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Einleitung

1 EINLEITUNG

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine zur Erblindung fihrende autoimmun-
mediierte Augenerkrankung bei Pferden, die von spontan auftretenden und
abklingenden intraokularen Entzindungsschiiben gekennzeichnet ist und mit ca.
10% weltweit eine hohe Pravalenz hat (Spiess 2010).

Die Bedeutung der ERU reicht sogar uUber den veterinarmedizinischen Bereich
hinaus, da sie aufgrund ihrer groBen Ahnlichkeit mit der autoimmunen Uveitis des
Menschen als derzeit einziges spontanes Tiermodell fir diese Erkrankung im Einsatz
ist (Deeg et al. 2008). Ergebnisse, die im Rahmen der ERU-Forschung gewonnen
wurden (Deeg et al. 2006b), konnten direkt auf Patienten mit autoimmuner Uveitis
Ubertragen werden (Deeg et al. 2007b; Garip et al. 2009). So wurde Cellular
retinaldehyde binding protein (CRALBP) zunéchst als neues Autoantigen bei der
ERU identifiziert (Deeg et al. 2006b) und erwies sich bei einem spateren Experiment
als ebenfalls relevant fur die autoimmune Uveitis des Menschen (Deeg et al. 2007b;
Garip et al. 2009). Neben CRALBP sind als weitere Autoantigene fir die ERU unter
anderem die retinalen Proteine S-Antigen und Interphotorezeptor Retinoid bindendes
Protein (IRBP) beschrieben worden (Deeg et al. 2001). Gegen diese beiden Proteine
wurde eine intraokuldre 1gG-Antikérperreaktion bei 72% der ERU Pferde
nachgewiesen (Deeg et al. 2001). Jedoch wurde im Zusammenhang mit ERU noch
nie die Spezifitdt autoreaktiver, intraokuléarer IgM-Antikdrper untersucht. Dieser
Aspekt konnte sich als relevant fir die ERU-Pathogenese erweisen, da es im
Rahmen ihres chronisch-rezidivierenden Verlaufes zu intra- und intermolekularem
Spreading kommt, infolge dessen sich das targetierte Autoantigenspektrum verandert
(Deeg et al. 2006a). Die Identifikation von Zielstrukturen einer intraokularen IgM-
Antwort kdnnte dazu beitragen, neu entstehende Autoreaktivitaten schon frihzeitig
zu erkennen. Aufgrund dessen war das Ziel dieser Studie, das Vorhandensein einer
autoreaktiven IgM-Immunantwort im Zielorgan der ERU nachzuweisen, die Spezifitat
dieser intraokularen IgM-Antwort bei der ERU festzustellen und mégliche, neue

potenzielle Autoantigene zu identifizieren.
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2 LITERATUR

2.1. Equine rezidivierende Uveitis

2.1.1. Krankheitsbild

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine bei Pferden auftretende
Augenerkrankung, welche im Endstadium zur Erblindung des betroffenen Tieres fuhrt
(Paglia et al. 2004; Regan et al. 2012). Sie ist gekennzeichnet durch sich
wiederholende Zyklen symptomfreier Phasen und akuter Entziindungsschibe (Gilger
2010), die mit zunehmender Anzahl oft immer schwerer werden (Schwink 1992) und
zur irreversiblen, progressiven Zerstérung der inneren Augenstrukturen,
insbesondere des Zielgewebes Retina, fuhren (Deeg et al. 2002a). Zu den typischen
histopathologischen Kennzeichen der ERU zahlen zellulare Infiltrate in der Retina,
Zerstbrung der Photorezeptoren und Auflésung der retinalen Architektur bis hin zu
einer Netzhautablésung (Deeg et al. 2002a). Klinisch zeigen sich in der
schmerzhaften, akuten Entzindungsphase Blepharospasmus, Miosis und
Photophobie (Spiess 1997).

2.1.2. Bedeutung der ERU in der Veterindrmedizin

Das Krankheitsbild der ERU ist schon seit mehreren hundert Jahren (Paglia et al.
2004; Spiess 2010) in der Veterinarmedizin bekannt, und wurde in der
Vergangenheit mit unterschiedlichen Namen bezeichnet. Lange Zeit war die
Bezeichnung ,Mondblindheit* umgangssprachlich, aber auch in rechtsverbindlichen
Texten gebrauchlich. So wurde die ERU unter dem Namen ,Mondblindheit” in 88 481
bis 492 alter Fassung des deutschen Burgerlichen Gesetzbuchs (BGB) und in der
.Kaiserliche(n) Verordnung betreffend die Hauptmangel und Gewahrfristen beim
Viehhandel vom 27. Marz 1899" erwahnt (Gesetzestext abgerufen Uber

http://de.wikisource.org; zuletzt gepruft 21.Marz 2013), welche bis zu ihrer Streichung

und Ablésung durch EU-Gesetzgebung im Jahr 2002 (siehe BGB aktuelle Fassung,
abgerufen Uber http://dejure.org/gesetze/BGB; zuletzt geprift 21.Marz 2013) den

Viehhandel noch gesondert vom allgemeinen Kaufrecht regelten. Die ERU war nach

der alten Gesetzgebung eine der Viehkrankheiten, die zu den sogenannten
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Hauptgewahrsmangeln gezahlt wurden. Trat einer der Hauptgewdhrsmangel
innerhalb der gesetzlichen Frist von 14 Tagen bei einem erworbenen Tier auf, so
hatte der K&aufer des Tieres nach fristgerechter Anzeige dieses Mangels Anspruch
auf Wandelung, also auf das Rickgangigmachen des Kaufvertrages (siehe §8481
bis 492 BGB alte Fassung; abgerufen Uber http://dejure.org/gesetze/0BGB010102;

zuletzt geprift 21.Marz 2013). Auch im englischen Sprachraum wurde die
Bezeichnung ,Mondblindheit* (engl. ,moon blindness*) verwendet (Witzmann 1975;
van der Velden 2004). Weitere Bezeichnungen der ERU waren rezidivierende
Iridozyklitis (Yager et al. 1950) oder equine periodische Ophthalmie (Barnett 1987).
Heutzutage hat sich allgemein die Bezeichnung ,equine rezidivierende Uveitis* oder
englisch ,equine recurrent uveitis* durchgesetzt. Insbesondere die Verankerung der
rezidivierenden Eigenschaft in der Bezeichnung war hier entscheidend.

Die ERU hat eine Pravalenz von ca. 10% (Spiess 2010) und ist weltweit eine der
haufigsten Ursachen fir Erblindung bei Pferden (Spiess 1997; Gilger 2010). In der
Vergangenheit war die ERU mit ihrer hohen Pravalenz vor allem ein wichtiger
Okonomischer Faktor, was bereits James Wardrop im frihen 19. Jahrhundert
erkannte (Paglia et al. 2004). Erblindete Pferde waren oft nicht mehr fur ihr
urspringliches Einsatzgebiet tauglich und ihre Besitzer erlitten daraufhin haufig
erhebliche wirtschaftliche Einbul3en (Paglia et al. 2004).

Heutzutage steht fir die Bedeutung der ERU in der Veterindrmedizin vor allem der
Tierschutzaspekt im Vordergrund. Zusétzlich zu der Schmerzhaftigkeit akuter
Entzindungsschibe stellt fir das betroffene Pferd eine Reduktion seiner
Sehfahigkeit bis hin zur beidseitigen Erblindung eine erhebliche Verminderung der
Lebensqualitat dar, da es seine artgerechte Fluchtreaktion bei Gefahrensituationen
nicht austben kann und somit erheblichem Stress ausgesetzt ist. Auch stellen
beidseitig erblindete Pferde durch ihr beeintrachtigtes Orientierungsvermégen oft
eine Gefahr fur sich selbst und ihre Umwelt dar. Dies macht in vielen Fallen eine
Euthanasie des Pferdes notwendig (Eberhardt 2011).

2.1.3. Autoimmune Uveitis des Menschen

Autoimmune Uveitis beim Menschen (AU) ist eine nicht-infektiose entzindliche

Augenerkrankung, die zur Erblindung fuhrt und durch eine autoimmune Reaktion auf
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korpereigene Proteine der Retina gekennzeichnet ist (Levy et al. 2011). Diese kann
isoliert oder aber gemeinsam mit anderen Manifestationen  von
Autoimmunerkrankungen, wie Spondyloarthritis (Banares et al. 1998; Gehlen et al.
2012), Vitiligo, Poliosis und reduziertem Horvermdgen beim Vogt-Koyanagi-Harada-
Syndrom (Taylor and Lightman 2004; Katsimpris et al. 2011; Kondo et al. 2012) oder
mit Systemischem Lupus Erythematodes (Carbone et al. 2006) auftreten. Um die
derzeit als Behandlungsmethode ubliche systemische Immunsuppression ersetzen
zu kénnen, wird in den letzten Jahren nach therapeutischen Alternativen gesucht
(Levy et al. 2011; Gomes Bittencourt et al. 2012; Servat et al. 2012). Das Prinzip
vieler dieser neuen Therapieanséatze, welche auch unter dem Begriff Biologika
bekannt sind (Pleyer et al. 2011), ist die selektive Hemmung von
Entzindungsmediatoren wie beispielsweise Interleukinen (Tappeiner et al. 2012)
oder dem Zytokin Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (Pleyer et al. 2011). Die Wirkstoffe
von Biologika sind Proteine (Pleyer et al. 2011), meist Antikorper, die sich gegen die
jeweilige Zielstruktur richten (Kotaniemi et al. 2011; Martel et al. 2012). Obwohl eine
Therapie mit Biologika sich bei vielen Patienten positiv auf den Krankheitsverlauf
auswirkte (Kotaniemi et al. 2011), kénnen auch hier zum Teil schwerwiegende
Nebenwirkungen auftreten. So wurden zum bei Beispiel bei einer Therapie mit
Tumor-Nekrose-Faktor-alpha  Antagonisten unter anderem eine erhdhte
Infektanfalligkeit, die Bildung antinuklearer Antikdrper oder Multiple-Sklerose-artige
Demyelinisierungszustande als unerwinschte Nebenwirkungen beobachtet (Pleyer
et al. 2011).

2.1.4. Experimentelle autoimmune Uveitis

Um elementare Mechanismen der Pathogenese der autoimmunen Uveitis
untersuchen zu kodnnen, wurden verschiedene induzierbare Uveitis-Tiermodelle
entwickelt. Am Anfang der Entwicklung der experimentellen autoimmunen Uveitis
(EAU) stand eine periphere Immunisierung mit Gewebeextrakten von Uvea (Wacker
et al. 1964) oder Retina (Wacker and Lipton 1965). Meerschweinchen (Wacker et al.
1964; Aronson 1965) oder Kaninchen (Wacker and Lipton 1968a) wurden hierbei als
Versuchtiere eingesetzt. Heutzutage basiert die Induktion von EAU vor allem auf den
retinalen Proteinen IRBP und S-Antigen (Gasparin et al. 2012). Dabei sind die am

haufigsten verwendeten Versuchstiere bei der EAU Ratte und Maus (Agarwal and
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Caspi 2004; Caspi 2011). Durch Immunisierung mit S-Antigen lasst sich bei der Ratte
eine Uveitis (Wacker 1973; de Kozak et al. 1981) erzeugen. Empfanglich fur eine
Induktion mittels S-Antigen sind auch Primaten (Faure et al. 1981; Nussenblatt et al.
1981a), Kaninchen (Kalsow and Wacker 1986) und Meerschweinchen (Rao et al.
1979). Fur die EAU der Maus ist jedoch die Induktion mit IRBP die Methode der
Wahl, da sich die ublicherweise eingesetzten Laborlinien dieser Spezies als resistent
gegen die Induktion mit S-Antigen erwiesen (Caspi et al. 1988). Eine Induktion von
EAU mittels IRBP ist auch bei Ratten (Chan et al. 1987), Primaten (Hirose et al.
1987; Sanui et al. 1990) sowie Kaninchen méglich (Eisenfeld et al. 1987). Allerdings
ist IRBP nur schwach uveitogen bei Meerschweinchen (Vistica et al. 1987). Fur die
klassischen Labortierspezies Maus und Ratte sind Unterschiede in der
Empfanglichkeit bei verschiedenen Linien nachgewiesen worden (Caspi et al. 1992).
So werden Ratten der Linien Lewis, CAR und PVG als hoch empfanglich fur eine S-
Antigen induzierte EAU eingestuft, wahrend die Linien F344, BN, WKAH, AVN und
MAXX als wenig empfanglich eingestuft werden (Caspi 2003). Andererseits zeigten
sich beispielsweise Ratten der Linie BN in einem Versuch als hoch empfanglich far
eine IRBP-induzierte EAU (Fox et al. 1987). Derzeit sind nur sehr wenige Mauslinien
bekannt, bei denen eine Induktion der EAU durch Immunisierung mit IRBP mdglich
ist, die am meisten empfangliche Mauslinie ist dabei B10.RIIl (Agarwal and Caspi
2004; Caspi et al. 2008). Diese Unterschiede sind zu einem grof3en Anteil genetisch
bedingt (Caspi 1992; Caspi et al. 1992a; Caspi et al. 1992b), vor allem der Haplotyp
des Haupthistokompatibilititskomplexes (engl. major histocompatibility complex,
MHC) hat einen grol3en Einfluss auf die Empfanglichkeit fir EAU, allerdings muss
unabhéngig von MHC zugleich noch ein permissiver genetischer Hintergrund
vorhanden sein, damit eine Maus- oder Rattenlinie empfanglich fur EAU ist (Caspi et
al. 1992a; Pennesi and Caspi 2002; Mattapallil et al. 2011). Durch das Modell der
experimentellen autoimmunen Uveitis (EAU) konnten grundlegende Erkenntnisse
Uber ihre Pathomechanismen gewonnen werden, wie etwa Uber die zentrale Rolle
der T-Lymphozyten. Die Hypothese, dass T-Zellen eine wichtige Rolle bei der EAU
spielen (Nussenblatt et al. 1980b), konnte im Rattenmodell bestatigt werden. Im Jahr
1985 gelang es, mittels adoptivem Transfer von T-Zellen, welche aus Ratten mit S-
Antigen-induzierter EAU stammten, auch in naiven, nicht-immunisierten
Kontrollratten eine EAU zu erzeugen (Mochizuki et al. 1985). In einer weiteren Studie

dieser Forschergruppe konnte dann gezeigt werden, dass von einer im Vorhinein
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definierten Menge der transferierten T-Zellen, welche den Empfangertieren
intraperitoneal gespritzt wurden, nur ein sehr kleiner Bruchteil Gberhaupt das Auge
erreicht, aber dennoch eine EAU auszulésen kann (Palestine et al. 1986). Die
Einfihrung des EAU-Mausmodells bereitete den Weg flr eine Vielzahl an genetisch
definierten und manipulierbaren Modellen, auf deren Basis auch hoch spezialisierte
Studien madglich wurden (Caspi 2011). So wurde beispielsweise ein humanisiertes,
transgenes Mausmodell etabliert, bei dem das murine MHC Klasse Il Molekul I-A
deletiert ist, und dessen Mause stattdessen humane Varianten, namlich HLA-DR3,
HLA-DR4, HLA-DQ6 und HLA-DQ8 exprimieren (Das et al. 2000). Fur diese
Varianten war eine Assoziation mit autoimmunen Erkrankungen wie zum Beispiel
rheumatoider Arthritis (HLA-DR4, HLA-DQ8) oder multipler Sklerose (HLA-DRS,
HLA-DRA4) bereits bekannt (Taneja and David 1999). Wie in der Mutterlinie C57BL/10
lie3 sich bei diesen transgenen Tieren mittels IRBP-Immunisierung eine EAU
induzieren, allerdings lieR sich bei HLA-DR3 exprimierenden Tieren auch durch
Immunisierung mit S-Antigen eine EAU induzieren, was bei nicht-transgenen
C57BL/10 Mausen nicht maglich war (Pennesi et al. 2003). Diese Studie konnte flr
die autoimmune Uveitis des Menschen unter anderem eine Beteiligung von MHC
Klasse Il beweisen sowie eine pathologische Relevanz von S-Antigen (Pennesi et al.
2003). Zwar koénnen durch den Einsatz transgener Modelle wertvolle Erkenntnisse
gewonnen werden, doch sollte man dabei bedenken, dass sich selbst humanisierte
Modelle wie das genannte Beispiel nicht komplett auf den Menschen Ubertragen
lassen. Auch werden bei einem transgenen Tiermodell zwar einzelne Elemente
verandert, jedoch ist ein Organismus ein komplexes System und es ist nicht moéglich,
alle Eigenschaften einer Spezies in anderen Spezies zu simulieren. Des Weiteren ist
nicht immer abzusehen, welche Auswirkungen die Manipulation einzelner Gene auf
den gesamten Organismus haben wird. Dies hat zur Folge, dass nicht immer alle
Parameter erfasst werden konnen, die sich im Zuge einer genetischen Manipulation

verandern und maoglicherweise das Ergebnis einer Studie beeinflussen.

