlaganfall). Nach Inkubation der Serumpools mit dem Proteinarray konn-
ten die an die Filtermembran gebundenen humanen Antikorper mit Hilfe ei-
nes enzym-gekoppelten sekundaren Antikorpers (anti-human IgG/IgM/IgA

conjugated with HRP, Dianova) detektiert werden.
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Abbildung 1 Vektormap des verwendeten Vektors pQE30NST
(http://www.proteinstrukturfabrik.de/tp03page/vectors.shtml)

Diejenigen Klone, gegen die sich nach manueller Auswertung in wenigstens
einem der erwahnten Serumpools eine Antikorper-Reaktivitat zeigte, wurden

zu einem eigenen Subarray zusammengestellt.

Der resultierende Proteinmacroarray, der auch im Rahmen der vorliegenden
Arbeit Verwendung fand, umfasst insgesamt 1827 immunogene Klone, wel-
che - basierend auf den Ergebnissen des Primarscreenings - potentielle hu-
mane Autoantigene darstellen. Der Array befindet sich auf einer PVDF-
Membran, die lediglich sieben mal elf Zentimeter misst, was nicht nur 6ko-
nomische Vorteile im Hinblick auf experimentellen Aufwand und Kosten mit
sich bringt sondern auch die Handhabung der Arrays extrem erleichert. Des-
weiteren erlaubt das Design die Unterteilung des Proteinmacroarrays in viele

Subarrays, die sich aus jeweils funf mal finf spot areas inklusive eines wei-
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Ren Referenzpunktes zusammensetzen. Die 1827 Klone sind jeweils in Dup-
likaten auf die Filtermembran aufgespottet. Auf einem Subarray konnen folg-

lich zwolf verschiedene Proteine immobilisiert werden.

Die praktische Durchfuhrung des Proteinmacroarray-Screenings erstreckt

sich Uber drei Versuchstage.
Versuchstag 1:

Zur Aktivierung aller Proteinbindungsstellen auf den Proteinmacroarrays
wurden diese zunachst in 96%igem Ethanol geschwenkt. Anschlielend wur-
den die Filtermembranen zweimal mit destilliertem Wasser gespult, um die
Alkoholreste zu entfernen. Danach wurden die Membranen in einfachem
TBST-T-Puffer eingelegt und vorsichtig mit fusselfreien Labortichern (Kim-
wipes) abgerieben, um die auf den Membranen befindlichen Reste der lysier-
ten Bakterienkolonien zu entfernen. Es folgten zwei jeweils zehnminutige
Waschschritte in einfachem TBST-T-Puffer auf dem Plattformschuttler. Da-
nach wurden die Proteinmacroarrays mit einfachem TBS-Puffer gespult und
anschlieBend zwei zehnminutigen Waschschritten mit einfachem TBS-Puffer
unterzogen. Es folgte eine zweistindige Inkubation der Filtermembranen in
einer Blockierungslosung (TBST-T mit 3% Milchpulver) bei Zimmertempera-
tur, welche dazu diente, unspezifische Bindungen auf den Proteinmacroar-
rays zu minimieren. Im Anschluss wurden die zu untersuchenden Patienten-
seren in einer 1:1000 Verdunnung in Blockierungslosung auf die Filtermemb-
ranen gegeben und Uber Nacht bei 4 °C auf dem Plattformschuttler inkubiert.

Versuchstag 2:

Die verdunnten Patientenseren wurden zunachst von den Filtermembranen
entfernt und in entsprechend beschrifteten Falcon-Roéhrchen bei 4 °C flr die
zweite Inkubation asserviert. AnschlieBend wurden die Filtermembranen
wieder drei zehnminutigen Waschschritten mit einfachem TBST-Puffer unter-
zogen. Im Anschluss wurden die Filtermembranen 30 Minuten mit der zuvor
auf 70 °C erhitzten Strippingldsung benetzt. Die Strippinglésung entfernt alle
zuvor an die Filtermembran gebundenen Antikorper. Unspezifische Antikor-

per, die gegen bakterielle Proteine auf den Filtermembranen gerichtet sind,
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konnen auf diese Weise aus den Patientenseren eliminiert werden. Hinter-
grundreaktionen, die auf solchen Kreuzreaktivitaten beruhen, werden folglich
minimiert und die Spezifitat der detektierten Signale wird somit gesteigert. Im
Anschluss daran wurden wieder zwei zwanzigminutige Waschschritte mit ein-
fachem TBST-T-Puffer durchgefuhrt. Danach wurden die Proteinmacroarrays
mit einfachem TBS-Puffer gespult, um anschlieRend zweimal jeweils zehn
Minuten mit einfachem TBS-Puffer gewaschen zu werden. Es folgte eine
zweistluindige Inkubation der Filtermembranen in Blockierungslésung. An-
schliefend wurden die Filtermembranen erneut mit den zuvor konservierten
Serumverdunnungen Uber Nacht bei 4°C auf dem Plattformschuttler inku-
biert.

Versuchstag 3:

An Versuchstag drei wurden die Serumproben von den Filtermembranen ab-
genommen um die Filtermembranen anschlieRend drei zehnminltigen
Waschschritten mit einfachem TBST-Puffer zu unterziehen. Im Anschluss da-
ran wurden die Proteinmacroarrays mit einem sekundaren, Cy5 markierten
Antikérper (Anti-HumanlgG,IgM,IgA(H+L)-Cy5) in einer 1:1000 Verdiunnung
in Blockierungslésung zwei Stunden auf dem Plattenschattler inkubiert. Der
fluoreszenzmarkierte Sekundarantikorper lagert sich spezifisch an die kon-
stante F.-Region des an die Filtermembran gebundenen humanen Antikor-
pers an. Es folgten wiederum vier zehnminatige Waschschritte in einfachem
TBST-Puffer. AbschlieRend wurden die Proteinmacroarrays zweimal in einfa-
chem TBS-Puffer gewaschen und, in Whatmanpapier eingeschlagen, Uber
Nacht getrocknet.
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Abbildung 2 Schematische Darstellung des Proteinmacroarray-Screenings

1 Die Filtermembranen werden mit den zu untersuchenden Patientenseren inkubiert. 2 Die in den Pa-
tientenseren befindlichen Autoantikorper binden an die Antigene auf dem Proteinmacroarray. 3 Der
Cy5 markierte Fluoreszenzantikdrper lagert sich spezifisch an die konstante F.-Region des an die Fil-
termembran gebundenen humanen Antikdrpers an. Die Intensititen der Cy5-Signale kdnnen durch
Scannen der Filtermembranen mit Hilfe des GE-Healthcare Scanners bei 570 nm detektiert werden.

Am nachfolgenden Tag wurden die Intensitaten der Cy5-Signale mit Hilfe ei-
nes GE Healthcare Typhoon Scanners bei 570 nm detektiert und digital do-
kumentiert. Das Proteinmacroarray-Screening ist in Abbildung 2 schematisch

dargestellt.

3.3.2 Statistische Auswertung

Die weitere Auswertung des beschriebenen Proteinmacroarray-Screenings
wurde in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fur Bioinformatik der Universitat
des Saarlandes (Prof. H. P. Lenhof) durchgefuhrt. Umfassendere Informatio-
nen zur statistischen Analyse der experimentellen Daten sind der einschlagi-

gen Fachliteratur zu entnehmen.

3.3.2.1 Computergestiitzte Bildanalyse der Proteinarrays

Die weitere Auswertung der Intensitatswerte der auf den Proteinarrays be-
findlichen Klone wurde mittels einer computergestiutzten Software zur auto-
matischen Bildverarbeitung bewerkstelligt, welche am Zentrum fur Bioinfor-

matik der Universitat des Saarlandes etabliert wurde.

Die angewandte Methode umfasst dabei im Wesentlichen vier Bearbeitungs-
schritte. Zunachst erfolgt eine Standardisierung der gescannten Filtermemb-
ranen. Im Zuge dieser werden geringfugige Rotationen der Bilder korrigiert.

Zudem wird eine akkurate Klrzung der Bildecken vorgenommen. Im nachs-
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ten Schritt erfolgt das sogenannte Addressing der Proteinmacroarrays: Hier-
bei wird jedem Proteinspot ein rechteckiges Areal zugewiesen, das die Spot-
Pixel sowie die umgebenden Hintergrundpixel enthalt. Dieses Areal wird im
Folgenden als Target Area bezeichnet. AnschlieRend kommt das sogenannte
K-means Clustering zur Anwendung, das dazu dient, jede Target Area in
Vorder- und Hintergrundpixel einzuteilen. In einigen Fallen Uberschreiten die
Spots ihre zugewiesene Target Area oder zwei benachbarte Spots laufen in-
einander, sodass die betreffenden Target Areas entsprechend angepasst
werden mussen. Um die dunklen Vordergrundspots von den blassen Hin-
tergrundpixeln trennen zu konnen, wird im letzten Schritt der sogenannte
Black-Top-Hat-Operator eingesetzt. Die Intensitat der Proteinspots lasst sich
anschlieBend aus dem Mittelwert der dunklen Vordergrundpixel berechnen.
Da jeder immunogene Klon in Duplikaten auf dem Array aufgebracht ist, wird
abschliel3end das arithmetische Mittel aus den Intensitatswerten beider Dup-
likate gebildet. Die mit Hilfe dieses Auswerteverfahrens erhaltenen Intensi-
tatswerte kdnnen Werte zwischen 0 und 255 annehmen. Somit wurde jedem
der 1827 Klone auf dem Proteinarray ein Intensitatswert zwischen 0 und 255

zugewiesen.

Lasst sich in einer Target-Area kein Spot detektieren, wird diese automatisch
mit ,not available® (NA) gekennzeichnet. Von den weiteren Betrachtungen
wurden diejenigen Klone ausgeschlossen, die in mehr als zehn der unter-

suchten Seren als not available charakterisiert wurden.

Um eine angemessene Vergleichbarkeit der Proteinarrays untereinander zu

erzielen, wurde eine Quantil-Normalisierung der Datensatze vorgenommen.

Die anschlieBenden Trennungsberechnungen wurden anhand der festge-
setzten Intensitatswerte durchgefuhrt. Auf die Wahl eines Schwellenwertes,
der nur Klone bestimmter Intensitat als positiv kennzeichnet, wurde verzich-
tet, da dieser einen Informationsverlust und somit moéglicherweise eine man-

gelnde Differenzierung der durchzufiihrenden Trennung zur Folge hatte.
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3.3.2.2 Statistische Datenanalyse mittels Support vector ma-
chine

Zur Kategorisierung der Datensatze in Myasthenie- bzw. GBS-Seren und
Kontroll-Seren wurde eine Support Vector Machine (SVM) samt linearem

Kernel verwendet.

Die Support Vector Machine (SVM) wurde erstmals im Jahr 1995 von Vapnik
vorgestellt [77]. Sie zahlt zu den angewandten Techniken maschinellen Ler-
nens und stellt mittlerweile eines der weit verbreitetesten Klassifikations- und

Regressionsverfahren dar.

Die Funktionsweise der SVM soll im Folgenden kurz erlautert werden. Vor-
aussetzung fur die Konzipierung einer SVM stellt eine Menge von Trainings-
objekten dar, die jeweils eindeutig einer von zwei Klassen zugeordnet wer-
den konnen. Jedes Objekt der zu trennenden Datenmenge wird hierbei durch
einen Punktvektor im Vektorraum reprasentiert. Aufgabe der SVM ist es nun,
in den beschriebenen Vektorraum eine Hyperebene einzufligen. Diese fun-
giert als Trennflache fur die vorliegende Datenmenge und ermdglicht es, folg-
lich die Trainingsobjekte eindeutig in zwei Klassen einzuteilen. Die Distanz
derjenigen Punktvektoren, die der Hyperebene am nachsten liegen, soll hier-
bei durch die eingefigte Hyperebene maximiert werden. Beide Klassen wer-
den mittels der eingeflgten Hyperebene also mit maximalem Abstand (mar-
gin) getrennt, um spater eine zuverlassige Klassifizierung anderer, von den
Trainingsobjekten abweichender Objekte, zu gewahrleisten. Die Support
Vector Machine wird infolgedessen auch als Large margin Classifier be-
zeichnet. Zur exakten mathematischen Beschreibung der Hyperebene sind
alleinig die ihr am nachsten liegenden Vektoren notwendig (minimaler mar-
gin), weshalb diese auch als Stiitzvektoren (support vectors) bezeichnet

werden.

Oftmals ist es nicht moglich, die zu klassifizierenden Trainingsobjekte vermit-
tels einer Hyperebene linear zu separieren. In diesen Fallen bedient man
sich eines sogenannten Kernels. Dieser ermoglicht es alle im Eingangsraum

(Inputspace) befindlichen Trainingsvektoren in einen hoherdimensionalen
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Merkmalsraum (Feature Space) zu transferieren, in dem sich die zu klassifi-

zierende Vektormenge schlieflich linear trennen lasst.

Die vermittels der Support Vector Machine durchgefihrten Klassifikationsbe-
rechnungen sahen zunachst eine zehnfache Kreuzvalidierung der experi-

mentellen Daten vor.

