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1 EINLEITUNG 

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine sehr häufige und schwere 

Augenerkrankung bei Pferden. Sie ist durch ein autoimmunes Geschehen und immer 

wiederkehrende Entzündungsschübe charakterisiert (Degroote et al. 2014). Sowohl 

in klinischen Aspekten, im Krankheitsverlauf wie auch in den stattfindenden 

immunpathologischen Vorgängen gibt es viele Gemeinsamkeiten zwischen der ERU 

und der humanen autoimmunen Uveitis (Deeg et al. 2007b, Degroote et al. 2013). 

Diese Übereinstimmungen und die Möglichkeit geeignete Proben von Pferden, die 

allen Umweltbedingungen ausgesetzt waren, in verschiedensten Stadien der 

Erkrankung zu bekommen, machen die ERU zu einem idealen und dem einzigen 

spontanen Tiermodell für die autoimmune Uveitis des Menschen (Degroote et al. 

2013).  

Das retinale Pigmentepithel (RPE) bildet die äußere Blut-Retina-Schranke und ist 

somit maßgeblich an der Aufrechterhaltung des Immunprivilegs des Auges beteiligt 

(Szober et al. 2012). Durch die festen Zellverbindungen bildet das RPE zum einen 

eine stabile mechanische Barriere, zum anderen ist es befähigt mit Zellen und 

Mediatoren des Immunsystems zu interagieren (Juel et al. 2012, Park et al. 2014). 

Typische Merkmale der Uveitis sind der Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke 

und der Übertritt von autoaggressiven T-Lymphozyten in das innere Auge mit 

anschließender Zerstörung retinaler Strukturen (Deeg et al. 2002b, Degroote et al. 

2014). Mittels differentieller Proteomanalyse von gesunden und uveitischen Proben 

konnten bereits unterschiedlich exprimierte Proteine detektiert werden, die 

maßgeblich an der Pathogenese der ERU beteiligt sein könnten (Degroote et al. 

2014, Hauck et al. 2010, Hauck et al. 2012, Zipplies et al. 2010a). Die sich am RPE 

abspielenden pathophysiologischen Mechanismen, welche für den Zusammenbruch 

der Blut-Retina-Schranke verantwortlich sind, sind jedoch bislang noch 

weitestgehend unbekannt. Durch die ständige Interaktion und Kommunikation der 

RPE-Zellen mit ihrer Umgebung können gerade Änderungen des 

Expressionsmusters von Zelloberflächenproteinen Fehlfunktionen der 

physiologischen Prozesse hervorrufen. Deshalb war es das Ziel dieser Arbeit, 

differentiell regulierte Zelloberflächenproteine zwischen RPE-Zellen von gesunden 

und an ERU erkrankten Pferden zu detektieren, welche entscheidend an der 

Pathogenese der ERU beteiligt sein könnten. 
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2 LITERATUR 

2.1 Equine rezidivierende Uveitis 

2.1.1 Klinisches Erscheinungsbild der ERU  

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine schwere Augenerkrankung des 

Pferdes und stellt den häufigsten Grund für die Erblindung bei dieser Spezies dar 

(Degroote et al. 2014, Gilger et al. 2010). Charakteristisch für die ERU sind immer 

wiederkehrende progressive Phasen akuter Entzündung des inneren Auges und 

entzündungsfreie Intervalle, welche sich im Verlauf der Krankheit tendenziell 

verkürzen, wohingegen die Phasen akuter Entzündung entsprechend häufiger 

werden (Edelmann et al. 2014, Spiess 1997). Das klinische Bild eines akuten 

Entzündungsschubs ist sehr variabel. Abhängig davon, welche anatomischen 

Strukturen betroffenen sind, reicht das Spektrum der Symptome von klinisch 

unauffällig bis hin zu starken Schmerzen mit hochgradiger Störung des 

Allgemeinbefindens (Spiess 1997). So ist eine Entzündung der Iris und des 

Ziliarkörpers (Iridozyklitis) meist sehr schmerzhaft und gekennzeichnet durch die 

charakteristische Abwehrtrias (Blepharospasmus, Lakrimation und Photophobie), des 

Weiteren können Miosis, Lidschwellung, gerötete Konjunktivalschleimhaut, 

Ansammlung eines entzündlichen Exsudates in der ventralen Hälfte der vorderen 

Augenkammer und Schwellung der Kornea auftreten (Rebhun 1979, Schwink 1992, 

Spiess 1997). Demgegenüber bleibt eine Entzündung der Choroidea mit Beteiligung 

der Retina (Chorioretinitis) oft unbemerkt, da es aufgrund fehlender sensibler 

Nervenfasern in der Choroidea zu keinen oder nur sehr milden Schmerzäußerungen 

kommt (Gilger and Michau 2004). 

Letztendlich kommt es durch die immer wiederkehrenden Entzündungsschübe meist 

zu einer irreversiblen Zerstörung der inneren Augenstrukturen, wie z.B. vorderen und 

hinteren Synechien, Katarakten, peripapillären chorioretinitischen Narben und daraus 

resultierenden Netzhautablösungen (Gilger et al. 1999, Spiess 1997). Das 

Endstadium der Erkrankung geht daher meist mit der Erblindung des betroffenen 

Auges einher (Deeg et al. 2002a, Degroote et al. 2014, Schwink 1992). 
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2.1.2 Ätiologie und Pathogenese der ERU 

Während die Ursache der ERU bislang noch unbekannt ist, konnte in den letzten 

Jahren nachgewiesen werden, dass es sich bei dem Pathomechanismus der 

rezidivierenden Erkrankung um ein immunmediiertes Geschehen handelt (Deeg et al. 

2002a, Deeg et al. 2006b, Degroote et al. 2014, Gilger 2010, Swadzba et al. 2012b). 

Erste Indizien für diese Vermutung ergaben sich aus dem wiederkehrenden 

Charakter der Erkrankung, der erfolgsversprechenden Therapie mit Kortikosteroiden 

und einem demgegenüber unzureichenden Therapieerfolg bei der Gabe von 

Antibiotika (Hines 1984, Rebhun 1979, Romeike et al. 1998, Spiess 1997). Gestützt 

wurde die Hypothese des immunmediierten Geschehens durch das Auffinden von T-

Lymphozyten als vorherrschendem Zelltyp in Zellinfiltraten des Auges von an ERU 

erkrankten Pferden (Deeg et al. 2002a, Gilger et al. 1999, Kalsow and Dwyer 1998, 

Romeike et al. 1998). Im Rahmen dieser immunhistologischen Untersuchungen von 

Augen an ERU erkrankter Pferde konnten zudem Lymphfollikelaggregate 

vornehmlich im Stroma der Iris und der Choroidea detektiert werden (Deeg et al. 

2002a, Romeike et al. 1998). Im Zentrum der Lymphfollikelaggregate wurden einige 

B-Lymphozyten gefunden, welche in der Peripherie von vielen T-Lymphozyten 

umgeben waren (Deeg et al. 2002a, Romeike et al. 1998). Die Charakterisierung der 

infiltrierenden T-Lymphozyten ergab, dass in Augen von an ERU erkrankten Pferden 

überwiegend T-Helferzellen (CD4+-T-Zellen) zu finden waren (Gilger et al. 1999). 

Des Weiteren wurde ein erhöhtes Interleukin-2- und Interferon gamma- und 

demgegenüber ein erniedrigtes Interleukin-4-Zytokinprofil in Iris und Ziliarkörper der 

uveitischen Augen festgestellt (Gilger et al. 1999).  

T-Helferzellen (Th-Zellen) können sich nach Aktivierung durch bestimmte 

Transkriptionsfaktoren in verschiedene Effektorzellen differenzieren, bei Menschen 

und Mäusen unter anderem in die Th1-, Th2-, Th9-, Th17- und die regulatorischen T-

Zellen (Cosmi et al. 2014, Okoye et al. 2014). Charakteristisch für die Th1-Zellen ist 

die Produktion von Interleukin-2 und Interferon gamma, welche vermehrt bei 

Autoimmunerkrankungen vorkommen, wie z.B. der Hashimoto-Thyreoiditis des 

Menschen (Phenekos et al. 2004). Wohingegen Th2-Zellen Interleukin-4 

produzieren, das typischerweise vermehrt bei allergischen Reaktionen, wie 

Asthmaerkrankungen beim Menschen zu finden ist (Fajt and Wenzel 2014). Für die 

Th17-Zellantwort, die mit einer vermehrten Produktion von Interleukin-17 und 

Interleukin-23 einhergeht, konnte ebenso wie für die Th1-Zellantwort eine Beteiligung 
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an der Pathogenese von verschiedenen Autoimmunerkrankungen wie der Behçet-

Krankheit nachgewiesen werden (Na et al. 2013). Durch die Detektion eines 

erhöhten Interleukin-2- und Interferon gamma-Zytokinprofils in Augen von an ERU 

erkrankten Pferden, konnte das immunmediierte Geschehen der ERU als eine 

zellvermittelte pro-inflammatorische Th1-Zellantwort charakterisiert werden (Gilger et 

al. 1999). Der von unserer Arbeitsgruppe erbrachte Nachweis einer erhöhten 

Expression von Interferon gamma in retinalen Müller-Gliazellen von an ERU 

erkrankten Pferden bestätigte ein Th1-mediiertes Geschehen bei der ERU (Hauck et 

al. 2007). Immunhistologische Untersuchungen zur Immunantwort bei der ERU 

ergaben, dass es bei der ERU zusätzlich zur Th1-Zellantwort auch zu einer Th17-

Zellantwort kommt, da die Zytokine Interleukin-6, Interleukin-17 und Interleukin-23 

vermehrt in uveitischen equinen Augen nachgewiesen werden konnten, wohingegen 

diese Zytokine in gesunden equinen Augen weitestgehend abwesend waren (Regan 

et al. 2012). Auch bei Mäusen mit experimenteller autoimmuner Uveitis (EAU) konnte 

nachgewiesen werden, dass sowohl Th1- als auch Th17-Zellen unabhängig 

voneinander eine wichtige Rolle bei der Immunantwort der Erkrankung spielen 

(Luger et al. 2008). Abhängig von der Art des EAU-Mausmodells wurde entweder 

eine vermehrte Th1- oder Th17-Zellantwort ausgebildet (Luger et al. 2008). So kam 

es bei Mäusen, die mit IRBP (Interphotoreceptor retinoid-binding protein) in 

komplettem Freund‘s Adjuvans immunisiert wurden, zu einer Th17-Effektorantwort, 

wodurch eine EAU trotz Abwesenheit von Interferon gamma ausgelöst werden 

konnte (Luger et al. 2008). Demgegenüber konnte in einem adoptiven 

Transfermodell eine EAU durch Th1-Effektorzellen unabhängig von Interleukin-17 

induziert werden (Luger et al. 2008). 

Ob es sich bei der ERU vermehrt um eine Th1- oder Th17-Zellantwort handelt oder 

ob beide gleichermaßen an der Pathogenese der ERU beteiligt sind, konnte bisher 

noch nicht vollständig geklärt werden. Dass jedoch eine T-Zell-mediierte Erkrankung 

vorliegt, konnte – wie bereits oben erwähnt – durch das Auffinden von T-

Lymphozyten als vorherrschendem Zelltyp in Zellinfiltraten von Augen an ERU 

erkrankter Pferde gezeigt werden (Deeg et al. 2002a, Gilger et al. 1999, Kalsow and 

Dwyer 1998, Romeike et al. 1998). Der Nachweis von autoreaktiven T-Zellen und 

IgG-Autoantikörpern im Glaskörper von an ERU erkrankten Pferden, welche 

spezifisch gegen die retinalen Antigene S-Antigen und IRBP gerichtet waren, lieferte 

weitere Erkenntnisse für die Pathogenese der ERU und ermöglichte die Hypothese, 
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dass es sich bei der ERU um eine Autoimmunerkrankung handeln könnte (Deeg et 

al. 2001). Ein weiteres Autoantigen, CRALBP (Cellular retinaldehyde-binding protein) 

konnte bei Untersuchungen zum Bindungsverhalten von Serum-IgG ERU erkrankter 

Pferde auf retinalem Proteom erstmals identifiziert werden (Deeg et al. 2006b). 

Inwieweit die Immunreaktion gegen die detektierten Autoantigene pathogenetisch für 

die ERU relevant ist, wurde durch die experimentelle Induktion einer Immunantwort 

gegen diese Antigene bei augengesunden Pferden mit unterschiedlichem 

genetischem Hintergrund getestet (Deeg et al. 2006b, Deeg et al. 2004, Deeg et al. 

2002b). 

Zunächst konnte gezeigt werden, dass durch die Auslösung einer Immunreaktion 

gegen IRBP eine Uveitis beim Pferd zu 100 % induzierbar war (Deeg et al. 2002b). 

Dieses Modell zeigte viele klinische sowie histologische Ähnlichkeiten zur spontan 

auftretenden ERU, wie z.B. die Bildung von lymphfollikelartigen Strukturen im 

inneren Auge und eine intraokuläre Infiltration von vornehmlich CD3+-Zellen. Des 

Weiteren zeichnete sich das Modell durch die induzierbaren Rezidive bei erneuten 

Injektionen von IRBP aus. So konnte ein geeignetes experimentell induzierbares 

Modell beim Pferd für die spontan auftretende Erkrankung präsentiert werden (Deeg 

et al. 2002b). Daraufhin wurde in einer weiteren Studie das uveitogene Potential von 

S-Antigen durch subkutane Injektion des Antigens in komplettem Freund’s Adjuvans 

bei Pferden untersucht (Deeg et al. 2004). Dabei konnte nur bei einem von fünf 

Pferden eine Uveitis induziert werden, welche keinen rezidivierenden Charakter 

aufwies. Im Gegensatz zu IRBP zeigte S-Antigen also einen schwachen uveitogenen 

Charakter. Interessant war jedoch, dass bei allen fünf, gegen S-Antigen 

immunisierten Pferden eine Aktivierung von autoreaktiven T- und B-Zellen im 

peripheren Blut nachgewiesen wurde, wobei die Infiltration in das innere Auge bei 

vier von fünf Pferden abgewehrt werden konnte (Deeg et al. 2004). Zuletzt konnte in 

einer weiteren Studie auch für CRALBP, einem erstmals identifizierten Autoantigen 

bei Uveitis, ein hohes uveitogenes Potential bei Pferden und auch bei Ratten 

nachgewiesen werden (Deeg et al. 2006b). Wie bei IRBP konnten durch wiederholte 

Injektionen von CRALBP ebenfalls Rezidive ausgelöst werden. Klinisch zeigten diese 

Pferde gelbliche Trübungen des Glaskörpers und Veränderungen am 

Augenhintergrund (Deeg et al. 2006b). Durch diese Induktionsversuche konnte die 

Hypothese der autoimmunmediierten Pathogenese der ERU bestätigt werden. 
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Eine weitere sehr wichtige Entdeckung, welche in den Experimenten zum 

uveitogenen Potential der Autoantigene IRBP und CRALBP bei der ERU gemacht 

werden konnte, war der Nachweis des Epitop Spreadings (Deeg et al. 2006b, Deeg 

et al. 2002b). Das Epitop Spreading beschreibt die Verschiebung der ursprünglich 

gegen ein Epitop eines Autoantigens gerichteten Autoreaktivität von T-Lymphozyten 

auf ein anderes Epitop des ursprünglichen oder anderer Autoantigene (Vanderlugt 

and Miller 1996). Es dient unter anderem als Erklärung für die immer 

wiederkehrenden Entzündungsschübe bei Autoimmunerkrankungen, wie Multipler 

Sklerose, Lupus erythematosus und Pemphigus foliaceus (Kurien et al. 2012, Li et al. 

2003, D. Wang et al. 2014). Bei Pferden mit durch IRBP-induzierter Uveitis konnte 

eine initiale autoreaktive Reaktion der T-Lymphozyten gegen das IRBP-Peptid R14 

und sieben Tage nach Beginn der Uveitis eine Reaktivität der T-Lymphozyten auf ein 

Peptid des S-Antigens gezeigt werden. Dieser Effekt wird als intermolekulares 

Spreading bezeichnet, da sich die Immunantwort auf ein anderes Autoantigen 

ausweitet (Deeg et al. 2002b). Auch intramolekulares Spreading, also eine 

Verschiebung der Immunantwort auf ein anderes Epitop desselben ursprünglichen 

Autoantigens, konnte bei den Pferden mit durch IRBP induzierter Uveitis gezeigt 

werden. So konnte kurz vor und während des ersten rezidiven Schubes eine 

Autoreaktivität von T-Lymphozyten gegen ein anderes Peptid von IRBP 

nachgewiesen werden (Deeg et al. 2002b). In einer Langzeitstudie zur Immunantwort 

von spontan an ERU erkrankten Pferden konnte sowohl inter- als auch 

intramolekulares Spreading nachgewiesen werden (Deeg et al. 2006a). Dabei konnte 

eine Verschiebung der Reaktivität von T-Zellen gegen S-Antigen auf IRBP oder 

umgekehrt detektiert werden, ebenso konnte eine Verschiebung der Immunantwort 

von T-Zellen auf ein anderes Epitop desselben ursprünglichen (S-Antigen oder IRBP) 

Autoantigens gezeigt werden (Deeg et al. 2006a). Dieser in mehreren Studien zur 

Pathogenese der ERU erbrachte Nachweis des Epitop Spreadings könnte wie auch 

bei anderen Autoimmunerkrankungen den charakteristisch rezidivierenden Verlauf 

der ERU erklären (Deeg et al. 2006a). 

Ein weiteres Schlüsselereignis der ERU ist die Überwindung der Blut-Retina-

Schranke (BRS) durch autoaggressive T-Lymphozyten mit anschließender 

Zerstörung des Zielorgans Retina (Deeg et al. 2002a, Deeg et al. 2004, Gilger et al. 

1999). Ob es sich dabei primär um eine aktive Migration der autoaggressiven T-

Lymphozyten über eine noch intakte BRS handelt oder initiale pathologische 
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Vorgänge zur funktionellen Störung der BRS führen, welche einen passiven Übertritt 

der autoaggressiven T-Lymphozyten zulassen, konnte bisher nicht geklärt werden. 

Ein Zusammenbruch der BRS bei der ERU konnte jedoch eindeutig nachgewiesen 

werden und stellt ein typisches Merkmal der ERU dar (Deeg et al. 2007a, Deeg et al. 

2002a, Deeg et al. 2001).  

Das Auffinden von Tetanustoxoid-Antikörpern in Glaskörpern von an ERU erkrankten 

Pferden gab erste Hinweise auf einen Zusammenbruch der BRS im Verlauf der ERU 

(Deeg et al. 2001). Des Weiteren konnten klassische Plasmaproteine wie Albumin 

und eine erhöhte Gesamtproteinkonzentration in uveitischen Glaskörpern im 

Vergleich zu gesunden Glaskörpern detektiert werden, was deutlich für eine nicht 

mehr intakte BRS sprach (Deeg et al. 2007a). Auch histologisch konnte der 

Zusammenbruch der BRS eindeutig nachgewiesen werden (Deeg et al. 2002a). 

Aufgrund der weitestgehend avaskulären Retina beim Pferd, ist bei dieser Spezies 

vor allem die äußere BRS bedeutend, die durch das retinale Pigmentepithel (RPE) 

gebildet wird (Szober et al. 2012). Interessanterweise konnte beim Vergleich des 

Glaskörper-Proteinexpressionsmusters von gesunden und erkrankten Pferdeaugen 

eine erniedrigte Konzentration von PEDF (Pigment epithelium-derived factor) im 

uveitischen Glaskörper detektiert werden (Deeg et al. 2007a, Hauck et al. 2012). 