2.1.5. Die ERU als spontanes Tiermodell fir autoimm  une Uveitis

Das derzeit einzige spontane Tiermodell fir die humane AU ist die ERU (Deeg et al.
2008), welche mit ihnrem chronisch-rezidivierenden Verlauf ein der AU sehr &hnliches

Krankheitsbild zeigt (Hines 1984; Deeg et al. 2002a). Eine weitere Eigenschaft des
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Pferdemodells ERU ist es, dass die Krankheit, &hnlich wie beim Menschen, spontan
in einer genetisch heterogenen Population von Patienten auftritt, im Gegensatz zu
Nagermodellen, bei denen nur  genetisch sehr eng  verwandte
Versuchstierpopulationen die Grundlage bilden. Die oft sehr hohe Spezialisierung
und Standardisierung im Versuchsaufbau bei Nagermodellen der Uveitis kann je
nach untersuchtem Aspekt sehr wertvoll sein, da sie fir eine hohe interne Validitat
sorgt, was bedeutet, dass sich durch die standardisierten Grundvoraussetzungen
Beobachtungen im Rahmen einer Studie mit groRer Wahrscheinlichkeit auf den
untersuchten oder veranderten Parameter zurtckfihren lassen. Allerdings ist die
externe Validitat, also die Ubertragbarkeit solcher Modelle auf die Feldbedingungen
der Wirklichkeit, die sie abbilden sollen, also meist die Situation beim Menschen, im
Vergleich oft eher gering (t Hart et al. 2004; Shanks et al. 2009). Auch bietet das
Pferd, das dem Menschen durch das spontane Auftreten der Erkrankung in dieser
Hinsicht sehr viel ndher kommt, den Vorteil, initierende Vorgange studieren zu
kénnen, was in den artifiziellen Nagermodellen nicht moglich ist, da diese mit einem
im Vorhinein definierten Ausldser erzeugt werden mussen. Dies macht das spontane
Pferdemodell ERU zu einer tberaus wertvollen Ergédnzung zu den Nagermodellen fur
die Untersuchung der Pathogenese der AU. Auch bietet das Pferdemodell Zugang zu
Probenmaterial von Patienten mit breitgefachertem genetischen Hintergrund und in
unterschiedlichen Krankheitsstadien, welches in weit gré3erer Menge gewonnen
werden kann, als es beim Menschen mdglich ware, da die Pravalenz von ERU sehr
hoch ist und bei ca. 10% weltweit (Spiess 2010) liegt, die von autoimmuner Uveitis
des Menschen aber viel geringer ist. In den USA wird sie beispielsweise auf weniger
als 5 von 100.000, also 0,005% geschatzt (Cooper and Stroehla 2003). Die
Gewinnung von frischem intraokularem Material ist beim Menschen im Vergleich zum
Pferd wegen der einzuhaltenden post-mortem Zeiten unmaéglich.

ERU tritt beim Pferd einerseits spontan auf, so wie die autoimmune Uveitis beim
Menschen. Andererseits lasst sich beim Pferd mittels Immunisierung mit IRBP auch
eine experimentelle Uveitis erzeugen, die Kklinisch und histopathologisch der
spontanen Erkrankung stark &hnelt, sowie re-induzierbar ist mit zuverlassig
vorhersagbaren Schiben (Deeg et al. 2002b). Dies ist sonst in keinem induzierbaren
Tiermodell moglich, zudem ist die induzierte Erkrankung in der Ratte immer
monophasisch (Caspi 2003). Diese Aspekte machen das Pferd zu einem Uberaus

wertvollen Modell, dass sich zwischen die klinische Erkrankung des Menschen und
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die induzierten Nagermodelle einreihen lasst, da es die Madglichkeit bietet, ein
ausgeglichenes Verhaltnis zwischen interner und externer Validitdt im Rahmen der
Forschung an Modellen autoimmuner Uveitis zu schaffen, indem sich hier die
spontane und eine experimentell induzierte Form der Erkrankung in der selben
Spezies studieren lassen. Dass Erkenntnisse, die im spontanen Pferdemodell ERU
gewonnen wurden, auf die menschliche Erkrankung Ubertragbar sind, zeigte sich
unter anderem bereits mit der Identifikation von CRALBP als neuem Autoantigen bei
der ERU (Deeg et al. 2006b) und spéater auch bei der AU des Menschen (Deeg et al.
2007Db).

2.1.6. Atiologie und Pathomechanismen der ERU

Die Atiologie der ERU ist noch nicht abschlieRend geklart. Die Pathomechanismen
der ERU sind aber hauptsachlich von autoimmunen Vorgédngen gepragt. Diese seit
langerem bestehende Hypothese (Hines 1984) konnte in den letzten Jahren belegt
werden (Deeg et al. 2002a; Deeg et al. 2004; Deeg et al. 2006b; Deeg et al. 2011;
Degroote et al. 2012).

2.1.6.1. Pathologische Vorgdnge am Zielorgan

Das Auge ist im physiologischen Zustand ein immunprivilegiertes Organ (Denniston
et al. 2011; Takeuchi 2011; Zhou et al. 2011), da durch die geschlossene Blut-
Retina-Schranke eine isolierte Mikroumgebung im Augeninneren geschaffen wird
(Runkle and Antonetti 2011). Im Falle einer ERU-Erkrankung infiltrieren Immunzellen
das Augeninnere, darunter lIris, Ziliarkorper, Glaskérper und Retina (Kalsow and
Dwyer 1998; Gilger et al. 1999; Deeg et al. 2002a). Die Einwanderung der Zellen
erfolgt Uber die vaskularisierten Bereiche der Retina (Deeg et al. 2002a), die sich
beim Pferd auf ein begrenztes Gebiet in der Nahe des Nervus opticus beschrankt
(Ehrenhofer et al. 2002). Daruber hinaus konnte fir spate Stadien ein
Zusammenbruch der Blut-Retinaschranke nachgewiesen werden (Deeg et al. 2002a;
Deeg et al. 2007a). Erste Anzeichen einer retinalen Schadigung zeigen sich meist in
einem Verlust der Photorezeptorauliensegmente, spéater lassen sich zellulare
Infiltrationen in die Nervenfaserschicht beobachten (Deeg et al. 2002a). Die
progressive Zerstérung des Zielgewebes zeigt sich im zunehmenden Verlust von

Ganglienzellen und Photorezeptoren, einer Reduktion der Anzahl von Zellkernen in
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der inneren und aul3eren Kdrnerschicht und einer Auflésung der retinalen Architektur.
Muller-Gliazellen sind in vielen Féllen die einzige retinale Zellart, die sich in spaten
Stadien noch nachweisen lasst (Deeg et al. 2002a). Im Verlauf der ERU liegen
Muller-Gliazellen jedoch im aktivierten Zustand der Gliose vor und verlieren dabei
ihre physiologischen Funktionen bei der Kalium- und Wasserhomoostase der Retina
(Hauck et al. 2007; Eberhardt et al. 2011) sowie bei der Neuroprotektion (Deeg et al.
2011). Weitere héaufige Befunde im Spatstadium der ERU sind ausgepragte
Fibrinablagerungen im Glaskorper, und die Bildung von subretinalen Odemen, die in

einer Netzhautablésung miinden kann (Deeg et al. 2002a).

2.1.6.2. Immunologische Aspekte der ERU

Den grofdten Anteil an den Immunzellen, die das Auge infiltrieren, stellen
Lymphozyten, von denen ca. 70% T-Zellen sind (Deeg et al. 2002a). Unter diesen T-
Zellen sind am haufigsten CD4+ Thl-Lymphozyten vertreten (Gilger et al. 1999;
Deeg et al. 2001). Eine Studie in jungster Zeit, die immunhistochemisch die
Expression der Interleukine 6, 17 und 23 in gesunden und von ERU betroffenen
Augen untersuchte, erbrachte Hinweise darauf, dass Interleukin-17 sezernierende T-
Helfer-Zellen, sogenannte Thl17-Zellen, auch einen Teil der infiltrierenden T-
Zellpopulation bei der ERU stellen (Regan et al. 2012). Infiltrierende T-Lymphozyten
wurden auch in nur schwach geschadigtem Retinagewebe von an ERU erkrankten
Pferden in einem frihen Stadium beobachtet, und waren auch in allen spateren
Stadien prasent, weshalb davon ausgegangen wird, dass sie ein initialer und
treibender Faktor der Pathogenese sind (Deeg et al. 2002a). Ein weiterer
entscheidender Hinweis auf die Bedeutung der autoimmunen Komponente der ERU
war der Nachweis, dass vitreale T-Lymphozyten autoreaktiv sind und in vitro durch
retinale Proteine stimuliert werden kdnnen (Deeg et al. 2001). Die Hypothese, dass
ERU im Wesentlichen einen autoimmunen Hintergrund hat, wird auch gestitzt durch
das standardmaflige Ansprechen der ERU auf immunsuppressive Therapie (Hines
1984; Gilger et al. 2001). Des Weiteren tritt bei ERU gleichzeitig auch eine Pinealitis
bei betroffenen Pferden auf (Kalsow et al. 1992; Kalsow et al. 1993; Kalsow et al.
1999). Dies ist interessant, weil eine begleitende Pinealitis unter anderem auch bei
IRBP-induzierter EAU bei Ratten beschrieben wurde, weil das Expressionsmuster

des Autoantigens IRBP Retina und Pinealorgan ist (Gery et al. 1986). Auch S-
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Antigen wird in beiden Organen exprimiert und ruft bei der EAU der Ratte eine
Pinealitis hervor (Mochizuki et al. 1983).

Neben autoaggressiven T-Zellen lasst sich bei ERU-Patienten eine humorale Immun-
Antwort gegen retinale Autoantigene feststellen, sowohl im Serum (Deeg et al.
2006b), als auch intraokulér (Deeg et al. 2001). An der intraokularen Antwort ist
besonders interessant, dass sie wahrscheinlich nicht mit dem Zusammenbruch der
Blut-Retina-Schranke allein zu erklaren ist (Deeg et al. 2007a). So war in einer
Studie, die systematisch die vitrealen Proteome gesunder und an ERU erkrankter
Pferde verglich, die schwere Kette von IgG bei ERU-Proben heraufreguliert, aber
viele andere, ebenfalls hoch abundante Serumproteine wie Hamoglobin konnten
nicht nachgewiesen werden (Deeg et al. 2007a). Weitere Hinweise auf eine mdgliche
intraokulare Bildung von Antikérpern bei der ERU sind lymphoide Follikel, die vor
allem im Ziliarkdrper haufig auftreten (Deeg et al. 2002a). Zusatzlich zu den bereits
genannten Belegen fir die Rolle des erworbenen Immunsystems, gibt es auch
Daten, die eine Rolle fir das angeborene Immunsystem bei der ERU nahelegen. So
fanden sich bereits in einer frihen Studie vereinzelt Proben, in denen Granulozyten,
nicht Lymphozyten die dominierende Zellart bei den intraokularen Infiltraten waren
(Deeg et al. 2001). Mittels differenzieller Proteomik wurden in einer spéateren Studie
periphere Blutleukozyten von gesunden Pferden und ERU-Patienten verglichen
(Degroote et al. 2012). Hierbei war Talin-1 eines der 17 differenziell exprimierten
Proteine, es wurde bei Leukozyten von ERU Patienten vermindert exprimiert. Bei der
genaueren Charakterisierung der betroffenen Zellart stellte sich heraus, dass es
Granulozyten sind, bei denen Talin-1 herunterreguliert ist (Degroote et al. 2012).
Aufgrund seiner physiologischen Funktionen deutet die verminderte Expression von
Talin-1 unter anderem auf Verdnderungen bei der Motilitat und

Transmigrationsfahigkeit der betroffenen Zellen hin (Degroote et al. 2012).

2.2. Autoantigene und ihre Bedeutung fir die ERU

2.2.1. ldentifizierte Autoantigene bei der ERU

Als Zielstrukturen fir autoimmune Vorgange bei der ERU konnten bereits mehrere

Autoantigene identifiziert werden (Deeg et al. 2001; Deeg et al. 2006b). Fur S-
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Antigen und IRBP wurden im Glaskorper von an ERU erkrankten Pferden sowohl
spezifische 1gG-Antikodrper, als auch autoreaktive T-Lymphozyten nachgewiesen
(Deeg et al. 2001). Im Tierversuch lie3 sich hierbei beobachten, dass sich durch
Immunisierung mit IRBP beim Pferd eine rezidivierende Uveitis induzieren liel3 (Deeg
et al. 2002b). S-Antigen hat im Vergleich dazu nur ein schwaches uveitogenes
Potenzial beim Pferd und die mit S-Antigen induzierte Uveitis &hnelte der spontanen
Erkrankung kaum (Deeg et al. 2004). Mittels Untersuchung des Bindungsverhaltens
von Serum-lgG auf dem retinalen Proteom wurden Autoantigene bei der ERU
erstmals de novo identfiziert (Deeg et al. 2006b). Eines der neu identifizierten
Autoantigene war Recoverin (Deeg et al. 2006b), welches interessanterweise bereits
als direkt uveitogen bei der Lewis Ratte beschrieben wurde, bei der es auch eine
begleitende Pinealitis ausloste (Gery et al. 1994). Ein weiteres Ergebnis dieser
Studie war die Identifikation von CRALBP, welches bis dahin noch nicht im
Zusammenhang mit autoimmuner Uveitis beschrieben worden war (Deeg et al.
2006b). Die Reaktion gegen CRALBP als Autoantigen bei der ERU wurde im Laufe
dieser Studie ausfuhrlich verifiziert und charakterisiert. Unter anderem wurden hierbei
CRALBP-spezifische autoreaktive T-Zellen bei ERU-Patienten nachgewiesen, die bei
gesunden Pferden nicht vorhanden waren. CRALBP erwies sich im Tierversuch
zudem als uveitogen bei Pferd und Ratte; beim Pferd war die experimentelle
Erkrankung dariber hinaus durch wiederholte Immunisierung re-induzierbar (Deeg et
al. 2006b). Histopathologisch zeigten sich bei immunisierten Pferden hierbei ein
Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke, eine Zerstérung der retinalen Architektur
sowie T-Zell-reiche Zellinfiltrate; insgesamt ahnelte das Bild sehr stark dem der
spontanen Erkrankung (Deeg et al. 2006b). Dass sich unter den neu identifizierten
Autoantigenkandidaten Proteine mit uveitogenem Potenzial befanden, die also
maoglicherweise hochrelevant fur die Pathogenese sind, zeigt auf, wie wichtig es ist,
stetig nach Autoantigenen zu suchen. Eine mdgliche Relevanz von CRALBP als
Autoantigen fur die AU des Menschen wurde anschlieRend durch den Nachweis
einer hohen Pravalenz von CRALBP-spezifischen Antikérpern im Serum von
menschlichen Patienten mit autoimmuner Uveitis bestatigt (Deeg et al. 2007b,
zusatzlich sind CRALBP-spezifische Antikdper auch bei akuter zonaler okkulter
aullerer Retinopathie des Menschen beschrieben worden (Garip et al. 2009;
Neutzner et al. 2011).
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2.2.2. Methoden zur Identifikation von unbekannten Autoantigenen

Die Suche nach Autoantigenen bei Autoimmunkrankheiten ist eine Herausforderung,
bei der bislang eine Vielzahl von verschiedenen Methoden angewandt wurde. So
stand beispielsweise am Anfang der Identifikation von S-Antigen als Autoantigen fur
Autoimmunuveitis die Immunisierung von Versuchstieren mit unterschiedlichen
Gewebeextrakten der Uvea (Wacker et al. 1964), bis schlieBlich bei
Meerschweinchen Uveitissymptome durch Immunisierung mit Retinaextrakt
hervorgerufen werden konnten, was die entscheidende Bedeutung retinaler Antigene
bewies (Wacker and Lipton 1965; Wacker and Lipton 1968a). Weiterhin wurde in
einer Folgestudie mit Hilfe der Komplementbindungsreaktion die AntikOrperantwort
im Serum von mit homologer Retina immunisierten Meerschweinchen untersucht,
wobei bestétigt werden konnte, dass die Reaktion spezifisch gegen Retinagewebe
gerichtet war. Weiterhin zeigte sich, dass die Antiseren homolog immunisierter
Meerschweinchen zwar in gewissem Umfang mit heterologen Retina-Extrakten
kreuzreagierten, dass sich in Meerschweinchen aber mit heterologer Immunisierung
keine Uveitis erzeugen liel3 (Wacker and Lipton 1968b). Auch wurde die Hypothese
aufgestellt, dass mindestens zwei verschiedene Antigene von den Antikdrpern
erkannt wurden, von denen sich je eines in der partikularen Fraktion, das andere in
der l6slichen Fraktion der Retina befand (Wacker and Lipton 1968b). Allerdings
lieRen sich bei einer Immunisierung von Meerschweinchen mit der I6slichen Fraktion
des Retinaextraktes Uveitissymptome hervorrufen, mit der partikularen Fraktion aber
nicht, obwohl die Tiere gegen beide Fraktionen Antikorper entwickelten (Wacker and
Lipton 1971). Das Antigen in der partikularen Fraktion wurde in den
Aulensegmenten von Photorezeptoren geortet (Kalsow and Wacker 1975) und
Jahre spater als Rhodopsin identifiziert (Gregerson et al. 1981), welches sich in
isolierter Form als uveitogen bei der Ratte erwies (Schalken et al. 1988) und bei
Meerschweinchen eine Zerstbrung innerer und &ulRerer Segmente der
Photorezeptoren sowie spater retinaler Ganglienzellen hervorrief, allerdings ohne
dass zellulare Infiltrate in der Retina auftraten (Meyers-Elliott et al. 1983). S-Antigen,
dessen Name daher rihrt, dass es sich in der loslichen (engl. soluble) Fraktion
befand, wurde mit Hilfe von indirekter Immunfluoreszenz in der Retina als
Photorezeptor-assoziiert lokalisiert (Kalsow and Wacker 1973). Auch gelang die