Im Zuge der zehnfachen Kreuzvalidierung wird ein aus Myasthenie- bzw.
GBS-Seren und Kontroll-Seren bestehender Datensatz in zehn Teilmengen
gleicher GrofRe unterteilt. Die entstehenden Teilmengen setzten sich hierbei
sowohl aus Serumproben von Kranken als auch von Gesunden zusammen.
Auf eine annahernd gleiche Verteilung innerhalb der gebildeten Teilmengen
im Sinne einer Stratifikation wurde jedoch zunachst verzichtet. Die ersten
neun Zehntel des Datensatzes fungieren als sogenannte Trainingssets. Sie
dienen der Bildung eines Klassifizierungsalgorithmus, dessen Gute letztlich
anhand des verbleibenden Zehntels des Datensatzes bestimmt werden soll.
Dieses letzte Zehntel wird als sogenanntes Testset bezeichnet. Insgesamt
werden 10 Testlaufe (runs) gestartet, wobei Test- und Trainingssets bei je-
dem Durchgang variieren. Wenn nach 10 Durchlaufen jede Teilmenge einmal
zur Evaluierung des Modells im Testdatensatz beigetragen hat, kann an-
schliefend der Mittelwert der in den einzelnen Testlaufen erhobenen Gutekri-
terien ermittelt werden. Im Einzelnen wird die Genauigkeit des Klassifizie-
rungsalgorithmus durch folgende Evaluierungsparameter dargestellt: Die
Sensitivitat, auch als Richtigpositiv-Rate bezeichnet, gibt den Anteil der als
richtig klassifizierten MG-/GBS-Seren an der Gesamtheit der tatsachlich ge-
testeten MG-/GBS-Seren an. Sie ist also ein Mal} fur die Empfindlichkeit ei-
ner Testung. Die Spezifitat beschreibt hingegen den Anteil der durch die Tes-
tung als gesunde Kontroll-Seren klassifizierte Seren an der Gesamtheit der
tatsachlich getesteten gesunden Kontroll-Seren. Synonym hierzu wird auch
die Bezeichnung Richtignegativ-Rate verwendet. Die Genauigkeit oder auch
Accuracy errechnet sich aus dem Quotient aller richtig klassifizierten Seren
(MG/GBS/Kontrollen) gegenluber der Gesamtheit aller getesteten Seren. Sie
stellt somit ein generelles Mal fur die Qualitat einer Klassifikation dar.
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Bei angewandten Techniken maschinellen Lernens, wie in diesem Fall bei
der Verwendung der Support Vector Machine, besteht immer die Gefahr,
dass sich das verwendete Klassifikationssystem zu sehr an die gewahlte
Stichprobe adaptiert, anstatt von speziellen Beispielen auf funktionale Zu-
sammenhange in der Grundgesamtheit zu schlielen. Um diesem Phanomen
des sogenannten “Overfittings” bzw. ,Overtrainings® Abhilfe zu schaffen,
wurde das beschriebene Procedere, die Einteilung der Daten in Test- und
Trainingssets samt zehnfacher Kreuzvalidierung, anhand neuer Aufteilungen
des Datensatzes in zehn Teilmengen hundertfach wiederholt. Im Anschluss
daran wurde wiederum das arithmetische Mittel aus den erhobenen Gutekri-
terien ermittelt. Neben den Mittelwerten von Spezifitat, Sensitivitat und Ge-

nauigkeit, wurden zudem die jeweiligen 95% Konfidenzintervalle bestimmt.

Um ausschlieBen zu kdnnen, dass das System trotz Einteilung des Daten-
satzes in Test- und Trainingssets und der nachfolgendenden hundertfach
wiederholten zehnfachen Kreuzvalidierung einem Overtraining unterliegt,
wurde es abschliellend stratifizierten Permutationstests unterzogen. Im
Rahmen derer erfolgte eine zufallige Zuordnung des Datensatzes in erkrank-
te (MG bzw.GBS) Seren und gesunde Kontroll-Seren. Anhand dieser neuen,
zufalligen Einteilung wurde nun die oben beschriebene Vorgehensweise zum
wiederholten Male praktiziert. Zu betonen bleibt, dass es sich bei dieser
Kontrolluntersuchung um stratifizierte Permutationstests handelt. Der Daten-
satz wurde folglich in zehn Teilmengen aufgesplittet, die neben gleichem
Umfang auch eine annahernd gleiche Verteilung aufwiesen. Die Stratifikation
dient hierbei der Minimierung der Varianz. Letztlich wurden auch die gemittel-
ten Werte von Spezifitat, Sensitivitat und Genauigkeit sowie die 95% Konfi-

denzintervalle der stratifizierten Permutationstests bestimmt.

AUC-Wertberechnung

Um eine Aussage treffen zu kdnnen, wie gut einzelne Klone der Klassifikati-
on gesunder versus kranker Seren dienen, wurde fUr jedes Antigen eine so-

genannte Receiver Operator Characteristics Curve (ROC-Kurve) erstellt.
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Bei der Receiver Operator Characteristics Curve handelt es sich um eine aus
der Signaltechnik stammende Evaluationskurve zur Bewertung und Optimie-
rung von Entscheidungsfunktionen. Konzipiert wurde die ROC-Analyse wah-
rend des zweiten Weltkrieges: Sie diente damals der Rauschunterdriickung
in der Radartechnik. Seit den sechziger Jahren wird sie auch in der Medizin
zur Evaluierung diagnostischer Tests eingesetzt. Auch auf dem Sektor des

maschinellen Lernens findet sie seit einigen Jahren zunehmend Anwendung.

Zur Erstellung einer ROC-Kurve (s. Abbildung 3, S. 45) fur ein bestimmtes
Antigen werden zunachst alle normalisierten Intensitatswerte des entspre-
chenden Klones als mogliche Klassifikationschwellenwerte herangezogen.
Jeder gemessene Intensitatswert dieses bestimmten Klones dient also als
Cut-off-Wert der Klassifikation: Intensitatswerte erkrankter Seren, die den
gewahlten Schwellenwert Ubersteigen, werden folglich als richtigpositiv (true
positive, t,) eingestuft. In Analogie dazu werden Seren gesunder Kontrollen,
die den Schwellenwert unterschreiten, als richtignegativ (true negative, t,)
eingeordnet. Als falschpositiv (false positive, f,) gelten alle Testinstanzen, die
den Schwellenwert Uberschreiten, aber tatsachlich der gesunden Kontroll-
gruppe angehoren. Im Umkehrschluss werden alle diejenigen Testinstanzen
als falschnegativ (false negative, f,) betrachtet, deren Intensitatswerte den
Cut-off-Point zwar unterschreiten, tatsachlich aber erkrankt sind. Far alle
Klassifikationsschwellenwerte lassen sich sogenannte Konfusionsmatrizes
erstellen, die den tatsachlichen Zustand des Patienten (krank versus gesund)
dem anhand des jeweiligen Cut-off-Wertes ermittelten Klassifikationsergeb-
nis gegenuberstellen. Aus den absoluten Werten der Konfusionmatrix lassen
sich fur jeden moglichen Cut-Off-Point relative Kennwerte wie die Sensitivitat,
synonym auch die Richtigpositivrate (siehe oben), oder auch die Falschposi-
tivrate ermitteln. Die Falschpositivrate (1-Spezifitat) bezeichnet hierbei den
Anteil der gesunden Kontrollen, die falschlicherweise als krank klassifiziert

wurden.

Im Zuge der ROC-Analyse werden also zunachst fur jeden potentiellen Klas-

sifikationsschwellenwert sowohl die Sensitivitat als auch die entsprechende

Spezifitat ermittelt. Die Konstruktion des ROC-Graphen erfolgt anschliel3end,
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indem die Sensitivitaten gegen die jeweiligen Falschpositivraten in einem
Koordinatensystem, dem sogenannten Einheitsquadrat, gegeneinander auf-
getragen werden. Die ROC-Kurve gibt also die Sensitivitat (Ordinate) als
Funktion von eins minus der Spezifitat (Abszisse) fur alle in den Testdaten
vorhandenen Schwellenwerte an. Der Ursprung sowie der Punkt (1/1) stellen
fixe Punkte der ROC-Kurve dar.
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Abbildung 3 Receiver operator characteristics curve (ROC)
Die Flache unter der Kurve (area under the curve =AUC) ist ein MaB fiir die Giite des Klassifikators

Um die Performanz eines beliebigen Klones als Klassifikator auf einen Wert
abbilden zu konnen, wird die Flache unter der ROC-Kurve mittels Integral-
rechnung bestimmt. Der sogenannte AUC-Wert (area under the curve) ent-
spricht hierbei der Wahrscheinlichkeit, dass der Klassifikator einer zufallig
gewahlten positiven (kranken) Testinstanz einen héheren Wert zuweist als
einer zufallig gewahlten negativen (gesunden) Testinstanz. Er kann dabei
Werte zwischen Null und Eins annehmen. Ein AUC-Wert von 0,5 entsprache
hierbei einfachem Raten, da in diesem Falle ebenso viele Testinstanzen kor-
rekt wie auch falsch klassifiziert wirden. Nimmt die Flache unter der ROC-
Kurve hingegen einen Wert von Eins an, spricht das fur eine optimale Tren-
nung der Testinstanzen durch den entsprechenden Klon.

Zudem sollte der AUC-Wert eines jeden Klones eine direkte Aussage dar-
uber ermdglichen, ob dieser nun hdhere Intensitatswerte im kranken oder

oder aber im gesunden Serum aufweist. Infolgedessen wurden die AUC Wer-

45-



te derjenigen Klone, deren Intensitatswerte im kranken Serum im Vergleich
zum gesunden Serum erhoht waren, von eins subtrahiert. Klone mit AUC
Werten < 0,5 traten im kranken Serum also mit hdherer Intensitat auf als im
gesunden Serum. Im Umkehrschluss wiesen Klone, deren AUCs einen Wert
von > 0,5 annahmen hohere Intensitaten im gesunden Serum im Vergleich

zum kranken Serum auf.

Datenmtz sus Seren gesnder vnd erdkrank er Probandsn

o &
O e O &4 0 & 4 O
& i a0 40 o4 O A & T 404

Aufteileng in 10 Teilmengan gleicher Grdfe
C',:, OlGO gc" On |0 & %1 Ak Ak |40
—:i‘o‘gmo oh|ad|Z ol 8| 0 aa
Emeuzvalidierung: @ Teile zum Trining, 1 Tei mum Test
Klaszifizierungzslzorhythmus an 9 Teilan
Evahyi=mnmng anhand von Sensitivitét, Spezifitit vnd Genavigkeit am Testset

Andsrung der Fuordnung, biz hd

z2lle Teilmenean sinmasl als

Tagzat Verwandung findan

fafs ]

ja

ltei.f.

X dber 10 Testlinfe fir Sensitivitit Spezifitht, Genauvighkeit
— stratifiziants Permutstion

o0 O ol o o
; 4 |0% 4 |CAaVa Lg da | 40
4 [Dh | & 0 Ao & T4 oD A

Anderung der Avfteilong emih ¥
sratifiziertar Permutation (1 00 x)

I=<100

lr.aLr.

% tber slle Tastlufe fir Sensitivitat, Spazifitit Gensvigkeait
— B504-Konfide e inter vall

ja

Abbildung 4 Kreuzvalidierung und stratifizierte Permutation der Datenmenge
ogesunde, A erkrankte Probanden (Erlduterung s. Text)
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Demnach implizieren AUC-Werte sowohl von 1 als auch von 0 eine ausge-
zeichnete Trennung gesunder versus kranker Seren anhand des zugehori-

gen Klones.

Far die weiteren statistischen Betrachtungen wurden nur diejenigen Antigene
als informativ erachtet, deren AUC Werte entweder im Intervall von 2°0 und

< 0,3 oder aber im Intervall von > 0,7 und £ 1 zu finden waren.

Zuletzt wurde fur alle immunogenen Klone die Haufigkeit ihres Auftretens be-
stimmt, die sogenannte Frequenz der Seroreaktivitat. Dazu wurden alle Se-
ren als seropositiv definiert, deren normalisierte Serointensitatswerte mehr

als 50 betrugen.

Die Frequenz der Seroreaktivitat eines beliebigen Klones x errechnete sich
hierbei aus dem Quotienten aus der Anzahl der Seren, die eine positive Re-
aktion bezuglich Klon x aufwiesen (Intensitatswerte = 50) und der Gesamt-
zahl der Seren, denen eine Seroreaktivitat gegen Klon x in Form eines Inten-

sitatswertes zugeordnet werden konnte.
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4 Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Autoantikdrperprofile in Serumproben
von Patienten mit generalisierter Myasthenia gravis sowie von Patienten mit
Guillain-Barré-Syndrom im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen mit Hilfe

eines 1827 Autoantigene umfassenden Proteinmacroarrays zu analysieren.

Insgesamt konnten im Rahmen dieser Arbeit 79 Serumproben mittels des
Proteinmacroarray-Screenings erfolgreich untersucht werden. Im Einzelnen
wurden hierbei 25 Proben an Myasthenie erkrankter Patienten, 22 Proben an
Guillain-Barré-Syndrom erkrankter Patienten und 32 Serumproben gesunder

Kontrollprobanden gescreent.

Die zum Screening verwendeten Proteinarrays umfassen 1827 E. coli expri-
mierte potentielle humane Autoantigene, die jeweils in Duplikaten auf den Fil-
termembranen aufgetragen sind. Diese 1827 Expressionsklone konnten im
Rahmen eines Primarscreenings als potentielle Autoantigene identifiziert
werden. In Vorarbeiten (Ressourcenzentrum fur Genomforschung, Berlin)
wurde hierzu die hex1 Bank, eine circa 38.000 Expressionsklone umfassen-
de cDNA Bank aus fétalem Hirngewebe [76] mit 30 Serumpools von Patien-
ten mit tumordsen, neurodegenerativen oder auch autoimmun-entzindlichen
Erkrankungen sowie entsprechenden gesunden Probanden gescreent (siehe
Kapitel 3.3.1, S. 35). Hierbei liel3en sich insgesamt 1827 Klone identifizieren,
die in mindestens einem der 30 Serumpools zu einer Seroreaktion fuhrten.
Diese 1827 Expressionsklone wurden als potentielle humane Autoantigene
angesehen, da in mindestens einem der untersuchten Serumpools Antikor-
per gegen diese Antigene vorhanden waren. Diese 1827 Klone wurden auf
einem ,customized® Subarray zusammengefuhrt, welcher wiederum die
Grundlage des im Rahmen dieser Dissertation durchgefuhrten Screenings

darstellt.