PEDF wird von RPE-Zellen gebildet und ist an der Aufrechterhaltung der BRS 

beteiligt, indem PEDF eine antagonistische Wirkung zu VEGF (Vascular endothelial 

growth factor) aufweist, welches eine vermehrte Durchlässigkeit der BRS hervorrufen 

kann (Ablonczy et al. 2009). Dies konnte in einem RPE-Barriere-Modell mit PEDF 

oder VEGF behandelten ARPE-19 Zellen, einer humanen RPE-Zelllinie, demonstriert 

werden (Ablonczy et al. 2009). Bei der ERU konnte gezeigt werden, dass die 

erniedrigte Expression von PEDF in uveitischer Retina in Zusammenhang mit einer 

erhöhten Expression von VEGF einhergeht, was darauf schließen ließ, dass die 

beiden von RPE-Zellen exprimierten Proteine entscheidend am Zusammenbruch der 

BRS beteiligt sein könnten (Deeg et al. 2007a). 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass es sich bei der Pathogenese der 

ERU um ein autoimmunmediiertes Geschehen handelt, bei dem es zur Überwindung 

der BRS durch autoreaktive T-Zellen kommt, die mit einer Zerstörung von retinalen 

Strukturen einhergeht. Welche genauen Mechanismen sich dabei abspielen und wie 

es zur Überwindung der BRS kommt, konnte bislang noch nicht vollständig geklärt 

werden. 
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2.1.3 Bedeutung der ERU 

2.1.3.1 Die ERU unter Betrachtung veterinärmedizinischer Aspekte 

Schon im römischen Reich war die ERU unter dem Namen Oculus Lunaticus 

bekannt, da sie auf den periodischen Einfluss des Mondes zurückgeführt wurde 

(Braun 1995). Wegen unzureichenden Wissens wurde die ERU bis ins 18. 

Jahrhundert meist mit Aderlass therapiert (Braun 1995). Zwar gab es im Laufe der 

Zeit einen erheblichen Wissenszuwachs über die am häufigsten vorkommende 

Augenerkrankung der Pferde, jedoch konnten die Ätiologie und die Pathogenese der 

ERU bislang noch nicht vollständig geklärt werden. Vor allem aus 

tierschutzrelevanten Gründen kommt der ERU eine große Bedeutung zu. Die 

Gattung der Pferde gehört zu den Fluchttieren (Blanke et al. 2014). So lebt ein an 

ERU erkranktes Pferd mit eingeschränktem oder vollständigem Verlust des 

Sehvermögens, abgesehen von verminderter Lebensqualität und auftretenden 

Schmerzen, häufig mit Stress und Angst, was zu einem gestörten Verhalten mit 

unkontrollierten Bewegungen des Pferdes führen kann. Sowohl für das Pferd selbst 

als auch für die im Umgang mit dem Pferd stehenden Personen können diese 

Verhaltensmuster eine ernste Gefahr darstellen. Aus Sicherheits- und 

Tierschutzgründen ist deshalb häufig eine Euthanasie der betroffenen Pferde 

notwendig (Gilger et al. 1999), was zu erheblichen ideellen und wirtschaftlichen 

Verlusten führt. Daher ist es von großer Bedeutung, weitere Fortschritte in der 

Erforschung der ERU zu erzielen, um baldmöglichst die Ätiologie und die 

Pathogenese der Erkrankung vollständig aufklären und somit eine zielgerichtete 

Therapie für die betroffenen Pferde entwickeln zu können. 

2.1.3.2 Die ERU als wichtiges Tiermodell für die humane autoimmune Uveitis  

Die humane autoimmune Uveitis (HAU) stellt in den westlichen Ländern die am 

weitesten verbreitete Art der Uveitiden dar und ist einer der häufigsten Gründe für 

den Verlust des Sehvermögens beim Menschen (Barry et al. 2014, Horai et al. 2013). 

Sie kann idiopathisch auftreten oder als okuläre Manifestation systemischer 

autoimmuner Erkrankungen wie Spondylarthritiden, Morbus Behçet, Vogt-Koyanagi-

Harada-Syndrom oder Multipler Sklerose (Barisani-Asenbauer et al. 2012). 

Charakteristisch für die autoimmune Uveitis sind die Überwindung der BRS durch 

autoreaktive T-Zellen mit anschließender Zerstörung retinaler Strukturen und die 

immer wiederkehrenden Entzündungsschübe (Degroote et al. 2013). Bei vielen 
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humanen Uveitis-Patienten richten sich autoreaktive T-Zellen gegen die retinalen 

Autoantigene S-Antigen und IRBP, was z.B. mittels Proliferationsassays von 

peripheren Blutlymphozyten gezeigt werden konnte (Takeuchi et al. 2010). Auch 

Immunreaktionen gegen CRALBP konnten sowohl bei der ERU wie auch bei der 

HAU nachgewiesen werden (Deeg et al. 2006b, Deeg et al. 2007b). Ein 

autoimmunmediiertes Geschehen steht außer Frage, jedoch konnten die genauen 

pathophysiologischen Vorgänge bei der HAU wie auch bei der ERU, trotz 

bedeutender Fortschritte bei der Erforschung der HAU in den letzten Jahren, noch 

nicht vollständig geklärt werden. Um eine zielgerichtete Therapie für diese 

Erkrankungen entwickeln zu können, ist es von großer Bedeutung die für die 

Erkrankung verantwortlichen pathophysiologischen Vorgänge genau zu verstehen. 

Geeignetes Probenmaterial von HAU Patienten für Untersuchungen zur 

Pathogenese der HAU ist meist nur sehr schwer und auch nur im Endstadium der 

Erkrankung zu erhalten (Caspi 2014). Daher muss bei der Erforschung von den bei 

der rezidivierenden Uveitis stattfindenden pathophysiologischen Mechanismen auf 

geeignete Tiermodelle zurückgegriffen werden. 

Die experimentelle autoimmune Uveitis (EAU) ist eine beim Tier meist durch retinale 

Autoantigene wie S-Antigen und IRBP induzierte Uveitis (Agarwal et al. 2012, 

Gasparin et al. 2012). Am häufigsten werden für dieses Tiermodell bestimmte 

Mäusestämme, wie z.B. B10.RIII-Mäuse, oder Lewis-Ratten verwendet (Agarwal et 

al. 2012). Unter anderem konnte eine Uveitis aber auch bei Meerschweinchen, 

Kaninchen und Primaten experimentell induziert werden (Eisenfeld et al. 1987, 

Nussenblatt et al. 1981, Wacker and Lipton 1965). Die erfolgreiche Induktion einer 

EAU bei Ratten durch den adoptiven Transfer von CD4+-T-Lymphozyten erbrachte 

wegweisende Erkenntnisse für die immunpathologischen Vorgänge bei der EAU 

(Mochizuki et al. 1985). Dabei wurden die CD4+-T-Lymphozyten vorab in vivo in 

einem Donortier mit S-Antigen sensibilisiert und nach der Entnahme aus dem 

Donortier in vitro mit S-Antigen aktiviert, um dann ins Empfängertier transferiert zu 

werden (Mochizuki et al. 1985). So konnte gezeigt werden, dass es sich bei der EAU 

um eine CD4+-T-Zell-mediierte Erkrankung handelt, dies stellte auch eine für die 

Erforschung der HAU wichtige Erkenntnis dar (Mochizuki et al. 1985). Dennoch kann 

keines der verschiedenen EAU-Tiermodelle die spontane autoimmune Uveitis des 

Menschen vollständig repräsentieren (Caspi 2010). Die Defizite der EAU-Modelle 

liegen vor allem in der Homogenität der Inzucht-Stämme und den selten auslösbaren 
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Rezidiven bei Ratten oder nur unvorhersehbar spontan auftretenden Rezidiven im 

Mausmodell (Agarwal et al. 2012, Caspi 2003). Zudem ist das auslösende Agens bei 

der EAU bereits bekannt, was die Erforschung der initiierenden Faktoren der HAU 

unmöglich macht. Da wesentliche Merkmale der HAU aber das spontane Auftreten, 

ein heterogener genetischer Hintergrund und die rezidivierenden Entzündungs-

schübe sind, ist hierfür das Tiermodell der EAU nur eingeschränkt verwendbar. 

Durch die Gemeinsamkeiten in Klinik, Verlauf und Pathogenese zwischen der ERU 

und der HAU nimmt die ERU einen besonderen Stellenwert als Tiermodell für die 

autoimmune Uveitis des Menschen ein (Deeg et al. 2008, Deeg et al. 2006b, 

Degroote et al. 2014). Sie ist derzeit das einzige spontane Tiermodell für die HAU 

und zeigt vor allem durch ihren chronisch-rezidivierenden Charakter große 

Ähnlichkeiten zum Krankheitsbild der autoimmunen Uveitis beim Menschen 

(Degroote et al. 2014). Geeignete Proben von an ERU erkrankten Pferden sind in 

allen Stadien der Erkrankung und mit nur sehr kurzen post mortem Zeiten zu 

erhalten. Dies erlaubt es Proteine der an der Pathogenese der ERU beteiligten 

Strukturen, wie z.B. der Retina und dem RPE, so nah wie möglich in ihrem in vivo 

Vorkommen zu untersuchen und mit gesunden Kontrollen zu vergleichen. Ein 

weiterer Vorteil der spontanen Uveitis beim Pferd als Modell für die HAU ist, dass die 

Pferde, gleich den humanen Patienten, jeglichen Umwelteinflüssen ausgesetzt waren 

und durch einen breitgefächerten genetischen Hintergrund eine hohe Heterogenität 

aufweisen. Auch experimentell lässt sich beim Pferd durch die Immunisierung mit 

IRBP eine Uveitis induzieren, welche sowohl klinisch als auch histologisch der 

spontanen Erkrankung sehr ähnelt (Deeg et al. 2002b). Die Besonderheit dabei ist, 

dass die Entzündungsschübe vorhersehbar in bestimmten Zeitabständen re-

induzierbar sind, was sie deutlich von den anderen Tiermodellen abhebt (Deeg et al. 

2002b). Dies ermöglicht die gezielte Erforschung von pathophysiologischen 

Vorgängen, die sich im Verlauf der entzündungsfreien Intervalle und während der 

charakteristischen rezidivierenden-progressiven Entzündungsschübe abspielen. 

Zudem erlauben die induzierbaren Rezidive beim Pferd die Bewertung möglicher 

langfristiger Therapieansätze für die HAU. Das Pferd stellt somit ein sehr geeignetes 

Modell für die autoimmune Uveitis beim Menschen dar, da sowohl die experimentell 

induzierte wie auch die spontane Erkrankung große Vorteile mit sich bringen und 

beide in derselben Spezies untersucht werden können. Dass die ERU sowie die 

experimentell induzierte Uveitis beim Pferd von höchstem Stellenwert für die 
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Erforschung der autoimmunen Uveitis des Menschen ist, zeigte auch die Detektion 

von CRALBP als Autoantigen bei der ERU, mit welchem bei gesunden Pferden zu 

100 % eine experimentell induzierte Uveitis auslösbar war (Deeg et al. 2006b) und 

welches anschließend als retinales Autoantigen für die HAU bestätigt werden konnte 

(Deeg et al. 2007b). 

2.2 Das retinale Pigmentepithel 

Das retinale Pigmentepithel (RPE) liegt als einschichtiges kubisches Epithel 

zwischen der äußeren Schicht der Photorezeptoren und der Bruch’schen Membran 

mit anschließender Choroidea und bildet dort die äußere Schicht der Blut-Retina-

Schranke (BRS) (Willermain et al. 2014). So stellt das RPE eine funktionelle und 

mechanische Immunbarriere dar, die den Immunstatus des Auges als 

immunprivilegiertes Organ aufrechterhält (Gregerson et al. 2007). Weitere 

bedeutende Funktionen sind Lichtabsorption, Schutz der Retina vor oxidativem 

Stress, epithelialer Transport, Re-Isomerisierung von all-trans-Retinol zu 11-cis-

Retinal im Sehzyklus sowie Sekretion und Phagozytose (Simo et al. 2010). 

 

Abbildung 1: Überblick über den Aufbau und die Funktionen des retinalen Pigmentepithels (RPE) am 

Beispiel der Maus. Das RPE steht apikal über seine Mikrovilli mit den Photorezeptoren und basal mit 

der Bruch’schen Membran und den daran angrenzenden fenestrierten Gefäßen der Choroidea in 

Kontakt. Zu den wichtigsten Funktionen des RPEs gehören Lichtabsorption, epithelialer Transport, 

Beteiligung am Sehzyklus, Sekretion, Phagozytose und Aufrechterhaltung des Immunprivilegs des 

Auges. PEDF (Pigment epithelium-derived growth factor); VEGF (Vascular endothelial growth factor); 

MCP1 (Monozytenchemotaktisches Protein 1). 
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2.2.1 Aufbau und Funktionen des retinalen Pigmentepithels 

2.2.1.1 Aufbau und Lage des retinalen Pigmentepithels 

Das RPE ist ein im Auge an die neuronale Retina angrenzendes, in hexagonaler 

Form angeordnetes, einschichtiges pigmentiertes Epithel (Amirpour et al. 2014). 

Topographisch sind die RPE-Zellen in der Fovea am dichtesten angeordnet, in der 

Peripherie wird die Dichte demgegenüber zunehmend geringer, dies konnte an 

humanen Augen gezeigt werden (Ach et al. 2014). Dabei weisen die RPE-Zellen in 

der Fovea die größte Höhe auf und besitzen zudem einen geringeren Durchmesser 

als die RPE-Zellen in der Peripherie (Ach et al. 2014, Sparrow et al. 2010). Apikal 

steht das RPE mit seinen dort angeordneten Mikrovilli in engem Kontakt mit den 

äußeren Segmenten der Photorezeptoren (POS) (siehe Abbildung 1) (Gu et al. 

2012). Die Mikrovilli vergrößern die Oberfläche der RPE-Zellen um das 30-fache, 

was die wichtige Interaktion von Photorezeptor- und RPE-Zellen bedeutend 

erleichtert (Miller and Steinberg 1977). Auch über den subretinalen Raum, welcher 

mit einer extrazellulären Matrix gefüllt ist, findet eine Interaktion des RPEs mit den 

Photorezeptoren statt (Kelley et al. 2014). Die basale Membran der RPE-Zellen steht 

mit der Bruch’schen Membran und den darunterliegenden fenestrierten 

Endothelzellen der Choroidea in Verbindung. Die Bruch’sche Membran stellt hierbei 

die Matrix dar, über welche die Kommunikation zwischen RPE und Choroidea 

stattfinden kann (Guymer et al. 1999). Lateral sind die RPE-Zellen über Tight-

Junctions verbunden (siehe Abbildung 1) (Simo et al. 2010). Diese durch das RPE 

mit seinen Tight-Junctions gebildete feste mechanische und physikalische Barriere 

stellt die äußere BRS dar (Park et al. 2014). Die physikalische Barriere gewährleistet 

die Aufrechterhaltung der für Epithelzellen typischen Eigenschaft der Zellpolarität 

(Burke 2008). Die Polarität der RPE-Zelle bewirkt, dass Proteine, Organellen und 

Funktionalitäten oft asymmetrisch in der Zelle verteilt sind. So sind z.B. der Zellkern, 

die Mitochondrien und der Golgi-Apparat vorrangig basal zu finden, während die 

Melanosomen vermehrt apikal anzutreffen sind (Sparrow et al. 2010).  

Als einschichtiges Epithel mag das RPE eher unscheinbar wirken, jedoch steht 

dieser simple Aufbau in großem Kontrast zu seinen vielseitigen Funktionen und 

seiner Wichtigkeit für das Immunprivileg des Auges. Dies soll in den folgenden 

Kapiteln näher erläutert werden. 
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2.2.1.2 Funktionen des retinalen Pigmentepithels 

Lichtabsorption und Schutz der Retina vor oxidativem Stress 

Das RPE kleidet den hinteren Teil des inneren Auges aus und ist durch die 

Einlagerung von Melanosomen stark pigmentiert (El-Beltagy 2014). Somit stellt die 

Lichtabsorption die offensichtlichste und lange Zeit auch einzig geglaubte Funktion 

des Epithels dar (Strauss 2005). Eintreffendes Licht durchläuft die 

Photorezeptorschicht und wird anschließend von den Melanosomen in den RPE-

Zellen absorbiert (siehe Abbildung 1) (Sparrow et al. 2010). Dies verhindert 

Streustrahlung und somit auch eine wiederholte Reizung der Photorezeptorzellen 

(Strauss 2005). Der sehr häufige und durch die Linse stark konzentrierte Lichteinfall 

im Auge führt einerseits zu hohen Temperaturen in den lichtabsorbierenden 

Melanosomen und andererseits zur Bildung von freien Radikalen und oxidativem 

Stress der Retina (Juel et al. 2013). Da die Choroidea eine sehr hohe 

Durchblutungsrate besitzt, die sogar höher als die der Niere ist, besteht die 

Hypothese, dass die in den Melanosomen abgefangene Hitze von dem in der 

Choroidea zirkulierenden Blut abtransportiert werden kann (Parver 1991). Zur 

effektiven Abwehr von oxidativem Stress dient in erster Linie die Absorption des 

Lichts durch pigmentierte Granula im RPE (Kaczara et al. 2012). Melanin hat nicht 

nur eine absorbierende Wirkung, sondern fungiert zusätzlich als Radikalfänger 

(Zareba et al. 2006). Des Weiteren besitzen die RPE-Zellen eine Vielzahl an nicht-

enzymatischen (Karotinoide, Ascorbinsäure) oder enzymatischen 

(Superoxiddismutase, Katalase) Antioxidantien (Miceli et al. 1994, Simo et al. 2010). 

Diese Eigenschaften befähigt das RPE im physiologischen Zustand, die Retina 

effektiv vor oxidativer Schädigung zu schützen (Strauss 2005). 

 

Epithelialer Transport 

Das RPE bildet mit seinen lateral liegenden festen Tight-Junctions ein dichtes Epithel 

zwischen neuronaler Retina und Choroidea (Park et al. 2014). Die Zulieferung von 

Nährstoffen, der Abtransport von metabolischen Endprodukten sowie die 

Aufrechterhaltung des Ionengleichgewichts im subretinalen Raum müssen somit 

über transepithelialen Transport durch das RPE sichergestellt werden (siehe 

Abbildung 1) (Miura et al. 2010, Sparrow et al. 2010). 

Betrachtet man die Transportvorgänge von basal nach apikal, so sind die 

Hauptmetaboliten, die von der Choroidea durch das RPE zu den Photorezeptoren 
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transportiert werden, Glukose für den Energiestoffwechsel, Retinal für den Sehzyklus 

und Fettsäuren als essentielle Phospholipidmembran-Bestandteile der 

Photorezeptoren (Simo et al. 2010). Der Glukosetransport wird über die 

Glukosetransporter GLUT-1 und GLUT-3 gewährleistet, welche sowohl basal (hin zur 

Choroidea) als auch apikal (hin zu den Photorezeptoren) exprimiert werden (Ban and 

Rizzolo 2000). Über GLUT-3 wird der Grundbedarf an Glukose gedeckt, wohingegen 

GLUT-1 spezialisierter ist und ein Glukosetransport über diesen Kanal nur bei 

erhöhtem Bedarf induziert wird (Ban and Rizzolo 2000). Der Transport von Retinol 

oder seinem Isomer Retinal ist von großer Bedeutung für den Sehzyklus. Vorrangig 

wird das von den Photorezeptoren kommende all-trans-Retinol, welches mithilfe von 

IRBP rezeptorvermittelt ins RPE aufgenommen wird, dort zu 11-cis-Retinal 

umgewandelt und wieder an die Photorezeptoren zurücktransportiert (Muniz et al. 