Induktion einer experimentellen Uveitis mit aus Meerschweinchenretina durch viele
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sukzessive Fraktionierungsschritte isoliertem S-Antigen bei Ratten (Wacker and
Kalsow 1973) und Meerschweinchen (Wacker 1973). Mit groBem Aufwand gelang es
schlie3lich auch, S-Antigen aus bovinem Retinagewebe in grél3eren Mengen zu
isolieren und zu charakterisieren (Wacker et al. 1977), was spatere Versuche
erleichterte, da nun ein definiertes Autoantigen zur Verfigung stand (Rao et al.
1979), mit dem man unter anderem weitere Tiermodelle etablieren (de Kozak et al.
1981; Nussenblatt et al. 1981a) und die Immunpathogenese bei AU (Nussenblatt et
al. 1980a) und EAU (Nussenblatt et al. 1981b) zielgerichtet untersuchen konnte. Im
Vergleich zu S-Antigen war der Zeitraum, den die Identifikation von IRBP in Anspruch
nahm, etwas kurzer, da eine begleitende Pinealitis schon fur die S-Antigen-induzierte
EAU bekannt war (Kalsow and Wacker 1978; Mochizuki et al. 1983) und mit dem
gleichzeitigen Vorhandensein von S-Antigen in Retina und Pinealorgan erklart
werden konnte (Mirshahi et al. 1984; Korf et al. 1985; Collin et al. 1986). Da von
IRBP bereits bekannt war, dass es ebenfalls in beiden Organen (Pinealorgan und
Retina, insbesondere Stabchen) exprimiert wird (Rodrigues et al. 1986; Wiggert et al.
1986) und da bekannt war, dass Praparationen von Aul3ensegmenten der Stédbchen
bei Meerschweinchen eine uveitogene Wirkung hatten (de Kozak et al. 1976), lag es
nahe, hier einen moéglichen Zusammenhang zu untersuchen. Die Uveitogenitat von
aus Retinagewebe isoliertem IRBP wurde im Tierversuch nachgewiesen, indem
Ratten damit immunisiert wurden und eine Uveitis entwickelten, welche im Vergleich
zu der mit S-Antigen induzierten EAU einen akuteren Verlauf hatte (Broekhuyse et al.
1986; Gery et al. 1986). Nachdem frihere Versuche, mittels S-Antigen-
Immunisierung in Mausen EAU zu induzieren, gescheitert waren (Caspi et al. 1988),
konnte tUber IRBP-Immunisierung (Caspi et al. 1988), das EAU-Modell bei der Maus
etabliert werden, das inzwischen in der Haufigkeit seiner Verwendung das
Rattenmodell Gberholt hat (Caspi 2011).

Auf humoraler und zellularer Ebene konnte bei Uveitispatienten eine Reaktion gegen
IRBP nachgewiesen werden (Hoekzema et al. 1990; Kijlstra et al. 1990), was eine
Relevanz dieses Autoantigens fir die menschliche Erkrankung zeigte.

Die Identifikation von Autoantigenen ist auch momentan noch sehr wichtig, und zwar
bei allen Autoimmunerkrankungen. Hierbei haben sich proteomische Methoden,
insbesondere Identifikation von Autoantigen-Kandidatenproteinen seit einigen Jahren
als ein hilfreiches Werkzeug erwiesen (Fathman et al. 2005). Auch im Bereich der

ERU-Forschung hat die Einfihrung proteomischer Methoden wichtige Erkenntnisse
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geliefert. So wurden in der Studie, die CRALBP als Autoantigen fur die ERU
beschrieb (Deeg et al. 2006b), erstmals proteomische Methoden, darunter
Massenspektrometrie, gezielt fir die ldentifikation von neuen ERU-Autoantigenen
verwendet. Im Vergleich zur langwierigen ldentifikation von S-Antigen, die oben
beschrieben wurde, kann eine beobachtete Autoreaktivitit nun mittels
Massenspektrometrie viel schneller einem bestimmten Protein zugeordnet werden.
Allerdings sind kandidatenspezifische Verifizierungsschritte notig, um die Spezifitat

der Reaktion zu bestétigen (Deeg et al. 2006b).

2.2.3. Bedeutung und Nutzen der Identifikation von Autoantigenen

Im Rahmen der Uveitisforschung (Ko et al. 2011; Kim et al. 2011), sowie bei
zahlreichen anderen Autoimmunerkrankungen wie Lupus Erythematodes (Katsumata
et al. 2011; Ndhlovu et al. 2011), werden gegenwartig immer noch weitere, bisher
unbeschriebene Autoantigene aktiv gesucht und auch identifiziert. Die Grinde hierflr
sind vielfaltiger Natur. Die Beschreibung neuer Autoantigene in einer
Autoimmunerkrankung kann dazu beitragen, bestimmte Symptome oder
Krankheitsbilder auf molekularer Ebene zu verstehen oder sogar neu zu definieren.
Ein aktuelles Beispiel aus der Humanmedizin hierfur ist die Identifikation von
Aquaporin-4 (AQP4) als Zielstruktur von Autoantikorpern bei Neuromyelitis optica,
deren Krankheitsbild zuvor fir eine Erscheinungsform von Multipler Sklerose
gehalten wurde (Papadopoulos and Verkman 2012). In Folge dieser Identifikation
war die Symptomatik vieler Patienten nun erklarbar (Lennon et al. 2005) und fuhrte
auch dazu, dass Patienten mit Neuromyelitis optica von Patienten mit Multipler
Sklerose unterschieden werden konnten (Lennon et al. 2004). Zwar gibt es noch
keine kausale Therapie fur betroffene Patienten (Sellner et al. 2010), doch bei einem
Mausmodell der Neuromyelitis optica konnte jungst mit kompetitiven, nicht
pathogenen Antikdrpern gegen AQP4, welche die Bindung der pathogenen
Autoantikorper an AQP4 verhindern, die Entwicklung von Lasionen abgewendet
werden (Tradtrantip et al. 2012). Bei Myasthenia gravis fuhrte die sukzessive
Identifikation  nicotinerger  Acetylcholinrezeptoren, einer muskelspezifischen
Tyrosinkinase (MuSK) und zuletzt des low-density lipoprotein receptor-related protein
(LRP4) (Shigemoto 2007; Pevzner et al. 2012) als pathogenetisch relevante

Autoantigene dazu, dass inzwischen Subgruppen dieser Erkrankung erkannt werden
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kénnen (Higuchi et al. 2011; Zhang et al. 2012). Die Autoreaktivitdt gegen
Acetylcholinrezeptoren war die erste, die bei Myasthenia gravis entdeckt wurde
(Almon et al. 1974), doch konnte durch die Identifikation neuer Autoantigene das
Vorhandensein von Patienten mit Symptomen von Myasthenia gravis, aber ohne
Autoantikorper gegen Acetylcholinrezeptoren erklart werden (Evoli et al. 2003). Hier
hat sich inzwischen auch gezeigt, dass die Pathomechanismen, die von Antikdrpern
gegen Acetylcholinrezeptoren verursacht werden, sich grundsétzlich von denen, die
durch MuSK-Antikérper vermittelt werden, unterscheiden (Gomez et al. 2010). Diese
kénnen sich offensichtlich ergédnzen, da das gleichzeitige Auftreten beider
Autoantikorper mit einem besonders schweren Verlauf der Krankheit assoziiert ist
(Nikolic et al. 2012). Auch bei rheumatoider Arthritis (Nicaise-Roland et al. 2012;
Sokolove et al. 2012) oder bei der Onkologie werden die Moglichkeiten von
Autoantikdrpern als diagnostisches Hilfsmittel untersucht (Luo et al. 2012; O'Rourke
et al. 2012). Zusatzlich zu ihrem Nutzen bei der Diagnose eines gegenwartig
vorliegenden pathologischen Zustandes kdnnen Reaktionen gegen bestimmte
Antigene sogar pradiktiven Nutzen haben. Wie im Fall von Typ | Diabetes (Barker et
al. 2004; Stanley et al. 2004; Lamb et al. 2009; Steck et al. 2011) deutlich wird, kann
der pradiktive Nutzen von bestimmten Autoantikérpern als Biomarker darin bestehen,
dass sie in manchen Fallen schon mehrere Jahre vor dem Auftreten von
Krankheitssymptomen nachweisbar sind und das spéatere Entstehen der Erkrankung
zuverlassig anzeigen (LaGasse et al. 2002). Hierbei muss das erkannte Autoantigen
nicht zwingend pathogenetisch relevant sein. Auch konnte zuséatzlich bei manchen
Fallen, wie beispielsweise bei Rheumatoider Arthritis (Meyer et al. 1997) oder
Morbus Crohn (Sakiyama et al. 2008) die Reaktion gegen spezielle Autoantigene die
Schwere eines Krankheitsverlaufes widerspiegeln oder vorhersagen. Eine weitere
Hoffnung vieler Forschergruppen war es, alternativ. zu systemischer
pharmakologischer Immunsuppression mit ihren unerwinschten Nebenwirkungen,
als therapeutischen Ansatz eine gezielte Toleranz gegenuber den angegriffenen
Proteinen zu induzieren, indem man beispielsweise durch Zufuhr eines Autoantigens
Uber Schleimhaute vermehrte Bildung regulatorischer Immunzellen anregt und so die
autoimmune Reaktion dagegen abschwacht (Mowat 1999). Im Bereich der
Allergieforschung werden viele Patienten inzwischen mittels sublingual verabreichten
,Vakzinen" behandelt, die eine Toleranz gegen die verwendeten Allergene induzieren

(Moingeon and Mascarell 2012). Trotz vieler Erfolge bei Tiermodellen gelang aber fur
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Autoimmunerkrankungen im Wesentlichen noch nicht der Schritt zur Klinischen
Anwendung beim Patienten (Larche and Wraith 2005; Clemente-Casares et al.
2012). Als Ausnahme zeichnet sich hier moéglicherweise Typ | Diabetes ab. Der
Versuch, bei Patienten mit Typ | Diabetes durch orale Administration von Insulin eine
Toleranz gegen dieses Autoantigen zu erzeugen, scheiterte (Chaillous et al. 2000).
Auch zeigte sich in einer randomisierten Doppelblindstudie, dass bei Kindern, die
aufgrund ihres HLA Genotyps und bestimmten Autoantikorpern als gefahrdet fur Typ
| Diabetes eingestuft wurden, die nasale Administration von Insulin die Entwicklung
der Krankheit weder verhindern noch verzégern konnte (Nanto-Salonen et al. 2008).
Jedoch gelang bei einer Studie aus dem Jahr 2011 eine Toleranzinduktion bei
Patienten mit Typ | Diabetes in einem friihen und subakuten Stadium mittels nasaler
Verabreichung des Autoantigens (Fourlanos et al. 2011). Zwar liel3 sich im Verlauf
der Studie bei metabolischen Parametern kein Unterschied bei den zwischen den
Patienten, die Insulin verabreicht bekommen hatten und der Placebogruppe
feststellen, allerdings war bei Patienten der Insulin-Gruppe die Aktivitat der B-Zellen
insgesamt verringert und die AutoantikOrperantwort auf injiziertes Insulin signifikant
niedriger (Fourlanos et al. 2011).

Die ldentifikation neuer, bisher unbekannter Autoantigene tragt dazu bei, das Wissen
um die Pathomechanismen bei der ERU stetig zu vertiefen und zu vervollstandigen,
kénnte aber auch Konsequenzen fur Therapie oder Diagnose bei der ERU haben.
Bei einer Erkrankung mit dieser Bedeutung fiur die Tiermedizin wéare auch die
Identifikation pradiktiver Marker winschenswert, um zukinftig Pferde mit einem
hohen Erkrankungsrisiko vorher identifizieren zu kdnnen. Daher ist es notwendig, das

Autoantigenspektrum in der ERU madglichst in seiner gesamten Breite zu kennen.

2.2.4. Bedeutung der Autoantikérperantwort bei der ERU

Zwar wurden als Schlisselfaktoren bei der ERU autoaggressive T-Lymphozyten
nachgewiesen, doch gibt es Hinweise darauf, dass auch die humorale Antwort eine
Rolle in der Pathogenese spielt (Deeg et al. 2001). So befinden sich neben dem
grol3en Anteil von T-Lymphozyten auch B-Lymphozyten unter den infiltrierenden
Zellen in der uveitischen Retina (Deeg et al. 2002a). Das Vorhandensein von

lymphoiden Follikeln, vor allem im Ziliarkorper in frihen Stadien der ERU, aber auch
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in Iris und Choroidea in spateren Stadien, in deren Zentrum sich CD3-negative
Lymphozyten (vermutlich B-Lymphozyten) befinden (Deeg et al. 2002a), konnte
zudem ein Hinweis auf eine lokale, intraokulare Antikérperproduktion sein. Die Rolle
von B-Lymphozyten, deren bekannteste Funktion die Produktion von Antikdrpern ist,
wird auch in T-Zell-dominierten Autoimmunerkrankungen zunehmend als wichtiger
Faktor wahrgenommen (DiLillo et al. 2011). So gibt es zum Beispiel beim Sj6gren-
Syndrom, einer systemischen Autoimmunerkrankung, von der hauptséchlich exokrine
Drisen betroffen sind, neue Erkenntnisse, die in Frage stellen, ob die Erkrankung
noch als T-Zell-vermittelt eingestuft werden kann (Meijer et al. 2010). Da sich
therapeutische Strategien, die auf eine Depletion von B-Zellen abzielen, bei
Patienten dieser Erkrankung als bemerkenswert wirkungsvoll erwiesen (Meijer et al.
2010), wird inzwischen sogar diskutiert, ob nicht die Bedeutung der B-Lymphozyten
die der T-Zellen Ubersteigt (Hamza et al. 2012).

Die Bindung eines Zielproteins durch einen Autoantikdrper kann eine unmittelbare
Beeintrachtigung physiologischer Funktionen dieses Proteins bewirken (Alard et al.
2011) und so zur Pathogenese beitragen. Neben der Frage, welches Autoantigen als
Zielstruktur erkannt wird, kann aber auch der Isotyp des Autoantikérpers, der daran
bindet, von Bedeutung sein. In vielen Fallen konzentrierte sich die Forschung bislang
allgemein auf IgG-Antworten (Katsumata et al. 2011; Kim et al. 2011). Hier kann der
Subtyp des IgG-Autoantikorpers entscheidenden Einfluss darauf haben, ob die
Autoreaktivitat pathogen ist oder nicht. Fur die Autoaggressivitat bei der dilatativen
Kardiomyopathie (DCM) des Menschen wurde beispielsweise nachgewiesen, dass
fur eine pathogene Wirkung nicht ausschlaggebend ist, ob Autoantikdrper gegen das
Antigen gebildet werden, sondern welcher Isotyp es ist, der gebildet wird. Bei einer
DCM-Erkrankung ist dies namlich der pro-inflammatorische Isotyp 1gG3, bei
gesunden Menschen dagegen finden sich IgG1 Antikdrper gegen Herzproteine, die
zu keiner Pathologie fuhren (Warraich et al. 1999; Staudt et al. 2002; Warraich et al.
2002; Staudt et al. 2005). Vom Pferd ist inzwischen bekannt, dass es sieben IgG-
Isotypen besitzt (Wagner 2006), deren genaue Funktionen bisher aber nur zum Teil
bekannt sind (Lewis et al. 2008). So kénnen IgG1, 1gG3, 1gG4, IgG5 und IgG7 einen
respiratorischen Burst peripherer Blutleukozyten ausldosen, IgG2 und IgG6 jedoch
nicht, was darauf hinweist, dass nur die erstgenannte Gruppe mit Fc-Rezeptoren der
Effektorzellen interagieren kann (Lewis et al. 2008). Auch waren nur IgG1, 1gG3,

IgG4 and IgG7 in der Lage, Komplement C1q zu binden und so Uber den klassischen
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Weg die Komplementkaskade zu aktivieren, hier war 1gG3 der potenteste Aktivator
(Lewis et al. 2008). Ein Mangel an spezifischen Reagenzien erschwert es derzeit
noch, IgG-Isotyp-spezifische Immunantworten bei der ERU nachzuweisen.

Einer IgG-Antwort gegen ein Antigen geht jedoch immer eine anfangliche IgM-
Antwort voraus (Schroeder and Cavacini 2010; Xu et al. 2012). Die ERU ist eine
Erkrankung, die von chronisch wiederkehrenden Schiben autoimmuner Angriffe
gekennzeichnet ist, die mit dem Mechanismus des Epitop-Spreadings auf intra- und
intermolekularer Ebene erklart werden kdnnen (Deeg et al. 2006a) , welcher auch bei
anderen Autoimmunerkrankungen beobachtet wurde (Kidd et al. 2008; Sokolove et
al. 2012). Hierbei kommt es unter anderem durch die Zerstérung des Zielgewebes zu
Verdnderungen im Antigenspektrum und in der Folge zur Entstehung neuer
Autoreaktivitaten, die zuvor nicht vorhanden waren (Deeg et al. 2006a). Dies wurde
sowohl bei spontan erkrankten Pferden (Deeg et al. 2006b), als auch bei Pferden mit
experimentell induzierter Uveitis (Deeg et al. 2006a) beobachtet.