Das Proteinmacroarray-Screening wurde gemaf dem in Kapitel 3.3.1, S. 35

ausfuhrlich beschriebenen Protokoll durchgefihrt. Die Identifikation gebun-

dener humaner Autoantikorper erfolgte anhand eines fluoreszenzmarkierten

Sekundarantikorpers. Die weitere Auswertung der mit Hilfe des GE Typhoon
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9410 Scanners detektierten Cy5 Signale erfolgte am Zentrum fir Bioinforma-
tik in Saarbricken (Prof. H. P. Lenhof). Die vom Zentrum fur Bioinformatik ei-
gens fir das Proteinmacroarray-Screening entwickelte Bildverarbeitungs-
Software weist jedem der 1827 aufgespotteten Klone einen Intensitatswert
zwischen 0 und 255 zu. Nach anschlieRender Quantilnormalisierung der er-
mittelten Intensitatswerte wurden letztlich 102 Klone von allen weiteren Be-
rechnungen ausgeschlossen, da sie in mehr als zehn Seren von der Bild-
auswertungssoftware als ,not available“ gekennzeichnet wurden. Die norma-
lisierten Intensitatswerte der ubrigen 1725 immunogenen Klone stellten die
Grundlage flr die weiteren statistischen Berechnungen dar. Abbildung 5, S.
49 zeigt exemplarisch einen entwickelten und eingescannten Proteinmacro-
array (Patient G8).

1naGenes. 23.

Abbildung 5 Proteinmacroarray, wie er im Rahmen des Screenings verwendet wurde.

Insgesamt 1827 potentielle Autoantigene sind in Duplikaten auf dem Proteinmacroarray aufgetragen.
Auf dem vergroBerten Bildausschnitt sind deutlich die Proteinspots zu erkennen (graue Punkte), die
beiden schwarz aufleuchtenden Spots zeigen eine positive Seroreaktion des verwendeten Testserums
gegeniiber dem entsprechenden Expressionsklon an. Der weifle Punkt in der Mitte, der sogenannte re-
ference spot, ist fiir die automatische Bildauswertung von Bedeutung.
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Anzumerken bleibt, dass sich angesichts der zufalligen Einklonierung der
cDNA Sequenzen in den Expressionsvektor (s. Kapitel 3.3.1., S. 35) die ent-
sprechenden cDNA Sequenzen nur mit einer Wahrscheinlichkeit von 1/3 im
korrekten Leserahmen (sog. ,in-frame“-Klone) befinden. In 2/3 der Falle lie-
gen die einklonierten Sequenzen jedoch nicht im korrekten Leserahmen vor
(sog. ,out-of-frame“-Klone). Bei den von out-of-frame-Klonen exprimierten
Proteinen handelt es sich somit um artefizielle Proteine, die in dieser Form
aller Wahrscheinlichkeit nach nicht in nativen Zellen produziert werden. Zu-
dem brechen out-of-frame-Proteine verfriht ab, nachdem sie aufgrund des
verschobenen Leserahmens vorzeitige Stop-Kodone enthalten. Trotzdem
konnen von out-of-frame-Klonen produzierte Proteine von Autoantikorpern
erkannt werden [78, 79]. Ein moglicher Erklarungsansatz hierflr ist, dass die
von den out-of-frame-Klonen exprimierten Proteine als sogenannte Mimotope
fungieren. Unter Mimotopen versteht man Peptide, deren Struktur &hnlich zu
einem anderweitigen antigenen Epitop ist, wobei die Aminosauresequenz
des Mimotopes nicht zwangslaufig derer des anderweitigen antigenen Epito-
pes entsprechen muss. Bei Antikorperreaktionen gegen von out-of-frame-
Klonen exprimierte Proteine, kdnnte es sich um eine Kreuzreaktion mit einem
von dem out-of-frame-Klon kodierten Mimotop handeln, welches eine Ahn-

lichkeit zu einem naturlich vorkommenden Antigen aufweist.

Ein weitere Erklarung fur AntikOrperreaktivitdten gegen von out-of-frame-
Klonen produzierte Proteine besteht darin, dass der Translationsbeginn einer
einklonierten cDNA nicht zwingend am im Vektor enthaltenen Start-Kodon
liegen muss, sondern auch an einem in der cDNA befindlichen Start-Kodon
liegen kann. In diesem Fall kdnnte auch eine cDNA, die ,out of frame“ mit
dem Vektor-Start Kodon (ATG) vorliegt, ein korrektes ,in-frame*“-Protein pro-
duzieren [76]. Abbildung 6, S. 51 soll die beschriebene Problematik noch-
mals anhand eines Beispiels verdeutlichen.
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a) 5'3' Frame 1

atgagaggatcgcatcaccatcaccatcacggatcctatttaggtgacactatagaatcg
MRGSHHHHHHGSYLGDTTIES
tcgacccacgegtecggeggagtcagacggcegctatgtacgecctcttectectggecag
STHASGGVRRRYVRPLPPGAQ
ccteetgggegeggcetctagecggeceggtecttggactgaaagaatgecaccaggggete
PPGRGSSRPGPWTERMHQGL
ggcagtgtggtgccagaatgtgaagacggcgtccgactgeggggceagtgaageactgect
GSVVPECEDGVRLRGSEALP
gcagaccgtttggaacaagccaacagtgaaatcecttcectgegacatatgcaaagacgt
ADRLEQANSEIPSLRHMOQRR
tgtcaccgcagcetggtgatatgetgaaggacaatgecactgaggaggagatecttgttta
CHRSW:-:YAEGQCH-GGDPCL
cttggagaagacctgtgactggcttccgaaaccgaacatgtctgettcatgcaaggagat
LGEDL-LASETEHVCFMAQGD
agtggactcctacctccctgtcatectggacatcattaaaggagaaatgagecgtectgg
SGLLPPCHPGHH-RRNEPSW
Ggag
G

M = Vektor ATG

HHHHHH = 6-fach His Tag

Gelb = Sequenz des Proteins, das bei Benutzung des Vektor ATGs produziert werden wiirde. Fiir dieses Protein
findet sich in einer Protein-BLAST Suche keine signifikanten Ubereinstimmungen mit bekannten Proteinen, d.h.
es ist ein out-of-frame-Protein. Hierflir spricht auch der vorzeitige Abbruch des Proteins an dem blau markiertem
Stop-Kodon

b) 5'3' Frame 2
atgagaggatcgcatcaccatcaccatcacggatcctatttaggtgacactatagaatcgt
-EDRITITITDPI-VTL-NR
cgacccacgegtecggeggagtcagacggegetatgtacgecctettectectggecage
RPTRPAESDGAMYALFLLAS
cteetgggegeggctctageeggeccggtecttggactgaaagaatgeaccaggggcteg
LLGAALAGPVLGLKECTRGS
geagtgtggtgccagaatgtgaagacggcgtecgactgeggggcagtgaageactgectg
AVWCQNVKTASDCGAVKHCL
cagaccgtttggaacaagccaacagtgaaatcccttccctgegacatatgcaaagacgtt
QTVWNKPTVKSLPCDICKDYV
gtcaccgceagetggtgatatgctgaaggacaatgecactgaggaggagatecttgtttac
VTAAGDMLKDNATEEEILVY
ttggagaagacctgtgactggcttccgaaaccgaacatgtetgettcatgcaaggagata
LEKTCDWLPKPNMSASCKEI
gtggactcctacctecctgtcatcctggacatcattaaaggagaaatgagecgtectggg
VDSYLPVILDIIKGEMSRPG
gag
E
Gleiche Sequenz wie oben, Ubersetzung in anderem Leseahmen. Gelb markiert ist ein langes Protein, beginnend
mit einem Start-Kodon (M). Eine Protein-Blast Suche zeigt eine 100%-ige Ubereinstimmung dieses Proteins mit
dem humanem Protein prosaposin (gb|EAW54436.1|.

Bei Antikorperreaktivititen gegen diesen Klon konnte es sich somit um eine Reaktion mit dem in a dargestellten
out-of-frame-Protein handeln, dieses Protein konnte z.B. ein Mimotop darstellen, also eine Ahnlichkeit zu einem
anderweitigem natiirlicherweise vorkommenden Antigen haben.

Falls jedoch ein Translationsstart an dem ATG innerhalb der cDNA Sequenz vorkommen sollte wiirden Antikor-
perreaktivititen gegen diesen Klon fiir das Vorhandensein von Autoantikdrpern gegen prosaposin sprechen (siche
b).

Abbildung 6 Verschiedene Mdglichkeiten der Proteinexpression durch out-of-frame-Klone, am

Beispiel des Klons G23538
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Um dennoch eine Vorstellung davon zu erhalten, welche Proteine mogli-
cherweise von den out-of-frame-Klonen auf dem Array exprimiert worden
sein kdonnten, wurden die out-of-frame-Klone, die aufgrund ihrer AUC-Werte
bzw. der errechneten Frequenzen als interessant erschienen, einem Protein
BLAST unterzogen. Eine solche BLAST-Suche ermoglicht es, experimentell
ermittelte Proteinsequenzen auf Homologien zu anderen bereits in der Da-
tenbank registrierten Peptidsequenzen zu Uberprifen. Die BLAST-Analysen
der enstprechenden out—of-frame-Klone ergaben jedoch in der Uberwiegen-

den Zahl keine Homologien zu bisher bekannten humanen Proteinen.

Entsprechend der statistisch zu erwartenden Verteilung setzen sich in der
vorliegenden Arbeit die 1725 nach der Quantilnormalisierung verbleibenden
Expressionsklone aus insgesamt 476 (27,6%) in-frame- und 1249 (72,4%)

out-of-frame-Klonen zusammen.

4.1 Klassifikationsergebnisse

Ein wesentliches Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin zu untersuchen,
ob sich Serumproben an Myasthenie respektive an GBS erkrankter Patienten
aufgrund ihrer Seroreaktivitatsprofile von gesunden Probanden unterschei-
den lassen. Die zur Klassifikation notwendigen Trennungsberechnungen
wurden dabei mittels einer Support vector machine samt linearem Kernel
durchgefuhrt (s. Kapitel 3.3.2.). Wir analysierten hiermit die Intensitatswerte
der nach der Normalisierung verbleibenden 1725 Klone. Mit Hilfe der SVM
wurden die folgenden Klassifikationen vorgenommen: Zunachst erfolgte die
statistische Differenzierung der Intensitatswerte der Myasthenie-Seren von
den Seren der gesunden Kontrollen. In Analogie dazu sollten anschlie3end
auch die Intensitaten der GBS-Seren von denen der gesunden Kontrollgrup-

pe statistisch separiert werden.
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Tabelle 4 Klassifikationsergebnisse
Alle angegebenen Werte fiir Sensitivitdt, Spezifitit und Genauigkeit stellen gemittelte Werte einer
100fach wiederholten, nichtstratifizierten, zehnfachen Kreuzvalidierung dar. Die entsprechenden 95%

Konfidenzintervalle sind in Klammern angegeben. Zudem sind die Resultate der stratifizierten Permu-

tationstests aufgefiihrt.

Klassifikation Sensitivitit [%] Spezifitit [%] Genauigkeit [%]
(Konfidenz-intervall) (Konfidenzintervall) | (Konfidenzintervall)

Myasthenie  versus 434 62,0 53,9

Normal (40,3-46,5) (59,4-64,6) (51,9-55,8)

Permutationstest 37,0 54,7 46,9
(32,5-41,5) (51,5-57,9) (44,0-49,9)

GBS versus Normal 30,5 67,3 52,3
(27,3-33,6) (65,4-69,3) (50,5-54,2)

Permutationstest 36,1 63,4 52,3
(32,3-40,0) (60,9-66,0) (50,1-54,6)

Alle von der SVM erstellten Klassifikationen wurden anhand der Gutekriterien
Sensitivitat, Spezifitat und Genauigkeit evaluiert. Zudem wurden jeweils die
95% Konfidenzintervalle angegeben. Tabelle 4 stellt die Klassifikationser-
gebnisse zusammenfassend dar. Alle in Tabelle 4 angegebenen Parameter
sind als gemittelte Werte (mean value) von 100 Wiederholungen einer nicht

stratifizierten, zehnfachen Kreuzvalidierung zu verstehen.

Um die erstellten Klassifikationen auf ein mogliches Overfitting hin zu Uber-
prufen, wurden zusatzlich stratifizierte Permutationsstests durchgefuhrt (sie-
he Kapitel 3.3.2, S. 39). Im Zuge derer wurden die Kontrolldaten ebenso wie
die realen Datensatze 100 Durchlaufen einer zehnfachen Kreuzvalidierung
unterzogen. Die gemittelten Werte flr Sensitivitat, Spezifitat und Genauigkeit
dieser Kontrolluntersuchungen sind samt ihrer 95% Konfidenzintervalle eben-
falls in Tabelle 4, S. 53 dargelegt.

Die Klassifikation der 25 an Myasthenie erkrankten Patienten versus der 32
gesunden Probanden erreichte eine Sensitivitat von 43,4% und eine Spezifi-
tat von 62,0%. Konkret bedeutet dies, dass lediglich 43,4% der 25 gescreen-
ten MG Seren basierend auf den im Zuge des Protein Macroarray-
Screenings erstellten Seroreaktivitatsprofile korrekt als Seren von Patienten
mit MG eingestuft werden konnten. Im Gegensatz dazu konnten 62,0% der
32 untersuchten Normalseren vermittels der im Screening erzielten Resultate
korrekterweise als Serumproben der gesunden Kontrollgruppe klassifiziert

werden. Demzufolge ergab sich eine statistische Genauigkeit (Accuracy) von
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53,9%: Insgesamt gesehen liellen sich also lediglich 53,9% aller getesteten
Seren mit Hilfe des Proteinmacroarray-Screenings korrekt als MG-Seren

bzw. als gesunde Kontroll-Seren identifizierten.

Wie in Kapitel 3.3.2. ausfuhrlich beschrieben, erfolgte im Rahmen der an-
schlielfenden Kontrolluntersuchung eine neue, zufallige Einteilung des be-
stehenden Datensatzes in erkrankte Seren sowie gesunde Kontroll-Seren. In
diesem Fall wurden die 32 gesunden Kontroll-Seren sowie die 25 Myasthe-
nie-Seren willkurlich zu einer neuen, 32 Proben umfassenden ,gesunden
Kontrollgruppe® bzw. zu einer neuen, 25 Serumproben umfassenden ,Myas-
theniegruppe® zusammengestellt. Anhand der neu konzipierten Gruppen
wurden die oben beschriebenen Klassifikationsberechnungen nochmals voll-
zogen. Fur diese Permutationstests konnte eine Sensitivitat von 37,0% ermit-
telt werden. Die Spezifitat der Kontrolluntersuchung betrug 54,7%. Daraus
resultierte eine durchschnittliche Genauigkeit von 46,9%. Demnach wurden
also 46,9% der insgesamt 57 gescreenten Serumproben korrekt der gesun-
den Kontrollgruppe bzw. der MG-Gruppe zugewiesen. Da diese errechnete
Genauigkeit der Zufallswahrscheinlichkeit fur eine binare Entscheidung ent-
spricht, kann eine Uberanpassung des verwendeten statistischen Modells

nahezu ausgeschlossen werden.