2014). Ein kleiner Teil des Retinols wird zudem von den RPE-Zellen 

rezeptorvermittelt aus der Choroidea aufgenommen, in Retinal isomerisiert und an 

die Photorezeptoren weitertransportiert, von wo es dann in den Sehzyklus eintritt 

(Vogel et al. 2002). Ein wichtiger Bestandteil der Photorezeptormembran, welcher 

z.B. Photorezeptoren von Mäusen zusammen mit Neuroprotectin D1 vor Stress-

induzierter Apoptose schützt, ist die mehrfach ungesättigte Fettsäure 

Docosahexaensäure (DHA) (Kanan et al. 2014). Diese kann nicht von den 

Photorezeptoren selbst synthetisiert werden und muss deshalb über das RPE von 

der Choroidea aufgenommen werden (Uauy et al. 2001). Die DHA wird 

beispielsweise bei Mäusen im Blut zusammen mit einem Lipoprotein transportiert 

und vom RPE konzentrationsabhängig über Fettsäurerezeptoren aufgenommen 

(Bazan et al. 1993, Scott and Bazan 1989). 

Bei den Transportvorgängen von apikal nach basal, also aus dem subretinalen Spalt 

hin zur Choroidea, werden vor allem Wasser, Ionen und metabolische Endprodukte 

vom RPE transportiert (Hamann et al. 2000, Maminishkis et al. 2002). Der 

Abtransport des im subretinalen Raum anfallenden Wassers durch das RPE hin zur 

Choroidea wird hauptsächlich durch den aktiven Transport von Cl- und einem 

Wasserstoff-Laktat-Ko-Transporter angetrieben, dies konnte z.B. an kultivierten RPE-

Zellen von Schweinen nachgewiesen werden (Hamann et al. 2003, Hu et al. 1996). 

Die Energie für diesen transepithelialen Transport wird von der apikal liegenden 

Na+/K+-ATPase geliefert (Marmorstein 2001, Ostwald and Steinberg 1980). Zudem 

wird der Wassertransport im physiologischen Zustand des RPEs durch vorhandene 
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Aquaporin-Kanäle, wie z.B. Aquaporin 1 in humanen RPE-Zellen und Aquaporin 5, 9, 

11 und 12 in RPE-Zellen von Ratten erleichtert (Hollborn et al. 2011, Stamer et al. 

2003). Um den Säure-Basen-Haushalt in der Retina aufrecht zu erhalten, besitzt das 

RPE apikal einen Na+/HCO3
- und basolateral einen Cl-/HCO3

- Austauscher, mithilfe 

derer je nach pH-Wert H+ oder HCO3
- aufgenommen oder abgegeben werden 

können (Lin and Miller 1991, Lin and Miller 1994). Die zahlreichen metabolischen 

Vorgänge in den Photorezeptoren führen zu einer hohen Laktatproduktion 

(Gallagher-Colombo et al. 2010). Anfallendes Laktat kann über den sich apikal 

befindenden Monocarboxylat-Transporter (MCT) 1 aufgenommen und über den 

basal liegenden MCT3 an die Blutbahn abgegeben werden (Gallagher-Colombo et 

al. 2010). Somit ist das RPE im physiologischen Zustand in der Lage, die Retina vor 

Übersäuerung zu schützen. 

 

Re-Isomerisierung von all-trans- zu 11-cis-Retinal im Sehzyklus 

Der in den Photorezeptoren und im RPE stattfindende Sehzyklus wird als klassischer 

Sehzyklus angesehen (Parker and Crouch 2010). Des Weiteren gibt es auch einen 

alternativen Zyklus, bei dem die Umwandlung des all-trans-Retinols in das 11-cis-

Retinal in den Müller-Gliazellen der Retina und nicht wie beim klassischen Sehzyklus 

im RPE stattfindet (Takahashi et al. 2011). Dieser alternative Zyklus wird auch 

zapfenspezifischer Weg genannt, da das hier umzuwandelnde all-trans-Retinol 

ausschließlich von den Zapfen an die Müller-Gliazellen abgegeben wird (Takahashi 

et al. 2011). Wie bereits erwähnt, ist das RPE entscheidend in den klassischen 

Sehzyklus involviert (siehe Abbildung 1). Der klassische Sehzyklus beginnt mit der 

Absorption eines Photons durch das Chromophor 11-cis-Retinal in der Membran der 

äußeren Photorezeptoren, welches sich dann in seiner Konformation ändert und zu 

all-trans-Retinal wird (Schafer and Farrens 2014). All-trans-Retinal wird durch eine 

membrangebundene Retinol-Dehydrogenase zu all-trans-Retinol reduziert und in den 

subretinalen Raum abgegeben (Liu et al. 2015). Dort wird all-trans-Retinol an IRBP 

gebunden zum RPE transportiert, wo es dann mittels CRBP (Cellular retinol-binding 

protein) zu einem Enzymkomplex weitertransportiert wird (Betts-Obregon et al. 2014, 

Nossoni et al. 2014). Hier wird all-trans-Retinol zuerst durch die Lecithin-Retinol-

Transferase verestert (Muniz et al. 2014), anschließend katalysiert ein weiteres 

Enzym, RPE65, die Hydrolyse dieses Esters und nutzt die Energie zur 

Isomerisierung des all-trans-Retinols in 11-cis-Retinol (Muniz et al. 2014). Die 11-cis-
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Retinol-Dehydrogenase oxidiert dann wiederum 11-cis-Retinol zu 11-cis-Retinal 

(Muniz et al. 2014). Gebunden an CRALBP wird 11-cis-Retinal wieder an die apikale 

Membran des RPEs transportiert, dort von IRBP aufgenommen und zurück zu den 

Photorezeptoren befördert, wo es erneut in den Sehzyklus eintreten kann (Betts-

Obregon et al. 2014, Muniz et al. 2014).  

 

Sekretion 

Für die Entwicklung und die Aufrechterhaltung der Funktionen des RPEs und der 

Photorezeptoren ist eine ausgedehnte Interaktion zwischen den beiden 

Komponenten unabdingbar (Strauss 2005). Hierfür dient die Kommunikation über 

Oberflächenproteine, zudem ist das RPE in der Lage, die Interaktion durch Sekretion 

von Wachstumsfaktoren auch über weite Distanzen zu steuern (Dithmer et al. 2014, 

McKay et al. 1997). Sekretiert werden z.B. der Basic fibroblast growth factor, 

Transforming growth factor beta, Insulin-like growth factor 1, Ciliary neurotrophic 

factor, Platelet-derived growth factor, Pigmented epithelium-derived growth factor 

(PEDF) und der Vascular endothelial growth factor (VEGF) (Li et al. 2011, Liegl et al. 

2014, Simo et al. 2006). Hierbei spielen vor allem PEDF und VEGF auch in 

Zusammenhang mit verschiedenen Augenerkrankungen, wie der altersabhängigen 

Makuladegeneration des Menschen, eine bedeutende Rolle (Farnoodian et al. 2015). 

PEDF wird im physiologischen Zustand apikal am RPE sekretiert, was z.B. an fetalen 

humanen RPE-Zellen, nativen RPE-Zellen von Affen und humanen ARPE-19 gezeigt 

werden konnte (Ablonczy et al. 2011, Becerra et al. 2004). Durch seine 

neuroprotektive und antiangiogenetische Wirkung ist PEDF entscheidend an der 

Aufrechterhaltung von retinalen und auch choriokapillären Strukturen beteiligt 

(Strauss 2005). Eine neuroprotektive Wirkung konnte bei einem durch Sauerstoff 

induzierten Retinopathie-Mausmodell gezeigt werden, bei dem PEDF durch die 

supprimierende Wirkung auf Interleukin-1-beta eine Reduktion neurotoxischer 

Glutamatkonzentrationen bewirkte (Y. Wang et al. 2014). Als antiangiogenetischer 

Faktor wirkt PEDF über die Inhibition endothelialer Zellproliferation und Stabilisierung 

des choriokapillären Endothels (Haurigot et al. 2012, Ogata et al. 2002). Im 

physiologischen Zustand des RPEs wird VEGF basal und in geringeren Mengen als 

PEDF vom RPE sekretiert, was an humanen kultivierten RPE-Zellen gezeigt werden 

konnte (Sonoda et al. 2010). In einer Studie zur Funktion von VEGF im RPE von 

Mäusen konnte nachgewiesen werden, dass VEGF wichtig für die Aufrechterhaltung 
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der Fenestrierung des choriokapillären Endothels und für die Verbindung des RPEs 

mit den äußeren Photorezeptorsegmenten ist (Ford et al. 2011). Kommt es zur 

Verletzung der retinalen Strukturen, wird das RPE stimuliert und es werden weitere 

neuroprotektive Wachstumsfaktoren wie der Basic fibroblast growth factor sekretiert, 

was bei Mäusen mit mechanisch durchgeführter Verletzung der Retina gezeigt wurde 

(Wen et al. 1995). So ist das RPE mit der Aufrechterhaltung der retinalen und 

choriokapillären Struktur in der Lage, sowohl die Sehkraft, als auch die 

Nährstoffversorgung des Auges zu sichern (Strauss 2005). 

 

Phagozytose 

Die hohe ins Auge eintreffende Lichtenergie führt zu einer konstanten photo-

oxidativen Zerstörung der lichtsensiblen äußeren Segmente der Photorezeptoren 

(POS) (Juel et al. 2013). Um die Funktion der POS, die mit der Aufrechterhaltung der 

Sehkraft verbunden ist, dennoch weiter gewährleisten zu können, müssen diese 

ständig erneuert werden (Mazzoni et al. 2014). Die Umsatzrate eines kompletten 

POS beträgt in etwa zehn Tage (Wavre-Shapton et al. 2014). Die RPE-Zellen sind in 

der Lage, die dabei abgeworfenen Fragmente der POS zu phagozytieren, zu 

verdauen oder essentielle Substanzen wie das Retinal zu recyclen und den POS 

wieder zur Verfügung zu stellen (siehe Abbildung 1) (Wavre-Shapton et al. 2014). 

Die tägliche Aufnahme einer Vielzahl an Photorezeptorfragmenten macht die RPE-

Zellen zu den aktivsten phagozytierenden Zellen des Körpers (Wavre-Shapton et al. 

2014). Die Phagozytoseaktivität ist dabei abhängig vom Hell-Dunkel-Rhythmus und 

der stattfindenden Interaktion zwischen RPE und Photorezeptoren (LaVail 1976, 

Young 1977). Wie am Beispiel des Goldfisches gezeigt werden konnte, werden die 

abgeworfenen Fragmente der Stäbchen vermehrt in den Morgenstunden und die der 

Zapfen vermehrt nach Eintreten der Dunkelheit phagozytiert (O'Day and Young 

1978). Durch Integrine, wie das αvβ5-Integrin der Maus, werden die Fragmente der 

Photorezeptoren an die apikale Membran der RPE-Zellen gebunden (Nandrot et al. 

2012). Der Tyrosinkinase c-mer Rezeptor aktiviert nach der spezifischen Bindung der 

POS durch die Integrine an die apikalen Membran der RPE-Zellen eine Second-

Messenger Kaskade, welche die Internalisierung der POS initiiert (Nandrot et al. 

2012, Tang et al. 2015). Über die weitere Entwicklung der dann gebildeten 

Phagosomen ist bisher wenig bekannt. Man weiß jedoch, dass sie zur Reifung von 
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apikal nach basal wandern, dort mit Lysosomen fusionieren und anschließend 

abgebaut werden (Wavre-Shapton et al. 2014). 

 

Immunprivileg des Auges 

Der heutige Begriff „Immunprivileg des Auges“ wurde 1948 von Peter Medawar 

geprägt. Ausschlaggebend hierfür war seine Entdeckung, dass es bei der 

Transplantation von Hautstücken in die vordere Augenkammer von Kaninchen erst 

sehr viel später zu einer Abstoßungsreaktion kam als bei anderen Körperteilen 

(Medawar 1948). Lange Zeit wurde die Hypothese vertreten, dass es sich bei 

immunprivilegierten Organen, wie z.B. dem Gehirn und dem Auge, um eine 

immunologische Ignoranz der Organe gegenüber dem Immunsystem handle. Heute 

jedoch weiß man, dass es sich vielmehr um einen dynamischen Prozess handelt, bei 

dem die Organe aktiv mit dem Immunsystem in Kontakt treten und so durch 

physiologische, mechanische und immunologische Eigenschaften vor 

immunmediierten Entzündungsvorgängen geschützt sind (Niederkorn 2012, 

Niederkorn and Stein-Streilein 2010). Das RPE verfügt über zwei Möglichkeiten 

dieses Privileg aufrecht zu erhalten. Zum einen stellt das RPE im physiologischen 

Zustand durch seine festen Zellverbindungen eine für Bestandteile des 

Immunsystems nahezu unüberwindbare mechanische Barriere zum inneren Auge 

dar (Park et al. 2014). Zum anderen ist das RPE in der Lage mit dem Immunsystem 

über die Produktion von immunstimulierenden oder immunsuppressiven Faktoren zu 

kommunizieren. So konnte die Produktion von verschiedenen Chemokinen durch 

ARPE-19 Zellen nach Stimulation mit aktivierten T-Zellen nachgewiesen werden 

(Juel et al. 2012). Außerdem zeigte sich eine immunstimulierende Wirkung von RPE-

Zellen durch die Sekretion von Interleukin-8 nach Stimulation von ARPE-19 Zellen 

mit pro-inflammatorischen Faktoren wie dem Tumornekrosefaktor alpha (TNFα) und 

Sphingosine 1-Phosphat (Qiao et al. 2012). Auch eine erhöhte Expression des 

monozytenchemotaktischen Proteins 1 (MCP1), welches die Anlockung von 

Makrophagen bewirkt, war in RPE-Zellen von Mäusen, welche einer verstärkten 

Lichteinwirkung ausgesetzt waren, nachweisbar (Narimatsu et al. 2013). An 

kultivierten humanen RPE-Zellen konnte beobachtet werden, dass RPE-Zellen nach 

Stimulation mit Interferon gamma die sogenannten MHC II (Major histocompatibility 

complex) Moleküle zur Antigenpräsentation exprimieren, wodurch wiederum T-Zellen 

stimuliert werden (Osusky et al. 1997). Des Weiteren ist das RPE in der Lage Toll-
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like Rezeptoren (z.B. TLR3, 4 und 9) zu exprimieren, welche nach der Bindung von 

sogenannten PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns) das Immunsystem 

aktivieren, was an ARPE-19 Zellen, welche mit Herpes Simplex Virus beimpft 

wurden, gezeigt werden konnte (Moses et al. 2014). 

Eine immunsuppressive Wirkung von RPE-Zellen konnte an frisch isolierten RPE-

Zellen von Mäusen untersucht und nachgewiesen werden (Chen et al. 2014). Bei 

diesen RPE-Zellen stellte man in Zellkulturversuchen fest, dass sie durch die 

Expression von CD73, welches das pro-inflammatorisch wirkende 

Adenosintriphosphat (ATP) in das immunsuppressive Adenosin umwandelt, die 

Proliferation von CD4+-Zellen supprimieren (Chen et al. 2014). Bei Untersuchungen 

mit Ratten-RPE wurde beobachtet, dass das RPE eine durch Antigene, Mitogene 

und Interleukin-2 verursachte Lymphozytenproliferation durch Produktion von 

Prostaglandin E2 (PGE2) und Stickstoffoxide unterbinden kann (Liversidge et al. 

1994, Liversidge et al. 1993). Dieser vom RPE ausgehende, hemmende Effekt auf 

die Lymphozytenproliferation konnte durch den Vergleich zweier 

Lymphozytenproliferationsassays einmal mit und einmal ohne RPE Ko-Kultivierung 

gezeigt werden (Liversidge et al. 1994, Liversidge et al. 1993). Des Weiteren konnte 

in einer immortalisierten murinen RPE-Zelllinie die Expression von MHC II Molekülen 

festgestellt werden, welche Peptidbruchstücke präsentierten, die statt stimulierend 

aktivitätssenkend auf T-Lymphozyten wirkten (Gregerson et al. 2007). 

Untersuchungen an humanen nativen RPE-Zellen, welche entweder direkt oder 

durch ein Transwell getrennt mit aktivierten T-Lymphozyten für 24 Stunden ko-

kultiviert wurden, ergaben, dass RPE-Zellen zusätzlich in der Lage sind durch 

Sekretion der löslichen Faktoren CD54 und PGE2, immunsuppressiv auf die durch T-

Lymphozyten bedingte Ausschüttung der Chemokine CCL3 und CCL4 zu wirken 

(Wallace et al. 2013).  

Wie wichtig die Funktion des RPEs zur Aufrechterhaltung des Immunprivilegs ist, 

verdeutlichen die vielen Augenerkrankungen, die mit einer Störung seitens der Blut-

Retina-Schranke in Zusammenhang gebracht werden (Degroote et al. 2014, Lee et 

al. 2014, Loukovaara et al. 2014, Park et al. 2014, Wang et al. 2011). Auf die 

Funktion der Blut-Retina-Schranke und deren Bedeutung in verschiedenen 

Augenerkrankungen soll im Folgenden näher eingegangen werden. 
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2.2.2 Aufbau und Funktion der Blut-Retina-Schranke 

Die Blut-Retina-Schranke (BRS) stellt eine sehr wichtige anatomische Struktur dar, 

welche entscheidend für die Erhaltung des immunprivilegierten Status des Auges ist 

(Szober et al. 2012). Sie wird von zwei Komponenten gebildet, der inneren und der 

äußeren BRS (Arredondo Zamarripa et al. 2014). Die innere BRS besteht aus über 

Tight-Junctions dicht verknüpften Endothelzellen der retinalen Blutgefäße, welche 

zusätzlich von Perizyten, Astrozyten und Müller-Gliazellen umhüllt und abgedichtet 

werden (Yao et al. 2014). Die äußere BRS wird von ebenfalls über durch Tight-

Junctions dicht verknüpften RPE-Zellen gebildet (Park et al. 2014). Das Pferd stellt 

hier eine Besonderheit dar, da es aufgrund einer weitestgehend avaskulären Retina 

nur eine äußere BRS besitzt (Szober et al. 2012). Das RPE ist ein einschichtiges 

kubisches Epithel, welches apikal mit den Photorezeptoren und basal mit der 

Bruch’schen Membran und der Choroidea in Verbindung steht (Willermain et al. 

2014). So stellt es zum einen eine feste mechanische, zum anderen aber auch eine 

durch Produktion oder Sekretion verschiedenster Immunmodulatoren mit dem 

Immunsystem interagierende Barriere zwischen dem inneren Auge und den 

Blutgefäßen der Choroidea dar (s. Kap. 2.2.1) (Juel et al. 2013, Park et al. 2014). Die 

BRS ist maßgeblich daran beteiligt, das Immunprivileg des Auges aufrecht zu 

erhalten und somit den Erhalt des Visus zu gewährleisten (Szober et al. 2012). 

Zudem ist sie auch für die strukturelle und physiologische Integrität der Retina von 

großer Bedeutung (Kim et al. 2009). Dies wird durch zahlreiche Augenerkrankungen 

verdeutlicht, die im Zusammenhang mit einer nicht mehr intakten BRS stehen. 

Beispiele hierfür sind die equine rezidivierende Uveitis, die humane autoimmune 

Uveitis, die altersbedingte Makuladegeneration und die Best’sche vitelliforme 

Makuladystrophie (Daudin et al. 2011, Degroote et al. 2014, Lee et al. 2014, Wang et 

al. 2011). Diese werden im Folgenden näher erläutert. 