Ein Hinweis auf die mdgliche Beteiligung von IgM-Immunreaktionen bei der ERU
ergab sich durch die Hochregulation von IgM im Serum von spontan an ERU
erkrankten Pferde im Vergleich zum Serum gesunder Tiere (Zipplies et al. 2010a).
Durch die Identifikation von Zielstrukturen einer IgM-Antwort kénnte wiederum frih

ein Hinweis auf neu entstehende Autoreaktivitaten gewonnen werden.

2.2.5. Der Glaskorper als Probenmaterial bei der ER U

Der Glaskorper (syn. Vitreus) steht im Augeninneren in direktem Kontakt mit der
Retina (Ehrenhofer et al. 2002), was ihn zu einem hervorragenden Probenmaterial
macht, um im Auge lokalisierte Pathomechanismen bei der ERU zu studieren (Deeg
et al. 2007a). Die Pars-plana-Vitrektomie, ein chirurgischer Eingriff, bei dem der
Glaskorper entfernt und das Augeninnere mit einer Ersatzflissigkeit gefullt wird und
dessen Anwendung beim Pferd erstmals von Werry und Gerhards beschrieben
wurde (Werry and Gerhards 1992), fuhrte in vielen Fallen dazu, dass das verbliebene
Sehvermdgen betroffener Tiere stabil blieb und eine Wiederkehr der akuten Schibe
unterblieb (Fruhauf et al. 1998). Der positive Einfluss, den dieser Eingriff auf den
Krankheitsverlauf der ERU hatte, war ein erster Hinweis darauf, dass im Glaskorper
fur die Pathogenese bedeutsame Prozesse ablaufen (Fruhauf et al. 1998). Auch der

in vielen Fallen erfolgreiche therapeutische Einsatz von intravitrealen Ciclosporin A
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freisetzenden Implantaten (Gilger et al. 2001), sprach fur diese Annahme. Diese
Hypothese konnte in den Folgejahren bestatigt werden, indem auf proteomischer
Ebene gravierende Unterschiede zwischen Glaskérperproben gesunder und an ERU
erkrankter Tiere nachgewiesen wurden (Deeg et al. 2007a). Die differenzielle
Regulation von Proteinen im ERU-Glaskérper stand dabei unter anderem in
funktionellem Zusammenhang mit einer grof3en Vielfalt an biologischen Signalwegen,
darunter Entzindungsprozessen, Immunantwort, Angioneogenese, (Deeg et al.
2007a), der Re-Modellierung der extrazellularen Matrix, verminderter Neuroprotektion
(Deeg et al. 2011; Hofmaier et al. 2011), Koagulation, dem Komplementsystem sowie
der Funktion retinaler Muller-Gliazellen (Hauck et al. 2012).

Auch konnten in 72% der getesteten ERU Glaskorper IgG-Antikdrper gegen IRBP
und  S-Antigen  nachgewiesen  werden, wohingegen  Glaskorperproben
augengesunder Pferde in keinem Fall IgG enthielten (Deeg et al. 2001). Der
Glaskorper ist also ein hochinteressantes, und wie die genannten Studien in der
Vergangenheit gezeigt haben, vielseitig einsetzbares Probenmaterial, das reich an
Informationen ist. So konnen dort nicht nur differenziell regulierte Proteine im
Zielorgan nachgewiesen werden (Hauck et al. 2012), sondern auch spezifische
intraokuldre Immunreaktionen (Deeg et al. 2001). Die routinemaRig zu
Therapiezwecken an der Pferdeklinik der LMU Minchen angewandte Pars-plana-
Vitrektomie bietet fir die Forschung an ERU zudem den einmaligen Vorteil, dass
eine groRe Anzahl von frischen intraokularen Proben von Patienten

unterschiedlichster Krankheitsstadien zur Verfligung steht.
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One of the main factors contributing to ERU pathogenesis is
the leaky blood-retinal barrier,” which allows autoreactive T
cells to invade the retina. T cells are known to be key players
in ERU,'° but other cells, among them B cells, are also found in
retinal tissue in ERU.” The best known effector function of B
cells is antibody production and in several autoimmune dis-
eases, autoantibodies are known to directly contribute to
pathogenesis."" In ERU, the presence of IgG antibodies against
S-Ag and IRBP was previously observed in 72% of ERU-affected
vitreous samples,'® whereas, in contrast, vitreous specimens
from eye-healthy horses contained no IgG at all.'® The appear-
ance of IgG antibodies is usually preceded by an initial IgM
response.'? This aspect is of special importance, since it is
known that, in ERU, epitope-spreading takes place, leading to
alterations in the antigen spectrum and subsequent new auto-
reactivity."® Since IgM may point to newly emerging autoreac-
tivity in the context of epitope-spreading and its upregulation
in serum of ERU cases additionally caught our attention in a
previous study,'* the purpose of this study was to determine
whether intraocular IgM autoantibodies directed to retinal pro-
teins are present in healthy and ERU-affected vitreous.

METHODS

Samples

Vitreous samples of ERU cases were obtained during therapeutic pars
plana vitrectomy from horses diagnosed with ERU'” and treated at the
Equine Clinic of LMU Munich. ERU-affected eyes providing ERU sam-
ples for retina sections used in immunohistochemistry were also from
horses treated for ERU at the clinic. Control vitreous samples and
healthy retinal specimens for proteome preparation and immunohis-
tochemistry were derived from eyes obtained at a local abattoir. Eyes
were considered normal based on the diagnosis of the veterinarian
present at the abattoir, medical histories of the horses as provided by
their owners, and preliminary histologic analysis. Vitreous samples

Investigative Ophthalmology & Visual Science, January 2012, Vol. 53, No. 1
Copyright 2012 The Association for Research in Vision and Ophthalmology, Inc.
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4 DISKUSSION

Die ERU gehort zu den héaufigsten Grunden fir eine Erblindung bei Pferden und hat
weltweit eine sehr hohe Pravalenz (Gilger et al. 2010). Aufgrund der
Schmerzhaftigkeit akuter Entziindungsschiibe und der zunehmenden Einschrankung
des visuellen Wahrnehmungsvermdgens, die erheblichen Stress fur das Fluchttier
Pferd darstellt, ist der Leidensdruck erkrankter Pferde hoch. Auch macht eine
Erblindung haufig die Euthanasie des betroffenen Pferdes nétig, da es fir sich selbst
und far seine Umwelt eine Gefahr darstellen kann (Eberhardt 2011). Die
rezidivierende Uveitis des Pferdes ist auRerdem ein wertvolles Modell fir die
autoimmune Uveitis des Menschen, da sie auf einmalige Weise das Vorhandensein
von spontaner und induzierbarer Krankheit in einer Spezies vereint (Deeg et al.
2006b).

Zwar gibt es momentan keine kausale Therapie fur die ERU, doch wird seit einigen
Jahren an der Pferdeklinik der LMU Muinchen routinemaf(ig eine Pars plana
Vitrektomie an ERU-Patienten durchgefiuhrt (Werry and Gerhards 1992). Inzwischen
stellt die Pferdeklinik der LMU Minchen ein europdaisches Zentrum fir diesen Eingriff
dar, so dass frisches vitreales Probenmaterial von ERU-Patienten in grof3er Anzahl
zur Verfugung steht. Dies schafft eine hervorragende Ausgangslage, um die
autoaggressiven Reaktionen zu untersuchen, die sich im intraokularen Bereich
abspielen. So konnte beispielsweise nachgewiesen werden, dass bei 72% der
untersuchten ERU-Patienten intraokulare 1gG-Antikorper gegen die retinalen Proteine
IRBP und S-Antigen vorlagen (Deeg et al. 2001). Um aber die Frage, ob das
intraokulare Antikérperrepertoire fur bislang nicht identifizierte retinale Antigene
spezifisch ist, zu beantworten, befasste sich die im Rahmen der vorliegenden
Dissertation durchgefiihrte Studie mit der Identifikation von Zielstrukturen, die von
intraokularen Autoantikérpern gebunden werden. Auch wenn in der Vergangenheit
schon verschiedene Autoantigene bei der ERU identfiziert wurden (Deeg et al. 2001;
Deeg et al. 2006b), so ist die Suche nach Autoantigenen keinesfalls als beendet zu
betrachten und immer noch notwendig, um die Pathogenesemechanismen in ihrer
ganzen Komplexitat verstehen zu kdnnen. Im Idealfall sollte das gesamte Spektrum
beteiligter immunkompetenter Zellen und Molekille sowie deren Zielstrukturen

vollstandig bekannt sein, und ist nicht als ,Briefmarkensammlung“ anzusehen, da die
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Identifikation neuer Autoantigene unmittelbare, greifbare Folgen fir Patienten mit
Autoimmunkrankheiten haben kann, wie an einem aktuellen humanmedizinischen
Beispiel, der Entdeckung von AQP4 als Autoantigen bei Neuromyelitis optica
(Papadopoulos and Verkman 2012), besonders deutlich wird. Die Identifikation von
AQP4 als Autoantigen ermdglichte zum einen, dass die Neuromyelitis optica als
eigenstandige Krankheit erkannt wurde, nachdem sie jahrzehntelang fir eine
Variante von Multipler Sklerose gehalten worden war (Roemer et al. 2007). Zum
anderen wurden viele Patienten mit Neuromyelitis optica durch diese
Unterscheidungsmaoglichkeit vor einer Fehltherapie bewahrt, da zum Beispiel die
Gabe von Interferon beta, die bei der Multiplen Sklerose angewendet wird, im
Gegensatz dazu bei Neuromyelitis optica ineffektiv ist (Uzawa et al. 2010) oder sogar
den Verlauf verschlimmert (Lennon et al. 2004; Palace et al. 2010).
Interessanterweise gibt es bei der Multiplen Sklerose Patienten, die sehr gut auf die
Therapie mit Interferon beta ansprechen und andererseits sogenannte Non-
Responder (Rudick et al. 2004; Rio et al. 2006). Unter anderem wird ein Unterschied
im Genotyp des Interferon Regulatory Factor 5 von Non-Respondern als Grund
hierfur diskutiert (Vosslamber et al. 2011). Neben einer genetischen Varianz bei
Interferon Regulatory Factor 5 konnten aber auch noch weitere Faktoren wie
Krankheitsverlaufe oder bisher unentdeckte Untergruppen analog zu Neuromyelitis
optica beteiligt sein, daher wird in diesem Bereich immer noch geforscht.

Eine auf dem Autoantigenspektrum basierende Abgrenzung von Varianten oder
Entitdten untereinander konnte in Zukunft auch fir die ERU relevant sein. Bei der
ERU ist es derzeit so, dass Patienten ganz unterschiedliche klinische Auspragungen
haben kdnnen oder, umgekehrt betrachtet, dass sehr viele unterschiedliche klinische
Auspragungen als ERU klassifiziert werden (Spiess 2010). Bedenkt man zudem die
hohe Pravalenz der ERU, die bei etwa 10% liegt (Spiess 2010), so ist es mdglich,
dass die momentane Bezeichnung ERU nur ein Sammelbegriff ist, unter dem sich
ganz unterschiedliche Auspragungen oder sogar Entitaten verbergen, die noch naher
charakterisiert werden muissen, um sie voneinander abgrenzen zu kdénnen. Eine
Abgrenzung unterschiedlicher Varianten der ERU kdnnte irgendwann dazu fuhren,
dass fur diese Varianten eine kausale Therapie gefunden werden kann. Dabei stellt
sich fir NF-M, das im Rahmen dieser Dissertation als neues Autoantigen identifiziert
wurde (Publikation, Abbildung 1), nun die Frage: inwiefern ist es relevant fur die

Pathogenese der ERU und inwiefern kénnte es bei dem Teil der ERU-Patienten, die
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eine Autoreaktivitat darauf zeigen (Publikation, Abbildung 2), fir einen Unterschied in
Krankheitsverlauf oder Symptomatik sorgen? Der Beitrag einer Autoreaktivitat zur
Pathogenese einer Erkrankung kann in direktem Zusammenhang mit den
physiologischen Funktionen des targetierten Autoantigens stehen. Wie die
immunhistochemische Analyse zeigte, handelt es sich bei NF-M um ein Protein, das
in der gesunden Pferderetina vor allem in retinalen Ganglienzellen und in
Horizontalzellen exprimiert wird (Publikation, Abbildung 3A). Neurofilamente gehoren
zu den Intermediarfilamenten, diese sind wiederum Bestandteil des neuronalen
Zytoskeletts (Ishikawa et al. 1968). Bei Saugetieren besteht das sogenannte
Neurofilament-Triplett aus drei verschiedenen Einheiten, deren Namen sich von ihren
unterschiedlichen  Molekulargewichten  ableiten: die leichte  Untereinheit
Neurofilament-L  (NF-L); die mittlere Untereinheit Neurofilament-M  (syn.
Neurofilament medium; NF-M); und die schwere (engl. heavy) Untereinheit
Neurofilament-H (NF-H) (Perrot et al. 2008). Alpha-Internexin wird in jlingerer Zeit als
putative vierte Untereinheit angesehen (Yuan et al. 2006). Die Untereinheiten bilden
ein heteropolymeres Netzwerk innerhalb der neuronalen Zelle, das in Axonen
besonders ausgepragt ist (Perrot et al. 2008), was das besonders intensive NF-M-
Signal in der Nervenfaserschicht gesunder Retinae erklart (Publikation, Abbildung
3A). Offenbar exprimieren aber nicht alle retinalen Ganglienzellen des Pferdes NF-M,
da wir einige Ganglienzellen ohne NF-M-Signal in Retinapréparaten gesunder Pferde
beobachten konnten (Publikation, Abbildung 3A). Zumeist handelte es sich dabei um
kleine Ganglienzellen. Dieser Befund kdonnte darauf hinweisen, dass es bei den zwei
Arten retinaler Ganglienzellen, die beim Pferd beschrieben sind, namlich grof3e und
kleine Ganglienzellen (Ehrenhofer et al. 2002), wahrscheinlich Untergruppen gibt, die
sich in ihrer Neurofilament-Komposition unterscheiden und in zukinftigen Studien
naher charakterisiert werden sollten. Zusatzlich zu den retinalen Ganglienzellen
farbte sich eine Zellpopulation in der &auf3eren plexiformen Schicht an, die nach
Lokalisation und Morphologie sehr wahrscheinlich aus Horizontalzellen besteht
(Publikation, Abbildung 3A). Die Expression von NF-M in Horizontalzellen,
zusammen mit den anderen Untereinheiten, ist bei einer ganzen Reihe
verschiedener Saugetiere beschrieben worden (Shaw and Weber 1984; Peichl and
Gonzalez-Soriano 1993). Das Expressionsmuster von NF-M in der Retina des
Pferdes ahnelt interessanterweise besonders der Retina des Schweines, welches als

Modellorganismus fur die Glaukomforschung dient (Ruiz-Ederra et al. 2004;
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Balaratnasingam et al. 2007; Balaratnasingam et al. 2008; Balaratnasingam et al.
2010). NF-M wird in der Schweineretina ebenfalls in retinalen Ganglienzellen und
ihren Fortséatzen exprimiert, wobei sich auch hier kleine Ganglienzellen weniger
haufig anfarben und die NF-M-Expression in der auf3eren plexiformen Schicht
Horizontalzellen zugeordnet wird (Ruiz-Ederra et al. 2004). Horizontalzellen sind
retinale Interneurone, die bei den meisten Saugern in zwei morphologischen
Varianten, Typ A und Typ B, vorkommen (Masland 2001). Es gibt aber Ausnahmen
wie zum Beispiel Maus und Ratte, die nur Horizontalzellen Typ B haben (Masland
2001). Eine Horizontalzelle ist querverschaltet mit mehreren Photorezeptorzellen und
Bipolarzellen (Fahrenfort et al. 2005). Wie die meisten anderen Saugetiere besitzen
Pferde Horizontalzellen des Typs B, deren einzelnes Axon mit Stabchen verbunden
ist, wahrend ihre Dendriten mit Zapfen Synapsen eingehen (Sandmann et al. 1996).
Beim Pferd haben Horizontalzellen des Typs A kein Axon, sondern ein
weitverzweigtes Feld von Dendriten (Sandmann et al. 1996). Diese Dendriten gehen
als Besonderheit beim Pferd selektiv mit S-Zapfen Synapsen ein, welche fir das
Blausehen zustdndig sind (Sandmann et al. 1996). Die Physiologie der
Horizontalzellen ist generell noch wenig erforscht, allerdings weil3 man, dass sie
bendtigt werden, um die Empfindlichkeit des visuellen Systems auf unterschiedliche
Lichtintensitaten des Hintergrunds anzupassen und so starke Kontraste in der
Lichtintensitat auszugleichen (Trumpler et al. 2008). Bei einem Ausfall von
Horizontalzellen wére zu erwarten, dass dieser Kontrastausgleich nicht mehr
stattfindet, was bei der ERU zu einer Photophobie beitragen kénnte.