Die statistische Differenzierung der 22 an Guillain-Barré-Syndrom erkrankten
Patienten versus der 32 gesunden Kontrollen erbrachte eine Sensitivitat von
30,5%, sowie eine Spezifitdt von 67,3%. Infolgedessen lielRen sich 30,5% der
22 untersuchten GBS-Seren korrekt als solche identifizieren. Hingegen konn-
ten 67,3% der gescreenten Normalseren anhand ihrer Seroreaktivitatsmuster
korrekt der gesunden Kontrollgruppe zugewiesen werden. Dementsprechend
betrug die Genauigkeit dieser Klassifikation im Mittel 52,3 %. Somit wurden
insgesamt 52,3% der 54 untersuchten Proben vermittels des Proteinmacroar-
ray-Screenings korrekt klassifiziert.

Die zugehorige Kontrolluntersuchung, die auf der willkirlichen Einteilung der
54 gescreenten Proben in 22 ,GBS-Seren® und 32 ,Normalseren basierte,
ergab eine Sensitivitat von 36,1% sowie eine Spezifitdt von 63,4%. Demzu-
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folge betrug die ermittelte Genauigkeit der stratifizierten Permutationstests
52,3%. Da dieser Wert auch mit Hilfe einfachen Ratens hatte erreicht werden

koénnen, ist auch in diesem Fall ein Overfitting unwahrscheinlich.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass fur keine der beiden vor-
genommenen Klassifikationen ausreichend hohe Werte fur Sensitivitat, Spe-
zifitdt und Genauigkeit erzielt werden konnten, um an Hand der erstellten Se-
roreaktivitatsprofile eine zuverlassige Zuordnung der Serumproben zu an MG
erkrankten respektive an GBS erkrankten Patienten und gesunden Kontrollen
zu gewabhrleisten. Keines der von der SVM erstellten statistischen Modelle
vermochte folglich ein Ereignis, in diesem Fall die Zugehorigkeit einer unbe-
kannten Testinstanz (Serumprobe) zu einer der drei untersuchten Gruppen,
besser voraussagen zu konnen als der Zufall. Da sich demzufolge weder die
Myasthenie-Patienten noch die Guillain-Barré-Syndrom-Patienten von den
gesunden Kontrollprobanden anhand ihrer Seroreaktivitatsprofile ausrei-
chend zuverlassig statistisch separieren lie3en, erscheint die Verwendung
des Proteinmacroarray-Screenings im Sinne eines diagnostischen Testes

nicht sinnvoll.

Dennoch konnten mit Hilfe des durchgefuhrten Screenings eine Anzahl von
Klonen identifiziert werden, die bei Patienten und Kontrollen unterschiedlich
haufig zu Antikorperantworten fuhrten. Dieser Aspekt soll in Abschnitt 4.3.

naher beleuchtet werden.

4.2 AUC-Auswertung klassifikationsrelevanter Klone

Um den Informationsgehalt einzelner Antigene des Proteinmacroarrays hin-
sichtlich der erstellten Klassifikationen quantifizieren zu kdnnen, wurde fur al-
le immunogenen Klone die ,Area under the Receiver Operator Characte-
ristics Curve (AUC)“ berechnet. Mit Hilfe dieses AUC-Wertes ist es moglich,
die Performanz eines Antigenes als Klassifikator auf einen Zahlenwert abzu-
bilden. Detaillierte Informationen zur Berechnung der AUC Werte sind Kapitel
3.3.2. zu entnehmen. Wie beschrieben, entspricht ein AUC Wert von 1 bzw.
0 einer perfekten Diskriminierung gesunder versus kranker Testseren an-

hand des zugehdrigen Klones. Hingegen erlaubt ein Klon mit einem AUC-
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Wert von 0,5 keine effiziente Differenzierung gesunder versus kranker Seren.
Die Receiver Operator Characteristics Curve ndhme in diesem Fall die Form
einer Winkelhalbierenden an: Es wirden demnach ebenso viele Testinstan-
zen korrekt wie auch unzutreffend klassifiziert werden. Im Folgenden wurden
diejenigen Klone als potentiell interessant erachtet, deren AUCs entweder
Werte 2 0 und <0,3 oder aber Werte >0,7 und < 1 annahmen.

Tabelle 5 Quantitative Verteilung der Klone gemafl der errechneten AUC-Werte

Fiir jedes AUC-Intervall ist sowohl die absolute Anzahl der Klone insgesamt als auch die absolute
Anzahl der entsprechenden in-frame-Klone angegeben. Klone, deren AUCs entweder Werte <0,3 oder
aber >0,7 betrugen, wurden als wertvoll fiir die Klassifikation erachtet (fettgedruckte Werte).

AUC Werte Myasthenie versus Normal GBS versus Normal
Anzahl Klo- | Anzahl Klo- | Anzahl Klo- | Anzahl Klone
ne insge- ne inframe ne insge- inframe
samt samt
[0,0 -0,1] 0 0 0 0
[0,1 -0,2[ 0 0 0 0
[0,2 -0,3[ 5 1 5 3
[0,3 -0,4] 99 34 200 74
[0,4 -0,9] 760 220 704 201
[0,5 -0,6] 706 184 638 162
10,6 -0,7] 153 37 162 35
10,7 -0,8] 2 0 16 1
10,8 -0,9] 0 0 0 0
10,9 -1,0] 0 0 0 0

Tabelle 5 stellt die quantitative Verteilung der nach der Quantilnormalisierung
verbleibenden 1725 Klone gemaf ihrer AUC-Werte in den drei untersuchten

Populationen in der Ubersicht dar.

Wie aus Tabelle 5 zu ersehen, konnten im Hinblick auf die Klassifikation My-
asthenie versus Gesunde sieben Klone identifiziert werden, deren AUC-
Werte in oben genannten Intervallen lagen und somit als informativ fur die
Differenzierung gesunder versus kranker Seren angesehen wurden. Unter
diesen sieben informativen Klonen befand sich auch ein in-frame-Klon, wel-
cher das Gen ,poly (A) binding protein“ (PABPC1) reprasentiert (s. Tabelle 6,
S. 57).
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Tabelle 6 Informativer in-frame-Klon der Klassifikation Myasthenie versus Gesunde
In-frame-Klon, der als informativ fiir die Klassifikation Myasthenie versus Gesunde erachtet wurde.
Neben dem AUC-Wert der Klassifikation Myasthenie versus Gesunde ist zum Vergleich auch der ent-
sprechende AUC-Wert der Klassifikation GBS versus Gesunde angegeben.

PABPCI1= poly(A) binding protein, cytoplasmic 1

Klon ID Ensembl Genname AUC AUC
Myasthenie GBS versus
versus Ge- Gesunde

sunde

E12540 ENSG00000070756 PABPC1 0,279 0,305

Die sechs out-of-frame-Klone, die aufgrund ihrer AUC-Werte als relevant fur
die Klassifikation Myasthenie versus Gesunde erachtet wurden, sind samt ih-
rer ldentitaten sowie der zugehdrigen AUC-Werte ebenfalls in tabellarischer
Form zusammengestellt (s. Tabelle 7 S. 57). Wie bereits angemerkt, repra-
sentieren die in Tabelle 7 angefuhrten Klone out-of-frame-Sequenzen. Es
wurde daher das von der urspringlich in den vektor einklonierten Sequenz
kodierte Protein angegeben, auch wenn diese sich nicht im korrekten Lese-
rahmen bezogen auf das Vektor-ATG befindet (analog Abbildung 6b, S. 51).
Es bleibt letztlich somit unklar, ob die Expressionsprodukte dieser Klone auf
dem Array wirklich den nachfolgenden Proteinen entsprechen: Im Einzelnen
handelte es sich dabei um die ,mitogen-activated protein kinase 11“
(MAPK11), den ,opiod growth factor receptor” (OGFR), den ,ADP- ribosylati-
on factor 5“ (ARF5), das ,paraneoplastic antigen MA3“ (PNMA3) und das
,Solute carrier family 22, member 17“ (SLC22A17).

Tabelle 7 Informative out-of-frame-Klone der Klassifikation Myasthenie versus Gesunde
Ubersicht iiber die out-of-frame-Klone, die als informativ fiir die Klassifikation Myasthenie versus
Gesunde erachtet wurden. Neben den AUC-Werten der Klassifikation Myasthenie versus Gesunde
sind zum Vergleich auch die entsprechenden AUC-Werte der Klassifikation GBS versus Gesunde an-
gegeben.

MAPK1 1= mitogen-activated protein kinase 11; OGFR= opioid growth factor receptor; ARF5= ADP-
ribosylation factor 5; PNMA3= paraneoplastic antigen MA3; SLC22A17= solute carrier family 22,

member 17; *= Klon technisch bedingt nicht sequenzierbar

KlonID | NM_Nummer | Genname AUC AUC
Myasthenie ver- | GBS versus Ge-
sus Gesunde sunde
N14589 NM_002751.5 MAPK11 0,240 0,504

-57-



KilonID | NM_Nummer | Genname AUC AUC
Myasthenie ver- | GBS versus Ge-
sus Gesunde sunde
H24544 NM_007346.2 OGFR 0,265 0,357
108518* 0,269 0,430
co8577 NM_001662.2 ARF5 0,273 0,347
A08546 NM_013364.4 PNMA3 0,701 0,687
J02576 NM_016609.3 SLC22A17 0,717 0,667

Hinsichtlich der Klassifikation Guillain-Barré-Syndrom versus Gesunde konn-
ten 21 Klone, einschliellich vier in-frame-Klonen identifiziert werden, deren

zugehdrige AUCs < 0,3 oder >0,7 betrugen.

Die klassifikationsrelevanten in-frame-Klone tragen dabei die cDNA Sequen-
zen der Gene ,tumor protein p53“ (TP53), ,metastasis associated 1“(MTA1),
Lvimentin® (VIM) und ,,amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family B,
member 1“(APBB1) (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8 Informative in-frame-Klone der Klassifikation GBS versus Gesunde

Ubersicht iiber die in-frame-Klone, die als informativ fiir die Klassifikation GBS versus Gesunde er-
achtet wurden. Neben den AUC-Werten der Klassifikation GBS versus Gesunde sind zum Vergleich
auch die entsprechenden AUC-Werte der Klassifikation Myasthenie versus Gesunde angegeben.
TP53= tumor protein p53; MTA1= metastasis associated 1; VIM= vimentin, APBB1= amyloid beta

(A4) precursor protein-binding, family B, member 1

Klon ID Ensembl Genname AUC AUC Myasthe-
GBS versus nie versus Ge-
Gesunde sunde
E16568 | ENSG00000141510 TP53 0,274 0,453
F13546 ENSG00000182979 MTA1 0,282 0,437
B17512 ENSG00000026025 VIM 0,290 0,439
D08595 | ENSGO00000166313 APBB1 0,700 0,576

Die out-of-frame-Klone, die als informativ fur die Klassifikation GBS versus

Gesunde erachtet wurden, sind in Tabelle 9, S. 59 in der Ubersicht darge-

stellt. Hier muss ebenfalls darauf verwiesen werden, dass die cDNA Sequen-
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zen der in Tabelle 9 angefuhrten Gene aullerhalb des korrekten Leserah-
mens einkloniert wurden und deren Expression somit nicht zwangslaufig zur

Produktion der von ihnen kodierten Proteinen fuhrt.

Tabelle 9 Informative out-of-frame-Klone der Klassifikation GBS versus Gesunde

Ubersicht iiber die out-of-frame-Klone, die als informativ fiir die Klassifikation GBS versus Gesunde
erachtet wurden. Neben den AUC-Werten der Klassifikation GBS versus Gesunde sind zum Vergleich
auch die entsprechenden AUC-Werte der Klassifikation Myasthenie versus Gesunde angegeben.
YBX1=Y box binding protein 1; PGF= placental growth factor; RPS15= ribosomal protein S15;
CKB= brain creatine kinase; AKR7A2= aldo-keto reductase family 7, member A2 (aflatoxin aldehyde
reductase); NEUROD2= neurogenic differentiation 2; LRRC3B= leucine rich repeat containing 3B;
MIDN= midnolin; TUBB3= tubulin, beta 3; PODXL2= podocalyxin-like 2; ERICH1= glutamate-rich
1; CASKIN1= CASK interacting protein 1; NKAIN2= Na+/K+ transporting ATPase interacting 2; *=
Klon technisch bedingt nicht sequenzierbar

Kilon ID | NM_Nummer | Genname AUC AUC
GBS versus Ge- Myasthenie ver-
sunde sus Gesunde
J19558 NM_004559.3 YBX1 0,284 0,406
E22586 NM_002632.4 PGF 0,286 0,473
C06545 NM_001018.3 RPS15 0,700 0,674
H14513 NM_001823.3 CKB 0,702 0,440
D07572 NM_004559.3 YBX1 0,705 0,672
G05508 NM_003689.2 AKR7A2 0,707 0,511
L08598 NM_006160.3 NEUROD2 0,708 0,661
K09597 NM_052953.2 LRRC3B 0,709 0,646
C09518 NM_177401.4 MIDN 0,711 0,628
G01515 NM_006086.2 TUBB3 0,714 0,496
H11522* 0,721 0,590
J08580* 0,723 0,550
P11601 NM_015720.2 PODXL2 0,732 0,619
C08596 NM_207332.1 ERICH1 0,732 0,656
K14599* 0,749 0,621
G10602 NM_020764.2 CASKIN1 0,767 0,619
AQ07579 NM_001104O214. NKAIN2 0,793 0,653
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A Myasthenie: Klon E12540 (PABPC1)

B GBS: Klon E16568 (TP53)
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Abbildung 7 Seroreaktivititen hinsichtlich der informativen in-frame-Klone beider Klassifikationsszena-
rien

Die Intensititswerte der Seroreaktivititen (Ordinate) sind gegen die getesteten Seren (Abszisse) aufgetragen. Der
Mittelwert der Seroreaktivitét ist als horizontale gestrichelte Linie dargestellt.