2.2.3 Beteiligung der Blut-Retina-Schranke an der Pathogenese der 

Uveitis und weiterer Augenerkrankungen 

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine häufig auftretende schwere 

Augenerkrankung bei Pferden (Gilger et al. 2010). Durch das Auffinden autoreaktiver 

T-Zellen gegen retinale Autoantigene konnte ein autoimmunmediiertes Geschehen 

der ERU nachgewiesen werden (Degroote et al. 2014). Ein wichtiges 

Schlüsselereignis der ERU ist der Zusammenbruch der BRS (Szober et al. 2012). In 
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den Glaskörpern von an ERU erkrankten Pferden konnten aus dem Blut stammende 

Tetanustoxoid-Antikörper detektiert werden, dies erbrachte den ersten Hinweis für 

eine nicht mehr intakte BRS (Deeg et al. 2001). Ein zusätzlicher Hinweis für das 

Zusammenbrechen der BRS ergab sich aus der Detektion einer erhöhten 

Konzentrationen von klassischen Serumproteinen wie Albumin und einer erhöhten 

Gesamtproteinkonzentration in Glaskörpern von an ERU erkrankten Pferden (Deeg 

et al. 2007a, Hauck et al. 2007). In Gewebeschnitten von an ERU erkrankten Pferden 

konnte der Zusammenbruch der BRS eindeutig nachgewiesen werden (Deeg et al. 

2002a). Ebenso wurde in histologischen Schnitten von Pferdeaugen mit durch 

CRALBP experimentell induzierter Uveitis ein totaler Verlust des RPEs und somit 

eine vollkommene Zerstörung der BRS vorgefunden (Deeg et al. 2006b). Welche 

pathophysiologische Vorgänge sich an der BRS in Zusammenhang mit der ERU 

abspielen, ist nicht geklärt. Ob es sich dabei um ein primäres funktionelles 

Geschehen an der BRS handelt, welches den autoreaktiven T-Zellen erlaubt die 

Schranke zu überqueren, oder ob der Zusammenbruch der BRS sekundär durch die 

von den T-Zellen verursachte Zerstörung der retinalen Strukturen bedingt ist, ist 

derzeit noch fraglich. Jedoch gibt es mehrere Hinweise darauf, dass am RPE 

stattfindende pathologische Vorgänge zu einer funktionellen Störung der BRS führen. 

So konnten z.B. auch von RPE-Zellen exprimierte Proteine wie das Apolipoprotein 

A1 und PEDF differentiell abundant in den Glaskörpern von an ERU erkrankten 

Pferden im Vergleich zu Kontrollen gefunden werden, was vielmehr als Zeichen einer 

funktionellen Störung des RPEs angesehen wurde, anstatt alleinig einen 

Zusammenbruch der BRS widerzuspiegeln (Deeg et al. 2007a). In uveitischen 

Glaskörpern war Apolipoprotein A1 dabei höher abundant (Deeg et al. 2007a). Die 

genaue Funktion von Apolipoprotein A1 in RPE-Zellen ist bislang nicht bekannt, 

allerdings konnte es auch als hochreguliert im Glaskörper und in RPE-Zellen von 

Patienten mit proliferativer diabetischer Retinopathie detektiert werden (Simo et al. 

2008). Die Konzentration von PEDF war in uveitischen Glaskörpern geringer im 

Vergleich zu Kontrollen (Deeg et al. 2007a). PEDF ist ein wichtiges, vom RPE apikal 

sekretiertes Protein, welches eine neuroprotektive Wirkung auf Photorezeptoren hat 

und die endotheliale Zellproliferation verhindert, was im Mausmodell gezeigt werden 

konnte (Haurigot et al. 2012, Y. Wang et al. 2014). Ein weiterer Hinweis darauf, dass 

autoreaktive T-Zellen die BRS erst nach vorangegangener funktioneller Störungen 

der BRS überqueren können, konnte in einer von unserer Arbeitsgruppe 
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durchgeführten Studie zum uveitogenen Potential von S-Antigen gefunden werden 

(Deeg et al. 2004). Dabei konnte bei nur einem von fünf Pferden eine Uveitis mit in 

das Augeninnere infiltrierenden autoagressiven T-Zellen ausgelöst werden (Deeg et 

al. 2004). Interessanterweise wurden aber bei allen Pferden autoreaktive T-Zellen 

gegen S-Antigen im Blut nachgewiesen, von denen es einige bis in die Choroidea 

geschafft hatten, es jedoch zu keiner Migration durch die BRS kam (Deeg et al. 

2004). Zu Klärung der pathophysiologischen Vorgänge an der BRS, die den Übertritt 

von autoreaktiven T-Zellen ermöglichen, sind weitere Studien erforderlich. 

Auch im Hinblick darauf, dass die ERU das einzige spontane Tiermodell für die 

humane autoimmune Uveitis (HAU) darstellt (s. Kap. 2.1.3.2), ist die Erforschung von 

pathophysiologischen Vorgängen an der BRS bei der ERU von großer Bedeutung 

(Szober et al. 2012). Denn wie bei der ERU spielt die Beteiligung von RPE-Zellen an 

der Pathogenese der HAU eine entscheidende Rolle, was z.B. in einem Modell mit 

ARPE-19 Zellen gezeigt wurde (Chen et al. 2011). Dabei konnte durch Inkubation 

eines ARPE-19 Monolayers mit für die HAU charakteristischen Zytokinen aufgrund 

einer Zerstörung der Tight-Junctions eine vermehrte Durchlässigkeit des Monolayers 

hervorgerufen werden (Chen et al. 2011). Da jedoch geeignetes Probenmaterial bei 

der HAU nur sehr schwer und meist auch nur im Endstadium der Erkrankung zu 

erhalten ist, wird neben der ERU auf weitere etablierte Tiermodelle wie das der 

experimentellen autoimmunen Uveitis (EAU) zurückgegriffen, um die 

pathophysiologischen Vorgänge der Uveitis zu erforschen (Caspi 2010). Die EAU 

eignet sich durch die von den standardisierten Grundvoraussetzungen erreichte hohe 

interne Validität insbesondere für Untersuchungen, bei denen die Auswirkungen 

durch einen bestimmten veränderten Faktor analysiert werden sollen. Bei der EAU 

konnte ein Zusammenbruch der BRS bei Mäusen nach Immunisierung mit IRBP und 

bei Ratten nach Immunisierung mit S-Antigen durch vermehrte Extravasation von 

Albumin detektiert werden (Luna et al. 1997, Xu et al. 2003). Die genauen 

Pathomechanismen, die zum Zusammenbruch der BRS bei der EAU führen, sind, 

wie auch bei der ERU, bislang nicht vollständig geklärt. Viele immunstimulierende 

Moleküle, wie Interleukin-6, Interleukin-17, Interferon gamma, TNFα, Toll-like 

Rezeptoren, MHC Antigene und VEGF, die z.B. von Mäuse- oder Ratten-RPE 

sekretiert werden, konnten in Zusammenhang mit dem Zusammenbruch der BRS 

und damit in Zusammenhang mit der Pathogenese der EAU gebracht werden 

(Bamforth et al. 1996, Caspi 2010, Chen et al. 2013, Luna et al. 1997). Erst kürzlich 
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konnte bei Mäusen mit IRBP-induzierter EAU eine niedrigere Expression von CD73, 

einem Enzym, welches das pro-inflammatorische ATP zu dem immunsuppressiven 

Adenosin konvertiert, in RPE-Zellen im Vergleich zu nicht uveitischen Mäusen 

nachgewiesen werden (Chen et al. 2014). Des Weiteren konnte in einem 

Proliferationsassay, bei dem RPE-Zellen und T-Zellen ko-kultiviert wurden, gezeigt 

werden, dass CD73 positive RPE-Zellen in Beteiligung von Adenosinmonophosphat 

(AMP) eine T-Zell-Proliferation hemmen (Chen et al. 2014). Demgegenüber hatten 

CD73 negative RPE-Zellen keinen Einfluss auf die T-Zell Proliferation und somit 

wurde die sonst von gesundem RPE ausgehende immunsuppressive Wirkung im 

Falle der EAU gemindert (Chen et al. 2014). Zusammenfassend konnte bislang in 

vielen Studien eine entscheidende Beteiligung des RPEs als Teil der BRS an den bei 

der Uveitis stattfindenden Pathomechanismen nachgewiesen werden. Jedoch sind 

die genauen Mechanismen wie es zum Funktionsverlust der BRS und dem Eintreten 

von autoaggressiven T-Zellen in das innere Auge kommt noch nicht vollständig 

geklärt.  

Die Beteiligung der BRS an vielen weiteren Augenerkrankungen verdeutlicht die 

Wichtigkeit der weiteren Erforschung von an der BRS beteiligten Strukturen. Das 

RPE nimmt hierbei einen besonderen Stellenwert ein. Durch die Interaktion mit dem 

Immunsystem und seinen benachbarten Strukturen sowie die Vielzahl seiner 

aufrechterhaltenden Funktionen steht das RPE im Zentrum der bei der Uveitis und 

anderen Augenerkrankungen stattfindenden pathophysiologischen Vorgänge. Da 

solche Interaktionen meist über Oberflächenproteine ablaufen, ist das Verständnis 

der dort stattfindenden Veränderungen besonders wichtig. Erkenntnisse die durch 

die Untersuchungen von am RPE ablaufenden Mechanismen bei den verschiedenen 

Augenerkrankungen gewonnen werden, könnten möglicherweise zum Teil auch auf 

die autoimmune Uveitis und umgekehrt die bei der Uveitis gewonnenen Erkenntnisse 

auf die anderen Augenerkrankungen übertragbar sein. Dies würde zu einem 

effektiveren und schnelleren Voranschreiten bei der Aufklärung der sich am RPE 

abspielenden Pathomechanismen beitragen.  

Eine sehr bedeutende Augenerkrankung, die sich zu solch vergleichenden Analysen 

aufgrund der Beteiligung des RPEs an ihrer Pathogenese gut eignet, ist die 

altersbedingte Makuladegeneration (AMD). Sie stellt die häufigste Ursache für die 

Erblindung älterer Menschen dar (Smailhodzic et al. 2014). Definiert wird sie als 

chronisch-progressive Erkrankung, welche mit degenerativen Veränderungen der 
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Makula und des retinalen Pigmentepithels und der Bildung von Drusen einhergeht 

(Ferris et al. 2013). Mit der Pathogenese der AMD werden vor allem Mechanismen in 

Verbindung gebracht, die die physiologischen Funktionen des RPEs (siehe Kap. 

2.2.1.2) beeinträchtigen (Qin and Rodrigues 2008). Dazu gehören unter anderem 

oxidativer Stress, die daraus resultierende Akkumulation von Lipofuscin, die Bildung 

von Drusen und eine gestörte choriokapilläre und retinale Angiogenese (Farnoodian 

et al. 2015, Steinberg et al. 2014, Tan et al. 2015, Zhao et al. 2014). Drusen sind 

abgegrenzte, Protein- oder Lipid-gefüllte Einlagerungen zwischen der Bruch’schen 

Membran und dem RPE, die schon aufgrund ihrer Lokalisation die Funktionen des 

RPEs beeinträchtigen. Zudem können sie pro-inflammatorische Mediatoren wie z.B. 

Amyloid-beta enthalten, welche das RPE zur Sekretion von Interleukin-6, TNF-α, 

Interleukin-1β und Interleukin-18 stimulieren (Liu et al. 2013). Dies konnte nach 

intravitrealer Injektion von Amyloid-beta 1-40 an Ratten-RPE gezeigt werden (Liu et 

al. 2013). Dass die veränderte Expression von Oberflächenproteinen des RPEs an 

der Pathogenese der AMD entscheidend beteiligt sein könnte, zeigt die Bedeutung 

von CD36 in RPE-Zellen (Picard et al. 2010). CD36 wird von RPE-Zellen basolateral 

exprimiert und ist dort in der Lage schädigende Lipoproteine (oxidiertes LDL) 

aufzunehmen (Picard et al. 2010). Bei CD36-defizienten Mäusen konnten typische 

Anzeichen einer AMD festgestellt werden (Houssier et al. 2008). Das Fehlen der 

CD36-Expression führt zur Ansammlung dieser toxischen Lipoproteine und zur 

Verdickung der Bruch’schen Membran, einem typischen Merkmal der AMD (Picard et 

al. 2010). 

Auch Genmutationen können zur Veränderung von Proteinexpressionen führen, 

welche dann mit einer Funktionsstörung des RPEs einhergehen (Johnson et al. 

2013). Bei der Uveitis ist hierzu bislang nichts bekannt, jedoch führt eine Mutation 

des vitelliformen Makuladystrophie Typ 2-Gens (VMD2-Gen), welches das RPE-

spezifische Protein Bestrophin kodiert, zu einer weiteren Form der 

Makuladegeneration, der autosomal-dominant vererbten Best'schen vitelliformen 

Makuladystrophie (BVMD) (Johnson et al. 2013). Typische Anzeichen der BVMD 

sind Akkumulation von Lipofuszin in den RPE-Zellen, Netzhautabhebungen und ein 

mit Flüssigkeit und Debris gefüllter subretinaler Raum (Zhang et al. 2010). Es besteht 

derzeit die Hypothese, dass Mutationen dieses VMD2-Gens zu Änderungen der 

Proteinexpression von Bestrophin führen (Zhang et al. 2010). Da Bestrophin in der 

basolateralen Membran des RPEs lokalisiert ist und dort als Ca2+ aktivierter Cl−-
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Kanal fungiert, könnten Änderungen im Expressionsmuster von Bestrophin 

Funktionsstörungen des RPEs, wie z.B. Störungen im Flüssigkeitstransport, 

hervorrufen (Zhang et al. 2010). Weitere Untersuchungen zu den sich am RPE 

abspielenden pathophysiologischen Mechanismen bei den oben genannten 

Augenerkrankungen und bei der Uveitis selbst werden tiefere Einblicke in die bislang 

noch weitestgehend ungeklärten Pathomechanismen an der äußeren BRS 

ermöglichen. 

2.3 Zelloberflächenproteine 

Die molekulare Zusammensetzung der Zelloberfläche und deren dynamische 

Veränderungen liefern wichtige Erkenntnisse über die Interaktion einer Zelle mit ihrer 

Umgebung (Wollscheid et al. 2009). So ist die Erforschung des 

Zelloberflächenproteoms von großer Bedeutung, um sowohl das physiologische als 

auch pathologische Kommunikationsverhalten von Zellen mit ihrer Umgebung besser 

verstehen zu können (Elschenbroich et al. 2010). Die Oberflächenproteine können 

nach Almen et al. in vier Gruppen eingeteilt werden: Rezeptoren, Enzyme, Proteine 

mit Transportfunktion und Sonstige (Almen et al. 2009). Zu den Rezeptoren gehören 

G-Protein gekoppelte Rezeptoren, Rezeptor-Tyrosinkinasen, Antigenrezeptoren und 

Pattern-Recognition Rezeptoren (Almen et al. 2009). Zu den Enzymen zählen 

Oxidoreduktasen, Transferasen, Hydrolasen und Isomerasen (Almen et al. 2009). In 

der Gruppe der Proteine mit Transportfunktion finden sich Kanäle, Solute Carriers 

und aktive Transporter (Almen et al. 2009). Unter Sonstige fallen 

Adhäsionsmoleküle, Liganden und Proteine mit unbekannter Funktion (Almen et al. 

2009). Veränderungen, die sich sowohl an der extra- als auch an der intrazellulären 

Seite der Plasmamembran abspielen, werden von den Zelloberflächenproteinen 

durch ihre dynamische Expression, Lokalisation, Strukturveränderung und Interaktion 

mit anderen Molekülen widergespiegelt (Sun 2014). So kann sich die 

Zusammensetzung des Oberflächenproteoms je nach physiologischen und 

pathologischen Bedingungen stark verändern. Um diese dynamischen Prozesse 

erfassen zu können, ist es daher von hoher Relevanz, sich nicht mit den 

Oberflächenproteinen auf Genomebene zu beschäftigen, sondern das 

Zelloberflächenproteom selbst zu analysieren (Apweiler et al. 2009). Die 

Heterogenität, der amphiphile Charakter der Membranproteine und ihre relativ 

niedrige Abundanz stellen eine Schwierigkeit für die Probenverarbeitung und 
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Anreicherung der Membranproteine dar (Tan et al. 2008, Zheng and Foster 2009). 

Die heutzutage entwickelten Methoden zur Verarbeitung und Anreicherung von 

Membranproteinen und die Weiterentwicklung von nicht-Gel-basierten Systemen in 

der Massenspektrometrie erleichtern inzwischen die Untersuchungen der 

Zelloberflächenproteome enorm (Holley et al. 2015). Gängige Methoden zur 

Anreicherung von Zelloberflächenproteinen sind z.B. das Koppeln an kationische 

kolloidale Siliciumoxid-Beads, die Anreicherung von Glykoproteinen durch Lektine 

und die Oberflächenbiotinylierung (Elschenbroich et al. 2010). 

Bei der Anreicherung durch kationische kolloidale Siliciumoxid-Beads lagern sich die 

kationischen Silicium Mikrobeads an die negativ geladene Zelloberfläche an (Kim et 

al. 2011). Die kationischen Beads werden anschließend mit einem anionischen 

Polymer vernetzt (Kim et al. 2011). Durch mehrere Zentrifugationsschritte werden die 

Membranproteine von den Beads und Debris getrennt (Kim et al. 2011). Die schnelle 

Beschichtung mit anschließender Vernetzung erhält die native Struktur und 

Lokalisation der Proteine innerhalb der Lipiddoppelschicht und schützt vor 

chemischer und enzymatischer Manipulation (Kim et al. 2011). Diese Methode 

ermöglicht die Unterscheidung zwischen verschiedenen Proteinlokalisationen, wie 

z.B. basal oder apikal, indem auf einem Monolayer aus Epithel- oder Endothelzellen 

in vitro zuerst die apikale Seite mit den Beads beschichtet wird, welche dann 

zusammen mit der Zytoplasma- und der Nukleusfraktion mittels eines Lysepuffers bis 

hin zur Basalmembran abgelöst wird. Die apikalen Membranproteine werden 

anschließend durch mehrere Zentrifugationsschritte erst von der Zytoplasma- und 

Nukleusfraktion und dann von den Beads getrennt (Stolz and Jacobson 1992). 

Die Glykosilierung von Proteinen ist eine der häufigsten posttranslationalen 

Modifikationen (Apweiler et al. 1999). Daher stellt die Anreicherung von 

Glykoproteinen eine hochselektive Methode dar, um die meisten 

Oberflächenproteine anzureichern (Sparbier et al. 2005). Hierbei werden die 

glykosilierten Oberflächenproteine mit Hilfe von über Säulen immobilisierten 

Lektinen, wie z.B. Concanavalin A, eingefangen (Kaji et al. 2006). 

Bei der Oberflächenbiotinylierung werden die Membranproteine kovalent an Biotin, 

z.B. Aminooxybiotin, gebunden und anschließend über einen Avidin/Streptavidin 

beschichteten Träger (z.B. Harze, Beads oder Mikrotiterplatten) adsorbiert 

(Elschenbroich et al. 2010). In einem nächsten Schritt werden ungebundene Proteine 

ausgewaschen und die spezifisch gebundenen Proteine anschließend mit Trypsin 
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verdaut (Szober et al. 2012). Die im Überstand enthaltene tryptischen Proteinfraktion 

wird durch Zentrifugieren gewonnen (Szober et al. 2012). Werden die noch 

übriggebliebenen Beads mit einer glycerolfreien Peptid-N-Glykosidase (PNGase) F 

versetzt, kann zusätzlich die glykopeptidische Fraktion gewonnen werden (Szober et 

al. 2012). 

Die durch diese Verfahren angereicherten Oberflächenproteine können dann z.B. 

massenspektrometrisch identifiziert und anschließend einer genauen Analyse 

unterzogen werden.  