Neurofilamente haben in den Zellen, in denen sie exprimiert werden, unterschiedliche
Funktionen. Sie sind zum einen wichtige Regulatoren des axonalen Kalibers (Friede
and Samorajski 1970; Hoffman et al. 1984; Xu et al. 1996). So wiesen bei NF-M
Knockout-Mausen vor allem gro3e myelinisierte Axone deutlich reduzierte
Durchmesser auf, was bei NF-H-Knockout-M&usen aus der gleichen Studie weit
weniger ausgepragt war (Jacomy et al. 1999). Uberraschenderweise wurden
offensichtliche Verhaltensaufféalligkeiten weder bei NF-M-Knockout-Mausen (Elder et
al. 1998; Jacomy et al. 1999) noch bei NF-M / NF-H-Knockout-Mausen (Jacomy et al.
1999) beobachtet. Beim Menschen dagegen stehen Abnormalitaten bei
Metabolismus, Transport oder Expression von Neurofilamenten im Zusammenhang
mit schwerwiegenden neurologischen Stérungen (Perrot et al. 2008). So kdnnen

verschiedene genetische Mutationen bei Neurofilament-L bei Patienten mit
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verschiedenen Varianten von Morbus Charcot-Marie-Tooth assoziiert werden (Perrot
et al. 2008; Abe et al. 2009; Yum et al. 2009). Morbus Charcot-Marie-Tooth ist auch
unter dem Namen hereditare motorisch-sensible Neuropathie bekannt (Reilly et al.
2011). Dieser Begriff umfasst eine klinisch und genetisch heterogene Gruppe von
Erkrankungen, die von Muskelschwund, Muskelschwadche und einem Verlust
sensorischer Funktionen vor allem im distalen Bereich der Gliedmalien
gekennzeichnet werden (Reilly et al. 2011). Unterschiedliche Mutationen am NF-M-
Gen wurden bei einigen Patienten mit der Parkinson’schen Erkrankung gefunden,
allerdings ist noch unklar, in welcher Weise diese an der Krankheit beteiligt sind
(Lavedan et al. 2002; Kruger et al. 2003). Nachdem die Gly336Ser Mutation am NF-
M-Gen zuvor bei einem Patienten mit besonders akutem Verlauf beschrieben worden
war (Lavedan et al. 2002), wurde eine Studie durchgefihrt, in der eine Gruppe von
102 Parkinson-Patienten mit &hnlichem ethnischen Hintergrund auf diese Mutation
getestet wurden (Han et al. 2005). Die Gly336Ser-Mutation konnte hier zwar nicht
wieder gefunden werden, allerdings verwiesen die Autoren auf die Moglichkeit, dass
bei dieser Patientengruppe auch Mutationen an anderen Orten des NF-M-Gens
vorliegen kdnnten (Han et al. 2005). NF-M ist bei der Parkinson’schen Erkrankung
auch noch in einem anderen Zusammenhang beschrieben worden, und zwar als
Bestandteil der Lewy-Bodies (Hill et al. 1991, Pollanen et al. 1993). Lewy-Bodies sind
eosinophile neuronale Einschlisse, die aus einem Aggregat von Fibrillen von etwa 8-
10 nm Lange bestehen (Pollanen et al. 1993). Sie sind ein charakteristisches
histologisches Kennzeichen bei Parkinson-Patienten (Goldman et al. 1983).
Interessanterweise ist bei der Parkinson’schen Erkrankung, die eine der haufigsten
neurodegenerativen Krankheiten ist, wohl auch eine autoimmune Komponente
beteiligt (Mosley et al. 2012). Retinale Ganglienzellen und Horizontalzellen, die in der
Retina des Pferdes im physiologischen Zustand NF-M exprimieren (Publikation,
Abbildung 3A), kénnten in Folge eines autoimmunen Angriffs auf dieses Protein also
ein vermindertes axonales Volumen und eine reduzierte Leitungsfahigkeit haben, da
das Volumen einen grofRen Einfluss auf die Leitungsgeschwindigkeit in Axonen hat
(Sakaguchi et al. 1993). Die wichtige Rolle, die fiur die Mutation eines anderen
Neurofilaments, NF-L, bei Morbus Charcot-Marie-Tooth nachgewiesen wurde, deutet
darauf hin, dass Defekte bei Neurofilamenten durchaus zu neurologischen Stérungen
fuhren konnen. Problematisch an der Ubertragung der eben genannten Daten,
insbesondere aus NF-M-Knockout-Modellen (Elder et al. 1998; Jacomy et al. 1999)
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ist aber, dass der Mangel von Anfang an vorliegt, bei der ERU allerdings dieser
Mangel (Publikation, 3B) erst sekundar eintritt. Wahrscheinlich ist auch, dass dieser
Mangel bestehen bleibt und progressiv fortschreitet, sobald er einmal eingetreten ist.
Neuronale Zellen haben im Allgemeinen ein eher geringes Regenerationspotenzial
(Mikucki and Oblinger 1991). Zusatzlich stehen Neurofilamente in direktem
Zusammenhang mit axonaler Regeneration, bei der sie in verletzten Axonen des
peripheren Nervensystems flr die Dauer des Heilungsprozesses vermehrt exprimiert
werden (Hoffman and Cleveland 1988; Muma et al. 1990). Am Nervus opticus des
Krallenfrosches, Xenopus laevis, konnte gezeigt werden, dass nach experimentellem
Stol3trauma, nur die Axone, die erfolgreich regenerieren, vermehrt NF-M exprimieren,
wohingegen bei Axonen, die das nicht schafften, der Expressionsanstieg ausblieb
(Gervasi et al. 2003). Es ist somit zu erwarten, dass nach einer erfolgten Schadigung
dieser Strukturen bei an ERU erkrankten Retinae die Expression von NF-M nie mehr
zu einem physiologischen Zustand zuriickgefuhrt werden kann. Die Verminderung
des NF-M-Gehalts konnte auch direkt auf Axone hinweisen, die so stark beschadigt
sind, dass sie nicht mehr regenerieren kdnnen. Die Reduktion von NF-M, die bei
einem Grol3teil (89%) der ERU-Retinae nachgewiesen wurde (Publikation, Abbildung
3B), konnte vielleicht auch einen Einfluss auf die Expression der anderen
Untereinheiten haben. Bei NF-M-Knockout-Mausen wurde beispielsweise neben
insgesamt verringerten axonalen Durchmessern im gesamten Organismus eine
erhohte Expression von NF-H, aber eine drastisch verringerte Expression von NF-L
beobachtet, was darauf hindeutet, dass es einen regulatorischen Zusammenhang bei
der Expression der einzelnen Untereinheiten gibt (Elder et al. 1998). Besonders
ausgepragt scheint die Koregulation bei NF-L und NF-M zu sein (Zhu et al. 1997). Im
Falle einer aktiven Herunterregulierung von NF-M ware es mdglich, dass lber einen
Ubergeordneten Regulationsmechanismus, der auf zellularen Stress reagiert, auch
die Regulation der anderen Untereinheiten verandert wird. Allerdings gilt auch hier zu
bedenken, dass die Situation im Knockoutmodell sich durch den primaren Defekt von
der Situation bei der ERU-Erkrankung mit inrem sekundéaren Mangel unterscheidet.

Momentan (Pub Med Recherche, Stand: 10. September 2012) gibt es zwar keine
Informationen Uber die Rolle von Neurofilamenten oder retinalen Ganglienzellen bei
der autoimmunen Uveitis des Menschen, allerdings gibt es Untersuchungen zur Rolle
beider Strukturen im Rahmen der Glaukomforschung im Schweinemodell

(Balaratnasingam et al. 2007; Balaratnasingam et al. 2010). Hier konnte mittels
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Immunhistochemie gezeigt werden, dass nach experimenteller Erhéhung des
Augeninnendrucks der NF-M-Gehalt des Sehnervenkopfes deutlich reduziert ist
(Balaratnasingam et al. 2007) und auch die experimentelle Induktion fokaler retinaler
Ischamie hatte ein reduziertes retinales NF-M Signal zur Folge (Balaratnasingam et
al. 2010). Interessanterweise wurde hierbei aul3erdem beobachtet, dass sich die
Expression der Neurofilamente in retinalen Ganglienzellen bereits verandert, bevor
es zu einer Dysregulation des axonalen Transports kommt (Balaratnasingam et al.
2007; Balaratnasingam et al. 2010), was wiederum zu apoptotischem Zelltod fihren
kann (Pease et al. 2000). Aufgrund dieser Ergebnisse stellten die Autoren dieser
Studien die These auf, dass ein verringerter Gehalt an Neurofilamenten in retinalen
Ganglienzellen ein frihes Warnzeichen fir eine Beschadigung dieser Zellen sein
konnte (Balaratnasingam et al. 2007; Balaratnasingam et al. 2010). Als initiierender
Faktor fur die Reduktion axonalen Neurofilament-Gehalts bei erhdhtem intraokul&rem
Druck wurde eine verminderte Phosphorylierung der C-terminalen-Region von NF-M
und NF-H vorgeschlagen, die diese Untereinheiten anfalliger fir Proteolyse machen
konnte (Balaratnasingam et al. 2007). Interessanterweise ergaben sich in den letzten
Jahren Hinweise darauf, dass nicht nur ein erhdhter Augeninnendruck einen
Risikofaktor fir ein Glaukom darstellt, sondern dass wahrscheinlich auch
autoimmune Vorgange eine Rolle spielen (Tezel et al. 1998; Maruyama et al. 2000;
Joachim et al. 2005; Boehm et al. 2012). Unter anderem wurden dabei vermehrt IgG-
Autoantikorper gegen NF-L im Serum von Glaukompatienten nachgewiesen (Yano et
al. 2005). Da haufig Autoreaktivitaten bei Patienten nachgewiesen wurden, die bei
normalem Augeninnendruck ein Glaukom entwickelten, wird inzwischen diskutiert, ob
bei diesen Patienten das Glaukom autoimmun bedingt sein konnte (Joachim et al.
2005; Wax 2011). Ein autoimmun bedingtes Glaukom stellt zur Zeit allerdings nur
eine Ausschlussdiagnose dar, weil belastbare Parameter zur Diagnose im Moment
noch fehlen (Wax 2011).

Auch ist noch unbekannt, ob Autoantikdrper gegen Neurofilamente direkt zytotoxisch
auf retinale Zellen wirken oder ob sie eine Veranderung in der Neurofilament-
Zusammensetzung verursachen kénnen (Pub Med Recherche, Stand 11. September
2012). Fir die Verringerung des NF-M-Signals bei von ERU betroffenen Retinae, die
in dieser Studie festgestellt wurde, gibt es verschiedene Erklarungsmdglichkeiten, die
sich gegenseitig nicht ausschlieRen und moglicherweise auch gemeinsam auftreten

kénnen. Eine Moglichkeit ist, dass bei der ERU retinale Ganglienzellen als Reaktion
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auf die Entzindungsreaktion NF-M aktiv herunterregulieren, &ahnlich wie es im
porzinen Glaukommodell gezeigt wurde (Balarathasingam et al. 2007,
Balaratnasingam et al. 2010).

Die Tatsache, dass speziell IgM Antikorper an der Reaktion gegen NF-M beteiligt
sind, konnte hier eine besondere Rolle spielen. Mdglicherweise potenziert die IgM-
Reaktion, die sich gegen NF-M richtet, die Entziindung durch eine Aktivierung des
Komplementsystems, da IgM ein hoch potenter Aktivator des Komplementsystems ist
(Cooper 1985; Schroeder and Cavacini 2010). Die Komplementkaskade verstarkt
intraokulare inflammatorische Prozesse und die Zerstérung von Geweben bei der
experimentellen autoimmunen anterioren Uveitis der Ratte (Jha et al. 2006;
Manickam et al. 2011). Auch bei der ERU wurde die Beteiligung des
Komplementsystem nachgewiesen (Zipplies et al. 2010a; Zipplies et al. 2010b)
Spaltprodukte der Komplementkaskade, namlich B/Ba, B/Bb, Bb neoantigen, iC3b
und C3d lagen in Seren von ERU-Patienten in signifikant héheren Konzentrationen
vor als bei gesunden Kontrollen (Zipplies et al. 2010b). Auch lokal, auf
eingewanderten Leukozyten in der Retina fand bei der ERU eine Aktivierung der
Komplementkaskade statt, hier konnte C3d zusammen mit Bb neoantigen auf CD68-
positiven Zellen (Makrophagen) und auf Lymphozyten nachgewiesen werden
(Zipplies et al. 2010b). Im Allgemeinen war das Komplementsystem bis dahin in der
Uveitisforschung eher wenig beachtet worden (Bora et al. 2008). Auch ging man zu
dem Zeitpunkt davon aus, dass intraokulare Komplementaktivierung hauptsachlich
durch eine Dysregulation der Expression von Komplement-regulierenden Proteinen
durch retinale Zellen vermittelt war (Bora et al. 2008). Dass sich bei der ERU
herausstellte, dass aktivierte Molekiile des Komplementsystems sich vor allem auf
eingewanderten Makrophagen befanden, stellte daher ein Novum dar (Zipplies et al.
2010b).

Neben der Rolle des Komplementsystems und seiner Aktivierung durch IgM gibt es
weitere Ergebnisse, die auf eine Zerstérung der exprimierenden Strukturen
hinweisen. Daten aus differenzialproteomischen Experimenten zeigten, dass in der
Retina von ERU-Patienten alle Neurofilament-Untereinheiten um etwa denselben
Faktor vermindert exprimiert wurden (Hauck et al. 2010). Dies deutet auch eher auf
einen destruktiven Prozess als auf eine differenzierte Herunterregulation der
Neurofilamentexpression hin. Interessanterweise wurde bei Menschen mit

verschiedenen Auspragungen retinaler Degeneration nachgewiesen, dass die
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Beschadigung retinaler Ganglienzellen zu einer vermehrten Freisetzung von NF-H in
den Glaskorper fuhren kann (Petzold et al. 2009). Auch bei Multipler Sklerose wird
eine erhdohte Konzentration von Neurofilament-Proteinen im Liquor von Patienten als
Marker fur eine vorliegende Beschadigung von Axonen gewertet ((Malmestrom et al.
2003; Haghighi et al. 2004; Kuhle et al. 2011). Ware es auch bei der ERU der Fall,
dass vermehrt NF-M frei im Glaskorper vorliegt anstatt wie physiologischerweise im
Retinagewebe, zum Beispiel in Form von Bruchstiicken beschéadigter oder toter
Zellen, kénnte dies als antigener Stimulus fur infiltrierende Zellen wirken und so die
Reaktion gegen NF-M in Gang halten oder Uberhaupt verursachen. Da allerdings bei
vergleichenden proteomischen Analysen von Glaskorperproben gesunder Tiere und
von an ERU erkrankten Pferden Neurofilamente nie als differenziell reguliert in
Erscheinung getreten sind (Deeg et al. 2007a; Hauck et al. 2012), ist es sehr
unwahrscheinlich, dass Neurofilamente in wesentlichen Mengen in den Glaskdrper
freigesetzt werden. Doch um als antigener Stimulus zu wirken, miusste NF-M nicht
zwingend freigesetzt werden. Auch auf Trimmern beschadigter Zellen, die sich noch
im Gewebeverband befinden, ware NF-M fir einwandernde Leukozyten besser
zuganglich als innerhalb intakter Zellen. Auf diese Weise konnte es zum Epitop-
Spreading beitragen. Epitop-Spreading ist ein Mechanismus, der sowohl fir die
spontane Erkrankung (Deeg et al. 2006a; Deeg et al. 2006b) als auch die mit IRBP
induzierte (Deeg et al. 2002b) experimentelle Uveitis des Pferdes nachgewiesen
werden konnte. Epitop-Spreading ist bei autoimmunen Krankheiten (Vanderlugt and
Miller 2002), und bei Virusinfektionen (Miller et al. 1997) bekannt. Bei
Autoimmunkrankheiten handelt es sich dabei um einen Prozess, bei dem sich das
ursprungliche autoreaktive Repertoire um neue Antigen-Determinanten erweitert,
welche beim intramolekularen Spreading neue Epitope auf dem selben Molekil sein
kénnen oder aber beim intermolekularen Spreading ganz neue Molekile (Vanderlugt
and Miller 2002). Bei Virusinfektionen wie der murinen Theiler'schen
Enzephalomyelitis richtet sich die Immunantwort, die anfangs gegen das im zentralen
Nervensystem persistierende Virus gerichtet ist, im Verlauf der Krankheit auf
korpereigene Myelin-Epitope (Miller et al. 1997). Erstmals entdeckt wurde das
Epitop-Spreading am Anfang der 1990er Jahre bei einer rezidivierenden Variante
von experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis, einem Mausmodell fur die
Multiple Sklerose (Lehmann et al. 1992). Auch erbrachte eine weiterfiihrende Studie

im selben Mausmodell erstmals Hinweise darauf, dass intra- und intermolekulares
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Epitop-Spreading pathogenetisch relevant fur die rezidivierende Autoimmunitat ist
(McRae et al. 1995). Ein zentraler Aspekt hierbei ist, dass es durch eine
Beschadigung von Zellen zu einer Freilegung vorher nicht zuganglicher, sogenannter
kryptischer Epitope kommen kann, gegen die dann eine Autoimmunantwort neu
induziert wird (Vanderlugt and Miller 2002). Im Rahmen der autoimmunen Uveitis des
Menschen wurde fur S-Antigen intramolekulares Epitop-Spreading beschrieben (de
Smet et al. 2001). Hier zeigte sich, dass sich das Spreading in frihen Stadien der
Erkrankung bevorzugt auf einige wenige Determinanten richtet, in einem chronischen
Stadium aber eine grol3e Breite von S-Antigen Determinanten erkannt wird (de Smet
et al. 2001). Auch bei der ERU, mit ihrem charakteristischen rezidivierenden Verlauf
tragt das Epitop-Spreading wahrscheinlich zur Entstehung neuer
Entziindungsschiibe bei, wie eine Studie aus dem Jahr 2006 beweisen konnte (Deeg
et al. 2006a). Hier zeigte sich bei allen acht untersuchten an ERU erkrankten Pferden
ein intermolekulares Epitop-Spreading zwischen IRBP und S-Antigen, wobei bei funf
Tieren S-Antigen zu einem friheren Zeitpunkt als IRBP erkannt wurde (Deeg et al.
2006a). Bei dem Grof3teil der ERU-Patienten konnte auch ein intramolekulares
Spreading innerhalb des S-Antigen und des IRBP-Molekils nachgewiesen werden
(Deeg et al. 2006a). Zwar wurde hier kein hierarchisches, vorhersagbares Muster
des Spreadings, wie bei der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (Yu et
al. 1996; Tuohy et al. 1998) entdeckt, allerdings war eine Verschiebung des
Autoantigensprektrums meist mit dem Auftreten neuer uveitischer Schibe korreliert
(Deeg et al. 2006a).