A: Seroreaktivitit gegeniiber Klon E12540, der das Gen PABPC1 reprisentiert in gesunden Kontrollen (A) und
Myasthenieseren (m); B: Seroreaktivitit gegeniiber Klon E16568, der das Gen TP53 reprisentiert, in gesunden
Kontrollen (A) und GBS-Seren (m); C: Seroreaktivitit gegeniiber Klon F13546, der das Gen MTA1 représentiert,
in gesunden Kontrollen (A) und GBS-Seren (m); D: Seroreaktivitit gegeniiber Klon B17512, der das Gen VIM
représentiert, in gesunden Kontrollen (A) und GBS-Seren (m); E: Seroreaktivitit gegeniiber Klon D08595, der
das Gen APBBI reprisentiert, in gesunden Kontrollen (A) und GBS-Seren (m);
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4.3 Frequenzanalyse der Autoantikorperantwort in den un-
tersuchten Probandengruppen

Uber die reinen Klassifikationsberechungen hinaus, sollten anhand des
durchgefuhrten Proteinmacroarray-Screenings Erkenntnisse daruber gewon-
nen werden, ob bei Patienten mit Myasthenia gravis beziehungsweise mit
Guillain-Barré-Syndrom Autoantikdrperreaktivitaten gegen neue, bislang un-

bekannte Proteine existieren.

Zu diesem Zweck war es vor allem von Interesse zu prufen, mit welcher Hau-
figkeit die einzelnen Klone des verwendeten Arrays zu einer Antikdrperant-
wort in den Serumproben an MG respektive GBS erkrankter Patienten im
Vergleich zu gesunden Kontrollen fihrten. Um fur jeden der nach der Quan-
tilnormalisierung verbleibenden 1725 Klone die entsprechende Frequenz der
Seroreaktivitat angeben zu kénnen, musste zunachst ein Schwellenwert
festgelegt werden, der eine seropositive Reaktion in einem Testserum ein-
deutig definiert. Hierfir wurden basierend auf Erfahrungen vorangegangener
vom Institut fur Humangenetik durchgefuhrter Autoantikérper-Screenings [80]
alle Seren als seropositiv erachtet, die Intensitatswerte von = 50 aufwiesen.
Somit galten Seren, deren Intensitatswerte unter 50 lagen als seronegativ.
Die Frequenz der Seroreaktivitat eines beliebigen Klones x errechnete sich
hierbei aus dem Quotienten aus der Anzahl der Seren, die eine positive Re-
aktion bezlglich Klon x aufwiesen (Intensitatswerte= 50) und der Gesamtzahl
der Seren, denen eine Seroreaktivitat gegen Klon x in Form eines Intensi-

tatswertes zugeordnet werden konnte.

Tabelle 10, S. 62 stellt die zahlenmalige Verteilung der 1725 immunogenen
Klone auf die Frequenzintervalle von 0 bis 100% in den drei untersuchten
Probandengruppen in der Ubersicht dar.

Insgesamt 25 Klone wurden von Uber 60% der untersuchten MG-Seren er-
kannt. Von diesen 25 Klonen stellten sechs in-frame-Klone dar. Gegen ins-
gesamt 797 Klone - darunter 218 in-frame-Klone - liel3 sich keine Antikorper-
antwort in den Serumproben an Myasthenie erkrankter Patienten nachwei-

sen.
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Im Hinblick auf die Serumproben der an GBS erkrankten Patienten flUhrten
20 Klone zu einer humoralen Immunantwort in Uber 60% der untersuchten
GBS-Seren. Unter diesen 20 Klonen waren auch 5 in-frame-Klone zu finden.

838 Klone, unter diesen 237 in-frame-Klone, fiihrten zu keiner messbaren
Seroreaktion.

In den gesunden Kontroll-Seren konnten bei insgesamt 771 Klonen - darun-
ter 224 in-frame-Klone - keine Seroreaktivitat verzeichnet werden. Die ge-
screenten Kontroll-Seren reagierten gegen insgesamt 29 Klone mit einer

Frequenz von uber 60%. Unter diesen befanden sich wiederum 5 in-frame-
Klone.

Tabelle 10 Frequenz von Autoantikdrpern gegen immunogene Klone in den drei untersuchten
Probandengruppen
Fiir jedes Frequenzintervall sind die absolute Anzahl der Klone insgesamt sowie die absolute Anzahl

der entsprechenden in-frame-Klone in allen drei untersuchten Probandengruppen angegeben.

Fre- Myasthenie GBS Normal
quenz- Anzahl Anzahl | Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
intervalle Klone Klone Klone Klone Klone Klone
[%] insge- inframe | insge- inframe insge- inframe
samt samt samt
[0] 797 218 838 237 771 224
]0-10 [ 579 166 559 146 611 170
[10-20[ 209 65 192 62 206 59
[20-30[ 122 33 113 30 109 25
[30-40[ 48 11 58 18 55 14
[40-50[ 38 8 23 6 25 8
[50-60[ 9 2 24 5 21 4
[60-70[ 17 4 10 4 14 2
[70-80[ 4 1 5 0 7 2
[80-90[ 2 1 3 1 5 1
[90-100] 2 0 2 0 3 0

Klone, gegen die sich in den untersuchten Seren Autoantikérper mit einer
sehr hohen Frequenz zeigten (= 80%) waren oftmals innerhalb der unter-
suchten Gruppen identisch und erlaubten somit keine Abgrenzung zwischen
den drei betrachteten Probandengruppen. Offensichtlich handelt es sich

hierbei um Antigene, gegen die viele Individuen schon unter normalen Um-
standen Antikorper bilden.
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In einem nachsten Schritt wurden deshalb die Klone identifiziert, gegen wel-
che in den Serumproben der MG-, respektive der GBS-Patienten mindestens

doppelt so haufig Antikdrper als in den gesunden Kontroll-Seren vorlagen.

Hinsichtlich der gescreenten MG-Seren entsprachen insgesamt 331 Klone,
darunter 97 in-frame-Klone, dieser Bedingung.

Im Hinblick auf die untersuchten GBS-Serumproben wurden dieser Anforde-
rung 313 Klone des Arrays gerecht. Unter diesen befanden sich auch 90
Klone, die in frame exprimiert wurden. Die quantitative Verteilung jener Klone
auf die Frequenzintervalle von 0-100% ist fur beide Patientenpopulationen in
Tabelle 11 zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 11 Anzahl der Klone, gegen die bei Patienten mit Myasthenie bzw. GBS im Vergleich zu
gesunden Kontrollen mindestens doppelt so hiufig Antikorper gebildet wurden

Hier sind lediglich diejenigen Klone beriicksichtigt, die im kranken Serum doppelt so hdufig zu einer
Seroreaktion fiihrten wie im entsprechenden Normalserum. Fiir alle Frequenzintervalle sind sowohl

die absolute Anzahl der Klone insgesamt sowie die absolute Anzahl der entsprechenden in-frame-
Klone angegeben.

Frequenzinter- Myasthenie GBS
valle [%] Anzahl Klo- | Anzahl Klo- | Anzahl Klo- | Anzahl Klo-
ne insge- ne in frame ne insge- ne in frame
samt samt
10-10%[ 251 71 233 60
[10-20[ 56 19 58 21
[20-30[ 17 5 15 5
[30-40[ 6 2 4 2
[40-50[ 1 0 2 2
[50-60[ 0 0 1 0
[60-70[ 0 0 0 0
[70-80[ 0 0 0 0
[80-90[ 0 0 0 0
[90-100] 0 0 0 0

Fur die folgenden statistischen Auswertungen, berucksichtigten wir aus-
schlieRlich diejenigen Klone, die eine Frequenz von mindestens 20% aufwie-
sen (fettgedruckte Werte in Tabelle 11).

Betrachtet man lediglich die untersuchte MG-Gruppe, fanden sich insgesamt

24 (darunter 7 in frame) Klone, gegen die mindestens doppelt so haufig Anti-
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korper bei MG-Patienten als bei gesunden Kontrollen vorlagen und zudem
eine Frequenz von mindestens 20% aufwiesen. Insgesamt 17 dieser Klone
(darunter 5 in frame) wiesen Frequenzen auf, die sich im Intervall = 20 Pro-
zent und kleiner als 30 Prozent bewegten. Sechs der betreffenden Klone
(darunter 2 in frame) traten mit Frequenzen =°30 Prozent und <°40 Prozent
in den Myasthenie-Seren auf. Im Intervall 2°40 und <°50 Prozent hielt sich

lediglich der Frequenzwert eines out-of-frame-Klones auf.

Analog zur obigen Auswertung lieRen sich insgesamt 22 Klone identifizieren,
die in den GBS-Serumproben doppelt so hohe Frequenzen aufwiesen wie in
den zugehdrigen Normalseren und deren Frequenzen dartber hinaus min-
destens 20% betrugen. Unter diesen waren auch neun Klone zu finden, die
auf dem Array in frame exprimiert wurden. Im Frequenzintervall = 20% und
< 30% bewegten sich hierbei 15 dieser Klone (davon 5 in frame). Insgesamt
4 der 22 Klone (davon 2 in frame) wiesen dabei Frequenzen =30% und
< 40% auf. Zwei in-frame-Klone erreichten Frequenzen, die sich im Intervall
= 40 und < 50 bewegten. Ein out-of-frame-Klon erzielte eine Frequenz, die im
Intervall = 50 und < 60% lag.

Um abschlieRend beurteilen zu kdénnen, ob die Frequenz von Antikorpern
gegen die oben angefuhrten Klone in den Patienten-Seren signifikant im
Vergleich zu den Seren gesunder Kontrollen erhoht ist, wurden fur alle Klone
die entsprechenden p-Werte anhand des zweiseitigen Fishers Exact Probabi-

lity Tests berechnet.

Hinsichtlich der untersuchten MG-Seren konnten mittels dieses Unabhangig-
keitstestes fur insgesamt sechs Klone signifikante p-Werte (p < 0,05) errech-
net werden. Bei zweien dieser Klone handelte es sich um in-frame-Klone.
Diese in-frame-Klone reprasentieren dabei wiederum die Gene ,40S riboso-
mal protein S13“ (RPS13) respektive ,proteasome subunit alpha type 1
(PSMA1). In Tabelle 12, S. 65 sind die entsprechenden Klone samt ihrer
Identitaten, ihrer Frequenzen und der entsprechenden p-Werte nochmals

aufgefuhrt.
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Tabelle 12 In-frame-Klone, gegen die in Myasthenie-Seren signifikant hiufiger Antikorper als
in Kontroll-Seren vorliegen

Ubersicht iiber die in-frame-Klone, fiir die mit Hilfe des Fishers Exact Probability Testes signifikante
p-Werte errechnet werden konnten. Fiir beide Klone sind jeweils die absoluten Frequenzen in Myas-
thenie- und entsprechenden Normalseren angegeben. In eckigen Klammern sind die Frequenzen zu-
satzlich in prozentualen Werten angegeben.

RPS13=40S ribosomal protein S13; PSMA 1=proteasome(prosome, macropain) subunit alpha type 1

Kilon ID Ensembl Gen- Frequenz Frequenz p
name | Myasthenie | Normal [%]
[%]
K02549 | ENSG00000110700 | RPS13 | 5/24 [20,83] | 0/32[0,00] | 0,01113
E05529 | ENSG00000129084 | PSMA1 | 6/24 [25,00] | 1/32[3,13] | 0,03458

Die verbleibenden vier out-of-frame-Klone, deren Frequenzen sich in den
Myasthenie-Seren von denen in entsprechenden Normalseren signifikant un-
terscheiden, sind in Tabelle 13, S. 65 zusammengestellt. Wie bereits disku-
tiert, lasst sich nicht mit letzter Sicherheit sagen, ob sich bei den von diesen
Klonen produzierten Proteinen um artifizielle out-of-frame-Proteine handelt,
oder ob korrekte Proteine beginnend von einem internen Start-Kodon inner-
halb der cDNA Sequenz translatiert werden (siehe Abbildung 6, S. 51). In
Tabelle 13 sind diejenigen Gene aufgelistet, die bei einem Translationsstart
an einem internen Start-Kodon innerhalb der cDNA-Sequenz abgelesen wer-
den kénnten. Es handelt sich um das ,prosaposin“ (PSAP), den “scaffold at-
tachment factor b“ (SAFB), die ,brain creatine kinase“ (CKB) sowie
+MARCKS-like 1 (MARCKSL1).

Tabelle 13 Out-of-frame-Klone, gegen die in Myasthenie-Seren signifikant hiiufiger Antikérper
als in Kontroll-Seren vorliegen

Ubersicht iiber die out-of-frame-Klone, fiir die mit Hilfe des Fishers Exact Probability Testes signifi-
kante p-Werte errechnet werden konnten. Fiir alle Klone sind jeweils die absoluten Frequenzen in
Myasthenie- und entsprechenden Normalseren angegeben. In eckigen Klammern sind die Frequenzen
zusitzlich in prozentualen Werten angegeben

PSAP= prosaposin; SAFB= scaffold attachment factor b; CKB= brain creatine kinase; MARCKSL=
Marcks-like 1

Klon ID NM_Nummer Genname Frequenz | Frequenz p
Myasthe- Normal
nie [%] [%]
G23538 NM_001042466.1 PSAP 6/23 [26,09] | 1/27 [3,70] | 0,03863
G04526 NM_002967.2 SAFB 8/25[32,00] | 3/32[9,38] | 0,04460
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Kilon ID NM_Nummer Genname Frequenz | Frequenz p
Myasthe- Normal
nie [%] [%]
H06573 NM_001823.3 CKB 8/25[32,00] | 3/32[9,38] | 0,04460
003548 NM_023009.5 MARCKSL1 | 9/23[39,13] | 3/24[12,50] | 0,04899

Die statistische Signifikanz der beobachteten Unterschiede von GBS- und
Kontroll-Seren wurden analog zu den Myasthenie-Seren mit Hilfe des Fishers
Exact Probability-Testes uberpruft. Fur sieben der zuvor identifizierten Klone
konnten mit Hilfe des Fishers Exact Probability Testes signifikante p-Werte
ermittelt werden. Zwei dieser immunogenen Klone stellen in-frame-Klone dar.
Bei denen von diesen Klonen reprasentierten Genen handelt es sich um das
Jtubulin beta 2A* (TUBB2A) sowie das ,ribosomal protein L29“ (RPL29).
Auch diese Klone sind in einer Ubersicht (s. Tabelle 14, S. 66) samt Fre-

quenzen, ldentitaten und zugehdrigen p-Werte erfasst.