2.4 Differentielle Proteomanalyse 

Die Proteomik umfasst die Untersuchungen des Proteoms. Das Proteom beschreibt 

die Gesamtheit aller vorliegenden Proteine in einer Zelle oder eines Gewebes unter 

bestimmten Bedingungen und zu einem definierten Zeitpunkt (Wilkins et al. 1996a, 

Wilkins et al. 1996b). Im Gegensatz zum Genom ist das Proteom sehr dynamisch, 

durch veränderte Bedingungen kann es sich in seiner qualitativen sowie quantitativen 

Zusammensetzung ständig ändern (Apweiler et al. 2009). Die differentielle Proteomik 

ermöglicht die Untersuchung dieser Änderungen unter bestimmten Bedingungen, 

wodurch ein unvoreingenommener Vergleich zwischen z.B. gesundem und 

erkranktem Gewebe möglich ist und somit neue Erkenntnisse über 

pathophysiologische Vorgänge gewonnen werden können (Deeg et al. 2007a, Hauck 

et al. 2010, Hauck et al. 2012, Hauck et al. 2007, Zipplies et al. 2010a). Eine 

geeignete Methode, um differentiell exprimierte Proteine zu identifizieren, ist die 

Massenspektrometrie (Paul et al. 2013).  

Wie der Name schon andeutet, wird bei der Massenspektrometrie die molekulare 

Masse von geladenen Partikeln durch Messung ihres Masse-Ladungs-Verhältnisses 

(m/z) bestimmt (Paul et al. 2013). Das Massenspektrum stellt dabei eine Auftragung 

der Ionenhäufigkeit gegen m/z dar (Paul et al. 2013). Ein Massenspektrometer 

besteht aus drei grundlegenden Komponenten: der Ionenquelle (z.B. Elektrospray 

Ionisation), dem Analysator (z.B. eine Ionenfalle, in der die Ionen durch magnetische 

und elektrische Felder nach ihrem m/z aufgetrennt werden können) und dem 

Detektor (erfasst die Anzahl der Ionen eines bestimmten m/z Verhältnisses) (Paul et 

al. 2013, Tatituri et al. 2015). Die Selektivität dieser Methode kann entscheidend 

erhöht werden, indem man mehrere Analysatoren hintereinander schaltet, dies wird 

als Tandem-Massenspektrometrie bezeichnet (MS/MS) (Dongre et al. 1997). Durch 
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eine vorangeschaltete Flüssigkeitschromatographie (LC) vor das Tandem-

Massenspektrometer, LC-MS/MS genannt, kann die Identifikation der Proteine 

zusätzlich verbessert werden (Beck et al. 2011). Die Proteine werden hierbei zuerst 

enzymatisch verdaut und anschließend in einem Hochleistungsflüssigkeits-

chromatographen (HPLC) aufgetrennt (Chen and Pramanik 2008). Die dabei 

entstehenden Fraktionen werden massenspektrometrisch analysiert (Chen and 

Pramanik 2008). Die anschließende Identifikation der Proteine erfolgt über den 

Vergleich der detektierten Massenspektren der Peptide mit Proteinsequenz-

datenbanken (Degroote et al. 2014). Hierfür können Programme wie MASCOT 

verwendet werden (Degroote et al. 2014). Die Quantifizierung der Proteine kann auf 

der Markierung der Peptide mit einem Label oder auf Label-freien Methoden 

basieren (Butler et al. 2010, Hauck et al. 2012). 

Die von Ross et al. eingeführte quantitative Methode ITRAQ (Isobaric tags for 

realtive and absolute quantitation) stellt ein Beispiel für eine Labeling-Methode dar 

(Ross et al. 2004). Die ITRAQ-Label bestehen aus einer Reportergruppe, einer 

Balancegruppe und einer aminoreaktiven Gruppe (Chen et al. 2010). Nach Trypsin-

Verdau werden die Proben mit den ITRAQ-Reagenzien, die unterschiedliche 

Molmassen aufweisen, markiert, anschließend vereinigt, chromatographisch 

fraktioniert und schließlich massenspektrometrisch untersucht (Chen et al. 2010). 

Eine weitere Labeling-Methode ist SILAC (Stable isotope labelling by amino acids in 

cell culture) (Mann 2006). Hierbei werden in der Zellkultur in vivo isotopenmarkierte 

Aminosäuren metabolisch in die Zelle eingebaut (Mann 2006). Vorteile der SILAC-

Methode sind eine hohe Nachweisempfindlichkeit und die Möglichkeit, mehr als zwei 

Zustände miteinander vergleichen zu können (Lange et al. 2010). 

Nachteile der Label-Methoden sind aufwändige Probenvorbereitungen, hohe 

Probenkonzentrationen und teilweise unvollständiges Labeling, daher werden in der 

Proteomforschung immer häufiger Label-freie Methoden genutzt (Patel et al. 2009). 

Diese stellen eine sehr effiziente und mit sehr guten Ergebnissen einhergehende 

Methode zur Identifizierung von Peptiden und darauffolgender Erschließung eines 

globalen Proteinprofils einer Probe dar (Bantscheff et al. 2007). Label-freie 

Techniken sind schnell, einfach durchzuführen, günstig und zudem kann nahezu 

jedes lösliche biologische Material untersucht werden (Aoshima et al. 2014). 

Wie in Kapitel 2.3 beschrieben, können durch Analyse des Oberflächenproteoms 

einer Zelle wichtige Informationen über die Kommunikation der Zellen untereinander 
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und mit deren Umgebung sowie über zahlreiche pathogenetische Vorgänge 

gewonnen werden (Elschenbroich et al. 2010). Um so nah wie möglich die in vivo 

stattfindenden Prozesse analysieren zu können ist es erforderlich, natives oder ex 

vivo Probenmaterial zu untersuchen, was durch die mittels differentieller 

Proteomanalyse nachgewiesenen grundlegenden Änderungen des Proteomprofils 

nativer und kultivierter Zellen verdeutlicht wurde (Szober et al. 2012). Deshalb war 

der Ausgangspunkt dieser Arbeit Oberflächenproteine von gesunden und uveitischen 

equinen RPE-Zellen in situ durch eine neuartige Biotinylierungsmethode 

anzureichern, mittels LC-MS/MS zu identifizieren und anschließend ihre differentielle 

Regulation zwischen gesund und krank zu analysieren, um differentiell regulierte 

Proteine der ERU so nah wie möglich an ihrem physiologischen und pathologischen 

Auftreten in vivo zu identifizieren. 
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5 DISKUSSION 

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine spontane und sehr häufige 

Augenentzündung beim Pferd und stellt das einzige spontane Tiermodell für die 

humane autoimmune Uveitis dar (Degroote et al. 2014). Charakteristisch für die ERU 

ist der Verlauf der Krankheit, dieser ist gekennzeichnet durch immer wiederkehrende 

Entzündungsschübe, welche von entzündungsfreien Phasen unterschiedlicher Dauer 

unterbrochen werden (Edelmann et al. 2014, Spiess 1997). Die in immer kürzeren 

Abständen auftretenden Entzündungsschübe gehen mit einer progressiven 

Zerstörung der intraokulären Strukturen einher, was letztendlich zur Erblindung des 

betroffenen Auges führt (Deeg et al. 2002a, Degroote et al. 2014). Bisher konnten die 

Ätiologie und die Pathogenese der ERU nicht ausreichend geklärt werden. Fest 

steht, dass es sich um ein autoimmunmediiertes Geschehen handelt, welches durch 

den Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke (BRS) und den Übertritt von 

autoreaktiven T-Lymphozyten in das innere Auge gekennzeichnet ist (Deeg et al. 

2002b, Degroote et al. 2014). Die BRS besteht aus einer inneren und äußeren 

Komponente (Arredondo Zamarripa et al. 2014). Die innere BRS wird von den mit 

Müller-Gliazellen, Astrozyten und Perizyten umhüllten Endothelzellen retinaler 

Gefäße gebildet (Yao et al. 2014). Die äußere BRS besteht aus den durch Tight-

Junctions fest verbundenen retinalen Pigmentepithel (RPE)-Zellen (Park et al. 2014). 

Da das Pferd eine überwiegend avaskuläre Retina besitzt, stellt das RPE die 

immunologische und mechanische Barriere zwischen der Choroidea und dem 

Augeninneren beim Pferd dar (Szober et al. 2012). Der Zusammenbruch dieser 

Barriere konnte bei an ERU erkrankten Pferden eindeutig nachgewiesen werden 

(Deeg et al. 2002a). Jedoch sind die an den RPE-Zellen ablaufenden 

pathophysiologischen Mechanismen, welche den bei der ERU stattfindenden 

Übertritt der T-Lymphozyten erlauben, noch weitestgehend ungeklärt. Gerade 

Expressionsänderungen von RPE-Oberflächenproteinen könnten durch ihre ständige 

Interaktion und Kommunikation mit benachbarten Zellen und Mediatoren des 

Immunsystems entscheidend an der Pathogenese der ERU beteiligt sein. Deshalb 

war es das Ziel dieser Arbeit, mittels differentieller Proteomanalyse die Unterschiede 

zwischen dem Oberflächenproteom von RPE-Zellen gesunder Pferde und an ERU 

erkrankter Pferde aufzudecken. In einer vorherigen Studie wurde bereits das 

Zelloberflächenproteom von nativen und kultivierten RPE-Zellen gesunder Pferde 
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verglichen (Szober et al. 2012). Mittels Biotinylierung wurden die 

Zelloberflächenproteine angereichert und anschließend in einem 

Tandemmassenspektrometer mit vorangeschalteter Flüssigkeitschromatographie 

(LC-MS/MS) untersucht (Szober et al. 2012). Dabei konnte eine grundlegende 

Änderung des Zelloberflächenprofils zwischen nativen und kultivierten RPE-Zellen 

detektiert werden. Durch die veränderten Bedingungen von der nahezu in vivo hin zu 

der in vitro Situation, waren nur noch 45 % der in nativen Zellen exprimierten 

Zelloberflächenproteine bei den kultivierten Zellen wiederzufinden. Es gelang zudem 

der Nachweis, dass die kultivierten Zellen ihr Expressionsmuster dahingehend 

veränderten, dass sie vermehrt Proteine mit funktionellen Eigenschaften wie 

Zelladhäsion und Zellkommunikation exprimierten und sich somit zunehmend an die 

in vitro Situation angepasst hatten (Szober et al. 2012). Vergleichende 

Untersuchungen mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese in Kombination mit 

matrixunterstützter Laser-Desorptions-Ionisation mit Flugzeitmassenspektrometer-

Detektion (MALDI-TOF MS) von nativen und kultivierten humanen RPE-Zellen 

zeigten ebenfalls kulturbedingte Veränderungen im Proteom der kultivierten RPE-

Zellen des Menschen (Alge et al. 2003). Diese kulturbedingte proteomische 

Dedifferenzierung von Zelllinien schränkt die Eignung dieser Zellen als 

Untersuchungsmodell für in vivo Geschehnisse erheblich ein. Um so nah wie möglich 

an den am RPE in vivo stattfindenden physiologischen und pathophysiologischen 

Prozessen zu bleiben, führten wir deshalb zur Anreicherung von Zelloberflächen-

proteinen von RPE-Zellen eine neuartige in situ Biotinylierungsmethode durch. Die so 

angereicherten Zelloberflächenproteine wurden anschließend ungelabelt mittels LC-

MS/MS analysiert und zwischen gesunden und an ERU erkrankten Pferden 

verglichen. Diese erstmals von uns durchgeführte in situ Biotinylierung mit 

anschließender LC-MS/MS ermöglichte die Identifizierung von insgesamt 148 

Proteinen. Davon wurden sechs Proteine nur bei gesunden Proben und ein Protein 

nur bei uveitischen Proben detektiert. Unter den 148 insgesamt identifizierten 

Proteinen befanden sich 81,8 % Plasmamembranproteine, was für den Erfolg der 

neuartigen Anreicherungsmethode sprach. Auch die Identifikation vieler 

typischerweise vom RPE exprimierten Proteine wie RPE65, 11-cis-Retinol-

Dehydrogenase und IRBP (Interphotoreceptor retinoid-binding protein), welche 

allesamt wichtige Proteine des Sehzyklus darstellen (Muniz et al. 2014), sowie 

Basigin, S-Arrestin, Na+/K+-ATPase und Transporter wie der Glukosetransporter 1 
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(GLUT-1) zeigte, dass es sich um einen validen Datensatz handelt (Publikation I, 

Supplemental Table 3, http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2014.06.020). Ein Großteil 

dieser Proteine wurde auch in der Plasmamembran von nativen humanen RPE-

Zellen detektiert, welche mittels unterschiedlicher Zentrifugationseinstellungen in eine 

Zytosol-, Mikrosomen- und Membranfraktion separiert und anschließend durch 

eindimensionale (1D) oder zweidimensionale (2D) Gelelektrophorese aufgetrennt 

wurden (West et al. 2003). Die Gelbanden oder Gelspots wurden folglich mittels 

MALDI-TOF/TOF MS oder LC-MS/MS analysiert (West et al. 2003). Insgesamt 

konnten dabei 278 Proteine identifiziert werden, darunter 52 

Plasmamembranproteine wie z.B. RPE65, S-Arrestin und Basigin (West et al. 2003). 

Unseres Wissens sind wir die ersten, die differentiell regulierte Proteine des RPEs in 

Verbindung mit Uveitis untersucht haben (Pubmed Recherche Stand 16.03.2015). 

Mit der neuen in situ Anreicherungsmethode von Oberflächenproteinen mit 

anschließender labelfreier LC-MS/MS konnten wir bei 27 von den insgesamt 148 

identifizierten Proteinen eine unterschiedliche Expression zwischen gesundem und 

uveitischem RPE quantifizieren (Publikation I, Tabelle 1 und 2). Aufgrund der 

begrenzten Anzahl an Proben im Discovery-Experiment musste zunächst kritisch 

betrachtet werden, ob die ausgewählten Stichproben das Expressionsmuster der 

equinen gesunden sowie uveitischen RPE-Oberflächenproteine repräsentativ 

widerzuspiegeln vermochten. Die Repräsentativität der Ergebnisse des Discovery-

Ansatzes konnte jedoch später durch die Verifikation von vier Kandidatenproteinen 

mittels einer ausreichenden Anzahl an Proben in weiterführenden Analysen bestätigt 

werden (Publikation I und II). 

Interessanterweise waren von den insgesamt 27 differentiell regulierten Proteinen 24 

in uveitischem RPE herunterreguliert und nur drei Proteine, welche alle Mediatoren 

des Immunsystems sind, hochreguliert. Teilt man die Proteine in die vier Gruppen 

„Transportproteine, Enzyme, Rezeptoren und Sonstige“ nach Almen et al. ein, so fällt 

auf, dass die Mehrzahl der herunterregulierten Proteine den „Transportproteinen“ 

angehört, so wie z.B. GLUT-4, die Adenosindiphosphat/Adenosintriphosphat 

(ADP/ATP) Translokase 2, der Na2+/Cl- abhängige GABA Transporter 2 und die 

Na2+/K+ ATPase beta 2 (Publikation I, Tabelle 2) (Almen et al. 2009). Aber auch 

Proteine der Gruppe „Enzyme“ (z.B. Malat-Dehydrogenase und RPE65), 

„Rezeptoren“ (z.B. Rhodopsin und CD44) sowie Proteine der Gruppe „Sonstige“ (z.B. 

Synaptotagmin 1 und Peripherin 2) sind vertreten. Die auffällig hohe Anzahl an 
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herunterregulierten Proteinen im Vergleich zu den hochregulierten Proteinen in 

uveitischem RPE könnte zunächst zu der Überlegung führen, dass es sich aufgrund 

von bereits zerstörten RPE-Strukturen um eine allgemeine Degradation der Proteine 

in den ERU Proben handelt. Da von den insgesamt 148 identifizierten Proteinen 114 

Proteine, darunter typische RPE Proteine, in gesundem wie in uveitischem RPE 

gleich stark reguliert waren, konnte von einem noch intakten uveitischen RPE 

ausgegangen werden. Die klare Verifikation der verminderten Expression unserer 

vier Kandidatenproteine in uveitischen Gewebeschnitten mit noch intaktem RPE 

widerlegte dann deutlich eine bloße Degradation der Proteine in den uveitischen 

Proben bei der Proteomanalyse. So kann davon ausgegangen werden, dass die in 

dieser Studie in situ identifizierten herunterregulierten ebenso wie die hochregulierten 

Proteine den pathophysiologischen Zustand der RPE-Zellen im Zuge der ERU 

reflektieren. 

Die drei in uveitischem RPE hochregulierten Proteine Komplementfaktor C3, 

Immunglobulin der Klasse G (IgG) 5 und IgG7 (Publikation I, Tabelle 1) spiegeln 

dabei sehr gut das immunmediierte Geschehen der ERU wider, da alle drei Proteine 

funktionell dem Immunsystem zuzuordnen sind. Der Komplementfaktor C3 gehört 

den löslichen Faktoren des angeborenen Immunsystems und IgG5 und IgG7 den 

löslichen Faktoren des erworbenen Immunsystems an. Die in dieser Studie 

detektierte erhöhte Expression von Komplementfaktor C3 in uveitischen RPE-Zellen 

(Publikation I, Tabelle 1) reiht sich als zentraler Faktor des Komplementsystems sehr 

gut in die von unserer Arbeitsgruppe bereits als differentiell exprimiert identifizierten 

Komponenten des Komplementsystems im Zuge der ERU ein (Deeg et al. 2007a, 

Hauck et al. 2012, Hauck et al. 2007, Zipplies et al. 2009, Zipplies et al. 2010a, 

Zipplies et al. 2010b). Der Komplementfaktor C3 und andere dem 

Komplementsystem angehörige Proteine konnten mittels LC-MS/MS im Vergleich zu 

Kontrollen in uveitischen Glaskörperproben in deutlich erhöhter Konzentration 

detektiert werden (Hauck et al. 2012). Des Weiteren wies der Vergleich von Serum 

gesunder Pferde mit dem von an ERU erkrankten Pferden mittels 2D 

Gelelektrophorese und anschließender Analyse der Gelspots mittels MALDI-

TOF/TOF einen erhöhten Plasmaspiegel von Komplementfaktor B bei an ERU 

erkrankten Pferden auf (Zipplies et al. 2010b). Zudem konnte ein Anstieg der 

Spaltprodukte iC3b, C3d, B/Ba, B/Bb und Bb-Neoantigen in uveitischen Seren mittels 

Dot-Blot Analysen nachgewiesen werden (Zipplies et al. 2010b). Auch im Zielorgan 
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Retina wurden bei an ERU erkrankten Pferden im Gegensatz zu Kontrollen die 

Spaltprodukte C3d und Bb-Neoantigen gefunden (Zipplies et al. 2010b). Mittels 

immunhistochemischer Färbungen konnte gezeigt werden, dass infiltrierende Zellen 

im uveitischen Glaskörper, welche positiv für die Spaltprodukte des 

Komplementsystems waren, den Makrophagenmarker CD68 exprimierten (Zipplies et 

al. 2010b). So konnte zusätzlich zur Aktivierung des Komplements auch eine 

neuartige Verbindung zwischen Makrophagen und dem Komplementsystem, welche 

an den immunologisch stattfinden Prozessen der ERU beteiligt ist, in uveitischen 

Augen nachgewiesen werden (Zipplies et al. 2010b). Die Entstehung der 

Spaltprodukte von Komplementfaktor C3 stellt das zentrale Ereignis bei der 

Aktivierung des Komplementsystems dar (Mathern and Heeger 2015). 

Physiologischerweise wird dieser Vorgang strikt durch regulatorische Proteine, wie 

den Zerfalls-Beschleunigungs-Faktor CD55 reguliert, um körpereigene Zellen vor 

entzündlichen Angriffen zu schützen (Mathern and Heeger 2015, Ricklin et al. 2010). 