Bei einer Beschadigung NF-M-exprimierender Zellen kdnnten einerseits
Neurofilamente freigelegt werden und so als Neoepitop eine Autoimmunantwort
gegen NF-M induzieren. Hierbei muss der initiale Stressor, der zur Beschadigung
NF-M positiver Zellen fuhrt, nicht zwingend die Autoimmunantwort gegen NF-M
selbst sein. Diese dann neu induzierte Immunantwort gegen NF-M konnte zur
Entstehung eines neuen Entzindungsschubs beitragen. Ob ein intramolekulares
Spreading bei NF-M eine Rolle spielt, kdnnte durch eine Untersuchung der Reaktion
auf unterschiedliche Epitope innerhalb von NF-M néher beleuchtet werden, ahnlich
wie es bei den ERU-Autoantigenen IRBP und S-Antigen bereits durchgefuhrt wurde
(Deeg et al. 2006a). Ein besonders interessanter Aspekt bei einer Untersuchung der
mdoglichen Rolle von NF-M im Epitop-Spreading der ERU ware der Zeitpunkt des

Entstehens der Antwort auf NF-M im Vergleich zu der Antwort auf andere
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Autoantigene, da NF-M auch ein Ankerpunkt sein kénnte, von dem ausgehend ein
weiteres intermolekulares Spreading auf andere Epitope stattfindet.

Vom Epitop-Spreading bei experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis ist
beispielsweise bekannt, dass sich das Autoantigenspektrum mit dem Fortschreiten
der Erkrankung sogar in einer vorhersagbaren Reihenfolge erweitert und die neu
entstehende Reaktivitdt gegen spezielle Autoantigene jeweils Stadien der
Erkrankung definiert (Yu et al. 1996; Tuohy et al. 1998). Ein Versuch, der derart
exakt eine Reaktionskinetik verfolgen soll, kdnnte zum einen bei Pferden mit
induzierter Uveitis, der Horse Experimental Uveitis, (Deeg et al. 2002b) durchgefuhrt
werden, da man hier durch den Beginn der Immunisierung einen Anfangspunkt der
Erkrankung definieren kann. Bei der spontanen Erkrankung ERU ist das Erkennen
von Krankheitssyptomen im frihesten Stadium sehr schwierig, daher ist so ein
Versuchsaufbau nicht durchflihrbar. Hier ware eine retrograde Herangehensweise
notwendig. Von einer grofRen Population kénnte regelmafig Blut gewonnen und die
Immunantwort der Tiere, die ERU entwickelt haben, riickblickend analysiert werden.
Leider konnte eine vorhersagbare Hierarchie des Spreadings bislang nur in dem
artifiziellen Mausmodell der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (Yu et
al. 1996; Tuohy et al. 1998), aber bei keiner spontanen Erkrankung nachgewiesen
werden. Anders als bei Versuchen an Mausstammen mit identischem genetischen
Hintergrund und einer standardisiert induzierten Erkrankung, liegen bei ERU eine
genetisch heterogene Population und unterschiedliche Krankheitsverlaufe vor. Eine
vorhersagbar hierarchische Abfolge des Epitop-Spreadings ist daher eher nicht zu
erwarten. Relevant ware im Fall von NF-M zudem auch nur, ob es ganz zu Beginn
der Erkrankung targetiert wird, um mdglicherweise eines Tages einen Punkt zu
haben, an dem man frih eingreifen kann. Ingesamt ware aber der Aufwand einer wie
zuvor beschrieben grof3en, retrograd angelegten Studie allein zum Zweck der
Verfolgung der Reaktionskinetik im Verhaltnis zum Erkenntnisgewinn einer solchen
Studie sehr grof3. Viel interessanter als die exakte Kinetik ist hier das beteiligte
Spektrum der Autoreaktionen. Die Tatsache, dass auch fir CRALBP, ein damals neu
identifiziertes Autoantigen bei der ERU, eine Teilnahme am intermolekularen
Spreading gezeigt werden konnte (Deeg et al. 2006b), weist aber deutlich darauf hin,
dass das Spektrum der Autoantigene, die Teil des Epitop-Spreadings sind,
offensichtlich nicht auf S-Antigen und IRBP begrenzt ist und es deshalb ndtig ist,

auch weiterhin nach Autoantigenen zu suchen. In der vorliegenden Dissertation hat
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sich gezeigt, dass durch Anpassung des Versuchsaufbaus, die hier in der
Betrachtung des Bindungsverhaltens intraokularer IgM bestand, immer noch neue
Autoantigene identifiziert werden koénnen. Durch die Einfuhrung proteomischer
Methoden (Deeg et al. 2006b) und die Untersuchung sowohl von intraokul&rem
Material (Zipplies et al. 2012) als auch Serum (Deeg et al. 2006b) auf Retina-
spezifische Autoantikdrper ist inzwischen ein sehr breites Spektrum an
Herangehensweisen abgedeckt worden. Es gibt aber zwei Arten potenzieller
Autoantigene, die als Sonderfélle sozusagen durch das Raster des Versuchsaufbaus
gerutscht sein kénnten. Es sind zum einen solche, gegen die bei gesunden Tieren
als auch bei ERU-Patienten 1gG unterschiedliche Isotypen gebildet werden, wo aber
kein numerischer Unterschied in der Pravalenz der Gesamt-lgG Reaktion sichtbar ist.
Der zweite Sonderfall sind Oberflachenproteine, die aufgrund ihrer Lage in der
Zellmembran grofR3e hydrophobe Anteile haben und daher nur schlecht I6slich sind
(Grant and Wu 2007). Zur Aufbereitung und optimalen Analyse solcher Proteine sind
spezialisierte Protokolle notig (Hauck et al. 2010).

Zukunftige Studien werden notwendig sein, die den Grund fur die beobachtete
Verminderung der NF-M-Expression in an ERU erkrankten Retinae (Publikation,
Abbildung 3B) néher beleuchten. Dies ware beispielsweise durch die Untersuchung
der Reaktion retinaler Ganglienzellen oder Horizontalzellen auf anti-NF-M-Antikorper
in Zellkultur moglich. Die Verwendung von retinalen Zelllinien kdnnte hierbei auch
eine erste Untersuchung der Kinetik der Neurofilament-Expression ermdglichen,
indem zum Beispiel die Zellen in vitro mit Glaskdrperproben von ERU-Patienten
inkubiert werden, deren Neurofilament-Expression dann zu unterschiedlichen
Zeitpunkten des Versuchs untersucht werden konnte. Ein weiterer sehr wichtiger
Punkt, der Uber den Rahmen dieser Studie hinausging, der aber in Zukunft
untersucht werden sollte, ist ein Zusammenhang zwischen dem anti-NF-M-
Antikdrperstatus eines ERU-Patienten und der NF-M-Expression in seiner Retina, da
dies weitere Informationen Uber einen mdglichen kausalen Zusammenhang dieser
beiden Faktoren bringen wirde. Eine Schwierigkeit bei dieser Herangehensweise
wird aber sein, dass man auf diese Weise mehr Informationen tber die Situation in
spaten Stadien der ERU gewinnt als tber frihe Stadien und vor allem, dass die
wiederholte Gewinnung von intraokularem Probenmaterial bei ERU-Patienten nicht

maoglich ist.
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Um eine pathogenetische Relevanz und ein uveitogenes Potenzial von NF-M als
Autoantigen bei der ERU endgiltig zu klaren, wére aullerdem ein Versuch
notwendig, bei dem gesunde Pferde mit NF-M immunisiert werden. Wirden NF-M
immunisierte Pferde Uveitis-Symptome entwickeln, wére das die Bestatigung, dass
eine Reaktion gegen NF-M eine Uveitis induzieren kann. Auch ware es moglich, zu
untersuchen, an welchen L&sionen im Retinagewebe oder an welcher Symptomatik
die Autoimmunreaktion direkten Anteil hat. Fir den Fall, dass NF-M keine Uveitis
induzieren kann, so hatte man einen Hinweis darauf, dass es sich bei der
Autoimmunreaktion nicht um einen initierenden Faktor, sondern um ein
Epiphdanomen handelt. Als Epiphdnomen kdnnte die Reaktion in einem solchen Fall
deshalb eingestuft werden, weil man davon ausgehen koénnte, dass die Uveitis-
Pathologie bei der Spontanerkrankung im wesentlichen von anderen Reaktionen als
der gegen NF-M initiiert wird und dass sich die Reaktion gegen NF-M mdoglicherweise
erst sekundar durch progressive Gewebszerstérung im Krankheitsverlauf entwickelt,
wie im Zusammenhang mit Epitop-Spreading zuvor beschrieben (Vanderlugt and
Miller 2002).

Eine Autoreaktivitdt gegen NF-M st bei autoimmuner Uveitis bisher nicht
beschrieben worden, allerdings spielt NF-M eine Rolle bei Multipler Sklerose
(Krishnamoorthy et al. 2009). Bei Knockout-Mausen, die Myelin Oligodendrocyte
Glycoprotein (MOG; ein Autoantigen bei Multipler Sklerose) nicht exprimieren
konnten, reagierten MOG-spezifische T-Zellen mit NF-M kreuz und induzierten so
Uberraschenderweise  eine  experimentelle  autoimmune  Enzephalomyelitis
(Krishnamoorthy et al. 2009). Eine Beteiligung der Augen bei der Entztindung wurde
in dieser Studie nicht speziell erwéahnt, allerdings zeigten sich bei einigen der
Versuchstiere zellulare Infiltrationen sowie eine Demyelinisierung im Bereich des
Nervus opticus (Krishnamoorthy et al. 2009). Zwar ist die Ubertragbarkeit dieser
Studie auf die ERU unklar, sie zeigt aber auf, dass eine Autoaggressivitat gegen NF-
M schwerwiegende Auswirkungen haben kann. Autoreaktivitdt gegen NF-M ist auch
bei Patienten mit Multipler Sklerose beschrieben, und zwar in der Form von
intrathekaler Autoantikdrperproduktion gegen NF-M (Bartos et al. 2007). Es konnte
eine dauerhaft erhohte intrathekale Produktion von NF-M spezifischen
Autoantikorpern nachgewiesen werden, die deshalb als Biomarker fiir das Vorliegen
von Neurodegeneration vorgeschlagen wurde (Bartos et al. 2007). Zwar konnte

innerhalb der Gruppe von Patienten mit Multipler Sklerose keine besondere
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Korrelation der intrathekalen anti-NF-M-Reaktivitdt mit einer speziellen klinischen
Symptomatik oder Schwere der Erkrankung gefunden werden, allerdings kénnte eine
intrathekale Reaktion gegen NF-M als Marker fir das Vorhandensein einer axonalen
Pathologie an sich dienen (Bartos et al. 2007). Interessanterweise zeichnete sich bei
diesen Patienten auch ab, dass bei der IgM- und IgG-Reaktion gegen NF-M im
Serum kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit Multipler Sklerose,
gesunden Kontrollspendern und Patienten mit anderen neurologischen
Erkrankungen festgestellt werden konnte, sondern dass tatsachlich die intrathekale
Reaktion den Ausschlag gab (Bartos et al. 2007). Des Weiteren gab es bei den
einzelnen Patienten keine Korrelation zwischen den NF-M-spezifischen
Autoantikdrpern im Serum und denen im Liquor, so dass es nicht moéglich war, aus
der Serumantwort eines Patienten eine Antwort im Liquor abzuleiten (Bartos et al.
2007). Dies unterstreicht, wie wichtig es ist, auch anderes Material als Serum auf
Autoreaktivitdten zu untersuchen, da es zwar viele Vorteile bietet, aber nicht immer
die komplette Bandbreite an Informationen far organspezifische
Autoimmunerkrankungen liefern kann. Anders als bei der Multiplen Sklerose sind bei
der ERU aber axonale Anteile der Retina, wie zum Beispiel die Nervenfaserschicht,
nur eine von mehreren betroffenen Strukturen (Deeg et al. 2002a). Auch finden sich
bei der ERU inflammatorische Zellen in der Nervenfaserschicht nicht im frihesten
Stadium ein, sondern erst, nachdem die Photorezeptorschicht weitgehend zerstort ist
(Deeg et al. 2002a). Ein Verlust von Ganglienzellen ist erst in einem noch spéateren
Stadium zu beobachten (Deeg et al. 2002a). Das Vorhandensein einer
Autoimmunreaktion auf NF-M konnte also bei der ERU anzeigen, dass die
Erkrankung bereits fortgeschritten ist und dass eine Beschadigung NF-M
exprimierender Strukturen schon erfolgt ist. Dies konnte hilfreich dabei sein, den
Status quo eines Patienten oder die Prognose fur das Sehvermégen zum Zeitpunkt
der Vitrektomie besser einzuschétzen.

Neben der Erkenntnis, dass sehr viele ERU-Patienten (44%; Publikation, Abbildung
2) Autoantikorper gegen NF-M bilden und dass die retinale NF-M-Expression
vermutlich in Folge dieser Autoimmunreaktion deutlich reduziert ist (Publikation,
Abbildung 3B) konnte auch nachgewiesen werden, dass es intraokulare IgM-
Autoantikorper sind, die an retinales NF-M binden (Publikation, Abbildung 1). Es ist
bekannt, dass bei an ERU erkrankten Tieren vermehrt intraokulare 1gG Antikdrper

auftreten (Deeg et al. 2001; Hauck et al. 2012), welche sich gegen retinale Proteine
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richten (Deeg et al. 2001). Die Untersuchung des Vorhandenseins und der Spezifitat
einer intraokularen IgM-Antwort gegen retinale Proteine bei der ERU wurde nie zuvor
untersucht und schliel3t somit eine wichtige Lucke. Da wir hier auch beobachten
konnten, dass eine intraokulédre IgG-Reaktion gegen NF-M nur bei sehr wenigen
Patienten auftrat (8%; Publikation, Abbildung 2), stellt sich nun die Frage, welche
Bedeutung eine derartig IgM-dominierte Antwort im Zusammenhang mit der ERU
haben konnte. IgM ist der erste Antikérper, der im Rahmen einer Immunantwort
gebildet wird (Ehrenstein and Notley 2010). Zugleich wird IgM auch als der
entwicklungsgeschichtlich alteste Immunglobulin-lsotyp angesehen, da er der einzige
ist, der bei allen Vertebraten vorhanden ist (Ehrenstein and Notley 2010), selbst bei
urtimlichen Organismen wie dem Axolotl (Fellah et al. 1992). Funktionell weisen
IgM-Antikorper diverse Besonderheiten auf. Sie haben durch die bei der sezernierten
Form vorherrschende Pentamer-Struktur eine hohe Aviditat, die es ihnen erlaubt,
mehrere Antigenstrukturen zugleich zu binden (Manson et al. 2005). In den letzten
Jahren wurden zunehmend mehr unterschiedliche Funktionen von IgM erkannt, wie
beispielsweise seine Bedeutung fur die Beseitigung apoptotischer Zellen (Ehrenstein
and Notley 2010). Die Bindung des Komplementmolekiils Clg an apoptotische
Zellen fuhrte in der Prasenz von IgM dazu, dass C3 auf diesen Zellen deponiert wird,
was wiederum eine Phagozytose durch Makrophagen vermittelt (Kim et al. 2002;
Ogden et al. 2005). Obwohl es noch eine Vielzahl anderer Molekile gibt, die an der
Beseitigung apoptotischer Zellen Gber Phagozytose beteiligt sind, ist IgM ein Faktor,
der offenbar wesentlich zur Effizienz dieses Systems beitragt (Quartier et al. 2005).
Mause, bei denen die Beseitigung apoptotischer Zellen aufgrund eines Mangels an
Serum-IgM  behindert ist, entwickeln interessanterweise eine systemische
Autoimmunitdt gegen zellulare Bestandteile, die sich in Lupus-Erythematodes-
ahnlichen Symptomen zeigt (Boes et al. 2000; Ehrenstein et al. 2000). Im Rahmen
von Autoimmunkrankheiten des Menschen kdnnen antigenspezifische IgM offenbar
auch eine protektive Wirkung haben (Gronwall et al. 2012). So ist bei Patienten mit
systemischem Lupus Erythematodes ein signifikant hoherer Serumgehalt an IgM
gegen das Apoptose-assoziierte Antigen Phosphorylcholin  mit  niedriger
Krankheitsintensitat, einem niedrigen Grad an Organschéadigung und der
Abwesenheit von kardiovaskuldren Komplikationen assoziiert, wahrend IgM gegen
Cardiolipin und dsDNA bei Patienten signifikant erhht waren, bei denen eine renale