Tabelle 14 In-frame-Klone gegen die in GBS-Seren signifikant hiufiger Antikorper als in Kon-
troll-Seren vorliegen

Ubersicht iiber die in-frame-Klone, fiir die mit Hilfe des Fishers Exact Probability Testes signifikante
p-Werte errechnet werden konnten. Fiir alle Klone sind jeweils die absoluten Frequenzen in GBS- und
entsprechenden Normalseren angegeben. In eckigen Klammern sind die Frequenzen zusétzlich in pro-
zentualen Werten angegeben.

TUBB2A= tubulin beta 2A; RPL29= ribosomal protein L.29

Kion ID Ensemble Gen- Frequenz Frequenz ¢]
name GBS [%] Normal [%]

B09575 ENSG00000137267 | TUBB2A 5/21 [23,81] 0/30 [0,00] 0,00866

C14513 ENSG00000162244 RPL29 5/22 [22,73] 1/32 [3,13] 0,03552

Die funf out-of-frame-Klone, die entsprechende Differenzen auf 5% Siginif-
kanzunterschiede aufwiesen, enthalten Leserahmen flr die Gene ,phosphoi-
nositide 3-kinase-interacting protein1“ (PIK3IP1), ,phosphodiesterase 4D in-
teracting protein isoform 3“ (PDE4DIP), ,brain creatine kinase® (CKB), ,FEZ
family zinc finger 2 (FEZF2) sowie ,chromosome 19 open reading frame 70
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(C190rf70) (siehe Tabelle 15, S. 67). Auch hier sei darauf verwiesen, dass es
sich um out-of-frame-Klone handelt und somit keine sichere Aussage dar-
uber getroffen worden kann, ob die von den oben angefiihrten Genen kodier-

ten Proteine tatsachlich auf der Filtermembran exprimiert wurden oder nicht.

Tabelle 15 Out-of-frame-Klone, gegen die in GBS-Seren signifikant hiufiger Antikorper als in
Kontroll-Seren vorliegen

Ubersicht iiber die out-of-frame-Klone, fiir die mit Hilfe des Fishers Exact Probability Testes signifi-
kante p-Werte errechnet werden konnten. Fiir alle Klone sind jeweils die absoluten Frequenzen in
GBS- und entsprechenden Normalseren angegeben. In eckigen Klammern sind die Frequenzen zusétz-
lich in prozentualen Werten angegeben.

PIK3IP1= phosphoinositide -3- kinase interacting protein 1; PDE4DIP= phosphodiesterase 4D inte-
racting protein; CKB= brain creatine kinase; FEZF2= FEZ family zinc finger 2; C190rf70= chromo-

some 19 open reading frame 70

Kilon ID NM_Nummer Genname Frequenz Frequenz p
GBS [%] Normal [%]
D24528 NM_001135911.1 PIK3IP1 11/22 5/32[15,63] | 0,01374
[50,00]
NO01564 NM_022359.4 PDE4DIP 7/22 [31,82] 2/32 [6,25] 0,02320
017544 NM_001823.3 CKB 5/22 [22,73] 1/32 [3,13] 0,03552
G08534 NM_018008.3 FEZF2 5/22 [22,73] 1/32 [3,13] 0,03552
HO03573 NM_205767.1 C190rf70 5/22 [22,73] 1/32 [3,13] 0,03552
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, Autoantikdrperprofile in Serumproben
an Myasthenie erkrankter Patienten respektive an Guillain-Barré-Syndrom
erkrankter Patienten sowie entsprechender gesunder Kontrollen mit Hilfe ei-
nes 1827 Autoantigene umfassenden Proteinmacroarrays zu analysieren.
Die erstellten Seroreaktivitatsprofile sollten hierbei im Wesentlichen Aussa-
gen hinsichtlich folgender Fragestellungen ermoglichen: Erstens sollte unter-
sucht werden, ob die ermittelten Antikdrpersignaturen eine statistische Diffe-
renzierung der MG-Patienten bzw. der GBS-Patienten von entsprechenden
gesunden Kontrollpersonen erlauben. Zweitens sollten Erkenntnisse dartber
gewonnen werden, ob neben den bisher bekannten Zielantigenen bislang
unbeschriebene Autoantigene existieren, gegen die sich im Rahmen einer
Myasthenia gravis bzw. eines Guillain-Barré-Syndromes eine Immunantwort

ausbildet.

Bei den betrachteten Krankheitsbildern handelt es sich um Erkrankungen au-
toimmuner Genese, d.h. um Erkrankungen, denen eine Uberschielende Im-
munreaktion gegen korpereigenes Gewebe zugrunde liegt. Die Bedeutung
humoraler Immunmechanismen ist insbesondere fur die Myasthenie erwie-
sen: Bei Patienten mit Myasthenia gravis lassen sich Anti-AChR-Antikorper
im Serum nachweisen, die eine pathogenetische Relevanz besitzen. Dane-
ben sind bei der Myasthenie auch autoreaktive AntikOrper gegen andere
muskulare und nicht-muskulare Zielantigene beschrieben worden [17-19].

Hinsichtlich der Atiopathogenese des Guillain-Barré-Syndroms existieren e-
benfalls klare Hinweise auf eine Beteiligung humoraler Immunmechanismen.
Die Zielstrukturen, gegen die sich die vermuteten Autoantikérper dabei rich-

ten, sind jedoch bislang unbekannt.

5.1 Methodische Aspekte: Proteinmacroarray-Screening

Die im Rahmen des Screenings verwendeten Proteinarrays ermdglichen eine

Breitspektrum-Analyse von Autoantikorperprofilen: Insgesamt 1827 potentiel-

le Autoantigene sind auf einer PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membran immobi-

lisiert, und erlauben somit in einem einzigen multiparallelen Ansatz ein brei-
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tes Screening auf AutoantikOrperreaktivitaten in den untersuchten biologi-
schen Proben. In nur einem Experiment lasst sich folglich eine immense Da-
tenmenge generieren. Die Applikation des Proteinmacroarray-Screenings
bleibt dabei nicht alleinig auf die Detektion von Autoantikdrpern in Patienten-
seren beschrankt. Weitere Anwendungsgebiete umfassen die Epitopkartie-
rung von Antikorpern, die Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen
sowie die Identifizierung von Proteinkinase-Substraten und DNA-bzw. RNA-
bindender Proteine. Die verwandte Methodik zeichnet sich zudem durch ei-
nen geringen Materialverbrauch aus: Zur Durchflihrung eines entsprechen-
den Screenings sind lediglich geringe Mengen des zu untersuchenden Pati-
entenserums erforderlich. Zeit-, Kosten- und Materialeffizienz machen das

Proteinmacroarray-Screening zu einem hdchst 6konomischen Verfahren.

Die Synthese der auf der PVDF-Membran aufgebrachten rekombinanten
Proteine basiert auf einem rein bakteriellen Expressionssystem. Die verwen-
deten E. coli-Zellen stellen aufgrund ihres schnellen und robusten Wachs-
tums ideale Wirtsorganismen fur die Gewinnung grofer Mengen an rekombi-
nanten Proteinen dar. Dennoch kann die Expression eukaryotischer Proteine
durch E. coli-Kulturen problematisch sein: So fehlt der bakteriellen Zelle bei-
spielsweise die Fahigkeit, die exprimierten Proteine posttranslational zu mo-
difizieren, wie es in entsprechenden Saugerzellen der Fall ware. Bestimmten
eukaryotischen Proteinen konnen infolgedessen die fiur sie typischen Glyko-
sylierungs- bzw. Phosphorylierungsmuster fehlen, die fir deren adaquate
biologische Aktivitdt und Bindungseigenschaften von Bedeutung sind.
Posttranslationale ~ Modifikationen  gehdren  neben  Genaktivierung,
-Uberexpression und —mutation zu den Mechanismen, mittels derer korperei-
gene Antigene eine Immunreaktion initiieren kdnnen. Ein potentielles Autoan-
tigen erhalt unter Umstanden erst nach vollendeter posttranslationaler Modi-
fikation eine immunogene Relevanz. Im Falle des systemischen Lupus e-
rythematodes erfordert die Erkennung bestimmter Autoepitope durch ent-
sprechende Antikdrper beispielsweise deren Methylierung und Phosphorylie-
rung [81, 82]. Ein andere Problematik bakterieller Expressionssyteme besteht

in der Formation sogenannter Einschlusskorperchen (inclusion bodies) und/
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oder aber im vorzeitigen Abbau der Expressionsprodukte durch die E. coli-
Wirtszelle [83].

Die rekombinant exprimierten Proteine des Arrays unterscheiden sich zudem
hinsichtlich ihrer strukturellen Konformation von den in der nativen Zelle ex-
primierten Proteinen. Die rekombinanten Proteine werden unter denaturie-
renden Bedingungen extrahiert und auf den PVDF-Membranen immobilisiert.
Die zum Screening verwendeten Proteinarrays umfassen folglich lediglich
Epitope, die sich aus der primaren Aminosauresequenz der Expressionspro-
dukte ergeben. Sie stellen sogenannte lineare (sequentielle) Epitope dar. In
vivo exprimierte Proteine nehmen hingegen eine dreidimensionale Struktur
(Tertiarstruktur) an. Autoantikorper, die lediglich konformationale Epitope er-
kennen wie z.B. die im Rahmen des Morbus Basedow gebildeten Anti-TSH-
Rezeptor-Antikorper [84], konnen auf diese Weise folglich nicht detektiert

werden.

Es sollte erwahnt werden, dass sich keine Sequenzen der AChR auf dem
von uns verwendeten Proteinmacroarray befanden. AChR-Antikorper binden
ebenfalls typischerweise an konformationelle Epitope, die in dem verwende-

ten System nicht exprimiert werden kénnen.

Zu berlcksichtigen ist aullerdem, dass es sich bei der Durchflihrung als auch
der computergestutzten Auswertung des Proteinmacroarray-Screenings um
ein hochgradig standardisiertes Verfahren handelt, dass bereits bei der Un-
tersuchung verschiedener Hirn- und Lungentumoren bewahrt hat [80, 85].

Wie bereits in Kapitel 4 ausfiuhrlich diskutiert, wurden, wie aus stochasti-
schen Grunden zu erwarten, ca. zwei Drittel der cDNA-Sequenzen nicht im
korrekten Leserahmen in den bakteriellen Expressionsvektor einkloniert [86].
Die Expression dieser sogenannten out-of-frame-Klone kann zu kurzen, in-
stabilen Peptiden flhren, die einem verfrihten Abbau in der E. coli-Wirtszelle
unterliegen [76]. Es ist aber auch denkbar, dass die Expressionsprodukte im
Sinne sogenannter Mimotope fungieren: Cepok et al. konnten Reaktivitaten
gegen bestimmte out-of-frame-Klone in Seren von Patienten mit Multipler

Sklerose nachweisen, welche letztlich auf gewissen strukturellen Ahnlichkei-
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ten der out of frame Epitope zu den Peptidsequenzen der EBV-Virusproteine
EBNA-1 und BRRF2 beruhte. Die verzeichneten Seroreaktivitaten liel3en sich
folglich auf eine Kreuzreaktion der im Patientenserum befindlichen Antikérper
mit den entsprechenden Mimotopen dieser out-of-frame-Proteine zurickflh-
ren [79]. Zudem ist auch moglich, dass das einklonierte cDNA-Insert Uber ein
vom Vektor-Start-Kodon unabhéangiges Start-Kodon verfugt: Unter diesen
Umstanden kdnnte auch eine cDNA-Sequenz, die aulerhalb des korrekten
Leserahmens in einen bakteriellen Vektor einkloniert wurde, zur Expression
des ursprunglich einklonierten Genes und somit zur Produktion eines korrek-
ten Proteines fuhren [76]. Nachdem die genaue Identitat der von den out-of-
frame-Klonen kodierten Proteinen in der vorliegenden Arbeit offenbleiben
musste, wird in der weiteren Diskussion nur auf Antikdrperreaktivitaten gegen
in-frame-Klone genauer eingegangen, da in diesem Fall die Identitat der ex-
primierten Proteine eindeutig ist.

5.2 Klassifikationsergebnisse

Die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Klassifikationsberechnungen
wurden mittels einer Support vector machine samt linearem Kernel durchge-
fuhrt.

Die statistische Differenzierung der Intensitatswerte der Myasthenie-Seren
von den gesunden Kontroll-Seren erzielte dabei eine Sensitivitat von 43,4%
und eine Spezifitat von 62,0%. Daraus resultierte eine statistische Genauig-
keit (Accuracy) von 53,9%. Demnach konnten 53,9% aller getesten Seren
basierend auf den im Zuge des Proteinmacroarray-Screenings erstellten Se-
roreaktivitatsprofile korrekt als MG-Seren bzw. als gesunde Kontroll-Seren

klassifiziert werden.

Die Klassifikation der Intensitaten der GBS-Seren versus der entsprechen-
den Normalseren erbrachte ahnliche Resultate: Die errechnete Sensitivitat
betrug 30,5%, die Spezifitdt dieser statistischen Differenzierung erreichte
67,3%. Demzufolge ergab sich eine statistische Genauigkeit von 52,3%: So-
mit konnten lediglich 52,3% der untersuchten Serumproben anhand der er-
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mittelten Autoantikorperprofile korrekt der GBS-Gruppe bzw. der gesunden
Kontrollgruppe zugeordnet werden.