Kommt es dennoch zu Dysregulationen im Komplementsystem, kann dies zu 

Autoimmunerkrankungen wie z.B. Lupus erythematodes, Multipler Sklerose und 

Morbus Crohn führen (Leffler et al. 2014, Ramaglia et al. 2015, Sandahl et al. 2014). 

Auch im Serum von Ratten mit experimentell durch IRBP induzierter Uveitis wurde 

mittels LC-MS/MS ein erhöhter Plasmaspiegel an Komplementfaktor C3 im Vergleich 

zu Kontrollen gemessen (Guo et al. 2015). Bei anderen Augenerkrankungen, wie 

z.B. der altersabhängigen Makuladegeneration (AMD) trägt die Dysregulation des 

Komplementsystems ebenso entscheidend zur Pathogenese der retinalen 

Erkrankung bei (Bora et al. 2015). So beinhalten z.B. Drusen (Ansammlungen von 

Abbauprodukten des retinalen Stoffwechsels), welche die ersten klinischen 

Anzeichen der AMD darstellen, Proteine des Komplementsystems (Smailhodzic et al. 

2014). Dies lässt darauf schließen, dass die Drusen an einer lokalen 

Komplementsystem-mediierten Entzündung in der AMD beteiligt sind (Smailhodzic et 

al. 2014). Für mehrere Gene des Komplementsystems, wie z.B. die der 

Komplementfaktoren C3 und B, wurde des Weiteren ein Polymorphismus festgestellt, 

welcher mit der Ausbildung und dem Verlauf der AMD in Assoziation gebracht 

werden konnte (Schramm et al. 2014). Zudem wurde, wie auch bei ERU-Patienten, 

bei AMD-Patienten ein erhöhter Spiegel an aktivierenden 

Komplementsystemfaktoren im Serum nachgewiesen (Reynolds et al. 2009). Die 

genauen Mechanismen, wie das Komplementsystem an der Pathogenese der oben 
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genannten Krankheiten beteiligt ist, konnten bislang nicht vollständig geklärt werden. 

Jedoch ist bekannt, dass die Ablagerungen von Komplementfaktoren C3 und C3b 

auf Zielzellen mit einer Bildung von C3a und C5 und dem Membranangriffskomplex 

(MAC) einhergehen, was zur Entzündung und Zelllyse führt (Smailhodzic et al. 2014). 

Eine solche Ablagerung von Komponenten des Komplementsystems wie den 

Komplementfaktoren C3, B, H und dem MAC konnte mit einem lichtinduzierten 

Retinopathie-Modell an Ratten-RPE-Zellen gezeigt werden und ging letztendlich mit 

dem Verlust der RPE-Zellen einher (Collier et al. 2011). Die erhöhte Expression von 

Komplementfaktoren, wie dem Komplementfaktor C3, konnten bei der humanen 

RPE-Zelllinie ARPE-19 mittels eines in vitro Ko-Kultur-Systems detektiert werden, bei 

dem die Genexpression von ARPE-19 Zellen auf die von aktivierten humanen T-

Lymphozyten sekretierten löslichen Faktoren untersucht wurde (Juel et al. 2011). So 

ist es denkbar, dass es auch bei der ERU am RPE durch Stimulation von 

autoaggressiven T-Zellen zu einer vermehrten Expression des Komplementfaktors 

C3 kommt, welcher dann zur Bildung von C3a, C5 und MAC führt, was wiederrum 

zur Entzündung und Zelllyse und somit zu einer beschädigten BRS führen könnte. 

Um mehr Informationen über die Beteiligung des Komplementfaktors C3 an der 

Pathogenese der ERU zu erhalten, wäre es denkbar, die Expression von 

Komplementfaktoren eines equinen RPE-Monolayers auf die Exposition löslicher 

Faktoren von aktivierten T-Zellen hin zu untersuchen und die Struktur des RPE-

Monolayers auf Durchlässigkeit zu überprüfen und immunhistologisch zu analysieren. 

Zusätzlich zum Komplementfaktor C3 konnten in dieser Studie noch zwei weitere 

Proteine in RPE-Zellen von an ERU erkrankten Pferden als hochreguliert identifiziert 

werden. Diese waren IgG5 und IgG7 (Publikation I, Tabelle 1). Immunglobuline 

werden vorwiegend im Zuge der humoralen erworbenen Immunantwort von 

Plasmazellen gebildet, binden Antigene und aktivieren somit andere Komponenten 

des Immunsystems, wie das Komplementsystem und andere Effektorzellen. Somit 

sind sie entscheidend an der Beseitigung und Zerstörung von Pathogenen beteiligt. 

Während der Mensch vier IgG-Subklassen besitzt, IgG1-IgG4, sind heute beim Pferd 

sieben Subklassen bekannt, IgG1-IgG7 (Wagner 2006). Eine Expression von IgG in 

equinen RPE-Zellen wurde bisher noch nicht beschrieben (Pubmed Recherche 

Stand 16.03.2015). In RPE-Zellen von Mäusen sowie in ARPE-19 Zellen konnte 

jedoch eine endogene IgG-Expression nachgewiesen werden (Niu et al. 2011, Niu et 

al. 2013). Es wurde gezeigt, dass das von RPE-Zellen produzierte IgG an der 
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Proliferation, Apoptose, Mitose und Migration von ARPE-19 Zellen beteiligt ist und 

zudem einen positiven Effekt auf den TLR (Toll-like Rezeptor)-4 Signalweg, der zur 

Regulation der angeborenen Immunantwort beiträgt, ausübt und somit eine 

entscheidende Rolle in der Immunantwort von RPE-Zellen einnimmt (Niu et al. 2013). 

Eine solche endogene Expression könnte auch das Vorhandensein von IgG5 und 

IgG7 in equinen RPE-Zellen erklären, es wäre jedoch auch denkbar, dass es wie bei 

der proliferativen Glomerulonephritis mit monoklonalen IgG Ablagerungen, zu einer 

Ablagerung von IgG auf RPE-Zellen kommt (Fatima et al. 2014). Die mögliche 

Expression von IgG5 und IgG7 in equinen RPE-Zellen auf mRNA-Ebene könnte z.B. 

mittels PCR analysiert werden. Eine differentiell regulierte Expression oder 

Konzentration von IgG-Isotypen in oder auf RPE-Zellen im Zuge der ERU konnte 

bisher noch nicht festgestellt werden, jedoch wurden in vorherigen Studien unserer 

Arbeitsgruppe bereits erhöhte Konzentrationen von IgG-Isotypen, darunter auch 

IgG7, in uveitischen Seren, Retinae und Glaskörpern nachgewiesen (Deeg et al. 

2007a, Deeg et al. 2001, Hauck et al. 2007, Zipplies et al. 2009). Aufgrund fehlender 

geeigneter Isotyp-spezifischer Antikörper wurden bislang nur wenig funktionelle 

Daten über die IgG-Isotypen beim Pferd erzeugt. So konnte noch nicht einheitlich 

geklärt werden, zur Bildung welches IgG-Isotyps die einzelnen T-Helfer-Zell (Th)-

Antworten führen. Durch Injektion eines modifizierten EHV (Equines Herpesvirus) 1-

Lebendimpfstoffs wurde bei Pferden vornehmlich die Bildung von IgG1, IgG2, IgG4 

und IgG7 induziert, die daraufhin in Verbindung mit einer Th1-Zellantwort gebracht 

wurden (Goodman et al. 2006). Bei Pferden, die nach Ausbildung einer protektiven 

Immunantwort auf eine EHV4-Infektion anschließend mit EHV1 infiziert wurden, 

konnte diese Th1-Immunantwort bestätigt werden (Bannai et al. 2011). 

Demgegenüber wurde in einer Studie über die Immunreaktion von Fohlen und 

erwachsenen Pferden auf Virulenz-assoziierte Proteine von Rhodococcus Equi, die 

gebildeten Immunglobuline IgG3, IgG5, IgG4 und IgG7 einer Th2-Zellantwort 

zugeordnet (Hooper-McGrevy et al. 2003). Übereinstimmend konnten IgG1 und IgG2 

einer Th1-Zellantwort und IgG3 und IgG5 einer Th2-Zellantwort zugeordnet werden 

(Bannai et al. 2011, Goodman et al. 2006). Für IgG4 und IgG7 gibt es hingegen 

widersprüchliche Daten, sie wurden sowohl der Th1- als auch der Th2-Zellantwort 

zugeordnet. Da die ERU eine Th1-mediierte Autoimmunerkrankung ist (Gilger et al. 

1999) und wir in dieser Studie ein vermehrtes Vorkommen von IgG5 und IgG7 auf 

uveitischem RPE identifizieren konnten, könnte dies darauf hindeuten, dass IgG5 
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und IgG7 vielmehr der Th1-Zellantwort des Pferdes zugehörig sind. Dies könnte 

überprüft werden, indem periphere Blutlymphozyten von Pferden mit Zytokinen der 

Th1-Zellantwort, z.B. Interferon gamma, stimuliert werden und der Überstand auf 

eine erhöhte Konzentration von IgG5 und IgG7 untersucht wird. Mit Hilfe der von 

unserer Arbeitsgruppe erst kürzlich hergestellten eigenen monoklonalen Antikörper 

gegen die sieben IgG-Isotypen des Pferdes werden solche Untersuchungen zur 

Zuordnung der IgG-Isotypen zu den T-Helfer-Zellantworten und auch weitere 

Untersuchungen zur Aufklärung der Funktion von IgG5 und IgG7 beim Pferd auch in 

Hinblick auf die RPE-Zellen in Zukunft durchgeführt. 

Den drei in uveitischen RPE-Zellen hochregulierten Proteinen Komplementfaktor C3, 

IgG5 und IgG7 (Publikation I, Tabelle 1) standen insgesamt 24 herunterregulierte 

Proteine gegenüber (Publikation I, Tabelle 2). Unter diesen befanden sich, wie oben 

erwähnt, vermehrt Transportproteine. Eines dieser Transportproteine war GLUT-4, 

welcher um das 77,9-fache geringer in uveitischem RPE im Vergleich zu Kontrollen 

exprimiert war (Publikation I, Tabelle 2). Unseres Wissens ist dies die 

Erstbeschreibung von GLUT-4 in RPE-Zellen (Pubmed Recherche Stand 

16.03.2015). Die in der Literatur bislang in verschiedenen Spezies, wie z.B. Ratte 

und Huhn, beschriebenen Glukosetransporter im RPE sind vor allem GLUT-1 und 

GLUT-3 (Ban and Rizzolo 2000, Strauss 2005). GLUT-4 ist normalerweise 

intrazellulär in Muskel- und Fettzellen lokalisiert und verlagert sich von dort nach 

Insulinstimulation an die Zelloberfläche, von wo er Glukose aus dem extrazellulären 

Milieu in das Zellinnere transportiert (Govers 2014). So spielt er für den 

physiologischen Zuckerhaushalt eine bedeutende Rolle, aber z.B. auch für die 

Pathogenese der Insulinresistenz bei Diabetes mellitus Typ II (Govers 2014). In RPE-

Zellen wurde GLUT-4 zwar bisher noch nicht beschrieben, doch konnte es in den 

Photorezeptoren der inneren Körnerschicht und in der Ganglienzellschicht von 

Ratten und Fröschen mittels immunhistologischer Untersuchungen detektiert werden 

(Sanchez-Chavez et al. 2012). Die Erstbeschreibung von GLUT-4 in equinem RPE 

macht deutlich, dass beim Pferd, anders als bei anderen Spezies, die Versorgung 

der RPE-Zellen selbst sowie auch die Versorgung der retinalen Strukturen mit 

Glukose über GLUT-1 und GLUT-4 gesichert ist. In uveitischem RPE könnte diese 

Versorgung durch die verminderte Expression von GLUT-4 eingeschränkt sein, was 

so zuvor noch nicht für Uveitiden beschrieben wurde. Eine erniedrigte GLUT-4-

Expression konnte jedoch kürzlich in Retinae von Hühnerembryonen mit induzierter 
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diabetischer Retinopathie nachgewiesen werden, was als Bestätigung eines 

gelungenen Hühnermodells für die diabetische Retinopathie angesehen wurde, da 

auch schon in mit Streptozotocin induzierten diabetischen Rattenmodellen 

Veränderungen der GLUT-4-Expression gezeigt wurden (Shi et al. 2014). Die 

Expression von GLUT-4 in RPE-Zellen gesunder und an ERU erkrankter Pferde 

sollte in weiteren Studien genauer untersucht werden, da die erniedrigte Expression 

von Glukosetransportern im RPE schwerwiegende Folgen für die Energieversorgung 

der Photorezeptoren und damit der Aufrechterhaltung des Sehvermögens haben 

könnte. 

Ein weiteres Protein, welches in dieser Studie in uveitischen RPE-Zellen 

herunterreguliert war, ist RPE65 (Publikation I, Tabelle 2). Es ist bekannt, dass 

RPE65 in den meisten RPE-Zelllinien nicht mehr vorhanden ist, da es, sobald RPE-

Zellen in Kultur genommen werden, nicht mehr exprimiert wird (Alge et al. 2003, 

Milyushina et al. 2012, Szober et al. 2012). Eine Ausnahme hiervon bildet die RPE-

Zelllinie ARPE19 (Ahmado et al. 2011). Die Identifizierung von RPE65 mittels 

unserer neuartigen in situ Biotinylierungsmethode mit anschließender LC-MS/MS 

bestätigt daher, dass die in dieser Studie identifizierten Proteine und ihre 

differentielle Regulation zwischen gesundem und uveitischem RPE sehr gut die sich 

in vivo abspielenden physiologischen und pathophysiologischen Vorgänge am RPE 

widerspiegeln, da wir RPE65 im gesunden RPE klar nachweisen konnten. RPE65 

katalysiert die Hydrolyse und die Isomerisierung des all-trans-Retinylesters in 11-cis-

Retinol und nimmt so eine entscheidende Rolle im Sehzyklus ein (Muniz et al. 2014). 

Durch diese wichtige Funktion ist auch RPE65 ein Protein, bei dem eine veränderte 

Expression in RPE-Zellen zu erheblichen Einschränkungen des Sehvermögens 

führen kann. So ist bekannt, dass Mutationen im RPE65-Gen zu mit starkem 

Sehverlust einhergehenden degenerativen retinalen Erkrankungen, wie Leber‘scher 

kongenitaler Amaurose und anderen Formen der Retinitis Pigmentosa führen (Ozaki 

et al. 2014, Ripamonti et al. 2014). Betroffene Patienten dieser retinalen 

Erkrankungen zeigen eine deutliche Degeneration der Photorezeptoren und Schäden 

des RPE-Monolayers mit Drusen-ähnlichen Ablagerungen, Hyperpigmentation und 

erhöhter Granularität (Galvin et al. 2005, Lorenz et al. 2000). Bisher konnte eine 

veränderte Expression von RPE65 noch nicht für die ERU nachgewiesen werden, 

jedoch konnte ein stark uveitogenes Potential von RPE65 für die experimentelle 

autoimmune Uveitis (EAU) gezeigt werden (Ham et al. 2002). Durch die 
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Immunisierung von verschiedenen Rattenstämmen mit RPE65 konnte bei allen 

Ratten eine EAU induziert werden, was sowohl klinisch als auch histologisch 

nachgewiesen wurde (Ham et al. 2002). Daraus ergab sich für die Autoren die 

Hypothese, dass eine Autoimmunität gegen RPE65 an der Ätiologie und 

Pathogenese von Uveitiden beteiligt sein könnte (Ham et al. 2002). Die funktionelle 

Bedeutung des herunterregulierten RPE65 und die Ursache wie es zu dieser 

verringerten RPE65-Expression im RPE von an ERU erkrankten Pferden kommt, 

muss in weiteren Studien genauer untersucht werden. Eine mögliche Erklärung für 

die geringere Expression von RPE65 in uveitischem RPE von Pferden könnte, in 

Hinblick auf die festgestellte Autoimmunität gegen RPE65 bei Ratten, eine 

autoimmune Attacke von autoreaktiven T-Zellen gegen RPE65 sein. 

Interessanterweise konnte in dieser Studie ein weiteres in RPE von an ERU 

erkrankten Pferden herunterreguliertes Protein gefunden werden, welches in 

vorherigen Studien unserer Arbeitsgruppe als Autoantigen der ERU identifiziert 

wurde. Dabei handelt es sich um das Protein S-Arrestin, auch S-Antigen genannt 

(Publikation I, Tabelle 2). Die Untersuchung von Glaskörpern gesunder und an ERU 

erkrankter Pferde auf gegen S-Arrestin und IRBP gerichtete Autoantikörper ergab ein 

Vorkommen dieser Autoantikörper in 72 % der Glaskörper von an ERU erkrankten 

Pferden, wohingegen in gesunden Glaskörpern keine Antikörper gefunden wurden 

(Deeg et al. 2001). Des Weiteren konnte eine starke Proliferation von vitrealen Zellen 

nach Stimulation mit S-Arrestin detektiert werden (Deeg et al. 2001). Eine wichtige 

Rolle spielt S-Arrestin auch in Hinblick auf das für die ERU bewiesene inter- und 

intramolekulare Spreading (Deeg et al. 2006a, Deeg et al. 2004). So konnte bei 

Pferden mit IRBP-induzierter Uveitis ein intermolekulares Spreading von der initialen 

T-Zellantwort gegen IRBP auf eine folgende T-Zellantwort gegen S-Arrestin gezeigt 

werden (Deeg et al. 2002b). Intramolekulares Spreading wurde mittels 

Untersuchungen zur T-Zell-Proliferation von an ERU erkrankten Pferden auf 

verschiedene S-Arrestin-Peptide bewiesen (Deeg et al. 2006a). Die EAU der Lewis-

Ratte wird sehr häufig mit dem bei der Ratte hoch uveitogenen S-Arrestin induziert 

(Osada et al. 2014). So wurde auch bei Pferden mittels subkutaner Immunisierung 

mit S-Arrestin das uveitogene Potential dieses Autoantigens untersucht (Deeg et al. 

2004). Dabei konnte nur bei einem von fünf Pferden eine Uveitis induziert werden, 

wobei die Immunisierung mit S-Arrestin bei allen fünf Pferden die Bildung von 

autoreaktiven T- und B-Zellen bewirkte (Deeg et al. 2004). Genau wie bei der 
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verminderten Expression von RPE65 stellt sich auch bei S-Arrestin die Frage, wie es 

zu dieser herabgesetzten Expression kommt und welche funktionelle Wichtigkeit sie 

für das RPE und dessen Bedeutung in der Pathogenese der ERU haben könnte. 

Eine Erklärung für die verminderte Expression könnte wiederum darin zu finden sein, 

dass S-Arrestin durch autoreaktive T-Lymphozyten angegriffen und zerstört wird und 

die RPE-Zellen nicht in der Lage sind, die physiologische Konzentration von S-

Arrestin aufrecht zu erhalten. Die andere Möglichkeit, die in Betracht gezogen 

werden kann, wäre ein sekundär bedingtes verringertes Vorkommen von S-Arrestin 

aufgrund zuvor zerstörter RPE-Strukturen im Verlauf der ERU. Immunhistologische 

Untersuchungen von uveitischen, aber dennoch intakten RPE-Zellen im Vergleich zu 

gesunden RPE-Zellen könnten eine Antwort auf die Frage nach primär oder 

sekundär vermindertem S-Arrestin in uveitischem RPE liefern. 

Von den insgesamt 24 herunterregulierten Proteinen, die wir in dieser Studie 

identifizieren konnten, weckten vier Proteine, Synaptotagmin 1, Basigin, Collectrin 

und Peripherin 2 aufgrund ihrer spannenden Funktionen, Lokalisationen oder 

Beteiligungen an retinalen Augenerkrankungen unser besonderes Interesse. 