Beteiligung ausblieb (Gronwall et al. 2012). Kénnte es also mdglich sein, dass die
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intraokuldre Reaktion bei ERU gegen NF-M nicht schéadlich ist, sondern eine
protektive Funktion hat? Indizien wie die reduzierte retinale Expression von NF-M
(Publikation, Abbildung 3B) sprechen dagegen, auf’erdem muss man davon
ausgehen, dass mdgliche protektive Funktionen von IgM in der Summe von pro-
inflammatorischen Faktoren Uberrollt werden, da die Schadigung der Retina bei der
ERU progressiv ist (Deeg et al. 2002a). Das wichtigste Gegenargument ist aber,
dass sich physiologischerweise keine Antikdrper im Augeninneren befinden (Deeg et
al. 2007a). Dies macht Uberaus unwahrscheinlich, dass autoreaktive IgM in diesem
Organ zu einem protektivem Zweck vorliegen, da die Prasenz von Antikdrpern im
Auge ein pathologischer Zustand ist. Die Untersuchung einer Korrelation zwischen
intraokuldaren IgM und einer eventuell milderen Auspragung Klinischer Symptome
konnte diese Frage im Idealfall beantworten. Eine Schwierigkeit kdnnte jedoch
hierbei sein, dass vor einer Auswertung der Faktor ,Schweregrad” genau definiert
werden miusste, da es bei der ERU im Moment kein fest definiertes System gibt, dass
den Schweregrad erfasst. Verschiede Aspekte des Krankheitsverlaufes kdnnten zu
einer Einschatzung oder Definition des Schweregrads beitragen. Einige Beispiele
hierfir waren: Wie stark ist der Funktionsverlust in einem bestimmten Zeitraum? Wie
lange dauern akute Schibe an? Sind sie schmerzhaft? Wie lang ist die Zeit zwischen
akuten Schuben? Solche unterschiedlichen Aspekte, die alle Teil des Oberbegriffs
~Schweregrad“ sein konnten, konnten auch jeweils individuell im Zusammenhang mit
IgM analysiert werden. Um eine protektive Wirkung von autoreaktiven IgM
nachzuweisen, mussten aber Patienten Uber einen langeren Zeitraum beobachtet
werden. Doch abgesehen von einigen protektiven Funktionen haben IgM-Antikorper
auch Eigenschaften, die sich vor allem bei Autoimmunkrankheiten auch negativ fur
den Organismus auswirken kénnen. IgM haben eine im Vergleich zu IgG-Antikdrpern
1000-fach hohere Affinitat zu C1q, was IgM zu einem hoch potenten Aktivator der
Komplementkaskade macht (Ehrenstein and Notley 2010). Komplement liegt
physiologischerweise in der Retina vor, wird aber durch das anti-inflammatorische
Milieu im Auge streng kontrolliert (Sohn et al. 2000). Bei der ERU hingegen kommt
es zu einer Komplement-Aktivierung, sowohl im Blut (Zipplies et al. 2010a) als auch
lokal auf eingewanderten Leukozyten in der Retina (Zipplies et al. 2010b). Bei der
EAU konnte eine positive Korrelation zwischen der Komplementaktivierung und dem
Schweregrad des Krankheitsverlauf gezeigt werden (Copland et al. 2010). Die

Komplementkaskade spielt offensichtlich eine so wichtige Rolle bei der
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Uveitispathogenese, dass Komplementinhibitoren eine  Entstehung von
experimenteller autoimmuner anteriorer Uveitis bei der Ratte unterdriicken konnten
(Manickam et al. 2010; Manickam et al. 2011).

Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass die IgM-Reaktion auf NF-M bei der ERU einen
wesentlichen Beitrag zur Zerstérung des Retinagewebes leistet. In der Tat gibt es
Berichte dariiber, dass autoreaktive IgM den Verlauf von Autoimmunkrankheiten
negativ beeinflussen kdnnen und deshalb sogar als prognostischer Marker nutzlich
sind (Villar et al. 2003). So beispielsweise bei Multipler Sklerose, wo schon seit
langerem bekannt ist, dass das Auftreten von Myelin-lipid-spezifischen IgM-
AutoantikOrpern im Liquor von Patienten prognostisch fur einen besonders schweren
Verlauf ist (Villar et al. 2003). Dieses Beispiel aus der Humanmedizin zeigt auf, wie
wichtig es ist, bei einer Autoimmunerkrankung mdglichst das gesamte Spektrum
beteiligter immunologischer Strukturen zu kennen und sich nicht nur auf die
Untersuchung von IgG-Reaktionen zu beschranken. Die Herangehensweise in der
vorliegenden Dissertation, die intraokulare IgM-Antwort spezifisch zu untersuchen,
wurde durch den Befund einer vorher unbekannten Spezifitat mit einer IgM-
dominierten Immunantwort bestatigt. Der Vergleich der vitrealen IgM und IgG-
Reaktionen in der gleichen Kohorte brachte ein Gberraschendes Ergebnis. Trotz der
hohen Pravalenz von IgM-Reaktionen (44%; Publikation, Abbildung 2) war der Antell
an ERU-Proben, die eine IgG-Antwort gegen NF-M aufwiesen, nur sehr gering (8%;
Publikation, Abbildung 2). Da aus friheren Studien bekannt war, dass intraokulare
IgG-Antikorper anderer Spezifitat sehr haufig in Glaskorperproben von ERU
Patienten vorkommen (Deeg et al. 2001), kann ausgeschlossen werden, dass diese
Diskrepanz zwischen IgM und IgG durch einen absoluten Mangel an intraokularen
IgG bei ERU Proben verursacht wird. Auch konnte in einem Versuch mit identischem
Aufbau, bei dem das Antigen allerdings nicht NF-M, sondern die leichte Untereinheit
NF-L war, keine Reaktion beobachtet werden. Dies bestatigt, dass intraokulare IgM
spezifisch an NF-M binden und dass im ELISA nicht unspezifisch der Gesamtgehalt
an intraokularem IgM gemessen wurde. Somit ist die hohe Pravalenz der IgM-
Reaktion im Vergleich zu einer kaum vorhandenen IgG Reaktion eine spezifische
Eigenschaft der intraokularen Autoimmunantwort auf NF-M. Die Patienten-Proben
waren nicht besonders vorselektiert, sondern sollten einen breiten Querschnitt von
ERU-Patienten in ganz unterschiedlichen Krankheitsstadien reprasentieren. Auch

wurden die ERU-Proben durchweg mittels Vitrektomie gewonnen und dieser Eingriff
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wird nicht wahrend der akuten Entziindungsschiibe, sondern in der ruhenden Phase
der Remission durchgefuhrt. Dass die IgM-Antwort trotz dieser beiden Faktoren eine
so hohe Prévalenz hat, legt ebenfalls nahe, dass es sich bei der intraokularen
Antwort auf NF-M um eine IgM-dominierte Reaktion handelt, die Uber einen langeren
Zeitraum persistiert. Da pro getestetem ERU-Patienten jeweils nur eine einzelne
intraokulare Probe vorlag, konnte in dieser Studie nicht untersucht werden, tber
welchen Zeitraum im Verlauf der Krankheit die IgM-Antwort bestehen bleibt. Zur
Beantwortung dieser Frage mussten Uber einen langeren Zeitraum sukzessive
intraokulare Proben von ERU-Patienten gewonnen und deren IgM-Reaktivitat gegen
NF-M getestet werden. In der Praxis wirde sich eine solche Vorgehensweise jedoch
als sehr problematisch erweisen, da die intraokularen Proben der ERU-Patienten in
dieser Studie, wie bereits erwahnt, durch Vitrektomie gewonnen wurden. Die
Vitrektomie ist wiederum ein therapeutischer Eingriff, der darauf abzielt, mdglichst
den gesamten Glaskorper zu entfernen und zu substituieren (Werry and Gerhards
1992). Daher ist bei ERU-Patienten eine gezielte Gewinnung von intraokul&rem
Probenmaterial zu verschiedenen Zeitpunkten nicht méglich. Allerdings wurde bei
Patienten mit Multipler Sklerose bereits eine persistierende IgM-Reaktion auf NF-M
beschrieben (Bartos et al. 2007). Hier zeigte sich, dass auch bei wiederholter
Probennahme das Verhaltnis von NF-M spezifischen IgM zu 1gG im Liquor konstant
blieb, oder anders ausgedriickt, dass die IgM Reaktion konstant neben der I1gG
Reaktion bestehen blieb und nicht mit der Zeit abnahm, wie man es erwarten wirde
(Bartos et al. 2007). Die Autoren folgerten deshalb, dass ein vollstandiger Switch von
IgM auf IgG in diesem Fall nicht stattfindet und nannten als einen mdglichen Grund
dafur die standige Prasenz des Antigens (Bartos et al. 2007). Doch da S-Antigen,
IRBP und CRALBP bei der ERU auch standig exprimiert bleiben (Deeg et al. 2007b)
und es dennoch zu einer intraokularen IgG-Antwort gegen diese Antigene kommt
(Deeg et al. 2001; Deeg et al. 2006b), ist die IgM-Dominanz bei der Immunantwort
gegen NF-M nicht oder nicht ausschlie3lich mit einem solchen Mechanismus zu
erklaren. Als eine weitere Erklarungsmaoglichkeit fur die IgM-Persistenz bei Multiple-
Sklerose-Patienten wurde angefiihrt, dass bei intrathekalen Immunreaktionen eine
vollstdandige Umschaltung von IgM- auf IgG-Antwort generell in vielen Fallen
ausbleibt (Reiber and Peter 2001; Bartos et al. 2007). Bei der ERU gilt dies
offensichtlich nicht fur die Autoantigene S-Antigen, IRBP und CRALBP (Deeg et al.
2001; Deeg et al. 2006b), aber offensichtlich fir NF-M (Publikation, Abbildung 2).
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Intraokulére IgM targetieren auf3er NF-M noch eine groR3e Bandbreite weiterer
Autoantigene, wobei sich kein weiteres Autoantigen als haufige Zielstruktur
herausstellte (Zipplies et al. 2012).

Ein Uberaus wichtiger weiterer Schritt bei der Erforschung der Rolle von NF-M als
Autoantigen bei der ERU ist die Frage, ob die Antikdrper lokal oder systemisch
produziert wurden. Unter den Zellen, die die Retina bei ERU infiltrieren, befinden sich
auch B-Zellen (Deeg et al. 2002a). Eine fehlende Korrelation zwischen intraokulérer
und peripherer anti NF-M Immunantwort kénnte daher ein Hinweis darauf sein, dass
bei der ERU durch diese B-Zellen eine lokale Produktion von Autoantikdrpern
stattfindet. Die Anwesenheit von B-Zellen in der uveitischen Retina kdnnte sogar
noch eine weitere mogliche Erklarung fur die IgM-dominierte Reaktion auf NF-M
liefern. Es konnte sich dabei um eine T-Zell-unabhangige Antwort (engl. thymus-
independent, TI) handeln (Mond et al. 1995). Persistierende IgM-Anworten kdnnen
durch sogenannte TI-Antigene der Klasse 2 (TI-2) ausgelost werden (Mond et al.
1995; Heimburg-Molinaro and Rittenhouse-Olson 2009). Antigene, die unter die TI-2
Kategorie fallen, kdnnen B-Lymphozyten direkt aktivieren, indem sie die IgM-
Rezeptoren auf deren Oberflache quervernetzen (Vos et al. 2000). TI-2 Antigene
sind dabei nicht starr definiert, sondern sind eine heterogene Gruppe, bei der sich
aber gewisse Gemeinsamkeiten bei der Molekularstruktur feststellen lassen, wie
beispielsweise eine repetitive Struktur oder Kohlenhydratreste, als Prototyp gelten
Polysaccharidantigene oder Flagellen von Bakterien (Mond et al. 1995; Vos et al.
2000; Heimburg-Molinaro and Rittenhouse-Olson 2009). Die strukturellen
Eigenschaften von NF-M koénnten deshalb dazu fuhren, dass es eine TI-2 Reaktion
hervorrufen kann. So bietet es durch die Polymerstruktur, zu der sich Neurofilamente
zusammenlagern (Perrot et al. 2008), sich wiederholende, repetitive Strukturen an.
Auch gibt es innerhalb des NF-M-Moleklls eine repetitive Aminosaurensequenz
(Barry et al. 2010) und zudem ist es glykosyliert (Deng et al. 2008; Barry et al. 2010).
NF-M hat also gleich mehrere Merkmale, die Kriterien fur TI-2-Antigene entsprechen
(Mond et al. 1995). Die mit einer Flaschenbirste verglichene Gestalt der
Neurofilament-Polymere, bei der die Schwanzdomanen von NF-M und NF-H als
Verbindungsstelle zu angrenzenden Neurofilament-Strangen oder anderen zellularen
Strukturen aus dem Kernstrang nach auf3en ragen (Hisanaga and Hirokawa 1988;
Hisanaga et al. 1990; Tong et al. 1999), kénnte dazu beitragen, dass NF-M

einwandernden B-Zellen gegeniber besonders exponiert ist. Daflr kdénnte auch
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sprechen, dass wir gegen NF-L, das sich eher geschitzt im Kernstrang der
Filamente befindet (Hisanaga and Hirokawa 1988; Hisanaga et al. 1990; Tong et al.
1999), im Vergleich keine intraokulare Reaktion nachweisen konnten. Die Hypothese,
ob NF-M eine TI-2 Antwort hervorrufen kann, koénnte durch einen Versuch, B-
Lymphozyten mit NF-M zu stimulieren, auf die Probe gestellt werden. Wirden zum
Beispiel isolierte B-Lymphozyten ohne die Anwesenheit von T-Zellen auf eine
Stimulation durch NF-M mit Proliferation reagieren, kénnte dies als Hinweis auf TI-
Eigenschaften von NF-M als Antigen gewertet werden. Auch eine nahere
Charakterisierung der intraokularen B-Zellen bei der ERU (Deeg et al. 2002a) kdnnte
sich in Zukunft bei der Beantwortung dieser Frage als hilfreich erweisen, da es einen
speziellen Subtyp von B-Zellen gibt, der bevorzugt auf TI-Antigene reagiert, ndmlich
die sogenannten Bl-Zellen (Duarte-Rey et al. 2012). Beim Menschen sind diese
Zellen bisher als CD20°CD27°'CD43"'CD70 charakterisiert worden (Griffin et al.
2011; Duarte-Rey et al. 2012). Mittels Vitrektomie lassen sich von ERU-Patienten
intraokuldre Zellen in ausreichender Menge fir eine Charakterisierung mittels
DurchfluRzytometrie gewinnen (Deeg et al. 2001). Doch obwohl der Zugang zu
Probenmaterial gesichert ist, besteht derzeit noch ein Mangel an Grundlagenwissen
Uber B-Zellen des Pferdes und Uber B-Zell-Funktionen im Allgemeinen. So ist zum
Beispiel noch unbekannt, ob das Pferd auch B1-Zellen besitzt, auch fehlt es an B-
Zell-spezfischen Reagenzien fiir das Pferd. Der Mangel an Pferde-spezifischen
Reagenzien betrifft jedoch nicht nur B-Zellen. Es besteht insgesamt ein grol3er
Bedarf fur Grundlagenforschung, die sich mit dem Immunsystem des Pferdes
beschaftigt und gleichzeitig auch ein Bedarf fir die stetige Etablierung von
Werkzeugen, die bei der Untersuchung helfen. Daher ist beispielsweise eines der
aktuellen Projekte unserer Forschungsgruppe die Herstellung monoklonaler
Antikdrper gegen Immunglobulin-Isotypen des Pferdes, die hoffentlich in der Zukunft
dazu beitragen werden, eine Isotyp-Spezifitdt von IgG-Reaktionen bei ERU zu
charakterisieren.