Unter Verwendung derselben Methodik zur Breitspektrum-Analyse von Auto-
antikorperprofilen gelang es Ludwig et al. Gliompatienten von gesunden Kon-
trollprobanden mit einer Sensitivitat von 85,93%, einer Spezifitat von 90,45%
und einer Genauigkeit von 88,49% statistisch zu differenzieren. Daruber hin-
aus war es sogar moglich WHO Grad IV Gliome von entsprechenden Nor-
malseren mit einer Sensitivitat von 80,93%, einer Spezifitat von 98,45% und
einer Genauigkeit von 92,88% statistisch zu separieren [80]. Ahnliche Ergeb-
nisse erzielten Ludwig et al. auch im Hinblick auf Menigiome: Die statistische
Differenzierung von Meningiomen versus gesunde Kontrollen erreichte hier-
bei eine Senstivitat von 91,8%, eine Spezifitat von 95,6% und eine Genauig-
keit von 93,8% (Ludwig et al. eingereicht).

Ein anderes Verfahren zum Antikdrperprofiling von biologischen Proben stellt
die sogenannte Phage-Display-Technik dar. Es handelt sich dabei um eine
Form der Expressionsklonierung, bei der das rekombinierte Gen als Kapsid-
fusionsprotein an der Oberflache des Phagen erscheint. Mittels dieser Me-
thodik konnten Wang et al. Patienten mit Prostatakarzinomen mit einer Sen-
sitivitat von 81,6% und einer Spezifitat von 88,2% identifizieren [87]. Somers
et al. konnten unter Verwendung der Phage-Display-Technik Antikorpersig-
naturen in Liquorproben von Patienten mit multipler Sklerose ermitteln, die
eine statistische Differenzierung der MS-Patienten von den gesunden Kon-
trollpersonen mit einer Sensitivitat von 45% und einer Spezifitat von 86% er-
moglichten [88].

Vergleicht man die im Rahmen der vorliegenden Untersuchung erzielten
Klassifikationsergebnisse mit denen anderer Studien, die sich mit der Etablie-
rung von Autoantikorperprofilen zu diagnostischen Zwecken beschaftigen,
wird nochmals deutlich: Keine der beiden vorgenommenen Klassifikationen
erbrachte ausreichend hohe Werte fur die Gutekriterien Sensitivitat, Spezifitat
und Genauigkeit, die eine klare Trennung der an Myasthenie respektive an
Guillain-Barré-Syndrom erkrankten Patienten von den gesunden Kontroll-
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Seren erlaubt hatten. Eine eindeutige Zuordnung einer unbekannten Testin-
stanz zu einer der untersuchten Probandengruppen ist, basierend auf den im
Rahmen des Proteinmacroarray-Screenings ermittelten Seroreaktivitats-

muster, folglich nicht moglich.

Weshalb die verwandte Methodik so viel erfolgreicher bei Tumorerkrankun-
gen als bei den untersuchten Autoimmunerkrankungen eingesetzt werden
kann, gibt Anlass zur Spekulation. Im Rahmen von malignen Tumoren
kommt es offenbar zu einer wesentlich deutlicheren Verschiebung globaler
Autoantikorperprofile als dies im Rahmen der Myasthenia gravis oder des

Guillain-Barré- Syndromes der Fall ist.

Die sich im Rahmen von Tumorerkrankungen manifestierende humorale Im-
munantwort gegen vom Tumor exprimierte Antigene fuhrt moglicherweise zu
einer breiteren Verschiebung des globalen Antikdrperrepertoires als die hu-
morale Autoimmunantwort bei Patienten mit MG und GBS. Dies mag zu-
nachst Uberraschend wirken, da insbesondere bei der MG als klassischer
humoral vermittelter Autoimmunerkrankung eine Alteration globaler Autoanti-
korperprofile denkbar erschien. Unsere Daten sprechen allerdings nach-
dricklich daflir, dass es sich bei der humoralen Immunantwort gegen den
AChR bei der MG um einen relativ fokussierten Prozess handelt, der nicht
von einem global veranderten Autoantikdrperprofil begleitet wird.

5.3 AUC-Auswertung klassifikationsrelevanter Klone

Um den Informationsgehalt einzelner Klone des Proteinmacroarrays hinsicht-
lich der erstellten Klassifikationen auf einen Zahlenwert abbilden zu kénnen,
wurde fur jeden Klon der sogenannte AUC-Wert berechnet (siehe Kapitel 4.2,
S. 55). Klone, deren AUCs Werte < 0,3 oder > 0,7 annahmen, wurden dabei
als besonders informativ erachtet.

Fir die Klassikation Myasthenie versus Gesunde liel3 sich ein in-frame-Klon
identifizieren, der mit einem AUC-Wert von 0,279 den oben genannten An-
forderungen entsprach und demnach Uber einen hohen Informationsgehalt
bezlglich dieser statistischen Trennung verfligte. Es handelte sich dabei um
das Antigen ,poly (A) binding protein“ (PABPC1).
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Das ,poly (A) binding protein®ist an der mRNA-Translation sowie am Abbau
derselbigen beteiligt [89]. An Hefen, die gentechnisch dahingehend manipu-
liert wurden, so dass die Expression von PABPC1 nahezu unterblieb, konnte
eine Hemmung der Translationsinitiation sowie eine Beeintrachtigung der
Kurzung des Poly(A)-Schwanzes demonstriert werden [90]. Die Kurzung der
Poly(A)-Sequenz stellt wiederum die Voraussetzung fur die Degradation zy-

toplasmatischer mRNA in Hefen und héheren Eukaryonten dar.

Auf eine mogliche prognostische Bedeutung des PABPC1 hinsichtlich Tu-
morprogression und mittlerer postoperativer Uberlebensdauer bei Osopha-
guskarzinomen wiesen Takashima et al. hin: lhren Studien zufolge ist eine
verminderte PABPC1-Expression in der Osophagusschleimhaut mit einer lo-
kalen Progression des Karzinoms assoziiert. Eine reduzierte PABPC1-
Expression korreliert demnach zudem mit einer signifikant kurzeren postope-
rativen, mittleren Uberlebenszeit verglichen mit Patienten mit hoher
PABPC1-Expression [91]. Diese Beobachtung kdnnte dahingehend interpre-
tiert werden, dass eine Herunter-Regulation von PABPC1 aufgrund man-
gelnder Kontrolle des mRNA-Umsatzes einer Proliferation maligner Zellen

zutraglich ist.

Hinsichtlich der Klassifikation GBS versus Gesunde wurden folgende in-
frame-Klone als informativ erachtet: Das ,tumor protein p53“ (TP53), das
~metastasis associated 1“ (MTA1), ,vimentin® (VIM) und das ,amyloid beta
(A4) precursor protein-binding, family B, member 1“ (APBB1).

Das ,tumor protein p53*“ (TP53) verfugte mit einem AUC-Wert von 0,274 uber
den hdchsten Informationsgehalt. Das TP53-Gen kodiert fur einen Transkrip-
tionsfaktor, der die Expression bestimmter Zielgene reguliert, die an der Kon-
trolle des Zellzyklus, an DNA-Reparaturen oder am programmierten Zelltod,
der sogenannten Apoptose, beteiligt sind. Im Falle eines DNA-Schadens in-
duziert p53 Uber die Aktivierung bestimmter Gene (unter anderem des p21-
Gens) einen Arretierung des Zellzyklus in der G1-Phase, was der Zelle er-
moglicht, die eingetretene Schadigung adaquat zu reparieren. In Abhangig-
keit vom Ausmald des zellularen DNA-Schadens kann p53 auch die Apopto-
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se der betreffenden Zelle einleiten. P53 fungiert somit als Tumorsuppressor,
der einer unkontrollierten Proliferation bzw. Anhaufung geschadigter und mu-
tierter Zellen Einhalt gebietet. Aufgrund dieser Eigenschaften wurde das p53

auch als ,Wachter des Genoms* bezeichnet.

Mutationen des p53 konnen bei einer Vielzahl humaner Tumoren nachge-
wiesen werden. Mutiertes p53 ist im Stande, eine humorale Immunantwort zu
induzieren. Die Pravalenz der p53-Autoantikorper korreliert hierbei nachge-
wiesenermafien mit der p53-Uberexpression bzw. p53-Mutationen, die zu
nachfolgender Akkumulation des mutierten Proteins in der entarteten Zelle
fUuhren [67]. Das Auftreten der p53-Autoantikérper war bei vielen Tumoren mit

einer schlechten Prognose verbunden [68, 69].

Serum-Autoantikérper, deren Epitope sich gegen p53 richten, wurden bereits
in Zusammenhang mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen beschrieben:
Di Cesare et al. konnten mittels ELISA in 9,4% der untersuchten Diabetes
Typ1-Patientenseren entsprechende p53-Autoantikorper detektieren [92].
Kovacs et al. wiesen bei 32% der an SLE erkrankten Probanden und bei ei-
nigen an rheumatoider Arthritis und an Systemischer Sklerodermie erkrank-
ten Patienten p53-Serum-Autoantikorper nach [93]. Mariette et al. konnten
ebenfalls bei Patienten mit rheumatoider Arthritis Autoantikorper gegen p53
dokumentieren [94] und Fenton et al. gelang der Nachweis der p53-
Antikdrper auch bei 4,2% der untersuchten Patienten mit autoimmunen

Schilddrisenerkrankungen [95].

Weshalb p53-Autoantikérper im Rahmen der aufgeflUhrten Erkrankungen
produziert werden, ist bislang unklar. In der Regel kommt es jedoch bei Auto-
immunerkrankungen zu einer durch Entziindungsprozesse bedingten Gewe-
beschadigung. So ist auch das Guillain-Barré-Syndrom durch multifokal auf-
tretende inflammatorische Lasionen des gesamten peripheren Nervensys-
tems charakterisiert. Verschiedenen experimentellen Studien zufolge weisen
eine Reihe entzlindlicher Erkrankungen, darunter auch Erkrankungen auto-
immuner Genese wie beispielsweise Morbus Crohn und die rheumatoide
Arthritis, eine Uberexpression von p53 auf [96-98]. DNA-Schaden, die durch
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aus entzundlichem Gewebe stammenden Oxidantien verursacht werden,
kénnen eine Uberexpression von p53 induzieren [99]. Proinflammatorische
Zytokine bewirken ebenfalls eine vermehrte Expression von p53 [100]. Die
gesteigerte Expression im Rahmen von Entzindungsprozessen, wie sie
zweifelsohne auch beim GBS auftreten, konnte die Initiierung einer humora-

len Immunantwort gegen p53 begrunden.

Erwahnenswert ist auch, dass eine Autoantikbrperantwort gegen p53 - zu-
mindest bei Brustkrebserkrankungen - die Formation eines Komplexes be-
stehend aus p53 und dem Hitze-Schockprotein Hsp70 erfordert [101]. Inte-
ressanterweise konnten Zhang et al. in entzindlichen Lasionen an EAN er-
krankter Lewisratten unter anderem eine gesteigerte Expression von Hsp70

demonstrieren [102].

Das ,metastasis associated 1“ (MTA1) zahlte mit einem AUC Wert von 0,282
ebenfalls zu den klassifikationsrelevanten in-frame-Klonen. Das ,metastasis
associated 1“ (MTA1) wurde ursprunglich aus Adenokarzinomzelllinien der
Brust isoliert [103]. Anhand von Northern-Blot-Analysen konnten Toh et al.
damals eine bis zu vierfach erhdhte mRNA-Expression des MTA1-Genes im
metastatischen Zellmaterial verglichen mit nichtmetastasiertem Zellgewebe
feststellen. Welche Bedeutung ihm bei der Metastasierung maligner Tumoren
genau zukommt, ist bislang nicht hinreichend geklart. Nicolson et al. konnten
demonstrieren, dass eine Hemmung endogener MTA1-Proteinexpression,
die durch Applikation von Antisense-Oligonukleotiden herbeigeflhrt wurde,
ein vermindertes Wachstum sowie eine verminderte Invasivitat von MDA-MB-
231 Brustkrebszellen bedingt [104]. In anderen Studien lieR sich die Uberex-
pression von MTA1 signifikant mit einer gesteigerten Invasivitat, einer ver-
mehrten Metastasierung und einer schlechteren Prognose des Osopha-
guskarzinoms korrelieren [105]. Struktur und Aktivitat des MTA1 deuten auf
wichtige Funktionen hinsichtlich zellularer Signaltransduktion, Chromoso-

menmodifikation und Transkriptionsregulation hin.

Bei ,Vimentin“ (VIM) handelt es sich um ein Typ3 Intermediarfilament aus der
Gruppe der Desmine. Als intrazellularer Bestandteil des Zytoskeletts erfullt
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es eine Stutzfunktion und verleiht der Zelle somit mechanische Stabilitat und
Widerstandsfahigkeit. Exprimiert wird Vimentin vor allem in Zellen mesen-

chymaler Herkunft wie beispielsweise Endothelzellen und Fibroblasten.

Eine Uberexpression von Vimentin konnte bei verschiedenen Hirntumoren
demonstriert werden, vor allem aber bei Glioblastomen [106]. Dass Vimentin
im Sinne eines Autoantigenes fungiert und als solches im Stande ist humora-
le Immunantworten zu induzieren, legen die Resultate verschiedener experi-
menteller Studien nahe: Hong et al. konnten bei 44% der untersuchten, an
Pankreaskarzinom erkrankten Patienten eine Autoantikdrperproduktion ge-
gen eine bestimmte Isoform des Vimentins nachweisen. Im Gegensatz dazu
wies keiner der untersuchten Kontrollprobanden und lediglich einer der in die
Studie einbezogenen Patienten mit chronischer Pankreatitis Reaktivitaten
gegen die besagte Vimentin-lsoform auf [107].

Autoreaktive Antikdrper gegen Vimentin treten auch im Zusammenhang mit
klassischen systemischen Autoimmunerkrankungen wie beispielweise der
rheumatoiden Arthritis auf. Wagner et al. untersuchten Autoantikorper, deren
Epitope sich gegen mutiertes und citrulliniertes Vimentin (anti-MCV-
Antikorper) richteten, hinsichtlich ihrer Eignung als diagnotische und prog-
nostische Marker fur die rheumatoide Arthritis. lhren Untersuchungen zufolge
zeichnen sich die anti-MCV-Titer durch eine hohere Sensitivitat bei serone-
gativen Patienten aus als andere diagnostische Marker wie beispielsweise
Rheumafaktoren oder Anti-CCP-Autoantikérper. Zudem konnte eine signifi-
kante Korrelation zwischen dem anti-MCV-Titer und der Krankheitsaktivitat
(DAS= disease activity score) demonstriert werden [108]. Erwahnenswert in
diesem Kontext ist, dass auch bei anderen Autoimmunerkrankungen wie
dem Sjogrens Syndrom und dem systemischen Lupus erythematodes ent-

sprechende anti-MCV-Antikdrper nachgewiesen werden konnten [109-111].