Interessanterweise ergab die Analyse der Funktionsbereiche der vier Proteine mittels 

der Genomatix Software (https://www.genomatix.de/, Recherche 16.03.2015) für alle 

Proteine eine Beteiligung an „Visual Functions“ und „Immunological Diseases“. So 

habe ich diese vier Proteine in weiteren Untersuchungsschritten genauer 

charakterisiert und konnte zunächst die Expression in gesundem und uveitischem 

RPE verifizieren. In einer ersten Untersuchungsreihe dazu wurden Synaptotagmin 1, 

Basigin und Collectrin eingehender betrachtet (Publikation I). Für jedes dieser drei 

Proteine konnte sowohl mittels durchflusszytometrischer Messungen, als auch 

immunhistologischer Färbungen der zuvor massenspektrometrisch identifizierte 

Expressionsrückgang der Proteine in uveitischem RPE klar verifiziert werden. 

Synaptotagmin 1 ist ein N-glykosiliertes Transmembranprotein, welches mit seinen 

zwei C-terminalen C2-Domänen die Fähigkeit besitzt, Calcium zu binden und somit 

als Calciumsensor agiert (Lin et al. 2014). Es initiiert durch Interaktionen mit dem 

SNARE-Komplex die calciumabhängige Fusion von Neurotransmitter-

Vesikelmembranen mit der Zellmembran und ist somit entscheidend an Endo- und 

Exozytosevorgängen beteiligt (Del Prete et al. 2014). Es ist bekannt, dass 

Synaptotagmin 1 in Neuronen des Gehirns und Gliazellen lokalisiert ist (Glavan et al. 

2009). Unseres Wissens nach wurde Synaptotagmin 1 bislang nicht in RPE-Zellen 



 Diskussion 
 

 

71 

beschrieben (Pubmed Recherche Stand 16.03.2015). Mittels immunhistologischer 

Färbungen konnte im Zuge dieser Studie gezeigt werden, dass Synaptotagmin 1 in 

gesundem equinen RPE über die gesamte Zelle gleichmäßig verteilt war (Publikation 

I, Abbildung 2B), wohingegen die Expression in uveitischem equinem RPE stark 

zurückging und vornehmlich in Randgebieten der RPE-Zellen zu finden war 

(Publikation I, Abbildung 2D). Die verminderte Expression von Synaptotagmin 1 in 

uveitischem RPE wurde quantifiziert und ein Rückgang auf 63,5 % im Vergleich zu 

physiologischem RPE nachgewiesen (Publikation I, Abbildung 5A). In vorherigen 

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurde Synaptotagmin 1 als 

plasmamembranständiges Autoantigen bei der ERU identifiziert (Swadzba et al. 

2012a). Zur Gewinnung von Membranproteinen der Retina wurden dabei retinale 

Glykoproteine durch Concanavalin A angereichert und anschließend die Antikörper-

bindung gesunder und an ERU erkrankter Pferde an diese Präparation untersucht. 

Dabei zeigte sich, dass mehrere ERU-Pferde Antikörper gegen ein unbekanntes 

Protein aus dieser Präparation aufwiesen (Swadzba et al. 2012a). Das Protein wurde 

aus der Blotmembran ausgeschnitten, massenspektrometrisch analysiert und als 

Synaptotagmin 1 identifiziert (Swadzba et al. 2012a). Validiert wurde 

Synaptotagmin 1 als hochprävalentes Autoantigen der ERU mittels eines Enzyme-

Linked Immunosorbent Assays (ELISA) (Swadzba et al. 2012a). Interessanterweise 

konnte bei der weiteren Charakterisierung von Synaptotagmin 1 eine signifikant 

verminderte Expression von Synaptotagmin 1 in uveitischer Retina gezeigt werden, 

wie sie auch in dieser Studie in uveitischem RPE detektiert wurde (Swadzba et al. 

2012a). Sowohl in der Studie zu Synaptotagmin 1 als retinales Autoantigen der ERU 

als auch in unserer aktuellen Studie konnte gezeigt werden, dass die verminderte 

Expression von Synaptotagmin 1 in der Retina und in RPE-Zellen von an ERU 

erkrankten Pferden unabhängig von einer Zerstörung der physiologischen 

Gewebestrukturen ist, da die untersuchten uveitischen Retinae und die RPE-

Monolayer noch voll intakt waren (Publikation I, Abbildung 2C und D) (Swadzba et al. 

2012a). Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Reduktion der 

Synaptotagmin 1-Expression in uveitischen Retinae auf ein aktives Geschehen 

zurückzuführen ist (Swadzba et al. 2012a). Diese Hypothese wird durch die aktuell 

gefundene verminderte Expression von Synaptotagmin 1 in uveitischem aber 

dennoch intaktem RPE bekräftigt, wobei die genaue Ursache der Reduktion weiterhin 

unbekannt bleibt. Interessanterweise konnte eine verminderte Expression von 
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Synaptotagmin 1 auch bei Alzheimer-Patienten in verschiedenen Gehirnregionen 

detektiert werden, was für fehlerhafte Schaltungen der Synapsen im Gehirn von 

Alzheimer-Patienten verantwortlich gemacht wurde (Mufson et al. 2002, Reddy et al. 

2005, Yoo et al. 2001). Wie auch schon in Bezug auf die Retina von unserer 

Arbeitsgruppe angeführt (Swadzba et al. 2012a), könnte die verminderte Expression 

von Synaptotagmin 1 in der Retina und im RPE von an ERU erkrankten Pferden aus 

einer Zerstörung des Proteins durch attackierende Autoantikörper resultieren. Auch 

eine Dysregulation von bisher unbekannten Faktoren, die auf die Expression von 

Synaptotagmin 1 Einfluss nehmen, könnte für die verminderte Expression von 

Synaptotagmin 1 verantwortlich sein (Swadzba et al. 2012a). Zusätzlich könnte eine 

durch ständigen zellulären Stress verminderte Fähigkeit der Zellen, das 

Synaptotagmin 1 zu rekonstituieren entscheidend an der verminderten Expression 

von Synaptotagmin 1 beteiligt sein (Swadzba et al. 2012a). Diese möglichen 

Ursachen sowie die funktionelle Bedeutung der verminderten Expression von 

Synaptotagmin 1 müssen in weiteren Untersuchungen noch geklärt werden. 

Das zweite von uns näher charakterisierte Protein, welches in uveitischem RPE 

niedriger im Vergleich zu den Kontrollen exprimiert war, ist Basigin (Publikation I, 

Tabelle 2). Basigin gehört zur Gruppe der Immunglobulin-Superfamilie und ist an 

vielen interessanten Funktionen, auch in Hinblick auf das RPE, wie z.B. der 

Zelladhäsion und dem Laktattransport, beteiligt (Grass et al. 2014, Nishibaba et al. 

2012, Philp et al. 2003b). Basigin wurde schon in einer früheren Studie von unserer 

Arbeitsgruppe in der Zelloberflächenmembran von Pferde-RPE-Zellen entdeckt, 

jedoch nicht näher charakterisiert (Szober et al. 2012). Deshalb haben wir im Zuge 

der aktuellen Studie die Lokalisation von Basigin in gesundem sowie in uveitischem 

equinen RPE mittels immunhistologischer Färbungen genauer untersucht 

(Publikation I, Abbildung 3). In gesundem RPE war Basigin deutlich basolateral im 

RPE polarisiert, also vermehrt zur Seite der Bruch’schen Membran und zu 

benachbarten RPE-Zellen hin (Publikation I, Abbildung 3B). Demgegenüber wurde 

Basigin im RPE von adulten Ratten vermehrt apikal detektiert, also auf der Seite hin 

zu den Photorezeptoren (Marmorstein et al. 1998). Bei Menschen, Mäusen und 

Hühnern wiederum wird Basigin sowohl apikal als auch basolateral exprimiert (Philp 

et al. 2003a, Philp et al. 2003b). Warum das Pferd eine andere Polarität von Basigin 

im RPE aufweist als die bisher untersuchten anderen Spezies, ist unklar. Eine 

Erklärung hierfür könnte in der Sonderstellung des Pferdes in Hinblick auf die fast 
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vollständig avaskuläre Retina im Vergleich zu anderen Spezies zu finden sein. So 

wäre es denkbar, dass gerade Proteine mit wichtigen Funktionen wie dem Zu- und 

Abtransport von Stoffen eher zur basolateralen Seite hin nah an der Choroidea 

exprimiert werden, als zur apikalen Seite des RPEs, welche an die avaskuläre Retina 

angrenzt. Um diese Hypothese zu bestärken, wäre es interessant die Lokalisation 

von Basigin im RPE von Kaninchen auf Ähnlichkeiten zum Pferd zu untersuchen, da 

auch das Kaninchen eine weitestgehend avaskuläre Retina besitzt (Yu and Cringle 

2001). Daraus ließe sich auch eine Erklärung für die Lokalisationsänderung von 

Basigin im uveitischen RPE ableiten. Im RPE von an ERU erkrankten Pferden war 

eine deutliche Reduktion der Basigin-Expression feststellbar (Publikation I, Abbildung 

3D). Die Quantifikation der Fluoreszenzintensitäten von Basigin in gesundem und 

uveitischem RPE ergab einen signifikanten Rückgang der Basigin-Expression im 

uveitischen RPE auf 28,4 % (Publikation I, Abbildung 5B). Des Weiteren war eine 

deutliche Lokalisationsänderung von Basigin im RPE von an ERU erkrankten 

Pferden im Vergleich zu gesunden Kontrollen zu erkennen (Publikation I, Abbildung 

3). Die in gesunden Zellen deutliche basolateral nachweisbare Polarität war im 

uveitischen RPE nicht mehr detektierbar (Publikation I, Abbildung 3D). Basigin war in 

ERU-RPE nunmehr sowohl basolateral, als auch apikal zu finden (Publikation I, 

Abbildung 3D). Diese im uveitischen RPE auch apikal vorzufindende Expression von 

Basigin könnte eventuell damit zusammenhängen, dass Basigin über einen 

heterodimeren Komplex mit Monocarboxylat-Transportern (MCT) interagiert (Deora 

et al. 2005). MCT sind plasmamembranständige Ko-Transporter für Laktat und H+ 

und somit essentiell für die Aufrechterhaltung der Laktat und pH-Homöostase in 

vielen Zelltypen (Deora et al. 2005, Li et al. 2014). Auch in RPE-Zellen sind MCT 

sowohl apikal als auch basolateral lokalisiert (Philp et al. 2003b). Die erniedrigte 

Expression von Basigin in RPE-Zellen von an ERU erkrankten Pferden könnte somit 

zu einer Dysregulation des Laktat- und pH-Haushaltes im Auge führen und mit einem 

Energiemangel und Funktionsverlust der RPE-Zellen einhergehen, was letztendlich 

eine Degeneration der Photorezeptoren verursachen würde. Um die verminderte 

Expression von Basigin in uveitischem RPE und die dadurch eventuell vermehrte 

Ansammlung von Laktat im subretinalen Raum auszugleichen, könnte die Antwort 

der RPE-Zellen die im Fall der ERU zusätzlich zur basolateralen gezeigte apikale 

Expression von Basigin sein. Bei Basigin-Knockout-Mäusen wurde der Verlust des 

Sehvermögens in Zusammenhang mit einer erniedrigten Expression von MCT und 
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einer folglich möglichen Dysregulation des Laktattransportes diskutiert (Philp et al. 

2003a). Der Phänotyp von Basigin-Knockout-Mäusen ist gekennzeichnet durch 

Kontrast- und Farbsehdefizite und durch eine Degeneration der Photorezeptoren, 

welche bis hin zur Blindheit führen kann (Hori et al. 2000, Pablo and Ochrietor 2013, 

Philp et al. 2003a). Veränderungen in den RPE-Zellen dieser Basigin-Knockout-

Mäuse konnten nicht detektiert werden (Philp et al. 2003a). Um mehr Informationen 

über die Funktion von Basigin in uveitischen RPE-Zellen zu erhalten, wäre ein 

möglicher Ansatz, Laktat-Transportversuche vergleichend durch auf Transwell-Filtern 

angewachsenen gesunden und uveitischen RPE-Zellen durchzuführen. Zusätzlich 

könnte man die Lokalisation von Basigin in gesundem equinem RPE betrachten, 

welches einer erhöhten Laktatkonzentration ausgesetzt ist, um daraufhin 

möglicherweise eine Lokalisationsänderung von Basigin festzustellen. Eine weitere 

sehr interessante Funktion von Basigin ist die Beteiligung an Zell-Zelladhäsionen 

durch die Interaktion von Basigin mit verschiedenen Integrinen in verschiedenen 

Zellen, wie den Zellen des Zentralen Nervensystems, Endothelzellen, Melanomzellen 

und RPE-Zellen (Kaushik et al. 2015, Nishibaba et al. 2012, Pennings and 

Kritharides 2014, Priglinger et al. 2013). So könnte die verminderte Expression von 

Basigin im Zuge der ERU zum Verlust von Zell-Zellkontakten führen, welche unter 

anderem über Integrine aufrechterhalten werden. Dies würde eine erhöhte 

Permeabilität der äußeren BRS bedeuten und somit einen Einstrom von 

autoreaktiven T-Zellen in das innere Auge erlauben. Wie genau eine verminderte 

Expression von Basigin funktionell an den pathophysiologischen Vorgängen des 

RPEs im Laufe der ERU beteiligt ist, muss noch näher geklärt werden. Zusätzlich zur 

Untersuchung des Laktattransports von RPE-Zellen mit einer veränderten Basigin- 

Expression könnten auch Permeabilitätsversuche durch Basigin-gesilencte RPE-

Monolayer durchgeführt werden.  

Das dritte Oberflächenmembranprotein, welches mittels der differentiellen 

Proteomanalyse als herunterreguliert in uveitischen RPE-Zellen identifiziert und 

anschließend mittels Durchflusszytometrie und Immunhistologie bestätigt werden 

konnte, war Collectrin (Publikation I, Tabelle 2). Collectrin ist ein glykosiliertes 

Transmembranprotein, welches vor allem in den Beta-Zellen des Pankreas, im 

proximalen Tubulus und Sammelrohr der Niere sowie in Gefäßendothelzellen 

vorkommt (Chu and Le 2014, Pepaj et al. 2014). Auch in RPE-Zellen von Ratten 

konnte es bereits mittels differentieller Proteomanalyse in nativen RPE-Zellen 
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detektiert werden, woraufhin die Lokalisation von Collectrin in RPE-Zellen mit einer 

apikalen und basalen Polarität in RPE-Schnitten von Mäusen bestätigt wurde (Gu et 

al. 2012). Wir konnten Collectrin zum ersten Mal in equinen RPE-Zellen detektieren. 

Collectrin war über die gesamte Zelle verteilt und dabei verstärkt basal, apikal und 

lateral polarisiert (Publikation I, Abbildung 4B). Im RPE von an ERU erkrankten 

Pferden konnte eine signifikante Reduktion der Collectrin-Expression auf 50 % im 

Vergleich zu Kontrollen nachgewiesen werden (Publikation I, Abbildung 5C). Im 

uveitischen RPE war die Expression von Collectrin nur noch basolateral zu finden 

(Publikation I, Abbildung 4D). Veränderungen der Collectrin-Expression wurden 

bisher noch nicht in Zusammenhang mit der ERU oder anderen Uveitiden gebracht, 

jedoch konnte in einer Studie zur Pathogenese der AMD, in welcher die Lokalisation 

von Collectrin in RPE-Zellen erstmals beschrieben wurde, eine altersabhängige 

Änderung des Molekulargewichts von Collectrin festgestellt werden (Gu et al. 2012). 

Die Autoren dieser Studie stellten die Hypothese auf, dass Collectrin am 

Aminosäuretransport von RPE-Zellen beteiligt sein könnte (Gu et al. 2012). Eine 

solche Beteiligung von Collectrin an Transportvorgängen von Aminosäuren konnte 

später in Collectrin-Knockout-Mäusen beobachtet werden (Cechova et al. 2013). 

Eine Untersuchung der Augen wurde bei diesen Knockout-Mäusen nicht 

durchgeführt, jedoch wurde die Aufnahmefähigkeit von L-Arginin in pulmonalen 

Endothelzellen untersucht und dabei eine Dysregulation des L-Arginin-Transportes 

festgestellt (Cechova et al. 2013). Dies führte zu einem erhöhten Spiegel an 

Superoxiden mit folgender Hypertonie, einer erhöhten Salzempfindlichkeit und einem 

gestörten Drucknatriurese-Mechanismus (Cechova et al. 2013). Interessanterweise 

wurde eine verminderte Expression von Collectrin, welches auch von Beta-Zellen des 

Pankreas gespalten und sezerniert wird, in Serum von Patienten mit autoimmunem 

Diabetes im Vergleich zu Kontrollen gefunden (Pepaj et al. 2014). Um mehr 

Informationen über die mögliche Beteiligung von Collectrin an den 

pathophysiologischen Vorgängen des RPEs im Zuge der ERU zu erhalten, müssen 

weitere Untersuchungen folgen. Ein nächster Schritt hierfür könnte, wie auch von der 

Arbeitsgruppe zur Untersuchung der AMD durchgeführt, ein Aminosäure-

transportversuch mit Collectrin-gesilenctem RPE sein. So könnte durch die fehlende 

Expression von Collectrin am RPE eine mögliche auftretende Dysregulation des 

Aminosäuretransports festgestellt werden, die im Falle der ERU zur Anhäufung von 

Superoxiden oder zu Proteinsynthesestörungen im RPE führen könnte. Zudem 
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könnte aus der von Pepaj et al. detektierten verminderten Expression von Collectrin 

in Serum von Patienten mit autoimmunem Diabetes (Pepaj et al. 2014) ein 

Zusammenhang zwischen der verminderten Collectrin- und GLUT-4-Expression in 

uveitischem RPE angenommen werden. Um einen solchen Zusammenhang zu 

überprüfen könnte untersucht werden, ob das Silencing von Collectrin in RPE-Zellen 

eventuell mit einer verminderten GLUT-4-Expression der RPE-Zellen einhergeht. 

Ein weiteres Oberflächenmembranprotein, welches wir in uveitischem RPE als 

herunterreguliert identifiziert haben, ist Peripherin 2 (Publikation I, Tabelle 2). 

Peripherin 2 gehört zur Familie der Tetraspanine, kommt typischerweise in den 

äußeren Segmenten der Photorezeptoren vor und ist dort entscheidend an deren 

Bildung und Aufrechterhaltung beteiligt (Conley and Naash 2014). Laut Gene 

Ontology Terminologie (www.ebi.ac.uk/QuickGO) ist Peripherin 2 unter 

physiologischen Bedingungen verantwortlich für „Visual Perception“ und „Retina 

Development“. Diese interessanten funktionellen Eigenschaften von Peripherin 2 und 

die Tatsache, dass eine Lokalisation von Peripherin 2 unseres Wissens nach zuvor 

noch nicht in RPE-Zellen beschrieben wurde, veranlasste uns in einer weiteren 

Studie Peripherin 2 sowohl in Photorezeptoren als auch in RPE-Zellen von gesunden 

und an ERU erkrankten Pferden mittels Immunhistologie näher zu charakterisieren. 

In Retinae von gesunden Pferden konnte Peripherin 2 gleichmäßig verteilt in den 

äußeren Photorezeptorsegmenten detektiert werden (Publikation II, Abbildung 1B). 