Die Bestatigung einer TI-2 Antwort auf NF-M ware ein sehr interessanter Befund, da
dies den bisher eher wenig beachteten B-Zellen eine neue Bedeutung bei der
Uveitis-Pathogenese bei Pferd und Mensch verleihen wirde, auch wenn sich
herausstellen sollte, dass die Reaktion nicht lokal entsteht, sondern aus der
Peripherie kommt. Der Nachweis einer parallelen anti-NF-M Reaktion im Serum

kénnte sich sogar als sehr nitzlich fur spatere Studien herausstellen, da Serum mit
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wesentlich geringerem Aufwand gewonnen werden kann als intraokulares Material.
Da sich Serum zudem problemlos wiederholt gewinnen lasst, ware das insbesondere
dann entscheidend, falls sich in zuklnftigen Studien anti-NF-M Antikorper als ERU-
Biomarker herausstellen sollten. Es waren Biomarker winschenswert, mit denen
man Tiere, die gefahrdet sind, im spéateren Leben eine ERU zu entwickeln, vorher
erkennen konnte. Teilweise sind Biomarker-Autoantikérper schon lange Zeit vor dem
Auftreten von Symptomen einer Krankheit nachweisbar, wie eine retrospektive Studie
aus den Vereinigten Staaten von Amerika zeigte, die Aufzeichnungen aus
Militarkrankenhausern auswertete (Heinlen et al. 2007). Von 130 Angestellten des
Militars, die Systemischen Lupus Erythematodes entwickelt hatten, wurden
rickblickend sowohl die medizinische Akte als auch Serumproben untersucht,
welche vor der Diagnose genommen worden waren. Es zeigte sich, dass bei den
meisten Patienten mit renaler Beteiligung die damit assoziierten Autoantikdrper
gegen dsDNA und Cl1q prasent waren, lange bevor sich klinische Symptome zeigten
(Heinlen et al. 2007). Ubertragen auf die ERU bedeutet dieses Beispiel, dass auch
hier tber die Untersuchung von Autoantikbrpern prognostische Marker gefunden
werden kénnten, welche eine Friherkennung von gefahrdeten Tieren erlauben. Eine
solche Fruherkennung, deren Etablierung allerdings die Beobachtung einer sehr
grol3en Kohorte von Pferden und eine regelméRige Entnahme von Blut erfordern
wurde, konnte eines Tages dazu beitragen, schon frihzeitig modulierend auf die
Erkrankung einzuwirken und so die Prognose fir ein betroffenes Pferd zu optimieren.
Die Rolle als Biomarker fur NF-M ware hierbei als weitgehend unabhéngig von einer
Uveitogenitdt oder pathologischen Relevanz zu sehen, da Autoantikorper, die als
Biomarker nutzbar sind, nicht immer pathogenetisch relevant sind (Thrower and
Bingley 2011). So sind die vier am besten etablierten prognostischen Biomarker-
Autoantikorper bei Typ | Diabetes gegen Insulin (IAA), Glutamat-decarboxylase 65
(GADA), Tyrosinphosphatase-IA 2 (IA2A) und Inselzellen (ICA) gerichtet (Thrower
and Bingley 2011). Nur einer dieser Antikorper richtet sich Uberhaupt gegen ein
Antigen, das exklusiv auf beta-Inselzellen exprimiert wird, namlich Insulin (Wasserfall
and Atkinson 2006). Da diese Antikorper Jahre vor dem Auftauchen klinischer
Symptome présent sein kdnnen, offensichtlich also nicht unmittelbar zur Zerstérung
von beta-Inselzellen fihren und da zum Beispiel Patienten mit hohen GADA-Titern
sogar eher eine langsame Progression zeigten (Gardner et al. 1999), ist ein direkter

Beitrag zur Pathogenese dieser Biomarker fraglich. Um Biomarker bei der ERU zu
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etablieren, muissten bekannte Autoantigene auf ihren prognostischen oder
pradiktiven Wert hin gepruft werden. Fir den Fall, das keines der bekannten
Autoantigene prognostischen oder pradiktiven Wert hat, sollte auch weiterhin nach
neuen Autoreaktionen, die einen prognostisch-pradiktiven Wert haben kdnnten,
gezielt gesucht werden.

Biomarker gehtéren zum Konzept der personalisierten Medizin, also dem
Grundgedanken, dass Medizin bei der Behandlung von Krankheiten sozusagen
mal3geschneidert angepasst werden sollte auf den Patienten (Henney 2012). Der
grol3e Fortschritt bei biowissenschaftlichen Technologien, insbesondere die
Entschlisselung des menschlichen Genoms, hatte in dieser Hinsicht eine grol3e
Euphorie zur Folge. Doch obwohl inzwischen bei sehr vielen Krankheiten
Pathomechanismen bis ins molekulare Detail charakterisiert werden konnen, ist es
bisher noch nicht gelungen, diesen immensen Zuwachs an Wissen auch in groRem
Rahmen in der Anwendung in der alltdglichen Praxis zu tbernehmen (Dammann and
Weber 2012; Louca 2012). Der Schritt von einer weitgehend reaktiven Art Medizin,
die erst nach der Diagnose einer manifesten Erkrankung eingreift, hin zu einer
umfassend préadiktiven und préaventiven Strategie, mit der das Schlagwort der
personalisierten Medizin oft in Verbindung gebracht wird, ist ebenfalls noch in weiter
Ferne (Henney 2012). Als einer der Grunde dafir gilt unser zwar enorm
gewachsenes, aber immer noch sehr unvollstandiges Wissen uber
pathophysiologische Zusammenhange, insbesondere bei komplexen,
multifaktoriellen Erkrankungen (Henney 2012).

Die ERU lasst sich ganz zweifellos zu diesen komplexen Erkrankungen zahlen, nicht
zuletzt da sie sehr viele unterschiedliche klinische Auspragungen unter derzeit einem
Begriff in sich vereint (Spiess 2010). In der Humanmedizin versucht man seit
Jahrzehnten (Rosenbaum and Nozik 1985) den unterschiedlichen Auspragungen von
Uveitis durch die Anpassung der Nomenklatur und einer Klassifizierung nach
anatomischen Gesichtspunkten und Schwere der Entziindung gerecht zu werden
(Khairallah 2010). Bei autoimmuner Uveitis des Menschen gibt es unterschiedliche
Arten, die sich jeweils anhand klinischer Manifestationen im Auge selbst oder
gleichzeitig auftretender Symptome an anderen Organen unterscheiden lassen, wie
zum Beispiel das Vogt-Koyanagi-Harada-Syndrom, die juvenile idiopathische Arthritis
oder die Behcet'sche Erkrankung (Levy et al. 2011). Bei ERU sind aul3er einer

begleitenden Pinealitis, die wahrscheinlich auf der Expression der retinalen
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Autoantigene im Pinealorgan beruht (Kalsow et al. 1992; Kalsow et al. 1993; Kalsow
et al. 1999), im Moment keine korrelierten Symptome an anderen Organen bekannt.
Doch eine Differenzierung verschiedener ERU-Varianten oder Schweregrade kdnnte
in der Zukunft vielleicht Uber das Antigenspektrum erfolgen. Bei der Reaktion gegen
NF-M zeigte sich, dass es trotz einer hohen Pravalenz (44 %, Publikation, Abbildung
2) auch ERU-Patienten gibt, die nicht auf NF-M reagierten. Dies ist jedoch nur eine
Momentaufnahme. Es kdnnte sein, dass diese Patienten in einem anderen Stadium
sind als die positiven Probanden und die Reaktion spater entwickeln, oder dass die
Reaktion bei diesen Patienten schon abgeklungen ist. Es kdnnte aber auch sein,
dass diese Tiere die Reaktion nie entwickeln und die Krankheit einen ganz anderen
Verlauf nimmt oder aber einen anderen initiierenden Faktor hat und eines Tages zum
Beispiel als ERU anti-NF-M-negativer-Typ bezeichnet wird. Solche Uberlegungen
sind natirlich nur spekulativ, doch sie sollen aufzeigen, dass die Identifikation von
NF-M als Autoantigen und der immunologische Zusammenhang, in dem die
Autoimmunreaktion beobachtet wurde, weiterer Forschung bedirfen und dass die
Tatsache, dass nicht alle Patienten auf ein bestimmtes Autoantigen reagieren, eine
Entdeckung nicht weniger bedeutsam macht. Auch wird es in der Zukunft notwendig
sein, Reaktionen gegen Autoantigene nicht isoliert zu betrachten, sondern
miteinander in Beziehung zu setzen. Notwendig ware hierfur eine Meta-Analyse, die
untersucht, ob beispielsweise eine Reaktion gegen Antigen A immer mit einer
Reaktion gegen Antigen B gemeinsam auftritt, aber nie mit einer Reaktion gegen
Antigen C. Oder aber dass gleichzeitige Reaktionen gegen Antigen A und C eine
besonders schwere Form der ERU verursachen. Eine derartige Meta-Analyse kdonnte
einen Beitrag dazu leisten, die Informationen, die in den Autoreaktivitaten als Spiegel
der Erkrankung stecken, in grél3erem Umfang als bisher zu nutzen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es mit dem hier gewdahlten Ansatz
gelungen ist, ein vorher nicht bekanntes ERU-Autoantigen zu identifizieren, bei dem
interessanterweise eine intraokulare IgM Antwort auftritt. Fur die Beurteilung der
Relevanz der anti-NF-M-Autoreaktivitat bei der ERU fir die Pathogenese oder als
pradiktiver Marker sind weitere Experimente nétig, die jetzt angegangen werden. Da
NF-M im Zusammenhang mit der autoimmunen Uveitis des Menschen noch nicht
beschrieben wurde, sich aber schon in der Vergangenheit mit CRALBP ein neues
ERU-Autoantigen (Deeg et al. 2006b) als relevant flr die Autoimmunuveitis des

Menschen erwiesen hat, wird in Kooperation mit der Humanmedizin ein Vorkommen
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von anti-NF-M-Autoantikorpern auch bei dieser Erkrankung Uberprift (Deeg et al.
2007Db).
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine entzuindliche, autoimmun-mediierte
Augenerkrankung bei Pferden, die im Endstadium zur Erblindung fihrt. Unter
verschiedenen Namen ist sie seit Jahrhunderten bekannt und mit einer Pravalenz
von etwa 10% weltweit einer der haufigsten Grunde fur eine Erblindung bei Pferden.
Die Bedeutung der ERU ist aber nicht nur auf den veterinarmedizinischen Bereich
beschrankt, da sie auch als Modell fir die autoimmune Uveitis des Menschen
eingesetzt wird. FiUr die Erkrankung des Menschen ist die ERU das einzige spontane
Tiermodell. Charakteristisch fur die ERU sind spontan auftretende und wieder
abklingende Entziindungsschiibe, in deren Verlauf die Retina als Zielgewebe
progressiv geschadigt wird. Verschiedene Proteine der Retina konnten in den letzten
Jahren schon als Autoantigene identifiziert werden, darunter Interphotorezeptor
Retinoid bindendes Protein (IRBP), S-Antigen, Recoverin und Zellulares
Retinaldehyd-bindendes Protein (CRALBP). Um aber die Pathogenesemechanismen
der ERU in ihrer ganzen Komplexitat verstehen zu koénnen, ist ein maoglichst
vollstdndiges Wissen Uber das ganze Autoantigenspektrum notig. Deshalb ist es
wichtig, nach neuen, bisher unentdeckten Autoantigenen zu suchen und diese zu
identifizieren. Im Rahmen dieser Dissertation sollte deshalb zum einen die Frage
geklart werden, ob die Spezifitdt intraokularer Autoantikorper Uber das bereits
bekannte Spektrum hinausgeht und ob moglicherweise andere, bisher nicht
entdeckte retinale Autoantigene gebunden werden. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit
war es, die Spezifitdt autoreaktiver, intraokularer IgM-Antikorper zu untersuchen, die
bisher im Rahmen der ERU Forschung noch nie charakterisiert wurde. Autoreaktive
IgM konnten besonders im Zusammenhang mit inter- und intramolekularem Epitop-
Spreading, das bei der ERU beschrieben ist, interessant sein. Hierbei kommt es im
Verlauf  der Erkrankung  zu einer  Veranderung des targetierten
Autoantigenspektrums. Die Abklarung der Spezifitat intraokuldarer IgM kdnnte dazu
beitragen, zukunftige Zielstrukturen frihzeitig zu erkennen.

Um potenzielle Autoantigene zu identifizieren, die von intraokularen IgM Antikdrpern
targetiert werden, wurde zuné&chst das Bindungsmuster auf dem retinalen Proteom
mit 2D Western Blots untersucht. Wahrend bei Proben augengesunder Tiere keine
Reaktionen auftraten, zeigte sich bei Proben, die von ERU-Patienten stammten, dass

innerhalb eines insgesamt grol3en Spektrums verschiedener Reaktionen ein Protein-
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Spot sehr haufig gebunden wurde. Mittels Massenspektrometrie konnte dieses
Protein als Neurofilament-M (NF-M) identifiziert werden. Im ELISA konnte die NF-M
Spezifitat intraokularer IgM bestatigt werden, zudem wurde fir die ERU-Gruppe eine
Pravalenz von 44% ermittelt. Die Pravalenz fir intraokuldre IgG der gleichen
Spezifitat war ungleich niedriger, sie lag bei 8% bei ERU. Kontrollproben
augengesunder Pferde zeigten hingegen keinerlei Reaktion auf NF-M. Der grol3e
Unterschied in der Pravalenz von IgM und IgG weist darauf hin, dass die
Autoimmunantwort auf NF-M wahrscheinlich eine persistierende IgM-Reaktion ist. Im
physiologischen Zustand wird NF-M im Pferdeauge vor allem von retinalen
Ganglienzellen und ihren Fortsatzen exprimiert, sowie von Horizontalzellen. Dagegen
konnte bei 89% der ERU-Retinae eine deutliche Reduktion des NF-M-Signals
festgestellt werden. Grinde dafir kénnten eine Herunterregulierung von NF-M als
zellulare Reaktion auf Stress sein oder aber eine Zerstérung NF-M exprimierender
Strukturen im Zuge einer Autoimmunreaktion auf das Protein.

Die in dieser Studie gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass das Antigenspektrum bei
der ERU Uber das bisher bekannte hinausgeht und dass auch weiterhin nach neuen
Autoantigenen gesucht werden sollte. Die IgM-dominierte Reaktion auf das neu
identifizierte Autoantigen, NF-M, zeigt zudem auf, dass das Bindungsspektrum von
intraokularen IgM-Autoantikdrpern sich nicht immer mit dem von intraokularen 1gG
Uberschneidet und deshalb eine gesonderte Betrachtung verdient. Die Persistenz der
IgM Antwort gegen NF-M muss in zukinftigen Studien gepruft und ihre Grinde
beleuchtet werden, da es sich hierbei um eine T-Zell-unabhéangige Reaktion handeln
kénnte, was bei der Immunpathologie der ERU auf eine wichtige Rolle auch ftr B-
Lymphozyten hinweisen wirde. Da bei ERU-Patienten die Pravalenz der
intraokularen IgM-Reaktion gegen NF-M hoch ist, sollten weiterfihrende Studien
darauf abzielen, eine pathogenetische Relevanz von NF-M als Autoantigen bei ERU
und autoimmuner Uveitis des Menschen abzuklaren und nach einer
Charakterisierung der Serumantwort auf NF-M auch eine Rolle als potenzieller

Biomarker zu prifen.

59



Summary

6 SUMMARY

6.1. Analysis of binding specificity and identifica tion of target proteins of
intraocular IgM antibodies in equine recurrent uvei tis

Equine recurrent uveitis (ERU) is an inflammatory, autoimmune-mediated
ophthalmologic disease in horses, leading to blindness in its final stage. Significance
of ERU is not limited to veterinary medicine, as it also serves as model for human
autoimmune uveitis. ERU is the only spontaneous animal model for the human
counterpart of the disease. ERU is characterized by episodes of spontaneously
occurring and remitting episodes of inflammation resulting in progressive destruction
of the target tissue retina. Over the last years, several retinal proteins were identified
as autoantigens, among them Interphotoreceptor retinoid-binding protein (IRBP), S-
Antigen, Recoverin and Cellular retinaldehyde-binding protein (CRALBP). However,
in order to understand pathogenetic mechanisms of ERU in their full complexity, a
comprehensive knowledge about the autoantigen spectrum is necessary. Thus, the
search for and identification of novel, previously undetected antigens is crucial.
Accordingly, one of the aims of this thesis was to answer the question if the
specificity of intraocular autoantibody exceeds the established spectrum and if
additional, previously undetected retinal autoantigens might be detected. An
additional aim of this study was to analyze the specificity of intraocular autoreactive
IgM antibodies, which was never characterized before in ERU research. Autoreactive
IgM could be of special interest in the context of inter- and intramolecular epitope
spreading, which was previously described in ERU. This process leads to a shift in
the targeted antigen spectrum during the course of disease. An examination of
intraocular IgM specificity could contribute to an early detection of future target
structures.

In order to identify potential autoantigens targeted by intraocular IgM, their binding
pattern on the retinal proteome was analyzed by 2D Western blot. While eye-healthy
control samples did not show any reaction, for ERU samples it was revealed that,
being part of a generally broad spectrum of different reactivities, one protein spot was
bound repeatedly. Via mass spectrometry, this protein was identified as
Neurofilament-M (NF-M). The NF-M specificity of intraocular IgM was validated by
ELISA and a prevalence of 44% in the ERU group was determined. In contrast, the

prevalence of intraocular IgG with the same specificity was much lower, with only 8%

60



Summary

in the ERU group. Control samples derived from eye-healthy horses did not show any
reaction to NF-M. The striking difference in IgM and IgG prevalences points to a
persistent IgM reaction in the autoimmune response to NF-M. In the physiological
state, NF-M is mainly expressed by retinal ganglion cells and horizontal cells in the
equine eye. Contrarily, a clear reduction of NF-M staining was detected in 89% of
ERU retinae. Reasons could be a downregulation of NF-M during a cellular stress
reaction or a destruction of NF-M expressing ocular structures caused by an
autoimmune response towards the protein.

Results obtained in this study demonstrate that the autoantigen spectrum in ERU
exceeds the previously established ones, and that the search for further novel
autoantigens should be continued. The IgM dominated reaction towards the novel
autoantigen NF-M further points to the fact that the binding spectrum of intraocular
IgM does not always overlap with intraocular IgG and thus deserves an individual
examination. In future studies, persistence of IgM in the response to NF-M needs to
be verified in and its reasons elucidated as it might represent a T-cell independent
reaction, which would point to B-Lymphocytes also having an important role in ERU
immunopathology. As the prevalence of an intraocular IgM reaction against NF-M is
high in the ERU group, future studies should aim at a clarification of pathogenic
relevance of NF-M as autoantigen in both, ERU and human autoimmune uveitis, and

at investigating its role as potential biomarker.
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