Einige Autoantigene entfalten erst durch strukturelle Modifikationen ihr auto-
immunes Potential. Strukturell modifizierte Antigene kdnnen beispielsweise
durch die enzymatische Aktivitat verschiedener apoptotischer Proteasen
enstehen. Diese proteolytischen Enzyme generieren neue Fragmente eines
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Autoantigenes, die unter Umstanden im Stande sind eine autoreaktive Im-
munantwort zu induzieren. Die Proteolyse des intakten, nativen Vimentins im
Zuge apoptotischer Prozesse konnte somit ebenfalls eine Rolle fir die Induk-
tion einer humoralen Immunantwort spielen. Byun et al. konnten demonstrie-
ren, dass es infolge induzierter Apoptose zu einem Caspasen-vermittelten
Abbau des Vimentins in viele proteolytische Spaltprodukte kommt. Eines der
proteolytischen Fragmente scheint zudem selbst eine pro-apoptotische Wir-

kung zu besitzen [112].

Desweiteren wird auch die Translokation intrazellularer Autoantigene als Me-
chanismus zur Initiierung autoimmuner Reaktionen diskutiert. Interessanter-
weise konnen proinflammatorische Zytokine wie TNFa eine Sezernierung
von Vimentin durch aktivierte Makrophagen triggeren. Antiinflammatorisch
wirkendes Interleukin 10 (IL10) inhibiert jedoch die Sekretion [113]. Da das
Guillain-Barré-Syndrom, wie andere Erkrankungen autoimmuner Genese, ty-
pischerweise mit Entziindungsprozessen einhergeht, konnte diese Beobach-
tung ebenfalls eine Erklarung fur die Autoantikorperproduktion gegen dieses

Intermediarfilament liefern.

Beim ,amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family B, member
1(Fe65)“ (APBB1) handelt es sich um ein Adapterprotein aus der Genfamilie
der Fe65-Proteine. Es wurde postuliert, dass der Interaktion zwischen Fe65
und dem Alzheimer precursor protein (APP) eine Bedeutung hinsichtlich der
Zellmotilitat zukommt [114]. Andere experimentelle Studien deuten auf trans-
kriptionsregulierende Eigenschaften des Fe65 hin [115].

5.4 Frequenzanalyse der Autoantikorperantwort in den un-

tersuchten Probandengruppen
Um weitere, bislang unbeschriebene Autoantigene zu identifizieren, die bei
MG-Patienten bzw. GBS-Patienten zu einer humoralen Immunantwort fih-
ren, wurde anschliefend eine Frequenzanalyse der AutoantikOrperantwort in
den drei untersuchten Probandengruppen durchgeflhrt (siehe Kapitel 4.3, S.
61). FUr die nachfolgenden statistischen Auswertungen wurden nur diejeni-
gen Klone berlcksichtigt, welche mindestens doppelt so haufig zu Seroreak-
tivitaten in MG- bzw. GBS-Serumproben verglichen mit entsprechenden
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Normalseren fuhrten. Daruber hinaus sollten Reaktivitaten gegen die ent-
sprechenden Klone in mindestens 20% der untersuchten Seren vorliegen.

Mit Hilfe des zweiseitigen Fisher Exact Probability Testes wurden unter den
zuvor selektierten Klonen diejenigen bestimmt, die signifikant haufiger in Pa-
tienten-Seren im Vergleich zu Kontroll-Seren zu einer Antikorperantwort fuhr-

ten.

Im Einzelnen konnten hinsichtlich der untersuchten MG-Serumproben zwei
in-frame-Klone identifiziert werden, die signifikante p-Werte aufwiesen. Die
besagten in-frame-Klone reprasentieren dabei das ,40S ribosomal protein
S13“ (RPS13) sowie das ,proteasome (prosome, macropain) subunit alpha
type 1“ (PSMA1).

Beim ,40S ribosomal protein S13“ (RPS13) handelt es sich um ein zytoplas-
matisches Protein. Als Bestandteil der 40 S Untereinheit der Ribosomen ist
es auch an deren enzymatischer Aktivitat, der Proteinbiosynthese, beteiligt.
Eine Autoimmunantwort gegen RPS13 wurde bereits im Zusammenhang mit
dem systemischen Lupus erythematosus beschrieben: Mittels einer cDNA
Phagen-Display-Bibliothek untersuchten Kemp et al. 15 Seren an SLE er-
krankter Patienten auf mogliche Autoantigene. Im Rahmen dieses Immu-
noscreenings wurde unter anderem auch das RPS13 als potentielles SLE-
assoziiertes Antigen identifiziert. Die Resultate wurden anschlieffend noch-

mals durch einen Radioimmunoassay verifiziert [116].

Das ,proteasome (prosome, macropain) subunit alpha type 1“ (PSMA1) bil-
det eine der alpha-Untereinheiten des aulteren Ringes des 20S Proteasoms.
Als Proteasome werden im Zellkern als auch im Zytosol vieler eukaryotischer
Zellen vorkommende, multikatalytische Proteinasekomplexe bezeichnet, die
einen proteolytischen Abbau geschadigter oder fehlgefalteter Peptide in ei-
nem ATP-/Ubiquitin-abhangigen Prozess vermitteln. In Eukaryoten setzt sich
das Proteasom aus vier zylindrischen Ringen zusammen. Die beiden aul3e-
ren Ringe werden von sieben verschiedenen a-Untereinheiten gebildet. Die
inneren Ringe bestehen aus sieben unterschiedlichen B-Untereinheiten. Eine

Stimulation durch das Zytokin Interferon-a bewirkt in Saugerzellen einen
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Austausch der aktiven B1-, B2- und B5-Untereinheiten durch die sogenannten
Immunountereinheiten LMP2(81i), MECL1(82i) und LMP7(B5i). Die entste-
henden modifizierten Proteasomen, die sogenannten Immunoproteasomen,
zeichnen sich verglichen mit den konstitutiven Proteasomen durch eine ver-

besserte Generierung verschiedener MHC-Klasse-1-Epitope aus.

Autoantikdrper, die sich gegen verschiedene Untereinheiten des 20S-
Proteasoms richten, wurden bereits im Zusammenhang mit verschiedenen
systemischen wie auch organspezifischen Autoimmunerkrankungen be-
schrieben: Feist et al. konnten bei 62% der untersuchten, an Myositis er-
krankten Patienten und bei 58% der untersuchten, an SLE erkrankten Patien-
ten spezifische Autoantikdrper gegen Proteasomen detektieren. Die autore-
aktiven Antikorper richteten sich dabei hauptsachlich gegen die Proteasome-
nuntereinheit HC9 (a3) [117]. Scheffler et al. identifizierten mittels ELISA die
Immunountereinheiten LMP2(B1i) und LMP7(85i) als potentielle Autoantige-
ne bei Patienten mit SLE, primarem Sjogren Syndrom und autoimmuner My-
ositis [118]. Mayo et al. beschrieben antiproteasomale Antikorper bei Patien-
ten, die an multipler Sklerose erkrankt waren. Die Antikdrper waren nicht nur
im Serum (66%), sondern auch im Liquor (61%) der untersuchten Patienten
nachweisbar. Die detektierten Autoantikdrper richteten sich hierbei gegen die
Proteasomenuntereinheiten HC8(a7), HC9(a3), Zeta(a5) und HC2(a6), wel-
ches mit dem von uns identifizierten PSMA1 identisch ist [119]. Interessan-
terweise konnten Egerer et al. bei verschiedenen Erkrankungen autoimmu-
ner Genese wie beispielsweise dem SLE, der autoimmunen Myositis, dem
primaren Sjogren Syndrom und der rheumatoiden Arthritis erhohte Serum-
konzentrationen zirkulierender Proteasomen nachweisen. Die Serumkon-
zentrationen zirkulierender Proteasomen korrelierten dieser experimentellen
Studie zufolge sogar mit der Krankheitsaktivitat und dem Ausmal} des zellu-
laren Schadens [120]. Ein Anstieg der Serumkonzentration zirkulierender
Proteasomen im Rahmen autoimmuner Prozesse konnte die Induktion einer
humoralen, antiproteasomalen Immunreaktion unter Umstanden auch bei Pa-

tienten mit Myasthenie begriinden. Moéglicherweise sind die von uns detek-
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tierten Antikorperspezifitaten auch als Epiphanomene zu werten, die sich bei

unterschiedlichen autoimmun-vermittelten Erkrankungen finden lassen.

Hinsichtlich der GBS—Seren konnten ebenfalls zwei in-frame-Klone bestimmt
werden, die signifikant haufiger in Patienten-Seren im Vergleich zu Kontroll-
Seren zu einer Seroreaktivitat fuhrten. Im Einzelnen handelte es sich dabei
um das ,tubulin beta 2A“ (TUBB2A) und das ,ribosomal protein L29*
(RPL29).

Bei ,tubulin beta 2A" (TUBB2A) handelt es sich um ein globulares Protein,
das am Aufbau der Mikrotubuli beteiligt ist. Diese bilden wiederum neben
Mikrofilamenten und Intermediarfilamenten die Hauptbestandteile des Zy-
toskeletts.

Das ,ribosomal protein L29“ (RPL29) zahlt wie das oben angefuhrte RPS13
zu den ribosomalen Proteinen und ist als solches am Aufbau der 60S Unter-
einheit der Ribosomen beteiligt.

Die Antigene ,tubulin beta 2A* (TUBBZ2A) und ,ribosomal protein L29“
(RPL29) wurden bislang nicht im Kontext mit dem Guillain-Barré-Syndrom

oder anderen Autoimmunerkrankungen beschrieben.

Zu betonen bleibt, dass im Rahmen der vorliegenden Untersuchung zwar
neue, potentielle Autoantigene identifiziert werden konnten, diese jedoch
- absolut gesehen - nicht allzu haufig zu AntikOrperreaktivitaten in den unter-
suchten Serumproben fuhrten. Autoantikorper gegen das ,40S ribosomal
protein S13“ (RPS13) wurden in 5 von 24 Myasthenie-Seren detektiert. Ins-
gesamt 6 von 24 MG-Patienten wiesen Autoantikdrper gegen das ,protea-

some (prosome, macropain) subunit alpha type 1“(PSMA1) auf.

In 5 von 21 GBS-Serumproben waren AntikOrper gegen das ,tubulin beta
2A“(TUBB2A) nachweisbar. Autoantikérper, die sich gegen das ,ribosomal
protein L29* (RPL29) richteten, konnten in 5 von 22 GBS Serumproben de-

tektiert werden.

In Anbetracht ihrer niedrigen Pravalenzen werden die von uns identifizierten
Antigene wahrscheinlich keinen klinischen Nutzen im Sinne krankheitsspezi-
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fischer Biomarker erfullen konnen. Die eher geringe diagnostische Relevanz
dieser neuen Antigene wird vor allem im Vergleich zum etablierten, serologi-
schen Marker der Myasthenia gravis, dem nikotinischen Acetylcholinrezeptor,
deutlich, welcher ausnahmslos bei allen 25 in die Studie einbezogenen My-

asthenie-Patienten vorhanden war.

5.5 Konklusion

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die mit Hilfe des Proteinmacro-
array-Screenings erstellten Autoantikorperprofile weder eine zuverlassige
statistische Differenzierung der Myasthenie-Patienten noch der GBS-
Patienten von den gesunden Kontrollprobanden erlauben. Demzufolge besit-
zen die ermittelten Seroreaktivitatsprofile weder fur die Myasthenia gravis
noch fur das Guillain-Barré-Syndrom eine diagnostische Aussagekraft.

Unsere Ergebnisse kdnnen somit dahingehend interpretiert werden, dass die
Autoantikorperproduktion bei Patienten mit Myasthenia gravis einen relativ
fokussierten antigen-spezifischen Prozess darstellt, der im Wesentlichen auf
den nikotinischen Acetylcholinrezeptor beschrankt bleibt. Die Mechanismen,
die zur Ausbildung einer zielgerichteten humoralen Immunantwort gegen den
nikotinischen Acetylcholinrezeptor bei Patienten mit MG fuhren, verbleiben

aktuell weiterhin unbekannt.

Patienten, die an Guillain-Barré-Syndrom erkrankt sind, weisen unseren Er-
gebnissen zufolge ebenfalls kein spezifisches, global verandertes Autoanti-

korperprofil auf.

Dennoch konnten einige bisher unbekannte Zielantigene identifiziert werden,
gegen die sich im Rahmen einer Myasthenia gravis bzw. eines Guillain-
Barré-Syndroms eine starkere humorale Immunantwort als bei gesunden

Kontrollen formiert.

Die Antigene ,tumor protein p53“ (TP53) und ,vimentin“ (VIM), die mit den
hdchsten Informationsgehalt fir die Klassifikation der GBS-Seren versus der
Kontroll-Seren besallen, sind bereits im Kontext mit verschiedenen klassi-

schen Autoimmunerkrankungen beschrieben.
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Das ,ribosomal protein S13“ (RPS13) sowie das ,proteasome subunit alpha
type 1“ (PSMA1), die den vorliegenden Ergebnissen zufolge signifikant hau-
figer in Myasthenie-Seren als in entsprechenden Kontroll-Seren zu einer An-
tikdrperantwort fuhrten, sind ebenfalls zuvor als potentielle Autoantigene i-

dentifiziert worden.

Inwieweit es sich bei den im Rahmen der vorliegenden Untersuchung identi-
fizierten Autoantikdérpern um Epiphdnomene handelt, die sich bei unter-
schiedlichen Autoimmunerkrankungen finden lassen oder ob ihnen tatsach-
lich eine mdgliche Relevanz hinsichtlich der Atiopathogenese der Myasthenia
gravis beziehungsweise des Guillain-Barré-Syndroms zukommen konnte,

muss in weiterfihrenden Studien untersucht werden.
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