Dieses Expressionsmuster von Peripherin 2 in den äußeren Segmenten der 

Photorezeptoren wurde bereits auch schon bei Ratten, Mäusen und Rindern 

beschrieben (Arikawa et al. 1992, Boesze-Battaglia et al. 2007). Dem schon zu 

erwartenden Expressionsmuster von Peripherin 2 in den äußeren Segmenten der 

Photorezeptoren schloss sich die Bestätigung der mittels LC-MS/MS erstmals 

entdeckten Lokalisation von Peripherin 2 in RPE-Zellen an. In equinem 

physiologischem RPE konnten wir eine über die gesamte Zelle verteilte Peripherin 2-

Expression detektieren, welche eine leicht erhöhte Intensität in einzelnen 

punktförmigen Bereichen aufwies (Publikation II, Abbildung 2B). Zudem konnten wir 

dieses Expressionsmuster auch in Gewebeschnitten physiologischen RPEs des 

Menschen detektieren (Publikation II, Abbildung 5), wodurch wir unsere 

Neuentdeckung von Peripherin 2 in RPE-Zellen deutlich untermauern konnten. Da 

RPE-Zellen jeden Tag ca. 10 % der äußeren Photorezeptorsegmente phagozytieren 

(Wavre-Shapton et al. 2014) lag es nahe, dass Peripherin 2, welches typischerweise 
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in den zu phagozytierenden Photorezeptorsegmenten vorliegt, durch Phagozytose in 

die RPE-Zellen gelangt. Um dieser Theorie nachzugehen, wurden die equinen RPE-

Schnitte auf eine mögliche Ko-Lokalisation von Peripherin 2 und dem klassischen 

Phagozytose Marker Rhodopsin untersucht (Zigler et al. 2011). Rhodopsin war in 

gesundem RPE auf einzelne punktförmige Bereiche konzentriert (Publikation II, 

Abbildung 2C). In diesen war eine Ko-Lokalisation von Peripherin 2 und Rhodopsin 

deutlich zu erkennen (Publikation II, Abbildung 2D). Daraus konnte gefolgert werden, 

dass die für Rhodopsin und Peripherin 2 positiv gefärbten Bereiche Phagosomen 

darstellten. Dies sprach dafür, dass Peripherin 2 ebenso wie Rhodopsin von RPE-

Zellen durch die Aufnahme von äußeren Photorezeptorsegmenten phagozytiert wird. 

Diese These wird gestützt durch eine erst kürzlich festgestellte Ko-Lokalisation und 

Interaktion von Rhodopsin und Peripherin 2 in den äußeren Photorezeptoren, welche 

in Kombination aus in vitro (KEK293-Zellen) und in vivo (in Mäuseretina) 

durchgeführten Ko-Immunpräzipitations- und Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer-

versuchen ermittelt wurde (Becirovic et al. 2014). Dabei wurde festgestellt, dass 

Peripherin 2 eine verbindende Funktion zwischen Rhodopsin und den zyklisch 

Nukleotid-gesteuerten Ionenkanälen (CNG-Kanäle) einnimmt, und dabei eine starke 

Bindung mit Rhodopsin eingeht (Becirovic et al. 2014). Da wir Peripherin 2 jedoch 

nicht nur in Ko-Lokalisation mit Rhodopsin in RPE-Zellen vorgefunden hatten, 

sondern darüber hinaus auch gleichmäßig über die gesamte Zelle verteilt, war es 

naheliegend, dass Peripherin 2 nicht nur aufgrund von Phagozytose im RPE 

lokalisiert ist, sondern auch von den RPE-Zellen selbst exprimiert wird. Um dies 

wiederum zu überprüfen, haben wir uns die Expression und Lokalisation von 

Peripherin 2 und Rhodopsin in kultivierten RPE-Zellen in unterschiedlichen 

Wachstumsstadien angesehen. Während Peripherin 2 in allen Wachstumsstadien 

der RPE-Zellen detektiert werden konnte, war Rhodopsin in den kultivierten Zellen 

nicht mehr zu finden (Publikation II, Abbildung 4). So kamen wir zu dem 

interessanten Schluss, dass Peripherin 2 sowohl mittels Phagozytose durch RPE-

Zellen aufgenommen wird als auch von diesen selbst exprimiert wird. In weiteren 

Analysen könnte die Expression von Peripherin 2 in RPE-Zellen mittels PCR auf 

mRNA Ebene weiterhin bestätigt werden. Weitere Erkenntnisse ließen sich aus den 

Lokalisationsmustern von Peripherin 2 und Rhodopsin in Retina- und RPE-Schnitten 

von an ERU erkrankten Pferden gewinnen. Peripherin 2, wie auch Rhodopsin, waren 

in gesunden und auch in uveitischen Retinae unverändert gleichmäßig über die 
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gesamten äußeren Photorezeptorsegmente verteilt exprimiert (Publikation II, 

.Abbildung 1). Der Vergleich zwischen gesundem und uveitischem RPE brachte 

jedoch eine signifikante Reduktion von Peripherin 2 auf 17,9 % in uveitischem RPE 

hervor, wohingegen für Rhodopsin kein Unterschied zwischen den beiden 

Konditionen festzustellen war (Publikation II, Abbildung 2 und 3). 

Zum einen kann anhand des unveränderten Rhodopsin-Vorkommens in gesundem 

und uveitischem RPE darauf geschlossen werden, dass die Phagozytose-

Aufnahmekapazität in uveitischem, aber dennoch intakten RPE nicht beeinträchtigt 

ist. Allerdings sind die bisherigen Daten nicht ausreichend, um einen verlangsamten 

Abbau der Phagosomen in den RPE-Zellen im Falle der ERU ausschließen zu 

können. Eine solche Dysfunktion der RPE-Zellen, Phagosomen nicht mehr in 

physiologischer Geschwindigkeit abbauen zu können, wurde in Zusammenhang mit 

der Best’schen vitelliformem Makula Dystrophie gebracht (Singh et al. 2013). Mittels 

der Durchführung von Phagozytoseassays wurde bei dieser retinalen Erkrankung 

eine verzögerte Abbaufähigkeit der vom RPE phagozytierten äußeren 

Photorezeptorfragmente festgestellt, was mit dem Pathomechanismus der 

progressiven und zum Verlust der Sehfähigkeit führenden Erkrankung in Verbindung 

gebracht wurde (Singh et al. 2013). Um die Phagozytosefähigkeit des RPEs in 

Zusammenhang mit der ERU genauer zu untersuchen, könnten in vitro 

Phagozytoseassays mit Rhodopsin durchgeführt werden. 

Zum anderen zeigt der Vergleich der Peripherin 2-Expression zwischen gesundem 

und uveitischem RPE interessanterweise, dass die Expressionsänderung von 

Peripherin 2 im Falle der ERU alleinig das RPE und nicht die Photorezeptoren 

betrifft. Inwiefern Peripherin 2 an den pathophysiologischen Vorgängen des RPEs im 

Rahmen der ERU und damit an der Pathogenese des Zusammenbruchs der BRS 

beteiligt ist, ist noch unklar. Bisher wurde Peripherin 2 auch außerhalb des RPEs 

noch nicht in Zusammenhang mit der ERU oder anderen Uveitiden gebracht. 

Interessanterweise sind jedoch heutzutage über 150 Mutationen im Peripherin 2-Gen 

bekannt (http://www.retina-international.org/files/sci-news/rdsmut.html), welche an 

der Pathogenese mehrerer retinaler Erkrankungen wie Retinitis punctata albescens, 

Adulte vitelliforme Makuladystrophie, Zapfen-Stäbchen-Degeneration und Retinitis 

Pigmentosa beteiligt sind (Leroy et al. 2007, Stuck et al. 2014). Je nach Mutation 

können verschiedene Formen einer Retinadegeneration auftreten. Eine 

Herunterregulation von Peripherin 2, wie wir sie auch in equinem uveitischen RPE 
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entdeckt haben, konnte in den äußeren Photorezeptoren bei einem Mausmodell 

(Nmf193) mit einer Veränderung eines einzelnen Basenpaares im Peripherin 2-Gen 

nachgewiesen werden (Nystuen et al. 2008). Diese Nmf193-Mäuse zeigten eine 

progressive Degeneration der Retina mit Defekten in den äußeren Segmenten der 

Photorezeptoren (Nystuen et al. 2008). Die verminderte Expression von Peripherin 2 

wurde in direkten Zusammenhang mit der Degeneration der Photorezeptoren 

gebracht, da in einem anderen nicht Peripherin 2-genassoziierten Mausmodell 

ebenso eine verminderte Peripherin 2-Expression mit einer vergleichbaren 

Degeneration der Photorezeptoren wie auch im Nmf193-Mausmodell detektiert 

werden konnte (Nystuen et al. 2008). So wäre es auch denkbar, dass die 

verminderte Expression von Peripherin 2 in direktem Zusammenhang mit dem 

Zusammenbruch der BRS steht. 

Durch die in dieser Studie erstmals durchgeführte in situ Biotinylierung zur 

Anreicherung von Oberflächenproteinen von gesunden und uveitischen RPE-Zellen 

und deren anschließender Identifizierung mittels LC-MS/MS, konnten zum einen für 

das physiologische equine RPE noch nicht beschriebene, funktionell wichtige 

Proteine detektiert werden. Zum anderen konnten auch mehrere interessante und 

ebenso zum Teil für das RPE noch unbekannte differentiell exprimierte Proteine in 

Bezug auf die ERU identifiziert werden. Da es sich dabei zunächst um einen eher 

deskriptiven Datensatz handelt, müssen nun weitere Untersuchungen durchgeführt 

werden, um funktionelle Daten zur Pathogenese des Zusammenbruchs der BRS bei 

der ERU zu erhalten. Hierfür konnten wir mit unserer neuartigen Methode und der 

weiteren Charakterisierung unserer vier Kandidatenproteine einen soliden 

Grundstock schaffen. In anknüpfenden Untersuchungen wird vor allem die 

Betrachtung des Einflusses der vier Kandidatenproteine Synaptotagmin 1, Basigin, 

Collectrin und Peripherin 2 auf die Durchlässigkeit der BRS im Fokus stehen. So 

könnte man durch die Kultivierung von RPE-Zellen, bei welchen zuvor ein Knockout 

der beschriebenen Kandidatenproteine durchgeführt wurde, auf Transwell-Filtern die 

BRS in vitro simulieren und deren Durchlässigkeit mittels der Detektion von 

Plasmaproteinen oder T-Lymphozyten auf der apikalen Seite des RPE-Monolayers 

überprüfen. Diese auf Transwell-Filtern angewachsenen RPE-Monolayer könnten 

anschließend noch histologisch auf mögliche Defekte der Zell-Zelladhäsionen 

untersucht werden. Ein weiterer Ansatz, um genauere Informationen über die 

Beteiligung der Kandidatenproteine an den pathophysiologischen Vorgängen bei der 
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ERU zu erhalten, welche für den Zusammenbruch der BRS verantwortlich sind, wäre 

die Überprüfung, inwieweit die Expressionsänderung der Kandidatenproteine 

Einfluss auf die Tight-Junctions der RPE-Zellen nimmt. Hierfür wäre ein Vergleich 

von ex vivo Transversalschnitten von gesundem und uveitischem RPE mittels 

immunhistologischer Färbungen mit dem jeweiligen Kandidatenprotein und einem 

Tight-Junction Marker wie ZO-1 denkbar, um so eventuelle Interaktionen des 

Proteins mit den Tight-Junctions oder Dysregulationen an den Tight-Junctions durch 

die Expressionsänderung der Kandidatenproteine festzustellen. Auch die 

Identifizierung verschiedener Interaktoren der Kandidatenproteine mittels Immuno-

präzipitationsanalysen könnte weitere Informationen zur Funktion der Kandidaten 

und ihrer Beteiligung an biologischen Pfaden aufdecken, die funktionell an der 

Pathogenese des Zusammenbruchs der BRS im Falle der ERU beteiligt sind. 

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die in dieser Studie 

durchgeführte in situ Biotinylierungsanreicherungsmethode der Zelloberflächen-

proteine von gesundem und uveitischem equinem RPE eine sehr erfolgreiche 

Methode ist, mit der selektiv ein äußerst hoher Anteil an Plasmamembranproteinen 

mittels der differentiellen Proteomanalyse detektiert werden konnte. Durch diese 

neuartige, effektive und innovative Methode konnte somit zum einen eine solide 

Grundlage für weitere funktionelle Untersuchungen zur Pathogenese der ERU und 

auch der humanen autoimmunen Uveitis, insbesondere in Hinblick auf die BRS, 

geschaffen werden. Zum anderen konnte auch eine Vorlage für die Identifizierung 

von Plasmamembranproteinen so nah wie möglich an ihrem physiologischen oder 

pathologischen Auftreten in vivo bei vielen anderen Zelltypen gegeben werden.  
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

Die equine rezidivierende Uveitis (ERU) ist eine sehr häufig auftretende autoimmune 

Augenerkrankung bei Pferden, welche meist mit dem Verlust der Sehfähigkeit der 

betroffenen Augen einhergeht. Da die ERU das einzig spontane Tiermodell für die 

humane autoimmune Uveitis darstellt, ist die Erforschung der zugrundeliegenden 

Pathomechanismen der ERU nicht nur veterinärmedizinisch, sondern auch für die 

Humanmedizin von großer Bedeutung.  

Charakteristisch für die ERU sind der Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke 

(BRS) und die Infiltration von autoaggressiven T-Lymphozyten in das innere Auge mit 

anschließender Zerstörung retinaler Strukturen. Beim Pferd wird die BRS, aufgrund 

der weitestgehend avaskulären Retina, hauptsächlich von der äußeren Komponente 

der BRS gebildet, dem retinalen Pigmentepithel (RPE). Im physiologischen Zustand 

stellt das RPE durch feste Zell-Zellverbindungen sowohl eine stabile mechanische, 

als auch durch seine Fähigkeit, mit Mediatoren des Immunsystems kommunizieren 

und interagieren zu können, eine effektive immunologische Barriere dar. Die im 

Verlauf der ERU stattfindenden pathophysiologischen Mechanismen, welche für den 

Zusammenbruch dieser Barriere verantwortlich sind, konnten bislang nicht 

ausreichend geklärt werden. Vor allem Änderungen im Expressionsmuster des 

Zelloberflächenproteoms könnten hierbei aufgrund der ständigen Interaktion und 

Kommunikation der RPE-Zellen mit ihrer Umgebung eine entscheidende Rolle 

spielen. Deshalb war es das Ziel dieser Arbeit, differentiell regulierte Zelloberflächen-

proteine zwischen gesunden und uveitischen RPE-Zellen zu detektieren, welche 

maßgeblich an der Pathogenese der ERU beteiligt sein könnten. Um so nah wie 

möglich die am RPE in vivo stattfindenden physiologischen und 

pathophysiologischen Prozesse widerspiegeln zu können, wurden RPE-

Zelloberflächenproteine von gesunden und an ERU erkrankten Pferden in dieser 

Studie mittels einer neuartigen in situ Biotinylierungsmethode angereichert und 

anschließend massenspektrometrisch analysiert. Dabei konnten insgesamt 148 

Proteine identifiziert werden, von denen 81,8 % Plasmamembranproteine waren, was 

deutlich für den Erfolg der neuartigen Anreicherungsmethode sprach. Unter den 148 

insgesamt identifizierten Proteinen befanden sich 27 differentiell regulierte Proteine, 

wovon in uveitischem RPE drei hoch- und 24 herunterreguliert waren. Neben den für 

RPE-Zellen klassischen Proteinen wie RPE65, Rhodopsin und S-Arrestin konnten 
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auch mehrere Proteine detektiert werden, die unseres Wissens zuvor noch nicht in 

RPE-Zellen beschrieben wurden, wie der Glukosetransporter 4, Synaptotagmin 1 und 

Peripherin 2. Funktionell besonders interessant fanden wir die vier Proteine 

Synaptotagmin 1, Basigin, Collectrin und Perpherin 2, welche alle mit einer 

verminderten Expression in uveitischem RPE zu finden waren. Interessanterweise 

ergab sich aus einer Pathway-Analyse für alle vier Proteine eine Beteiligung an 

„Visual Functions“ und „Immunological Diseases“. Mittels weiterführender Analysen 

wie der Durchflusszytometrie, der Immunhistologie und der Quantifizierung der 

Protein-Fluoreszenzintensitäten ist es gelungen die bereits massenspektrometrisch 

identifizierte verminderte Expression von Synaptotagmin 1, Basigin, Collectrin und 

Perpherin 2 zu verifizieren und die Proteine näher zu charakterisieren. 

Die in dieser Arbeit präsentierte neuartige in situ Biotinylierungsmethode zur 

Anreicherung von Oberflächenproteinen, welche anschließend mittels LC-MS/MS 

identifiziert wurden, erwies sich als sehr effektive und innovative Methode, um 

Oberflächenproteine so nah wie möglich in ihrem physiologischen und 

pathophysiologischen in vivo Vorkommen zu untersuchen. Daher liefert der in dieser 

Arbeit generierte Datensatz der differentiell regulierten Proteine zwischen gesunden 

und uveitischen RPE-Zellen eine solide Grundlage für weitere funktionelle Analysen 

zur Aufklärung der Pathogenese der ERU. 
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7 SUMMARY 

Equine recurrent uveitis (ERU) is a highly prevalent autoimmune eye disease in 

horses, which usually results in blindness of affected eyes. Since ERU is the only 

spontaneous animal model for human autoimmune uveitis, investigations of 

underlying pathomechanisms of ERU are not only of high importance for veterinary 

medicine, but also for human medicine. 

Characteristic features of ERU are the breakdown of blood-retinal barrier (BRB) and 

infiltration of autoaggressive T-lymphocytes into the inner eye with subsequent 

destruction of retinal structures. The BRB of the horse is, due to its widely avascular 

retina, formed by the outer component of the BRB, the retinal pigment epithelium 

(RPE). Based on its strong cell-cell connections, the RPE constitutes a solid 

mechanical barrier and due to its ability to communicate and interact with mediators 

of the immune system, an effective immunological barrier under physiological 

conditions, as well. Pathophysiological mechanisms taking place in course of ERU, 

which are responsible for the breakdown of BRB, were not sufficiently clarified to 

date. In this context, especially changes of cell surface proteome could play a 

decisive role due to the continuous communication and interaction of the RPE cells 

with their environment. Therefore, the goal of this study was to detect differentially 

expressed cell surface proteins of healthy and uveitic RPE cells, which might crucially 

contribute to the pathogenesis of ERU. To reflect physiological and 

pathophysiological processes taking place at the RPE as close as possible to the in 

vivo situation, cell surface proteins of RPE cells of healthy and ERU diseased horses 

were captured by a novel in situ biotinylation method and afterwards analyzed by 

mass spectrometry. Thereby, a total of 148 proteins were identified, of which 81.8 % 

were plasma membrane proteins, representing the success of this novel enrichment 

method. 27 of 148 totally identified proteins were differentially expressed. Among 

these, three proteins were upregulated and 24 proteins were downregulated in uveitic 

RPE. In addition to proteins typically expressed by RPE cells like RPE65, rhodopsin 

and S-arrestin, several proteins like glucose transporter 4, synaptotagmin 1 and 

peripherin 2 were detected, which to our knowledge were not described in RPE cells 

so far. Of high functional interest to us were four proteins, namely synaptotagmin 1, 

basigin, collectrin and peripherin 2, which were all downregulated in uveitic RPE 

cells. Interestingly, a pathway analysis showed involvement of all four proteins in 
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“visual functions” and “immunological diseases”. By performing further analysis such 

as flow cytometry, immunohistochemistry and quantification of fluorescence 

intensities, reduced expression of synaptotagmin 1, basigin, collectrin and 

peripherin 2, which were identified by mass spectrometry, was verified and the 

proteins were further characterized. 

In this study, a novel in situ biotinylation method used for cell surface protein 

enrichment with following identification of these proteins by LC-MS/MS was 

undertaken. The method proved to be an effective and innovative method to 

investigate cell surface proteins as closely as possible to their physiological and 

pathophysiological appearance in vivo. Therefore, the data set of differentially 

regulated proteins of healthy and uveitic RPE cells, which was generated within the 

present study, sets a great foundation for further functional analysis for clarifying the 

pathogenesis of ERU. 
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